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RESUME DE LA THESE EN FRANCAIS

Le Virus de I'lmmunodéficience Humaine de type | (VIH-1) est majoritairement dégradé dans les cellules
dendritiques dés son entrée. Des travaux précédemment réalisés dans I'équipe montrent que le
mécanisme de l'autophagie contribue a la dégradation virale (virophagie) et promeut les réponses
immunitaires innées et adaptatives. Etant donné que cette virophagie est par la suite inhibée par le virus
dans les cellules dendritiques, mieux comprendre la mise en place de cette autophagie antivirale est
primordial afin de pouvoir favoriser et surtout stabiliser les défenses cellulaires. Mes résultats de these
montrent que DC-SIGN, un récepteur lectine de type C (CLR) qui reconnait des carbohydrates
mannosylés ou fucosylés, pourrait étre impliqué dans la mise en place de cette autophagie antivirale.
Ainsi, mes résultats montrent qu’apres reconnaissance du VIH-1, ce récepteur induit I'autophagie et
interagit rapidement avec plusieurs protéines autophagiques dont certaines impliquées dans les voies
endosomales. En effet, mes résultats montrent pour la premiére fois I'association de la protéine Atg9
avec le récepteur DC-SIGN internalisé. La protéine Atg9 est un facteur essentiel de l'initiation de la voie
autophagique régulant notamment I'apport de membranes issues de la membrane plasmique pour la
nucléation de vésicules liées a la voie autophagique. D’autre part, apres une étude par spectrométrie de
masse de l'interactome du récepteur DC-SIGN internalisé, mes résultats montrent qu’une E3 ligase
faisant partie de la famille des TRIM, TRIM25, est recrutée lors de I'endocytose du récepteur. Cette
protéine a été rapportée comme étant impliquée dans la régulation des réponses innées antivirales
issues du récepteur de reconnaissance de pathogéne (PRR) RIG-I suggérant une fonction essentielle de
TRIM25 dans les réponses immunes innées. De maniére intéressante, certains membres de la famille
TRIM ont été montrés récemment comme étant essentiels pour I'induction d’une forme d’autophagie
sélective parfois antivirale, 'autophagie de précision. Dans ce sens, nous montrons qu’un complexe est
formé entre le récepteur DC-SIGN, Atg9, TRIM25 et LC3 suggérant que I'autophagie mise en place tres
tot lors de I'engagement du récepteur DC-SIGN pourrait s’avérer étre sélective. L'ensemble de ces
éléments constitue une premiere étape pour une meilleure compréhension des étapes précoces de
I’entrée du VIH-1 dans les cellules dendritiques avec la caractérisation d’une virophagie sélective induite
lors de I'engagement d’un récepteur de 'immunité innée et qui représente une cible particulierement

intéressante afin d’améliorer certaines stratégies thérapeutiques développées actuellement.
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ENGLISH ABSTRACT

The Human Immunodeficiency Virus type | (HIV-1) is mostly degraded in dendritic cells as soon as it
enters. Previous work in the team shows that the mechanism of autophagy contributes to viral
degradation (virophagy) and promotes innate and adaptive immune responses. Since this virophagy is
subsequently inhibited by the virus in dendritic cells, a better understanding of the implementation of
this antiviral autophagy is essential in order to promote and above all stabilize cellular defenses. My PhD
results shows that DC-SIGN, a C-type lectin receptor (CLR) that recognizes mannosylated or fucosylated
carbohydrates, may be involved in the development of this antiviral autophagy. Thus, my PhD results
shows that after recognition of HIV-1, this receptor induces autophagy and interacts rapidly with several
autophagic proteins, some of which are involved in the endosomal pathways. Indeed, my PhD results
shows for the first time the association of the protein Atg9 with the internalized DC-SIGN receptor. The
Atg9 protein is an essential factor in the initiation of the autophagic pathway regulating in particular the
supply of membranes originating from the plasma membrane for the nucleation of vesicles linked to the
autophagic pathway. On the other hand, after a mass spectrometric study of the internalized DC-SIGN
receptor interbody, my PhD results shows that an E3 ligase belonging to the TRIM family, TRIM25, is
recruited during endocytosis of the receptor. This protein has been reported to be involved in the
regulation of antiviral innate responses from the RIG-I pathogen recognition receptor suggesting an
essential function of TRIM25 in innate immune responses. Interestingly, some members of the TRIM
family have recently been shown to be essential for the induction of a form of selective autophagy,
sometimes antiviral, precision autophagy. In this sense, we show that a complex is formed between the
DC-SIGN, Atg9, TRIM25 and LC3 suggesting that autophagy early on engagement of the DC-SIGN
receptor could be selective. All these elements constitute a first step for a better understanding of the
early stages of the entry of HIV-1 into dendritic cells with the characterization of a selective virophagy
induced when a receptor of the innate immunity And which represents a particularly interesting target

in order to improve certain therapeutic strategies currently being developed.
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CHAPITRE A : LE VIRUS DE L'IMMUNODEFICIENCE HUMAINE
(VIH) DE TYPE |

1. LA DECOUVERTE DU VIH-1, DE LIDENTIFICATION DE L’AGENT
ETIOLOGIQUE A LA PANDEMIE

1.1. La découverte du Virus de I'lmmunodéficience Humaine

Dans les années 80, aux Etats-Unis des patients HSH (Hommes ayant des relations Sexuelles avec des
Hommes) ont commencé a présenter une lymphopénie sévere associée a des infections opportunistes.
Ces symptomes de déficience immunitaire générale ont alors été caractérisés comme un syndrome
d’'immunodéficience acquise (SIDA). En 1983, c’est en France a IInstitut Pasteur que le virus
responsable du SIDA a été isolé et caractérisé par les Docteurs Francoise Barré-Sinoussi et Jean Claude
Chermann dans I'équipe du Docteur Luc Montagnier . L'isolation du virus fut aussi réalisée peu de
temps aprés aux Etats-Unis par I’équipe du Docteur Robert Gallo. C’est suite au séquencage du génome
viral en 1985 que I'agent pathogéne responsable du SIDA aura été différencié d’autres rétrovirus déja

connus, c’est ainsi que le Virus de I'lmmunodéficience Humaine (VIH) fut caractérisé.

1.2. La classification du VIH

Le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) fait partie de la famille des Retroviridae, de la sous-
famille Orthoretrovirinae et du genre des Lentivirus. Le genre Lentivirus est un genre particulier de
rétrovirus qui se caractérisent principalement par des infections avec de longues périodes de latence,
souvent des années a des décennies. Les Lentivirus infectent des hotes primates et non-primates. Il
existe deux especes de VIH, le VIH de type 1 (VIH-1) qui est I'espéece la plus répandue dans le monde
et est responsable de la pandémie SIDA et le VIH de type 2 (VIH-2) qui est moins pathogénique et

présent surtout en Afrique de I'ouest %

1.3. Les origines phylogénétiques du VIH-1
Les études phylogénétiques des équipes dirigées notamment par les Docteurs Martine Peeters et Eric
Delaporte ont montrées que les Virus de I'lmmunodéficience Simienne (SIV) des chimpazés (SIVcpz) et
des gorilles (SIVgor) provenant d’Afrique de l'ouest et centrale pourraient étre les réservoirs
ancestraux du VIH-1 °. Le début de I'épidémie SIDA a été estimé au début des années 1920 en
République démocratique du Congo . L’anthropozoonose pourrait s’expliquer par plusieurs
expositions indépendantes des singes infectés par un SIV a ’'Homme, via des contacts sanguins ou a
une exposition a des tissus ou sécrétions infectés, par la consommation de viande de brousse
contaminée, des accidents de chasse, ou encore des morsures d’animaux infectés. Le VIH-1 est un

rétrovirus doté d’une forte variabilité génétique du fait de sa réplication rapide, son fort taux de
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recombinaisons et de mutations génomiques dues a l'infidélité de sa transcriptase inverse (RT). On
recense a I'heure actuelle quatre groupes phylogénétiques représenants différents franchissements
de barriere d’espéces. Les groupes M (Majeur), N, O et P 2. Le groupe M constitue le groupe le plus
étendu dans le monde avec 9 sous-types °. L’espéce VIH-2 est organisée en 8 groupes et est surtout

présente en Afrique de I'ouest et centrale °.

1.4. Transmission du VIH-1 et physiopathologie de l'infection

elLa transmission du VIH-1 s’effectue par les fluides corporels par voie sanguine, maternelle
(accouchement ou lait contaminé) ou sexuelle. La physiopathologie de I'infection par le VIH-1 évolue
progressivement en trois grandes phases. La primo-infection ou phase aigiie, qui dure entre 3 a 6
semaines, correspond a la période entre la transmission du virus et la phase d’apparition d’une
réponse immunitaire spécifique de I’hote. Le virus se multiplie alors de facon tres intensive. Durant
cette période le nombre de lymphocytes T CD4" (LT CD4") diminue grandement. Les LT CD4" activés
sont permissibles a I'infection par le VIH-1, soit environ 5% de la population de LT CD4" peut étre
déplétée du fait d’une réplication virale intense et/ou par mort par apoptose (caspase-3 médié) 2.
Cependant, une grande partie (95%) des LT CD4" demeure non activée et non infectée productivement
(les cellules avoisinantes aussi appelées bystanders) et pourrait disparaitre des suites d’une infection
abortive ° par pyroptose *°. linduction de la mort cellulaire par pyroptose nécessite obligatoirement
une transmission entre cellule, un virus libre ne peut induire une telle réponse inflammatoire ™ et
représente un modele de déplétion des cellules dans certains tissus lymphoides. Enfin, d’autres LT
CD4" non infectés meurent du fait d’une suractivation du systéme immunitaire et d’'une inflammation
chronique ® et une autre partie par contact avec 'enveloppe virale par apoptose via le mécanisme de
I'autophagie .

eLa deuxieme phase est la phase chronique ou asymptomatique elle dure quelques années. A la suite
de [I'établissement de la réponse immunitaire spécifique, lindividu est alors séropositif
(séroconversion) et le nombre de LT CD4+ ré-augmente significativement tandis que la charge virale
diminue. Commence alors une phase de latence pouvant durer plusieurs années. Elle correspond a un
équilibre fragile entre la charge virale, la réponse immunitaire et la quantité de cellule LT CD4", qui
diminue progressivement.

*Enfin, la troisieme phase, le Syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) est la conséquence d’une
profonde immunodépression de I’hote, qui dure de quelques mois a quelques années. Le VIH-1 ayant
réduit progressivement le nombre de cellules LT CD4" atteignant un seuil critique (<200 cellules/mm3),
la virémie augmente alors de facon exponentielle. L'organisme immunodéprimé est alors
particulierement sensible aux infections opportunistes qui constituent la plus grande menace pour la
survie du patient. C’est le stade final de la maladie. A I'heure actuelle, les antirétroviraux n’éliminent
pas totalement le virus de I'organisme, mais bloquent sa multiplication et permettent la plupart du

-16-



PAPIN Laure — These de doctorat — Année 2017

temps une reconstruction normale de lI'immunité pour la majorité des patients. La trithérapie
engendre néanmoins des effets secondaires importants, fréquents et contraignants chez les patients

et constitue un traitement a vie.

1.5. Pandémie et épidémiologie

Plus de trente ans apres la découverte du VIH, a ce jour on recense en moyenne 78 millions de
personnes infectés [69,5 millions—87,6 millions] par le VIH depuis le début de I'épidémie
(OMS/ONUSIDA, novembre 2016). La prévalence en 2015 reste encore trés élevée avec 36,7 millions
[34.0 millions—39.8 millions] de personnes infectées faisant toujours de ce virus un probléme majeur
de santé publique. L’illustration 1A illustre la répartition mondiale et I'estimation du nombre de
personnes vivants avec le VIH en 2015. Au vu de l'avancée de la recherche clinique, sociale, et
fondamentale sur l'infection par le VIH, 'ONUSIDA recense un recul de 1,1 million en moins de
nouvelles infections en 2015 (2,1 million) comparé aux chiffres de 2000 (3,1 million). De plus
I'amélioration des thérapies permet aux personnes infectées de mieux vivre et plus longtemps avec le

virus (illustration 1B).

A B Nouvelles infections a VIH (total en
milions)

Europeorientale et
Asie centrale

— EUROPE 1,5 millions
Amérique du Nord et Europe occidentale et centrale !
2,4 milions
Moyen-Orient et Afrique du Asie et Pacifique Asie
- . Nord 5,1 millions
Amérique latine et
a 230 000 2000 2005 2010 2011 2012 2013 2014 2015
Cardibes
AMERIQUE 2 millions Afrique occidentale et centrale
aFrique 6,5 millions Personnes vivantavecle VIH (en

millions)

Afrique orientale et australe
19 millions

OCEANIE

Fin 2015, 36.7 millions de personnes vivaient avec le VIH dans le monde et 2.1
millions de personnes ont été nouvellement infectées par le VIH
(Source : Rapport de novembre 2016, ONUSIDA / OMS, carte Servier Médical Art)

2000 2005 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Source : ONUSIDA / OMS
Rapport novembre 2016

lllustration 1 - Répartition mondiale des populations infectées par le VIH-1
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2. STRUCTURE ET ORGANISATION GENOMIQUE DU VIH-1

e Le VIH-1 est un virus enveloppé d’un diamétre de 100 a 150 nm (illustration 2). La membrane virale
est constituée d’un feuillet de phospholipides provenant de la cellule hote dans lequel sont enchassées
une vintaine de glycoprotéines d’enveloppe virale (Env) composées de la glycoprotéine d’enveloppe
gp120 (surface) et gp41 (transmembranaire) sous forme de trimeres. Etant donné que la membrane
lipidique du virion provient du bourgeonnement de la cellule héte, il est aussi possible de constater la
présence de récepteurs cellulaires a la surface de la particule. Sous le feuillet lipidique, on retrouve
tapissée la protéine p17 formant la matrice virale (MA). L'intérieur du virion est composé d’une capside
virale en forme de cage conique comprenant environ 2 000 protéines p24 protégeant deux copies
d’ARN génomique viral simple brin de polarité positive **. Dans une particule virale mature, le génome
viral est associé a des complexes de nucléocapside (NC) protéine p7. Enfin, on retrouve dans un virion
trois enzymes virales essentielles pour que le virus puisse effectuer correctement son cycle de
réplication et générer de nouveaux virions infectieux. Il s’agit de la transcriptase inverse (RT)
responsable de la rétro-transcription du génome viral en ADN double-brin, I'intégrase (IN) qui permet
I'intégration de I’ADN double-brin dans le génome de la cellule héte, une fois intégré dans le génome
cellulaire on parle de provirus. Les régions LTR (régions longues répétitions terminales) 5’ et 3’ créées
suite a la transcription inverse du génome viral sont indispensables pour I'intégration de I’ADN proviral
dans le génome cellulaire et servent de promoteurs pour la transcription. Enfin la protéase (PR) qui
assure le clivage des précurseurs polyprotéiques Pr55 Gag et Pr160 Gag-Pol en protéines virales et la
maturation des virions néosynthétisés. Enfin, on ne retrouve que certaines protéines auxiliaires ou

dites accessoires dans la particule virale.

gp120 . ’
- ngﬂ Glycoprotéines d’enveloppe (Env)

< ) £, Bicouche phospholipidique
& oy .
y

S
/
e e 8wl 100 - 150 nm
an

ﬁ/ & de diametre

Génome viral ARN sb

. “» —Protéines cellulaires
(2 copies) 7 i &

Les protéines de structure sont en rose, enzymatiques en orange et
d’enveloppe en rouge.

Protéines gp120 (SU)
d'enveloppe gp4l (TM')

lllustration 2 - Représentation schématique de la structure de la particule virale du VIH-1
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e Chaque brin d’ARN génomique viral est constitué de 10 génes codant pour 16 protéines virales

énumeérées dans le tableau 1 qui rassemble les génes et les protéines virales ainsi que leurs fonctions.

On dénombre, trois génes précurseurs appelés gag, pol et env (illustration 3). Le géne gag code pour

les protéines structurales de la particule virale telles que les protéines : matrice p17 (MA), capside p24

(CA), nucléocapside p7 (NC) et la protéine p6 retrouvée entre la matrice et la capside ayant un role

trés important lors du bourgeonnement viral. Le géne pol code pour les enzymes virales: la

transcriptase inverse p66 (RT), I'intégrase p32 (IN) et la protéase p11 (PR). Enfin, le geéne env code pour

deux glycoprotéines d’enveloppe gp120 et gp41 formant a elles deux I’enveloppe virale (env). Enfin,

le génome du VIH-1 est aussi composé de sept autres petits genes codant pour les protéines

homonymes : tat, nef, rev, vpu, vpr, vif et asp **. Contrairement au VIH-1, le VIH-2 ne posséde pas de

\ 15 . \ \ , . .
genes asp et vpu mais posséde un géne vpx retrouvé aussi dans certains SIV.

Géne Typedeprotéine Protéines Fonction principale
Matrice (MA) p17
L. Nucléoprotéine (NC) p7 Protéine structurale de la matrice, de la capside et de la
Gag Protéines de structure . . . .
p6 nucléocapside de la particule virale
Capside (CA) p24
Protéase (PR) p10 Clive les précurseurs de gag et pol
Pol Protelr?es Intégrase (IN) p32 Permet l'intégration du doubllehbrln d'ADN dans le génome de
enzymatiques I'héte
Transcriptase inverse (RT) p66 Transcrit I'ARN viral en ADN double brin
Reconnait le récepteur CD4, CCR5 et CXCR4 permettant
gp120 (SU) I'entrée du VIH par fusion (et d'autres récepteurs cellulaires
Env Protéines d'enveloppe pour une entrée par endocytose)
gp41 (TM) Permet la fusion entre | envelf)ppe virale etla membrane
plasmique
Asp Asp (Anti-Sens Protéine) La fonction d'ASP au cours de l'infection est encore inconnue
Nef Nef (Facteur de Régulation Négatif) Régulateur négatif de CD4, DC-SIGN, CMH-I et -I|
Rev Rev (Régulateur de I'expression virale) Permet |'export de I'ARN viral non épissé du noyau vers le
cytoplasme
Tat Tat (transactivateur) Régulateur positif de la trans?flgtlon de I'ADN viral et export
Protéines accessoires nucleaire
Vif Vif (Infectivité Virale) Dégrade le facteur de restriction viral APOBEC3G
. . Induit la dégradation intracellulaire de CD4, bloque le facteur
Vpu Vpu (Protéine Virale U) de restriction virale BST-2
Vpr (VIH-1) Vpr (Protéine Virale R) Régule l'import nucléaire d(l;lt(:;mplexe de pré-intégration
Vpx (VIH-2 et SIV) Vpx (Protéine Virale X) Dégrade le facteur de restriction viral SAMHD1

Tableau 1 - Les geénes et les protéines du VIH-1 ainsi que leurs principales fonctions

vpu

tat

rev nef

Précurseurenv

l pol | | vor
5[ R][  gag | vif
Précurseurgag-pol
Pr160
Précurseurgag
Pr55
p17 p24 p7 | | p6 pll p66 p32
MA CA NC PR RT IN

gp160

™

© lllustration, Laure Papin

Les protéines de structure sont en rose, les protéines enzymatiques en orange, les protéines d’enveloppe en rouge, les
protéines accessoires sont en vert.

lllustration 3 - Représentation schématique du génome du VIH-1
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3. LES ETAPES PRECOCES DU CYCLE DE REPLICATION DU VIH-1

3.1. L’entrée virale

Toutes les cellules exprimant le récepteur CD4 a sa surface ainsi que les corécepteurs CXCR4 (C-X-C
récepteur a chimiokine de type 4, X4) - et/ou CCR5 (C-C récepteur a chimiokine de type 5, R5) peuvent
étre considérées comme susceptibles a I'infection par le VIH-1, bien que certaines de ces cellules cibles
potentielles comme les cellules dendritiques (DC) soient particulierement réfractaires a 'infection

18617 |es cellules cibles du VIH-1 sont principalement par les lymphocytes T CD4, les

productive
macrophages et les cellules dendritiques, qui en fonction des sous-types sont plus ou moins
permissibles a l'infection. Les souches de VIH-1 sont principalement définies en fonction de leur
tropisme envers les corécepteurs (CXCR4 ou CCR5) cellulaires utilisés lors de I’entrée virale, ainsi, on
peut parler de souche a tropisme R5 ou X4. Le tropisme des souches de VIH-1 est souvent associé a la
progression de l'infection virale, en effet, les souches a tropisme R5 sont souvent associées a une
infection initiale ou précoce et les souches X4 a une émergence lors des phases tardives de I'infection
18 Les régions hypervariables d’Env notamment celles exprimées sur la gp120 peuvent notamment
expliquer le changement de tropisme R5/X4 au cours de I'infection. Par ailleurs, nous verrons en détails
dans le chapitre C.6.2 que le VIH-1 peut aussi utiliser d’autres récepteurs pour entrer dans les cellules,
notamment les cellules dendritiques. En effet, malgré la nécessité de la présence et de I'utilisation des
récepteurs CD4 et corécepteurs pour une infection productive des DC I'entrée du VIH-1 dépend

19,20

majoritairement de I'endocytose de certains récepteurs . Aussi, certains rétrovirus peuvent aussi

utiliser le contact direct de cellule a cellule, ce mode de transmission induit la formation d’une synapse

11,21

virologique . Ce mode d’entrée sera détaillé dans le chapitre C.6.5.2.

3.2. De l'attachement viral a I'intégration du provirus

eLa premiere étape de I'entrée du virus est I'attachement a la cellule cible grace a la glycoprotéine
d’enveloppe virale (Env). Env est composée de deux glycoprotéines : la gp120 et la gp41, issues du
clivage (par la protéase virale (PR) p11) du précurseur viral protéique gp160 (illustration 3). La gp120
va reconnaitre le récepteur CD4 ce qui va entrainer un changement de conformation
(transconformation) de la gp120 **. La gp120 interagit alors avec le corécepteur (CXCR4 ou CCR5)
favorisant I'exposition de la gp41 a la membrane cellulaire, lui permettant ainsi d’insérer un peptide
de fusion induisant la fusion de I'enveloppe virale et la membrane plasmique. Par ailleurs, I'enveloppe
virale comporterait une vingtaine de glycoprotéines gp120/gp41 et se regrouperaient en un point focal

sous forme de triméres d’interaction avec les récepteurs CD4 ** (illustration 4).
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© Illustration, Laure Papin

lllustration 4 - Le cycle de multiplication du VIH-1

eLa capside contenant le génome viral va alors pouvoir pénétrer dans le cytoplasme cellulaire. Les
évenements spatio-temporels exacts du relargage du core viral dans la cellule h6te demeurent encore
a I’heure actuelle un sujet & controverse **. Plusieurs étapes intimement liées vont avoir lieu avant les
étapes tardives de linfection : la décapsidation, la rétro-transcription, I'entrée et I'intégration du
génome viral dans le noyau cellulaire. Comme énoncé précédemment, la capside a pour role premier
de protéger le génome viral de la dégradation, mais celle-ci peut étre reconnue par des senseurs
cytoplasmiques liés a I'immunité innée générant ainsi une réponse antivirale (chapitre C.7.1.2). Bien
que sujet a débats, plusieurs modeles de décapsidation ont été suggérés, I’hypothese la plus acceptée
est que le génome viral commence a étre rétro-transcrit de I’ARN simple brin en ’ADN double brin
grace a la transcriptase inverse virale (RT) dans la capside virale **. La RT est une enzyme peu fidéle,
responsable d’erreurs fréquentes (1.10* erreurs) durant la réplication ce qui permet au virus
d’échapper au systéme immunitaire de I'hote et de développer des résistances aux antirétroviraux

. . 25 . .. . ;. . . .
dlSpOﬂIb'eS . Faisant ainsi emerger de nouvelles souches variantes résistantes mais aussi des virus
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perdant leur capacité de réplication. Ainsi, la RT est potentiellement a I'origine de la forte variabilité
génétique du VIH-1 et notamment de I"évolution du tropisme viral (mutations d’Env) comme évoqué
précédemment. La capside va ensuite étre dirigée vers le noyau cellulaire notamment a I'aide du
réseau des microtubules cellulaires et c’est une fois arrivée au noyau que survient la décapsidation.
Une décapsidation trop précoce ou trop tardive pourrait conduire a une perte d’infectivité du VIH-1
. ’ADN viral double brin proviral nouvellement rétro-transcrit, I'intégrase virale, la protéine
accessoire Vpr et des protéines CA p24 de la capside virale et cellulaires (notamment la cyclophiline A)

2728 (jllustration 4).

forment le complexe de pré-intégration (PIC)
A proximité du noyau le complexe de pré-intégration (PIC) va pouvoir traverser les complexes de
pores nucléaires (NPC) composé d’une trentaine de nucléoporines *°. Le fait que le VIH-1 utilise les
NPC au lieu d’utiliser la mitose comme certains autres rétrovirus confere, a ce virus, la capacité
d’infecter des cellules qui ne se divisent pas comme des lymphocytes T CD4 quiescents, des
macrophages ou des cellules dendritiques. Bien que l'intégration virale puisse avoir lieu a divers
endroits dans le génome de la cellule hote et que plusieurs facteurs cellulaires et viraux influencent
I'intégration, elle semble avoir lieu préférentiellement dans les régions a haute densité de génes (riche
en GC) et a forte activité transcriptionnelle *°. L’ADN viral va alors &tre intégré de facon irréversible au
génome de la cellule hbte, grace a I'intégrase virale (IN). Toutefois, ’ADN double brin non intégré peut
se circulariser et former des molécules circulaires d'ADN viral (appelées cercles 2-LTR) qui contiennent
deux régions de promoteur LTR (séquence terminale longue répétée) adjacentes. Ces formes sont
reconnues comme étant générées par la machinerie de réparation de I’ADN par jonction des
extrémités non-homologues et leur quantification par des méthodes basées sur la PCR est utilisée
comme indicateur de l'efficacité de I'import nucléaire !, lintégrase virale multimérise avec les
extrémités des régions LTR de I’ADN double brin proviral, exposant les extrémités 3’OH. Une fois le PIC

importé dans le noyau l'intégrase se lie a I’ADN cellulaire afin de permettre la recombinaison entre les

régions LTR du provirus et I’ADN cible, assistée par les enzymes de réparation cellulaires *.

3.3. Les étapes tardives de I'infection : I'intégration du génome viral
et néo-synthése virale

La transcription des ARN viraux et la traduction des protéines virales sont assurées par la machinerie
enzymatique de la cellule infectée, I'activitation transcriptionnelle virale est donc dépendante de celle
de la cellule hoéte. La transcription du provirus commence a partir de I'activation du promoteur situé
dans les régions LTR par des facteurs cellulaires et viraux apres activation du promoteur viral.
eDurant les étapes précoces de la réplication virale, les ARN viraux épissés nouvellement synthétisés
vont étre exportés du noyau cellulaire et les protéines Nef, Rev et Tat vont alors étre synthétisées.
Tous les Lentivirus expriment une protéine accessoire responsable de la trans-activation de la
transcription (Tat dans le cas du VIH-1) permettant d’augmenter la transcription des génes viraux par
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recrutement et stabilisation de I’ARN polymérase via le complexe de super elongation. La protéine Nef
exerce de nombreux roles importants pour I'infectivité virale et I'installation de 'immunodéficience.
Durant la réplication virale la protéine Nef va notamment perturber le trafic cellulaire aidant
grandement le virus a échapper aux réponses immunitaires. La protéine Rev va assurer |'export des
ARN viraux non épissés ou partiellement épissés ainsi que des ARN messagers permettant la traduction
des protéines impliquées dans la phase tardive de la réplication virale.

elLes protéines exprimées durant la phase tardive de la réplication sont les protéines Vpr, Vif et Vpu
dont le role est notamment de contrer des facteurs de restriction virale (FRV) ayant pour fonction de
limiter la réplication virale. Ces FRV seront détaillés dans le chapitre C.7.1.2 puisque la majeure partie
de ces protéines sont actives dans les cellules myéloides et en particulier les cellules dendritiques.
D’autres protéines virales exprimées dans les phases tardives sont les protéines nécessaires a la
structure et a I'assemblage de la particule virale : la polyprotéine précurseur Pr55 Gag et Pr160 Gag-
Pol. Pr55 Gag qui est synthétisée dans le cytosol a partir de I'ARN viral complet est composée des
domaines : matrice (MA), capside (CA), nucléocapside (NC) et protéine p6 (illustration 2 et 3). La
polyprotéine précurseur Pr160 GagPol contient les mémes domaines que la Pr55 Gag avec en plus des
domaines correspondant aux enzymes virales protéase (PR), transcriptase inverse (RT) et intégrase
(IN). Pr160 Gag-Pol est synthétisée a la suite d'un événement de changement de cadre de lecture
programmé lors de la traduction de I'ARN viral codant pour le précurseur Pr55 Gag. La traduction de
Pr160 Gag-Pol est plus rare (environ 5% des précurseurs Gag produits) favorisant I'accumulation de
protéines structurales requise pour la construction des nouveaux virions contrairement aux enzymes

qui sont nécessaires en quantité moindre ****.

ele précurseur Pr55 Gag est la polyprotéine clé articulant les étapes d’assemblage et de
bourgeonnement viral. Pr55 Gag recrute I'ARN génomique viral néosynthétisé, se multimérise et
atteint la membrane plasmique par une voie encore non définie **. Le précurseur gp160 de la
glycoprotéine d’enveloppe virale Env lui va emprunter le systéme de sécrétion cellulaire et passer par
le réticulum endoplasmique puis par l'appareil de Golgi afin d’étre adressé vers la membrane
plasmique cellulaire. Les polyprotéines Pr55 Gag accumulées sont ancrées a la membrane plasmique
dans des microdomaines radeaux lipidiques et vont aussi permettre le recrutement des glycoprotéines
d’enveloppe virale Env (gp120/gp41) pour leur incorporation lors de I'assemblage. Le domaine p6 du
Pr55 Gag va permettre le recrutement de complexes de tri endosomal requis pour le transport (ESCRT-
| —Il et -1ll) permettant a I'aide d’autres complexes cellulaires le bourgeonnement de la particule virale.
Une fois que la particule virale a été expulsée de la membrane plasmique par bourgeonnement, le
clivage protéolytique des précurseurs de polyprotéines Pr55 Gag et Pr160 GagPol effectué par la
protéase virale (PR) est indispensable pour la production de particules infectieuses, c’est la maturation
de la particule virale * (illustration 4).
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3.4. Réservoirs viraux
Depuis plus de 30 ans, les chercheurs du monde entier s’affairent a chercher une solution pour
éradiquer le fléau VIH/Sida. Aujourd’hui, le plus grand obstacle a la guérison reste le réservoir viral >>.
En effet, le VIH-1 étant un rétrovirus, le provirus codant pour des virus compétents pour la réplication
va pouvoir persister dans le génome de la cellule hote, c’est ce que I'on appelle la latence. Ces
réservoirs viraux contenus dans les cellules cibles du VIH-1 (notamment les LT CD4+ quiescents non
activés et mémoires) sont inaccessibles par les traitements antirétroviraux et sont disséminés dans
I'organisme (cerveau, tractus gastro-intestinal, organes génitaux, systeme nerveux central, tissus
lymphoides ect...) **. Ainsi, quand bien méme la maitrise de la virémie grace a la thérapie antivirale, le
VIH-1 possede la capacité de ressurgir (réplication résiduelle) et ainsi d’infecter de nouvelles cellules
saines. Ceci impose donc aux personnes séropositives de prendre une lourde médication a vie afin de
maintenir une charge virale indétectable et ainsi limiter la transmission du virus. La difficulté a
éradiquer totalement le virus du VIH-1 chez un patient séropositif repose sur notre manque de
capacité a détecter ces cellules réservoirs. Cette année, I'équipe du Docteur Monsef Benkirane a mis
en évidence la présence d’un facteur exprimé a la surface des cellules réservoirs *’. En effet, grace a
I'obtention de LT CD4" réservoirs, cette équipe a pu décrire I'expression de 103 génes chez ces cellules
dont CD32a qui est exprimé par 80% des cellules réservoirs contenant un virus compétent. La porte
s’ouvre ainsi sur I'exploration et I'éradication de ces réservoirs viraux. A présent, il reste a évaluer si
les cellules réservoirs non présentes dans la circulation sanguine expriment aussi ce marqueur. L'étude
des autres genes exprimés par les cellules réservoirs permettra probablement d’avancer dans la
recherche d’autres marqueurs et d’établir des stratégies thérapeutiques visant a cibler spécifiquement

ces niches virales.
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CHAPITRE B : LES CELLULES DENDRITIQUES

4. DECOUVERTE ET ORIGINES DES CELLULES DENDRITIQUES

En 1868, Paul Langerhans découvre, dans I'épiderme, des cellules possédant de longs prolongements
cytoplasmiques comparables a des dendrites. L’observation de ces cellules dites de Langerhans dans
I’épiderme représente la premiere description de cellules qui s’avererent essentielles pour la réponse
immunitaire. A la suite a I'amélioration des techniques de purification et de caractérisation des
cellules, c’est en 1973 que le Docteur Ralph Steinman identifie et décrit les fonctions des cellules

3839 )| décrit ensuite leur puissante capacité de stimulation des lymphocytes T, ainsi que

dendritiques
leur tres efficace capacité de capture et d’apprétement des antigenes induisant des réponses
lymphocytes T effectrices “°. Les cellules dendritiques (DC) sont alors considérées comme étant les
meilleures cellules présentatrices d’antigenes (CPA) de I'organisme en comparaison notamment aux
macrophages. Les DC tirent leur nom du fait de leur morphologie particuliéere en forme d’étoiles
présentant des dendrites. Les DC sont des cellules centrales de I'immunité, a l'interface entre le

systeme immunitaire innée et adaptatif. Elles sont capables de reconnaitre et de dégrader les

antigénes mais aussi d’initier les réponses immunitaires adaptatives **.

4.1. Ontogénese des cellules dendritiques

La différenciation des cellules du systeme immunitaire prend sa source dans la moelle osseuse et est
contrélée par des facteurs de transcription et des cytokines présentes dans un contexte de
différentiation cellulaire spécifique. Aussi controversée que discutée, I'ontogénese des cellules
dendritiques fait I'objet de nombreuses publications. J’ai subjectivement choisis d’exposer dans mon
manuscrit de thése les travaux les plus récents concernant I'origine des sous-types de DC (illustration
5). Dans la moelle osseuse, certaines cellules souches hématopoiétiques (HSC) vont pouvoir se
différencier en des progéniteurs communs myéloides (CMP), puis en précurseurs de macrophages et
DC (MDP). Ces MDP vont pouvoir ensuite générer soit des progéniteurs communs des cellules
dendritiques (CDP) soit des monocytes sanguins. Les monocytes présents dans la circulation sanguine
vont pouvoir, suite a des stimuli inflammatoires, rejoindre les organes et tissus non lymphoides
affectés afin de se différencier en macrophages, en cellules dendritiques dérivées de monocytes
(MoDC) ou en cellules de Langerhans dérivées de monocytes (MDLC). D’autre part, les CDP peuvent
quant a eux se différencier directement dans le sang en cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) ou
en pré-cellules dendritiques (pré-DC). Les pré-DC vont alors pouvoir passer du sang aux organes
lymphoides secondaires, tissus non lymphoides tel que le derme afin de se différencier en fonction du

contexte environnemental en cellules dendritiques conventionnelles de type 1 ou 2 (cDC1 ou en cDC2)
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424 . . , s
ou en cellules de Langerhans (LC) ® Lillustration 5 représente I'ontogénése des cellules
dendritiques.

CMP MDP CDP pre-cDCs
Progéniteur _— Progéniteur des —_ Précurseur —————> | Précurseur des DC
myéloide commun macrophages et des commun des DC

cellules dendritiques (DC)

| £

Monocytes
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. DC plasmacytoide
Macrophage j j P v
cDC1 cDC2 LC
MoDC MDLC CD141 (BDCA3) || CD1c+ (BDCA1) || CD11b+ ou CD103+
DC dérivée de monocytes Cellule de Langerhans XCR1+ XCR1-

dérivée de monocytes
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e

e
4

© lllustration, Laure Papin
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4.2. Les différents sous-types de cellules dendritiques

Les cellules dendritiques constituent un groupe de cellules hétérogénes. En effet, les DC sont réparties

lllustration 5 - Ontogénése des cellules dendritiques

dans tout I'organisme notamment au niveau de sites propices a la rencontre de pathogénes comme la
peau, le sang et les muqueuses ou encore dans les espaces interstitiels ou dans des organes
lymphoides secondaires. Ce sont des cellules dites sentinelles capables de s’adapter et d’adapter leur
réponse en fonction de I'environnement et du type d’antigene détecté. C'est pourquoi il existe
plusieurs sous types de DC spécialisées, exprimant des récepteurs variés a leurs surfaces en fonction
de leur état de maturation, de leur environnement et de leur localisation dans le corps. La plupart des
études de caractérisation des sous-populations de DC ont été réalisées chez la souris ol I'on recense
plus de 9 sous-types de DC. Dans le but de classifier les DC, de nombreuses études ont été réalisées en
utilisant diverses caractéristiques: une classification phénotypique tissulaire pour chaque espéce
(expression de récepteurs de surface) *, protéomique et fonctionnelle (facteurs de croissances,
expression de cytokines) *°, ou encore une classification basée sur I’ontogénie des cellules myéloides
*’_Récemment, les groupes des docteurs Marc Dalod et Florent Ginhoux ont comparé les sous-types
murins et humains ainsi que les sous-types humains entre eux de facon a proposer une classification

43 48 4 e . .
34849 Une classification des DC humaines en 5 sous-

universelle des sous-populations de DC
populations a alors été suggérée : les cellules dendritiques conventionnelles de type 1 (cDC1), de type
2 (cDC2), les cellules dendritiques issues de monocytes (MoDC), les cellules dendritiques

plasmacytoides (pDC), et enfin les cellules de Langerhans (LC) dérivées de monocytes ou provenant du
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A P 46,48 . . R
meme precurseur que les cDC . Le tableau 2 résume certaines ca racterlsthues de ces sous-types
de DC.

— - . s . Marqueurs de surface discriminants
Sous-typedeDC Localisation principale Particularité / fonction 9 P .
caractéristique immature
CD141 high (BDCA3)
Derme. sang, organes *Haute efficacité d'activation des LT XCR1+ (favorise interaction DC-LTCD8+)
cDC1 ’ g: g CD8+ (en particulier via la cross- principalement TLR3
lymphoides . . . .
présentation) CLEC9a (cross présentation)
cDC: cellules
dendriti VIH recept+
encritiques CD1c+ (BDCAL)
conventionnelles XCR1
Derme, sang, organes eHaute efficacité d'activation des LT g
cbC2 | hoid cDa CD11c+
ymphoides * TLR sauf TLR9
VIH recept+
eDifférenciation a partir de monocytes CD209 (DC-SIGN) high
" ) ) ) - ; A CD207 low
MoDC : cellules dendritiques issues de Sang puis derme puis sur le lieu de I'inflammation CD1c low
monocytes organes lymphoides sFort pouvoir de dégradation et de CD14 low
tsentati tigéni
présentation antigénique VIH recept+
eHautement migratoire CD207 (langerine) high
eExpriment des granules de Birbeck CD1a (présente lipide)
sous |le contrdle de CD207 E-cadherine
LC : cellules de Langherans Epiderme oE-cadherine est un récepteur CD45
d'adhésion CD11c+
*CD1a permet la présentation CD209 low
d'antigénes lipidiques aux LT VIH recept+
CD123(IL3R),
CD303(BCDA2),
eDifférenciation dans la MO CD11c-
Présentes dans le sang et eImmatures elles sont rondes CD14-
pDC : cellules dendritiques plasmacytoides absente dans les tissus *Expriment de grande quantité BDCA4
périphériques a |'état basal | d'interféron de type | (contexte viral), CD304,
sFaible capacité de phagocyte, CD14-
TRLendosomaux 7/9, CMH I+ et MCS
VIH recept+

DC: cellule dendritique, MCS : marqueurs de co-stimulation CD80 CD86 CD40, VIH recept : CD4+, CCR5+,
CXCR4+, BDCA : Blood Dendritic Cell Antigen

Tableau 2 - Caractéristiques discriminantes des sous-types de DC

4.2.1. Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC)

Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) qui représentent environ 0,5% des PBMC (cellules
mononuclées du sang périphérique), sont des DC qui se différencient le plus des cDC selon plusieurs

%31 Au niveau phénotypique, elles sont rondes et se trouvent majoritairement dans

caractéristiques
le sang, les organes lymphoides et les tissus périphériques en absence de stimuli. Dans ce contexte
basal, les pDC expriment de faibles niveaux de CMH-II, de molécules de co-stimulation et possédent
une faible capacité de phagocytose. Les pDC ont aussi la particularité d’exprimer les Toll-Like
Récepteur (TLR)-7 et 9 intracellulaires >. Lisolation in vitro de pDC a partir de PBMC est notamment
permise grace a |'expression spécifique de récepteurs lectine de type C tels que Blood Dendritic Cell
Antigen (BDCA)-2 et 4 °'. Bien que 'ontogénése de ces cellules fut longtemps débattue par la
communauté scientifique, il semble quelle soient issues du méme précurseur que les autres sous-types

42,43,50

de DC (illustration 5) Enfin, les pDC sont notamment reconnues pour leur capacité de

production de grandes quantité d’interféron de type | en réponse a une stimulation virale .
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4.2.2. Les cellules dendritiques conventionnelles (cDC)

Les cellules dendritiques conventionnelles (cDC) coexistent sous forme de deux groupes distincts
(cDC1 et cDC2) notamment dans les organes lymphoides tels que la rate, les ganglions lymphatiques,
ou le thymus. Ces cDC résidentes vont contribuer, avec les macrophages, a la surveillance et au
maintien de l'intégrité des tissus. Autrefois connues sous les termes de cellules dendritiques
interstitielles ou myéloides, leur identification et leur classification ont été définies selon I'expression
de marqueurs de surface ** ainsi que I'étude des facteurs de transcription (TFs) requis pour leur
développement et/ou leur fonction **. Les DC conventionnelles ou myéloides ont été subdivisées en
deux sous-groupes sur la base de leur expression de CD141 (également appelé BDCA3) et CD1c
(également appelé BDCA1). En conséquence, une classification universelle récente a suggéré de
considérer les DC CD141" comme étant les cDC1 et les DC CD1c’ comme étant les cDC2. Au niveau
fonctionnel, les cDC1 possédent une haute efficacité d'activation des LT CD8" (en particulier via la
présentation croisée) alors que les cDC2 sont capables d’une haute efficacité d'activation des LT CD4"

4334 (tableau 2).

4.2.3. Les cellules de Langerhans (LC)

Les cellules de Langerhans (LC) sont des DC résidentes de I'épiderme de la peau ainsi que des couches

1% Les LC possedent des dendrites particulierement étendues et forment

mucosales supra-basales
un réseau dans I'épiderme et représentent la premiere barriere immunologique contre
I'environnement extérieur >°. Les LC ont la particularité d’exprimer le récepteur E-cadherine, le
récepteur lectine de type C CD207 (langerine), et présentent des structures trilamellaires
intracytoplasmiques appelées Granules de Birbeck. Le récepteur E-cadherine est un récepteur
d’adhésion, il permet notamment aux LC de rester stablement accrochées aux kératinocytes dans
I'épiderme °°. Au vu de leur localisation stratégique, les LC possédent une forte capacité migratoire
leur permettant de présenter les antigénes issus de la capture des pathogénes dans les organes
lymphoides. Ainsi, lors de la migration des LC, I'expression du récepteur E-cadherine est diminuée pour
permettre aux LC de rejoindre les organes lymphoides secondaires. Le récepteur CD207 a été identifié
a la surface des LC humaines en 2000 et c’est dans ce méme article qu’il a été décrit que la présence
de ce récepteur permet la formation des GB *’. De plus, 'engagement de CD207 a la surface cellulaire
des LC humaines par un anticorps monoclonal spécifique induit l'internalisation et le trafic du

P . 7
récepteur vers les granules de Birbeck *’.

-28-



PAPIN Laure — These de doctorat — Année 2017

4.2.4. Les cellules dendritiques dérivées de monocytes (MoDC)

Les cellules dendritiques dérivées de monocytes (MoDC) sont issues directement de monocytes qui
ont migré par chimiotactisme de la circulation sanguine vers le site de I'inflammation tel que les tissus
périphériques. S'opere alors la différenciation des monocytes en MoDC. Probablement di a leur
infiltration sur les sites d’inflammation, les MoDC expriment un large éventail de récepteurs a leur
surface de fagon a pouvoir étre capables de capturer les pathogénes responsables de I'inflammation
%8 La plupart des études visant 3 mieux caractériser ce sous-type de DC a principalement été effectué
dans des MoDC différenciées in vitro, a partir de monocytes isolés du sang périphérique (voir le sous-
chapitre suivant). Enfin, dans un contexte plus physiologique, la différenciation des monocytes en
MoDC peut s’initier dans les tissus endothéliaux mais que la différenciation complete nécessite des

. . , . . . e N . . 59,60
stimuli supplémentaires tels que l'absorption de particules ou I'exposition a des micro-organismes >,

4.2.5. Modeles de cellules dendritiques

Concernant I'étude des cellules dendritiques humaines in vitro, deux modeles de cellules ont
particulierement été utilisés : les DC obtenues a partir de précurseurs circulants CD34" ou 3 partir de

*®1 Le modele de DCissu de précurseurs CD34" sanguins d’adulte ou de sang

monocytes sanguins CD14
de cordon, a été étudié pour la premiére fois en 1994, par I'addition de « Granulocyte/Macrophage
Colony-Stimulating Factor » (GM-CSF) et de « Tumor Necrosis Factor » (TNF) ou d’Interleukine (IL)-4 62,
Comme que les précurseurs circulants CD34" représentent moins de 0,2% des leucocytes, dans la
plupart des études in vitro les chercheurs utilisent des MDDC obtenues a partir de monocytes CD14"
sanguins qui représentent environ 10% des cellules mononucléées du sang humain ®!. Les MDDC ont
été obtenues pour la premiere fois en 1994 par I'addition de GM-CSF et d’IL-4 °*%. Les MDDC,
différenciées en 3-5 jours, s’averent étre un bon modele d’étude pour les DC générées dans un
contexte inflammatoire afin d’étudier les capacités des MoDC a exploiter leur potentiel microbicide,

leur capacité a stimuler les réponses des lymphocytes T CD4" et CD8" ainsi que leur capacité a réguler

la production d'immunoglobulines par les lymphocytes B *%.

5. LES CELLULES DENDRITIQUES, LES SENTINELLES DE L'IMMUNITE
ANTI-INFECTIEUSE

5.1. Les cellules dendritiques sont les piliers du maintien de
I’homéostasie immunitaire

La famille des cellules dendritiques posséde un role crucial, ajusté, central et indispensable a
I’'homéostasie du systeme immunitaire. Comme détaillé précédemment, les DC représentent un

ensemble de sous-type de cellules hétérogenes tres spécialisées et aux fonctions multiples. En effet,
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en tant que composant majeur de I'immunité innée, les DC sont capables de coopérer avec les autres
cellules dans une démarche de tolérance du soi ou des différentes flore microbiennes, telle que la flore
commensale. En revanche, dans un contexte d’infection virale, afin de maintenir I'intégrité biologique
de I'organisme, les DC font partie des cellules les mieux armées pour détecter les pathogenes et initier
une réponse immune adaptée. Les DC possedent un large éventail de récepteurs leur conférant une
grande capacité de reconnaissance des stimuli environnants ainsi que la capacité d’adapter et
d’optimiser leur activation. Les DC vont donc reconnaitre le non soi, le capturer, s’activer, dégrader les
pathogenes, devenir matures et migrer afin de présenter les antigénes issus de la dégradation des

pathogenes aux lymphocytes T pour initier une réponse immune adaptée.

5.2. Le role premier des cellules dendritiques : la reconnaissance des
signaux de danger

Certaines cellules du systéeme immunitaire expriment des effecteurs spécifiques solubles et/ou
cellulaires de reconnaissance de signaux du non-soi ou de danger. Les DC font partie des cellules
immunitaires possédant le plus large éventail de récepteurs cellulaires reconnaissant des motifs issus
de pathogénes (« Pathogen Recognition Receptor » ou PRR). Ces PRR sont des récepteurs cellulaires
exprimés en majeure partie par des cellules myéloides telles que les monocytes, les macrophages et
les différents sous types de DC **. Des cellules potentiellement exposées a des signaux de dangers,
comme certaines cellules épithéliales des muqueuses notamment peuvent également en exprimer.
Les PRR reconnaissent des motifs particuliers tres conservés exprimés par divers organismes étrangers
appelés motifs moléculaires associés aux pathogenes PAMP (« Pathogen Associated Molecular
Pattern »). Ces récepteurs spécialisés dans la détection du danger peuvent aussi reconnaitre certaines
macro-molécules cellulaires générées ou altérées suite a la rencontre d’'un agent étranger, les DAMP
(« damage-associated molecular patterns »). Dans le contexte d’une infection virale, les PAMP
pouvants étre reconnus sont principalement les glycoprotéines de surface (d’enveloppe ou de la
capside si virus nu), les protéines de capside ainsi que le génome viral. Les interactions entre les

différents PRR exprimés par les DC avec le VIH-1 seront traitées dans le chapitre C.7.1.1.

5.2.1. Les récepteurs Toll-like (TLR)

Les TLR sont des récepteurs transmembranaires ayant tous une structure commune comprenant un
domaine extracellulaire riche en leucine (LRR) permettant la reconnaissance des PAMP et un domaine
cytoplasmique TLR/IL-1R (TIR) important pour la transduction du signal ®. Lorsqu’un ligand est reconnu
par le TLR adéquat, selon le TLR deux protéines peuvent étre recrutées: MyD88 (« Myeloid
differentiation primary response gene 88 ») et/ou TRIF (« TIR-domain-containing adapter-inducing
interferon »). Ce recrutement induit une cascade d’activation de protéines kinases, telles que les

membres de la famille des kinases activées par des mitogénes (MAPK), aboutissant a I'activation de
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facteurs de transcription majeurs tels que NF-kB ou des facteurs de régulation de I'interféron (IRF). Ces
voies représentatives de la réponse immune innée conduisent a l'induction de réponses anti-
infectieuses avec notamment la production d’interféron (IFN) de type |, de cytokines pro-
inflammatoires, l'augmentation de I'expression des molécules de co-stimulation et, plus
généralement, a la maturation des DC ®. Les TLR-1, 2, 5 et 6 sont exprimés sur la membrane plasmique
alors que les TLR-3, 7 et 8 sont tres fortement exprimés a la surface de compartiments endosomaux et
les TRL-4 et 9 peuvent étre retrouvés exprimés en surface et en intracellulaire ®’. Les TLR-7 et 9
reconnaissent notamment des acides nucléiques exogenes, respectivement I’ARN simple brin et I’ADN

CpG non méthylé &%,

5.2.2. Les NOD-like récepteurs (NLR)

En plus des TLR, les DC expriment des PRR cytosoliques dont le role consiste a percevoir les signaux de
dangers intracellulaires. Les NOD-like récepteurs (NLR) constituent la famille la plus vaste de ces
récepteurs intra-cytoplasmique. Comme les TLR, ils sont constitués d’'un domaine LRR leur permettant
de détecter les PAMP. Ensuite ils sont constitués d’'un domaine NOD (« Nucleotide-binding
Oligomerization Domain ») qui permet une oligomérisation, puis d’un domaine effecteur pouvant étre
CARD (« Caspase Recruitment Domain »), PYD (« PYrin Domain ») ou BIR (« Baculovirus Inhibitor
Repeat ») impliqué dans la régulation de I'apoptose ou de processus inflammatoires. Les NLR
reconnaissent principalement des PAMPs bactériens tel que I’ARN bactérien, le LPS
(lipopolysaccharide caractéristiques des bactéries Gram négatives) ou encore les toxines
intracellulaires °. La détection par les NLR de composants bactériens va généralement induire
I’activation des DC qui initieront une réponse immunitaire adaptée. A ce propos, |'activation des DC
avec des agonistes de NOD1, NOD2 et des ligands de TLR-7 et 8 aboutit a une libération synergique de
médiateurs pro-inflammatoires qui favorisent I'activation des cellules T productrices d'IL-17 "*. NOD2,
est exprimé par un nombre limité de tissus comme les cellules épithéliales intestinales, les cellules de
Paneth et les cellules dérivées de monocytes comme les DC. Il a d’ailleurs été montré que I'activation
de NOD2 par son ligand bactérien, est capable d'induire la voie autophagique dans les MDDC 2.
L'implication des PRR dans I'activation ou l'inhibition de I'autophagie sera notamment décrite dans le

chapitre D.11.1.

5.2.3. Les RIG-I like recepteurs (RLR)

Tout comme les NLR, les RIG-I like récepteur (RLR) représentent une famille de récepteurs
cytoplasmiques capables de détecter des constituants du non-soi. Les RLR reconnaissent les acides
nucléiques viraux. Les RLR sont exprimés par la plupart des cellules humaines, comme les DC et sont

. PN . . . 73 s N
particulierement importants pour la reconnaissance des virus "°. Tous les RLR sont présents a des
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niveaux faibles dans les cellules, mais leur expression est fortement induite par I'IFN de type | . Les
RLR appartiennent a la famille des hélicases a boite DExD (séquence aspartate-glutamate-x-aspartate)
et sont constitués, comme certains NLR, d’un ou deux domaines CARD, un domaine hélicase et un
domaine de reconnaissance des PAMP. Les RLR MDA-5 (« melanoma-differentiation-associated gene
« 5) et LGP2 (« laboratory of genetics and physiology 2 ») reconnaissent uniquement les ARN double
brin (ARN db) notamment au-dela d’une certaine longueur de séquence. En revanche, RIG-I (retinoic-
acid-inducible protein 1) peut reconnaitre ’ARN db mais aussi et ’ARN simple brin (ARN sb) quand
ceux-ci sont marqués d’un groupement triphosphate en 5’. Concernant la signalisation de RIG-I, il a été
décrit qu’une E3 ligase, TRIM25 (protéine de motif tripartite TRIM) est requise pour la transduction du

. . . . , . . . 75
signal cytosolique induisant une réponse IFN lors de l'infection virale .

5.2.4. Les récepteurs lectine

La super-famille des lectines est une famille de protéines reconnaissant les motifs carbohydrates
(oligo/poly-saccharidiques et glyco-lipides/protéines) provenant de structures : soit présentes a la
surface de cellules, soit cytoplasmiques ou extracellulaire et produites par I'organisme lui-méme, ou
bien par des organismes étrangers durant une infection. Les lectines agissent en médiateurs cellulaires
et sont présentes notamment chez les plantes, les animaux et les micro-organismes . Il est intéressant
de noter que certaines des voies de signalisation générées par ces différentes familles de lectines
convergent vers des résultats fonctionnels similaires indépendamment des divergences dans leur
structure, leur homologie ou leurs spécificités de liaison au carbohydrate ”’. La classification actuelle
des lectines propose 15 familles de lectines dont les galectines, les Siglec et les C-type lectine récepteur

(CLR) ”. Uillustration 6 représente les différents types de lectine.
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Source : Mayer S. et al., Histochem Cell Biol, 2017, C-type lectins: their network and roles in
immunity/pathogen recognition. Tous droits réservés aux auteurs.

lllustration 6 - Représentation schématique des différents types de lectine
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5.2.4.1. Les galectines

Les galectines (lectine de type S) représentent une famille de lectines solubles sécrétées permettant
d’assurer la surveillance de I'intégrité de certaines vésicules cytoplasmiques. En effet, la dégradation
d’'une membrane vésiculaire engendrée, par exemple, par I’entrée de bactéries peut étre détectée par
les galectines, qui se lient aux motifs glycans (3-galactoside) générés par les vésicules endommagées.
Les galectines vont alors pouvoir servir de signaux de danger afin de recruter des protéines dites

79,80

« récepteurs autophagiques » afin d’initier une autophagie antibactérienne . Le role de certaines

galectines dans I'autophagie selective sera traité plus en détails dans le chapitre D.10.3 ci-aprés.

5.2.4.2. Lessiglec

Les lectines de type |, siglec (sialic acid binding Ig-like lectins) peuvent reconnaitre des glycoprotéines
et des glycolipides contenant de I'acide sialique provenant d’agents pathogénes, contribuant ainsi aux
réponses immunes innées de I'hGte mais jouent aussi un role important dans la reconnaissance du soi
8 Suivant des états plus ou moins activés, la plupart des sous-types de DC expriment différents

81,82

récepteurs siglec a leurs surface sauf les pDC qui semblent n’exprimer que siglec-5 . Certains

récepteurs siglec peuvent jouer un rdle dans la transmission du VIH-1 des DC matures vers les LT CD4"

83

5.2.4.3. Les lectines solubles

La famille des lectines est trés hétérogéne, il existe des CLR transmembranaires exprimés a la surface
cellulaire (décrit ci-aprés) mais il existe aussi des lectines solubles sécrétées (type lll les collectines) par
les cellules hépatiques ou pulmonaires permettant la reconnaissance de motifs polysaccharidiques
microbiens. Les lectines solubles les plus caractérisées sont la MBL ou MBP (« mannan-binding
lectin /protein »), les protéines SP-A et —D du surfactant pulmonaire, ou encore la CRP (« C-Reactive
protein »). En effet, a titre d’exemple, on peut citer la protéine CRP couramment utilisée en médecine

8 Ces lectines solubles vont notamment

comme témoin sanguin d’une inflammation en cours
permettre I'activation du complétement permettant le chimiotactisme des cellules phagocytaires, la
lyse des micro-organismes reconnus via les phagocytes (opsonisation) et I’activation du complément

générant un contexte inflammatoire au vu de I’élimination de la menace infectieuse .

5.2.4.4. Les récepteurs de la famille des lectines de type C (CLR)

Les CLR, sont impliqués dans la perception de motifs carbohydrates (mannose, fucose, galactose)
notamment ceux exprimés par les micro-organismes. Les lectines de type C constituent la plus grande
et la plus diverse des familles de lectines retrouvées caractérisées chez les animaux. Les lectines de

type C contiennent un domaine de reconnaissance des carbohydrates (CRD), qui, dans la plupart des
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cas, lie les glucides par ligation calcium dépendante (Ca2+). Cependant, parmi les CLR il existe un
groupe qui ne possedent plus le site de liaison calcium dépendant dans leur domaine CRD, on parle
alors de lectine de type C domaine-like (C-type lectin-like domain CTLD). Les CLR représentent un
groupe vaste et varié de récepteurs, grandement représentés a la surface des cellules myéloides et
notamment des DC, bien que d’autres cellules en expriment faiblement comme certaines cellules
sanguines (granulocytes et les lymphocytes NK), ou encore certains épithéliums. On recense des
différences importantes dans I’expression des CLR selon le sous-type de DC, en fonction de leur état
d'activation et de leur localisation tissulaire ®*. En effet, certains sous-types de DC expriment de fagon
caractéristique certain CLR, par exemple, les pDC expriment BDCA2 *' et les LC la langerine (CD207) *’.
A I'heure actuelle, sur la base des critéres phylogénétiques et la structures des domaines CRD des CLR

on dénombre 17 types de CLR (I-XVI1) 78,

A B EPN <« Mannose /
CRD (Domaine / fucose
Famille de \

reconnaissance

/ i \ des sucres)

Siglec (Typel) || CLR(Type C) | Galectine (TypeS)

QPD“> Galactose

Asialoglycoprotein Collectines (Type Ill) \

DC receptor (Type ll) Lectine solubles v Y )y e TM (Région
DC-SIGN MBL } transmembranaire)
Dectin-2 SP-A SP-D
DCIR CRP
Mincle NK-cell receptors DC (Domaine

T V] A
Selectines (Type IV) ( ype. ) cytoplasmique)
Dectin-1 _
MR
(mannose ITAM-like . ITAM-ITIM
récepteur) indépendant
ITAM ITIM  © lllustration, Laure Papin

dépendant  dépendant
A)Représentation schématique de la classification des principaux types de récepteurs lectine impliqués dans

la reconnaissance des pathogenes. B) Représentation schématique de la structure d’un récepteur lectine de
type C (CLR).

lllustration 7 - Représentation schématique de la classification des lectines et d’un récepteur de lectine de type C

5.3. Les récepteurs lectine de type C membranaires

5.3.1. Structure

Concernant leur structure les récepteurs lectine de type C membranaires sont tous composés d’au
moins un domaine de reconnaissance des sucres (CRD). Concernant le CRD, les motifs hautement

conservés Glu—Pro—Asn (EPN) et GIn—Pro—Asp (QPD) sont essentiels pour la reconnaissance des ligands

89,90

composés de mannose, glucose et fucose ou de galactose respectivement . Cependant, cela n’est

pas exclusif, deux CLR (langerine et DCIR-2) possédant un motif EPN peuvent reconnaitre certains

86

motifs galactoses Etant des récepteurs membranaires, ils possédent tous une partie
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transmembranaire et un domaine intra-cytoplasmique. On peut aussi distinguer les différents types
de CLR selon leur séquence protéique. Les CLR du type IV (mannose récepteur, MR) ont leur extrémité
N-terminale extracellulaire alors que les CLR de type Il (DC-SIGN, langerine, Dectin-2) et V (Dectin-1)
ont leur extrémité N-terminale intra-cytoplasmique. En plus d’agir comme des senseurs de maniere
similaire aux autres familles de PRR précédemment décrits (TLR, NLR, NLR), la plupart des CLR sont
aussi impliqués dans I'adhésion et la migration des DC. De plus, certain CLR de type Il, IV et V sont
impliqués dans la reconnaissance, la capture et la dégradation de pathogénes induisant une
signalisation et linitiation de réponses immunes adaptées en contribuant, par exemple, a la

présentation antigénique ““*%

L'illustration 7 comporte une représentation schématique de la
classification des principaux types de récepteurs lectine impliqués dans la reconnaissance des
pathogenes ainsi qu’une représentation schématique de la structure d’un CLR. Le tableau 3 rassemble
les principales lectines impliqués dans la reconnaissance des pathogénes, leur localisation ainsi que

leur structure.

CLR CLR | Expressing | Signalin . - .
Gene ¥ s g. : Ligand Pathogen binding Fonction
name type cells motif (CRD)
High-mannose and fucose MycobacFerlum PP, .H' pylo.n, Pathogen recognition;
A . Lactobacillus spp., Leishmania .
DC-SIGN | CD209 MoDC /cDC glycans, Lewis antigens . Antigen uptake; APR/T cell
spp., VIH-1, Dengue virus, Measles| . X . .
ITAM-ITIM Mannose, . . L interaction; cell migration
. virus, Influenza A virus, Zika virus
independant —
mannose / fucose / ClcNAc Pathogen recognition;
Langerin | CD207 LC ’ VIH-1/VIH-2/ SIV Antigen uptake; APR/T cell
1 31,3 glucans . .
interaction
High-mannose glycans, a-
mono / mannans, O-linked M. tuberculosis, S. enterica, S. P
Dectin-2 | CLEC6A macro/DC/ ITAM- mannobiose-rich mansoni, C. albicans, A. fumigatus, Pathog'en recognition;
coupled . . antigen uptake
LC glycoprotein Malassezia spp.
a-Mannose,
mono / Mycobacterium spp., L. infantum, [ Pathogen recognition; T cell
Dectin-1 [CLEC7A| IV |macro/DC/| ITAM-like 81,3 glucans C. albicans, P. carinii, A. fumigatus, differentiation
LC C. neoformans
Mannose macro / S. pneumoniae, K. pneumoniae, C. Pathogen recognition;
receptor | MRC1 | V mono / DC mannose / fucose / sialyl-Lex| albicans, P. carinii, VIH-1, Dengue Antigen uptake; Cell
(MR) /LC ITAM-ITIM virus adhesion; phagocytosis
LC/DC/ |independant .
DEC-205 | €D205 | | |mono / pDC/ CpG oligonucleotides / capture and ::Ft{'ge" uptake,
LB /LT
BDCA2 | D303 | 1l pDC ITAM- As.lalogalact(?syl / Inhibit |nterferor1 alpha/beta
coupled oligosaccharide production
mono /
macro /LB / S .
DR |CLECAA| 1l DC/  |ITIM coupled mannose / fucose VIH-1 Inhibition of APC functions
. such as cytokine production
neutrophile /
pDC

Tableau 3 - Principales lectines impliquées dans la reconnaissance des pathogénes, leur localisation ainsi que
leur structure

5.3.2. Signalisation

La reconnaissance de micro-organismes exprimant des motifs carbohydrates a leur surface par certains
CLR va permettre I'initiation de signalisations cellulaires anti-infectieuses. Il est possible de classer les

CLR en 4 groupes en fonction de motifs d’acides aminés conservés exprimés dans leur domaine
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cytoplasmique (illustration 8). En effet, la signalisation induite dépend, d’une part de la séquence de
ces motifs et des complexes protéiques associés au récepteur et, d’autre part de la nature des
carbohydrates reconnus par le récepteur. Les 4 groupes sont les suivants : les récepteurs exprimant un
motif ITAM (Motif d’Activation des récepteurs Immuns basé sur la Tyrosine) c’est a dire la séquence
« Yxx(L/1) » répété deux fois, ceux exprimant un motif ITAM-like c’est a dire ce méme motif exprimé
une seule fois, ceux exprimant un motif ITIM (Motif d’Inhibition des récepteurs Immuns basé sur la
Tyrosine) « I/V/LxxYxI/V/L » et enfin les CLR n’exprimant aucun de ces trois motifs. De nombreux
articles de revue montrent que la signalisation subséquente peut varier selon le modele et I'espece

. e s , . . 89,93
cellulaire utilisés lors de I'étude ou encore en fonction du ligand reconnu par le CLR *™°.

S DCIR Ei DC-SIGN

Dectin-1 Dectin-2
/ MICL
ITAM-like
ITAM-like ITAM ITIM indépendant
U Chaine FcRy D
L L L Ui v
X X X /X/V s
X X X - K
SYK SYK UIN LSP1

\ ~ SHP-1.._. KSR1
CARD 6 CNK Raf-1

Bcl10
I —L
v
MAPK

/ I SYK | Src
i

NFAT NF-KB AP-1 NFAT ERK

© lllustration, Laure Papin

lllustration 8 - Les différentes voies de signalisations des CLR

eLe récepteur Dectin-1 possede un motif ITAM-like dans son domaine cytoplasmique. L'engagement
du récepteur Dectin-1 humain par la levure Candida albicans va induire, via la chaine FcRy a laquelle il
est associé, le recrutement de la tyrosine phosphatase SHP-2 fonctionnant comme une plateforme et
facilitant le recrutement de la tyrosine kinase SYK a la CLR Dectin-1 ou a I'adaptateur FcRy ***>. SYK va
alors induire le recrutement des protéines : CARD9 / MALT1 / BCL-10. Ce complexe va induire une voie
de signalisation aboutissant a I'activation de certains facteurs de transcription tels que NF-kB, NFAT ou
AP-1. Cela aura pour conséquence d’initier une réponse immunitaire anti-fongique (LTh17) et/ou pro-

inflammatoire °° (illustration 8).
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eLe récepteur Dectin-2 exprime le motif ITAM et suite a la reconnaissance fongique semble générer la
méme signalisation que le récepteur Dectin-1 dépendante de SYK (recrutée par une chaine FcRy
associée a SHP-2) *’. En revanche, la signalisation induite par le complexe CARD9-BCL-10-MALT1 active
uniguement le complexe de transcription REL-p50 induisant la production de cytokines pouvant
maintenir un contexte pro-inflammatoire mais insuffisant pour générer I'activation de LT helper. De
maniere surprenante, le récepteur des pDC, BDCA-2 (CD303) exprime aussi le motif ITAM associé a
une chaine FcRy mais la signalisation induite (via la BTK kinase et les protéines BLNK/Cy2) semble

inhiber I’expression de cytokines pro-inflammatoires %8 (illustration 8).

eParmi les CLRs exprimant un motif ITIM il est possible de citer le récepteur DCIR (DC immuno-
récepteur) *°,'®. Généralement, lorsque les récepteurs contenant un motif ITIM sont engagés, ils sont
phosphorylés sur I'acide aminé tyrosine contenu dans le motif ITIM, transmettant des signaux leurs

101 s
. Il en résulte une

permettant de recruter et d’activer les tyrosines phosphatase SHP-2 et SHP-1
inhibition des réponses inflammatoires. La reconnaissance du VIH-1 par DCIR (Raji transduite avec DCIR
et CD4) induit une signalisation dépendante de SHP-1 et 2 mais aussi SYK et Src kinases, qui ensemble

102

contrélent l'internalisation du VIH-1 et conduisent a |'activation PKC-a, p38 et Erk1 / 2 - (illustration

8).

eLe dernier groupe comprend toutes les autres CLR n’exprimant aucun de ces motifs ou dont la
signalisation s’est révélée indépendante des motifs ITAM/ITIM. On retrouve notamment le récepteur
DC-SIGN (« Dendritic Cell-Specific Intracellular Adhesion Molecules (ICAM)-3 Grabbing Non-Integrin »)
qui posséde un motif ITAM incomplet dans sa partie cytoplasmique et le récepteur CD207 qui lui est

composé d’une région cytoplasmique riche en proline (illustration 8).

5.4. Le récepteur DC-SIGN

5.4.1. La découverte du récepteur DC-SIGN

Le nom du récepteur DC-SIGN provient du fait que le récepteur ait été caractérisé comme étant un
récepteur capable de se lier aux ICAM-3 et -2 (Intercellular adhesion molecule) qui sont des récepteurs
exprimés par les lymphocytes T et impliqués dans la liaison et I'adhérence cellule-cellule ainsi que dans

103,104 | & récepteur DC-SIGN, aussi connu sous I'appellation CD209 (nom du géne),

la migration des DC
joue un role important dans la capture et l'internalisation des pathogénes contribuant ainsi a la
maturation et a la migration des DC vers les organes lymphoides secondaires ou elles présentent les

antigénes aux lymphocytes T *®.
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5.4.2. Expression cellulaire et localisation des cellules exprimant le

récepteur DC-SIGN

Le récepteur DC-SIGN, est particulierement exprimé in vivo a la surface de nombreux sous-types de
cellules dendritiques telles que les cDC CD1c", les MoDC ainsi que certains sous-types locaux. Entre
autre, on retrouve ces populations DC-SIGN™ surtout au niveau du derme (sous-épithéliale), du

placenta, des tissus périphériques et lymphoides et des muqueuses intestinales et génitales '°. P

ar
ailleurs, il est aussi exprimé par certain sous-types de macrophages (alvéolaires, CD14" dans le derme
et les muqueuses mais pas par les pDC et les DC folliculaires '%), de lymphocytes B et par les deux

modeles de DC utilisés in vitro les MDDC et les DC issus de précurseurs CD34" 53

. Son expression est
régulée par I'lL-4 . || existe un homologue de DC-SIGN, DC-SIGNR aussi appelé L-SIGN ou CD209L.
Alors que DC-SIGN agit a la fois comme un récepteur pour les pathogenes menant a une réponse
immune mais aussi comme une molécule d'adhésion cellulaire, ’'hnomologue DC-SIGNR n’est doté que
de la fonction de liaison des agents pathogenes. Cela peut s’expliquer par le fait que DC-SIGNR est
principalement exprimé uniquement dans les ganglions lymphatiques, par les cellules endothéliales

108,109

sinusoidales du foie et le placenta En revanche, DC-SIGNR et DC-SIGN partagent la méme

capacité de reconnaissance et de liaison aux oligosaccharides trés riches en mannose, ils peuvent donc

reconnaitre les mémes pathogénes "%,

5.4.3. Structure et internalisation (endocytose)

Le récepteur DC-SIGN est composé de 404 acides aminés (44kDa) et est un CLR de type Il car son
extrémité N-terminale se situe dans le cytoplasme. L'illustration 9 illustre la représentation

schématique du récepteur DC-SIGN.

elLe récepteur DC-SIGN comporte, comme tous les CLR, un domaine extracellulaire composé d’une

région de reconnaissance des sucres (CRD), liant de facon Ca2+ dépendante préférentiellement les

110,111

structures hautement mannosylés ou fucosylés (illustration 9). En plus de sa capacité de

récepteur d’adhésion, le récepteur DC-SIGN a été décrit comme étant un récepteur du VIH-1 '®. D

e
maniére intéressante, les récepteurs DC-SIGN et langerine posseédent un domaine CRD tres similaire
avec la présence du motif hautement conservé EPN et font partie du groupe des CLR de type I 2. A
I’heure actuelle, de nombreux et divers pathogénes intra ou extracellulaires tels que des virus, des
bactéries, des champignons et des parasites, ont été décrit comme pouvant étre reconnus par le

107,113

récepteur DC-SIGN . Le tableau 4 résume les principaux pathogénes reconnus par DC-SIGN.
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Extrémité C-terminale
CRD
EPN motif (Domaine de
reconnaissance
des sucres)

Neck

(responsable
multimérisation)

Yrorr vy Wy W Yroyr e Yre ey

Domaine trans-
membranaire

YxxL
Motifs importants

pour I'internalisation Domam.e -
ou la signalisation ~ Cytoplasmique

LL

Extrémité N-terminale

© lllustration, Laure Papin

lllustration 9 - Représentation schématique du récepteur DC-SIGN

Pathogénesreconnus parlerécepteur DC-SIGN

VIH-1/VIH-2 / SIV
Dengue virus / Zika virus
Measles virus
Virus Influenza A virus / SARS-CoV /
Ebola virus / Marburg / Virus de West Nile
Virus de I'hépatite B et C/ herpes simplex virus / CMV
Phlebovirus / Coronavirus
Mycobactéries

.. Helicobacter pylori
Bactéries .
Lactobacillus

Klebsiella pneumonae

Champignon Candida albicans

. Leishmania pifanoi
Parasite . .
Schistosoma mansoni

ICAM-3/-2 des lymphocytes T
Autres

Lewis X (Antigénes sanguin)

Tableau 4 - Les principaux pathogénes reconnus par DC-SIGN
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eLe récepteur DC-SIGN est ensuite composé d’une région a motifs répétés en tandem de 23 acides
aminés (sept complets, et un incomplet), permettant la multimérisation du récepteur (illustration 9).
Cette région aussi appelé région « neck » permet au récepteur DC-SIGN une fois activé de s’organiser

114

en tétrameére formant ainsi a la surface des DC des nanoclusters ~~". La tétramérisation du récepteur

est trés importante pour les interactions récepteur-pathogene de différentes tailles mais aussi pour

.. . . . 109,115,116
I’optimisation de la reconnaissance du ligand =",

eLe récepteur DC-SIGN est enfin composé d’un domaine transmembranaire puis un domaine N-
terminal cytoplasmique comportant des motifs d’internalisation, comme un motif di-leucine (LL), un
motif tri-acidique (EEE), et un motif incomplet d’activation d’immunorécepteurs basé sur des tyrosines
(ITAM-like) « YSKL » (illustration 9).

117 . s . , .
. Cela a aussi été confirmé par la suite

Le motif di-leucine est crucial pour I'endocytose du récepteur
par d’autres équipes, en effet, malgré I'engagement du récepteur muté sur le motif LL par un anticorps,
du ManLAM (Mannosylated lipoarabinomannan, provenant de la paroi des mycobactéries) ou la
glyprotéine gp120 (VIH-1) celui-ci comparé au récepteur WT reste a la surface de la cellule au lieu

U819 Ccotte mutation LL semble ainsi empécher I'entrée dans la cellule de

d’étre internalisé
pathogenes tels que le virus de grippe, le VIH-1 ou encore Mycobacterium tuberculosis (MTB).
Cependant, certains virus peuvent utiliser le récepteur DC-SIGN comme support de facon a améliorer
leur infectivité. C'est le cas par exemple du virus de la dengue (DV) ou de la grippe (virus influenza A
IAV) qui montrent une infectivité similaire avec des cellules exprimant des récepteurs DC-SIGN WT ou
LL 8% ou du VIH-1 ' (voir chapitre C.6.5). Cela implique que DC-SIGN peut étre utilisé comme
récepteur d’attachement permettant une possible association avec d’autres récepteurs cellulaires
d’entrée des virus ***. En terme d’endocytose les récepteurs mutés dans les domaines tri-acidique ou
« a base de tyrosine » (YSKL) semblent se comporter comme le récepteur sauvage aprés engagement
du récepteur. Ces deux motifs ne semblent pas &tre impliqués dans I'internalisation du récepteur /%,
Néanmoins, d’autres études ont montré qu’un motif tri-acidique, tel que celui présent dans la partie
intracellulaire du récepteur lectine DEC-205 (EDE) régulerait I'adressage d’antigenes vers les
endosomes tardifs ou les lysosomes et les réponses immunes CMH-II-dépendantes **2. Concernant DC-
SIGN, le motif EEE semble agir en tant que signal de tri dans les voies de sécrétions et un signal
permettant le ciblage de la voie endocytose vers la voie lysosomale '*°. Ces données indiquent que DC-

SIGN pourrait jouer un role central comme récepteur de pathogenes et qu’il posséde un réle important

dans l'initiation des réponses immunes aprés internalisation de pathogenes.

5.4.4. Signalisation

Méme si a I’heure actuelle la signalisation générée par 'engagement de DC-SIGN n’est pas totalement

connue, quelques études ont permis de comprendre que selon le pathogene ou le contexte cellulaire,
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la signalisation induite par le récepteur DC-SIGN pouvait différer. En effet, il semble que la signalisation
de DC-SIGN soit étroitement liée a celle d’autres PRR, tels les TLR, reconnus simultanément par les
pathogénes et permettant la génération d'une réponse immune adéquate >°. L’étude de la
signalisation du récepteur DC-SIGN a été réalisée en majeure partie par le groupe Néerlandais des
Docteurs Gringhuis, Geijtenbeek et Van Kooyk. L’illustration 10 représente la signalisation du

récepteur DC-SIGN.

Condition Motifs H

— Motifs HsQ
basale hautement™ Ac anti- hautement Ho

mannosyles DC-SIGN fucosylés
TLR4
DC-SIGN

~
~
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lllustration 10 - Représentation schématique de la signalisation du récepteur DC-SIGN

eLes premieres études de la signalisation du récepteur DC-SIGN ont eu lieu lors de I'étude de
I'interaction entre les DC et I'espéce bactérienne Mycobacterium tuberculosis (MTB). En effet, le
récepteur DC-SIGN reconnait un composant hautement mannosylé de la paroi mycobactérienne, le

. . , 123,12
lipoarabinomannane mannosylé (ManLAM) 2%

. Bien que MTB cible le récepteur DC-SIGN pour
infecter les DC et pour moduler les réponses immunes TLR dépendantes **, I'étude de I'entrée des
mycobactéries via DC-SIGN a permis de mieux comprendre la signalisation du récepteur. L'engagement
de DC-SIGN par le ManLAM induit une cascade de signalisation impliquant l'activation de la
serine/threonine kinase Raf-1 (RAF proto-oncogene serine/threonine-protein kinase). La
phosphorylation Raf-1 va induire la phosphorylation et I'acétylation de la sous-unité p65 (sérine276)
de NF-KB. L’activation de Raf-1 par DC-SIGN ne dépend pas de la signalisation TLR, en revanche
I’acétylation de p65 requiére une activation préalable de NF-KB, qui elle dépend de la signalisation TLR

125 |’activation de Raf-1 n’est pas restreinte a I’engagement médié par le ManLAM et I'engagement
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de DC-SIGN par d’autres pathogénes comme le VIH-1 ou la levure Candida albicans peuvent aussi
I'induire. De méme que la modulation de la signalisation TLR par DC-SIGN n’est pas restreinte a TLR-4.
Les signalisations issues des TLR -2 -3 -5 -8 peuvent aussi croiser la signalisation DC-SIGN dépendante
1257127 Ces signalisations croisées TLR-DC-SIGN peuvent notamment mener a I'augmentation de la
production de cytokine pro-inflammatoires (telle que I'lL-12p70) promouvant les réponses anti-

127

infectieuses de type Thl a I'exception de la voie de signalisation induite par TLR-8 qui semble

128

favoriser l'infection productive des DC par le VIH-1 “°. Par ailleurs, deux études montrent que

I’activation de Raf-1 semble étre indépendante de I'implication du motif tyrosine-base de DC-SIGN
%7125 Enfin, I’lengagement de DC-SIGN dans les MDDC par un anticorps spécifique anti-DC-SIGN (MR1),
montre d’une part |’activation de ERK et PI3K (phosphatidyl-inositol-3 kinase) deux kinases impliquées
de maniere critique dans la maturation des DC et d’autre part une association avec les tyrosine kinases

129

des familles Src et Syk / ZAP-70 dans les MDDC et les cellules lymphoides transfectées “~. Toutefois,

125

ce n’est pas le cas lors de I'internalisation du récepteur par du ManLAM ~* (illustration 10).

eDe fagon similaire, la levure Candida albicans qui génére une activation synergique de DC-SIGN et
Dectin-1 semble mener aussi a I'activation de Raf-1. Dectin-1 est la seule lectin de type C a pouvoir
directement induire |'activation d’NF-KB suite a la reconnaissance d’un pathogéne via la kynase SYK
(comme décrit précédemment au paragraphe signalisation des C-type lectin a motif ITAM-like). Dectin-
1 active NF-KB par la voie canonique via la sous-unité p65 mais aussi les voies non-canoniques via les
sous-unités c-Rel et RelB. C’'est grace a cette derniére que Dectin-1 peut, tout comme DC-SIGN induire
I'activation de Raf-1 en réponse anti-fongique et engendrer la production de cytokines pro-
inflammatoires telles que I'lL-6, I'lL-18 et I'IL-23 promouvant ainsi des réponses cellulaires anti-

infectieuses Th1 et anti-fongique Th17 * (illustration 10).

ePar ailleurs, une autre étude concernant la signalisation du récepteur DC-SIGN a décrit qu’apres
internalisation du VIH-1, le domaine cytoplasmique du récepteur DC-SIGN est associé a la protéine
LSP1 (leukocyte-specific protein 1). Cette étude montre ainsi que les motifs dileucine et « a base
de tyrosine » (le mutant A35 est délété des deux motifs) sont impliqués dans cette interaction. La
protéine LSP1 semble jouer un rdle important dans la dégradation du VIH-1 par le protéasome **° bien
gue cet aspect n’ai jamais été approfondi par la suite (illustration 10). Récemment il a été décrit que

. P . 131
LPS1 s’associe aussi a la langerine .

ePar la suite, au vu de I'ensemble des travaux préalablement accomplis sur la signalisation du
récepteur DC-SIGN, I’étude de Gringhuis et al 2009, montre la présence d’un « signalosome » de DC-
SIGN composé de quatre protéines LSP1-KSR1-CNK-Rafl présent en condition basale. KSR1 est un
membre de la famille des kinases suppresseur de Ras impliqué dans la cascade de signalisation ERK et
CNK (PLK3 chez la drosophile) est une putative serine/threonine kinase. Selon la composition du ligand
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reconnu par le récepteur DC-SIGN, la signalisation subséquente semble différer. En effet, la nature
hautement mannosylée du ManLAM de MTB et de la gp120 du VIH-1 (entre autres voir tableau 4)
induisent le recrutement d’effecteurs tels que les GTPases LARG (« Rho guanine nucleotide—exchange
factor ») et des RAS GTPases telles que RhoA (« ras homolog family member A »). L’activation de LARG
apres I'engagement de DC-SIGN (anticorps et VIH-1) a été décrite lors de I’étude du phospho-protéome
de DC-SIGN dans les MDDC *** et a été confirmée dans des expériences de transfert de I'infection VIH-

1 vers des lymphocytes T ***

. LARG va pouvoir en amont, activer ces Ras-GTPases qui vont permettre
a leur tour d’activer la kinase Raf-1 *%. Une fois activée, Raf-1 va étre recrutée par les autres protéines
du signalosome de DC-SIGN (LSP1-KSR1-CNK) afin de moduler la réponse TLR-4 (activé par le LPS ou le
ManLAM). Cette réponse va aboutir a I'expression d’IL -12 et -6 polarisant les réponses cellulaires Th1

et Th17 *¥/ (illustration 10).

*En revanche, la signalisation générée par la reconnaissance de motifs fucosylés de la bactérie
Helicobacter pylori est indépendante de Raf-1 et mene a la dissociation du signalosome. DC-SIGN

127
. Plus

demeure associé a LSP1 contrairement au reste du complexe signalosome KSR1-CNK—Raf-1
récemment, des précisions ont été apportées pour la signalisation aprés reconnaissance de motifs
fucosylés. En effet, I'activation du TLR-4 (LPS) semble conduire a I'activation de la kinase MK2 qui va
phosphoryler LSP1. Cette phosphorylation va permettre le recrutement des kinases IKKe et
déubiquitinylase CYLD au complexe DC-SIGN-LSP1. Leurs activités vont mener a une accumulation
d’une ubiquitine ligase Bcl3 dans le noyau aboutissant a la diminution de I’'expression de cytokines pro-

inflammatoires telles que I'lL-12, -6 et -23 et favoriser celle de I'IL-10 11

. Un contexte peu propice a
I’établissement de I'immunité anti-infectieuse et favorisant ainsi la persistance de la bactérie
Helicobacter pylori au détriment des réponses immunitaires. Cela suggére aussi que DC-SIGN pourrait
jouer un role dans I'hnoméostasie immunologique puisque cette voie entraine aussi la modulation des
profils d'expression de cytokines et de chimiokines induites par les TLR pour favoriser les réponses des

cellules Th2 (illustration 10).

Conclusion sur la signalisation de DC-SIGN : Le récepteur DC-SIGN est un récepteur de reconnaissance

des pathogenes doté de capacités d’endocytose de pathogénes trés variées et agissant aussi comme

10

. \ . . . 7 s . . . .
un immuno-modulateur du systeme immunitaire ~’. Il est donc évident que la signalisation du

récepteur DC-SIGN varie en fonction de la nature du ligand reconnu et de I'état d’activation cellulaire
3% En effet, la signalisation générée par la reconnaissance concomitante de pathogénes par des autres
PRR tel que les TLR semble étroitement liée a celle de DC-SIGN. |l apparait que le récepteur DC-SIGN
peut étre utilisé et détourné de ses fonctions premiéres par les pathogénes de facon a améliorer et a

propager leur infection, voir le chapitre C.6.5.
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5.5. Les cellules dendritiques sont des phagocytes capables de
capturer et dégrader les pathogéenes

Lorsque I'on considere le terme « entrée » au sens plus général, il est important de considérer du point
de vue de la cellule mais aussi du pathogene. En effet, les PRR peuvent servir de porte d’entrée pour
les virus ou méme de point d’attachement pour se concentrer a la surface cellulaire comme le virus de

la dengue, de la grippe ou encore le VIH-1 1118120,

L’endocytose est un mécanisme cellulaire ancestral essentiel, la majorité des cellules de I'organisme
en sont capables (illustration 11). L’endocytose est réalisée par la membrane plasmique et permet
globalement I'entrée de particule ou de fluide extracellulaire dans la cellule. Le terme d’endocytose
fut créé par le Docteur Christian de Duve en 1963 afin de désigner I'internalisation dans la cellule ***.
On parle de phagocytose lorsqu’il s’agit de I'ingestion de grosses particules (>0,50 um de diameétre) ou
de pinocytose lorsqu’il s’agit d’un fluide ou d’'une macromolécule. Certaines cellules du systéme
immunitaire comme les neutrophiles, les monocytes, les macrophages ou les DC sont des phagocytes.
Les macrophages sont reconnus comme étant les phagocytes les plus performants en terme de
quantité et de rapidité de matériel internalisé *°. Par exemple, lorsqu’un pathogéne est reconnu et
pris en charge par des anticorps qui lui sont spécifiques, le complexe formé peut alors étre reconnu
par les Fc récepteurs exprimés par les phagocytes. Les Fc récepteurs reconnaissant les chaines lourdes
des immunoglobulines (Ig), s’en suit alors un processus dynamique d’opsonisation consistant en la
formation d’excroissance de la membrane plasmique (pseudopode) permettant d’encercler le
complexe dans la cellule, la vésicule formée est alors appelée phagosome. Concernant la pinocytose
I'entrée peut étre aspécifique (la macropinocytose) ou impliquer des récepteurs spécifiques on peut
alors parler d’endocytose a récepteur. Des petites vésicules vont alors se former telle une invagination
de la membrane plasmique afin de séquestrer les molécules reconnues par les récepteurs. Cette
endocytose peut alors impliquer de la clathrine, de la cavéoline ou des mécanismes indépendants de

137

clathrine et cavéoline ~’. Comme nous l'avons vu précédemment, de nombreux CLR sont dotés de

capacité d’endocytose spécifique, c’est le cas du récepteur DC-SIGN qui induit la formation de

138

vésicules recouverts de clathrine lors de I'internalisation du VIH-1 ~*° (illustration 11).
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lllustration 11 - Role central des lysosomes dans le devenir des vésicules de dégradation

Comme décrit précédemment, certaines études montrent que la signalisation engendrée par les
récepteurs de capture des pathogenes est étroitement liée a la nature des antigénes reconnus et peut
par conséquent, varier en fonction du pathogene. Ainsi, selon I'épitope ciblé, I'adressage et
I'internalisation peuvent différer et ainsi emprunter des voies distinctes. Concernant DC-SIGN, des
études menées par le Docteur Tacken et coll. ont montrées que lorsque le récepteur DC-SIGN était
engagé par le CRD par des anticorps ou par des ligands saccharidiques naturels, le récepteur et son
ligand étaient internalisés de facon clathrine dépendante vers des endosomes tardifs puis vers la voie
lysosomale et enfin vers des compartiments exprimant des récepteurs du CMH de classe Il. Par contre,
I’engagement du récepteur par la région neck engendrait, en revanche, une internalisation du
récepteur de fagon clathrine indépendante vers des compartiments endosomaux précoces ainsi que

139

des compartiments exprimant des récepteurs du CMH de classe | =", Par ailleurs, I'internalisation du

VIH-1 via le récepteur DC-SIGN dépend d’un mécanisme d’endocytose dépendante de la clathrine **%.

Selon la nature du ligand, il va y avoir formation de phagosome ou d’endosomes précoces, ensuite
grace aux ATPases H' (pompes a protons) ces vésicules vont devenir mature en endosomes tardifs et

1 s . s . , s .
> D’autre vésicules de dégradation peuvent séquestrer du matériel

le pH va devenir acide
cytoplasmique y compris des pathogenes au vu de leur destruction. C’est le cas par exemple des
vésicules faisant parties du mécanisme de I'autophagie, les autophagosomes (I'autophagie fait I'objet

14 .
% Ppar ailleurs, on peut retrouver deux types

d’un chapitre complet ci-apres, cf. chapitre D)
d’endosomes précoces, les endosomes de tri dont le role est d’acheminer le substrat vers la
dégradation lysosomale et les endosomes de recyclages qui sont interconnectés et qui ont

majoritairement pour role de réexpédier les récepteurs endocytés vers les membranes plasmiques
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(illustration 11). En fonction du récepteur, le recyclage peut étre plus ou moins intense et rapide,
concernant le récepteur DC-SIGN il a été décrit comme étant tres rapide, le VIH-1 est retrouvé dans
des compartiments acides dés 5-10 minutes d’internalisation du récepteur *****, DC-SIGN et les

. , . , , , . N . 14
particules de Phlébovirus sont séparées dans |'endosome précoce 20 min aprés |'absorption **. L

es
endosomes tardifs peuvent fusionner avec de nombreuses vésicules, formant une grande vésicule
appelée corps multi-vésiculaire (MVB). Le trafic des vésicules d’endocytose est notamment contro6lé
par la superfamille des petites protéines G (Rho-GTPases : Ras homologous) comme les Rab (Ras-
related in Brain) protéines, par exemple, les endosomes précoces Rab5, 14, les vésicules a clathrine

Rab5, les endosomes de recyclage Rab4, 11, endosomes tardifs Rab7, 9 144

. Les protéines protéines
SNARE (Soluble N-éthylmaleimide sensitive factor attachment protein receptor) sont aussi impliquées
dans le trafic vésiculaire. Plus précisément, les protéines transmembranaires SNARES sont les
principales protéines régulant les fusions vésiculaires et le trafic membranaire cellulaire. Ces protéines
sont classées en deux sous-groupes complémentaires : les v-SNARES (vésiculaires) et les t-SNARES
(target/cibles) sont localisées respectivement dans la membrane du compartiment donneur ou
accepteur. Aussi, les SNARES riches en certains acides aminés sont parfois nommés en conséquence,
on retrouve alors les R-SNARES (argine) ou encore les Q-SNARES (glutamine). Les endosomes tardifs,
les MVB, les autophagosomes ou les phagosomes nouvellement formés peuvent finalement fusionner

135 Lillustration 11 résume le rdle central des

avec des lysosomes de fagon a dégrader leur contenu
lysosomes dans le devenir des vésicules de dégradation. Les lysosomes contiennent des enzymes leur
permettant de dégrader le contenu des vesicules dans lesquelles elles sont déversées, par exemple les

cathépsines B et D qui sont des protéases.

Du fait de leur large éventail de récepteurs exprimés en surface, les DC immatures possédent de tres
grandes capacités de reconnaissance et d’internalisation des pathogénes. Apres prise en charge d’un
pathogene, les DC vont s’activer progressivement réduisant ainsi leur capacité d’endocytose tout en
augmentant fortement leur activité protéolytique et d’apprétement d’antigenes sur les molécules du

complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) **'*.

5.6. Activation, maturation et migration des DC en réponse aux
pathogenes

Une fois le pathogéne reconnu et internalisé, les DC sont activées, elles vont alors entrer dans un
programme de maturation. Lors de la maturation les DC vont évoluer autant sur le plan phénotypique

que fonctionnel.
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5.6.1. La maturation des cellules dendritiques

Sur le plan phénotypique, la maturation des DC implique une diminution d’expression de nombreux
récepteurs (PRR) impliqués dans la capture des pathogenes tels que MR, DCIR et DC-SIGN chez les
MDDC, la langerine chez les LC ¥. Cela a pour conséquence de diminuer les capacités d’endocytose
des DC. Par exemple, les cDC, les LC, et MDDC, expriment de faibles niveaux de DEC-205, mais
I'expression augmente nettement lors de I'activation, ce qui indique que le DEC-205 est une molécule
associée a l'activation ***. Lors de la maturation des DC on peut aussi constater une surexpression en
surface des molécules du CMH-I et CMH-II. En effet, les DC immatures expriment des quantités
considérables de CMH de classe Il dans des compartiments endosomaux et au niveau de la membrane
plasmique, alors que pour les DC matures la grande majorité du CMH de classe Il est présente a la

146

surface des cellules ™. On observe aussi une augmentation d’expression des molécules de co-

stimulation telles que les récepteurs CD40, CD80 CD86 et certains récepteurs d’adhésion **°. C

es
récepteurs permettent notamment d’assurer le contact entre la DC et les lymphocytes T (LT) et dans
le cas ol un antigéne est associé aux molécules du CMH face au TCR (récepteur des LT), se forme la
synapse immunologique. D’ailleurs, un des premiers roles décrit du récepteur DC-SIGN est son réle
dans la liaison DC-LT car il se lie a I'lCAM-3 qui est un récepteur des LT permettant la liaison transitoire
durant la synapse immunologique. Cette liaison stabilise la zone de contact entre les deux cellules *®.
Enfin, globalement les DC en cours de maturation vont évoluer sur le plan morphologique par une
réorganisation de leur cytosquelette conduisant notamment a I’extension des dendrites **. Au niveau

fonctionnel, la maturation des DC va engendrer la sécrétion des cytokines qui vont assurer une

réponse immune adaptée en fonction du contexte inflammatoire *'.

5.6.2. La migration des cellules dendritiques

Une fois activées et en cours de maturation, les DC migrent du site de I'inflammation vers les ganglions
lymphatiques ou elles vont achever leur maturation. Le récepteur CCR7 (récepteur de chimiokine de
ciblage vers les ganglions lymphatiques) est trés important durant la migration des DC car il reconnait
CCL19 et CCL21 qui sont deux chimiokines capables de guider les DC vers des sites riches en LT comme
les organes lymphoides secondaires. . Le récepteur DC-SIGN est aussi impliqué dans la migration des

A N ey 7 . N 103,104
DC notamment grace a sa capacité a se lier a 'lCAM-2 %1%,

5.7. L’apprétement et la présentation antigénique

Le processus de maturation des DC va leur permettre de devenir des cellules présentatrice d’antigéne
(CPA). Comparé aux lymphocytes B (LB) et aux macrophages qui sont aussi des CPA, les DC sont
considérés comme étant des CPA professionnelles en partie parce que leurs compartiments

endo/lysosomaux tardifs sont moins protéolytiques, limitant ainsi la destruction compléte des
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antigénes internalisés et favorisant la génération de peptides antigéniques **°. De plus, contrairement
aux autres CPA les DC possedent la capacité de présenter des antigénes aux lymphocytes T naifs et

. . . o . 14
ainsi induire I'expansion clonale spécifique de I'antigéne '*®

. Les molécules responsables de Ia
présentation antigénique sont les molécules du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) ;
correspondant au HLA (Human Leucocyte Antigen HLA) chez 'Homme ; permettant la présentation
des antigenes protéiques et les CD1 permettant la présentation des antigénes lipidiques. Les LC
expriment particulierement le CDla et les cDC expriment le CD1b. Toutes les cellules nucléées
expriment le CMH-I, en revanche le CMH-II et les CD1 sont principalement exprimés par les CPA. Le

chargement sur les molécules CMH de classe | (CMH-I) ou de classe Il (CMH-II) permet respectivement

la présentation des antigénes et I'activation des lymphocytes T CD8" cytotoxiques ou CD4" auxiliaires

149

eLes antigenes endogénes issus de la dégradation de protéines cellulaires cytoplasmiques ou
nucléaires peuvent étre dégradés par le protéasome ubiquitaire ou immunoprotéasome pour les APC
130 | e protéasome est un complexe protéique composé de deux sous-complexes : le 20S et le 195.
L'ensemble forme le protéasome 26S possédant un site actif interne et permettant la dégradation de

protéines cellulaires a courte durée de vie, endommagées ou incorrectement repliées et toutes

151 152
L

préalablement ubiquitinylées —°. On parle aussi du systeme Ubiquitine-Protéasome (UPS) es
peptides issus de la protéolyse par le systeme UPS vont étre transportés vers le réticulum
endoplasmique (RE) grace a un systéeme de transport dépendant des protéines TAP-1 et -2 (ATP-
dépendant). Une fois a I'intérieur du RE, les peptides vont s’associer aux molécules du CMH-I. Le
complexe peptide/CMH-I quitte alors le site de chargement des peptides dans le RE pour transiter vers
I"appareil de Golgi ou ils seront adressés vers la membrane plasmique ou ils seront présentés par les

molécules du CMH-1 aux LT CDS8.

eAu cours du processus d’endo/phagocytose, des peptides peuvent étre libérés dans le cytosol, les
APC et particulierement certaines sous-populations de DC sont aussi capables de charger ces peptides
dérivés d'antigenes exogenes sur des molécules de CMH de classe I. Notamment les ¢cDC humaines
BDCA-3" et -1" et les pDC **°°, Cela est définit comme étant la présentation croisée. Ce mécanisme
est essentiel par exemple pour l'initiation de réponses immunitaires a certains virus qui n’infectent pas

les cellules présentatrices d'antigénes et ainsi pour I'initiation de la réponse LT CD8 cytotoxique “*°.

eLes antigénes exogénes internalisés sont traités par la voie phago/endosomale puis dégradés par
voie lysosomale, comme décrit précédemment, pour la formation de peptides exogénes pouvant étre

P P , 157
présentés par les molécules CMH de classe Il

. Ces peptides exogenes vont étre acheminés vers des
vésicules issues de I"appareil de Golgi contenant des molécules du CMH-II provenant du RE, on parle
de compartiment CMH-II (MIIC) ou compartiment antigénique. Les molécules du CMH-II contenues
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dans ces compartiments sont associées a une protéine li (Invarian Chain) ayant pour role de favoriser
la sortie du RE et d’empécher la fixation de protéines autres que les peptides antigéniques **°. Une fois
la reconnaissance peptide exogene-CMH-II réalisée, ce complexe va migrer jusqu’a la surface cellulaire
ou il va étre présenté aux LT CD4 auxiliaires afin d’orienter la réponse immune adaptative. Tous les
sous-types de DC sont capables de présentation exogénes, en revanche les pDC sont moins efficaces
cela peut notamment étre expliqué par leur plus faible capacité de phagocytose **°. Enfin, I'autophagie

joue aussi un réle important dans I'apport d’antigénes exogenes au vu de la présentation antigénique

158,159

5.8. Orientation et polarisation de la réponse immunitaire

Une fois que le peptide antigénique est présenté a la surface des APC par la molécule CMH/HLA
adéquate, s’initie alors la réponse immunitaire adaptative. Etant donné que les DC migrent vers les
ganglions lymphatiques pour terminer leur maturation et présenter les Ag aux LT c’est généralement
ici que s’opére la rencontre entre la DC et les LT naifs. Parfois, le contact peut aussi se dérouler sur le
lieu de la réponse inflammatoire par l'intermédiaire de LT effecteurs ou mémoires préalablement

149

activés ~. Dans tous les cas, un complexe ternaire doit étre constitué entre les APC et le LT. Ce

160 La premiére étape

complexe constitué de plusieurs récepteurs s’appelle la synapse immunologique
de cette synapse immunologique est la reconnaissance du peptide antigénique présenté par le CMH
et le récepteur des lymphocytes T TCR (CD3), cette liaison est renforcée et stabilisée par la molécule
CD4 reconnaissant le CMH-Il ou CD8 le CMH-I. Ce premier signal est suffisant pour I'activation des LT
effecteurs mais ce n’est pas le cas des LT naif qui eux nécessitent un deuxieme signal délivré par la
CPA. Sile deuxiéme signal n’a pas lieu la reconnaissance de I'antigene conduit a un état de non-réponse

(anergie) ou une différenciation en T régulateur (T reg) inhibant les réponses immunitaires ***. L

e
deuxieéme signal est produit par I'interaction entre deux récepteurs la molécule CD80 ou CD86 exprimé
par la CPA et CD28 du LT. Le deuxieme signal induit une stimulation réciproque des deux cellules,
induisant par exemple la synthése du récepteur CD40L qui va étre reconnu par le CD40 des DC .
D’autres récepteurs sont connus pour stabiliser la synapse immunologique durant le contact DC-LT
comme les récepteurs de LT : CD2, LFA-1, ICAM-3 qui reconnaissent spécifiquement chez la DC les
récepteurs LFA-3, ICAM-1 et DC-SIGN '®®_ A Iissu de ces interactions d’autres signaux sont alors
sécrétés : des cytokines polarisant et orientant la réponse immune. Lorsque les LT se séparent des DC
ils deviennent pour les LT CD4 des lymphocytes Helper (Th) et les LT CD8 des LT cytotoxiques. Sous
I’action de I'IL-2 les LT qui ont été spécifiquement activés vont proliférer, se multiplier c’est I’expansion
clonale des lymphocytes. En fonction de la nature du danger les DC vont produire différentes cytokines
qui vont orienter la différentiation des LT helper. Ainsi sous l'influence de I'lL-12 ils deviennent des
Th1, de I'lL-4 des Th2, de I'IL-6 et du TGF béta des Th17 **'®°. Ces sous-groupes de cellules Th ont

chacun des roles spécifiques dans la défense contre les agents pathogenes en aidant d'autres cellules
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immunitaires a générer des réponses efficaces contre I'agent infectieux. Les réponses des lymphocytes
Thl et Th2 sont importantes pour la défense de I'h6te contre les pathogenes intracellulaires et
extracellulaires, respectivement. Les réponses générées par les Th17 sont cruciales dans un contexte

d’infection mycosique ***7*¢°,
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CHAPITRE C : INTERACTION ENTRE LES CELLULES
DENDRITIQUES ET LE VIH-1

6. L’ENTREE DU VIH-1 DANS LES CELLULES DENDRITIQUES

Comme décrit précédemment dans le chapitre A.3.1, le VIH-1 est capable théoriquement d’infecter
toute cellule exprimant le récepteur CD4 ainsi que les corécepteurs CXCR4 et/ou CCR5 a sa surface.
Concernant les cellules dendritiques, nous avons évoqué dans le chapitre B leur réle de cellules
sentinelles du systeme immunitaire dotées d’une grande capacité de dégradation phagocytaire et
possédant de nombreux récepteurs et senseurs cytoplasmiques leur permettant de détecter les
pathogenes et signaux de danger. Certains sous-types de cellules dendritiques sont considérés comme
étant les premiers a reconnaitre et a capturer le VIH-1 dans I'organisme du fait de leur présence dans
des zones propices a l'infection telles que les couches mucosales supra-basales. Etant une des
populations cellulaires la plus précocement exposée aux pathogenes, les DC possedent de fortes
capacités d’endocytose liées aux processus de dégradation ainsi que des facteurs cellulaires leurs
permettant de détecter et parfois restreindre la réplication d’agents infectieux. Toutefois, les virus
évoluent aussi génétiquement et peuvent avoir développé différents moyens d’échapper aux défenses
de I’'hote tout en exploitant ou en détournant certains mécanismes cellulaires afin de mieux se
répliquer et se propager. Un modele en trois phases a été proposé par de nombreux articles
(illustration 12). Pendant les premiéres 24H, le VIH-1 est internalisé dans les DC (plusieurs modes
d’entrées possibles détaillés ultérieurement) et une grande majorité de la charge virale est trés
rapidement dégradée. Il a été proposé que le faible pourcentage de virions restant non dégradé
pouvait se retrouver compartimentalisé dans les cellules et étre transmis aux lymphocytes T CD4",
processus étant appelé la trans-infection. Lors de la deuxieme phase, comprise entre 24-72 heures
post-exposition, le virus se réplique et produit de nouveaux virions a condition de passer outre les
nombreuses restrictions cellulaires. Au-dela de 72H aprés |'exposition au virus, on commence a
observer une phase appelée la transmission a « long-terme » ou cis-infection qui dépend d’une
réplication virale productive dans les DC et qui se traduit par la transmission de virions infectieux néo
synthétisés aux LT CD4" et qui amplifie ainsi la propagation de I'infection. Dans ce chapitre, nous
traiterons du devenir du virus dans les DC. Plusieurs devenirs du VIH-1 dans les DC ont été décrits dans
la littérature néanmoins les liens et la chronologie entre ces différentes possibilités demeurent encore
souvent obscurs, tout comme l'influence de la signalisation récepteur-dépendante aprés I'entrée du

VIH-1 dans les DC. Lillustration 12 synthétise le devenir du VIH-1 une fois entré dans la DC.
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lllustration 12 - Les différentes voies d’entrées du VIH dans les DC

6.1. La susceptibilité des DC a l'infection par le VIH-1

6.1.1. La cis-infection

La cis-infection ou infection en cis correspond a la transmission de l'infection a partir d’une cellule

167

productivement infectée (illustration 12, 1). Les différents sous-types de cellules dendritiques

expriment des niveaux relativement faibles en récepteurs du VIH-1: CD4 et corécepteurs CXCR4 et
CCR5 '®8. Malgré cette faible expression, la plupart des sous-types de DC sont donc théoriquement

susceptibles a I'infection par des souches de VIH-1 & tropisme X4 et R5 : les LC '*°, les pDC et les cDC

170171 3insi que le modele le plus utilisé pour I'étude des DC dans un contexte inflammatoire les MDDC

19172 Ay cours de l'infection chronique par le VIH-1, il est observé un déclin des pDC dans le sang en

173

corrélation avec une charge virale élevée “*". L'infection des pDC par le VIH-1 entraine une production

d'IFN, méme si dans ces cellules, I'infection productive est tres inefficace et la réplication virale est

170

limitée (1-2 logs plus bas que dans les lymphocytes T) . En I'absence de traitement, des DC infectées

de patients contaminés par le VIH-1 ont aussi été retrouvées dans le sang ce qui confirme la

174

susceptibilité in vivo des DC au VIH-1 ~"". Globalement le VIH-1 se réplique 10-100 fois moins dans les

DC comparé aux LT CD4* /%717

. Cette trés faible susceptibilité des DC a 'infection productive par
le VIH-1 peut étre expliquée non seulement par leur faible expression du récepteur du VIH-1 mais aussi
par le fait que les DC expriment de nombreux facteurs cellulaires inhibant la réplication virale (chapitre
C.7.1.2). Les cDC et MDDC expriment globalement plus de corécepteurs CCR5 que de CXCR4 ce qui

pourrait expliquer le fait que les virus a tropisme R5 les infectent plus efficacement. Comparé aux cDC
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170

(CD11c"), les pDC semblent moins susceptibles a I'infection par le VIH-1 a tropisme R5 . Seule I’entrée

du virus via les récepteurs CD4 et les corécepteurs permet I'infection productive des DC, c’est a dire

. . . 1
production de nouveaux virions *°.

6.1.2. La maturation influence la susceptibilité des DC a l'infection par le

VIH-1

La maturation semble jouer un role dans la variation de susceptibilité de I'infection des DC par le VIH-
1. Il est possible d’obtenir des DC matures (mDC) in vitro par la mise en contact des DC avec des ligands
de PRR tels que le poly-IC (TLR-3), CD40L (CD40 ou encore plus couramment et efficacement du LPS
(TRL4) Y%7 Selon le ligand utilisé pour la maturation, I'expression en surface des corécepteurs CCR5/
CXCR4 ainsi que du récepteur CD4 peut varier influencant ainsi I’entrée virale et donc lI'infection des
DC 7. Globalement, la maturation des DC semble leur conférer une protection vis-a-vis de I'infection
par le VIH-1 du fait de la diminution d’expression des récepteurs en surface mais aussi du fait de la
diminution des capacités endocytiques des DC matures . Aussi, il a été décrit par plusieurs équipes
que les DC infectées productivement par le VIH-1 s’activent en fait trés faiblement, ne deviennent pas

totalement matures et possédent donc de plus faibles capacités d’activation des LT naifs que des mDC

178-180

non infectées productivement ou des DC immatures iDC . Toutefois, malgré la diminution

d’expression du récepteur DC-SIGN, la maturation induit une capture et une transmission virale plus

181
.C

intense ‘est ainsi qu’il a été découvert que certains récepteurs lectine de type |, reconnaissant les

83

glycolipides membranaires (gangliosides) contenant du sialyllactose pouvaient favoriser la

+ 182

propagation virale lors de contacts avec les LT CD4 (voir le chapitre C.6.5.1).
6.2. L’entrée du VIH-1 par les récepteurs lectine de type C

Il est actuellement considéré que les CLR sont responsables de 80% de I'entrée du VIH-1 dans les DC

168183 | "entrée médiée par les CLR dépend d’une endocytose clathrine- ou cavéoline-dépendante, mais

138,184

aboutit néanmoins rarement a une infection productive de la cellule . Au vu de la grande

hétérogénéité de la population de DC ainsi que la diversité des CLR exprimés, aucun CLR n'est a lui seul

responsable de I'entrée du VIH-1 dans les DC ***'®

. A I'heure actuelle, on recense plusieurs CLR
exprimés par les DC capables de reconnaitre et lier la gp120, parmi lesquelles : CD207 (langerine) dans

les LC, MR (mannose récepteur), DCIR et DC-SIGN (tableau 3 chapitre B.5.3.1 et tableau 5 ci-apres).
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Lectines reconnaissant le VIH |[Expression cellulaire
DC-SIGN (CD209) MDDC
DCIR LC/MDDC/ cDC
Mannose récepteur (CD206) MDDC /cDC
Langerine (CD207) LC
DEC205 (CD205) LC/MDDC / cDC
BDCA2

pDC
BDCA4

Tableau 5 - Récepteurs lectine de type C exprimées par les cellules dendritiques capable de
reconnaitre le VIH-1

186

En effet, il a été décrit qu’inhiber I'expression de DC-SIGN (shRNA) dans les DC " ou en bloquant

I’accés du VIH-1 aux MR et DC-SIGN (mannane, anticorps neutralisants) dans les DC et THP-1 DC-SIGN

187 n’ +188

empéche pas la capture et la transmission du virus aux LT CD4" . Voici différents exemples de la

littérature sur le réle de certains de ces CLR vis-a-vis de I'infection par le VIH-1 :

eComme évoqué précédemment, une des premieres populations de DC a rencontrer le VIH-1 dans un
contexte d’infection sexuelle sont les sous-types de DC résidents des muqueuses telles que les LC. De
facon tres intéressante différents groupes ont décrit que le VIH-1 ne pouvait pas infecter
productivement ces cellules sauf dans le cas ou la fonction de la langerine est altérée ou en cas

d’infection avec des titres viraux trés élevés **%%°

. Cela suggere que la langerine agit comme une
barriere naturelle a I'infection par le VIH-1. Aussi, les LC dégradent efficacement le VIH-1 dans des
compartiments cellulaires qui leurs sont propres, les granules de Birbeck aprés une internalisation

1 1 . . 7 . \ . . .
69190 | es LC sont particulierement réfractaires a 'infection et cela semble lié

cavéoline dépendante
a I'expression de CLR langerine, mais a I’"heure actuelle les facteurs cellulaires responsables de la
restriction de l'infection sont toujours en cours d’investigation, il a néanmoins été montré qu’il ne
s’agissait ni de SAMHD1, ni de MX2 **°. Trés récemment, il a été décrit que la diminution d’expression
(par siRNA) du facteur de restriction antiviral TRIM5a humain augmente de maniere significative
I'infection des LC primaires via la langerine suggérant un important role de ce facteur dans la résistance

des LC a I'infection par le VIH-1 .
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eUne fois le VIH-1 reconnu, le mannose récepteur (MR) achemine ses ligands vers des compartiments
191 . . . . ..
endo-lysosomaux **'. Néanmoins, le MR peut aussi favoriser la transmission du VIH-1 aux LT CD4" dans

192

un systéme de co-culture *>. Le MR est aussi exprimé par les pDC ***, les macrophages, les LC et les DC

dermiques CD14*/CD1a"".

eLe récepteur DCIR est aussi un récepteur cellulaire d'attachement pour le VIH-1 sur les DC et

I'expression de DCIR 3 la surface des LT CD4" peut étre induite par le VIH-1 ***

. Cette expression accrue
de DCIR par les lymphocytes T CD4 + améliore I'attachement, |'entrée, la réplication et le transfert du

VIH-1, ce qui entraine une plus grande propagation du virus 102,

eConcernant les pDC, la liaison a la gp120 et la reconnaissance du VIH-1 semble principalement médiée

par le récepteur CD4, malgré I'expression le CLR BDCA-2 par les pDC **°.

6.3. L’entrée du VIH-1 par le récepteur DCSIGN

Le récepteur DC-SIGN reconnait la partie hautement mannosylée de la gp120 du VIH-1 et permet ainsi
I'entrée du VIH-1 dans les DC '®"2*'% (jllustration 12, partie gauche). Ce récepteur peut aussi
reconnaitre et permettre I'entrée de la plupart des Lentivirus dont le VIH-1, le VIH-2 et le SIv *#!71%,
L'attachement du VIH-1 au récepteur DC-SIGN peut favoriser les interactions glycoprotéiques entre le

récepteur CD4 et la gpl120 et ainsi améliorer I'entrée pour favoriser I'infection productive des DC

20,199 128

immatures . Aussi, DC-SIGN est important pour la réplication du VIH-1 dans les MDDC

Néanmoins, une autre étude montre que DC-SIGN pourrait rentrer en compétition avec le récepteur

121 par ailleurs, dans les cellules Raji (lignée de LB), la

CD4 et ainsi diminuer le niveau d’infection
surexpression du récepteur CD4 inhibe de maniére significative la transmission du VIH-1 médiée par
DC-SIGN vers les LT CD4". En revanche, la surexpression simultanée de DC-SIGN et de CD4 favorise la
rétention intracellulaire du VIH-1, ce qui suggere que CD4 inhibe la transmission du VIH-1 médiée par
DC-SIGN aux cellules LT CD4" en provoquant l'internalisation du virion, plutdt que la rétention du VIH-
1 a la surface de la cellule *®. Nous verrons par la suite que ce récepteur est fortement impliqué dans

le transfert viral, mais est surtout important dans I'acheminement des virions entrant vers la

dégradation.

6.4. Le VIH-1 est dégradé dans les DC

¢ Le VIH-1 entre majoritairement dans les iDC par le biais de CLR. Une fois reconnu par le récepteur

138

DC-SIGN, le VIH-1 est rapidement (5-15 min) internalisé de facon dépendante de la clathrine *° et les

virions restent infectieux méme aprés l'internalisation dans un compartiment a faible pH de type

141,142 4. . . A N ope . . . .
=** (illustration 12, partie centrale). Grace a I'utilisation de la microscopie confocale, il a

endosome
été décrit que 30 min aprés la mise en contact avec les iDC, les virions sont acheminés vers des

compartiments types endosomes tardifs et des lysosomes (pH 5,47) alors qu’il s’agit plutét de
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compartiments moins acides type endosome précoces (pH 6,45-6) dans les mDC ce qui correlerait avec

.. . P . . e 117,201
une diminution de la dégradation des virions "%

. Ces données sont confirmées par une autre étude
montrant, lors d’une expérience de pulse-chase dans des iDC ou mDC, que tres rapidement, au cours
des 10 premieres minutes le VIH-1 est fortement dégradé indépendamment de I'état de maturation

des DC (environ 80% pour les iDC et 60% pour les mDC) ***

.De maniere intéressante, un pré-traitement
de 30 minutes avec de la bafilomycine-A a 250 nM final (inhibiteur de I'acidification vésiculaire et des
enzymes protéolytiques lysosomales) des MDDC infectées 2H avec le VIH-1 montre une forte inhibition
de la dégradation virale (Elisa p24), suggérant ainsi qu’une grande partie des virions internalisés est
effectivement dégradée par voie endolysosomale 1 Enfin, il a été suggéré que l'internalisation par les
iDC des complexes DC-SIGN-ligand (gp120, anticorps) dans des organites acides tels que des
endosomes tardifs et des lysosomes, pourrait permettre la dissociation ligand-DC-SIGN assurant d’une
part le recyclage rapide constaté de DC-SIGN a la surface cellulaire et, d’autre part la dégradation des

ligands au vu de la présentation antigénique CMH-II 74,

eLes MDDC et des LB transduits pour exprimer le récepteur DC-SIGN sont capables de capturer et de
dégrader le VIH-1 et présenter des antigénes dérivés du virus aux LT CD4" spécifiques du VIH-1 sans
que les DC soient elles-mémes productivement infectées ®°. En mettant en compétition avec des
anticorps I'accessibilité des récepteurs CD4 et DC-SIGN, ces mémes auteurs ont décrits que 50% de la
présentation antigénique via les molécules du CMH-II est dépendante du récepteur DC-SIGN. Cette
méme équipe a décrit qu’une fraction du matériel viral entrant peut aussi étre traitée par le
protéasome (car diminution si traitement par epoxomycine, inhibiteur du protéasome), ce qui conduit
a l'activation de clone de lymphocytes T cytotoxiques (CTL) spécifiques anti-VIH-1 par des cellules
exprimant DC-SIGN (LB DC-SIGN et MDDC) mais aussi d’autres récepteurs y compris CD4 °*. DC-SIGN
favorise ainsi la capture du VIH-1 entrant et |a présentation croisée d'antigénes via les molécules du
CMH-I mais comme pour la présentation CMH-Il, d’autres récepteurs d’entrée virale semblent

impliqués.

eAu regard de ces résultats, il semblerait que plusieurs étapes puissent avoir lieu consécutivement, en
effet durant la phase initiale de reconnaissance et d’entrée du virus dans les DC (premieres heures

<24H), le VIH-1 est rapidement et considérablement dégradé par la voie endolysosomale %74

et,
dans une moindre mesure, protéasomale *“**° limitant ainsi la propagation du virus. De facon trés
intéressante, il a été décrit que le VIH-1 peut aussi étre dégradé par autophagie dans les MDDC et les
cDC (CD1c") dermiques ™. Cependant, le VIH-1 est capable d'inhiber I'autophagie pour favoriser la
transmission de l'infection vers des LT CD4". Aussi, il a été démontré dans cette étude que I'inhibition

de l'autophagie entrave de maniére significative les fonctions immunitaires innées et adaptatives

(présentation CMH-II) des DC. En effet, I'autophagie joue un réle important dans la régulation des
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réponses immunitaires innées et adaptatives contre les agents pathogénes *®. Les détails du rdle de
I'autophagie dans les DC notamment dans le cadre de I'infection par le VIH-1 sont évoqués dans le

chapitre D.12.

el’entrée du VIH-1 dans les DC peut conduire a I'accumulation d’endosomes tardifs connus sous le
nom de corps multi-vesiculaires (MVB) formés par bourgeonnement de la membrane endosomale.
Apres absorption de I'antigene, les MVB peuvent soit étre transportés vers le systéme lysosomal
alimentant la voie de traitement des antigenes, soit étre renvoyés vers la surface, ou ils participent au
recyclage des récepteurs en surface a la membrane plasmique. Nous verrons dans le chapitre suivant

N s .. 203
que les MVB peuvent aussi étre a I'origine du relargage d’exosomes hors de la cellule .

6.5. Echappement viral, le VIH-1 détourne les fonctions de la cellule

dendritique

6.5.1. La trans-infection

eLe récepteur DC-SIGN est un récepteur clé dans I'entrée des pathogénes et notamment du VIH-1 dans
les DC, si bien que le virus a développé de nombreux mécanismes pour détourner les fonctions de PRR.
Dés la découverte du récepteur DC-SIGN, les auteurs décrits la méme année la capacité de ce récepteur
a transmettre le VIH-1 aux LT CD4" par un mécanisme définit comme la trans-infection '* (illustration
12, 3). Une augmentation de l'infection des LT CD4+ lors de co-cultures avec des DC, préalablement

294 | a trans-infection semble étre un

mises en contact avec des virus (X4 ou R5), avait déja été décrite
mécanisme type-cellulaire dépendant car contrairement a la lignée myélo-monocytaire THP-1
transduite avec le récepteur DC-SIGN, il semble que comme les MDDC, la lignée cellulaire de

lymphocyte B transduite Raji-DC-SIGN soit un bon modele d’étude de la trans-infection 2°>2%°.

D’autre récepteurs sont capables de promouvoir le transfert du VIH-1 en trans :
sLe récepteur DCIR semble participer a la trans-infection *** contrairement au récepteur CLR des LG, la
langerine (CD207) qui agit comme une barriére naturelle anti-VIH-1 et permet une dégradation

efficace du VIH-1 2%,

¢ Sans déterminer le mécanisme responsable, il a été décrit que les mDC mises en contact avec une
forte charge virale pouvait aussi transmettre le virus du VIH-1 aux LT CD4" de maniére plus marquée

181 La maturation diminue la quantité de récepteur DC-SIGN exprimée 2 la

que les DC immatures
surface cellulaire, il a été décrit par la suite que d’autres récepteurs de la famille des lectines étaient
capables de permettre I'entrée et la transmission du VIH-1 dans les mDC tels que les récepteurs Siglec
208209 concernant les mDC, le récepteur Siglec-1 (CD169) est capable de reconnaitre des motifs

, . . . \ . . 83 . . . s
composés d’acide sialique a la surface des virions *°. Siglec-1 est aussi exprimé par les macrophages
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dérivés de monocytes (MDM) ainsi que par les monocytes. Siglec-7 a aussi été décrit comme étant

capable delierlagp120 a partir de différentes souches de VIH-1 avec une affinité inférieure par rapport

a Siglec-1, Siglec-7 contribue a I'entrée et a I'infection virales dans les LT CD4+ et les MDM **°.

6.5.2. La synapse virologique

eDe facon tres intéressante, il a été observé que le VIH-1 polarise dans les DC vers les zones de contact
entre les DC et les LT CD4* **™*. En effet, on retrouve concentrés dans ces zones de contact les récepteurs
du VIH (CD4 et corécepteurs), certaines protéines virales telles que I'enveloppe virale (Env), ainsi que
certaines protéines préalablement impliquées dans la formation de synapses immunologiques

(ICAM1/LFA1). Cette zone de contact cellulaire a été définie comme une synapse virologique (SV) ou

211,212

infectieuse par analogie avec la synapse immunologique (illustration 13). La formation de la SV

est un processus impliquant le cytosquelette dépendant de I'actine et de la tubuline et requérant une
adhésion cellule-cellule, qui est facilité par la présence de molécules d'adhésion cellulaire. Par

exemple, la molécule d'adhésion intercellulaire 1 (ICAM-1) et ICAM-2 dans la synapse formée entre

213

cellules T qui se lie a I'antigéne 1 associé a la fonction du leucocyte (LFA-1) = et ICAM-3 enrichi au site

214,215

de contact cellulaire . La formation de synapse virologique (SV) peut avoir lieu indépendamment

de celle de synapse immunologique étant donné qu’il a été décrit que les molécules du CMH-II (DC) et

+216,217

le TCR (LT) n’étaient pas requises pour le transfert viral aux LT CD4 . Ainsi, ce contact a travers la

SV favorise le transfert de particules virales stables et infectieuses vers les cellules cibles majoritaires
du VIH-1 : les LT CD4" '¥8%°! En revanche si I'entrée du virus n’est pas obligatoirement dépendante du

récepteur DC-SIGN °, le transfert de I'infection en trans et la polarisation des particules virales vers la

188

synapse virologique semblent dépendants de la présence du récepteur DC-SIGN ~. En effet, plusieurs

études montrent que le récepteur DC-SIGN est particulierement important pour le transfert viral **.

Aussi, la protéine virale accessoire Nef peut bloquer I’endocytose du récepteur DC-SIGN, de sorte que

218

le récepteur soit mieux représenté a la surface des DC “". L’'augmentation de la quantité de récepteurs

DC-SIGN a la surface cellulaire augmente les contacts cellulaires, facilite I’entrée virale, la liaison DC-

218

LT lors de la synapse virologique et favorise la transmission du VIH-1 “*°. En outre, la liaison entre

I’enveloppe du VIH-1 et DC-SIGN induit I'activation de la RhoGTPase Cdc42 promouvant ainsi la

formation d’extensions (protrusions) a la surface des DC, facilitant ainsi les rapprochements et les

+133

contacts DC-LT et le passage des virions vers les LT CD4" ", Enfin, 'engagement de DC-SIGN peut aussi

induire I'activation de LARG générant des réarrangements du cytosquelette qui sont importants pour

133,219

la formation de la synapse virologique . Les résultats de ces études contribuent également a

expliquer le réle crucial de DC-SIGN dans la formation de la synapse virologique.
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Env ) CXCR4 /
2CCR5

) >
& o N
R A

CD4

A) Virions libres

(A) Virus libre reconnaissant le récepteur CD4
et un corécepteur pour infecter une cellule T
CDA4+. Synapse virologique entre un

d onilﬂ?ﬁ‘f';té) (B) LT CD4+ infecté vers un LT CD4+ non
infecté,
(C) entre une cellule dendritique et un LT
CD4+,

(D) entre un macrophage et un LT CD4+.

C) Cellule dendritique
donneuse (infectée)

Inspiré de : Law K. et al., Cell-to-Cell Spread of HIV
and Viral Pathogenesis, Advances in Virus Research,
2016.

D) Macrophage
donneur (infecté)

lllustration 13 - Transmission virale de virus libres ou entre cellules

Par ailleurs, les DC ne doivent pas nécessairement étre productivement infectées pour la trans-

105,183

infection qui est un processus indépendant de la réplication virale . En outre, la transmission

d’infection via les contacts cellule-cellule a été montré comme étant 100 a 18 000 fois plus efficace

+220221 (jllystration 13). Ce mode de

que l'infection par le virus libre en contact direct avec les LT CD4
transmission a été suggéré comme étant protecteur pour le virus vis-a-vis de certains mécanismes de
défenses immunitaires tels que les anticorps neutralisants ou méme envers les thérapies antivirales
212222 | e VIH-1 peut ainsi tirer profit des capacités immunitaires et migratoires des DC pour se
rapprocher de ses cibles principales les LT CD4". En effet, les DC vont migrer des sites d'entrée
périphériques (peau, muqueuse, site de l'inflammation) vers des zones enrichies en LT tels que les
ganglions lymphatiques dans le cadre de l'initiation des réponses immunes adaptatives. Le VIH-1 va
donc utiliser cette proximité pour infecter de nouvelles cellules cibles afin de garantir sa propagation

et la progression de I'infection.

LT CD4" infectés vers LT CD4" non infectés : Le VIH-1 utilise particulierement le contact cellulaire
entre LT CD4" pour se propager et induire une déplétion progressive de cette population de cellules

. . . s ’ . s . 11 .
immunitaires et créant un état d'immunodépression ~°. La formation de ces contacts cellules-cellules
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(illustration 13) se fait par reconnaissance entre I'enveloppe virale (exprimée a la surface des cellules
infectées) et CD4 a la surface des cellules cibles (non infectées) induisant la fusion cellulaire : on parle
alors de syncytia. Le contact Env-CD4 aboutit a la mort cellulaire par apoptose dépendante de
I'autophagie des cellules T non infectées **. La transmission du VIH-1 via les synapses virologiques
créées entre LT CD4" infectés et LT CD4" non infectés a aussi été montrée comme essentielle pour une

mort cellulaire des LT CD4" avoisinants par pyroptose .

eDes macrophages vers les LT CD4": Trés récemment, il a été observé par microscopie in vivo
(microscopie intravitale) chez la souris que le VIH-1 pouvait aussi utiliser les macrophages pour étre

+ 223

transmis par trans-infection aux LT CD4 (illustration 13). Cette fois, la trans-infection semble

208

fortement impliquer le récepteur Siglec-1 “°. Par ailleurs, dans les macrophages n’exprimant pas DC-

SIGN, le récepteur de mannose des macrophages (MR) est un récepteur alternatif qui permet la trans-

. . 192
infection vers les cellules T .

6.5.3. L’exocytose de particules virales

Le transfert du VIH-1 des iDC vers les lymphocytes T CD4" peut dépendre de plusieurs mécanismes
comme la SV ou encore de I'exocytose de particules virales 203 (illustration 12, 4). En effet, trés
rapidement aprés sa capture, le virus peut étre internalisé dans un endosome ou dans un corps multi-
vésiculaires (MVB) exprimant les marqueurs suivants HLA-DR1, CD1b, CD9 et CD63. Les protéines
d'activation et d'adhésion présentes dans les exosomes dérivés de DC pourraient jouer un role indirect,
soit en améliorant I'adhésion de la particule virale a la surface de la cellule T cible, soit par I'activation
de cellules T. Ensuite le VIH-1 peut étre libéré en association avec des exosomes pour infecter les
cellules T CD4" avoisinantes sans contact cellulaire direct. Il est important de noter que les particules
de VIH-1 associées aux vésicules d’exocytose semblent moins infectieuses que les particules virales

203
.L

transmises par la VS, suggérant ce relargage comme étant indépendant de la réplication virale es

mDC peuvent aussi participer a la dissémination du VIH-1 par exocytose a partir de MVB CD81" et

indépendamment de la liaison gp120-CLR 2°***,

6.5.4. Un compartiment viral protégeant le VIH-1 dans les mDC

Les iDC internalisent et dégradent efficacement le VIH-1 afin de présenter des antigenes aux LT, la
trans-infection semble ainsi étre une conséquence du surplus de virus résiduel a I'intérieur ou bien a
la surface de la cellule. Par contre, les mDC qui ont des capacités diminuées pour I'’endocytose et la
dégradation des virus, vont présenter la formation d’'un compartiment intracellulaire dans lequel les
virions infectieux ne sont pas éliminés mais demeurent protégés “°. Ce stock viral infectieux peut

+ 206,225

rester protégé ainsi pendant plusieurs jours puis étre transmis aux LT CD4 . En effet, quelques

heures aprées I'entrée du VIH-1 (8H minimum), il a été observé uniguement dans les MDDC mature
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(LPS) que les virus pouvaient demeurer stables, entiers et infectieux dans des compartiments non
lysosomaux (pas de marqueurs tels que CD63, LAMP-1), a pH faible (pH 6,1-6,2) et non dégradatifs et
riches en tétraspanines (CD9, CD63, CD81, and CD82) *°?*>??° (illustration 12, 5). Les tétraspanines
facilitent I'agrégation des protéines dans les micro-domaines membranaires et exercent plusieurs
fonctions dans la fusion cellule-cellule, I'adhésion cellulaire, la motilité cellulaire et la formation de
complexes de synapse immunologique. La formation de ce compartiment contenant du virus (aussi

227

appelé VCC pour Viral containing compartment) semble étroitement liée a 'activation et a la

maturation des DC, les iDC ont des compartiments plus petits et observés apres 16-24h de challenge

| 2. A I’heure actuelle, les mécanismes sous-jacents de la formation de ce compartiment sont

vira
toujours méconnus. On ne sait pas si ce compartiment est le fruit du détournement viral du trafic
intracellulaire et des voies de dégradation ou si c’est un moyen pour la mDC d’essayer de protéger les
cellules avoisinantes en maintenant ces virions indisponibles. Quoi qu’il en soit, la conséquence est
que le VIH-1 va pouvoir exploiter cette situation afin d’étre transmis aux cellules T CD4" notamment

226

par exocytose, par trans-infection, cis-infection et par le biais de la SV “~°. Néanmoins, une autre étude

décrit que seuls les virions liés a la surface des DC (compartiments trés proches de la membrane) et

228

des virions non intériorisés seraient transmis aux cellules T ““°. Dans les macrophages des structures

similaires ont été observées **>*,

7. DEFENSES ANTIVIRALES DE L’HOTE

Les cellules dendritiques sont des cellules ayant pour role la détection et I’élimination des pathogenes,
c’est pourquoi, comme détaillé précédemment (chapitre B.5.2), elles expriment des récepteurs
membranaires et cytoplasmiques, les PRR, pouvant reconnaitre différents motifs conservés (PAMP)
des pathogenes. Lors de l'infection par le VIH-1, de nombreux acteurs cytoplasmiques cellulaires, les
senseurs, jouent un réle important pour la détection de I'infection et I'initiation de la réponse immune.
Et enfin, d’autres facteurs peuvent bloquer ou interférer avec la réplication du virus : les facteurs de
restriction virale (FRV). Néanmoins, malgré les nombreux acteurs cellulaires mis en place pour
restreindre la progression virale, les virus évoluent en méme temps que I’hote et ont développé des
mécanismes d’échappement leur permettant de contrer les défenses cellulaires, mais aussi de

persister a long-terme chez I’hote (tableau 6).
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Senseur /
Etape du cycle facteur de |Inductible par,
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viral restriction I'IFN yp g / PP
(FRV)
Détecte la capside rCoYcFZ'erprﬁ:tcaauZ?(lie
CypA Senseur Oui (IRF3) MDDC/ cDC virale et induit de | P"°°8 P
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LT CD4+/ humain et humain .
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. I capside virale
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MDDC/pDC / pDC le génome viral d'APOBEC
MDDC/ La cc;r;g;'imzztavec
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1 minimiser l'action de
Oui STING/IRF3 cGAS
Réplication LT CD4+/ ' Détecte I'ADN viral Induit la mort par
IFI16 ADN proviral / . N pyroptose des LT
Senseur macrophages produit apres la
ADNc rétro-transcription CDa+
P Dégradeles ADN
défectifs favorisant
TREX1 Non Macrophages l'insersion ADN
fonctionnels dans le
génome cellulaire
. Vpu et Env lient BST2
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Bourgeonnement [Tétherine (BST2) FRV P Virion virion a la membrane|

dans les MDDC

/ MDDC/ LT CD4+

plasmique

dégradation

lysosomale

7

1.

Tableau 6- Les senseurs et facteurs de restriction viraux

Les réponses immunitaires innées anti-VIH-1

Les défenses antivirales innées sont cruciales pour détecter et stopper l'infection et la dissémination

du VIH-1 dans les cellules. Les DC possédent un réle trés important dans l'initiation des réponses

immunitaires innées, mais l'infection par le VIH-1 semble influer sur les fonctions des DC et leurs

réactivités.

7.1.1.

Les récepteurs cellulaires (PRR) reconnaissant la présence du VIH-1

De nombreux récepteurs cellulaires sont capables de détecter la présence de l'infection par le VIH-1

et d’initier une réponse immune en conséquence. La diversité des PRR exprimés par les DC est détaillée

dans le chapitre B.5.2. Nous verrons dans ce chapitre que pour chaque étape du cycle viral, I'h6te a

développé des senseurs capables de reconnaitre des constituants viraux.
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7.1.1.1. LesTLR

Chez les MDDC le VIH-1 est capable d’exploiter la cascade de signalisation conjointe des récepteurs
DC-SIGN et TLR-8 de fagon a augmenter la réplication du provirus intégré dans le génome cellulaire
par la transcription de génes viraux nécessaires pour la réplication virale Tat, Rev et Vpu .
L'engagement de DC-SIGN par le VIH-1 peut induire une surexpression d’IL-10 (toutefois seulement
apres que TLR-4 soit ciblé par du LPS), générant un environnement propice pour la propagation du

125

virus ~°. Enfin, une étude trés récente montre que cibler les TLR-3 et -4 avec des ligands adéquats

chimériques permet de diminuer la réplication virale dans les DC et augmente la capacité d'activation

des LT par des DC infectées par le VIH-1 2**

. Le récepteur TLR-7, fortement exprimé dans les endosomes
des pDC, joue un réle trés important dans la détection de I’ARN viral (simple brin) du VIH-1. En effet,
la signalisation issue de la reconnaissance de cet ARN engendre une forte production d’interféron (IFN)

de type | et de cytokines pro-inflammatoires ***

. L'induction de la réponse immunitaire innée par les
agents pathogénes viraux se caractérise généralement par la production rapide d’IFN de type-I (IFN
alpha / beta) qui jouent un réle majeur dans l'inhibition de la réplication des virus. Concernant les
MDDOC, elles expriment TLR-8 qui peut, en principe, reconnaitre I'ARN viral. Cependant, les MDDC ne
s'activent pas et ne produisent pas ou tres peu d'IFN de type | en réponse aux particules virales VIH-1
%8 En revanche, la reconnaissance de ’ARN viral par le TLR-8 peut induire 'activation et la maturation
des MDDC *®. Enfin, I'infection des MDDC par le VIH-1 semble affecter leurs capacités de réponses
immunes, bloquer la production d'IFN de type | (méme si elle est faible) et la maturation par un

234,235

mécanisme encore inconnu L'exposition des pDC a la gp120 du VIH-1 semble inhiber les

réponses TLR-9 (mais pas TLR-7), y compris I'activation des pDC et la sécrétion d'IFN de type | (alpha)

236

7.1.1.2. RIG-I

Le récepteur cytosolique RIG-I reconnait aussi I'ARN monocaténaire de nombreux virus et aussi les
formes nucléiqgues mono et dimériques du VIH-1 conduisant a une activation de la signalisation
dépendante de RIG-I. Cependant il a été monté que dans les PBMC (cellules mononucléées du sang
périphérique) et les macrophages, le VIH-1 a développé un mécanisme d'évasion dans lequel la
protéase virale est utilisée pour épuiser le récepteur RIG-I du cytoplasme, inhibant ainsi l'initiation de

la cascade de signalisation RIG-I qui pouvait générer de faible quantité d’IFN de type | ">,
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7.1.2. Les senseurs cytoplasmiques et facteurs de restriction antiviraux

La détection du VIH-1 par les DC et la signalisation générée par les PRR entraine la production de
cytokines pro-inflammatoires et d’interféron (pDC). Les protéines issues de genes stimulés par
I'interféron (ISG) effectuent un large éventail de fonctions effectrices antivirales **°. Ces senseurs et
protéines cellulaires issues d’ISG permettent de lutter contre la propagation du virus et peuvent aussi
permettre de recruter les cellules immunitaires nécessaires pour I'établissement des défenses

antivirales innées (illustration 14).

Env
l_‘_\
gpal
gp120
XCR4
BST2 | Assemblage
[ J oo
"
(V .‘ ® CypA
- 'Y Décapsidatio Trim5a
¢ e °.
oo ©
4
* Rétro-tfanscription APOBEC3S
SAMHD1
9
& cGAS
Synthése de ¢ IFI16
rotéines et dARN o ) REX1
viraux 4 tégrationdu prov!rus
ee < dans I'ADN cellulaire
"'“ ADN cellulaire © lllustration, Laure Papin

Les facteurs de restriction, en rouge.
Les senseurs reconnaissant des motifs viraux, en rose.

lllustration 14- Senseurs cytosoliques du VIH
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Certaines des protéines cellulaires, la plupart du temps issues d’ISG, sont appelées facteurs de
restriction (virale) (FRV) car ils exercent une action antivirale puissante permettant de bloquer une
étape du cycle viral. Il n’existe pas de définition universelle de ces FRV car ils n’ont pas d’éléments
structuraux, de mécanismes, ni de cibles communes. En revanche, ils partagent tous la méme fonction
antivirale et ces facteurs de I'immunité innée sont exprimés de maniére constitutive et/ou sont
inductibles par l'interféron. Le VIH-1 est massivement dégradé dans les DC mais le virus est aussi
capable d’échapper a sa dégradation afin d’étre transmis aux LT CD4". En outre, les DC sont trés
réfractaires a l'infection productive par le VIH-1, il est possible d’expliquer cela du fait qu’elles
expriment de nombreux FRV bloquant la réplication virale. Néanmoins, ces facteurs sont souvent la
cible de protéines virales dites « accessoires » du VIH de type 1 ou 2 ou encore du SIV pouvant contrer
leurs actions antivirales. Cela est encore un exemple montrant que les pathogenes comme le VIH-1
évoluent dans un environnement hote/pathogéne pour enrayer ou limiter la réponse immunitaire de
I'hote leur permettant ainsi de se propager. Le tableau 6 résume les différents FRV, |'étape du cycle

viral sur laquelle ils agissent, leur réle ainsi que I'échappement viral.

7.1.2.1. Durant la décapsidation

eUn des FRV agissant tres rapidement apres I'entrée du VIH-1 dans les cellules est TRIM5a (protéine
5 contenant un motif tripartite). Jusqu’a présent, seuls les TRIM5a de primates non humains (Simien :
singe vert d'Afrique et macaque) ont été décrites comme étant capables de reconnaitre la capside

240,241

virale du VIH-1 et d’autres rétrovirus agissant ainsi comme des FRV inter-espéce . En effet, dans

les lignées cellulaires utilisées le TRIM5a humain ne reconnait pas ou peu la capside du VIH-1 et par

242

conséquent induit une faible restriction de I'infection “*“. Récemment, le groupe du Docteur Teunis B.

H. Geijtenbeeck a montré que le TRIM5a humain pouvait exercer un effet antiviral dans les cellules de

Langerhans (langerine CD207"), mais pas dans les sous type dermiques de DC DC-SIGN" **!

. De plus,
cette étude suggere que le récepteur d’entrée du VIH-1, langerine pourrait spécifiquement acheminer
le VIH-1 vers TRIM5 induisant la dégradation du VIH-1 par autophagie. Concretement, le domaine C-
terminal SPRY du TRIM5a Rhésus (RhTRIM5a) se lie a la capside du VIH-1 **. Dans un premier temps,
la reconnaissance directe de la capside de rétrovirus comme le VIH-1 peut agir comme un PRR en
interagissant avec des facteurs favorisant les réponses inflammatoires et promouvant ainsi les
réponses immunes innées antivirales ***. Dans un deuxiéme temps, la reconnaissance de la capside
virale va aussi induire la décapsidation prématurée du core viral et empécher la protection du génome
viral 'exposant a la vue de senseurs et FRV capables de le reconnaitre *** (illustration 14). Concernant
les mécanismes de dégradation impliqués, I'activité ubiquitine ligase de RhTRIM5a (exercée par son

245,246

domaine RING) semble nécessaire pour la décapsidation virale suggérant que RhTRIM5a pourrait
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2472% D'autre part, il a été décrit que TRIM5a

utiliser le protéasome pour la dégradation du VIH-1
pouvait induire la dégradation du VIH-1 par une forme trés sélective d’autophagie **° bien que cette
dégradation ne semble pas étre requise pour la restriction antivirale °°. Ce mécanisme de dégradation
autophagique sera décrit dans le chapitre D.10.4. Pour finir, jusqu’a présent aucune protéine
accessoire virale n’a été décrite comme étant capable de contrer ce FRV, cela peut s’expliquer par le
fait que le TRIM5a humain est majoritairement décrit comme inefficace chez ’'Homme. Néanmoins, la
mise en contact d’un variant surexprimé de TRIM5a humain dans des cellules infectées peut engendrer
I'adaptation du VIH-1 par I'apparition de mutation sur sa capside virale >**. Aussi, I'interaction capside
virale — TRIM5 humain semble pouvoir étre améliorée par la mutation d’un seul acide aminé dans la
séquence SPRY du FRV %2,

Un nombre croissant d’études rapportent que des protéines de la famille des TRIM exercent une
activité antivirale impliquée dans lI'immunité innée. Nous avons cité précédemment (chapitre B.5.2.3
et C 7.1.1.2) l'implication de TRIM25 et son activité E3 ligase dans |'activation du récepteur RIG-I
impliqué dans la réponse antivirale (production d’IFN). Une autre protéine de la famille TRIM ayant
montré une forte implication dans les défenses immunitaires innées est TRIM19/PML (promyelocytic
leukemia protein) qui peut interférer dans le cycle réplicatif de nombreux virus a ADN ou a ARN comme
le VIH-1 2*3. Enfin, récemment certaines protéines de la famille TRIM ont été montrées comme

essentielles pour une nouvelle forme de dégradation sélective par autophagie, I'autophagie de

précision >**. Cette forme spécifique d’autophagie sera décrite dans le chapitre D.10.4.

255

eUn autre senseur capable de reconnaitre la capside virale est la cyclophiline A (CypA) ~” (illustration

14). La CypA est exprimée de facon ubiquitaire dans la plupart des cellules et posséde plusieurs roles

2% En effet concernant le VIH-1, lors de I'entrée virale, CypA peut se lier

connus qui s’opposent
directement a la surface de la capside du VIH-1, différents réles ont été attribués a cette liaison CypA
— capside (site de liaison sur la protéine CA p24) en fonction du type cellulaire **°. D’une part, la
protéine CypA peut jouer un rdle protecteur de la capside virale, favorisant ainsi le virus en la
protégeant d’autres facteurs cellulaires pouvant la dégrader **’. De fagon contradictoire, d’autre part
que lorsque I'on force I'infection des MDDC en transduisant la protéine virale Vpx (SIV) (voir ci-apres
pour I'explication du mécanisme) la CypA peut détecter la capside virale nouvellement synthétisée et

induire une forte production d’interféron de type |, diminuer la trans-infection des LT CD4+ et induire

. , . . 2
I'expression des molécules de co-stimulation >,

7.1.2.2. Durant la réplication virale

e SAMHDL1 (protéine 1 contenant un domaine SAM motif stérile alpha et HD domaine acide aspartique)
a été identifié comme facteur capable de fortement restreindre la réplication %**°. SAMHD1 est

particulierement exprimée dans les cellules myéloides telles que les macrophages ou les DC ainsi que
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dans les LT CD4+ quiescents, représentant un réservoir viral potentiel. Deux roles majeurs de SAMHD1
ont été identifiés, le premier est indirect et considére sa capacité a épuiser les ressources disponibles

259-261
97261 p’une

en dinucléotide triphosphate (dNTP) intracellulaires et le second a dégrader I'ARN viral
part, SAMHD1 étant une phosphohydrolase, cette enzyme peut hydrolyser les dinucléotides
triphosphates (dNTP) disponibles en dinucléoside (+phosphate) dans le cytoplasme cellulaire privant
ainsi la RT virale de son substrat pour effectuer la transcription inverse du génome viral 2°%*%
(illustration 14). D’autre part, SAMHD1 a aussi été rapporté comme étant une nucléase capable de

cibler ’ARN génomique viral pour induire sa dégradation ***

. Enfin, de fagon tres intéressante, il a été
décrit que la protéine accessoire Vpx exprimé par le VIH-2 et certains SIV pouvait entrainer la
dégradation de SAMHD1 %% En effet, Vpx induit I'ubiquitination puis la dégradation par le
protéasome de SAMHD1 ubiquitinylé grace au recrutement d'un complexe E3 ubiquitine ligase
contenant CUL4A, une protéine de liaison a I'ADN (DDB1) et le facteur DCAF1 2°*?%* || est possible
d’expliquer le fait que les DC soient trés réfractaires a I'infection productive par le VIH-1, par I'absence
d’expression de la protéine accessoire Vpx. Par conséquent, bloquer SAMHD1 en incorporant
(transduction) la protéine Vpx dans les DC permet d’augmenter significativement l'infection des DC
par le VIH-1 2°?®°_ Enfin, I'équipe du Docteur Geijtenbeek a décrit que supprimer I'expression de la
protéine SAMHD1 induisait une augmentation de la réplication virale du VIH-1 dans les DC n’induisait
pas une meilleure maturation des DC. Cela signifie que le VIH-1 échappe au systéeme immunitaire des

DC par un mécanisme indépendant de SAMHD1 .

eles protéines de la famille APOBEC3 (A3) (« apolipoprotein B mRNA-editing enzyme catalytic
polypeptide-like 3 ») sont des cytidines déaminases cytoplasmiques capables de reconnaitre ’ADN
viral et d’y introduire des mutations ponctuelles ** (illustration 14). En effet, le FRV A3G induit
préférentiellement des hypermutations GG en AG alors que toutes les autres APOBEC3 induisent
préférentiellement des hypermutations GA en AA. L'introduction de ces mutations conduit souvent a
I'introduction de codons STOP et induisant la synthése de génomes viraux défectueux pour la
réplication 266 || existe sept enzymes A3 humaines (A, C, D, E, F, G, H), elles sont exprimées par de
nombreux types cellulaires comme les cellules immunitaires (LT, LB, phagocytes), mais aussi par de
nombreuses lignées cellulaires %7 seules les enzymes A3D, A3F, A3G et A3H semblent restreindre la
réplication du VIH-1 dans les LT CD4". Concernant les DC, il a été décrit que les protéines A3G, A3F,
and A3A sont induites par I'interféron de type | (alpha) dans les MDDC immatures, permettant ainsi de

e . . . . . 268,2
renforcer la restriction virale et de restreindre la trans-infection 2°%2%°

. Les A3, tel que A3G, possedent
un role prépondérant de FRV en étant encapsulés dans les virions et en restant associés aux RTC viraux.
Cela permet a A3G d’interférer avec la synthese de I’ADNc viral durant la transcription inverse du VIH-

270 . .
. Par ailleurs, la maturation des

1 enintroduisant des mutations dans les nouvelles cellules infectées
MDDC induit une augmentation d’expression de A3G ce qui pourrait aussi expliquer la diminution de
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RT et réplication virale dans les cellules matures 2%,
Cependant, les protéines A3 ne peuvent effectuer leur fonction de FRV uniquement en I'absence de la

271
f

protéine virale accessoire Vi . La protéine Vif est capable de reconnaitre les FRV A3D, A3F, A3G, et

A3H *”*. En effet, la protéine Vif peut induire la dégradation du FRV A3G par le protéasome 2>’

eLes senseurs cytoplasmiques cGAS (cyclique GMP-AMP (cGAMP) synthase) et IFI16 (inductible a IFNy
16) reconnaissent le produit de la rétro-transcription virale le brin complémentaire de ’ADN (ADNc)
proviral (illustration 14). cGAS a été montré comme étant capable de détecter ’ADNc du VIH-1 et -2
dans les MDDC, les macrophages et les THP-1 (lignée cellulaire myelomonocytaire) infectées 2’>’¢,
Cette détection par cGAS induit une production de cGAMP qui se lie et active la protéine d'adaptateur
STING (géne stimulateur induisant ainsi la production d’interféron de type | et d'autres cytokines pro-
inflammatoires 2”. Par ailleurs, IFI16 est un senseur pour différentes formes d'ADN produites durant

277 .
. Si dans les

le cycle de réplication viral et diminue la réplication du VIH-1 dans les macrophages
macrophages la protéine IFI16 semble jouer un réle en faveur de I’héte, il semble que concernant les
LT CD4", ce senseur favorise I'installation de I'immunodéficience. Nous avons évoqué précédemment
(chapitre A.1.4) que lors de la primo-infection une grande partie des LT CD4" quiescents non infectés
mourraient par pyroptose °. Justement, la détection de ’ADNc par la protéine IFI16 peut induire la
production d’IFN par la voie STING/IRF3 mais aussi induire la mort par pyroptose (caspase 1) des LT
CD4" ayant présenté une réplication virale abortive ***7%,

De fagon opposé a I'action de cGAS dans les MDDC, ou IFI16 dans les macrophages, une exonucléase
TREX1 (exonucléase 1 de réparation hote 3) est aussi capable de reconnaitre I'excés d'ADNc produit
ou la production d’ADN défectifs lors de la transcription inverse du VIH-1 mais cette fois pour induire

279280 Cela aura pour conséquence de favoriser I'insertion

leur dégradation dans les macrophages
d’ADN proviral fonctionnel dans le génome cellulaire. Ainsi, il semble que TREX1 entre en compétition
pour la reconnaissance de I’ADN viral en masquant les effets en faveur de I’"hGte des protéines cGAS

et IFI16 2.

7.1.2.3. Durant le bourgeonnement

Enfin, une des derniéres lignes de défense cellulaire avant la libération des virions néosynthétisés est
la protéine tetherin ou BST2 (Antigéne 2 stromal de moelle osseuse). Comme les autres FRV, BST2 est
constitutivement exprimée et peut étre induit par l'interféron de type | (alpha) notamment dans les
cDC (CD1c") et les MDDC 81 Contrairement aux autres FRV cytoplasmiques, BST2 est une protéine
transmembranaire capable de piéger les virions de nombreux virus enveloppés comme le VIH de type

282-284 . . .
. La rétention des particules en cours de

1 et 2 a la membrane plasmique de la cellule infectée
bourgeonnement peut avoir lieu grace a la topologie atypique de la protéine transmembranaire BST2

qui est composée d’un extrémité glycolipidique lui permettant de former un pont entre la membrane
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plasmique et 'enveloppe du virus naissant **° (illustration 14).
Enfin, comme pour la plupart des FRV décrits précédemment, le VIH-1 a évolué pour contrer I'action

a~ 7. . . 2
de BST2 grace la protéine virale accessoire, Vpu ***

. En effet, des virions mutants AVpu (délétion du
géne codant pour la protéine Vpu) ont été retrouvés accumulés prés de la membrane plasmique et
dans des vésicules de type endosomes (clathrine” CD63") suggérant qu’une protéine associée a la
surface cellulaire pouvait retenir les virions et aussi diminuer I'entrée de nouveau virus par endocytose
28 Pplusieurs mécanismes sont proposés pour expliquer comment Vpu peut induire la diminution de
BST2 a la surface membranaire et ainsi favoriser la libération des virions. Vpu pourrait cibler BST2 pour
la dégradation protéasomique et/ou lysosomale, grace a un mécanisme dépendant de la B-TrCP

287

(substrat pour complexe E3 ligases) “°’. Vpu pourrait induire un défaut de routage de BST2 dans des

;. N . 288
vésicules a clathrine

. Enfin, trés récemment, il a été décrit que certaines protéines autophagiques
notamment LC3C, Beclin-1 et Atg5 favorisent I'action antagoniste de Vpu grdace a un mécanisme
d’autophagie non canonique ?*°. Par ailleurs, en plus de la rétention physique des particules, la liaison
entre des protéines virales et la protéine BST2 (domaine N-terminal) va permettre d’induire une
cascade de signalisation aboutissant a I’activation du facteur de transcription NF-kB initiant ainsi des

réponses immunes antivirales 2***%,

7.2. Les réponses immunitaires adaptatives des DC anti-VIH-1

Les réponses immunitaires adaptatives sont essentielles pour I'élimination des cellules infectées par le
VIH-1 et la protection a long terme. Lors de 'interaction du VIH-1 avec des PRR comme DC-SIGN, le
virus internalisé pourra se retrouver dans les voies lysosomales classiques, autophagiques et
protéasomales, ou les antigenes viraux sont dégradés et présentés via des molécules CMH de classe Il

aux cellules T CD4" ou de classe | aux cellules T CD8" #%117:141

(illustration 12, partie gauche). Dans le
cadre d’une infection non productive, ou les DC auront été mises en contact avec une charge virale, le
récepteur DC-SIGN internalise le virus puis des complexes DC-SIGN-ligand sont rapidement acheminés

117,141

vers la voie endo/lysosomale . L'internalisation du VIH-1 par les DC via DC-SIGN peut ainsi

11 . . .
7 et une activation efficace vers

entrainer une présentation antigénique par les molécules du CMH-II
des LT CD4" spécifiques °. Plus tard, la méme équipe a montré que DC-SIGN pouvait aussi promouvoir
la présentation croisée CMH-I dépendante d’antigénes exogénes issus de la dégradation protéasomale
du VIH-1 ®*. Cette présentation croisée aboutira a I'activation de clones LT CD8" cytotoxiques
participant ainsi a la clairance des cellules infectées par le VIH-1. Par ailleurs, bien que SAMHD1 semble
fortement protéger les DC de I'infection par le VIH-1, il a été démontré que sa présence (transduction
Vpx +/- souche pseudotypées VSG-G) diminuait la présentation antigénique de classe | et Il ainsi que
la destruction des DC infectées par les LT CD8+ cytotoxiques >°'. Enfin, la dégradation autophagique
semble aussi jouer un role important dans I'apport d’antigénes viraux pour la présentation antigénique

\ 158 . , . , N
exogéne ~°. En revanche, les DC infectées semblent pouvoir présenter des antigenes nouvellement
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synthétisés (appelés antigénes endogénes) aux cellules T CD4" spécifiques mais par un mécanisme

indépendant de I'autophagie *°.
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CHAPITRE D : L'AUTOPHAGIE ANTI-INFECTIEUSE

8. LA DECOUVERTE ET LA DESCRIPTION DU MECANISME DE
L’AUTOPHAGIE

Le terme autophagie provenant des racines grecques « -auto » et « -phagos » signifiant se manger soi-
méme a été créé il y a plus de 50 ans par le Docteur Christian De Duve (1963) afin de décrire un
processus de dégradation lysosomale de certains organelles intracellulaires (mitochondries,
réticulum...) dépendant d’une fusion avec des vésicules nommeées alors « autophagosomes ». Tres
récemment le prix Nobel de médecine et de physiologie (2016) a été décerné au Docteur Yoshinori
Ohsumi pour ses travaux décrivant le mécanisme de I'autophagie au niveau génétique et moléculaire.
En effet, durant les années 1990, le Docteur Ohsumi et son équipe ont identifié chez la levure
(Saccharomyces cerevisiae) une grande partie des genes responsables de l'autophagie les atg

292-294 . , . . . . . .
. L'autophagie est un mécanisme cellulaire ubiquitaire et constitutif

(AuTophaGy related genes)
trés conservé chez les Eucaryotes. Tout comme le systéme ubiquitine/protéasome (UPS) ou les
mécanismes liés au trafic endosomal et lysosomal (phagocytose, pinocytose, endocytose),
I'autophagie est aussi une des voies catalytiques cellulaires centrale parfois essentielle pour le

maintien de 'homéostasie cellulaire (illustration 15) **°

. En effet, I'autophagie intervient dans la
dégradation et le recyclage de constituants cellulaires tels que des protéines mal repliées et/ou
agrégées (agréphagie) mais aussi des organelles comme par exemple les mitochondries (mitophagie)
et les péroxysomes (péxophagie) dont les constituants pourront étre réutilisés pour alimenter le

métabolisme cellulaire 2°4%%’

. En opposition au systeme UPS connu pour la dégradation protéique de
protéines a courte durée de vie, I'autophagie intervient plutdt dans la dégradation de protéines a
durée de vie longue 2. D’autre part, I'lautophagie est aussi reconnue comme un mécanisme jouant un
réle important dans la survie cellulaire notamment lors d’un stress (par exemple la carence nutritive,
des disfonctionnements ou dégénérescence cellulaires ou encore I’hypoxie) 298 L'autophagie peut
aussi étre impliquée dans le développement cellulaire et en tant que mécanisme régulateur de mort

2! o
% Enfin,

cellulaire, notamment de la mort cellulaire programmée de type Il (PCD de type Il)
I"autophagie est de plus en plus reconnue comme un élément central dans la réponse inflammatoire
et immunitaire innée et adaptative de I'h6te contre les agents pathogenes intracellulaires (bactéries,
parasites et virus) 2%, Les organelles liées a I'autophagie, sont capables de séquestrer certains agents
ou constituants de pathogenes limitant ainsi leur propagation. Nous verrons par la suite que ce

mécanisme rassemblant un ensemble de voies cataboliques peut s’avérer sélectif et spécialisé et

aboutir a une dégradation lysosomale.
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Recyclage de

Dégradation sélective ou non P :
Equiibre  constituants

Mitophagie Agréphagie cellulaires
Homéostasie ° 898"
(Recyclage / survie au stress) ¢ o
Mort cellulaire Différenciation cellulaire

Développement
(Différenciation cellulaire / Vieillissement /
Apoptose)

@

Autophagie

Bactérie Virus Parasite

. \ e )
Immunité (dégradation de pathogénes) \k\x(“m\ 0_ ’4_‘ J@
()

U

lllustration 15 - Les différents roles de I'autophagie

9. LES DIFFERENTS SOUS-TYPES D’AUTOPHAGIE

Il existe trois grands types d’autophagie aboutissant a une méme fonction, la dégradation du matériel
pris en charge: la macro-autophagie, la micro-autophagie et I'autophagie médiée par des chaperonnes
(CMA) *®. La macro-autophagie (appelée par la suite autophagie) (illustration 16) consiste en la
formation de pré-structures membranaires (phagophores) dépendantes de deux systéemes de
conjugaison et aboutissant a la formation de vésicules a doubles membranes appelées
autophagosomes. Aprés que les autophagosomes aient fusionné avec les lysosomes pour donner des
vésicules que I'on nomme les autolysosomes, le flux autophagique aboutira a la dégradation du
matériel séquestré qui sera ensuite recyclé pour étre réutilisé par la cellule, assurant ainsi un équilibre
entre la biogéneése et la destruction. L'autophagie peut s’avérer sélective d’organelles ou de protéines
cibles cellulaires ou exogenes. Enfin, il existe une autre voie de dégradation étroitement liée a
I'autophagie et a la phagocytose, appelée autophagie non-canonique, la phagocytose associée a LC3

(LAP) *** (illustration 16).
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Légende : Phagocytose
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Protéine cible Autolysosome

© lllustration, Laure Papin

(LAP) Autophagie associé a LC3, (CMA) autophagie médiée par des chaperonnes.

lllustration 16 - Les différents types d’autophagie

eLa micro-autophagie qui se caractérise par la formation d’une invagination directement au niveau de
la membrane lysosomale permettant la séquestration et la destruction de composants cytoplasmiques
pour leur dégradation. La micro-autophagie peut étre sélective ou non et présente de maniére
constitutive mais surtout étre induite suite a un stress comme toutes les autres formes d’autophagie.
Les macro-et micro-autophagies peuvent englober de grandes structures telles que des organelles

entieres ou des protéines cytosoliques >**.

eLa CMA, I'autophagie médiée par des chaperonnes, est une voie de dégradation par I'action directe
de protéines lysosomales retrouvées uniquement chez les mammiféres supérieurs. Ce mécanisme est
hautement spécialisé dans la destruction de protéines cytosoliques présentant un motif peptidique de
type « KFERQ » reconnu par la protéine chaperonne Hsc70 (Heat Shock Cognate 70). En effet, les
substrats cytoplasmiques sont pris en charge par la protéine Hsc70 a I'aide de co-chaperrones qui
assurent la liaison vers la protéine membranaire lysosomale LAMP2A (protéine 2A de membrane

associée aux lysosomes), entrainant ainsi leur dégradation directement dans le lysosome 3®.
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9.1. La macro-autophagie (autophagie)

La macro-autophagie est le type d’autophagie le mieux caractérisé car le plus étudié. On peut scinder

ce mécanisme cellulaire complexe en trois grandes étapes : 'initiation, I’élongation et la maturation

(illustration 17). Plus de 30 protéines ATG humaines sont impliquées dans la biogénese de

I’'autophagosome, initialement découvertes chez la levure dans les années 90

292-294 , .
927294 | & mécanisme

moléculaire autophagique décrit ci-apres concerne uniqguement les mammiferes. Afin de faciliter la

lecture, le tableau 7 récapitule la signification des abréviations et le role des protéines citées ci-apres

intervenant dans l'autophagie.

mTOR Source de membranes
J_ Atg2 WIPI
ULK1/2 Atg9
Atgl3

( Atg101 | FIP200 |

Complexe ULK1 J Phagophore

1 ——— Initiation de . Te
'autophagie %

—_— 0.

Atgl4L Vp§34 p150
Beclin-1 ’
I ! |
UVRAG BifL Bl-2 i ¢PE
Rubicon
Ambral Atg3 Atgl6L
X Atg5 Atgl2
Atg7 Atg5
I Atg10

Atg7 — Atgl2

Amphisome
(endosome fusionne avec

autophagosome)
Endosome

* 0

Autolysosome

Lysosome Beclin-1 UVRAG
Vps34
Atg16L p150
Atg5 Atgl2 T
Atg12 Rubicon
Atg12
Atg7

2 systemes de conjugaison ubiquitine-like

© lllustration, Laure Papin

|| )

Initiation > >

1
Elongation >

> Maturation >

lllustration 17 - Les étapes de la macro-autophagie
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Et?pe 'i'“ Comp‘lexe Protéine Atg Role, caractéristiques Signification abréviation
mécanisme |/ systéme
ATG pour « AuTophaGy-
At related »
mTOR Mamma@nngaof
Rapamycin
PAS Site d'assemblage
phagophore
Senseurde la disponibilité en ATP dansla
’AMPK cellule et régule I'activité mTOR a travers |Protéine kinase activée
le complexe mTORC1
Enrichie sur des membranes
PI3P/ autophagosomaleset endocytaires et sertjphosphatidyl-inositol
Ptdins(3)P  |a ancrer la machine autophagiqueala triphosphate
membraned'isolement
PI phosphatidylinositol
AMPC Ade.nosme monophosphate
cyclique
ULK1 Sérine thréoninekinase, phosphorylée [Uncoordinated-51 Like
parmTORC1 Kinase 1
Atgl3 Phosphorylé par mTORC1
Complexe ULK|Atg101 Intéragit avec Atgl3 et ULK1
Focal adhesion kinase
FIP200 Scaffold for ULK1/2 and Atg13 family interacting protein
200 kDa
PI3KC3 ou activité kinase de
PI3K classe 3 classe lll
Initiation phosphatidylinositol
Sous unité catalytique (fonction kinase) "
Vps34 de PI3KC3 Human vacuolar protein 34
Complexe Fait partidu complexe PI3KC3, interagit
PI3K classe Ill Beclin-1 avec Bcl-2, intervient aussidansla Vps30 / Atgb chez la levure
(BECN1) formation et la maturation de / BH3-only protein
I'autophagosome
Atglal Levure Atgl4-like
sous unité régulatrice de PI3KC3, recrute
p150 PI3KC3 aux membranes Vps15 chez la levure
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Etape du Complexe .. L. - et
‘p - ‘p / Protéine Atg Role, caractéristiques Signification abréviation
mécanisme systeme
Se lie au PI3P, selocalise au niveau de  |Double protéine contenant le
DFCP1 o i )
I'omégasome en condition de carence  |[domaine FYVE 1
Protéine d'échafaudage spécifique a un
mammifére, dont l'interaction avec
Beclin 1 est régulée a la fois parle
Régulateur Ambral Iymp’home cellulal.rg ULK1 et B (BCL-2) / IAutophagy/beclin-1 regulator 1
positif du un régulateur positif de la
complexe macroautophagie. AMBRA1 interagit
PI3KC3 avec BECN1 et ULK1, modulant leur
activité.
Nucléation iati i -
UVRAG uv rafdlatlon resistance
associated
Une protéine qui interagit avec Beclin-1
Bif1 'via UVRAG et est nécessaire pour la Beclin 1-binding protein
macroautophagie
Beclin- 1-int ti tei téi " e
, I eF I. . ' 'erac ing p-ro et p-ro i RUN domain and cystein-rich
Régulateur . inhibitrice d'autophagie en se fixant sur . ..
i Rubicon domain containing / also called
négatif du le complexe PI3K classe Il
p120and Baron
complexe
PI3KC3 ; : oy :
Bcl-2 |‘r.1ter.a-ct.|on avelc Beclin-1 .entralnant B-cell ymplioma-2
I'inhibition de I'autophagie
Atg5 Conjugué d'Atg12
Ate12 protéine de type ubiquitine, conjuguéa
Systeme de 8 IAtg5 et active Atg3
v L Atg16L1 Se lie a Atg5-Atgl12, etlie LC3
conjugaison de type E1, active Atgl2 et les
Atg5-12/16L1 |Atg7 P s g
homologues de LC3
enzyme E2-like de conjugaison, selie a
Atg10
a Atgl2
protéine associée aux
LC3A,B, C Protéines ubiquitine-like qui recrute les |microtubules 1A/ 1B-chaine
cargos vers les autophagosomes et aide allégére 3
la fusion/fermeture membranaire  |Gamma-AminoButyric Acid type A
GAARRF (maturation) (GABA(A) Receptor-Associated
Elongation / GABARAPL1,2,3 S P
; rotein
maturation : s —
cysteine protéase clive I'argine C
Atgd X i
tterminale des protéines Atg8
Atg3 Enzyme de type E2
Protéine requise pour la formation des |Atg transmembranaire. Elle est
Atg9 AetB autophagosome et |'apport de composée de 6 repliements intra-
membrane plasmique membranaires
Une protéine qui interagit avec Atg18;
Complexe Atg9 ntg) A et B Dans les cellules mutantes atg2D Atg9
s'accumule principalement au PAS
Se lie au PI3P, WIPI2 recrute le complexe - .
N WD-repeat prot teract
WIPI (Atg18) Atg5-12-16L1 et 3 Atg2 pour le FEpeAtprGtel IReTacng

recrutement d'Atg9

\with phosphoinositides

Tableau 7 - Signification de I’abréviation et roles des protéines Atg impliquées dans I’autophagie
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9.1.1. L’initiation

L'autophagie est un mécanisme hautement inductible sous le contréle de nombreux stimuli, entre
autres la détection de carence nutritive ou de la variation de quantité de certains substrats (cytokines,
dérivés réactifs de I'oxygenes (ROS)...). Les signaux et stimuli vont notamment pouvoir étre captés par
la protéine kinase principalement responsable de la régulation de I'autophagie : mTOR contenue dans

304

le complexe mTORC1 *. Par ailleurs, d’autres kinases que mTOR, telle que AMPK, peuvent aussi

3% ’AMPK reconnait

contréler I'autophagie en phosphorylant directement ou indirectement ULK1
I’AMPc due a une consommation massive d’ATP percu comme une carence énergétique (illustration
18). mTOR agit sur le complexe ULK1 qui est composé des protéines ULK1/2 - Atgl13 - FIP200 - Atg101
3% mTOR est un régulateur négatif d’autophagie, c’est a dire qu’en condition basale (sans carence
nutritive), mTOR est actif et phosphoryle la sérine/thréonine kinase ULK1 et Atg13 3%. ULK2, semble

37 Le complexe ULK ne peut alors pas

doté des mémes capacités que ULK1 dans |'autophagie
alimenter la transduction de signaux et en conséquence |'autophagie est inhibée. En revanche, en
condition de stress métabolique, la kinase mTOR devient inactive et se dissocie du complexe ULK
laissant les kinases ULK1 et ULK2 fonctionnelles pour s’autophosphoryler et phosphoryler leurs

3% e complexe ULK va alors étre

partenaires présents dans le complexe, notamment Atgl3 et FIP200
relocalisé vers le site de formation de I'autophagosome sur la membrane du réticulum endoplasmique
(RE). Le site de formation du phagophore et |la source de membranes fournissant la biogénése de cet
organite a double membranes est encore sujet a débat dans la communauté scientifique a I'heure
actuelle (chapitre D.9.1.3.5). Aujourd’hui, il est connu que chez la levure les autophagosomes sont
formés sur un seul site nommé PAS (site d'assemblage phagophore ou structure pré-
autophagosomale) alors que chez les cellules de mammiféres, il existe plusieurs sites de ce type
simultanément *®. Presque toutes les protéines ATG nécessaires a la formation de I'autophagosome

sont localisées au niveau du PAS 3%,

RPTOR DEPTOR
ATP | rampk | (MLST8/ AKT1S1
AMP mTOR

— mTORC1

FIP200 . ‘/

Inspiré de : Galluzzi L., et al., Pharmacological modulation of
autophagy: therapeutic potentialand persisting obstacles, Nature
Review Drug Discovery, 2017

lllustration 18 - L’initiation de I'autophagie
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9.1.2. La nucléation : formation du phagophore

S’en suit alors le recrutement d’un autre complexe essentiel, le complexe PI3K classe Ill ou PI3KC3 -
Beclin-1 composé chez les mammiféres des protéines Vps34 — Beclin-1 ou BCN1 - Atg14L et p150 **°.
Vps34 est la sous-unité catalytigue du complexe PI3KC3, Beclin-1 et p150 sont deux sous-unités
régulatrices. Atgl4L est un régulateur positif de 'autophagie nécessaire pour I'activité de Vps34 et de

311

la kinase p150 " (illustration 17).

Concretement, la phosphorylation de Beclin-1 par le complexe ULK induit I'activité PI3-kinase du
complexe PI3KC3 — Beclin-1 entrainant ainsi la production de PI3P (Phosphatidyl-Inositol 3 Phosphate)
par VPS34 312, En effet, grace a son activité PI3-kinase, le role du complexe PI3KC3 — Beclin-1 est de
générer ce PI3P a partir de substrat inositol phosphate (Pl). Ce phosphatidylinositol constitue une
famille de phospholipides dans laquelle sont présentes différentes formes phosphorylées
(phosphoinositides) et qui compose des domaines membranaires des cellules eucaryotes. Dans le cas
de l'autophagie, la production de PI3P est essentielle pour I'allongement du phagophore et le

313

recrutement d'autres protéines de liaison au PI3P au phagophore “*°. En effet, la génération de PI3P

permet de fournir un signal lipidique nécessaire au recrutement d’effecteurs cellulaires permettant

Iinitiation du phagophore tels que DFCP1 et les membres de la famille WP ***3™>,

Des protéines régulatrices supplémentaires vont ensuite venir se complexer a Vps34 et Beclin-1 au
niveau du site de nucléation du phagophore. Ce processus apparait tres finement régulé avec
I"association de facteurs spécifiques, comme UVRAG, BIF-1, Atgl4L et Ambra, permettant de favoriser

I'autophagie (initiation du phagophore), ****"

alors que le recrutement d’autres protéines, telles que
Rubicon et Bcl-2, induirait plutét une inhibition de I'induction autophagique. Rubicon possede deux
roles décrits: un premier consistant a inhiber l'activité lipide kinase du complexe PI3KC3 en
interagissant avec Vps34 et un deuxieme lors de la maturation en régulant négativement la fusion

318

autophagosome-lysosome par interaction avec le complexe UVRAG “°°. Concernant Bcl-2, cette

protéine anti-apoptotique peut inhiber I'autophagie durant cette étape de nucléation en séquestrant

Beclin-1 du complexe PI3K **

. Lors d’un stress, Beclin-1 se dissocie de Bcl-2, permettant I'activation de
PI3KC3 et la stimulation de I'autophagie. Il a été suggéré qu’une zone particuliere du RE riche en PI3P,
due a I'action du complexe PI3KC3, était a I'origine du recrutement de protéines ATG, initiant ainsi le
processus de formation du phagophore. Cette zone a été appelée omégasome de par sa forme
particuliere en Q **°. C’est une de ces zones plateforme orientée vers le cytosol qui va permettre la

déformation de la membrane (flexion et fission, attache et fusion) et le mouvement des vésicules pour

la formation du futur autophagosome naissant (illustration 19).
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Review of Cell and Developmental Biology, 2011

lllustration 19 - La nucléation : Du recrutement des protéines initiant 'autophagie a la formation du phagophore (PAS) au niveau
de 'omégasome

9.1.3. L’élongation

Nous avions évoqué précédemment que la production de PI3P permet le recrutement de certaines
protéines capables de les reconnaitre et s’y lier, comme les protéines DFCP1 et les protéines de la
famille WIPI (illustration 19). Plusieurs protéines WIPlI ont été montrées comme étant
particulierement importantes pour la formation du phagophore. C’'est le cas par exemple de la
protéine WIPI2 qui recrute le complexe Atg5-Atgl2/Atgl6Ll par liaison directe a Atglell **.
Justement, l'expansion membranaire (I’élongation) du phagophore naissant est particulierement
dépendante de I'action de deux systemes de conjugaison fonctionnellement similaires a des systéemes
d’ubiquitination. Ces deux systemes de conjugaison dépendent d’une enzyme E1l-like ATG7 qui peut

initier les 2 systémes parallélement en activant ATG12 et/ou ATGS8 dont les détails mécanistiques sont

décrits ci-apreés (illustration 17).

9.1.3.1. Le systeme de conjugaison Atg5-Atgl2/Atgl6L1

Atgl2 est une protéine de type ubiquitine qui, comme l'ubiquitine, se lie de maniére covalente aux
substrats via le groupe carboxyle de sa glycine C-terminale. Atg7 est considérée comme une enzyme
de type E1, cela signifie qu’elle active la glycine C-terminale d'Atgl2 qui est ensuite transférée a
I'enzyme E2-like de conjugaison Atgl10, avant de former un conjugué avec Agt5. Le complexe Atg5-12

22
322 |'emplacement de ce complexe

va alors former un premier complexe non covalent avec Atgl6L1
précédemment recruté par des protéines adaptatrices type WIPI2, contribue a définir les sites de

formation des autophagosomes. Ce systeme d’élongation Atg5-Atg12/Atgl16L1 va alors agir comme
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une enzyme E3 (une ubiquitine ligase) pour initier une réaction catalysant la conjugaison du deuxieme

systeme de protéines autophagiques de type ubiquitine.

9.1.3.2. Le systéme de conjugaison de la famille Atg8

Chez les mammiféres, la famille Atg8 compte 7 protéines LC3A/B/C, GABARAP, GABARAPL1/2/3 alors
que chez la levure il n’y a qu’une seule protéine Atg8. Les protéines mammiferes de la famille Atg8
sont des ubiquitine-like protéines, comportant des résidus arginine en position C-terminale, qui sont
reconnus et éliminés par la cystéine-protéase Atg4, laissant ainsi exposé un résidu glycine a I'extrémité
C-terminale. Par la suite, Atg7 (E1) active le résidu glycine C-terminal des Atg8 (Atg8-I), puis I'enzyme
de type E2 Atg3, avec I'aide du complexe ATG12-5/16L1 intervenant en tant qu’E3 ligase, conjuguent
Atg8 au lipide PE (phosphatidyléthanolamine). La conjugaison d’Atg8 au PE entraine son association
étroite avec les membranes autophagosomales *2. Le conjugué Atg8-PE aussi appelé Atg8-1l ou LC3-II,
semble fondamental pour achever la formation de I'autophagosome car il est impliqué dans la
fermeture des membranes. On le retrouve trées abondamment sur les membranes internes et externes
des autophagosomes jusqu'a leur dégradation dans les lysosomes, faisant de lui un marqueur de la

voie autophagique (Atg8/LC3).

9.1.3.3. La protéine LC3 B

Il est intéressant de noter que la protéine LC3 B est considérée comme un bon marqueur
autophagosomal, car elle est retrouvée exprimée par la plupart des organelles autophagiques, il est
possible de suivre le flux autophagique par western blot en comparant la quantité de LC3-Il (la forme
lipidée) a un géne de ménage ou en comparant les formes lipidée LC3-Il (18 kDa) et non lipidée LC3-I
(15 kDa) ***, observées respectivement en western blot aux poids 17 kDa et 19 kDa. Toujours selon ces
mémes guidelines, pour étudier le flux autophagique c’est a dire le mécanisme autophagique dans son
entiéreté jusqu’a la dégradation protéique il est suggéré d’utiliser des drogues bloquant la dégradation
lysosomale : I'utilisation d'inhibiteurs de protéases lysosomales (par exemple la Pepstatine A, la
leupeptine et E-64d) ou de de I’ATPase vacuolaire proton-dépendante V-ATPase H+ (par exemple la
Bafilomycine A1, la Concanamycine A) ou encore des composés qui neutralisent I'acidification du pH
lysosomal tel que la chloroquine ou le NH4CI voire aussi par traitement avec des agents qui pourraient
bloquer la fusion des autophagosomes avec les lysosomes (par exemple le ginsenoside Ro). Par ailleurs,
il est aussi possible de marquer la protéine LC3 par un anticorps ou de la sur-exprimer en fusion avec
une protéine fluorescente ou un tag (ex: GFP-LC3) et de suivre les vésicules autophagiques par
microscopie photonique ou électronique ***. Enfin, nous verrons par la suite que de nombreuses

protéines composées d’un motif d’interaction avec la protéine LC3 (LIR motif) peuvent agir avec la
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protéine LC3 pour acheminer sélectivement une protéine ou un substrat vers sa dégradation

autophagique régulant ainsi notamment le processus appelé autophagie sélective (chapitre D.10.1).

9.1.3.4. Le complexe Atg9-Atg2-Atgl8 (WIPI)

La protéine de liaison au PI3P Atgl8 / WIPI et son partenaire de liaison Atg2 sont recrutés comme une

325

plateforme pour le transport et le recrutement d’Atg9 . Bien que la fonction exacte d'Atg2-Atg18 /

WIPI dans la biogenése de I'autophagosome ne soit pas claire, il a été démontré que le complexe Atg2-

Atg18 est nécessaire lors de I’étape de nucléation pour la distribution des vésicules Atg9 au site de PAS

399 (illustration 19). Les levures déficientes en Atg9 ne présentent pas de défauts de croissance

326,327

évidents en milieux riches, mais présentent un taux de survie réduit . La premiére étude de

caractérisation de la protéine mammifére Atg9 (parfois appelée mAtg9 pour Atg9 de mammifére) a

328 Atg9 est I'un des seules protéine

été réalisée par I'équipe du Docteur Tooze et coll., en 2006
autophagique transmembranaire identifiée, elle possede 6 domaines transmembranaires et est
exprimée a la surface des membranes du TGN (réseau trans-Golgien) (co-localisant avec les marqueurs
TGN46 et Rab6), des endosomes précoces, de recyclage et tardifs (co-localisant avec Rab7 et 9) 3%73%°,
Nous verrons par la suite que de par sa structure particuliere cette protéine contribue a I'apport de

lipides membranaires pour alimenter la biogénese autophagosomale (illustration 20).

Endocytose Endocytose
Membrane plasmique Atg9 clathrine-médiée clathrine-médiée

~
¥ \_' \_' [ Aglell
.y 0y
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o
— 9 ) Phagophore
s o Pool d'Atg9

&
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lllustration 20 - Les protéines Atg9 et Atgl6L1 contribue a I’apport de membranes provenant de la membrane plasmique pour la
formation de I'autophagosome
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9.1.3.5. L'origine des membranes autophagosomales

A I'heure actuelle, I'origine des membranes autophagosomales est toujours sujet a débat dans la
communauté scientifique car elle semble multiple et dépendante du stress généré, de I'organisme, du
type cellulaire étudié, d’autant plus que I'environnement et le contexte métabolique influencent
fortement la mise en place et la régulation de la voie autophagique **'. Une fois que les deux systémes
de conjugaison initient I"élongation du phagophore, pour la progression de la croissance de cet
organite, il a été décrit que diverses organelles pouvaient fournir des membranes comme le RE *** ou
prend forme I'omégasome région riche en PI3P 320 |es mitochondries *®, le réseau trans-Golgien (TGN)

317 . 329,330
ou encore la membrane plasmique >,

Des travaux menés par |'équipe du Docteur Rubinsztein et coll. ont montré que des composants de
précurseurs autophagosomaux précoces pouvaient étre retrouvés a la membrane plasmique, ces
données indiquent donc que la membrane plasmique est une source supplémentaire de membrane
pour I'autophagosome **. En effet, cette étude révele que des vésicules pré-endosomales générées
par l'endocytose clathrine médiée deviennent des plateformes d'assemblage pour les autres
composants autophagiques formant les membranes autophagosomales. En effet, cette étude montre
que la protéine Atgl6Ll est capable de s'associer a des puits enduits de clathrine au niveau de la
membrane plasmique grace & son interaction avec la protéine AP2 de I'adaptateur de clathrine ***
(illustration 20). Le marquage de la membrane plasmique par différents colorants a liaison lipidique a
montré que la membrane plasmique s'attache d'abord & Atg16L1 puis 3 des autophagosomes LC3"
suggérant qu’Atgl6L1 associé a la membrane plasmique permet I'apport de membrane lipidique pour

la biogénése autophagosomale *****

. De fagon intéressante, il a aussi été montré que si I'endocytose
dépendante de la clathrine est inhibée, alors la biogenése des autophagosomes est réduite, illustrant
ainsi I'importance de la participation du trafic endosomal et de I'apport de membranes plasmiques
dans le mécanisme de l'autophagie. L'autophagie et les voies endosomales partagent le méme
ensemble de lipides et de protéines, renfor¢ant I'idée que ces voies sont intimement interconnectées
et que la dynamique du processus autophagique peut étre considérée comme un processus de trafic
membranaire >*° (illustration 20). Par la suite, I'équipe du Docteur Rubinsztein et coll. a montré
qu’Atg9 aussi peut transiter a partir de la membrane plasmique vers les endosomes de recyclage en
passant par les endosomes précoces en suivant donc la voie endosomale classique, un pool d’Atg9 est

aussi retrouvé résident au niveau du réseau Golgien (TGN) **°

. Les protéines Atg9 et Atgl6L1 ont été
retrouvées associées dans des puits distincts recouverts de clathrine au niveau de la membrane
plasmique suggérant que ces deux protéines contribuent a I'apport de membrane pour
I’'autophagosome via des voies différentes, Atg9 suit une voie dépendante de I'endosome précoce et

la voie d'Atg16L1 est indépendante de I'endosome précoce via le réseau de protéines SNAREs %%/,
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En effet Atgl6L1 va subir des fusions homotypiques via le réseau de protéine SNARE (notamment
VAMP7) et ces vésicules vont pouvoir fusionner (fusion hétérotypique via une autre SNARE, VAMP3)
avec des vésicules Atg9" donnant des vésicules Atgl6L1-Atg9 capable d’alimenter la biogénése

autophagosomale ** (illustration 20).

eLa protéine transmembranaire Atg9 : De fagon tres intéressante, il a été décrit que la protéine Atg9

pouvait intervenir comme un support pour I'apport de membranes plasmiques, permettant une

extension supplémentaire du phagophore. Atg9 semble aussi s'associer aux précurseurs

32

d’autophagosomes au début de leur biogenése **°. Linhibition d’Atg9 (siRNA) dans les cellules

HEK293T inhibe la lipidation de LC3 et la dégradation des protéines suggérant qu’Atg9 est essentielle

328 De fagon a appuyer cela,

pour l'initiation de la voie autophagique dans les cellules de mammiferes
des souris knock-out Atg9 ont été générées et Atg9 s'est alors avéré étre nécessaire pour la survie
immédiatement apres la naissance, un phénotype identique a celui observé avec les souris Atg5 knock-

339

out *>. En fonction des conditions nutritives, Atg9 subit un mouvement dynamique entre le site

d'assemblage phagophore (PAS) ou TGN, ou le phagophore est nucléé vers les sites périphériques qui

328330 En condition de

peuvent permettre I'apport de membrane pour I'expansion du phagophore
carence nutritive (ou ajout de rapamycine), ce pool d’Atg9 périphérique co-localise avec Rab7
(marqueur des endosomes tardifs) et LC3 (marqueur des autophagosomes) interagissant avec les
autophagosome sans pour autant y étre incorporé **°. La modification de la répartition et relocalisation
d’Atg9 est dépendante de I'activité de la kinase ULK1 et de la protéine Bif-1 (observé par siRNA) 3732,
La protéine Rab GTPase activatrice TBC1D5 et Atg9 interagissent avec AP2 (clathrine) contribuant ainsi
au tri correct des vésicules clathrine médiées lors de l'initiation de |'autophagie. En effet, lors de
I'activation de I'autophagie, TBC1DS5 se dissocie du complexe initial et s'associe a Atg9 et a ULK1 activé

337

pour contribuer a I'apport de membrane a I'autophagosome en cours de formation (illustration

20).

9.1.3.6. L'amphisome : un croisement entre la voie endosomale et la voie autophagique

Juste avant la maturation de l'autophagosome, cette organelle va pouvoir fusionner avec des

41 . .
31 formant ainsi des

endosomes précoces ou tardifs >*° ou encore des corps multi-vésiculaires MVB
amphisomes (illustrations 20 et 21). Les travaux du Docteur Tooze et coll. ont notamment fourni des
preuves directes que la fusion des endosomes précoces avec des vésicules autophagiques est une
condition préalable a la maturation des vacuoles autophagiques et qu’elle se produirait avant la fusion

avec des endosomes tardifs et des MVB >*°.

Les grandes familles protéiques régissant la signalisation, le trafic et la fusion vésiculaire sont

fortement impliquées dans ce processus, telles que les protéines transmembranaires SNARES qui sont
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les principales protéines régulant les fusions vésiculaires et le trafic membranaire cellulaire. Les
SNARES VAMP3 et VAMP7 (protéines associées aux membranes vésiculaires) sont nécessaires pour
permettre séquentiellement aux autophagosomes de fusionner avec des endosomes et ensuite des
lysosomes >*. Aussi on retrouve impliqué dans la formation de I'amphisome la famille des Rabs et des
Rho-GTPases qui sont impliquées dans plusieurs étapes du trafic membranaire, y compris la formation
de vésicules, le mouvement des vésicules le long des réseaux d'actine et de tubuline et la fusion

33 ot Rab11 *** favorisent la fusion entre endosome tardif et

membranaire. Les protéines Rab7
autophagosome en condition de carence nutritive. Aussi, le complexe ESCRT (Complexe de tri

endosomal requis pour le transport) semble important pour la fusion des MVB et endosomes avec les

autophagosomes ***3* (illustration 21).
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Endosome ESCR
tardif
Rab7
o)
Ay
LN ‘/Rab7
PhagophoreO ESCRT
)
e e s Lysosome o
©. VAnvp
Autophagosom&‘ P G
SNARE Stx17 ) .
Q
Autolysosome
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lllustration 21 - La contribution de la voie endosomale dans I’autophagie
9.1.3.7. La maturation

Au fur et a mesure que la membrane autophagosomale croit et commence a se fermer, elle séquestre
en elle des matieres cytoplasmiques (protéines ou organites entiers) destinées a étre livrées aux
lysosomes pour la dégradation. Les autophagosomes vont alors fusionner avec les lysosomes pour
donner des vésicules transitoires que I’'on nomme les autolysosomes, et le flux autophagique aboutira
ala dégradation du matériel séquestré qui sera ensuite recyclé pour étre réutilisé par la cellule. Comme
énoncé précédemment dans le chapitre D.9.1.2, la protéine UVRAG participe a linitiation de
I'autophagie et régule positivement les étapes plus tardives de maturation et de fusion
autophagosome/lysosome dans un complexe avec PI3KC3 et Beclin-1. Cette régulation peut étre

316

inhibée par la protéine Rubicon qui peut se lier a la protéine UVRAG °™ (illustration 17).
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Comme pour la plupart des organelles cellulaires, le cytosquelette ainsi que les réseaux de protéines
cellulaires liés au trafic vésiculaires sont impliqués dans la fusion de I'autophagosome et du lysosome.
Lors de la maturation de I'autophagosome en autolysosome, la protéine SNARE Stx17 (syntaxine 17)
est recrutée sur la membrane externe de 'autophagosome, interagit avec SNAP-29 (Q-SNARE) et
VAMPS8 (R-SNARE) (retrouvé a la membrane des endosomes / lysosome) permettant ainsi la fusion
autophagosome/lysosome **. La protéine Rab7 exerce un rdle important dépendant des protéines
membranaires lysosomales Lamp1 et Lamp2 dans la maturation finale des vacuoles autophagiques lors

343

de la fusion autophagosome/lysosome > (illustration 21).

9.2. La phagocytose associée aux protéines LC3 (LAP), autophagie non
canonique

La LAP pour « LC3-associated phagocytosis » n’est pas un sous-type d’autophagie a proprement parlé,
cette voie de dégradation est le résultat comme son nom l'indique du croisement entre la phagocytose
et l'autophagie, décrit chez les mammiferes (illustration 16). C’est ce que I'on appelle une voie
d’autophagie non-canonique, ne dépendant pas des composants classiques de la machinerie
autophagique. Dans ce processus, les signaux de danger générés lors de I'absorption de particules ou
de pathogenes par des cellules phagocytaires induisent le recrutement au phagosome de composants

347

de la machine d'autophagie comme la protéine LC3 **'. L’association de LC3 au phagosome favorise et

accélere sa fusion avec les lysosomes (maturation du phagosomes, génération du phagolysosome). La
LAP est donc un mécanisme de défense immunitaire innée participant a la dégradation accélérée de

pathogénes comme des champignons **® ou encore de bactéries **°

. Comme pour la macro-autophagie
I"attachement de LC3 au phagosome est dépendant de Beclin-1, Atg5 et 7 et de la génération de PI3P.
Les deux mécanismes partagent aussi la participation de plusieurs protéines telles que BECN1, VPS34,
UVRAG, Atg3, Atgl2 et Atgl6lLl ****°. Mais contrairement a la macro-autophagie, la vésicule
catalytique formée est un phagolysosome ne possédant qu’une seule membrane et dont la formation
est indépendante des protéines clé du complexe de pré-initiation macro-autophagique ULK1, mais

348

aussi des protéines Atgl4 et AMBRAL “™. De plus, certaines protéines sont associées a ce mécanisme

de LAP telles que les protéines Rubicon et NADPH oxydase 2 qui ont pour rdole d’accélérer la

4 BN
38 De maniere

dégradation et qui sont dispensables a I’élaboration de la macro-autophagie
intéressante, il a été décrit trés récemment que le VIH-1 pouvait détourner la LAP via la protéine virale
Vpu qui interagit avec LC3C afin de contrer I'action antivirale du facteur de restriction BST2 dont nous

avions évoqué le mode d’action dans le chapitre D.9.2 **°.
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10. L’AUTOPHAGIE SELECTIVE (AS)

Avec le temps, il devient de plus en plus clair que I'autophagie est un processus cellulaire complexe
finement régulé, c’est pourquoi son caractéere sélectif et spécialisé ne cesse d’étre révélé contrastant
avec son image de processus dégradatif de masse et aléatoire comme décrit auparavant (chapitre
D.9.1). En fonction du stress et du type cellulaire, la réponse autophagique peut en effet s’avérer ciblée
et spécifique, rendant ce mécanisme essentiel par exemple dans la réponse aux pathogenes. L'AS peut
étre impliquée dans la dégradation d’organites présents en exces dans la cellule ou des organites
défectueux **!, le mécanisme d’AS impliqué prend alors le nom de I'organite en question et met en jeu
des récepteurs autophagiques (RA) (illustration 16 et 22A). On retrouve par exemple la ribophagie

353

(ribosomes) **%, la mitophagie (mitochondrie) *® ou encore la péxophagie (peroxysomes) **. Plus

généralement la dégradation sélective de pathogénes intracellulaires par voie autophagique est
appelé xénophagie désignant ainsi la dégradation de substrat étranger a I'organisme « -xéno »

signifiant étranger ** (voir chapitre D.11).
A : U'autophagie sélective. (Ub) Ubiquitine, (Gal) Galectine.

Récepteurs

autophagiques (SLR)
©

(O]

Domaine LIR

ou CLIR
®

o

Membrane B : Les récepteurs de 'autophagie sélective (SLR)
d’isolation
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'()SLRg) q des protéines de des signaux
la famille d’Atg8 « eat-me »
p62
NBR1
LIR UBA
OPTN o ™(p)
NDP52 CLIR GAL8
TAX1BP1 o “Ga)

lllustration 22 - A : L’autophagie sélective, B : Les récepteurs de I'autophagie sélective (SLR)
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10.1. L’autophagie sélective médiée par des récepteurs adaptateurs

Par ailleurs, I'autophagie sélective peut se restreindre a une cible exo ou endogéne, souvent appelée
cargo, liée a un signal spécifique (ubiquitine et/ou galectine) reconnu par un récepteur/adaptateur
autophagique (RA) agissant comme une navette capable d’acheminer le cargo marqué vers la
dégradation autophagique (illustration 22A). Un récepteur autophagique est défini comme étant
toute protéine pouvant se lier a des substrats autophagiques, permettent leur reconnaissance par la
machinerie autophagique et se dégradant dans les lysosomes au cours de la réponse autophagique

355 \ L. . i
. Ces RA possedent des caractéristiques communes comme par exemple le fait qu’ils

fonctionnelle
sont dégradés en méme temps que le substrat qu’ils acheminent vers le phagophore et leur absence
d’expression n’affecte pas le processus autophagique dans son intégralité, confirmant ainsi leur
caractere spécifique. Aussi les RA possedent un domaine de liaison a la protéine cargo soit

directement, soit indirectement (via l'ubiquitine et/ou la galectine) ou soit par I'intermédiaire de

. .. . . . 356
domaines de liaison aux membranes (transmembranaires) permettant I'interaction avec le cargo ™.

10.2. Laliaison des RA aux membres de la famille Atg8
Ces récepteurs autophagiques partagent tous la capacité de se lier aux membres de la famille Atg8
mentionnés précédemment dans le chapitre D.9.1.3.2. Cette liaison est permise notamment grace a
I’expression d’un domaine conservé appelé LIR (région interagissant avec LC3), qui selon une étude
comparative de différents RA, reposerait sur une séquence consensus comme étant [W/F/Y]xx[L/I/V]
%% |’interaction avec un membre de la famille Atg8 permet au RA lié & son cargo d’étre acheminé vers
les membranes autophagosomales. Cependant toutes les protéines possédant un domaine LIR ne se

lient pas obligatoirement aux protéines de la famille Atg8 de méme que certaines protéines peuvent

permettre la dégradation par autophagie sélective sans pour autant exprimer un domaine LIR.

A I'heure actuelle, la liste des RA ne cesse de croitre. D’aprés la comparaison de plusieurs RA, il est
possible de les classer en fonction de leur spécificité de liaison et de leur composition protéique. On
retrouve le groupe des SLR (récepteur similaire au sequestosome) car ces récepteurs partagent les
mémes caractéristiques que le premier récepteur adaptateur identifié (p62, SQSTM1, sequestosome),
un groupe de récepteur associés a la mitophagie et un groupe de récepteur spécialisés (Cbl et Stbd1)

3% (illustration 22B). Parmi les cing SLR les mieux caractérisés on retrouve par exemple p62 >*’ et NBR1

358

(neighbour of BRCA1 (breast cancer early-onset 1) gene 1) qui possédent une région UBA (un

39 possédant un domaine UBAN (ubiquitine

domaine de liaison a I'ubiquitine), 'OPTN (optineurine)
binding ABIN in NEMO) de liaison a I'ubiquitine ou encore NDP52 (protéine nucléaire 52) **° et TAX1BP1
possédant un domaine UBZ ubiquitine « en doigt de zinc » leur permettant de reconnaitre I'ubiquitine

et la galectine pour NDP52.
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10.3. Laliaison cargo - RA : Ubiquitine, galectine
e’ubiquitine est une petite protéine de 76 acides aminés tres conservée et retrouvée chez tous les
organismes Eucaryotes. Le processus d’ubiquitination s’opeére sur les résidus lysine des protéines et
consiste en I'étiquetage covalent de 'ubiquitine sur la protéine cible via une cascade enzymatique
comportant 3 classes d’enzymes. Tout d'abord, I'enzyme E1 active la molécule d'ubiquitine de maniere
ATP-dépendante en formant une liaison intermédiaire covalente (thioester) entre un groupe actif de
cystéine exprimé par I'enzyme E1 elle-méme et |'extrémité C de I'ubiquitine. L'enzyme E1 se lie ensuite
a l'enzyme E2, également appelée enzyme de conjugaison de I'ubiquitine, qui accepte l'ubiquitine via
le résidu catalytique de cysteine. Enfin, I'ubiquitine ligase E3, en complexe avec E2, facilite le transfert
du fragment ubiquitine vers le substrat protéique cible en formant une liaison isopeptidique,
habituellement entre un résidu lysine (de la protéine cible) et le résidu glycine C-terminal de
I'ubiquitine ***. C’est I'ubiquitine ligase E3 qui détermine la spécificité du substrat et il en existe donc
un nombre assez important dans les cellules Eucaryotes. La superfamille des E3 ubiquitine ligases peut
étre classée en quatre familles majeures en fonction des domaines protéiques exprimés : RING (Really
Interesting New Gene), HECT (homologous to E6-associated protein C-terminus), U-box (UFD2
homology), et RBR (RING-in-between-RING) **2. L’ubiquitination d’une part, peut étre simple, on parle
alors de mono-ubiquitination qui joue globalement un réle dans la signalisation protéique. D’autre
part elle peut étre multiple (poly-ubiquitination) consistant a générer une chaine de molécule
d’ubiquitine ayant pour réle d’acheminer la protéine marquée vers la dégradation protéasomale et

36

autophagosomale *®. En terme de signalisation ubiquitine dépendante on retrouve notamment

I'implication de I'ubiquitination dans I'endocytose clathrine médiée ainsi que dans le trafic et la

signalisation de récepteurs et vésicules liée a la machinerie endosomale ***

. De plus, I'ubiquitination
protéique (généralement poly-ubiquitination) peut conférer une sélectivité de dégradation via la voie

autophagique **.

Par exemple, p62 contient un domaine PB1 N-terminal (Phox et Bem1p), un motif LIR et un domaine
C-terminal UBA (associé a 'ubiquitine). Le domaine PB1 est composé aux extrémités de domaines
chargés de maniere opposée permettant a p62 d’interagir avec lui-méme et formant ainsi des
multimeéres. La multimérisation de p62 est essentielle pour la dégradation sélective autophagique de
ce RA. p62 lie I'ubiquitine via le domaine UBA en position C-terminale. La multimérisation et la capacité
de liaison a l'ubiquitine permettent a p62 de regrouper le cargo ubiquitinylé. Son motif LIR favorise
I'interaction avec LC3 et est nécessaire pour la dégradation des structures contenant p62 via la voie

3% La caractérisation de p62 en tant que RA a contribué a la compréhension de

autophagique
I'autophagie médiée par les récepteurs et a été étudié pour son réle dans I'élimination des agrégats
de protéines (agréphagie). Néanmoins, il existe certains exemples montrant que les RA ne sont pas
toujours nécessaires pour |’élimination de substrats ubiquitinylés par voie autophagique. Par exemple,
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lors de I'endocytose de la bactérie Salmonella, des protéines cellulaires endosomales vont étre
ubiquitinylées et I'ubiquitine va directement étre reconnue par Atgl6L1 de facon indépendante des

récepteurs autophagiques et LC3 37,

eGalectine : Les galectines sont des lectines cytosoliques de type S comme mentionné dans le chapitre
B.5.2.4.1, qui reconnaissent des glycoconjugués contenant du R-galactoside exposés par exemple a la
surface membranaire d’organelles, lors d’altérations endomembranaires durant la pénétration ou
I’échappement vésiculaire de pathogénes dans le cytosol. Les galectines 3, 8 et 9 sont impliquées lors

80,368 P . . s P
>°, Récemment il a d’ailleurs été montré que

de I’entrée de certaines Entérobactéries dans la cellule
I’Adénovirus pouvait aussi induire le recrutement des galectines 3 et 8 lors de son échappement
endosomal ****°. Suite 4 la reconnaissance de signaux de danger issus de ruptures de membranes,

371 C’est par exemple le cas de NDP52 qui peut d’une

certaines galectines vont pouvoir recruter des RA
part étre recruté directement par son domaine UBZ par des bactéries enduites d'ubiquitine, et d’autre
part se lier a la galectine 8, elle-méme associée aux R-galactosides exposés sur les vacuoles
endommagées (endosomes ou lysosomes) contenant des bactéries du genre Salmonella . Le motif
LIR atypique de NDP52, appelé CLIR, comprend le tripeptide Leu-Val-Val et se lie spécifiquement a

LC3C permettant ainsi la dégradation sélective des substrats reconnus *’2

. Un autre récepteur
homologue a NP52, TAX1BP1 (T6BP) (Tax1 Binding Protein 1) lie l'ubiquitine et est composé du méme
motif LIR atypique CLIR que le NDP52 (Newman et al., 2012) son réle dans la xénophagie a récemment

été révélé dans la clairance de la bactérie de I'espéce Salmonella typhimurium *”.

10.4. L’autophagie de précision

Récemment une nouvelle forme de dégradation par autophagie sélective, I'autophagie de précision,

24 Dans cette forme d’AS, les récepteurs

a été décrite par I'équipe du Docteur Deretic et coll.,
autophagiques impliqués sont des protéines de la famille TRIM (protéine a motif tripartite), dont nous
avions déja évoqué le rdle antiviral de certains membres de cette famille dans la partie D.2.1.2.1. Les
protéines TRIM ont été considérées comme une famille sur la base de leur organisation protéique
contenant généralement: un domaine RING N-terminal (domaine de liaison aux enzymes de type E2
de conjugaison a I'ubiquitine, site d’activité E3 ligase), un ou deux domaines B-box (impliqué(s) dans
la multimérisation et d'autres interactions protéines-protéines) et un domaine « coiled-coil »
(illustration 23A et tableau 8). Le cumul de ces trois motifs (d’olu le nom motif tripartite), est
caractéristique des protéines de la famille TRIM et peut aussi s’appeler RBCC pour Ring, B-box, Coiled-
Coil *’*. Concernant le domaine C-terminal, il est variable selon les protéines TRIM et est spécifique des

375 N .
. En outre, un méme domaine

substrats reconnus. On peut retrouver par exemple un domaine SPRY
SPRY exprimé par une protéine TRIM peut interagir avec de nombreux partenaires et des substrats

potentiels *’°. Cependant, toutes les protéines TRIM ne sont pas des E3 ligases, par exemple, TRIM20
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contient des domaines : B box, CCD, et PRY/ SPRY, mais ne posséde pas de domaine RING E3 ligase qui

est remplacé par un domaine pyrine (PYD) (illustration 23A et tableau 8).

A : Représentation schématique d’une protéine TRIM

N-terminal RING B-Box Coiled-cail Domaine C-terminal

TRIM25

© Illustration, Laure Papin

|
Motif tripartite : RBCC

pour Ring, B-box, Coiled-Coil B : Uautophagie de précision : formation d’un
TRIMosome
© © Membrane
O d’isolation
© ..
Protéine
@ cible

Protéine TRIM

/1

Beclin 1 Atgl6L

lllustration 23 - A : Représentation schématique d’une protéine TRIM, B : L’autophagie de précision : formation d’un TRIMosome

Domaine Fonction / role

Si existant, domaine E3 ligase responsable de
RING I'activité ubiquitine ligase, domaine de liaison
avec |'E2 de conjugaison,

Domaine d'interaction protéine-protéine (doigt

B-Box (1 ou 2) de zinc)

de la famille TRIM

Domaine de multimérisation permettant des

Coiled-coil - . s , .
associations homotypiques ou hétéromériques

Motif RBCC caractéristique

Variable permet la liaison et la reconnaissance
de la protéine cible. Il existe au moins 10 motifs
C-Terminal différents retrouvés sur le domaine C-term en
combinaisons ou seuls. Pour ne citer que les plus

retrouvés : Cox-box ou SPRY et PRY

Tableau 8 - Domaines composants les TRIM et leurs fonctions
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Tout d’abord, I’équipe du Docteur Deretic et coll., a réalisé un criblage par petits ARN interférants
couplé a de I'imagerie haut débit (Cellomics), I'impact de I'extinction d’'un membre de la famille TRIM

sur 'autophagie est visualisé a I'aide du tandem mRFP-GFP-LC3B **°

. Ainsi cette étude a révélé qu'un
grand nombre (21 sur 67 testées) de protéines TRIM affecte I'autophagie. Ils montrent d’une part par
analyse in silico de recherche de motifs putatifs LIR, que les protéines TRIM peuvent exprimer des
motifs LIR leur donnant la possibilité d’interagir avec les protéines de la famille Atg8, par exemple
TRIMS5 en exprime deux alors que TRIM20 en exprime trois. Ainsi, TRIM5 semble particulierement
interagir avec GABARAP comme les autres protéines TRIM testées. D’autre part, les protéines TRIM
(50, 6, 17,22, 49) impactant 'autophagie semblent toutes interagir telles des plateformes avec ULK1,

Beclin-1, p62 et les protéines de la famille Atg8 (sauf LC3B)

(illustration 23B). L'assemblage de la
machinerie autophagique (ULK1, Beclin-1 et Atg8s) directement sur la protéine TRIM a conduit les
auteurs a proposer le concept de TRIMosome (illustration 23B). Le TRIMosome agirait comme une
plate-forme pour focaliser I'autophagie sélective sur des cibles trés spécifiques 2*°. Cependant d’autres
mécanismes et protéines autophagiques peuvent étre mis en jeu étant donné que cette étude montre
que TRIM55 affecte fortement I'autophagie sans pour autant se lier a ULK1 et Beclin-1 (il se lie
néanmoins aux Atg8). De plus, les auteurs ont décrit le fait que TRIMS interagit préférentiellement
avec la forme active d’ULK1 (phospho-ULK1 p-SER-317) et sachant que l'activité de Beclin-1 est
directement régulée via la phosphorylation d’ULK1, les auteurs ont considéré que certaines protéines
TRIM pouvaient agir comme des plateformes d’accueil pour l'activation d’ULK1 puis Beclin-1
(illustration 23B). La surexpression de certaines protéines TRIM semble promouvoir I'activation de

Beclin-1 résultant en la dissociation de ce dernier avec Bcl-2 et agissant ainsi par voie de conséquence

sur la régulation de I'autophagie basale.

Concernant TRIM5aq, il a déja été montré que TRIM5a Rhésus (RhTRIM5a) se lie a la capside du VIH-1
via son domaine SPRY agissant ainsi comme un puissant facteur de restriction viral inter-espéce ***.
TRIM5a pourrait aussi agir tel un PRR via la reconnaissance de la capside virale promouvant ainsi les
réponses immunes innées antivirales ***. De plus, I'activité ubiquitine ligase de RhTRIM5a (exercée par

245,246

son domaine RING) semble nécessaire pour la décapsidation virale suggérant que RhTRIM5a

pourrait utiliser le protéasome pour la dégradation du VIH-1 **"*

. L’étude de I'équipe du Docteur
Deretic et coll., a permis de montrer que RhTRIM5a peut cibler la capside du VIH-1 vers la voie
autophagique en interagissant avec la famille des protéines Atg8. La reconnaissance capside-

RhTRIM5a s’effectue au niveau du motif C-terminal SPRY 4277

et la reconnaissance Atg8- RhTRIM5a
via le motif coiled-coil grace a deux motifs LIR putatifs déterminé par analyse in silico ***. Cependant,
un autre groupe propose que l'autophagie jouerait uniqguement un role dans le renouvellement du

niveau basal de TRIM5a, puisque I'inhibition de I'autophagie (par siRNA ou CRISPR-Cas9) ne semble
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pas affecter la restriction du MLV (Virus de la Leucémie murin) par TRIM5a humain (HUTRIM5a) ou
encore du VIH-1 par RhTRIM5a bien que I'expression de ces TRIM5a soit régulée conjointement par

2 - . P
*°_ Enfin, une étude récente montre nous seulement que TRIM5a

I'autophagie et le protéasome
humain pourrait exercer un effet antiviral dans les cellules de Langerhans mais qu’en plus
I’engagement de la langerine par le VIH-1 induirait le recrutement de HUTRIM5a via la protéine LSP1
formant ainsi un complexe avec Atg16L1 et Atg5 afin qu’il soit dégradé par autophagie . Par ailleurs,
il a été décrit que dans une étude d’analyse de la régulation transcriptomique de TRIM5a, TRIM22 et
MxA (facteur de restriction de la réplication du virus de la grippe induit par I'interféron de type 1) lors
de I'infection par le VIH-1 que I'extinction (siRNA) de TRIM5a et TRIM22 augmente I'infection des LT
CD4" par le VIH-1 *’8. Aussi, TRIM22 a été montré comme capable d’inhiber la transcription du VIH-1
indépendamment de son activité d'ubiquitine E3 ligase, de la protéine virale Tat et de la réponse NF-
kB dépendante aux LTR montrant encore une fois I'importance de la participation cette famille

protéique lors de I'infection par le VIH-13"°.

Par la suite le groupe du Docteur Deretic et coll. a montré que TRIM20 et TRIM21 sont impliquées
respectivement dans la dégradation de composants de I'inflammasome (NLRP1 et 3, les protéines
pyrin-domain-containing 1 and 3, et la pro—caspase 1) et du systéme interféron de type | (IRF3) **.
Comme précédemment, ces protéines TRIM forment une plateforme accueillant d’une part la protéine
cible par liaison protéique directe et d’autre part des protéines autophagiques impliquées dans
I'initiation (ULK1 et Beclin-1), dans I’élongation (Atgl6L1) mais aussi dans I’exécution autophagique

254

(membre de la famille Atg8) “>". Toutefois, la diminution d’expression de TRIM17 (par siRNA) peut au

% et inhiber 'autophagie sélective

contraire augmenter le nombre d’autophagosomes dans la cellule
(p62 et RATRIMSa) **° soulignant ainsi le réle pro et anti autophagique des protéines TRIM. Enfin, de
facon trés intéressante, TRIM16 est capable de former un TRIMosome avec un membre de la famille
des galectines, galectine 3, qui est un senseur impliqué dans la reconnaissance d’altération

endomembranaires "%

. Cela ouvre la possibilité d’une potentielle implication des signaux « eat-me »
ubiquitine et galectine (illustration 23B) dans la reconnaissance des cibles par les protéines TRIM

élargissant ainsi le panel de protéines ciblées et dégradées par autophagie de précision.

D’autres groupes ont aussi montré un lien entre certaines protéines TRIM et I'autophagie (tableau 9).
Par exemple, il a été décrit que la surexpression de TRIM13 peut induire I'autophagie **' ou encore
que TRIM28 (aussi appelé KRAB-ZFP-associated protein 1 (KAP1)) peut réguler I'autophagie **°. TRIM19

(PML) et TRIM63 semblent aussi lier LC3 22238338,
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Pour conclure, les protéines TRIM représentent une nouvelle famille de RA qui semble reconnaitre les
cibles directement ou indirectement (galectine). Suite a cette reconnaissance, différentes protéines
autophagiques viennent s’assembler directement sur la protéine TRIM qui sert de plateforme
permettant ainsi la dégradation autophagique ou, plus rarement, son inhibition. Certains membres
peuvent lier des protéines de la famille Atg8 et/ou d’autres SLR comme p62. Etant donné que la
découverte de la capacité des protéines TRIM a agir en tant que RA est récente, les mécanismes
impliqués restent encore a étre étudiés, notamment le réle de I'activité E3 ligase de certaines
protéines TRIM dans I’autophagie, ou encore les différentes cibles reconnues. Cela ouvre la voie vers
de nouveaux champs d’actions thérapeutiques ciblés et pour la compréhension de la dégradation
sélective chez les mammiféres. Le tableau 9 récapitule les interactions connues a I’heure actuelle entre

les protéines TRIM et certaines protéines Atg.

TRIM Protéines autophagiques interagissant avec les TRIM

ULK1, Beclin1, ATG14L1, AMBRA, p62, LC3A/C, GABARAP, GABARAPL1/2 (Mandell et al., 2014). TRIMS est dégradé
TRIMS5 par autophagie.

TRIM6 ULK1, Beclin 1 (Mandell etal., 2014).

TRIM13 p62 (Tomar et al., 2012).

TRIM16 GABARAP (Mandell et al., 2014).

TRIM17 ULK1, Beclin 1, p62, LC3A, GABARAP (Mandell et al., 2014).

LC3B (He et al., 2014). p62 (RAR alpha fusion protein) (Wang, Z. et al., 2014). Colocalise avec p62 (Pankiv et al.,
TRIM19 (PML)  [2010).

ULK1, Beclin 1, ATG16L1, LC3A, LC3C, GABARAP, GABARAPL1/2 (Mandell et al., 2014; Kimura et al., 2015). Dégrade
des composants de I'inflammasome (NLRP3, NLRP1 and pro-caspase 1) et supprime I'activationde I'IL-1B par

TRIM20 dégradation autophagique (Kimura et al., 2015). TRIM20 est dégradé par autophagie en présence de sa cible.
ULK1, Beclin 1, p62, LC3A/C, GABARAP, GABARAPL1/2, ATG2A/3/4B/4C/5/10/ 12/13/16L1/101, AMPK, FIP200,
TRIM21 VPS34, UVRAG, and WIPI2 (Behrends et al., 2010; Kimura et al., 2015). Colocalise avec LC3B (Niida et al., 2010).

ULK1, Beclin1, p62, LC3A, GABARAP (Mandell et al., 2014). La sur-expression de TRIM17 supprime l'inhibition de
TRIM22 I'autophagie (Mandell et al., 2014).

TRIM28 ATG5/10/13, p62, GABARAP, ULK1, UVRAG, WIPI2 (Behrends et al., 2010). VPS34 (Yang et al., 2013).
TRIM30 TRIM30 est dégradé par autophagie.
TRIM49 ULK1, Beclin 1, p62, LC3A, and GABARAP (Mandell et al., 2014).
TRIM50 p62 et TRIMS0 est dégradé par autophagie (Fusco et al., 2012).
p62 (Lange et al., 2005; Pizon et al., 2013), NBR1 (Lange et al., 2005), LC3B (Pizon et al., 2013), LC3A, GABARAP
TRIM55 (Mandell et al., 2014). TRIM55 est dégradé par autophagie.
TRIM76 Optineurin (Blandin et al., 2013).

Tableau 9 - Résumé des interactions TRIM - protéines autophagiques

11. L’AUTOPHAGIE ANTI-INFECTIEUSE : LA XENOPHAGIE

Il est maintenant clair que I'autophagie est un mécanisme anti-infectieux et il a été démontré que la
xénophagie pouvait intervenir dans la clairance de bactéries, de virus, de champignons et de parasites.
Ainsi, I'autophagie peut étre directement induite par certains PRR agissant ainsi comme un effecteur
de la réponse immunitaire innée. Etant une voie de dégradation, I'autophagie peut aussi fournir des

antigénes pour la présentation antigénique afin de promouvoir I'immunité adaptative. L’autophagie
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anti-infectieuse peut correspondre a la séquestration de pathogéenes entiers ou de composants
infectieux, faisant le plus souvent intervenir 'autophagie sélective via ses récepteurs et adaptateurs
autophagiques. Néanmoins, les pathogénes semblent avoir réussi a s’adapter aux défenses cellulaires
et ont développé des stratégies d’échappement. L’autophagie semble pouvoir controler I'efficacité et
I'amplitude de la réponse cellulaire aprés reconnaissance d’un pathogéne ou d’un signal exogéne par

des PRR.

11.1. L’autophagie induite par des récepteurs de reconnaissance de
pathogenes (PRR)

11.1.1. Les TLR

L'engagement de certains TLRs par leur substrat peut induire I'autophagie. La reconnaissance du LPS
par le TLR-4 induit I'autophagie dans des lignées de macrophages murines **. Lors de I'activation des
TLR-3, 4, 7, MyD88 et TRIF (TIR domain containing adapter inducing interferon RB) permettent le
recrutement par ubiquitinylation de Beclin-1 dépendante de TRAF6 (TNF receptor associated factor 6)

ce qui le libere de son interaction avec Bcl-2 induisant ainsi I'autophagie **¢*’

. TRAF6 peut aussi activer
ULK1 contrdlant ainsi 'autophagie *%. Par ailleurs, I'activation de TLR-8 notamment par I’ARN sb du
VIH-1 induit I'autophagie dans les macrophages par un mécanisme dépendant de la vitamine D et du
CAMP (peptide humain antimicrobien cathelicidine) et I'induction de I'autophagie par les agonistes de
TLR8 inhibent I'infection par le VIH-1 **%. Une étude réalisée dans une lignée de macrophages montre
que l'induction de l'autophagie via la signalisation TLR-7 dépend de MyD88 et nécessite Beclin-1. En
outre, I'activation de I'autophagie par les agonistes TLR-7 induit la destruction de mycobactéries, bien
qgue les mycobactéries ne soient normalement pas associées a la signalisation issue de ce PRR. Cette
capacité d'élimination des agents pathogéenes est fortement compromise dans des cellules dont
I'expression de Beclin-1 a été diminuée par siRNA suggérant donc un processus autophagie-médié *%.

De plus, I'autophagie est essentielle pour la production de I'lIFN-alpha par les pDC durant une infection

par le VIH-1 et la signalisation par TLR-7 régule ce processus 3%

Enfin, nous verrons dans le chapitre D.12 que le VIH-1 inhibe I'autophagie dans les DC. L'inhibition de
I’'autophagie induit une diminution de I'activation des ¢cDC (CD11c+) et des MDDC dépendante des TLR-

18 Cela indique donc que

4 (LPS) et TRL8 (ARN sb) et des réponses antimicrobiennes associées
I’autophagie via les amphisomes contribue a fournir des composants microbiens pour I'induction de la

réponse immunitaire **,

-94-



PAPIN Laure — These de doctorat — Année 2017

11.1.2. Les NLR

Les senseurs cytosoliques NOD1 et NOD2 reconnaissent le muramylpeptide composant notamment le
peptidoglycane bactérien (bactéries Gram négatives) et cela induit leur activation ainsi que le
recrutement de la protéine autophagique Atgl6lLl a la membrane plasmique, le lieu d’entrée

39

bactérienne **. Cela est cohérent avec le rdle d’Atgl6Ll en tant que cargo de membrane au

phagophore a partir de la membrane plasmique décrit précédemment dans le chapitre D.9.1.3.5 **,
Concrétement, en condition pathologique (maladie de Crohn) dans les cellules dendritiques, suite a la
reconnaissance de bactéries commensales comme Escherichia coli, ou pathogénes opportunistes
comme les bactéries du genre Salmonella et Shigella, NOD2 est capable d’activer I'autophagie,
impliquant notamment les protéines autophagiques Atg5, Atg7, Atgl6lLl, induisant ainsi la
dégradation des bactéries détectées par xénophagie. Cette autophagie NOD2 médiée est nécessaire
pour la mise en place et la génération de la réponse CMH-II pour présenter des antigenes issus de la
dégradation bactérienne aux LT CD4+ "%, Le polymorphisme d’Atg16L1 et NOD2 est associé a un risque

plus élevé de développer la maladie de Crohn, tant ce mécanisme est important pour la tolérance de

la flore commensale %,

11.1.3. Les RLR

A I'heure actuelle aucune étude n’a démontré un lien direct d’induction d’autophagie par un RLR dans
un contexte infectieux. En revanche, I'autophagie peut réguler la réponse antivirale induite par
I’activation de certains RLR. En effet, dans |le cadre de I'infection par le VSV (virus a ARN sb), le conjugué
Atg5-Atgl2, trés important pour I’élongation du phagophore, a été montré comme régulant
négativement la voie de production de I'lFN de type | par association directe avec RIG-I et le promoteur
de I'IFN IPS-1 ***. Ainsi, certains composants de la machine autophagique semblent bloquer les
réponses immunitaires antivirales innées, contribuant ainsi a la réplication du virus a I'ARN dans les
cellules hotes. Par ailleurs, en absence d’autophagie (cellules Atg5-/-), les mitochondries défectueuses
ne sont plus recyclées et s’accumulent dans les cellules, générant une production de ROS (reactive
species oxygen) associée aux mitochondries. Ces données indiquent ensuite que les ROS associés aux

mitochondries jouent un réle clé dans la potentialisation de la signalisation RLR >%°.

11.1.4. Les CLR

Seule une étude trés récente démontre un possible lien entre un CLR et la voie autophagique. En effet,
il semble que I'engagement de la langerine (sur des LC primaires ou exprimée dans des lignées

myéloides MUTZ et de glioblastome U87) par le VIH-1 induirait une signalisation permettant au Trim5a
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131 . . . .
31 Par ailleurs, des liens indirects ont

humain d’engager une voie de dégradation via I'autophagie
montrés I'implication des CLR et de la voie autophagique dans un contexte infectieux. En effet, lors de
I'infection des DC par la bactérie Porphymonas gingivalis le croisement des voies TLR-2 (reconnaissant
FimA, une protéine structurelle du fimbriae bactérien) et de DC-SIGN (reconnaissant Mfa-1 une

glycoprotéine du fimbriae bactérien) empéche la destruction par autophagie de la bactérie **°. L

es
voies de signalisation engendrées par les récepteurs DC-SIGN-TLR-2 déterminent le devenir
intracellulaire de ce pathogéne dans les cellules dendritiques et peut influencer la persistance de la
bactérie dans les DC. Enfin, le CLR Dectin-1 (connu pour sa capacité de reconnaissance de glycans
fongiques) peut induire la LAP dans les macrophages et les MDDC en recrutant directement LC3 aux

phagosomes *’. Cela requiert Iimplication de la tyrosine kinase Syk, d’Atg5 et I'activation de la

production de ROS par la NADPH oxydase.

11.2. La xénophagie anti-bactérienne

C’est grace a I'étude de I'autophagie au cours de l'infection bactérienne que la xénophagie a été

P 398,399
décrite 7%

. Les Mycobactéries entrent dans les macrophages par phagocytose et en condition de
carence nutritive (ou aprés traitement avec de la rapamycine) I'autophagie controle la réplication de
plusieurs especes de ce genre bactérien tels que M. tuberculosis et le BCG (Bacillus Calmette-Guérin

398

une souche atténuée de M. bovis . Néanmoins, ces bactéries réussissent a échapper a la dégradation

en inhibant la maturation des phagosomes et des lysosomes *%.

Concernant les coques a Gram positif, les bactéries du genre Streptococcus entrent dans la cellule par
endocytose et échappent a leur dégradation en sécrétant une toxine la streptolysine O permettant
d’endommager les membranes endosomales. Une fois dans le cytoplasme, les Streptocoques du
groupe A pouvent étre dégradés de facon Atg5 dépendante (dans les cellules MEF, des fibroblastes)
% De fagon similaire, d’autres coques a Gram positif, les Staphylocoques et notamment I’espéce S.
aureus, responsable de graves infections nosocomiales et opportunistes, se retrouvent piégés dans
des vésicules WIPI-1 positives ciblées pour la dégradation lysosomale dans des cellules U20S (cellules

; 1
d'ostéosarcome) *°*.

Enfin concernant les bacilles a Gram négatif, la plupart sont des entérobactéries faisant parti de la
flore commensale mais pouvant parfois s’avérer étre des pathogéenes opportunistes dans certains
contextes. De nombreuses études démontrent I'importance de la xénophagie antibactérienne en tant
gue mécanisme de défense innée comme par exemple le fait que I'autophagie semble contréler la

T . ;. N . . . 402
réplication des bactéries de I'espece Escherichia coli

. Les bactéries du genre Salmonella peuvent se
retrouver dans des vacuoles (SCV vacuoles contenant Salmonella) et s’en échapper via leur systeme
de sécrétion. Une fois dans le cytoplasme, les bactéries peuvent étre ubiquitinylées (via I'E3 ubiquitine
ligase LRSAM1) et les dommages provoqués aux membranes peuvent étre reconnus par la galectine 8
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4 . . g s . .
80493 " Ces signaux « eat-me », 'ubiquitine recouvrant les bactéries et la galectine 8 sur les membranes

80,403
2

endommagées, vont pouvoir étre reconnus par p62, 'OPTN ou NPD5 et ciblés de maniere

spécifique vers une dégradation lysosomale. L'espece Shigella flexneri a aussi été montrée comme

80,404
2

étant dégradée via une autophagie sélective médiée par p62 et NDP5 mais aussi par dégradation

directe sans SLR par xénophagie via I'expression de VirG une protéine de surface bactérienne reconnue

405

par Atg5 “. Enfin, au contraire, certaines espéces de bacilles a Gram positif utilisent I'autophagie pour

mieux persister dans la cellule infectée. C’'est le cas de la bactérie Coxiella burnetii qui induit

406

I'autophagie afin de former des vésicules propices a sa réplication ™. L'augmentation du flux

autophagique (par carence nutritive) ou d'autophagosome (traitement rapamycine) promeut d'autant

406,407

plus la réplication bactérienne notamment en réparant et en maintenant l'intégrité du

. . . , . L. 408
compartiment vacuolaire dans lequel cette espece bactérienne se réplique ™.

En conclusion, bien que la xénophagie (sélective ou non) semble étre un mécanisme antibactérien
efficace, certaines de ces études montrent que les bactéries s’adaptent a leur environnement et

développent des moyens élaborés afin de se protéger et persister dans I’organisme.

11.3. Lavirophagie

Avant de détailler les roles de I'autophagie au cours de I'infection par le VIH-1, nous verrons dans ce
paragraphe qu’encore une fois, comme pour les bactéries, 'autophagie (sélective ou non) peut
participer a la dégradation de composants viraux (virophagie). Dans la plupart des cas les virus peuvent
détourner l'autophagie ou encore l'inhiber pour échapper a la dégradation lysosomale. L'effet

49 En effet, des

protecteur antiviral de I'autophagie intervient trés rapidement aprés l'infection
autophagosomes peuvent étre formés dans la cellule en 5-10 minutes en condition de carence
nutritive (acides aminés), encore une preuve qui tend vers le fait que I'autophagie peut étre considéré

comme un mécanisme de réponse innée %,

11.3.1. Virophagie par autophagie sélective

La protéine de la capside du virus Sindbis (ARN sb), est reconnue par p62 conduisant a sa dégradation
par autophagie sélective **°. De facon intéressante, il a été décrit que le domaine UBA de p62 n’était
pas nécessaire pour cette interaction, suggérant que [Iinteraction soit indépendante de
I"'ubiquitinylation et le mécanisme impliqué reste encore a étre élucidé. La dégradation de la capside
virale permet de détoxifier la cellule de I'accumulation de capside virale et ainsi contribue a maintenir
la cellule en vie. De facon similaire, la capside du virus du Chikungunya (CHIKV) (ARN sb) peut aussi
étre reconnue par le SLR p62 mais cette fois ci de maniere dépendante de I'ubiquitinylation de la
capside. L'induction d’autophagie apres infection par le CHIKV avait été rapportée et corrélait avec

une résistance des cellules infectées a la mort cellulaire et une restriction de la transmission d’infection
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1 En fait, il semble que le RA p62 protége les

placant I'autophagie dans un réle cytoprotecteur
cellules de la mort en ciblant la capside ubiquitinylée vers les autophagolysosomes **2. En revanche,
NDP52, interagit avec la protéine virale non structurale nsP2, favorisant ainsi la réplication virale. Ces
résultats décrivent les réles distincts et contradictoires de p62 et NDP52 au cours de l'infection virale
2 Toutefois, il a aussi été montré que certaines espéces virales se sont adaptées a la sélectivité du
mécanisme d’autophagie et peuvent directement induire la dégradation de certains SLR. En effet, lors
de l'infection par le virus de la Dengue (DENV), le RA p62 restreint la réplication du DENV et est
spécifiquement dégradé dans les cellules infectées par le DENV grace a une augmentation de la

dégradation protéasomique **>.

11.3.2. Inhibition des étapes initiales de virophagie

En outre, plusieurs étapes de I'autophagie peuvent étre prises pour cible par les virus. Par exemple,
certains virus induisent I'autophagie dés leur entrée, comme le virus de la rougeole (MeV) qui induit

414
. Durant les

I"autophagie par liaison a son récepteur d’entrée dans la cellule, le récepteur CD46
stades tardifs de l'infection, I'expression de la protéine C du MeV est suffisante pour induire une
deuxiéme vague d'autophagie par interaction avec IRGM (Immunity-related GTPase family M protein),
un régulateur connu de I'autophagie ***. En revanche, certains autres virus, comme le HSV-1 (Herpés
Simplex Virus Type 1), peuvent bloquer les étapes d’initiation de I'autophagie. En effet, le HSV-1 peut
inhiber I'autophagie grace a deux protéines virales, ICP34.5 qui va interagir avec Beclin-1 et Us11 qui

va s’associer a la protéine cellulaire antivirale PKR et inhiber I'autophagie par un mécanisme encore

inconnu *°.

11.3.3. Inhibition des étapes tardives de I’autophagie

Concernant les étapes de maturation de l'autophagie, de nombreux virus a ARN, comme les
Picornavirus (Poliovirus, Rhinovirus) et les Flavivirus (par exemple le virus de I'"Hépatite C (HCV)),
induisent le processus autophagique au cours de leur cycle réplicatif pour générer des membranes
nécessaires a la biogenése de leurs composants viraux **’. Par exemple, le HCV utilise des vésicules

1 \ . . . .
8 Une espece de la famille des Picornavirus, le virus

LC3-PE positives pour sa réplication
Coxsackievirus B, peut méme utiliser des vésicules autophagiques matures pour sortir des cellules et
se propager aux cellules voisines **°. De nombreux virus peuvent ainsi détourner les étapes tardives de
la machinerie autophagique pour leurs propres bénéfices comme le virus de la grippe A **° ou encore

le VIH-1 (voir le chapitre ci-apres).
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12. LA VIROPHAGIE ANTI-VIH-1

Dans le cadre de ce projet je me suis plus précisément intéressée aux mécanismes impliquant
I’autophagie au cours des événements précoces de l'infection par le VIH-1. Il a été décrit par mon
équipe d’accueil et d’autres groupes que I'autophagie pouvait jouer un role pro et antiviral selon la
chronologie de I'infection, le type cellulaire ciblé ainsi que son statut (infecté ou non). Ainsi au cours
de ma these j'ai eu 'opportunité de participer a I'élaboration d’un chapitre de livre relatant cette
thématique, que vous trouverez ci-apres en annexes. Voici la référence de cette revue : Papin L, et al.,
Autophagy and HIV-1 Infection, Encyclopedia of AIDS, 2015. Lillustration 24, provenant de cet article,
illustre la relation entre I'autophagie et le VIH-1 dans les LT CD4+, les macrophages et les cellules

dendritiques.
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12.1. Les lymphocytes T CD4"

Les lymphocytes T CD4" sont les cibles principales du VIH-1. Durant la phase asymptomatique de la
maladie, une diminution progressive du nombre de lymphocytes T CD4" chez les patients infectés est
observée menant a la phase SIDA caractérisée par une immunodéficience. Cette déplétion est
multifactorielle et est toujours a I’heure actuelle le sujet de nombreuses études. Néanmoins, plusieurs
mécanismes peuvent expliquer cette déplétion comme I'apoptose, la pyroptose ou encore
I'inflammation chronique (chapitre A.1.4) 2.

e Une fois infectés, les LT CD4", expriment a leurs surfaces la glycoprotéine d’enveloppe virale (Env).
De fagon tres intéressante, le contact entre cellules infectées ou exprimant I’enveloppe virale Env et
des cellules non infectées exprimant les récepteurs CD4 et CXCR4/CCR5 induit la mort par apoptose

2 En effet, ce contact Env-

via la voie autophagie des cellules non infectées avoisinantes
CD4/corécepteur, induit une accumulation de caspase 3 et de vacuoles autophagiques. Plus
précisément que lors de ces contacts cellulaires, les propriétés fusogéniques de la gp41 sont requise
pour générer des syncytia et I'induction de la mort cellulaire par autophagie des cellules non-infectées
2L Ainsi, par 'induction de la mort programmée par autophagie des LT CD4" non infectés, le VIH-1 est

capable de détourner les propriétés antivirales de ce mécanisme cellulaire (illustration 24).

eToutefois, les LT CD4" productivement infectés (souches R5 ou X4) présentent une réduction
significative du flux autophagique, du nombre d’autophagosomes ou encore la diminution de certaines

422423 pécemment, une autre étude

protéines cruciales pour I'autophagie telles que Beclin-1 et LC3-II
montre que 'autophagie est rapidement induite (dés 4H) dans les cellules HEK exprimant stablement
CD4 et CXCR4 et les LT CD4" en présence de cellules exprimant Env. Cette induction d’autophagie est
progressivement et rapidement bloquée mais les mécanismes sous-jacents expliquant cette inhibition
ne sont pas encore élucidés. Néanmoins, la protéine virale Vif interagissant avec la forme pro-LC3B est
en partie responsable de I'inhibition de I'autophagie au niveau des étapes d’initiation *** (illustration
24). De plus, il a trés récemment été montré que le trans-activateur viral Tat du VIH-1 est dégradé par

autophagie sélective dans les LT CD4* **

. La protéine virale Tat qui est importante pour la transcription
du génome viral, va étre spécifiquement reconnue par le SLR p62 qui va induire sa dégradation
lysosomale par autophagie sélective. Cette interaction estindépendante de I'ubiquitine car le domaine
UBA de p62 n’est pas requis pour l'interaction entre p62 et Tat. Le VIH-1 inhibe ainsi 'autophagie de
facon a éviter sa dégradation ainsi que la dégradation de composants viraux nécessaires a sa

réplication et a la génération de nouveaux virions comme la protéine Tat ou encore la capside virale

131,425,426
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Pour conclure, outre son réle antiviral, I'autophagie peut également étre utilisée par le virus pour son
propre profit pour se reproduire plus efficacement dans les LT CD4" ou pour contrdler la survie
cellulaire. Le mécanisme expliquant cette dichotomie (illustration 24) dans le processus autophagique
entre cellules LT CD4" productivement infectées et les lymphocytes bystander est actuellement en

cours d’étude dans le laboratoire d’accueil.

12.2. Les monocytes et macrophages

Dans le cas des LT CD4" le VIH-1 semble inhiber ou utiliser le mécanisme d’autophagie pour se propager
et accroitre I'immunodéficience chez les patients infectés (illustration 24). En revanche, il semble que
chez les macrophages et les monocytes, autre population cible du VIH-1, le contact de cellules
exprimant I'enveloppe virale n’induit pas la mort par autophagie des cellules voisines non infectées
mais induit 'accumulation de vacuole autophagiques **2. Au contraire des LT CD4', I'infection

422
. Les

productive (R5 et X4) chez les macrophages et les monocytes semble induire "autophagie
étapes d’initiation de l'autophagie paraissent favoriser la production de particules virales en
contribuant au clivage du précurseur polyprotéique gag qui a été retrouvé associé a LC3 et présent

dans des membranes enrichies en LC3-11 **/

. Bien que le VIH-1 semble exploiter I'autophagie durant
les premieres étapes de l'infection chez les macrophages pour la néosynthése virale, le virus a un
impact négatif sur les étapes de maturation de lI'autophagie, notamment pour éviter sa dégradation.
En effet, la protéine Tat induit la production d’IL10 par les macrophages activant ainsi la voie STAT3.
La protéine virale Tat peut aussi s’associer, entre autres, au corécepteur CXCR4 induisant I'activation
de la voie AKT/Src. L’activation de ces voies induit in fine I'inhibition de I'autophagie et conduit a une

diminution de la présentation CMH-II **%,

De plus, il a été décrit qu’une autre protéine virale, Nef,
interagit avec IRGM qui joue un rdle dans I'immunité innée et dans la régulation de I'autophagie en
interagissant avec ULK1 et Belinl mais aussi NOD2 et Atgl6lLl dans un contexte d’infection

429

bactérienne L'interaction Nef/IRGM induit I'accumulation d'autophagomes et favorise la

415

réplication du VIH-1 "7, Le stade de maturation des vacuoles autophagiques est aussi inhibé par une

autre action de la protéine Nef capable de s’associer avec Beclin-1 **’ (illustration 24).

Pour conclure, il apparait que l'infection des macrophages et monocytes par le VIH-1 est détectée
uniguement chez les cellules présentant une faible activité du flux autophagique. Ceci renforce l'idée
que I'autophagie exerce une fonction antivirale dans les macrophages mais on ne sait pas encore si le

virus cible spécifiquement cette machinerie dans ces cellules afin de contrer cette fonction.

12.3. Les cellules dendritiques

Enfin, en ce qui concerne les DC, le laboratoire d’accueil a montré que le contact avec I'enveloppe
virale du VIH-1 provoque tres rapidement, chez les DC infectés, I’activation de la kinase mTOR (via la
voie ErK/pS6) qui est un régulateur négatif de I"étape d’initiation du flux autophagique (illustration
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24). La voie mTOR est activée en présence de gp120, du VIH-1 ou d’anticorps anti-CD4 ou encore le
mutant du VIH-1 défectif pour la fusion F522Y (mais pas d’anticorps anti-DC-SIGN ou de virus AEnv
délété pour I'enveloppe virale) ce qui signifie que cette voie d’inhibition autophagique repose sur
I'interaction de I’enveloppe virale Env indépendamment de ses propriétés fusogéniques et du

récepteur CDA4.

Concretement, cela entraine une diminution significative et progressive du nombre
d’autophagosomes dans les cellules infectées réduisant ainsi I'activité virophagique dans ces cellules

et favorisant l'infection virale au cours du temps 158

. Uinhibition de I'autophagie induite par le VIH-1,
non seulement favorise I'infection et la transmission du virus vers les cellules cibles (la trans-infection),
mais altere aussi fortement les réponses immunitaires innées et adaptatives des DC. Ceci a d’ailleurs

sz . P 430
été confirmé par d’autres groupes de recherche

. A l'inverse, lorsque I'autophagie est induite (en
inhibant mTOR avec de la rapamycine, le VIH-1 ou encore des siAtg5 ou siLC3), on peut observer une
réduction significative de la quantité de virus et du transfert de l'infection par le VIH-1 aux cellules T
CD4" cibles **® (illustration 24). De méme, 'inhibition de la voie autophagique diminue les réponses
TLR-4 et LTR8 (via leurs ligands respectifs le LPS et I’ARN sb) illustré par la diminution de la production
de TNF alpha. Aussi, lorsque I'autophagie est inhibée (par siRNA LC3 ou inhibition par 3-MA), il a été
observé une diminution forte de I'activation de clones de LT CD4" spécifiques du VIH-1. La 3-MA bloque
la PI3KC3 et donc inhibe I'étape de nucléation autophagique ***. A contrario, I'induction d’autophagie
dans les DC (par traitement avec rapamycine) entraine une meilleure réponse immunitaire innée et

adaptative, suggérant que I'autophagie contribue fortement a la dégradation des virions et ouvrant la

voie vers une exploitation possible dans le cadre de thérapies vaccinales ou pharmacologiques.

Le déclin autophagique apparait aprés 10H d’exposition des DC au VIH-1 avec, comme pour les LT CD4",
un pic d’autophagie (augmentation de LC3-1l) observé aux temps précoces suggérant une réponse
autophagique rapide. Les DC étant des phagocytes et des cellules présentatrices d’antigénes
professionnelles, il a été observé que le VIH-1 est trés rapidement conduit vers la dégradation
lysosomale autophagique (virus dans des vésicules a doubles membranes en TEM). En effet dés 15
minutes d’exposition des DC au VIH-1 environ 10% de la protéine gag du VIH-1 sont retrouvés dans
des vésicules LC3". Aprés 12H, on observe un pic de colocalisation entre gag et LC3 mais aussi de gag
et LAMP1 marqueur des compartiments lysosomaux et d’autant plus en présence de chloroquine (un
alcaliniseur de I'espace intra-lysosomal). Conformément aux travaux réalisés par d’autres groupe, le

VIH-1 est fortement dégradé dans les DC aprés I'entrée virale "%

. De fagon trés intéressante, il est
important de noter que Il'anticorps anti-DC-SIGN (H-200) n'a pas montré d'effet sur I'activation de la
voie mTOR, mais il a été constaté que DC-SIGN co-localise fortement avec des structures LC3* aprés 10

minutes de stimulation avec le VIH-1, la gp120 et I'anticorps anti-DC-SIGN AZN-D1. Cela sous-entend
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peut-étre un réle mineur de l'engagement de DC-SIGN dans l'activation de mTOR (inhibition de
I’autophagie) mais cela suggeére, en outre, un lien potentiel entre le récepteur DC-SIGN et le trafic vers
les autophagosomes. C’est justement ce lien que j’ai étudié durant ma these. Par ailleurs, un autre
groupe a étudié le suivi de lentivirus pseudotypés avec une glycoprotéine d’enveloppe mutée du virus
Sindbis lui conférant une exclusivité de fixation a DC-SIGN et mis en contact avec des HEK293T

431 . ,
. Cette étude a montré que ces

stablement transduites pour exprimer le récepteur DC-SIGN humain
lentivirus chimériques étaient internalisés par endocytose clathrine-dépendante par le récepteur DC-
SIGN puis que ces virus étaient retrouvés dans des compartiments endosomaux précoces (co-
localisation avec EEA-1) puis aprés 45-75 minutes dans des organelles autophagiques LC3". Le
traitement des cellules avec de la rapamycine et de la 3-MA respectivement diminue et augmente
significativement la quantité lentivirale dénombrée renforcant I'idée que I'autophagie agit en tant que

431 .
. Cela confirme

processus de défense antivirale capable aussi de limiter la transduction de cellules
aussi la probable implication de DC-SIGN dans le ciblage de virions vers une voie autophagique. Enfin,
nous avons évoqué précédemment une étude récente montrant que I'engagement de la langerine par
le VIH-1 pouvait induire un complexe avec (la capside virale)-Trim5a-Atg16L1-Atg5 afin d’acheminer

131

le virus vers la dégradation ~°°. Ce complexe formé est proche de ceux décrit lors de I'autophagie de

précision caractérisée par les études du Docteur Deretic et impliquant le recrutement d’une protéine

de la famille TRIM comme plateforme de protéines autophagiques >****2.

En conclusion, le VIH-1 est capable de bloquer, a moyen terme, l'initiation de I'autophagie dans les DC
suggérant fortement que le virus tente de contrecarrer I'autophagie en tant que mécanisme de
défense antivirale 2. Néanmoins, la voie autophagique apparait comme un mécanisme antiviral
intervenant trés rapidement (peut-étre méme le premier d’ailleurs) lors de I'infection par le VIH-1 et
il apparait donc essentiel de mieux caractériser son mode de régulation. Ainsi, mieux caractériser les
mécanismes conduisant a une autophagie antivirale dans les DC permettra sans nul doute d’identifier
les facteurs cellulaires impliqués dans les évenements précoces de I'entrée virale, pouvant se révéler
étre des cibles de choix pour certaines thérapies visant a limiter les étapes ultérieures de transmission

virale.
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1. CULTURE CELLULAIRE

1. Lignées cellulaires et transfection
Les lignées cellulaires HEK293T (Human Embryonic Kidney Cells exprimant I'antigene T du SV40) et

Hela (Henrietta Lacks Human Cervical cancer) ont été utilisées. Ces lignées cellulaires ont été cultivées
dans du milieu de culture DMEM supplémenté par 10% de sérum de veau foetal ainsi que 1%
d’antibiotiques (pénicilline-streptomycine). Les lignées cellulaires THP-1 ATCC et THP-1 DC-SIGN
(lignée myélomonocytique humaine) proviennent du programme AIDS reagent du NIH, les THP-1 DC-
SIGN ont été transduites pour exprimer stablement le récepteur. Ces lignées cellulaires ont été
cultivées dans du milieu de culture RPMI supplémenté par 10% de sérum de veau feetal ainsi que 1%
d’antibiotiques (pénicilline-streptomycine). Les cellules HEK293T ou Hela ont été transfectées a I'aide
de Turbofect Transfection Reagent (Thermo Scientific) ou JetPEl (Polyplus) en respectant les
indications du fournisseur. Pour chaque type cellulaire, la quantité optimale de plasmide transfecté a
été vérifiée par dose réponse en cytométrie en flux ou par western -blot. Le tableau 10 récapitule les

principaux plasmides utilisés durant ma these.

Laboratoirede
provenance

Plasmides

pCDNA3_DC-SIGN_WT
pCDNA3_DC-SIGN_LL/AA

Laboratoire du docteur

pCDNA3_DC-SIGN_EEE/AAA Geijtenbeek
pCDNA3_DC-SIGN_Y/A

pCDNA3_DC-SIGN_K5/A

Synthétisé durant ma thése
pCDNA3_DC-SIGN_K32/A

Docteur Sharon Tooze (Young

pmAtg9-HA et al., 2006)
TRIM25-V5 Docteur Sébastien Nisole
TRIM25-HA

TRIM25-HA 1-630 Docteur Kwon Matthias W
TRIM25-HA 1-185 Hentze & V Narry Kim (Kwon
TRIM25-HA 81-630 et al., 2003
TRIM25-HA 185-630

GST-vide

GST-LC3A Laboratoire d'accueil (Borel et
GST-LC3B al. 2015)
GST-LC3C

Tableau 10 - Liste de plasmides utilisés durant ma these

2. Isolation de monocytes a partir de PBMC humaines

Des cellules mononucléées (PBMC) de sang leuco-plaquettaire (Buffy coat) ont tout d’abord été

purifiées sur gradient de Ficoll. Puis des monocytes (CD14") ont été isolés a partir de ces PBMC aprés
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incubation avec des anticorps anti-CD14 couplés a des billes magnétiques (Milteniy Biotech) et passage
a travers une colonne composée de spheres ferromagnétiques et soumise a un champ magnétique via
un aimant. Les cellules CD14" ainsi retenues par le champ magnétique sont lavées dans la colonne avec
un tampon adéquat (PBS + 0,5% d’albumine de sérum bovin + 2mM EDTA) puis éluées avec ce méme

tampon une fois éloignées du champ magnétique.

3. Génération et culture de MDDC

Les monocytes ainsi obtenus sont ensuite cultivés dans du milieu de culture IMDM complet en
présence d’interleukine-4 (500 unités/ml) et de GM-CSF (500 unités/ml), ajoutés tous les 2-3 jours,
pendant 5 a 7 jours permettant de générer des cellules dendritiques dérivées de monocytes (MDDC).

Etude de I’endocytose du récepteur DC-SIGN

4. Etude de I'’endocytose du récepteur DC-SIGN

Une fois préparées sur lamelles pour I'lF ou plaque 96 puits pour le Facs et la biochimie, les cellules
sont placées a 4°C pendant 10-15 minutes. Suivant les conditions indiquées, certains ligands
spécifiques de DC-SIGN (Anticorps DCN46 et/ou MR1 a 5ug/ml final ; le VIH-1 X4 ou R5 MOI 2 a 5 selon
les expérimentations ; lipoarabinomannan mannosylé (ManLAM) a 2pg/ml final) sont ajoutés aux
cellules, homogénéisé et incubés a 4°C durant 10-15 minutes afin de figer les phénoménes de diffusion
et d’endocytose. Afin d’étudier I'’endocytose et I'internalisation du récepteur DC-SIGN, les cellules sont
ensuite incubées a 37°C selon les temps de cinétique. Pour I'immunofluorescence ou le FACS les
cellules ont été fixées en paraformaldéhyde (0.5% ou 2% si infection par le VIH-1) durant au moins 15
minutes. Pour les aspects biochimiques, les cellules ont été soit directement lysées dans du tampon
Laemmli 2X pour les analyses directes par western blot ou dans du tampon de lyse pendant 20 minutes

a 4°c pour les immunoprécipitations.

2. PRODUCTION DE VIRUS

La production des virus VIH-1 de tropisme X4 et R5 a été réalisée a partir de cellules HEK293T
transfectées avec des plasmides contenant les provirus par la technique au phosphate de calcium. Les
plasmides contenant les provirus utilisés sont les constructions suivantes : R8bal_HIV-1 (R5) et R9_HIV-
1 (X4). Pour le dosage des virus produits, des cellules JLTR5 (NIH) (des Jurkat (LT CD4+) exprimant
stablement le corécepteur R5 et naturellement X4 avec la GFP sous controle du promoteur LTR du VIH-
1) ont été infectées par différentes dilutions des surnageants de virus obtenus précédemment.
L’analyse du niveau infection via la détection de la fluorescence GFP est réalisée par cytométrie en flux

et permet de corréler une multiplicité d’infection (MOI).
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3. BIOCHIMIE

1. Western blot

Apres récupération des cellules par centrifugation, le culot est directement lysé dans du tampon
Laemmli 2X (composé notamment de B-mercaptoethanol) puis chauffé sur bloc chauffant durant 10
minutes a 95°C pour les expériences de western blot sur lysats cellulaires directs. Les échantillons
dénaturés provenant de lysats directs ou des IP (voir apres) sont déposés sur un gel Prosieve a 10%.
Les protéines ayant migré dans le gel sont ensuite transférées par sur membrane de PVDF
(polyfluorure de vinylidéne) pré-activée avec de I’éthanol absolu ou de nitrocellulose. Aprées saturation
de la membrane pendant 1h avec du tampon PBS/0,1%Tween-20 supplémenté de lait écrémé (5%),
les anticorps primaires non-couplés dirigés contre la protéine d’intérét sont dilués dans du tampon
PBS/0,1% Tween-20/1% lait puis ajoutés sur la membrane toute la nuit a 4°C en agitation. Aprés 3
lavages de 10 min, la membrane est ensuite incubée pendant 1h a température ambiante dans une
solution PBS/0,1% Tween-20/1% lait contenant une dilution d’anticorps secondaires dirigés contre
I’espéce de I’Ac primaire et couplés a la peroxydase de radis noir (HRP). Aprés lavages, la réaction
générant la chimioluminescence a été réalisée avec du Luminata ou Luminata forte (Merck Millipore)
et la détection du signal est effectuée a I'aide de la GBox-iChemi assistée du logiciel GeneSys ou a I'aide
du ChemiDoc (Biorad) assisté du logiciel Image Lab. La quantification par densitométrie a été mesurée

a l'aide de ces mémes logiciels.

2. Immunoprécipitation

Aprés traitement des cellules (transfection et/ou endocytose de DC-SIGN), les cellules ont été lysées
durant 30 minutes a 4°C (sur glace) dans du tampon de lyse (20mM Tris/150mM NaCl/1%NP-
40/inhibiteurs de protéases et de phosphatases) puis les lysats ont été centrifugés durant 30 minutes
a4°Ca 13500 rpm. Des billes de sépharose couplées aux protéines A et G (Rockland), ont au préalable
été lavées (centrifugations a 13500 rpm, 4°C, 1 min) 2 fois en tampon de base (20mM Tris/150mM
NaCl) puis 1 fois en tampon de lyse. Dans le cadre d’'une immunoprécipitation du récepteur DC-SIGN
engagé au préalable par des anticorps, les lysats cellulaires ont directement été incubés sur les billes
et placés sur roue a 4°C toute la nuit (12h max). Sinon, les billes lavées sont incubées en présence
d’anticorps dirigé contre la protéine d’intérét en concentration saturante durant 2h sur roue a 4°C.
Suite a cela les billes ont été de nouveau lavées pour rejeter I'exces d’anticorps. Enfin 10% des lysats
cellulaires ont été récupérés et dénaturés en tampon Laemmli 2X et bouillis sur bloc chauffant durant
10 minutes a 93°C, constituant ainsi I'input. Le reste des lysats cellulaires ont ensuite été incubés sur
roue a 4°C toute la nuit (12h max) sur les billes préparées. Apres incubation du lysat sur les billes, 1
lavage des billes a été réalisé en tampon de lyse puis 2 lavages en tampon de base. A I'issu de ces

lavages, les billes ont été séchées a la seringue puis incubées dans du tampon de dénaturation Laemmli
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2X et bouillies sur bloc chauffant durant 10 minutes a 93°C. Les échantillons ont ensuite été déposés
sur un gel Prosieve a 10%, transférés sur membrane de PVDF ou nitrocellulose et révélé a 'aide des

anticorps adéquats.

3. Spectrométrie de masse

Afin de réaliser I'étude différentielle de I'intéractome de DC-SIGN a 4 et a 37°C, trois expériences
d’immunoprécipitation du récepteur DC-SIGN ont été réalisées a partir de 1,5x10 cellules/condition
THP-1 DC-SIGN et THP-1 (controle négatif) comme décrit précédemment. Suite a cela, j'ai eu
I'opportunité d’étre formée par Edith Demettre (plateforme de protéomique, IGH, Montpellier) afin
de préparer les peptides issus des protéines contenues dans les immunoprécipitats avant injection au

spectrometre de masse.

4. CYTOMETRIE EN FLUX

1. Etude de I'expression du récepteur DC-SIGN par cytométrie en flux
(FACS)

Les cellules analysées par cytométrie en flux ont été fixées au préalable (0,5% PFA ou 2% pendant 30
min a 4°C si infection par le VIH-1 de fagon a inactiver le virus). Dans le cas d’'un marquage
intracellulaire, un tampon PBS-BSA-Saponine 0,05% est utilisé. Les anticorps primaires puis les
anticorps secondaires adéquats ont été incubés sur les cellules durant 45 minutes a 4°C. Entre chaque
étape de fixation et de marquage anticorps, les cellules ont été lavées (centrifugations a 1800 rpm,

4°C, 5 min) en tampon FACS (+/- saponine).

5. BIOLOGIE MOLECULAIRE

1. Transformation bactérienne, extraction et purification des plasmides

Les plasmides contenant le géne d’intérét sont insérés par choc thermique (incubation ADN/bactérie
pendant 30 minutes sur glace puis 45 secondes a 42°c et 10 secondes sur glace avant de remettre les
échantillons a température ambiante) dans la souche bactérienne DH5a issue de I'espéce Escherichia
coli. Les bactéries sont ensuite placées dans du milieu riche sans antibiotiques pendant 1h puis étalées
sur des boites de pétri contenant de I'agar avec un antibiotique de sélection correspondant suivant le
géne de résistance amené par le plasmide. Des clones bactériens sont ensuite incubées dans du milieu
LB (Lysogeny Broth) supplémenté avec 100ugl/ml d’antibiotique afin d’amplifier la quantité de
bactéries contenant le plasmide d’intérét. L'extraction et la purification des plasmides ont été
effectuées a I'aide des kits Nucleobond®XTra Midi (Macherey-Nagel) ou Plasmid Maxi (Qiagen). La

concentration et la pureté des plasmides ont été mesurées a I'aide d’un Nanodrop 1000.
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2. Mutagénese dirigée

Afin de générer des nouvelles constructions mutantes sur deux lysines (K5 et K32) exprimées au niveau
du domaine cytoplasmique du récepteur DC-SIGN nous avons utilisé le plasmide pcDNA-3.1-DC-SIGN
WT décrit précédemment **” comme matrice. Les séquences des amorces oligonucléotidiques utilisées
pour la mutagénese dirigée sont : K5/A (5’ CTG CTG CAG TCG CGG TTC CGC GGA GTC ACT CAT GTC ACC
3’) K5/R (5’ CTG CTG CAG TCG CGG TTC CCT GGA GTC ACT CAT GTC ACC 3’) K32/A (5’ TGG CCA AGA
CAC CCT GCT CGC GTA TCC TCG AGT CTG TCG 3’) K32/R (5’ TGG CCA AGA CAC CCT GCT CCT GTA TCC
TCG AGT CTG TCG 3’). Le codon souligné correspond a la séquence codante mutée pour la lysine en
position 5 ou en position 32. Ces amorces oligonucléotidiques ont été conceptualisées au laboratoire
et générées par la compagnie Eurofins MWG Operon. La réaction de PCR a été effectuée dans les
conditions suivantes a l'aide du Kit QuickChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent
Technologies). Par échantillon ont été ajoutés un mix de déoxynucleotides triphosphate (dNTP), du
tampon spécifiquement adapté pour une activité optimale de la polymérase, chaque amorce (forward
et reverse), I’ADN plasmidique servant de matrice (ici plasmide pcDNA3.1-DC-SIGN WT) et le tout
complémenté avec de I'’eau osmosée. Enfin, la polymerase ADN de haute affinité (HF) dérivée de la
PfuUltra a été ajoutée (2,5U/ul) avant de placer les échantillons dans le thermocycleur. Deux témoins
ont été préparés conjointement dans les mémes volumes et conditions, le t¢moin négatif ne contenant
pas d’ADN et le témoin positif contenant le plasmide pWhitescript 4-5 kb contrdle ainsi que les
amorces correspondantes dans les quantités conseillées par le fournisseur.

Les conditions d'amplification suivantes ont été appliquées : la dénaturation dure 30 secondes a 95°C,
I’"hybridation dure 1 minute a 55°C puis I'élongation dure 2 minutes/kb de plasmide a 68°C et ceci
pendant 18 cycles. L’élongation finale dure 7 minutes a 68°C. Ensuite ’ADN du plasmide initial ayant
servi de matrice (pcDNA-3.1-DC-SIGN WT) est digéré pendant 1h a 37°C avec I'enzyme de restriction
(Dpn 1). Les échantillons ont été contrélés par électrophorese sur un gel d'agarose a 1% puis révélés au

SYBR Safe DNA gel stain dans du tampon Tris-Borate EDTA (TBE), puis révélés sous lampe a UV.

3. Séquencage et analyse sur banque de données

Le séquencage des plasmides a été effectué par la compagnie Eurofins MWG Operon (Allemagne). Les
amorces utilisées pour le séquencgage étaient situées soit au niveau du promoteur (amorce promoteur
CMV) soit plus en amont dans la partie non-codante du plasmide (amorce pcDNA3.1). La qualité des
séquences obtenues a été vérifiée sur les chromatogrammes visualisés avec le logiciel BioEdit.
L'alignement de la séquence du plasmide mutant et du plasmide sauvage a été effectué sur le logiciel
en ligne ClustalWw ( . Lanalyse de [I'expression de
récepteurs a la surface des cellules a été réalisée aprés marquage des cellules a I'aide d’anticorps dilués
dans du tampon FACS standard (PBS/1% BSA/0.025% Azide). Pour I'analyse de I'expression totale du
récepteur (a la surface et intracellulaire), les anticorps ont été dilués dans un tampon FACS
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perméabilisant (tampon FACS /saponine a 0.1%). Une fois marqués, les échantillons ont été acquis a la
plateforme MRI a l'aide d’un cytometre en flux de marque FacsCalibur (Becton Dickinson) assisté du
logiciel Cell Quest (Becton Dickinson). L'analyse des données obtenues a été réalisée a l'aide des

logiciels CXP analyse (Beckman Coulter), Flowing Software et FlowJo (Tree Star Inc).

6. MICROSCOPIE

1. Marquage immunofluorescent

Les cellules ont été directement cultivées (1h) sur lamelles pré-traitées avec de la polylysine durant 1h
a 37°C. Les cellules ont ensuite été fixées avec de la PFA (0.5% ou 2% si infection par le VIH-1) puis
perméabilisées a I'aide d’un tampon de perméabilisation (PBS/BSA 0.2%/Saponine 0.05%). Les
lamelles sont ensuite incubées avec des anticorps primaires dilués dans le tampon de perméabilisation
pendant 45 minutes. Apres lavages, I'anticorps secondaire approprié couplé a un fluorochrome est
dilué dans le méme tampon et incubé sur les cellules pendant 40 minutes. Quand le récepteur DC-
SIGN a été engagé par un anticorps, le marquage se fait directement avec un anticorps secondaire
d’ane anti-souris couplé au fluorochrome Alexa-568 (Molecular Probes™). Les cellules sont ensuite
lavées puis incubées dans une solution de PBS contenant du 4',6'-diamidino-2-phénylindole (DAPI)
pendant 1 minute afin de marquer les noyaux. Les lamelles sont ensuite déposées sur des lames porte-
objet avec une solution de ProlLong (Invitrogen). Les images ont été obtenues soit a I'aide d’un
microscope droit a épifluorescence avec les objectifs 63x et 100x piloté par le logiciel Las V3.8 (Leica
Microsystems), soit avec le microscope confocal LSM780 piloté par le logiciel ZEN (Carl Zeiss). Les
fluorescences émises aux longueurs d’ondes correspondant au vert 488 nm (FITC), rouge 568 nm (PE),
rouge lointain 647 nm (APC) et UV 350 nm (DAPI) ont été acquises de facon indépendante. Les images
ont été traitées a I'aide du logiciel Imagel et les quantifications ont été réalisées a I'aide du pluging

JaCoP.

2. Microscopie électronique

Les MDDC ont été incubées durant 30 minutes a 4°C ou a 37°C par un anticorps souris anti-DC-SIGN
humain (MR1) puis lavées une fois en PBS et fixées en PFA 4% (EMS)/ glutaraldéhyde 0.1% (EMS) en
tampon phosphate 0.1M une heure a 4°C. Les échantillons ont ensuite été traités a la plate-forme
CEMIPAI (UMS3725), par Aymeric Neyret. Apres rincage, les groupements aldéhydes libres sont
inactivés en NH4Cl 0.05M 30 minutes a 4°C. Les cellules sont ensuite déshydratées par des bains
d’éthanol de concentration croissantes (70%/90%/2*100%) puis infiltrées par des mélanges de résine
(Lowicryl KAM, EMS) et d’éthanol en concentration croissante de résine avant inclusion en résine pure.
La polymérisation se fait sous UV a -20° pendant 3 jours. Les coupes ultrafines sont réalisées avec un

ultramicrotome Reichert Ultracut (leica) et récupérées sur des grilles nickel coatées formvar/carbone
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(EMS). Aprés un blocage en tampon Tris protéiné (20mM Tris pH 8.2/ 225mM NaCl / 1% BSA / 1%
sérum de chévre) (TBS), les cellules sont marqués la nuit a 4°C avec des dilutions d’anticorps lapin anti-
ATG9. Le marquage secondaire est fait a température ambiante une heure avec un anticorps chévre
anti lapin marqué a I’or 20nm (British Biocell International) au 1/20 et un anticorps chévre anti souris
marqué a I’or 10nm (British Biocell International) au 1/20 (pour marquer I'anti DC-internalisé) dilués
en TBS complété avec 1% de teleostan gelatin (sigma). Les grilles sont finalement contrastées avec de
I'acétate d’uranyle 2% 20 minutes et observées avec un Tecnai G2 F20 (200KV, FEG) au plateau de

microscopie électronique COMET (INM, plate-forme Montpellier RIO Imaging).

7. REACTIFS ET ANTICORPS

Si indiqué, les cellules ont été pré-traitées avec 50uM de chloroquine (Chq) (Sigma) pendant 1h. Le
ManLAM (lipoarabinomannane) provenant de Mycobactérium Kansasii utilisé nous a été fourni par
I’équipe du Docteur Yann Guerardel (Lille). Les anticorps utilisés, leur référence, I'espece de

provenance, le fournisseur ainsi que la taille attendu en western blot ont été répertoriés dans le

tableau 11. Anticorps Référence Espéce Usage durant la thése Fournisseur

Engagement,

DC-SIGN MR1 (CRD) Souris microscopie, FACS Santa Cruz

DC-SIGN EBH209 (CRD) Souris Facs eBioscience
Facs, microscopie,

DC-SIGN DCN46 (neck) Souris engagement BD

DC-SIGN D7F5C (c term part) [Lapin Western blot Cell signaling
Western blot,

LC3 L7543 Lapin microscopie Sigma

GAPDH-HRP G9295 Souris Western blot Sigma

AtgléL PMO040B Lapin Microscopie MBL

Atgl6L ab187671 Lapin Microscopie Abcam

Atgl3 SAB1307145-400UL |Lapin Microscopie Sigma

ULK1 ab128859 Lapin Microscopie Abcam

p62 /SQSTM1 |H290 Lapin Microscopie Santa Cruz

Atg9 ab108338 Lapin Microscopie Abcam

Sérum donné par
Paul Mangeat

Clathrine Lapin Microscopie (CRBM)

EEA ab70521 Souris Microscopie Abcam

LAMP1 ab24170 Lapin Microscopie Abcam

TRIM25 ab167154 Lapin Westen blot Abcam

TRIM25 H-300 Lapin Western blot Santa Cruz
Western blot,

V5 R960-25 Mouse microscopie ThermoFisher

HA H6908 Rabbit Western blot Sigma

GST-HRP A7340 Rabbit Western blot Sigma

HIV Gag p24 KC57 Souris Microscopie, FACS Beckman Coulter

Tableau 11 - Liste des anticorps utilisés durant ma these

8. STATISTIQUES

Les études statistiques ont été réalisées a I’aide du logiciel GraphPad.
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¢ Contexte scientifique : Le VIH-1 a pour cible majeur les cellules exprimant le récepteur CD4 et le(s)
corécepteur(s) CCR5 et/ou CXCR4, ainsi les LT CD4+, les macrophages et des cellules dendritiques (DC)
sont des cellules cibles du virus. Du fait de leur localisation dans les muqueuses et dans les couches
supra basales cutanées, les DC sont considérées comme étant une des premiéres cible du VIH-1. Les
DC ont été décrites comme étant des cellules tres peu infectées productivement puisqu’elles
expriment peu de récepteur du VIH-1 (CD4 et corécepteurs) puisque que ce sont ces récepteurs qui
permettent l'infection productive dans les DC. Leur caractére réfractaire est aussi expliqué par

I'expression de nombreux facteurs de restriction virale dont SAMHD1 2°%2%°

. Durant les premiéres
heures suivant I'exposition du VIH-1 aux DC (>8h), la cellule dendritique va reconnaitre le virus grace
a son large panel de récepteur exprimés en surface. Il est considéré que 80% de I’entrée virale repose

168,183

sur la reconnaissance et I'endocytose médiées par les récepteurs lectine de type C (CLR) . Bien

que le récepteur DC-SIGN ne soit pas le seul CLR permettant I'entrée du virus, il est particulierement

433

exprimé a la surface de certains sous-types de DC ™ et son affinité de reconnaissance du virus a été

, , . , 434
montré comme étant meilleure que celle du récepteur CD4

. Ce récepteur notamment caractérisé
pour sa capacité de reconnaissance du VIH-1 a aussi été montré comme étant impliqué dans les étapes
tardives de I'infection en participant a la trans-infection '® lors de contacts cellulaires via la formation

188

de synapses virologiques ~~". En outre, durant les étapes précoces de |'infection des DC, il a été décrit

que le virus était fortement dégradé (>80% de l'input viral dés les premiéres heures) par voie

117,130,141

lysosomale et protéasomale . Des travaux précédemment réalisés par mon équipe démontrent

que le mécanisme de I'autophagie participe a la dégradation lysosomale du VIH-1 dans les DC 2.
Néanmoins, aprés quelques heures (>10H), le primo-contact exercé par I'enveloppe virale méne a
I'inhibition de I'autophagie par un mécanisme induisant la phosphorylation de mTOR qui est un des
principaux régulateurs négatifs de l'initiation autophagique. La diminution de I'autophagie dans les
cellules infectées se traduit par une diminution marquée du nombre de vésicules LC3%, un faible niveau
de LC3-Il (aprés 10h) en western blot et surtout une augmentation de cellules infectées (aprés 20h)
mise en évidence par cytométrie en flux et par microscopie confocale a fluorescence ™2 (illustration
25A). Cette inhibition autophagique altére aussi les réponses innées (TLR-4 et -8) et adaptatives (CMH-
I1), démontrant ainsi I'importance de la participation de la virophagie dans les DC. Durant les premiéres
heures, ces travaux montrent que la protéine virale Gag du VIH-1 co-localise trés rapidement (des 15
minutes) avec la protéine LC3 (marqueur de I'autophagie) et plus tardivement (>1h) avec LAMP-1
(marqueur des compartiments lysosomaux) (illustration 25B). De maniére intéressante, le VIH-1 est
retrouvé dans des organelles a doubles membranes en TEM et aprés 30 minutes d’incubation des DC
avec un anticorps anti-DC-SIGN (AC), la gp120 du VIH-1 (protéine recombinante) et le VIH-1, le
récepteur DC-SIGN co-localise fortement (25% VIH-1 a 40% pour les AC et la gp120) avec des vésicules

LC3" (illustration 25C). Le croisement de la voie autophagique lors de I"'endocytose du VIH-1 par le
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récepteur DC-SIGN ainsi que I'implication du récepteur dans I'amplification des réponses immunes °*°*?

et dans les étapes tardives de I'infection (trans-infection), font du récepteur DC-SIGN un candidat idéal

pour I’étude du lien entre I'entrée du VIH-1, la voie autophagique et les réponses immunes qui en

découlent.
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lllustration 25 — Contexte scientifique de ma thése
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eProblématique de thése : A I'issus de ces données, certaines questions ont alors été soulevées :
L’autophagie peut-elle étre induite par un CLR ? Cette autophagie mise en place est-elle sélective ?
Sélective du récepteur (CLR), du pathogéne ? Quels sont les partenaires autophagiques intervenant
dans cette autophagie antivirale dans les DC ? Peut-elle étre appliquée a d’autres cellules myéloides
ou présentatrices d’antigénes ? Cette virophagie récepteur-médiée peut-elle constituer une cible

thérapeutique ?

Mon projet de these avait pour objectif de mieux comprendre comment la virophagie anti-VIH-1 est
mise en place dans les DC afin de contrer I'échappement viral, pour cela nous avons décidé d’étudier
les premiéres étapes d’entrée du virus dans les DC. Jusqu’a présent, trés peu d’études ont fait le lien
entre l'implication d’un CLR et I'induction d’'une autophagie antivirale et peu de preuves relient le
récepteur DC-SIGN et la voie autophagique. Le récepteur DC-SIGN est un récepteur d’'une importance
capitale dans la relation DC-VIH-1 notamment du fait de son réle de récepteur de reconnaissance de
pathogenes (PRR), de sa contribution aux réponses immunes contrastant avec sa participation a la
dissémination virale durant les étapes tardives de I'infection. C’est dans ce contexte que les résultats
obtenus lors de mon projet de these viennent apporter de nouvelles évidences sur I'implication de la
dégradation autophagique du VIH-1 dans les DC. En effet, pour la premiére fois, mes résultats de thése
montrent qu’'un CLR (DC-SIGN) peut directement induire I'activation de la voie autophagique et
recruter des partenaires cellulaires pouvant participer a I'acheminement du VIH-1 vers la dégradation

lysosomale via une virophagie qui pourrait s’avérer sélective.
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lllustration 26 - Problématique de théese
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RESULTATS
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Figure 1 - Modele d’internalisation du récepteur DC-SIGN endogéne (MDDC primaires) ou exprimé de maniére exogéne dans
des lignées cellulaires (HelLa et THP-1)

(A) Des cellules Hela exprimant DC-SIGN WT ou DC-SIGN LL/AA ou des cellules THP-1 DC-SIGN ont été incubées a 4°C ou 37°C avec 5ug/ml
d’anticorps anti-DC-SIGN (AC) pendant les temps indiqués. L’endocytose du récepteur DC-SIGN a été analysée par cytométrie en flux et les
données correspondent au ratio de la MFI (moyenne de I'intensité de fluorescence) au temps indiqué puis comparé la MFI a 4°C. Les données
sont des moyennes t s.d issues de n=4 expériences indépendantes (B) Cytogrammes représentatifs des cinétiques d’internalisation du récepteur
dans les différents modeles cellulaires indiqués. En abscisses sont représentées les intensités de fluorescence d’expression de DC-SIGN et en
ordonnées le nombre de cellules acquises. Les DC (C) directement cultivées sur lamelles (D) ont été mises en contact avec I'AC ou 2ug/ml de
ManLAM lipoarabinomanne ou du VIH-1-R5 (MOI 5) durant 30 minutes a 4°C ou 15 et 30 minutes a 37°C. Barre d’échelle 5um. (C) L’endocytose
du récepteur DC-SIGN a été analysée par cytométrie en flux et (D) par microscopie confocale (objectif x63) comme décrit dans les méthodes. Le
noyau a été marqué avec du dapi (en bleu). Les données sont des moyennes * s.d issues de n=7 donneurs indépendants. (E) L’internalisation du
récepteur DC-SIGN a été visualisé par microscopie électronique apres 30 minutes d‘engagement par I’AC a 4°C ou a 37°C. Le marquage de DC-
SIGN a été réalisé a |‘aide d‘anticorps secondaires couplés a des billes d’or de 10 nm de diametre. Statistiques ns : non significatif * P <0.05 ** P
<0.01 ***P<0.001 (two-tailed t-test). -117-
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1. MISE EN PLACE DE L'EXPRESSION ET DE L'INTERNALISATION DU
RECEPTEUR DC-SIGN A L’AIDE DE DIFFERENT MODELES
CELLULAIRES ET LIGANDS

Dans un premier temps nous avons mis en place différents modeles cellulaires d’étude de
I'internalisation du récepteur DC-SIGN afin de pouvoir déterminer le routage du récepteur aprées son
engagement (figure 12 - annexe 1A). Nous avons d’abord comparé l'internalisation du récepteur DC-
SIGN sauvage (WT) ou muté sur le motif dileucine LL/AA, transfecté dans la lignée cellulaire Hela (fig.
1A, B). Le mutant DC-SIGN LL/AA a été décrit précédemment pour étre déficient pour I'endocytose
119435 Nous avons aussi étudié I'internalisation de DC-SIGN dans la lignée myélo-monocytique THP-1
exprimant stablement le récepteur DC-SIGN apres transduction (provenant du programme NIH AIDS
reagents) (phénotypage en figure 12 - annexe 1B et C). Et enfin dans les cellules dendritiques dérivée
de monocytes MDDC grace a de I'lL-4 et du GM-CSF (appelées DC) (phénotypage en figure 12 - annexe
1D) exprimant le récepteur de fagon endogéne. Les cellules ont été incubées en condition saturantes
avec soit des anticorps monoclonaux de souris anti-DC-SIGN humain (appelé par la suite AC, 5ug/ml)
(fig. 1A a E), soit du lipoarabinomannane (ManLAM provenant de Mycobactérium Kansasii, 2ug/ml)
(fig. 1B, D) soit infectées avec le VIH-1 (R8bal R50u R9 X4, MOI 5) (fig. 1. B, D) pendant 20 minutes a
4°C (considéré ici comme le contréle) ou placées a 37°C pendant 20 et 40 minutes (figure 12 - annexe
1A). A 4°C, les activités enzymatiques sont trés fortement ralenties et les phénoménes liés a la fluidité
membranaire comme la diffusion protéique et 'endocytose sont tres limités. En revanche, la fixation
du ligand sur le récepteur n’est pas affectée. Les cellules ont ensuite été fixées aprés la cinétique
d’internalisation et marquées a I'aide d’un anticorps secondaire de chevre anti-souris couplé au
fluorochrome allophycocyanine (APC) pour apprécier I’expression en surface du récepteur DC-SIGN
par cytométrie en flux. L'expression du récepteur DC-SIGN présent a la surface des cellules a été
mesurée grace a la moyenne de fluorescence (MFI). Pour chaque modele cellulaire la MFI a 4°C est
considérée comme un contrble négatif d’internalisation du récepteur DC-SIGN. Une normalisation
(pourcentage) a été nécessaire pour tenir compte du processus réellement actif d’internalisation mais
il est évident que le niveau d’endocytose du récepteur est ainsi sous-estimé. Apres 20 et 40 min
d’incubation a 37°C en conditions saturantes de ligand, la majorité des récepteurs sont engagés. Nous
avons donc décidé de faire une analyse « par exclusion » en marquant (anticorps secondaire couplé a
un fluorochrome) les récepteurs (engagés ou non) encore présents a la surface cellulaire apres la
cinétique d’endocytose. Nous rapportons alors la MFI a 4°C (récepteur engagé mais non internalisé) a
la MFI a 37°C (20 ou 40 min). Nous considérons ainsi que ce ratio MFI 4°C/37°C correspond a la
diminution du nombre de récepteurs a la surface cellulaire au cours du temps, témoignant de

I'internalisation ligand-dépendante du récepteur DC-SIGN (fig. 1.A, B, C).
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Comme attendu les cellules Hela transfectées avec le récepteur mutant LL/AA expriment des niveaux
similaires a 4°C ou a 37°C apres incubation des cellules avec I’AC (fig. 1A, B). Ceci confirme ainsi que le
récepteur DC-SIGN muté sur le motif dileucine représente un bon contréle négatif d’endocytose. Les
lignées cellulaires (HelLa et THP-1) exprimant le récepteur DC-SIGN (WT) présentent des niveaux de
MFI significativement diminués a 37°C, comparé a 4°C, aprés 20 ou 40 minutes d’incubation des
cellules avec I'AC témoignant de l'internalisation du récepteur (fig. 1A, B). En effet, le niveau
d’internalisation du récepteur atteint environ 40% dans les cellules Hela et jusqu’a environ 60% pour
les THP1-DC-SIGN (fig. 1A). Une internalisation significative du récepteur DC-SIGN induite par les trois
ligands (figure 12 - annexe 1A) a aussi pu étre observée dans des MDDC (DC) aprés incubation des
cellules avec des anticorps anti-DC-SIGN (fig. 1 B, C) mais aussi avec deux ligands naturels du récepteur,
le ManLAM ou le VIH-1 (fig. 1C). Pour les cellules mises en contact avec le ManLAM ou le VIH-1, les
cellules ont été fixées aprés la cinétique d’internalisation et marquées a l'aide d’un anticorps
monoclonal de souris anti-DC-SIGN humain puis a I'aide d’un anticorps secondaire de chévre anti-
souris couplé au fluorochrome allophycocyanine (APC). Aprés analyse par cytométrie en flux, les
niveaux de MFI obtenus ont été traités et normalisés comme précédemment (fig. 1C). Ces résultats
montrent que bien que les ligands utilisés soient différents, le niveau de récepteur internalisé a 20 et
40 minutes est significativement similaire pour les 3 conditions aux mémes temps donnés avec environ
20% (pour le VIH-1) et jusqu’a 30-35% (AC et ManLAM). Aprés mise en contact des DC avec les trois
ligands précédemment décrits (AC, ManLAM, VIH-1), lIinternalisation du récepteur a aussi été
visualisée par microscopie confocale (fig. 1D) et par microscopie électronique a transmission TEM
(incubation uniquement avec I’AC) (fig. 1E). En présence des ligands, a 4°C le récepteur est retrouvé
majoritairement en surface et apres 20 ou 40 minutes a 37°C le récepteur forme des clusters et est
relocalisé dans de petites vésicules a proximité de la surface plasmique dans le cytoplasme (fig. 1D).
En TEM nous pouvons méme constater que le récepteur est retrouvé aprés 30 minutes a 37°C dans
des structures vésiculaires plus grandes ressemblant a des endosomes, le traitement lié au marquage
immunogold n’étant pas adapté pour une visualisation précise des structures cellulaires, nous n’avons
pas pu discerner de maniére résolutive la structure de ces vésicules endosomales, mais leur taille
semblait varier de 150 a 400 nm de diametre (fig. 1E). Ainsi, les différentes lignées cellulaires et cellules
primaires exprimant le récepteur DC-SIGN nous ont permis d’établir un modeéle relevant d’étude de
I'internalisation du récepteur DC-SIGN induite par différents ligands naturels (ManLAM, VIH-1) ou non

naturels mais plus spécifiques (AC).
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Figure 2 - L’internalisation du récepteur DC-SIGN induit I’autophagie

Les DC ont été mises en contact ou non avec (A) AC, (B) ManLAM, (C) VIH-1, (D) sérum de souris : durant 0.5h, 1h, 2h ou 3h. Le point
0 est un contrdle négatif correspondant aux DC directement lysées. Les cellules ont été prétraitées ou non avec 5ug/ml de
chloroquine (Chq) durant 30 minutes. Panneau de gauche : La modulation de I'autophagie a été analysée par Western Blot (WB) et
révélée a I'aide d’anticorps anti-LC3 et anti-GAPDH. Panneau de droite : Le ratio LC3-Il / GAPDH a été analysé par densitométrie (AU,
unités arbitraires). Les barres de I'histogramme sont des moyennes * s.d. provenant de n=6 donneurs différents. . Statistiques * P <
0.05 ** P < 0.01 ***P<0.001 (two-tailed t-test). MW : Molecular weight (poids moléculaire), poids théoriques : GAPDH 37 kDa, LC3-
118 kDa, LC3-Il 15 kDa.
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2. L'ENGAGEMENT DU RECEPTEUR DC-SIGN INDUIT LE FLUX
AUTOPHAGIQUE

Il a précédemment été montré qu’apres son internalisation, le VIH-1 était retrouvé rapidement (des
15 minutes) dans des vésicules LC3" (microscopie confocale) & doubles membranes (microscopie
électronique), suggérant que l'autophagie pourrait agir en tant que mécanisme antiviral dans les DC
18 De maniére intéressante, les auteurs ont constaté des colocalisations entre des vésicules LC3" et le
récepteur DC-SIGN internalisé 30 minutes a I'aide d’anticorps anti-DCSIGN, de gp120 (Env du VIH-1)
ou le VIH-1 suggérant ainsi un lien entre I'endocytose DC-SIGN médiée du VIH-1 et la voie
autophagique. Suite a la mise en place de modeles cellulaires adaptés pour I’étude de I'internalisation
du récepteur DC-SIGN (fig. 1), nous avons souhaité évaluer |'effet de I'internalisation du récepteur DC-
SIGN en tant que récepteur de reconnaissance des pathogénes (PRR), sur la modulation de
I’autophagie. Pour cela nous avons réalisé une cinétique d’internalisation du récepteur DC-SIGN dans
les DC en présence des trois ligands décrit précédemment (AC, ManLAM, VIH-1) (fig. 2A, B, C) ou en
présence de sérum murin (fig. 2D) a 37°C durant 0.5, 1, 2, 3 heures. Le point 0 minute correspond a
des DC directement lysées nous permettant d’obtenir le niveau initial d’expression de la protéine LC3
pour chaque condition (fig. 2). Comme évoqué précédemment dans le chapitre D.9.1.3.3., la protéine
LC3 est considérée comme un marqueur cellulaire permettant de suivre le flux autophagique par la
conversion de la forme cytoplasmique LC3-1 en LC3-1l qui est la forme lipidée accrochée aux
membranes autophagosomales. De plus la quantité de LC3-ll est proportionnelle au nombre

d'autophagosomes, permettant ainsi I'étude du flux autophagique par western bot ***.

La cinétique d’internalisation du récepteur a été réalisée en présence ou non d’un prétraitement a la
chloroquine (Chg 5pg/ml) ayant pour effet de bloquer les étapes tardives du flux autophagique en
inhibant I'acidité lysosomale et donc in fine la dégradation des cargos. Les cellules ont été lysées
suivant le temps indiqué et la modulation du flux autophagique pour chaque condition a été analysée
dans les lysats cellulaires par immunoblot avec des anticorps anti-LC3 (fig. 2A, B, C, D, panneaux de
gauche). Les niveaux de LC3-ll ont été quantifiés par densitométrie et normalisés avec le niveau
d'expression de GAPDH (controle protéique invariant) dans les échantillons correspondants. Suite a
cela, nous avons comparé le ratio LC3-1I/GAPDH initial (0 minute) avec celui exprimé durant chacun
des temps de la cinétique d’internalisation du récepteur avec les différents ligands, les histogrammes
représentent la moyenne des expérimentations effectuées (n=6) (fig. 2A, B, C, D, panneaux de droite).
Nous observons que le ratio LC3-1I/GAPDH aprés 30 minutes, 1H et 3H d’incubation avec les AC et le
VIH-1 augmente significativement reflétant une augmentation de la forme lipidée de la protéine LC3
(LC3-I1) et donc témoignant d’une induction du flux autophagique. Ainsi, I'internalisation du récepteur

DC-SIGN par les anticorps dirigés contre le récepteur et par le VIH-1, induit I'autophagie (fig. 2A, C).
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Concernant l'incubation des DC en présence de ManLAM, la tendance est a lI'induction du flux
autophagiqgue mais le nombre d’expériences réalisées (n=6) ne nous a pas permis de confirmer la

significativité de ces variations.

L'inhibition de la maturation des autophagosomes (inhibition de I'acidification lysosomale) par la
chloroquine génere comme attendu, une augmentation de LC3-ll témoignant de I'accumulation
d’autophagosomes dans les DC. Le flux autophagique des DC est plus dynamique comparé a d’autres
cellules non présentatrices d’antigenes, ce qui explique que la mise en contact avec les différents
ligands des DC prétraitées a la chloroquine ne permet pas d’observer une différence majeure
d’induction du flux autophagique aprés 30 minutes ou 1h comme retranscrit par le ratio LC3-1I/GADPH.
En effet, le prétraitement a la chloroquine 30 minutes avant I'engagement du récepteur semble avoir
saturé l'augmentation de LC3-Il intracellulaire et il en devient difficile d’observer une différence
significative. Enfin, I'incubation des DC avec du sérum de souris composé d’IgG du méme isotype que
les anticorps anti-DC-SIGN utilisés, n’induit pas I'autophagie de maniere significative ce qui indique
que l'internalisation de DC-SIGN via les anticorps est spécifique du récepteur avec une trés faible

influence des récepteurs Fc capables de reconnaitre les IgG (fig. 2.D).

En conclusion, I'engagement du récepteur DC-SIGN par les différents ligands testés induit rapidement
et spécifiqguement un flux autophagique dont I'activité semble concomitante avec I'internalisation du

récepteur.
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Figure 3 - Identification de partenaires autophagiques du récepteur DC-SIGN

(A) Analyse par microscopie confocale de I'association entre DC-SIGN et des marqueurs
autophagiques (ULK1, Atgl6L, Atgl3, Atg9), ou d’autophagie sélective (p62). Le récepteur DC-
SIGN a été engagé avec I’AC 30 minutes a 4°C ou 15 et 30 min a 37°C. Les DC fixées ont été
marquées avec des anticorps anti-Atg9 (lere colonne), anti-Atgl6L1 (2° colonne), anti-ULK1
(3° colonne), anti-p62 (4° colonne), anti-Atg13 (colonne du bas) puis avec des Ac secondaires
anti-souris Alexa 568 (DC-SIGN en rouge) et anti-lapin Alexa 488 (protéines autophagiques en
vert), le noyau a été marqué au dapi (en bleu). Barre d’échelle 5um (B) Quantification de la
co-localisation de DC-SIGN avec les différentes protéines Atg analysée grace au logiciel Imagel
(NIH), pluging JACoP avec (coef. Manders: coefficient de Manders). Les barres sont des
moyennes * s.d. de 3 expériences et donneurs indépendants, avec n=30 cellules par
conditions.
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3. ETUDE DU TRAFFIC POST-ENDOCYTIQUE ET RECHERCHE
D’INTERACTIONS ENTRE LE RECEPTEUR DC-SIGN ET DES PROTEINES
AUTOPHAGIQUES

L’'engagement du récepteur DC-SIGN par différents ligands induit I'autophagie. Une des hypothéses de
mon projet de thése est que le VIH-1 pourrait étre ciblé spécifiquement vers la dégradation lysosomale
via la voie autophagique apreés l'internalisation DC-SIGN-dépendante. L'induction de cette autophagie
récepteur-dépendante pourrait alors influencer les étapes subséquentes de transmission virale (trans-
infection) ainsi que la présentation antigénique, notamment exogéne, via les molécules du CMH-II. Il
existe différents types d’autophagie pouvant étre impliqués dans la réponse cellulaire
antimicrobienne, comme par exemple la macro-autophagie, la LAP (LC3-Associated phagocytosis),
I'autophagie sélective et I'autophagie de précision. Mieux connaitre les partenaires impliqués dans
I'autophagie induite trés rapidement dans les DC suite a I'entrée du VIH-1, nous permettrait alors
d’éclaircir les mécanismes mis en jeu durant ces étapes précoces. De ce fait, nous avons réalisé une
recherche d’association entre le récepteur DC-SIGN et certaines protéines impliquées dans
I'autophagie. Les protéines Ulkl et Atgl3 (cruciales pour l'initiation de la macro-autophagie et la
formation de I'autophagosome), Atg9 et Atgl6L (impliqués dans I'apport de membranes pour la
formation d’autophagosomes) et la protéine SQSTM1/p62 (récepteur autophagique généralement
associé a I'autophagie sélective). Comme précédemment, les DC ont été incubées en présence d’AC
anti-DC-SIGN durant le temps indiqué. Dans les DC, nos conditions expérimentales et aux temps testés
d’internalisation du récepteur (15-30 min a 37°C), Atg13, ULK1, p62 et Atgl6L ne co-localise pas avec
le récepteur DC-SIGN (fig. 3A). De maniére intéressante, seule la protéine Atg9 co-localise avec le
récepteur DC-SIGN (fig. 3A, B). Cette association DC-SIGN/Atg9 est significativement plus importante
(13% apres 15min et 14% aprés 30 min) en comparaison avec le récepteur non internalisé (3%

seulement a 0 min) (fig. 3B, 4B, C).

Dans le but de confirmer cette association, nous avons co-transfecté ou pas des cellules HEK293T avec
des plasmides exprimant le récepteur DC-SIGN ainsi que la protéine Atg9-HA qui a ensuite été
immunoprécipitée a l'aide d’anticorps anti-HA a partir des lysats cellulaires, dont une partie a d’ailleurs
été conservée pour servir de controle d’expression protéique de départ (input 10%). Aprés révélation
a l'aide d’anticorps anti-DC-SIGN, nous avons pu observer alors que DC-SIGN se retrouvait
effectivement co-immunoprécipité avec la protéine Atg9 (fig. 4A). Le signal de DC-SIGN était bien
absent dans les « input » et les immunoprécipitats obtenus a partir de cellules dans lesquels le
récepteur n’est pas surexprimé confirmant la spécificité du signal donné par les anticorps en western
blot. Le contréle de charge réalisé aprés révélation des « input » avec un anti-GAPDH montre que les

lysats traités contiennent bien une quantité de protéines totales similaire (fig. 4A).
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Figure 4 - Caractérisation des structures formées et de I’association entre DC-SIGN et Atg9

(A) Immunoprécipitation (IP) de la protéine Atg9-HA a partir de lysats de cellules HEK293T co-transfectées ou non avec Atg9-HA et/ou DC-
SIGN. Une partie des lysats et les co-IP ont été analysées par western blot révélés avec des anticorps polyclonaux anti-DC-SIGN (panneaux du
milieu). Le contréle de matériel immunoprécipité a été révélé avec un anti-HA et le contréle de charge protéique dans les inputs révélés avec
un anti-GAPDH. MW : Molecular weight (poids moléculaire), poids théoriques : Atg9-HA 100 kDa, DC-SIGN 44 kDa, GAPDH 37 kDa.

Le récepteur DC-SIGN exprimé par les DC a été internalisé avec I'anticorps monoclonal anti-DC-SIGN durant 30 minutes a 4°C ou a 37°C. (B)
Les DC fixées ont été marquées avec un anti-Atg9 puis traitées par immunomarquages avec des anticorps secondaires anti-souris couplés a
des billes d’or de 10 nm de diamétre (DC-SIGN, fleches blanches) et anti-lapin couplés a des billes d’or de 20 nm de diametre (Atg9, fleches
jaunes). L’évaluation de la distance entre les billes d’or a été mesurée a I'aide du logiciel ImageJ (NIH). L’échelle de taille est représentée par
la barre noire (200nm). (C) Les DC traitées sur lamelles ont été fixées puis marquées avec un anticorps polyclonal anti-Atg9 suivi d’anticorps
secondaires anti-souris AF594 (DC-SIGN, en rouge sur I'image) anti-lapin Abberior STAR 635P (Atg9, en blanc sur I'image).
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Afin d’étudier plus en détails I'association générée entre DC-SIGN et Atg9, des expériences
d’internalisation du récepteur DC-SIGN par I’AC ont été réalisées dans les DC comme précédemment.
Apres la fixation des DC, le récepteur DC-SIGN engagé ou internalisé (AC) et la protéine Atg9 (marqué
au préalable par un anticorps polyclonal anti-Atg9) ont été marqués par des anticorps secondaires
couplés a des billes d’or de tailles différentes (DC-SIGN 10 nm et Atg9 20 nm) suivant |'espece de
I’anticorps (en collaboration avec Aymeric Neyret, plateforme CEMIPAI, Montpellier). Nous observons
en TEM que dés 30 minutes d’engagement par I’AC a 4°C, DC-SIGN et Atg9 semblent étre associés
directement a la membrane plasmique (fig. 4B, image du haut). Ainsi, Atg9 et DC-SIGN sont retrouvés
tres proches a 4°C (83 nm de distance). L'incubation a 37°C montre une augmentation du nombre de
récepteurs DC-SIGN dans des vésicules intracellulaires trés proche d’Atg9 (105 nm de distance) (fig.
4B, image du bas). De plus, des DC traités et marquées a I'aide d’anticorps comme auparavant ont été
analysées par microscopie confocale suivie d’acquisitions en super résolution (STimulated Emission
Depletion (STED) (en collaboration avec le Docteur Martin Lehmann, Berlin, Allemagne) (fig. 4C). Les
analyses par microscopie STED nous ont permis de définir que les clusters DC-SIGN*/Atg9" formés a
37°C mesuraient environ 0,4 um de diametre (fig. 4C) concordant avec les tailles des vésicules

endosomales observées auparavant en TEM (fig. 1E).

La protéine autophagique transmembranaire Atg9 est décrite dans la littérature comme étant
notamment un transporteur de membranes lipidiques provenant de vésicules d’endocytose a clathrine
3% Nos données montrent pour la premiére fois que la protéine Atg9, s’associe au niveau de la
membrane plasmique avec le récepteur de surface DC-SIGN impliqué dans I'immunité innée des DC et
semble suivre le trafic du récepteur durant son internalisation. Cela suggere que la protéine Atg9

pourrait étre impliquée dans le trafic du récepteur DC-SIGN vers la voie autophagique.
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Figure 5 - Le récepteur DC-SIGN interagit avec la protéine Atg9 durant l'internalisation du récepteur par le VIH-1 et le
ManLAM

Le récepteur DC-SIGN a été engagé dans les DC avec les trois agonistes AC (1ere colonne) ou ManLAM (2° colonne) ou le VIH-1 3 MOI 2 (3°
colonne) durant 30 minutes a 4°C ou 15 et 30 minutes a 37°C. (A) Le récepteur DC-SIGN et la protéine Atg9 ont été marqués comme
précédemment et visualisés par microscopie confocale a fluorescence. Lorsque DC-SIGN a été engagé avec le LAM ou le VIH-1, 'AC a été
utilisé pour le marquage et les images montrent DC-SIGN (rouge) Atg9 (vert) et le noyau a été marqué au dapi (en bleu). (B) Quantification
de la co-localisation de DC-SIGN avec Atg9 analysée grace au logiciel ImageJ (NIH), pluging JACoP avec (coef. Manders: coefficient de
Manders). Barre d’échelle 5um. Les barres sont des moyennes * s.d. de 3 expériences indépendantes, avec n=30 cellules par conditions.
Statistiques ns : non significatif * P <0.05 ** P <0.01 ***P<0.001 (Mann Whitney two-tailed).
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4. L’ENTREE DU VIH-1 DANS LES DC INDUIT UNE FORTE ASSOCIATION
ENTRE LE RECEPTEUR DC-SIGN ET ATGY9

Pour étendre ces observations, nous avons ensuite réalisé une cinétique d’internalisation du récepteur
DC-SIGN avec les deux ligands naturels du récepteur décrits précédemment (figure 12 - annexe 1A),
le ManLAM et le VIH-1 (fig. 5). Nous observons par microscopie confocale une nouvelle fois la
formation de vésicules composées par le récepteur DC-SIGN et la protéine Atg9 (fig. 5A) décrites
précédemment lors de I'engagement spécifique du récepteur par les AC (fig. B, C). L'incubation des DC
en présence de ManLAM induit une association qui parait statistiquement équivalente a celle générée
aprés engagement du récepteur DC-SIGN aprés 15 minutes par les anticorps spécifiques, apres 30
minutes bien que la moyenne (19%) soit plus élevée que celle avec les anticorps I'augmentation s’avére
non significative comparé au point a 4°C (fig. 5B). De facon trés intéressante, dés que le VIH-1 entre
en contact avec les DC (30 minutes a 4°C) (fig. 5A), nous observons une forte colocalisation (33%) entre
le récepteur DC-SIGN et la protéine Atg9 au niveau de la membrane plasmique. Apres 15 et 30 minutes
d’entrée du VIH-1 'association DC-SIGN/Atg9 demeure forte, respectivement 37% et 26% (fig. 5B). Ces
données montrent que la protéine Atg9 semble impliquée dans I'accompagnement du récepteur DC-
SIGN lors de I'entrée du VIH-1 dans les cellules dendritiques. Des vésicules liées a I'autophagie
semblent ainsi étre formées rapidement au niveau de la membrane plasmique afin de soutenir
I'acheminement du virus capturé par le récepteur DC-SIGN vers une possible dégradation lysosomale.
De plus, cette association a aussi lieu dans le cadre de I'incubation des DC avec du ManLAM ce qui
nous laisse penser que ce mécanisme d’autophagie pourrait s’étendre a d’autre pathogénes reconnus
par le récepteur DC-SIGN par la présence d’enveloppes ou structures membranaires mannosylées tels

que la bactérie Mycobacterium Tuberculosis ou encore le virus de la Dengue 32343,
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Figure 6 - Caractérisation des vésicules endocytiques formées lors de I'internalisation de DC-SIGN dans les DC

(A) L'analyse par microscopie confocale a fluorescence a été réalisée comme précédemment sur des DC traitées
avec 2ug/ml de LAM au préalable durant 30 minutes a 4°C ou 37°C. Les DC ont été fixées puis marquées avec un
anti-EEA1 (en rouge) et un anti-Atg9 (en vert) (panneaux de gauche). Partie droite Les marquages représentent les
chaines lourdes de clathrine (en vert) et DC-SIGN (en rouge).Les noyaux ont été marqué au dapi (en bleu). (B)
Quantification de la co-localisation d’Atg9 avec EEA et de DC-SIGN avec la clathrine analysée grace au logiciel Image)
(NIH), pluging JACoP avec (coef. Manders: coefficient de Manders). Les barres sont des moyennes + s.d. de 2
expériences indépendantes, avec n=10 cellules par conditions. Barre d’échelle 5um . Les statistiques (ns) montrent
qu’il n’y a pas de différences significatives entre les deux conditions (Mann Whitney, two-tailed).
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5. CARACTERISATION DES VESICULES FORMEES LORS DE L'ENDOCYTOSE
DU RECEPTEUR DC-SIGN

L’engagement du récepteur DC-SIGN par le VIH-1 induit une endocytose clathrine-dépendante %%
et nous avons pu confirmer que c’était aussi le cas pour I'endocytose médiée par I'engagement et
I'internalisation du récepteur DC-SIGN par les AC utilisé dans notre étude (fig. 6B). En effet, nous
observons que I'engagement du récepteur DC-SIGN par les AC induit une trés forte colocalisation (54%)
avec la clathrine vers les sites d’engagement récepteur DC-SIGN (fig. 6B, images du haut). De plus, lors
de I'endocytose du récepteur aprés 30 minutes a 37°C la clathrine reste fortement liée au récepteur
(59%) durant sa progression intracellulaire (fig. 6B, images du bas). La protéine Atg9 a été montrée
comme étant associée aux puits de clathrine au niveau de la membrane plasmique et suivant un trafic

.z . . 329,330
lié aux endosomes précoces puis de recyclage

. Afin de mieux comprendre linitiation du
mécanisme de l'autophagie DC-SIGN-dépendante, nous avons souhaité mieux caractériser les
vésicules d’endocytose formées lors de I'endocytose du récepteur. L'incubation des DC en présence
de ManLAM 30 minutes a 4°C ou a 37°C n’induit pas d’augmentation de colocalisation (26% a 4°C et
23% a 37°C) entre le marqueur des endosomes précoces EEA-1 et la protéine Atg9 (fig. 6A, images du
haut). En revanche les vésicules formées a 4°C sont disposées principalement en périphérie de la
cellule alors qu’a 37°C elles semblent plus proches de I'espace péri-nucléaire (fig. 6A, images du bas).
Cela pourrait témoigner de la progression des vésicules d’endocytose vers la dégradation. D’autres
investigations sur les partenaires protéiques liées au transport et a la signalisation vésiculaire seront
nécessaires pour déterminer le routage du récepteur DC-SIGN durant l'internalisation du VIH-1 vers la
voie autophagique. Il s’aveérera nécessaire d’étudier le trafic du récepteur vis-a-vis des compartiments

lysosomaux et autophagique afin de confirmer qu’Atg9 participe a I'acheminement de DC-SIGN vers la

voie de dégradation autophagique.
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Figure 7 - Analyse du protéome de DC-SIGN par spectrométrie de masse

(A) Représentation schématique de la méthode expérimentale utilisée pour I'analyse différentielle par spectrométrie
de masse. Les THP-1 (contréle négatif) ou les THP-1 DC-SIGN (1,5x107celIuIes/condition) ont été engagées avec des anti-
DC-SIGN suivant les temps et conditions indiqués. Les cellules ont été lysées et I'immunoprécipitation du récepteur DC-
SIGN a été réalisé a partir des lysats pour les trois conditions. Les peptides générés a partir des immunoprécipitats ont
ensuite été injectés dans un spectrométre de masse puis analysés. (B) Pourcentages de représentation des catégories
protéiques majoritaires des 50 premiéres protéines associées significativement avec le récepteur DC-SIGN. S : sérine,
T: thréonine, Y : Tyrosine (C) Histogramme représentant |’étude comparative du protéome du récepteur DC-SIGN
engagé a 4°C ou a 37°C durant 20 minutes, par spectrométrie de masse. Dans le cadre bleu se trouvent les protéines
enrichies dans la condition a 4°C et dans le cadre rouge celles a 37°C. Au milieu, les protéines retrouvées dans les deux
conditions par exemple la fleche et la bulle montrent CD209 (DC-SIGN). La deuxiéme fleche et bulle montrent TRIM25
qui est retrouvé enrichie a 37°C avec le récepteur DC-SIGN. (n=3).
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6. ANALYSE PROTEOMIQUE DE L'INTERACTOME DE DC-SIGN

Afin de mieux caractériser les partenaires protéiques associés au récepteur DC-SIGN internalisé, nous
avons réalisé une analyse comparative du protéome associé au récepteur DC-SIGN. Selon la procédure
expérimentale mise en place (fig. 7A), cette analyse protéomique a été réalisée grace a la lignée
cellulaire THP-1 transduite ou non pour exprimer DC-SIGN stablement (phénotypage en figure 12 -
annexe 1B, C). Ainsi, apres incubation des cellules avec I’AC a 4°C ou a 37°C durant 20 minutes. Les
récepteurs DC-SIGN reconnus par les AC, engagés a 4°C ou internalisés a 37°C ont ensuite été
immunoprécipités puis lysés et traités spécifiquement en vue de I'analyse par chromatographie en
phase liquide (fig. 7A). L’analyse par chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de
masse (LC-MS/MS) a été réalisée en collaboration avec Edith Demettre et Serge Urbach de la
plateforme protéomique de Montpellier. Dans un premier temps nous avons analysé la catégorie
protéique des 50 premiéres protéines associées de maniére significative et reproductible avec le
récepteur DC-SIGN, nous retrouvons une majorité de protéines liées a I'endocytose et au trafic
cellulaire ainsi que des enzymes (fig. 7B). Concernant les enzymes trois grandes classes se distingues :
65% sont protéines apparentées ubiquitines/SUMO, 21% sont des sérine/thréonines kinases et enfin
14% sont des tyrosines kinases. D’ailleurs, la tyrosine kinase SYK été retrouvé associée
significativement dans l'intéractome du récepteur DC-SIGN et nous I'avons considéré comme un
facteur positif d’association avec le récepteur DC-SIGN. En effet, SYK a été rapporté par un groupe pour
interagir avec le récepteur DC-SIGN *%°.

De facon intéressante, I'analyse comparative du récepteur DC-SIGN engagé a 4°C et a 37°C nous a
ensuite permis de discriminer les protéines majoritairement associées au récepteur a 4°C (en bleu), a
4 et 37°C (au mileu) ou encore associées au récepteur internalisé a 37°C (en rouge) (fig. 7C). Nous
avons pu identifier 9 protéines enrichies a 37°C possédant un réle connu jusqu’a présent dans le trafic
intracellulaire et/ou dans la signalisation, telle que des enzymes liées a certaines modifications post-
traductionnelles. Parmi ces 9 protéines, nous avons plus particulierement porté notre attention sur un
membre de la famille TRIM, la protéine TRIM25 (entourée en rouge) (fig. 7C). Cette E3 ubiquitine ligase
est impliquée dans les réponses immunes antivirales > et d’autres membres de la famille TRIM ont été
montrés comme étant impliqués dans une forme spécifique d’autophagie, I'autophagie de précision
426432 | ’autophagie de précision repose d’une part la sur reconnaissance d’un substrat spécifique par
certaine protéines de la famille des TRIM, servant alors de plateforme de recrutement pour des

protéines autophagiques et notamment un membre de la famille des protéines Atg8 permettant, le

recrutement du phagophore pour la dégradation du substrat **.
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Figure 8 - L’internalisation du récepteur DC-SIGN augmente son association a TRIM25

(A) Dans les DC, le récepteur DC-SIGN a été engagé durant 30 minutes a 4°C ou a 37°Cavec I’AC ou (B) du ManLAM,
le récepteur a été immunoprécipité (IP) sur des billes de sépharose couplées aux protéines A et G, puis la co-
immunoprécipitation a été analysée par western blot. Le controle négatif étant des cellules Hek293T n’exprimant
pas DC-SIGN en présence d’anticorps anti-DC-SIGN. La co-IP a été analysée avec un anticorps anti-DC-SIGN (44kDa),
anti-Trim25 (71kDa) et anti-GAPDH (37kDa) (n=5 issu de 5 donneurs indépendants). (C) Représentation
schématique de TRIM25 sauvage (WT) des mutants de délétion. (D) Des cellules HEK293T ont été transfectées avec
les constructions plasmidiques indiquéesA partir des lysats cellulaires, les IP Trim25 ont été réalisées avec des anti-
HA couplés sur des billes de sépharose / protéines A et G. Les révélations par WB ont été faites avec anti-DC-SIGN,
anti-HA et anti-GAPDH. Ce résultat est représentatif de 3 expériences indépendantes (n=3).
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7. LE RECEPTEUR DC-SIGN S’ASSOCIE A LA PROTEINE TRIM25

Afin de confirmer cette interaction, nous avons réalisé a des expériences d'immunoprécipitation du
récepteur DC-SIGN ou de la protéine TRIM25, exprimés de maniére endogéne ou exogene. Dans un
premier temps, nous avons d’abord validé I'association entre DC-SIGN et TRIM25 exprimés de maniere
endogene dans les DC (fig. 8A). Lors de I'incubation des DC avec des AC 30 minutes a 4 ou a 37°C, nous
observons que TRIM25 interagit avec le récepteur DC-SIGN a 4°C et est enrichi a 37°C (fig. 8A), en
accord avec les résultats issus de I'analyse comparative protéomique (fig. 7C). L’association DC-SIGN /
TRIM25 a aussi été confirmée dans les DC lorsque les cellules sont incubées en présence de ManLAM,
néanmoins avec ce ligand il ne semble pas que la protéine TRIM25 soit enrichie a 37°C (fig. 8B). Ces
résultats suggerent que I'E3 ubiquitine ligase TRIM25 pourrait étre recrutée lors de I'endocytose du
récepteur. Nous confirmons aussi cette interaction dans les cellules HEK293T co-transfectées avec des
plasmides exprimant le récepteur DC-SIGN WT et la protéine TRIM25 (étiqueté avec HA) TRIM25-HA
(fig. 8D). Afin de connaitre le domaine de TRIM25 impliqué dans l'interaction avec le récepteur DC-
SIGN et I'impact de la délétion d’un ou plusieurs motifs présents dans la protéine TRIM25 (fig. 8C),
nous avons surexprimé chacune des constructions WT et délétées (toutes étiquetés avec un peptide
HA en C-terminal) indépendamment ainsi que le récepteur DC-SIGN WT dans des cellules HEK293T
puis nous avons immunoprécipité la protéine TRIM25 (fig. 8D). Nous constatons que seules les
constructions qui possedent le motif RING interagissent avec le récepteur DC-SIGN (fig. 8D). De facon
intéressante, le récepteur DC-SIGN interagit plus avec le mutant ACC-PRY-SPRY composé uniquement
des domaines RING et B-BOX en N-terminal comparé a la protéine TRIM25 WT ainsi que la protéine

TRIM25 APRY-SPRY.

Cela souligne I'importance du domaine RING pour la formation du complexe DC-SIGN/TRIM25 et
suggere une potentielle implication de I’activité E3 ubiquitine ligase de TRIM25 dans cette association

étant donné que cette activité réside justement dans ce motif RING (fig. 8D).
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Figure 9 - Certain motifs et résidus cytosoliques du récepteur DC-SIGN sont impliqués dans le recrutement d’Atg9
lors de ’'endocytose du récepteur DC-SIGN

(A) Représentation schématique des récepteurs DC-SIGN WT (sauvage) et mutants LL/AA, K5/A, K23/A. Des cellules
Hela ont été transfectées avec les différentes constructions comme indiqué puis ont été incubé avec I’AC 30 minutes
a 4°C ou 37°C ou 15 minutes a 37°C. Une fois engagé le récepteur DC-SIGN a été (B) immunomarqué ainsi que la
protéine Atg9 (endogene) puis analysé en microscopie confocale (n=3), (C) suivit en cytométrie en flux, les
cytogrammes sont représentatifs des cinétiques d’internalisation du récepteur dans les différents modeles cellulaires
indiqués (n=3). En abscisses sont représentées les intensités de fluorescence d’expression de DC-SIGN et en
ordonnées le nombre de cellules acquises. Barre d’échelle 5pum.
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8. CERTAIN MOTIFS OU RESIDUS CYTOSOLIQUES DU RECEPTEUR DC-
SIGN SONT IMPLIQUES DANS LE RECRUTEMENT D’ATG9

Suite a la découverte de l'interaction DC-SIGN/TRIM25 via le motif RING, suggérant que I'activité E3
ligase de TRIM25 pourrait étre impliquée dans la virophagie anti-VIH-1, nous avons émis I’hypothese
que le récepteur DC-SIGN lui-méme pourrait étre ubiquininylé. En effet, I'ubiquitination est une
modification post-traductionnelle pouvant étre impliquée dans le routage du récepteur et dans la
signalisation et le tri de vésicules endocytiques **’. Les modifications post-traductionnelles sont aussi
connues comme étant cruciales pour la signalisation cellulaire mais aussi pour la dégradation de cibles

363

protéiques ~°. L'ubiquitination est aussi impliquée dans une forme spécifique d’autophagie :

. - . 371
I'autophagie sélective

. L'ubiquitination s’opérant sur des résidus lysine de protéines cibles, nous
avons généré deux nouveaux mutants du récepteur DC-SIGN dont les résidus lysine (K) en position 5
et 32 ont été remplacés par des résidus alanine (A) (DC-SIGN K5/A et DC-SIGN K32/A) (fig. 9A). Aprés
transfection de cellules Hela, nous avons comparé le profil d’'internalisation de ces récepteurs mutés
a celui du récepteur sauvage (WT) ou de récepteurs mutés sur une séquence di-leucine défectif pour
I'internalisation (LL/AA) (fig. 1A). Nos résultats obtenus en cytométrie en flux (fig. 9C) et en
microscopie confocale (fig. 9B) montrent que la mutation en position 5 semble affecter la capacité du
récepteur a étre internalisé puisque celui-ci, tout comme le récepteur muté sur le motif dileucine, est
principalement retrouvé en surface cellulaire a 4 et 37°C bien que formant des clusers comme le
récepteur WT (fig. 9B, C). Nous avons aussi analysé I'impact de ces mutations sur les résidus lysine
intracytoplasmique du récepteur DC-SIGN sur le recrutement de la protéine Atg9 démontré
précédemment (fig. 3, 4, 5). Pour cela nous avons co-marqué le récepteur DC-SIGN engagé a 4°C et
internalisé a 37°C avec la protéine Atg9 exprimée de facon endogéne (fig. 9B). De facon trés
interessante, nous observons alors que les récepteurs mutés sur le motif dileucine ou sur le motif
lysine en position 5 présentant un défaut d’endocytose ne permettent plus le récrutement de la
protéine Atg9 (fig. 9B). Quant aux récepteurs mutés sur la lysine en position 32, ils semblent pouvoir
étre internalisé mais de facon légeérement retardée comparé au récepteur WT (fig. 9C) et semble

pouvoir s’associer avec la protéine Atg9 mais de fagcon plus modérée que le récpetur WT.

Ces données prometteuses démontrent I'importance des résidus lysine présents dans la région
intracellulaire du récepteur pour I'endocytose pour le routage du récepteur et suggérent par
conséquent la potentielle implication de modifications post-traductionnelles pour le tri post-
endocytique du récepteur une fois internalisé. Enfin, ces données suggerent aussi que |'association
entre le récepteur DC-SIGN et la protéine Atg9 requiert des capacités endocytiques fonctionnelles du

récepteur DC-SIGN.
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Figure 10 - Les protéines Atg9, Trim25, LC3 et DC-SIGN forment un complexe de type TRIMosome

(A) et (B) Les cellules HEK293T ont été transfectées comme indiqué avec les plasmides Trim25-V5, Atg9-HA, DC-
SIGN. (A) les IP V5 ou (B) HA ont été réalisées. Les révélations par immunoblot ont été faites avec anti-DC-SIGN,
anti-HA, anti-V5 et anti-GAPDH (37 kDa). (C) Les cellules HEK293T ont été transfectées comme indiqué avec les
plasmides LC3A-GST (40-43 kDa), LC3B-GST (40-43 kDa), LC3C-GST (40-43 kDa), GST-vide (25 kDa) et DC-SIGN (44
kDa). Apres engagement du récepteur DC-SIGN durant 30 minutes a 4°C ou 37°C les cellules ont été lysées. Les
lysats ont été soumis a un GST-pull down avant d’étre soumis a électrophorese et révélés par western blot a I'aide
d’anticorps anti-DC-SIGN, anti-Trim25, anti-GST et anti-GAPDH. Ces résultats sont représentatifs de 3
expérimentations indépendantes (n=3).
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9. UN COMPLEXE EST FORME ENTRE LE RECEPTEUR DC-SIGN, LA
PROTEINE ATGY9, L’E3 LIGASE TRIM25 AINSI QUE LES PROTEINES
DE LA FAMILLE LC3

Dans I'hypothese d’une autophagie antivirale générée par le récepteur DC-SIGN, nous avons
précédemment décrit les associations entre d’une part, la protéine autophagique Atg9 et le récepteur
DC-SIGN (fig. 3, 4, 5) et d’autre part par I'E3 ligase TRIM25 et le récepteur DC-SIGN en condition
endogeéne dans les MDDC (fig. 8A, B), dans les THP-1 DC-SIGN (fig. 7C) et dans les HEK293T en condition
de surexpression (fig. 8D). Afin de savoir si ces protéines pouvaient former un complexe de type
TRIMosome pour ensuite connaitre l'impact de ce complexe sur la dégradation du VIH-1 par
autophagie. Nous avons, d’une part, nous avons réalisé une immunoprécipitation de la protéine
TRIM25 (étiquté V5) en présence ou non du récepteur DC-SIGN et de la protéine Atg9 (étiqueté avec
HA) Atg9-HA comme indiqué (fig. 10B) et d’autre part une immunoprécipitation de la protéine Atg9-
HA en présence ou non du récepteur DC-SIGN et de la protéine TRIM25-V5 (fig. 10A). A I'issu de ces
expérimentations, nous observons que les protéines DC-SIGN et Atg9-HA se retrouvent co-
immunoprécipitées avec TRIM25-V5 (fig. 10A) et les protéines DC-SIGN et TRIM25-V5 sont aussi
retrouvées co-immunoprécipitées avec Atg9-HA (fig. 10B). Ainsi I'ensemble de ces résultats, montrent
que les trois protéines DC-SIGN, TRIM25 et Atg9 forment un complexe en condition de surexpression
dans les cellules HEK293T. De maniere inattendue, nous observons aussi que les protéines TRIM25 et
Atg9 interagissent entre elles, signifiant que leur association peut étre indépendante du récepteur DC-

SIGN (fig. 9 A, B).

D’autre part, étant donné que nous montrons que I'engagement du récepteur DC-SIGN par différents
ligands induit I'autophagie (augmentation de LC3-ll) (fig. 2), nous avons ensuite voulu testé
I'interaction entre DC-SIGN et certaines protéines de la famille Atg8 dont les isoformes LC3-A, B et C.
Pour cela nous avons co-transfecté des cellules HEK293T avec des plasmides exprimant le récepteur
DC-SIGN WT et les protéines LC3-A, B et C (étiqueté GST) ou la protéine GST-vide comme controle
négatif (fig. 10C). Suite a cela, le récepteur DC-SIGN a été engagé a I'aide de I’AC durant 30 minutes a
4 ou a 37°C puis les lysats ont été soumis a un « GST pulldown » afin de précipiter toutes les
constructions GST a I'aide de billes de sépharose couplées au glutathion. Ces expériences montrent
que le récepteur DC-SIGN se retrouve associé avec les trois isoformes A, B et C de LC3 testées dans
cette expérience de GST-pull down (fig. 10C) avec une association qui semble préférentielle avec
I'isoforme LC3-C. Enfin, nous observons que la protéine TRIM25 endogéne s’associe aussi avec les trois

isoformes de LC3 testées a 37°C et préférentiellement avec les formes A et B a 4°C (fig. 10C).
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Cette étude nous permet de conclure qu’un complexe se forme entre DC-SIGN, Atg9, TRIM25 et les

protéines de la famille LC3 dans les cellules HEK293T en condition de surexpression (fig. 11).
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Figure 11 - L’internalisation du récepteur DC-SIGN induit la formation d’un complexe Atg9-Trim25-LC3-DC-SIGN

Une fois engagé le récepteur DC-SIGN recrute la protéine Atg9 et ces deux protéines sont retrouvés dans des vésicules de type
endosome précoce Atg9+, DC-SIGN+, EEA1+, clathrine+. Le recrutement d’Atg9 est dépendant des capacités endocytiques du
récepteur DC-SIGN et des modifications post-traductionnelles s’opérant directement sur le récepteur DC-SIGN pourraient étre
importantes pour le routage du récepteur vers la virophagie anti-VIH-1. L’internalisation du récepteur DC-SIGN induit
I'autophagie et induit le recrutement de TRIM25 qui intéragit avec le récepteur DC-SIGN via le domaine RING de TRIM25. Cela
renforce I'idée d’une autophagie sélective et finement régulé. Enfin, Atg9-Trim25-LC3-DC-SIGN forment un complexe qui devrait

rejoindre les autophagosomes déja décrit dans les DC comme permettant la dégradation du VIH et favorisant les réponses
immunaires innées et adaptatives.
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Figure 12 — annexes :

(A) Représentation schématique de la procédure d’engagement et d’internalisation du récepteur DC-SIGN par différents ligands dans
différents modeéles cellulaires. (B) Phénotypage des THP-1 parentales (C) des THP-1 DC-SIGN transduites stablement (D) Phénotypage
par cytométrie en flux des MDDC (J+5), données représentatives de données issues de 23 donneurs sains.
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1. MODELE D’ETUDE DE L’ENTREE DU VIH-1 DANS LES CELLULES
DENDRITIQUES : LE RECEPTEUR DC-SIGN

La mise en place de modeles d’étude de l'internalisation du récepteur DC-SIGN a constitué une
premiére étape primordiale afin de vérifier mon hypothése de travail sur I'existence d’un lien entre
I’entrée DC-SIGN médiée et la voie de dégradation autophagique (illustration 26). En effet, nous
émettons I’hypothese que la mise en place de I'autophagie anti-VIH-1, décrite par plusieurs équipes,
pourrait notamment dépendre dans les DC d’un signal spécifique issu du récepteur DC-SIGN, ou d’un
complexe protéique associé lors de son engagement. Durant mon projet de these, nous avons
développé différents modeles cellulaires allant des cellules dendritiques dérivées de monocytes
humains primaires (MDDC, appelées DC dans la partie résultats) exprimant le récepteur DC-SIGN de
maniere endogéne et jusqu’a des lignées cellulaires d’origine myéloide (THP1) ou non (HEK293T, Hela)
permettant d’exprimer le récepteur DC-SIGN de maniére exogéne (fig. 1A, B, C). Notamment, la mise
en place de ces modeéles cellulaires s’est avérée utile pour comparer l'internalisation et la signalisation
générée par un récepteur sauvage et des récepteurs mutants (fig. 1A, B, 9B, C). En effet, certains

récepteurs mutants précédemment décrits'*’

, représentent des contréles négatifs d’endocytose. Par
exemple, comme le mutant dileucine DC-SIGN LL/AA puisque la sous-unité u2 du complexe adaptateur
de clathrine AP2 ne peut plus s’y associer **% (fig. 1A, B, 9B, C). Les modeéles cellulaires mis en place ont
été décrits comme opérationnels pour I'étude de l'internalisation du récepteur par des anticorps
monoclonaux dirigés contre la partie CRD (domaine de reconnaissance des sucres) du récepteur (fig.
1A, B). De par leur quantité non limitante, leur capacité a étre aisément transfectables et leur capacité
a exprimer une grande quantité de récepteurs a la surface cellulaire, les lignées cellulaires (HEK293T,
Hela, THP-1 DC-SIGN) se sont avérées nécessaires dans le cadre d’analyses biochimiques du récepteur
DC-SIGN (fig. 7, 8, 10). En effet, la caractérisation du protéome du récepteur DC-SIGN (internalisé ou
non) et la mise en évidence des facteurs cellulaires régulant I'adressage du récepteur apres
engagement ont demandé d’importantes quantités de cellules et de récepteurs exprimés de facon
homogene (fig. 7). L’évaluation de I'internalisation du récepteur DC-SIGN par des AC, par du ManLAM
qui est le composant majoritaire de la paroi mycobactérienne (lipoglycane poly-mannosylé) *****° ou
encore par le VIH-1 (souches R5 et X4) a été effectuée par cytométrie en flux (fig. 1C) et par différentes
techniques de microscopie (fig. 1C, 4, 5). En TEM, nous observons que le récepteur se situe dans une
vésicule cytoplasmique apres 30 minutes d’internalisation par des AC la résolution de la structure
membranaire est faible en conséquence du traitement effectué pour I'immunomarquage effectué (fig.
1E). Le ManLAM et le VIH-1 ne sont pas spécifiques du récepteur DC-SIGN, d’autres récepteurs ou CLR

123,134,185

peuvent reconnaitre ces ligands . C’est pourquoi nous avons aussi choisi d’utiliser des anticorps

dirigés contre DC-SIGN qui ne sont pas des agonistes naturels mais qui permettent de cibler
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spécifiquement le récepteur. L'internalisation du récepteur DC-SIGN dans les DC par le VIH-1 semble
moins efficace en cytométrie en flux comparé aux anticorps anti-DC-SIGN ou au ManlLAM
certainement d0 au fait que le VIH-1 peut étre reconnu et internalisé par de nombreux récepteurs
lectine de type C (CLR) ainsi que par le récepteur CD4 et corécepteurs exprimés a la surface des DC
(chapitre C.6.2, tableau 5) (fig. 1C). Le ManLAM peut aussi étre reconnu par différents CLR ce qui

pourrait influer sur les niveaux d’endocytose du récepteur DC-SIGN (fig. 1C).

2. L’ENGAGEMENT DU RECEPTEUR DC-SIGN INDUIT L’AUTOPHAGIE

Des cinétiques d’internalisation du récepteur DC-SIGN ont été réalisées dans les DC avec les trois
ligands du récepteur décrit précédemment (figure 12 - annexe 1A) afin de déterminer si la signalisation
engendrée par I’engagement et/ou I’endocytose du récepteur pouvait moduler 'autophagie. Bien que
statistiquement non significative, une augmentation rapide de la protéine LC3-ll induite par le
ManLAM peut étre observée dans les DC suggérant une modulation du flux autophagique par ce
lipoglycane (fig. 2B). L’effet observé (observable dés 30 minutes d’exposition) de fagon reproductible
tend vers la significativité mais nécessiterait plus d’expériences pour que cela soit statistiquement
validé (fig. 2B). Toutefois, le ManLAM n’étant pas spécifique du récepteur DC-SIGN, d’autres

récepteurs et CLR peuvent reconnaitre ce genre de ligand 2843

. Aussi, I'expression de ces CLR ou
récepteurs peuvent varier en fonction de la différenciation des DC (a partir de monocytes) mais aussi
de leur maturation **°. Par exemple, le mannose récepteur (MR), Dectin-2 mais aussi les complexes
TLR-2/TLR-1 associés a CD14 pourraient reconnaitre le ManLAM et masquer ou limiter I'effet de
I'induction du flux autophagique par le récepteur DC-SIGN. En effet, les signalisations induites a partir

de ces récepteurs ou complexes de surface ont été démontrés comme pro-inflammatoires *° et

pouvant induire plutot un effet antagoniste sur la voie autophagique.

En outre, en comparant le niveau de LC3-II des cellules mises en contact avec le sérum de souris (fig.
2D) et celui des cellules mises en contact avec I'anticorps monoclonal dirigé contre DC-SIGN (fig. 2A)
nous pouvons valider que I'effet obtenu par I’AC est bien induit par le récepteur et non pas di a un
effet alterne comme par exemple I'enclenchement de voies de phagocytose via la reconnaissance par
les récepteurs Fc. Par ailleurs, nous observons que la cinétique d’internalisation du récepteur DC-SIGN
présente un profil similaire qu’il soit engagé par des AC ou par le VIH-1 (fig. 2A, C). Etant donné que
nous avons précédemment vérifié que I'anticorps induit I'endocytose de DC-SIGN et que la cinétique
d’internalisation dépendante du VIH-1 présente un profil similaire, cela nous permet d’envisager que
des voies ou signaux similaires pourraient étre générés. De plus, 'augmentation significative de la

protéine LC3-Il aprés 30 minutes, 1h et 3h d’incubation par les AC ou le VIH-1, montre que
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I’engagement du récepteur peut générer un signal suffisant pour induire I'augmentation de LC3-1l qui

représente un marqueur du flux autophagique (fig. 2A, C).

La caractérisation de I'effet sur le flux autophagique passe souvent par des expériences impliquant des
réactifs pharmacologiques notamment capables de bloquer les étapes tardives du flux. En effet,
I'augmentation de LC3-ll peut traduire soit une induction du flux autophagique (accumulation
d’autophagosomes a un instant T sans altération de la dégradation lysosomale) soit au contraire un
blocage dans les étapes tardives du flux (le blocage de la dégradation lysosomale aboutit a une
accumulation de LC3-1l qui n’est plus dégradé). Nos expériences réalisées dans les DC en présence de
chloroquine qui permet de bloquer efficacement la dégradation lysosomale (fig.2), nous ont permis
d’observer une tres forte et trés rapide accumulation de protéine LC3-Il avec tous les ligands utilisés
(fig. 2A, B, C) ce qui confirme un flux autophagique extrémement dynamique dans les DC. En revanche,
cette accumulation saturante trés rapide de la protéine LC3-ll ne permet pas de distinguer une
différence significative de modulation du flux autophagique entre le point sans ligands (0 minute +
Chlq) et les points pour lesquels le récepteur a été engagé et internalisé (30 minutes et 1h) en présence

de chloroquine (fig. 2A, B, C).

Nos données suggerent donc une induction tres rapide du flux autophagique apres engagement du
récepteur DC-SIGN mais de nouvelles cinétiques devront étre réalisées en utilisant d’autres inhibiteurs
des étapes tardives du flux autophagique, comme par exemple des inhibiteurs spécifiques des
cathepsines lysosomales (E64D, pepstatine) ou encore de la bafilomycine Al qui est un inhibiteur de
I’ATPase vacuolaire (V-ATPase) responsable de I'acidification vésiculaire ***. Aussi, le suivi par western
blot de récepteurs autophagiques (SLR) tels que sequestosomel/p62 pourra se révéler intéressant afin
de clairement valider que I'internalisation du récepteur DC-SIGN induit le flux autophagique et non pas
un blocage des étapes tardives de I'autophagie. En effet, ces récepteurs autophagiques sont dégradés
lors du flux autophagique. Ainsi, des cinétiques d’internalisation du récepteur DC-SIGN sont prévues
pour comparer dans les DC les niveaux de LC3-Il et de p62 qui représentent différents cadres de lecture
du flux autophagique ***. Par ailleurs, mon laboratoire a précédemment montré que lors de la
déplétion (siRNA) de certaines protéines cruciales pour I'autophagie (Atg5, LC3), apres 20h d’infection
par le VIH-1, les DC transférent (trans-infection) plus de virions aux LT CD4" et présentent une
diminution des réponses innées et adaptatives *%. Ainsi, dans les perspectives a court-terme, il sera
intéressant de réaliser des expériences de silencing (par siRNA) de certains facteurs clés de
I’'autophagie afin d’étudier I'impact de I'internalisation du récepteur DC-SIGN sur I'induction de cette
voie DC-SIGN-dépendante. Cela nous permettra, notamment, de déterminer si I'autophagie induite
trés rapidement par le récepteur DC-SIGN est reliée ou non a I'autophagie dite canonique ou si c’est

une forme d’autophagie sélective non-canonique associée au récepteur. Enfin, I'impact de la déplétion
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protéique (siRNA) de certains acteurs majeurs de la voie autophagique sera aussi analysée sur la
dégradation virale (quantification de p24) et la transmission de I'infection (co-culture avec des LT CD4")
a partir de DC mises en contact avec le VIH-1, lors la cinétique d’internalisation du récepteur DC-SIGN.
Ces perspectives expérimentales nous aideront a mieux caractériser les mécanismes dépendant de

I’autophagie mis en place lors de la dégradation du VIH-1 dans les DC.

Nous avons vu précédemment dans l'introduction de mon manuscrit (chapitre D.11.1) que la
signalisation de certains récepteurs de reconnaissance de pathogenes (PRR) pouvait moduler la voie
autophagique aprés reconnaissance de pathogénes tel que TLR-4 **>%%° NOD2 ”? ou encore RIG-1 ***,
Actuellement, seules trois études récentes permettent de faire le lien entre I'action d’un récepteur
CLR et I'autophagie : les travaux réalisés précédemment par mon équipe **® (voir le chapitre initulé
contexte scientifique), les travaux menés par le Docteur Wang et ses collaborateurs **' (chapitre
d’introduction D.12.3) et enfin les travaux menés par I’équipe du Docteur Geijtenbeek ! (chapitre

d’introduction D.10.4 et D.11.1.4).

3. LE RECEPTEUR DC-SIGN INDUIT LE RECRUTEMENT DE LA PROTEINE
ATG9 DURANT SON ENDOCYTOSE

Mes résultats de these montrent que I'engagement du récepteur DC-SIGN induit le recrutement de la
protéine Atg9 proche de la membrane plasmique (fig. 3A, 4B, C, 5A). Lors de I'engagement du
récepteur durant 30 minutes a 4°C par des AC nous montrons que DC-SIGN et Atg9 sont déja tres
proches (83 nm) en microscopie électronique (fig. 4A), forment des complexes d’environ 0,4um de
diameétre directement a la membrane plasmique en microscopie STED (fig. 4B) et sont retrouvés
colocalisées (3,5% AC, 8% ManLAM et 36% VIH-1) (fig. 5B). Cela suggére que ces deux protéines

pourraient s’associer directement a la membrane plasmique et partager la méme voie d’endocytose.

Cette hypothése est d’ailleurs renforcée par le fait qu’aprés 30 minutes d’internalisation a 37°C, le
récepteur DC-SIGN internalisé et Atg9 se retrouvent fortement associés (15% AC, 21% ManLAM et 26%
VIH-1) (fig. 5), tres proches (105 nm de distance) (fig. 4A) dans des vésicules de 10 um de diamétre
(fig. 4B). Enfin, bien que les profils d’induction d’autophagie en western blot dans les DC soient
similaires lors de I'incubation des DC avec les AC ou le VIH-1 (fig. 2A et C), lorsque I'on compare les
quantifications de colocalisation en microscopie confocale entre DC-SIGN et Atg9 dans ces deux
conditions, on s’apercoit que la mise en contact des DC avec le VIH-1 induit plus rapidement le
recrutement d’Atg9 a la membrane plasmique (fig. 5A et B). Cela peut s’expliquer par le fait que la
particule virale entiére peut se fixer (via Env) de facon optimale au récepteur DC-SIGN comparé aux

anticorps ou au ManLAM et permettre de générer des « microclusters » fortement associés au
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114

cytosquelette “°. En effet, la tétramérisation de DC-SIGN est particulierement importante pour

I'optimisation de I'attachement des ligands, notamment lors de la reconnaissance des pathogénes

109,115,116

1. Découverte d’une autophagie antivirale localisée a la membrane
plasmique ?
L'hypothese d’un flux localisé a la membrane plasmique émerge partiellement des travaux menés par

le Docteur Rubinsztein et coll. qui montrent que la membrane plasmique contribue a la formation de

329,334,338

structures pré-autophagiques (illustration 27B). Des vésicules pré-endosomales générées par

une endocytose clathrine médiée deviennent des plateformes d'assemblage pour d’autres
composants autophagiques impliqués dans la biogénése autophagosomale **!. Les protéines Atg16L et
Atg9 semblent toutes deux associées a des vésicules a clathrine et contribuent a I'apport de

membranes lipidiques provenant de la membrane plasmique pour la biogénése de I'autophagosome

330,337

via des voies différentes . La protéine Atg9 a été montré chez la levure comme étant liée au

442

réseau de protéines SNARES ™™, la protéine mammifére Atg9 traverse une voie conventionnelle

endosomale allant des endosomes précoces aux endosomes de recyclage ou les vésicules Atg9* vont
pouvoir fusionner avec les vésicules Atgl6L" dans un processus régulé par des protéines SNARE

338,441

impliquées dans les processus de fusions vésiculaires . De fagon tres intéressante, il est également

connu que l'engagement du récepteur DC-SIGN par le VIH-1 induit une endocytose clathrine

138139 Etant donné que la protéine Atg9 transite dans les endosomes précoces puis

dépendante (fig. 6)
vers les endosomes de recyclage nous nous sommes donc demandé si cette protéine pouvait étre

impliquée dans le trafic intracellulaire du récepteur.
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lllustration 27 — Hypotheése d’un flux autophagique localisé a la membrane
plasmique

eLe complexe ULK1 (ULK1, Atg13, Atgl101, FIP200), qui est recruté au site de formation du phagophore
est requis pour a son tour recruter le complexe PI3KC3 générant du PI3P nécessaire pour l'initiation
de la macro-autophagie (chapitre D.9.1.1). Il est globalement accepté que la macro-autophagie se
forme au niveau de la région péri-nucléaire, au niveau du RE (omégasome). Ce dernier jouerait un role
essentiel pour I'apport de membranes lors de l'initiation de I'autophagie notamment en condition

331

basale (recyclage d’organites) ou de carence nutritive *>*. Néanmoins, les autophagosomes sont

composés de membranes provenant de différentes organelles, notamment celles liées aux trafic

. . . 4
endosomal mais aussi de la membrane plasmique %%

. La biogénese des autophagosomes et la
source de membranes constituant les organelles autophagiques sont des thématiques de recherche
trés débattues dans la communauté scientifique *** (illustration 27B). L’autophagie résultant d’un
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stress ou stimuli exogenes liés par exemple a I'entrée de pathogénes a été décrite dans de nombreux

444 . . \ s s . .
. En revanche, il existe trés peu d’études décrivant I'autophagie comme

contextes infectieux
pouvant étre générée par un stress exogéne localement a la membrane plasmique lors de la
reconnaissance de pathogénes par un PRR ou un récepteur de surface. Par exemple, le récepteur CD46
(qui n’est pas considéré comme un PRR) reconnaissant le virus de la rougeole permet I'induction de

I'autophagie **.

445

Suivant I’hypothese des modeles proposés par le Docteur Cuervo (illustration 27A) ™ et les Docteurs

336498 (jllustration 27B) la membrane plasmique pourrait contribuer a la formation

Pavel et Rubinsztein
du phagophore. Afin de savoir si I'induction autophagique que nous décrivons aprés engagement de
DC-SIGN (fig. 2) peut induire le recrutement de protéines liées a l'initiation de I'autophagie, nous avons
entrepris des expériences d’immuno-marquage (microscopie) du récepteur DC-SIGN en cours
d’endocytose et des protéines ULK1 et Atgl3. Aux temps testés (15-30 minutes), nous n’avons pas
observé de co-localisation entre ces protéines initiatrices de I'autophagie et le récepteur en cours
d’internalisation (fig. 3A). On ne peut toutefois pas totalement exclure que ces protéines puissent étre
associés avec le récepteur a des temps plus courts au vu de leur réle primordial dans l'initiation du flux
autophagique. Par ailleurs, il serait intéressant d’étudier si des protéines se liants aux PI3P comme les
protéines WIPI (notamment WIPI2) ou DFCP1 pourraient étre recrutées a la membrane plasmique et
participer a I’élaboration d’une autophagie localisée. En effet, ces protéines sont impliquées dans le
recrutement des partenaires autophagiques vers le phagophore en formation ********’_Le PI3P est un

lipide signal crucial permettant le recrutement des protéines autophagique de liaison mentionné ci-

dessus permettant de débuter I'élongation du phagophore **° (chapitre D.9.1.3, illustration 19).

2. L’endocytose est nécessaire pour le recrutement de la protéine Atg9
lors de I'internalisation du récepteur DC-SIGN

Nous constatons que, comparé au récepteur DC-SIGN WT, le récepteur muté sur le motif dileucine
(LL/AA) ainsi que celui muté sur le résidu lysine en position 5 (K5/A) (fig. 9A), présentant tout deux un
défaut d’endocytose (fig. 9B et C), ne s’associent pas a la protéine Atg9 méme aprés engagement ou
internalisation du récepteur 30 minutes a 4 ou 37°C d’incubation avec des AC (fig. 9B). Cela suggeére
que les capacités endocytiques du récepteur doivent étre fonctionnelles pour le recrutement d’Atg9
dans les vésicules formées lors de I’endocytose du récepteur DC-SIGN (fig. 9) et potentiellement lors
de l'initiation de la voie autophagique dépendante du récepteur DC-SIGN (fig. 2). Afin de confirmer si
I’endocytose du récepteur DC-SIGN est bien requise pour I'induction du flux autophagique dans un
contexte infectieux, il sera intéressant de comparer I'induction de ce flux entre des cellules sur-
exprimant le récepteur sauvage ou muté sur le motif LL/AA ou le résidu K5/A aprés engagement du

récepteur DC-SIGN par le VIH-1.
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eModulation du trafic vésiculaire (siRNA ou stress par drogue ou carence nutritive):

En dépit de ses rbles importants dans I'autophagie, Atg9 ne prend pas place dans les vésicules
autophagiques, cette protéine réside dans des vésicules qui lui sont propres et son trafic tres
dynamique semble étre régi par une signalisation cellulaire indépendante de celle du phagophore
329330 (jllustration 27B). Aussi, il a été décrit dans la littérature que la déplétion (siRNA) de ULK1 et
Atg13 inhibe le trafic d’Atg9 qui reste alors localisé dans des régions juxta-nucléaire, bien que le
recrutement d’Atg9 a I'omégosome ait été décrit comme indépendant de ULK1 ou d’une carence

328 gSelon nos données, DC-SIGN ne semble pas co-localiser avec ULK1 et Atgl3 dans nos

nutritive
conditions expérimentales et aux temps effectués (fig. 3A). Toutefois, il serait intéressant de procéder
a la déplétion de ces deux protéines liées a l'initiation de I'autophagie. En effet, dans I’hypothése ou
cette déplétion bloquerait le trafic d’Atg9 nous pourrions en apprendre davantage sur le role de cette
protéine dans ce contexte ou I'autophagie joue un role anti-infectieux. Aussi, la carence nutritive en
acides aminés ou le traitement a la rapamycine (qui induit I'autophagie) provoque une redistribution
du pool d’Atg9 situé au niveau du RE et TGN vers la périphérie, notamment vers des membranes
endosomales précurseurs de vésicules LC3* (LC3-GFP sur-exprimée) *2%. Il serait ainsi intéressant de se
placer dans ces conditions lors de I'entrée du VIH-1 dans les DC afin d’observer si I'on observe une
augmentation d’association DC-SIGN/Atg9 du fait de la meilleure disponibilité en périphérie de la Atg9,
confirmant ainsi le réle d’Atg9 dans l'initiation de la virophagie DC-SIGN dépendante. Enfin, il a été
aussi rapporté qu’un traitement a la rapamycine dans des cellules myéloides (DC et macrophages)
limite I'input viral et réduit significativement la transmission d’infection VIH-1 vers des lymphocytes T
CD4* 7213430 (Campbell et Spector 2011 ; Blanchet 2010 ; Chauhan 2016). Des expériences de transfert

viral (trans-infection) sont prévues a court terme afin de mieux définir le réle de la protéine Atg9 au

cours de la virophagie DC-SIGN dépendante dans les DC.

eTrafic vésiculaire : Nous montrons par ailleurs, que lors de I'engagement et l'internalisation du
récepteur DC-SIGN par du ManLAM des vésicules Atg9/EEA-1 (marqueur des endosomes précoces)
sont formées et I'’endocytose du récepteur ne semble pas influer sur le niveau de co-localisation entre
ces deux protéines (fig. 6, partie gauche). En revanche, ces protéines associées forment des vésicules
circulaires qui semblent se déplacer d’une zone proche de la membrane plasmique a I'état basal vers
une région péri-nucléaire aprés internalisation du récepteur a 37°C (fig. 6A, partie gauche). Afin de
s’assurer que ces vésicules soient bien celles contenant le récepteur DC-SIGN un triple marquage DC-
SIGN/EEA-1/Atg9 sera nécessaire. Des inihibiteurs de I'endocytose clathrine et calcium dépendante,
tel que le dynasor (inhibiteur de la dynamine) ou 'EDTA (chélateur des ions calcium) pourrons aussi
étre utiliser afin de comparer I'effet de l'internalisation du récepteur sur la distribution de ces

138,139
> que I'endocytose

vésicules. Par ailleurs, nous observons, en accord avec d’autres publications
générée par les AC est une voie d’endocytose clathrine-dépendante (fig. 6A, partie droite). Ainsi, il
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serait intéressant d’étudier la possible implication de certaines protéines Rab et SNARE lors de la mise
en place de cette autophagie localisée. En effet, les protéines Rab et SNARE sont particulierement
impliqués dans le trafic cellulaire notamment comme régulateurs du transport de vésicules tels que
celui des endosomes précoces ou tardifs vers leurs lieux de dégradation (chapitre B.5.5). En effet, la
protéine de fusion vésiculaire VAMP3 a été montrée comme régulant le trafic d’Atg9 vers des vésicules
Atgl6L" afin d’agir telle une plateforme de recrutement pour d’autres protéines autophagiques
importantes pour la biogénese du phagophore (illustration 27B). Il serait donc intéressant d’étudier
I'implication de certaine protéines SNARE afin de savoir si Atg9 pourrait étre un des intermédiaires
responsables de la fusion des vésicules endosomales formées lors de I'internalisation du récepteur DC-

SIGN et la voie autophagique.

eSignalisation : Les modifications post-traductionnelles d’Atg9 semblent jouer un réle important
pour la régulation de I'autophagie chez la levure. En effet, chez la levure, la mutation du résidu sérine
S$122 de la protéine Atg9 inhibe la phosphorilation de la protéine Atg9 ce qui est important pour son
interaction avec Atg27 et Atg23. Cette inhibition d’intéraction protéique induit alors une diminution
de I'activité autophagique chez des levures mutées sur le résidu sérine 5122 de la protéine Atg9 **2.
C’est la kinase Atgl (orthologue de ULK1 chez les mammiferes) qui régule la protéine Atg9 en la
phosphorylant directement et lui permettant d’interagir avec ses partenaire Atg23 et Atg27 (Atg27 et
23 ne posseédent a I'heure actuelle aucun orthologue humain connu). Ainsi, générer un mutant
similaire de la protéine Atg9 humaine pour étudier le réle d’Atg9 dans notre modéle d’étude et le
contexte infectieux pourrait s’avérer étre intéressant afin de connaitre I'implication de certaines

modifications post-traductionnelle dans la signalisation induite par Atg9 lors de I'endocytose du

récepteur DC-SIGN.

4. LA PROTEINE TRIM25 S’ASSOCIE AU RECEPTEUR DC-SIGN
DURANT SON ENDOCYTOSE

Afin d’éviter le biais lié a l'utilisation de cellules primaires de donneurs (DC), nous avons choisis
d’effectuer I'analyse du protéome du récepteur DC-SIGN dans des lignées cellulaires monocytiques les
THP-1 tranduites ou non pour exprimer stablement le récepteur DC-SIGN (fig. 7A). Les THP-1
parentales (non transduite) constituent un excellent contréle négatif de bruit de fond « technique »
lié a I'immuno-précipitation et au traitement des échantillons par phase liquide couplée a la
spectrométrie de masse (fig. 7A). En effet, ces cellules nous ont donc permis d’éliminer toutes
protéines aspécifique a la présence ou a I'engagement du récepteur DC-SIGN. Un triplicat expérimental
nous a permis de montrer que la protéine TRIM25 est significativement associée au récepteur DC-

SIGN et enrichie a 37°C (fig. 7C, 8A,). La protéine TRIM25 est une E3 ubiquitine ligase impliquée dans
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la réponse immunitaire innée (Versteeg et al., 2013) et sa principale cible identifiée est le récepteur
RIG-1, dont l'ubiquitination conduit a la production d'interféron de type | ”°. Nous avons ensuite validé
I’association endogene entre le récepteur DC-SIGN et la protéine TRIM25 par immunoprécipitation du

récepteur DC-SIGN dans les cellules dendritiques (fig. 8A, B).

1. La protéine TRIM25 induit-elle |la dégradation du VIH-1 par
autophagie de précision ?
Actuellement, 'autophagie de précision est définie comme étant un mécanisme de dégradation
sélectif mettant en jeu une protéine de la famille TRIM servant, d’'une part, de récepteur de
reconnaissance du substrat a dégrader spécifiquement et, d’autre part, servant de plateforme de
recrutement de protéines autophagique comme les protéines ULK1, Beclin-1, Atgl6L mais aussi

. . . . 426,449
certaines protéines de la famille Atg8, formant ainsi un TRIMosome “7"7,

La dégradation
autophagique induite par ce TRIMosome, cette forme hautement spécifique d’autophagie, a été

Lo , . L. 254
définie comme étant I'autophagie de précision =",

Lors de I'étude de l'internalisation du récepteur DC-SIGN par microscopie (fig. 3A et B) dans les DC,
nous n’observons pas d’intéraction entre le récepteur DC-SIGN et les protéines autophagiques ULK1
et Atgl6L impliquées dans le TRIMosome et la dégradation par autophagie de précision. Il serait
cependant intéressant de réaliser des études d’'immunoprécipitation de la protéine TRIM25 afin
d’étudier son I'association biochimique avec ULK1, Atgl6L ou encore Beclin-1 en condition de
surexpression et/ou d’engagement du récepteur DC-SIGN. Cela nous permettra alors de savoir si le
phagophore peut se former autour de la protéine TRIM25, telle une plateforme de recrutement,
comme dans le cadre de la formation d’'un TRIMosome, lors d’une éventuelle dégradation par

autophagie de précision.

Par ailleurs, une autre propriété décrite du TRIMosome est la capacité de la protéine TRIM a interagir
avec des membres de la famille Atg8 afin de recruter les organelles autophagiques. Nous observons
que la protéine TRIM25 endogeéne (HEK293T) semble interagir avec certaines isoformes de la protéine
LC3 (notamment A et B) (fig. 10C), nous observons aussi que I'engagement et I'internalisation du
récepteur DC-SIGN semble induire un enrichissement de l'isoforme LC3-C associé a TRIM25. |l sera
intéressant de recommencer cette expérience avec cette fois TRIM25 comme appat (IP TRIM25) afin
de valider si la protéine LC3-C pourrait étre impliquée dans le ciblage du VIH-1 vers la dégradation
autophagique dépendante du récepteur DC-SIGN. Ces expériences seront a réaliser en présence de
toutes les isoformes de la famille Atg8 notamment les formes GABARAP qui ont été montrées comme

interagissant préférentiellement (LC3-A aussi) avec les protéines de la famille TRIM **2.
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Certaines protéines de la famille TRIM peuvent ne pas exprimer de domaine LIR (domaine d’interaction
avec les protéines Atg8) ou en exprimer un ou plusieurs, constituant le cas échéant une piste favorable

249430 " En utilisant

pour étudier le role de la TRIM d’intérét en tant que plateforme TRIMosome
I’algorithme « LIR consensus » qui permet d’aligner la séquence d’une protéine d’intérét avec 26 LIR
domaines putatifs ** il semble que TRIM25 en soit dépourvu. Cependant, la présence d’un tel motif
n’est pas absolument requis pour interagir avec une protéine de la famille Atg8 et jouer un réle dans
la dégradation autophagique. En effet, cette interaction peut étre indirecte, c’est le cas de plusieurs

249,452 ;.
"% ou encore de la protéine

protéines de la famille TRIM comme par exemple de la protéine TRIM5a.
TRIM55 qui ne semble pas se lier a ULK1 and Beclin-1 mais affecte fortement I'autophagie. Les
différentes interactions protéines ‘TRIM - protéines autophagiques’ ont été discutées dans le chapitre
d’introduction D.10.4, tableau 9. De plus, dans les conditions expérimentales mises au point lors du
screening réalisé dans 'étude de Mandell et al, visiblement, Trim25 ne se dégage pas comme un
potentiel candidat pour la formation d’un TRIMosome impliqué dans I'autophagie de précision **.
Enfin, comme discuté précédemment, une étude récente décrit que le VIH-1 ou du moins certain
composants viraux (capside) peuvent étre dégradés dans un complexe impliquant une protéine de la
famille TRIM sans pour autant impliquer les protéines identifiées dans le mécanisme d’autophagie de

131,244

précision . Cela pourrait étre pourrait étre le cas du complexe DC-SIGN-TRIM25-Atg9-LC3 décrit

lors de ma these (fig. 10A, B, C, 11).

Enfin, un récepteur autophagique est définit actuellement comme étant une protéine s’associant
d’une part a une protéine de la famille Atg8 et d’autre part a un substrat spécifique afin de permettre

la dégradation de ce dernier par autophagique tout en étant aussi dégradé *>>.

L'autophagie de
précision repose sur la formation d’un TRIMosome (complexe autour d’une protéine de la famille
TRIM), aprés reconnaissance de son substrat la TRIM va permettre assemblage du phagophore autour
de cette TRIM via le recrutement de protéines liées a I'initiation autophagique (ULK1 et Beclin-1). La
TRIM agit alors comme une plateforme de recrutement protéique dans le but de dégrader
spécifiquement une protéine cible. Comme lors de I'autophagie sélective et de précision, le récepteur
ouicila plateforme TRIM est dégradée en méme temps que le substrat ciblé. Si la dégradation du VIH-
1 par autophagie implique TRIM25 en tant que plateforme d’autophagie de précision alors TRIM25 en
tant que récepteur et plateforme autophagique devrait étre dégradée au cours du temps, cela devra

prochainement étre évalué en western blot dans les DC en présence ou non de drogues bloquant la

dégradation lysosomale/autophagique.
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2. La protéine TRIM25 via son activité E3 ligase régule t'elle
spécifiquement la signalisation du récepteur DC-SIGN ? Vers la
virophagie ?

Nous montrons, d’'une part, que TRIM25 interagit avec DC-SIGN via son domaine RING (fig. 8D) lui
conférant son activité E3 ubiquitine ligase ">. D’autre part, les mutations simples (nous n’avons pas
encore synthétisé le double mutant) réalisées indépendemment sur les deux seuls résidus lysines
contenus dans le domaine cytoplasmique du récepteur DC-SIGN montrent un profil d’endocytose trés
intéressant. En effet, si I'on compare ces deux nouveaux mutants synthétisés lors de mes travaux de
thése avec le récepteur DC-SIGN WT ou celui muté sur le motif dileucine LL/AA défectif pour
I’endocytose **®'*° |a mutation sur la lysine en position 5 semble affecter les capacités endocytiques
(fig. 9B, C) du récepteur et sa capacité a s’associer a la protéine Atg9 (fig. 9). La mutation en position
32 semble seulement légerement affecter la capacité d’endocytose du récepteur (fig. 9B, C) et semble
induire une diminution de son association avec la protéine Atg9 (fig. 9). Ensemble, ces données
tendent a montrer que le récepteur DC-SIGN pourrait subir des modifications post-traductionnelles
(comme l'ubiquitination) importantes pour réguler I'endocytose et le sorting du récepteur (fig. 9) et
aussi pour la signalisation vers la dégradation autophagique (fig. 8E). En collaboration avec I'équipe
dirigée par le docteur Caroline Goujon (IRIM, Montpellier), nous avons généré des constructions
lentivirales des récepteurs DC-SIGN WT ou mutés sur les lysines (K5/A et K32/A). Ces constructions
nous permettrons de pouvoir créer des lignées cellulaires (THP-1 et HEK293T) exprimant stablement
(par tranduction) ces récepteurs de fagon a pouvoir plus aisément étudier : 'impact de ces mutations
sur l'endocytose du récepteur, comparer le profil d’ubiquitination des récepteurs aprés
immunoprécipitation, de déterminer si le récepteur DC-SIGN est directement ubiquitinylé et
déterminer le role de I'E3 ligase TRIM25 dans la signalisation du récepteur DC-SIGN. Enfin, cela nous
permettra d’analyser I'impact des modifications post-traductionnelles induite directement sur le

récepteur DC-SIGN et les conséquences sur la virophagie anti-VIH-1.

Etant donné que la protéine TRIM25 ne semble pas exprimer de LIR domaines (données non montrées)
mais semble étre reliée au récepteur DC-SIGN via son domaine E3 ligase, nous avons voulu savoir si le
membre le plus représentatif de la famille des récepteurs autophagiques, p62, pouvait interagir avec
le récepteur DC-SIGN dans I'hypothése d’une autophagie sélective (fig. 3A, B). En effet, p62 est un
récepteur autophagique (SLR) impliqué dans la liaison (domaine UBA) de substrats ubiquitinylés,
permettant grace a sa capacité de liaison avec les protéines de la famille Atg8 (domaine LIR),
d’acheminer le substrat vers la dégradation autophagique *>>. Nous avons analysé si ce récepteur
autophagique pouvait étre associé avec le récepteur DC-SIGN lors de son internalisation afin
d’acheminer sélectivement le substrat capturé par DC-SIGN vers la dégradation par autophagie
sélective. Aux temps testés (15-30 minutes d’internalisation), nous ne constatons pas d’association du
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récepteur DC-SIGN avec p62 (fig. 3A, B). Cependant, nous n’avons pas analysé en détail cette
association ni celle d’autres récepteurs autophagiques par des investigations biochimiques. Par
exemple, comme le SLR NDP52 reconnait le récepteur lectine de type I, la galectine 8 et 3 2% nous
pourrions émettre I’hypothése que DC-SIGN pourrait, en tant que lectine de type C étre reconnu par

le SLR NDP52 afin de promouvoir la virophagie sélective anti-VIH-1.

5. LE coMPLEXE DC-SIGN-TRIM25-ATG9-LC3

1. Le complexe croise-t-il les protéines du signalosome DC-SIGN ?

Il serait intéressant de relier nos travaux a ceux réalisés sur la signalisation du récepteur DC-SIGN

128,454
k

intensément décrite par le groupe des docteurs Gringhuis et Geijtenbeec . En effet, a été décrit

par ce groupe que la protéine LSP1 semble faire le lien entre le CLR langerine (CD207) et TRIM5a afin

131 .
. Bien

de recruter des protéines autophagiques générant la dégradation de la capside virale du VIH-1
que cette dégradation autophagique regie sous le contréle d’'un complexe CD207-LSP1-TRIM5-Atg16L-
Atg5 semble dépendant du type cellulaire, il serait intéressant d’analyser I'implication de la protéine
LSP1 dans I'association DC-SIGN / TRIM25. Dans cette étude, les auteurs montrent que le récepteur
langerine est associé a I'état basal a la protéine LSP1 ainsi qu’a I'E3 ligase TRIM5a et Atgl6L.
L'internalisation du récepteur langerine par le VIH-1, conduit a I'acheminement du virus dans les
granules de Birbeck ol TRIM5a va pouvoir reconnaftre la capside virale (p24) et induire le recrutement
d’Atg5 promouvant la lipidation de LC3-Il et ainsi la formation d’autophagosome permettant la

dégradation du VIH-1 ™

. TRIM5a (humain) apparait donc dans ce sous-type de DC comme étant un
facteur de restriction associé au récepteur langerine et promouvant la dégradation du VIH-1 par
autophagie. Cependant, ce modeéle est a discuter quant aux roles des protéines associées dans le
complexe formé dans ce sous-type de DC et leurs capacités de recrutement du phagophore. Les
auteurs considerent qu’Atg5 et Atgl6L pourrait promouvoir la nucléation de la protéine LC3-Il au
phagophore liant ainsi le complexe décrit et la dégradation autophagique. En effet, dans la littérature
Atg5 et Atgl6L sont des protéines autophagiques qui ont été décrites comme intervenant plutot dans

29535 | ’autophagie de précision décrite par I'équipe

I’élongation d’un phagophore formé au préalable
du docteur Deretic en revanche décrit l'interaction des protéines TRIM avec des protéines de
Iinitiation autophagique et faisant ainsi un lien cohérent avec la capacité des protéines TRIM d’agir en

tant que plateforme d’assemblage du phagophore **°.

Comme détaillé dans le chapitre de mon introduction de these B.5.4.4, la protéine LSP1 a été décrite
comme étant associée au récepteur DC-SIGN de facon basale et joue un réle important pour la
formation du complexe de signalisation « DC-SIGN signalosome » composé des protéines LSP1-KSR1-

CNK permettant de promouvoir les réponses anti-infectieuses **’. La dégradation autophagique du
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VIH-1 médiée par le récepteur langerine et TRIM5a humain semble spécifique de ce récepteur et des
cellules utilisées (LC) puisque ce n’est pas le cas pour le récepteur DC-SIGN internalisé par le VIH-1 qui

131 , s
1 Nous avons retrouvé la protéine LSP1 dans

au contraire montre une dissociation DC-SIGN/TRIM5a
le protéome de du récepteur DC-SIGN de fagon non significative (fig. 7C), il serait néanmoins
intéressant dans le cadre de notre étude, de mieux définir le réle de la protéine LSP1 lors de la
virophagie DC-SIGN médiée. En effet, nos expériences de co-IP en condition de surexpression ne
démontrent pas que les associations décrites sont directes entre les différents partenaires protéiques
identifiés, ainsi, les protéines du ‘DC-SIGN signalosome’ pourraient peut-étre étre impliquées dans le
routage du récepteur vers la dégradation autophagique (fig. 8, 10). Cela est d’autant plus intéressant

lorsque I'on sait que la protéine LSP1 a été impliquée dans la dégradation du VIH-1 dans les DC par le

. 130
protéasome .

2. Dégradation du VIH-1 par autophagie sélective dans les DC

Enfin, il est particulierement important de vérifier I’hypothese que les protéines Atg9 et TRIM25
puissent étre impliquées dans la dégradation lysosomale autophagique-dépendante lors de |‘entrée
du VIH-1 via le récepteur DC-SIGN. Pour cela, nous sommes en train de mettre au point des expériences
de déplétion de la protéine Atg9 et TRIM25 (DC et HEK293T) par siRNA. Nous observerons I'effet de la
déplétion d’Atg9 sur I'endocytose du récepteur DC-SIGN (par cytométrie en flux), sur I'induction de
I'autophagie (cinétique d’internalisation par western blot), sur le trafic du récepteur DC-SIGN
(marquage immonofluorescent de DC-SIGN, LC3 et LAMP1 a des temps plus tardifs) et enfin sur le
transfert de I'infection (DC silencées et infectées par le VIH-1 en co-culture avec des LT CD4", JLTR5).
Sur une échelle de temps plus tardive, et si les résultats s’averent concluant, il sera alors intéressant
d’évaluer I'impact de la déplétion d’Atg9 dans les DC infectées sur la présentation antigénique CMH-

92,158,159
. La

ll-médiée vers des clones T CD4" spécifiques du VIH-1 comme décrit précédemment
déplétion de la protéine TRIM25 dans les DC et lignées cellulaires (HEK293T), apporteront de
nombreuses réponses quant au role de cette protéine vis-a-vis de I'endocytose, la signalisation et
I'adressage du VIH-1 vers la dégradation autophagique. Aussi dans I’hypothése ou les mutants de
TRIM25 (fig. 8B) puissent se comporter comme forme dominante en condition de surexpression, il
serait intéressant de déterminer I'impact de la mutation de motifs cruciaux composant la protéine

TRIM25 (fig. 8C) sur la formation du complexe TRIM25-DC-SIGN-Atg9-LC3 et son implication dans la

virophagie anti-VIH-1.
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3. Une autophagie dépendante du récepteur DC-SIGN, applicable a
d’autres CLR ? D’autres pathogenes que le VIH-1 ?

Par ailleurs, la protéine Atg9 pourrait aussi jouer un réle dans I’'adressage du récepteur DC-SIGN engagé
par le VIH-1 mais aussi par d’autres pathogénes vers la dégradation autophagique. En effet, bien que
I'effet induit soit plus important en présence de VIH-1, le ManLAM exprimé naturellement par les
Mycobactéries semble aussi induire I'association entre DC-SIGN/Atg9 (fig. 2, 5), élargissant ainsi
I'implication du mécanisme a d’autres pathogenes reconnus par le récepteur DC-SIGN dans les DC. Il
pourrait étre intéressant de réitérer ces expériences en présence d’autres pathogenes naturellement
reconnus par le récepteur (tableau 4, chapitre B.5.4.3). Enfin, pour aller plus loin nous pouvons aussi
nous demander si cette autophagie antivirale locale induite rapidement tel un mécanisme de défense

. ; . . . e 131
innée pourrait aussi avoir lieu lors de I'engagement d’autres CLR

ou d’autres pathogenes. Ainsi, de
nouvelles perspectives s’ouvrent alors afin d’explorer plus largement I'impact de récepteurs de

I'immunité innée et la dégradation sélective.
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Pour conclure, les résultats que j'ai obtenu durant ma thése montrent que le VIH-1 pourrait étre

dégradé dans les cellules dendritiques par autophagie sélective. La formation d’un complexe de type

TRIMosome (DC-SIGN-TRIM25-Atg9-LC3) ou plus généralement un complexe impliqué dans un

processus de type amphisome régulé, d’'une part, par une protéine de la famille TRIM et, d’autre part,

par la protéine autophagique Atg9. Puisque les rbles exacts de ces deux partenaires du récepteur DC-

SIGN sont encore a déterminer, j'ai choisis l'illustrer les deux théories pouvant (co)-exister durant

I’entrée du VIH-1 via le récepteur DC-SIGN dans les DC par un schéma (illustration 28) et un tableau

récapitulatif des résultats décrits durant ma these, les questions que cela souleve ainsi que les

suggestions expérimentales a mettre en ceuvre afin de pouvoir y répondre (tableau 12).

Théorie A: Autophagie
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lllustration 28 - Théorie sur la virophagie sélective du VIH-1 dans les cellules dendritiques
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Résultat mis en évidence lors de ma
thése

Questions que souléve mes résultats
de thése

Proposition expérimentales pour y
répondre

L'engagement du récepteur DC-SIGN induit
I'autophagie (augmentation au cours du
temps de LC3-11), des vésicules DC-
SIGN+/Atg9+ sont formées directement a la
membrane plasmique

Cette autophagie est elle localisée, générée
directement a la membrane plasmique ?

Réaliser un triple marquage IF Atg9/DC-
SIGN/WIPIl ou DFCP1

L'autophagie anti-VIH DC-SIGN médié peut-
elle étre appliquée plus généralement a
d'autres CLR ?

Comparer les mécanismes induit lors de
I'entrée d'autres CLR exprimés par les DC
et reconnaissantle VIH : MR, DCIR, Dectin-
let-2

IAtg9 intéragit avec DC-SIGN, TRIM25 et EEA

Quel est le role d'Atg9 dans ce mécanisme
d'autophagie DC-SIGN médié ?

SiRNA o Atg9 puis cinétique
d'internalisation de DC-SIGN,
conséquences sur : I'endocytose (par
Facs), sur le trafic du récepteur ((IF triple
marquage DC-SIGN/LC3/EEA dans les
temps courts, DC-SIGN/LC3/LAMP-1dans
les temps plus tardifs) sur le transfert de
virions (co-culture DC/LT CD4+), sur les
réponses immunes (co-culture avec des
clones LT CD4+ spécifiques du VIH)

TRIM25 estenrichi a 37°Clors de
I'internalisation de DC-SIGN etinteragit avec
Atg9 et LC3-Aet -B

Quel est le role de TRIM25 dans ce
mécanisme d'autophagie DC-SIGN médié ?

SiRNA o TRIM25 puis cinétique
d'internalisation de DC-SIGN,
conséquences sur : I'endocytose (par
Facs), sur le trafic du récepteur (IF triple
marquage DC-SIGN/LC3/EEA dans les
temps courts, DC-SIGN/LC3/LAMP-1dans
les temps plus tardifs), sur le transfert de
virions (co-culture DC/LT CD4+), sur les
réponses immunes (co-culture avec des
clones LT CD4+ spécifiques du VIH)

ITRIM25 intéragit avec DC-SIGN via son
domaine RING

En comparaison avec DC-SIGNWT :le
mutant DC-SIGN K5/A n'est pas capable
d'étre internalisé et n'intéragit pas avec
IAtg9. Le mutant DC-SIGN K32/A est
internalisé et intéragit moins intensément
avec Atg9.

DC-SIGN est-il ubiquitinylé ? Si oui quelle est
I'E3 ligase responsable de cette modification
post-traductionnelle ? Est ce TRIM25 ? La
mutation K5/A a t'elle un impact sur
I'endocytose ou sur la signalisation du
récepteur DC-SIGN ?

Pour définir le réle de TRIM25 dans
I'ubiquitination de DC-SIGN (co-IPTRIM25
WT versus mutants ARING + DC-SIGN),
comparer le profil d'ubiquitination des
récepteurs WT versus mutants sur les
lysines (K/A et K32/A) aprés IP en
I'absence ou non de TRIM25 (siRNA).
Synthétiser un double mutant K5/A_K32/A
(mutagéneése dirigée) et comparer son
phénotype aux récepteurs sauvage et
mutants.

Un complexe DC-SIGN-TRIM25-Atg9-LC3 est
formé

Quel est le mécansime autophagique précis
lgénéré par l'internalisation de DC-SIGN ?

SiRNA ot Atg9 ou TRIM25 ou protéine
crutiale pour l'autophagie (par exemple
Atg5, 7) puis cinétique d'internalisation de
DC-SIGN, conséquences sur : I'endocytose
(par Facs), sur le trafic du récepteur ((IF
triple marquage DC-SIGN/LC3/EEA dans les
temps courts, DC-SIGN/LC3/LAMP-1dans
les temps plus tardifs) sur le transfertde
virions (co-culture DC/LT CD4+), sur les
réponses immunes (co-culture avec des
clones LT CD4+ spécifiques du VIH)

Le ManLAM semble induire le flux
autophagique et Atg9 et TRIM25 sont
recrutées lors de I'engagement de DC-SIGN
par ce composé

L'autophagie anti-VIH DC-SIGN dépendante
peut-elle étre appliquée plus généralement
a d'autres pathogénes ?

Comparer les mécanismes induit lors de
I'entrée d'autres pathogénes
naturellement reconnus par le récepteur

C-SIGN

Tableau 12 - Questions soulevées par les résultats de these
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105

Comme décrit dans la littérature, le VIH-1 est reconnu en partie par le récepteur DC-SIGN ~ entrainant

, . ;. N . 138,1
I’entrée du virus dans une vésicule endocytose a clathrine *%**°

(fig. 6, illustration 28). Nous montrons
que des 30 minutes d’endocytose de DC-SIGN I'autophagie (augmentation de LC3-Il) est induite (fig.
2). Nos résultats montrent que I'endocytose du récepteur génere d’une part, le recrutement de la
protéine TRIM25 (fig. 7C et 8) et d’autre part le recrutement de la protéine Atg9 (fig. 3, 4, 5)
directement a la membrane plasmique. Il reste encore a déterminer précisément le réle de ces deux
protéines Atg9 et TRIM25 (siRNA en cours de mise au point) lors de I'entrée du VIH-1 dans les DC
(tableau 12). Nous montrons que la protéine TRIM25 se lie au récepteur DC-SIGN via son domaine
RING (fig. 8D), la protéine TRIM25 pourrait alors jouer son role d’E3 ligase en ubiquitinant le récepteur
DC-SIGN (peut-étre sur les lysines en position 5 et 32 ou les deux) (fig. 9). Les modifications post-
traductionnelles induite sur le récepteur pourraient alors participer a lI'induction d’autophagie
constatée lors de I'endocytose du récepteur (fig. 2). Dans une théorie plagant TRIM25 au coeur d’un
complexe de type TRIMosome (illustration 28A) TRIM25 pourrait alors lier d’une part a la protéine
Atg9, au récepteur DC-SIGN (domaine RING) (fig. 8D) et d’autre part a certaines certaines protéine la
famille Atg8 (a déterminer si un isotype est préférentiellement impliqué) (fig. 8C). Quant a Atg9, nous
montrons que cette protéine est recrutée directement a la membrane plasmique dés I'engagement
du récepteur a 4°C et suivant ensuite le récepteur durant son endocytose (fig.3, 4, 5). La protéine Atg9
pourrait alors favoriser le transport de I'endosome formé (illustration 28B) ou du complexe type
TRIMosome (illustration 28A) lors de I'entrée DC-SIGN dépendante du fait de son réle déja décrit de
transporteur de membrane vers le phagophore/autophagosome et sa capacité de liaison a certaine
protéine SNARES liées a la fusion et I'attachement inter-vésiculaire. Dans cette théorie, la formation
complexe de type TRIMosome (DC-SIGN-TRIM25-Atg9-LC3) (illustration 28) constituerai un signal
suffisant pour que le phagosome puisse venir s’assembler autour du complexe et ainsi permettre la
dégradation par autophagie du VIH-1 durant les premieres heures de son entrée dans les DC. Cette
théorie du TRIMosome, pourrait expliquer I'interaction entre TRIM25 et Atg9 en condition basale de
surexpression dans les HEK293T en I'absence du récepteur DC-SIGN (fig. 8A, B). La théorie de
I"amphisome (illustration C2) Atg9 et DC-SIGN partageraient la méme vésicule d’endocytose clathrine
médié et DC-SIGN suivrait alors le trafic de cette protéine afin d’étre guidé avec le VIH-1 vers la
dégradation autophagique (fig. 5). La protéine Atg9 a été décrite comme pouvant potentiellement
avoir un rdle de plateforme pour d’autres protéines Atg **°, il se pourrait alors qu’Atg9 serve de lien
entre la voie endosomal générée par I'endocytose de DC-SIGN et la voie autophagique facilitant ainsi

la fusion endosome/autophagosome (illustration 27).

La protéine LC3 fait aussi partie de ce complexe formé lors de I'engagement et endocytose du

récepteur DC-SIGN (fig. 8C). Mon équipe avait précédemment rapporté des événements de

158

colocalisation entre DC-SIGN et LC3 lors de l'internalisation par le VIH-1 = (illustration 25). Un des
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roles de la protéine LC3-Il (lipidée) dans la macro-autophagie est de fermer les autophagosomes en
cours de formation et lors de l'induction d’'une autophagie sélective médiée par des récepteurs
autophagiques tels que les SLR peuvent interagir avec plusieurs membres de la famille LC3 (Atg8)
permettant ainsi 'acheminement du cargo vers la dégradation. Dans I’hypothése de formation d’un
amphisome (illustration 28B), la présence de protéine LC3 et de son role dans la fermeture de
I"'autophagosome renforce I'idée d’une autophagie locale initiée rapidement a la membrane plasmique
telle un mécanisme de défense innée antimicrobien. Des investigations pourraient étre réalisées
lorsque le flux autophagique est induit par des drogues agissants sur l'initiation autophagique comme
par exemple la rapamycine ou de la torin-1 afin d’observer les conséquences générées sur la
dégradation sélective du VIH-1 par la voie DC-SIGN dépendante. Des études ont d’ailleurs déja montré

que I'induction de la voie autophagique avait un impact anti-VIH-1 significatif >384,

Ainsi, les nouvelles découvertes décrites durant mon projet de thése ont permis d’améliorer nos
connaissances sur les mécanismes cellulaires mis en place aprés la détection du VIH-1 par un CLR et
plus généralement de pathogenes dans les cellules dendritiques. D’autres investigations seront
nécessaires afin de relier ces résultats obtenus aux données publiées précédemment par mon équipe
comme discuté ci-dessus et surtout afin de progresser dans la compréhension spatio-temporelle de la
dégradation du VIH-1 dans les cellules dendritiques. Mieux comprendre les événements précoces de
I'infection des DC par le VIH-1 ainsi que l'induction de la réponse antivirale initiée par la voie
autophagique pourra offrir un nouveau champ d’action pour les traitements antiviraux,
particulierement sur I'entrée virale qui représente un « point faible » du virus. L’étude de I'entrée et
de la dégradation du VIH-1 dans les différents sous-types de DC primaires est un domaine de recherche
pertinent afin de mieux comprendre la dissémination virale durant les étapes précoces de I'infection.
La compréhension de ces mécanismes de dégradation impliquant notamment I'autophagie devrait
finalement fournir de nouvelles cibles thérapeutiques pour limiter sélectivement la transmission virale
tout en préservant et en favorisant la réponse immunitaire innée. En effet, notamment dans le cadre
du projet international HIV-cure, de nombreuses stratégies vaccinales anti-VIH-1 impliquant les DC
sont en cours d’études. Les recherches actuelles sur le VIH-1/SIDA s’inscrivent plus généralement, vers
I'objectif 90-90-90, c’est a dire 90% des personnes vivant avec le VIH-1 qui connaissent leur statut
sérologique vis-a-vis du VIH-1, 90% de ces personnes ayant acceés au traitement et 90% des personnes
sous traitement avec une charge virale indétectable. C'est grace aux avancées multidisciplinaires de la
recherche fondamentale, de la recherche clinique ainsi que les progrés concrets qu’il est possible
aujourd’hui d’améliorer la vie des patients séropositifs, leur acces aux soins ou encore sur les sciences
sociales qui nous permettent d’ouvrir les yeux sur la réalité du Sida et les conséquences qu’engendre

I'infection par le VIH-1 chez les personnes séropositives.
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Definition

Autophagy is a fundamental and highly regulated lysosomal degradation mechanism, dependent on
specialized autophagy-related proteins (Atgs) (Mizushima et al. 2011). It can be classified into
macroautophagy, microautophagy, and chaperone-mediated autophagy, but only macroautophagy will
be described and hereafter referred to as autophagy since it is the major lysosomal route for the turnover of
cytoplasmic constituents. It is characterized by the formation of membranes that engulf cytoplasmic
material through the formation of autophagic vacuoles, called autophagosomes. These structures fuse
with lysosomes to form autolysosomes where the sequestered material is digested by lysosomal hydro-
lases. Before this degradative step, autophagosomes can also fuse with endosomes to form amphisomes,
making a direct connection between the endo-lysosomal and autophagic pathways. This process is highly
dynamic, and constituents are continuously recycled through lysosomal transporters toward the cytosol.
Autophagy plays essential physiological roles in survival, homeostasis, and development and is closely
linked to several mechanisms of cell death such as apoptosis, pyroptosis, and necroptosis. It is also
involved in the defense against invading intracellular pathogens and acts in both innate and adaptive
immunities.

Introduction

Autophagy has an essential role in cell homeostasis and has been implicated in several pathologies
including cancer, neurodegeneration, and myopathies. It is a constitutive mechanism further induced by
different stresses or stimuli that are dangerous for the cell. For example, autophagy is essential to provide
energy and amino acids during starvation. It also prevents cell death or senescence due to accumulation of
defective organelles, in particular damaged mitochondria, and large macromolecular aggregates.

The global autophagy process is presented in Fig. 1.

It requires several specific protein complexes regulating different steps of the autophagy flux (for
review (Ravikumar et al. 2010)).

The ULK1/ULK2 complex is involved in the initiation step of autophagy. The function of this multi-
protein complex, composed of ULK1/ULK2, Atgl3, Atgl01, and FIP200, is tightly controlled by the
mammalian target of rapamycin (mMTOR) complex 1 (MTORCI1), which represses autophagy flux
initiation under nutrient-rich conditions.

The second complex is composed of class III phosphatidylinositol 3-kinase (PI3KC3), Beclin 1, p150,
and Atgl4L, which produces an autophagy-specific pool of phosphatidylinositol 3-phosphate (PI3P).
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Fig. 1 Autophagy pathway

Several additional proteins interacting with Beclin 1 ensure a timely and spatial regulation of PI3P
formation during the autophagy process.

Then, two unique ubiquitin (Ub)-like conjugation systems drive the elongation and closure of the
autophagic membrane. In the first conjugation system, Atgl2 is conjugated to AtgS, in a reaction
mediated by the Ub-activating enzyme (E1)-like Atg7 and the Ub-conjugating enzyme (E2)-like
Atgl0. No specific and exclusive Ub ligase (E3)-like has been discovered so far. Atgl6L1 interacts
with the Atgl2—Atg5 conjugate to form a scaffold necessary for LC3 lipidation. The second conjugation
system leads to the conjugation of proteins of the Atg8 family to the lipid phosphatidylethanolamine
(PE) through a mechanism controlled by Atg7 and Atg3, another E2-like enzyme. The Atgl2—Atg5
conjugate is an E3-like for the Atg8—PE conjugation reaction. In humans, the Atg8 family comprises three
microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3A, LC3B, and LC3C), one gamma-aminobutyrate
receptor-associated protein (GABARAP), and three GABARAP-like proteins (GABARAPL1-3). How-
ever, only LC3B has been extensively studied and will be hereafter referred to as LC3. LC3 is synthesized
as pro-LC3 and is very rapidly processed by the protease Atg4 to expose its C-terminal glycine. During
autophagosome formation, a fraction of this cytosolic, soluble form of LC3, also called LC3-I, can be
conjugated to PE to generate the lipid-conjugated form of LC3, or LC3-II, which becomes tightly
associated with the autophagosomal membrane while the Atg5—Atgl2 conjugate is removed from the
neo-formed vesicles. Interestingly, LC3-II can also return to an unlipidated state via the proteolytic
activity of Atg4, indicating, therefore, that this process could be reversible, although its functionality is
not yet understood.

In turn, Beclin 1 recruits several proteins such as UVRAG and PI3KC3 to form a complex that plays a
major role in the maturation step of autophagy. This complex is negatively controlled by the RUN
domain-containing protein Rubicon. It is worth noting that Beclin 1 interacts with the antiapoptotic
protein Bcl2, as well as Bel-XL, Bel-w, and Mcl-1. Beclin 1 binding to Bcl2 represses autophagy when
Bcl2 is localized in the endoplasmic reticulum. Upon stress, Beclin 1 dissociates from Bcl-2, allowing the
activation of PI3KC3 and the subsequent stimulation of autophagy. This is one of the multiple links that
exist between autophagy and apoptosis. Although not yet fully investigated, other cross talks also exist
between autophagy and other programmed cell death pathways (necroptosis, pyroptosis) and the
Ub—proteasome system, the other main degradative pathway.
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Autophagy was first described as a nonselective bulk degradation pathway. However, specific forms of
autophagy can also selectively degrade cytoplasmic components such as organelles (e.g., mitochondria,
peroxisomes, lipid droplets, ribosomes) and proteins that can also be under aggregate forms.

This function is supported by cargo receptors (e.g., p62/SQSTM1, NBR1, and NDP52), which bind to
both “eat-me” signals, mainly molecules of Ub, and Atg8 family members present on the autophagosomal
membrane. Binding to Atg8 family engages a specific motif, called an LC3-interacting region (LIR), with
the general sequence W/F/YxxI/L/V preceded by acidic residues.

There is now a growing line of evidence that autophagy is also an essential pathway for host defense
against viral infection. Autophagy acts at different stages of antiviral immunity, including the degradation
of entire viruses or specific viral proteins by a process termed xenophagy, the activation of innate immune
signaling by delivery of viral nucleic acids to endosomal Toll-like receptors (TLRs), and the activation of
adaptive immunity by presentation of viral antigens to major histocompatibility complex (MHC) class
I and MHC class Il molecules. As a consequence, the viruses have evolved strategies to counteract or to
exploit autophagy for their own profit.

HIV-1, as many other viruses, manipulates autophagy for its own replication. Its regulation depends on
the cell type (CD4" T cells, macrophages, or dendritic cells) and the status of the cells (i.e., infected or
uninfected cells). This process is also at the center of the innate and adaptive immune responses against
HIV-1.

Autophagy is mainly an anti-HIV mechanism, although several Atgs, including Atg7, Atgl2, Atgl6L,
and GABARAPL?2, are seemingly required for HIV-1 infection, as demonstrated through a functional
genomic screen using HeLa-derived TZM-bl cells (Brass et al. 2008). Several Atgs, in particular Atg5 and
Atg16, are also needed for HIV-1 replication in CD4" T cells (Eekels et al. 2012), suggesting that either
HIV-1 needs the initiation step of autophagy or at least some of its components. It is worth noting that
autophagy-related proteins can also function independently of the autophagic process, and this aspect has
to be taken into consideration when trying to decipher the link between autophagy, autophagic proteins,
and HIV-1 infection.

Strikingly, autophagy is also responsible for the apoptosis of bystander CD4" T cells triggered by
HIV-1 envelope.

Autophagy in CD4" T Cells During HIV-1 Infection

CD4" T lymphocytes represent the main target cell population for HIV-1 infection, and their progressive
destruction is the hallmark of AIDS (Barré-Sinoussi et al. 1983). Depletion of this cell population is mainly
due to apoptosis of bystander uninfected CD4" T cells (“‘» Lymphocyte Apoptosis” and Finkel et al. (1995))
for which the viral envelope, composed of gp120 and gp41, plays an important role since it constitutes the
primary interface between viruses and target cells. In particular, the gp41-mediated fusion process occurring
during HIV-1 entry triggers activation of the intrinsic pathway of apoptosis, with activation of the caspases
9 and 3 (Roggero et al. 2001; Blanco et al. 2003; Garg and Blumenthal 2008). Recently, abortive HIV-1
infection, occurring in the vast majority of bystander quiescent CD4 " T cells, was shown to be responsible
for an inflammatory form of cell death, called pyroptosis (“» Pyroptosis and HIV Replication”), charac-
terized by the activation of caspase 1 and the release of inflammatory cytokines upon viral DNA sensing by
the interferon-y-inducible protein 16 (IF116) (Doitsh et al. 2014; Monroe et al. 2014).

Importantly, autophagy is also activated in bystander CD4 " T cells after their contact with infected cells,
through the gp41-dependent fusion of both membranes, and leads to their apoptosis (Espert et al. 2006;
Denizot et al. 2008). Autophagy contributes, therefore, to the depletion of CD4" T cells during HIV-1
infection.
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Fig. 2 Relationship between autophagy and HIV-1 infection of its main target cells, namely, CD4" T cells, macrophages, and
dendritic cells

Autophagy is an anti-HIV-1 process by specifically degrading Tat, a viral protein essential for viral
replication (Sagnier et al. 2015). As a consequence, autophagy is repressed in productively infected cells.
Very recent data indicate that autophagy in CD4" T cells could be indeed targeted by the viral protein Vif
upon specific binding to the autophagy-related protein LC3 (Borel et al. 2015) (Fig. 2, left part).

Autophagy in Macrophages During HIV-1 Infection

In contrast to CD4" T cells, bystander macrophages do not undergo autophagy after contact with HIV-1
envelope (Espert et al. 2009). This blockade is dependent on the activation of Src—Akt and Stat 3 by HIV-1
Tat and IL-10, both previously reported to inhibit autophagy (Van Grol et al. 2010). HIV-1 Tat was also
shown to suppress IFN-y-induced autophagy in primary macrophages (Li et al. 2011), suggesting that
inhibition of autophagy could negatively impact on innate immune defenses of myeloid cells devoted in
the killing of intracellular pathogens. Overall, this result correlated well with the physiopathology
reported from HIV-1-infected patients. Indeed, macrophages do not undergo Env-mediated apoptosis
and are seemingly not subjected to depletion during HIV-1 infection, at least compared to the level of
CD4" T cell depletion. These observations raise many relevant but still unsolved questions, including why
the fusogenic function of gp41 induces autophagy only in CD4" T cells and why Tat and IL-10 would not
inhibit autophagy in bystander CD4" T cells.

Conversely, in cells from the monocyte/macrophage lineage, autophagy is induced following a
productive infection (Espert et al. 2009) and acts as an antiviral mechanism (Espert et al. 2009; Kyei
et al. 2009). Surprisingly, two populations of autophagic cells are present, one highly autophagic and the
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other weakly autophagic, and viruses could be detected in the weakly autophagic cells but not in the
highly autophagic cells, suggesting that autophagy might still be controlled by HIV-1 in these cells to
avoid degradation (Espert et al. 2009). Indeed, Nef regulates autophagy in these cells by two ways. First,
Nef binds to the immunity-associated GTPase family M (IRGM), inducing autophagy (Gregoire
et al. 2011), and second, Nef binds to Beclin 1, blocking the degradative step of autophagy (Kyei
et al. 2009).

The dual interaction of HIV-1 with autophagy thus enhances viral yields by using the early stages while
inhibiting the late stages of autophagy (Fig. 2, central part).

Apart from Nef, the antisense protein ASP, produced from antisense transcription of the HIV-1 genome,
partially co-localizes with LC3. Preliminary data suggest that expression of ASP induces autophagy and
increases viral replication in the promonocytic U937 cell line (Torresilla et al. 2013).

Autophagy in Dendritic Cells During HIV-1 Infection

Although some dendritic cell (DC) subsets could differ in phenotype and functions, one of their hallmarks
is their propensity to regulate innate and adaptive immunity.

DC (DCs) are known to regulate innate and adaptive immunity, and most of the subsets express a
plethora of pathogen recognition receptors (PRR) (“» Pathogen Recognition Receptors (General)”)
facilitating their antigen sampling activity and contributing to their quickness in efficiently igniting
adapted immune responses. Some DC subsets were also reported to be involved in the early events of
HIV transmission. Even if they are mostly refractory to productive HIV infection, these cells can readily
internalize virions via different receptors expressed at the surface, like C-type (CD209/DC-SIGN) or
I-type (CD169/SIGLEC-1) lectins, and transmit them toward CD4" T cells.

Upon viral challenge, autophagy is rapidly inhibited in DCs through the activation of mTOR by HIV-1
envelope. This autophagy blockade impairs Toll-like receptor-mediated innate immune response while
also strongly affecting antigen processing and MHC-II-mediated antigen presentation to CD4" T cells
(Blanchet et al. 2010) (Fig. 2, right part) potentially limiting anti-HI'V immune responses.

Conclusion

Taken together, these results suggest a complex, cell-type-specific relationship between HIV-1 and the
autophagic response and highlight the complexity of HIV-1 pathogenesis. Autophagy appears to play
different roles in controlling HIV-1 replication, depending on the cell type. In turn, HIV-1 has evolved
individualized strategies to manipulate autophagy in each cell type. Whatever the cells involved,
autophagy is unambiguously involved in HIV-1 pathogenesis, and more investigation on its antiviral
role should strengthen our understanding of the interplay between the virus and the host.

Further studies are needed to (i) decipher the mechanisms that are activated after gp41-dependent
membrane fusion during the entry of the virus leading to autophagy, (ii) understand the link between
autophagy and apoptosis or other cell death mechanisms in the bystander CD4" T cells, (iii) determine the
viral proteins responsible for the control of autophagy in the infected cells, and (iv) understand the
connections between autophagy and viral trafficking through endocytic compartments linked to immune
responses in DC.
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Modulation of the autophagy flux might thus be a promising approach to improve immunomodulatory
approaches to treat HIV-1 infection aimed to increase immune responses in complementation to HAART.
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Résumé de la thése en francais :

Les cellules dendritiques (DC) sont des sentinelles du systéme immunitaire résidant dans la
peau et la muqueuse et sont donc parmi les premieres cellules a rencontrer le virus de
I'immunodéficience humaine type 1 (VIH-1). Au cours de linfection, le VIH-1 semble avoir
développé des stratégies pour éviter sa dégradation tout en réduisant les réponses
immunitaires de 1'héte et en favorisant sa transmission vers les lymphocytes T CD4 + qui sont
les principales cellules cibles. L’autophagie représente l'une des voies cellulaires impliquées
dans le ciblage du VIH-1 vers la dégradation lysosomale dés l'entrée virale dans la DC. Dans
ma thése, je démontre que le récepteur du VIH-1, DC-SIGN, est un régulateur important de
I'induction de la voie autophagique, renforcé par l'association claire entre le récepteur du VIH
et certaines protéines Atg, comme Atg9, lors de l'engagement du récepteur. Une approche
analytique par spectrométrie de masse a permis d'identifier de nouveaux facteurs cellulaires
associés a DC-SIGN éventuellement impliqués dans la fonction immunitaire innée de ce
récepteur. Parmi ces interactions, nous avons découvert la protéine TRIM25 précédemment
répertoriée pour réguler l'activité antivirale RIG-I. Il est intéressant de noter que l'autophagie
de précision récemment décrite, implique certains membres de la famille TRIM suggérant
que notre découverte pourrait révéler une sélectivité inattendue dans la dégradation
lysosomale médiée par l'autophagie des virions infectieux entrants. A l'appui de cela, nous
montrons la formation d'un complexe DC-SIGN-ATG9-TRIM25-LC3 qui pourrait représenter
I'étape d'initiation conduisant a une virophagie sélective anti-VIH-1 dans les DC et régulant
les réponses immunitaires subséquentes. Cette virophagie sélective dépendante du
récepteur DC-SIGN pourrait représenter une cible privilégiée pour améliorer certaines
stratégies thérapeutiques actuelles visant a aborder les premiers événements de l'infection a
VIH-1.

Mots-clés : VIH-1, Cellule dendritique, Autophagie, Immunité, Endocytose, DC-SIGN.

Résumé de la thése en anglais :

Dendritic cells (DC) are sentinels of the immune system residing in mucosal surfaces and skin
and are, therefore, among the first cells to encounter Human Immunodeficiency Virus Type-1
(HIV-1). During infection, HIV-1 seems to have developed strategies to avoid its degradation
while reducing host immune responses and promoting its transmission toward CD4* T cells
which represent the main target cells. Autophagy represents one of the cellular pathways
involved in targeting HIV-1 toward lysosomal-mediated degradation early on upon viral entry
into DC. In my PhD, we demonstrate that the HIV-1 receptor DC-SIGN is an important regulator
of the autophagy pathway induction, further strengthened by the clear association between the
HIV-1 receptor and some Atg proteins, like Atg9, upon receptor engagement. An analytical
mass spectrometry approach allowed to identify new DC-SIGN-associated cellular factors
possibly involved in the innate immune function of this receptor. Among those interactants, we
uncovered the protein TRIM25 previously reported to regulate RIG-I antiviral activity.
Interestingly, the recently described “precision autophagy” features some TRIM family
members suggesting that our discovery could reveal an unexpected selectivity in autophagy-
mediated lysosomal degradation of incoming infectious virions. In support of this, we then
clearly established the formation of a DC-SIGN-ATG9-TRIM25-LC3 complex which could
represent the initiation step leading to a selective anti-HIV-1 virophagy in DC and regulating
the subsequent immune responses. This selective DC-SIGN-dependent virophagy may
represent a privileged target to improve some current therapeutic strategies aimed at tackling
early events of HIV-1 infection.

Keywords : HIV-1, Dendritic Cell, Autophahy, Immunity, Endocytosis, DC-SIGN.



