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Acronymes et abréviations 
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3-MA   
3-Méthyladénine 

ADN   acide 
désoxyribonucléique  

AIM ATG8-interacting motif  

AMBRA1 Activating molecule in 
BECN1-regulated 
autophagy protein 1 

AMP  adénosine 
monophosphate  

AMPK adénosine 
monophosphate 
associated protein kinase  

ARN  acide ribonucléique  

ATG    autophagy related  

ATP   adénosine triphosphate 

B16-F10 Mus musculus melanoma 
cell lines 

Baf-A1  Bafylomycine-A1 

Bcl-2  B cell lymphomas 2  

BNIP3  Bcl2/E1B 19 kDa-
interacting protein 3   

BRCA1 breast cancer 1 

BSA   bovin serum albumin 

CaMKK calcium/calmodulin 
kinase kinase- 

Cas9  caspase 9  

CD cluster of differenciation 

CMA  chaperonne-mediated 
autophagy 

CMH complexe majeur 
d'histocompatibilité 

CQ   chloroquine 

CTL  lymphocyte T cytotoxique  

CXCL-12  C-X-C Motif Chemokine 
Ligand 12  

DAMP damage-associated 
molecular pattern 

DC  Dendritic cells, cellules 
dendritiques 

DFCP1 double FYVE-containing 
protein 1 

DMSO  diméthyl sulfoxyde  

dNTP  désoxyribonucléoside 
triphosphate  

DRiP Defective ribosomal 
product 

EBSS Earl's balanced salt 

EDTA acide éthylène diamine 
tétraacétique 

EGF  epithelial growth factor  

ERAD  ER-associated 
degradation  

ERGIC  

endoplasmic 
reticulum/Golgi 
intermediate 
compartment 

ERK  extracellular signal-
regulated kinase   

ESCRT  endosomal sorting 
complexe required for 
transport 

FIP200 focal adhesion kinase 
family interacting protein 
of 200 kDa 

FUNDC1 FUN14-domain 
containing protein 1 

FYCO   FYVE and coiled-coil 
domain- containing 
protein 

GABAA    -aminobutyric acid type 
A 

GABARAP  GABAA receptor-
associated protein  

GABARAPL1 GABARAP like 1  

GABARAPL2   GABARAP like 2 

GATE16   Golgi associated ATPase 
enhancer of 16 kDa 

GEC1  glandular epithelial cells 1  

GFP  green fluorescent protein   

GIM  GABARAP interaction 
motif  

HCC Hépatocarcinome 
cellulaire 

HCQ  hydroxychloroquine  

HDAC  histone deacetylase  

HEK Human epithelial kidney 

HGF  hepatocyte growth factor  

HIF-1a  hypoxia-inducible factor 
1  

HLA human leucocyte antigen 

HOPS homotypic fusion and 
protein sorting  

HSC-70   heat shock cognate 70 

IFN-  interféron gamma 

IL  interleukine 
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JIP1   JNK-interacting protein 
group 1 

JNK  jun n-terminal kinase  

LAMP-2A  lysosomal-associated 
membrane protein 2A  

LAP  LC3-asccociated 
phagocytosis  

LC3  light chain 3  

LIR  LC3 interaction motif  

LMC  leucémie myéloïde 
chronique  

LPS lipolysaccharide 

LT lymphocyte T 

MAPK  mitogen-activated 
protein kinase  

MCF-7    michigan cancer 
foundation-7 

MDA-
MB436   

M.D Anderson-metastatic 
breast436 

MEF 
murin embryonic 
fibroblast 

MIIC MHC-II compartment, 
compartiment contenant 
des molécules de CMH-II 

mLST8   mammalian lethal with 
SEC13 protein 8  

mTOR   mechanistic target of 
rapamycin  

mTORC1   mechanistic target of 
rapamycin complex 1 

MTT  3-(4,5-diméthylthiiazol-
2-yl)-
2,5diphényltétrazolium  

NBR1  neighbour of BRCA1  

NDP52  nuclear dot protein of 52 
kDa  

NF-B   nuclear factor kappa B  

NIX   nip-like protein X  

NK   natural killer 

NLS  nuclear localization-like 
sequence 

ORP1L oxysterolbinding 
protein–related protein 
1L  

OVA ovalbumine 

PAMP pathogen associated 
molecular pattern 

Parkin   parkinsonian protein 

pb  paires de bases  

PBS   phosphate buffered saline 

PCR    polymerase chain 
reaction 

PE/PS  phosphatidyléthanolamin
e / phosphatidylsérine  

PERK   PKR-like eIF2 kinase 

PFA  paraformaldéhyde   

pH     potentiel d'hydrogène 

PI3K   phosphatidylinositol 3 
kinase 

PI3KC3  phosphatidylinositol 3 
kinase de classe III  

PI3KC3-C1   phosphatidylinositol 3 
kinase de classe III 
complexe 1 

PI3P   phosphatidylinositol-3 
phosphate  

PI4KII 
phosphatidylinositol 4-
kinase II 

PINK1   PTEN-induced putative 
kinase 1 

PKA/B  protein kinase A/B  

PLEKHM1  plecktrin homology 
domain containing 
protein family member 1  

PRAS40 prolin-rich AKT substrate 
40 kDA 

PRR pattern recognition 
receptor 

RabGAP Rab GTPase-activating 
protein 

Rag  ragulator protein   

RAPTOR regulatory-associated 
protein of Mtor. Protéine 
de régulation associé à 
mTOR 

RE   réticulum endoplasmique 

Rheb ras homolog enriched in 
brain 

RILP RAB7-interacting 
lysosomal protein  

ROS Espèces réactives de 
l'oxygène, reactive 
oxygen species 

RT-PCR  reverse transcription 
polymerase chain 
reaction  

RUBICON RUN domain beclin-1 
interacting and cystein-
rich containing protein 

SDS   sodium dodécylsulfate 
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siRNA small interfering RNA, 
petits ARN interférant 

SIRT1 sirtuine 

SLiP short-lived protein, 
protéine à courte durée 
de vie 

SNARE  N-ethymmalmeimide-
sensitive factors (NSF) 
attachment protein  

SQSTM1 sequestosome 1/p62 

STX17 syntaxin 17 

SVF   Sérum de veau fœtal  

TAP transporter associated 
with antigen processing 

TBC1D5 Tre-2/Bub2/Cdc16 
domain-containing 
RabGAP 

TBCD Tre-2/Bub2/Cdc16 
domain–containing 
RabGAP 

TBS   tris buffered saline 

TCR T cell receptor 

TGF   transforming growth 
factor beta 

TGN trans-Golgi network 

TILs tumor infiltrating 
lymphocytes  

TLR  toll like receptor  

TNF  tumor necrosis factor 
alpha 

TNFR Récepteur au TNF 

TSC1   tuberous sclerosis 
complex 1 

TSC2 tuberous sclerosis 
complex 2 

ULK1   Unc-54-like Kinase 1 

UPS  Ubiquitin/proteasome 
system 

UVRAG   ultraviolet irradiation 
resistance associated 
gene  

VAMP8   vesicle associated 
membrane protein 8 

VEGF   vascular endothelium 
growth factor 

VPS  vacuolar protein sorting   

VPS34 vacuolar protein sorting 
34 

WIPI2   WD repeat domain 
phosphoinositide-
interacting protein 2 

WT wild-type 

XTT 

2.3-bis(2methoxy-4nitro-
5-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium-5-
carboxanilide 
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1. L’autophagie  

1.1. Définition générale : qu’est-ce que l’autophagie ? 

Le mot autophagie vient du grec « αùτóς = auto » et « φαγεîν = phago » signifiant « se 

manger soi-même » et correspond à un processus catabolique d’autodigestion cellulaire. Au 

cours de ce processus, très conservé chez les cellules eucaryotes, une vésicule se forme 

enchâssant une partie du contenu cytoplasmique qui est dégradée par le lysosome 

(compartiment acide de la cellule). Initialement décrit simplement comme un processus 

permettant la dégradation de protéines mal repliées, à longue durée de vie, d’organites 

endommagés, mais encore de pathogènes, ce mécanisme est plus complexe. En effet, il permet 

de donner une réponse adaptative qui pourra fournir de l’énergie à la suite de différents types 

de stress. De plus, nous savons maintenant qu’il ne s’agit pas d’un simple processus de 

dégradation aléatoire de substrats mais le phénomène peut être sélectif et faire intervenir des 

mécanismes spécifiques permettant la dégradation sélective de chargements (cargos) à 

éliminer. L’autophagie étant impliquée dans la dégradation des protéines mal repliées et 

l’homéostasie mitochondriale, une perturbation de l’autophagie peut conduire à des maladies 

neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer (Nixon et al, 2005), la maladie de Parkinson 

(Ryan et al, 2015; Zhang et al, 2018) ou la maladie de Huntington. L’autophagie joue également 

un rôle dans le cancer et dans les réponses immunitaires (Fahmy et al, 2019) 

Ce mécanisme fut observé pour la première fois vers la fin des années 1950. Plusieurs 

événements majeurs ont permis d’aboutir à la découverte de l’autophagie. Tout commence en 

1955, lorsque le belge Christian de Duve décrit pour la première fois le lysosome (et le 

peroxysome) lors de recherches par sérendipité sur la phosphatase acide et le fractionnement 

subcellulaire (de Duve et al, 1955). En 1957, Clark et al., observèrent des cellules rénales en 

différenciation chez des jeunes souris par microscopie électronique et mirent en évidence des 

vésicules denses qui seront plus tard reconnues comme des vésicules autophagiques (Clark, 

1957). Deux ans plus tard en 1959 , Novikoff et son équipe découvrirent dans des cellules 

rénales de rat par microscopie électronique la présence de mitochondries dégénérées dans des 

compartiments vacuolaires exprimant positivement la phosphatase acide décrits par de Duve 

comme des lysosomes (Novikoff, 1959). Plus tard en 1962, Ashford et Porter observèrent par 

microscopie dans des cellules hépatiques perfusées par du glucagon, des organites 

cytoplasmiques comme les mitochondries dans les lysosomes (Ashford & Porter, 1962). Au 

cours de cette même année, Novikoff et Essner confirmèrent cette étude dans les cellules 

hépatiques de souris en montrant la présence d’enzymes lysosomiales au sein de ces 

compartiments contenant les mitochondries (Novikoff & Essner, 1962). Ils nommèrent ces 
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structures « cytolysomes ». L’année suivante, de Duve utilisa le terme « autophagie » pour 

décrire ce processus de dégradation des constituants cytoplasmiques par les 

lysosomes/vacuoles, et « vacuole autophagique » pour les vésicules remplaçant le terme 

« cytolysome ». Ce fut lors d’un symposium sur les lysosomes organisé par la fondation Ciba à 

Londres que ce terme « autophagie » a été proposé par le cytologiste de Duve (Symposium on 

Lysosomes et al, 1963). En 1964, lors d’expériences menées sur des cellules hépatiques de rat, 

Novikoff, découvrit que l’activité autophagique était plus élevée chez les animaux privés de 

nutriments. En 1965, l’existence des lysosomes est complètement confirmée en même temps 

que la découverte par de Duve du peroxysome (de Duve, 2005). En 1976, le processus 

autophagique fut également observé par microscopie électronique dans des cellules humaines 

HeLa privées d’acides aminés ou de sérum, faisant de ces cellules un bon modèle d’étude 

cellulaire possible pour l’autophagie (Mitchener et al, 1976). En 1977, Mortimore et Schworer 

mirent en évidence qu’une déprivation en acides aminés induit l’autophagie sur du foie de rat 

perfusé par un milieu appauvri en acides aminés. L’induction de l’autophagie augmente la 

protéolyse dans les cellules hépatiques transfusées diminuant le taux total de protéines 

hépatiques expliquant la protéolyse observée en période post-absorptive (Mortimore & 

Schworer, 1977). En 1979, ces même auteurs découvrirent que le glucagon induit l’autophagie 

et la protéolyse dans le foie de rat aboutissant à une production d’acides aminés (Schworer & 

Mortimore, 1979). Jusqu’à la fin des années 90, les études sur l’autophagie concernaient 

uniquement des analyses faites en microscopie électronique montrant des autophagosomes et 

leur fusion avec des lysosomes. Il fallut attendre 1992 pour que les premiers acteurs 

moléculaires de ce mécanisme soient découverts chez la levure. 

En 1992, les travaux de l’équipe du Pr. Ohsumi, effectués sur des levures Saccharomyces 

cerevisiae carencées en nutriments ont permis de mettre en évidence l’autophagie chez la 

levure en utilisant des levures déficientes pour les protéinases A et B par observation au 

microscope électronique de la protéolyse des vacuoles. Ils observèrent ainsi des vésicules 

autophagiques qu’ils nommèrent « autophagic bodies ». Ces vésicules autophagiques étaient 

capables d’enchâsser des portions de réticulum endoplasmique (RE) rugueux, des 

mitochondries et des ribosomes cytoplasmiques (Takeshige et al, 1992). Dès lors que 

l’autophagie avait été montrée dans le modèle de levure, l’utilisation de celle-ci pour des études 

moléculaires devenait alors possible. 

Ainsi, entre 1993 et 1994 , grâce à des observations en microscopie électronique, 

plusieurs mutants ont pu être isolés chez la levure par criblage génétique permettant la 

découverte de 15 gènes impliqués dans le processus autophagique (Thumm et al, 1994; 

Tsukada & Ohsumi, 1993). Ainsi, la découverte des gènes autophagiques, d’abord appelés APG 
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pour autophagie chez la levure, a permis la découverte du mécanisme moléculaire de 

l’autophagie chez les mammifères et d’autres organismes comme les plantes. En effet, la plupart 

des gènes de l’autophagie sont conservés chez les mammifères et chez l’Homme. Une révision 

de la nomenclature concernant l’appellation des gènes de l’autophagie a fait évoluer 

l’appellation APG en ATG pour autophagy related (Klionsky et al, 2003). En 1998, le système de 

conjugaison ATG12 est découvert par Mizushima, suivi en 2000 par la découverte du deuxième 

système de conjugaison ATG8 impliqué dans l’une des étapes clés de formation de ces vésicules 

par Ichimura ; tous deux appartenaient à l’équipe du Pr Ohsumi (Ichimura et al, 2000; 

Mizushima et al, 1998). Ces deux systèmes de conjugaison sont importants pour la formation et 

l’élongation de la vésicule autophagique qui permettra de séquestrer le contenu cytoplasmique 

à dégrader. Ces travaux sur l’autophagie ont ainsi été récompensés en 2016 par un prix Nobel 

de médecine décerné au Pr. Yoshinori Ohsumi pour ses travaux sur la découverte des 

mécanismes de l’autophagie chez la levure. 

1.2. Les différents types d’autophagie 

Il existe 3 types d’autophagie appelé microautophagie, autophagie dépendante des 

protéines chaperonnes et macroautophagie qui seront décrites ci-dessous.  

 La microautophagie 

La microautophagie est un processus autophagique qui permet la dégradation de 

portions du cytoplasme de manière spécifique ou non via un engloutissement direct par le 

compartiment lytique comme le lysosome ou l’endosome chez les mammifères ou la vacuole 

chez la levure et les plantes (Figure 1 A). Une classification récente proposée par Oku et Sakai, 

permet de classer la microautophagie en 3 types en suivant la déformation de la membrane du 

lysosome et de l’endosome (Oku and Sakai, 2018).  

Le premier type de microautophagie se définit par un mécanisme de protrusion du 

lysosome faisant intervenir entre autres la protéine ATG5 (chez la plante) et Atg18 (chez la 

levure Pichia pastoris) (Oku & Sakai, 2018). 

Le deuxième type de microautophagie se caractérise par une invagination lysosomale 

(vacuolaire chez la levure) et a été largement décrit chez Saccharomyces cerevisiae. La 

membrane vacuolaire impliquée dans cette invagination a la particularité de posséder un faible 

niveau de protéines transmembranaires pour former un tube de 200 à 300 nm. Il fait intervenir 
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plusieurs protéines Atg chez Saccharomyces cerevisiae pour garantir un apport suffisant en 

membranes nécessaire à l’invagination de la vacuole.  

 

Figure 1 : Représentation schématique des 3 types d’autophagies. D’après Fonderflick et al, (2020). (A) La 
microautophagie se caractérise par une invagination de la membrane du lysosome entrainant la dégradation des 
protéines cytosoliques de façon aléatoire par les enzymes lysosomales. (B) L’autophagie médiée par les chaperonnes se 
caractérise par une dégradation sélective de protéines cytosoliques possédant le motif de KFERQ-like de reconnaissance. 
Ces protéines sont reconnues par la protéine chaperonne HSC-70 associée à ses co-chaperonnes (1). Ce cargo protéique 
s’associe ensuite à la protéine membranaire lysosomale LAMP2 (2-3) permettant la translocation de la protéine substrat 
dans le lysosome (4). La protéine avec le motif KFERQ est dégradée par les hydrolases lysosomales (5). (C) Le dernier 
type d’autophagie est la macroautophagie. Ce type d’autophagie se caractérise par la séquestration du contenu 
cytoplasmique dans une vésicule autophagique appelée autophagosome pour sa dégradation. La première étape est 
appelée initiation (a). Au cours de cette étape, une structure à double membrane appelée phagophore s’allonge 
progressivement (b) jusqu’à se fermer pour former une vésicule à double membrane appelée autophagosome 
(maturation-fermeture -c). Au cours de cette étape d ’élongation et de maturation, les protéines de la famille ATG8 sont 
conjuguées à une phosphatidyléthanolamine (PE) par le complexe ATG12–ATG5–ATG16 permettant de former les 
protéines ATG8-II capables de s’ancrer à la membrane autophagique. L’autophagosome fusionne ensuite avec un 
lysosome pour former un autolysosome (d). Le contenu vésiculaire est dégradé par les hydrolases lysosomales. Le cargo 
protéique peut être dégradé aléatoirement ou de façon sélective en faisant intervenir des protéines réceptrices comme 
p62 pour les protéines ubiquitinylées. P62 s’associe à la fois au cargo à dégrader et aux protéines liées à un lipide 
ATG8/LC3B-II. 
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De plus, le complexe protéique ESCRT (endosomal sorting complexes required for transport) 

intervient également de façon indirecte et directe. Tout d’abord, il intervient indirectement 

dans ce mécanisme pour permettre la capture des gouttelettes lipidiques produites par 

induction de l’autophagie en réponse à une privation en nutriments chez la levure. D’autre part, 

il intervient directement pour la dégradation des protéines de la membrane vacuolaire chez la 

même espèce (Oku & Sakai, 2018). Ce processus chez la levure permet la dégradation de 

substrats protéiques soit de façon non sélective – avec la dégradation de portions du 

cytoplasme, mais également des organelles – soit de façon sélective. Ce processus sélectif est 

impliqué par exemple dans la dégradation de mitochondries (micromitophagie) ou de portions 

nucléaires (micronucléophagie ou PMN (piecemeal microautophagy of the nucleus)) (Farré et 

al, 2009; Kissová et al, 2007). La micromitophagie se définit par la dégradation sélective de 

mitochondries et est observée chez la levure Saccharomyces cerevisiae lorsque l’autophagie est 

induite par une privation en azote. En effet, des études menées par microscopie électronique 

chez cette levure ont montré que les mitochondries étaient englouties par la vacuole de manière 

dépendante de la protéine Uth1p. Ainsi, dans les levures mutantes uth1p, la dégradation 

sélective des mitochondries n’est plus mise en évidence. Par ailleurs, en parallèle de ce 

processus sélectif de dégradation, des mitochondries sont dégradées de façon non sélective en 

même temps que l’engloutissement de portions du cytoplasme par la vacuole de façon Uth1p-

indépendante (Kissová et al, 2007).  

Toujours, chez Saccharomyces cerevisiae, la micronucléophagie se caractérise par la 

dégradation sélective et le recyclage de portions non-essentielles du noyau lorsque l’autophagie 

est induite par privation en azote ou en carbone. Elle se réalise grâce à la jonction protéique 

entre la vacuole et le noyau assurée par la protéine vacuolaire Vac8 et la protéine nucléaire 

Nvj1 présente sur la partie externe de la membrane nucléaire (Roberts et al, 2003). Lors de 

l’induction de l’autophagie activée par une carence en nutriments ou par un traitement à la 

rapamycine, une portion nucléaire s’invagine au niveau de cette jonction pour former une 

vésicule à l’intérieur de la vacuole qui sera dégradée par les hydrolases locales (Kvam & 

Goldfarb, 2007). Une carence en nutriments entraine le recrutement et la séquestration par la 

protéine Nvj1 de deux protéines impliquées dans le métabolisme des lipides : i) la protéine 

Tsc13, une enoyl-CoA réductase, qui est nécessaire à la biogénèse des vésicules pour la PMN 

(Kvam et al, 2005) et ii) la protéine Osh1, homologue chez les mammifères de l’OSPB 

(oxyesterol-binding protein) (Kvam & Goldfarb, 2004) qui régule négativement le trafic des 

lipides non vésiculaires (Kvam & Goldfarb, 2007, 2004). Les protéines codées par les gènes ATG 

(ATG1 à ATG18) interviennent également lors de la nucléomicroautophagie (Krick et al, 2008). 
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Le dernier type de microautophagie a pu être mis en évidence dans des lignées murines 

de cellules dendritiques (DC) ainsi que chez Drosophila Melanogaster (Mukherjee et al, 2016; 

Oku & Sakai, 2018; Sahu et al, 2011). Aussi appelée microautophagie endosomale, il s’agit d’une 

invagination de la membrane endosomale qui permet la dégradation de protéines cytosoliques. 

Elle fait intervenir le complexe protéique ESCRT. Ce complexe permet de former des vésicules 

par invagination dans la lumière de l’endosome tardif connues sous le nom de corps multi-

vésiculaires. Ce mécanisme fait également intervenir des acteurs moléculaires de l’autophagie 

tels que les récepteurs autophagiques  : Nbr1 (neighbour of BRCA1), mais aussi la protéine HSC-

70 (heat shock cognate of 70 kDa) (Oku & Sakai, 2018). Ces récepteurs protéiques sont des 

protéines adaptatrices qui servent de lien entre l’endosome et le substrat protéique à dégrader, 

appelé cargo. La microautophagie endosomale peut ainsi permettre la dégradation sélective de 

protéines cytosoliques. Dans ce cas, il y a reconnaissance d’un motif protéique KFERQ-like sur 

la protéine à dégrader par HSC-70 comme dans l’autophagie dépendante des chaperonnes qui 

sera décrite par la suite. HSC-70 se lie à la membrane de l’endosome tardif par une interaction 

électrostatique impliquant une phosphatidylsérine présente sur la membrane de l’endosome 

(Mukherjee et al, 2016; Sahu et al, 2011). La microautophagie semble donc partager des acteurs 

communs avec l’autophagie médiée par les chaperonnes et la macroautophagie. 

 L’autophagie dépendante des protéines chaperonnes 

Contrairement à la microautophagie, l’autophagie dépendante des protéines 

chaperonnes (ou CMA : chaperone-mediated autophagy) implique une dégradation sélective 

des composés intracellulaires directement par le lysosome. Elle est responsable de la 

dégradation de 30 % des protéines cytosoliques dans des conditions pour lesquelles la 

privation en nutriments est prolongée dans le temps. Les substrats protéiques solubles 

possèdent un motif KFERQ-like permettant leur reconnaissance et leur adressage à la 

membrane lysosomale en direction de la lumière du lysosome pour une dégradation (Figure 

1B) (Dice, 2007). Cette séquence penta-peptidique peut varier entre les protéines mais on 

retrouve les combinaisons d’acides aminés avec des charges positives [arginine (R) or lysine 

(K)], 1 seul acide aminé négatif [glutamate (E) ou aspartate (D)], et des acides aminés 

hydrophobes [isoleucine (I), phénylalanine (F), leucine (L) ou valine (V)] et un résidu glutamyl 

(Q) à l’une des extrémité N- ou C-terminale (Dice, 1990; Jackson & Hewitt, 2016). La protéine 

qui contient le motif peptidique est tout d’abord reconnue par la protéine chaperonne 

cytosolique HSC-70 (Chiang et al, 1989) associée à plusieurs protéines co-chaperonnes incluant 

HIP, HOP, HSP 40, HSP 90 et BAG-1 (Dice, 2007). Le complexe protéique est alors acheminé vers 

la membrane du lysosome où il s’associe à la partie cytosolique de la protéine membranaire 
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lysosomale de type I LAMP-2A (Lysosomal associated membrane protein type 2A) et les 

protéines cibles sont ensuite dépliées/dénaturées pour pouvoir être transloquées dans la 

lumière du lysosome (Cuervo & Dice, 1996). Finalement, les protéines transloquées sont prises 

en charge dans le lumen du lysosome par la protéine chaperonne lysosomale lys-HSC-70 et sont 

dégradées par les hydrolases lysosomales (Agarraberes et al, 1997).  

 La macroautophagie  

La macroautophagie est un processus catabolique de dégradation des protéines à 

longue durée de vie et des organelles (Figure 1C). Il est hautement conservé des mammifères 

jusqu’aux levures (Yang & Klionsky, 2009). Ce processus multi-étapes débute par une étape 

d’initiation (Figure 2 étape 1) suivie de l’étape de nucléation avec la formation d’une structure 

à double membrane appelée phagophore (Figure 2 étape 2). Ce dernier s’allonge 

progressivement lors de l’étape d’élongation pour former une vésicule autophagique close à 

double membrane appelée autophagosome qui enchâsse une partie du cytoplasme cellulaire 

(Figure 2, étape 3). La maturation de cet autophagosome (Figure 2 étape 4) permet sa fusion 

avec le lysosome formant un autolysosome. La dernière étape permet alors la dégradation des 

produits séquestrés par les hydrolases lysosomales formant des molécules qui seront recyclées 

pour fournir de l’énergie à la cellule (Figure 2, étape 5). Les molécules produites sont exportées 

dans le cytoplasme par des perméases du lysosome. L’autophagosome peut aussi fusionner 

avec les endosomes pour former un amphisome qui pourra ensuite fusionner avec un lysosome. 

Dans ce manuscrit, la macroautophagie sera particulièrement développée car ce 

mécanisme a été majoritairement étudié dans ces travaux de thèse.  

La macroautophagie est un processus dynamique au cours duquel les autophagosomes 

sont produits puis dégradés après leur fusion avec les lysosomes. Ce phénomène dynamique 

est appelé flux autophagique. Ainsi le nombre d’autophagosomes dans une cellule à un instant 

donné ne reflète pas directement le flux autophagique. Une augmentation importante du 

nombre d’autophagosomes reflète, soit une augmentation de la formation, soit une diminution 

de la dégradation des autophagosomes par le lysosome. Afin d’étudier le flux autophagique, 

différents inhibiteurs de la fusion entre l’autophagosome et le lysosome peuvent être utilisés 

comme la Bafylomycine-A1, la chloroquine ou le chlorure d’ammonium (NH4Cl). 
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1.3. Les mécanismes moléculaires de la macroautophagie 

D’un point de vue moléculaire, l’autophagie requiert l’intervention de plus d’une 

trentaine de protéines appelées ATG (Yang & Klionsky, 2010). Comme mentionné 

précédemment, ces protéines ont été initialement découvertes chez la levure mais de nombreux 

homologues ont également été décrits chez les mammifères. Au cours de ce processus, de 

nombreux complexes moléculaires vont intervenir chez les mammifères :  

(1) le complexe ULK1 (unc51-like autophagy activating kinase 1) intervenant lors de 

l’étape d’initiation ;  

(2) le complexe PI3KC3 (Phosphatidylinositol 3-phosphate kinase de classe III) 

contenant les protéines VPS34, VPS15 et BECLIN1 intervenant dans l’étape d’initiation ;  

(3) le complexe PI3P lié au complexe WIPI ;  

(4) la protéine transmembranaire ATG9 intervenant dans l’étape de nucléation du 

phagophore et permettant l’induction de l’élongation du phagophore ;  

(5) le premier système de conjugaison « ubiquitin-like » ATG5-ATG12 ;  

(6) le deuxième système de conjugaison « ubiquitin-like » ATG8-PE, tous deux 

intervenant dans les étapes d’initiation, d’élongation et de fermeture de l’autophagosome. Ces 

6 complexes majeurs régulent différentes étapes de l’autophagie et seront ainsi décrits ci-

dessous au cours des différentes étapes de l’autophagie.  

 Phase d’induction/Initiation de l’autophagie 

L’autophagie joue un rôle essentiel dans le maintien de l’homéostasie cellulaire. Il existe 

ainsi un flux autophagique basal qui permet de maintenir cette homéostasie cellulaire en 

permettant la dégradation et le recyclage de protéines à longue durée de vie ou d’organites 

endommagés. Mais ce mécanisme peut être activé lorsque les cellules sont soumises à un stress 

comme un stress oxydant, une carence en nutriments ou un déficit en glucose. L’autophagie 

induite pourra permettre de fournir de l’énergie à la cellule et lui permettre ainsi de résister à 

ces différents stress cellulaires.  

Chez les mammifères, en condition de stress cellulaire, deux senseurs énergétiques 

permettent de réguler l’induction de l’autophagie via l’activation de deux complexes de l’étape 

d’initiation à savoir ULK1 et PI3KC3. Il s’agit de la sérine/thréonine kinase mTOR (mechanistic 

target of rapamycin aussi connu sous le nom de mammalian Target of Rapamycin) et de la 
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protéine kinase AMPK (AMP-activated kinase), une sérine thréonine/kinase. Ainsi, une carence 

en acides aminés - particulièrement en leucine (Gao et al, 2002) - ou en différents facteurs 

comme l’IL-3 (Lum et al, 2005), l’insuline (Yoon, 2017), l’EGF/FGF (epidermal growth 

factor/basic fibroblast growth factor) (Chen et al, 2013) ou encore un traitement à la 

rapamycine permettra d’induire l’autophagie via l’inhibition de mTOR présent au sein du 

complexe mTORC1. La kinase AMPK permettra d’activer l’autophagie soit à la suite d’une 

augmentation du rapport AMP/ATP dans la cellule, l’AMP se lie à l’AMPK et entraine son 

activation allostérique (Hardie, 2007), soit suite à un déficit en glucose par phosphorylation 

direct de ULK1 (Kim et al, 2011; Egan et al, 2011), ou encore suite à un déficit en oxygène 

(hypoxie) qui entraine la production de ROS (espèces réactives de l’oxygène) (Mungai et al, 

2011). Dans ce dernier cas, le stress oxydant entraine la relocalisation de la protéine sensible 

du niveau de Ca2+ STIM1 (stromal interaction molecule 1) du réticulum endoplasmique vers la 

membrane plasmique. La libération de calcium intracellulaire par les canaux à calcium entraine 

l’activation de la kinase CaMKK (calcium/calmodulin kinase kinase-) qui phosphoryle 

l’AMPK (Mungai et al, 2011). L’activation de l’AMPK permet d’induire l’autophagie alors que 

l’activation de mTOR inhibe ce processus via le complexe ULK1 (Singh & Cuervo, 2011).  

  

Figure 2 : Différentes étapes de la macroautophagie. L’autophagie est un processus en multi-étapes qui débute par 
l’initiation (1) et la nucléation (2) d’une structure à double membrane appelée phagophore. Ce dernier s’allonge pour 
englober une partie du contenu cytoplasmique pour former une vacuole autophagique à double membrane, aussi 
nommée autophagosome (3). L’autophagosome mature (4) fusionne ensuite avec un lysosome (5) pour permettre la 
dégradation et le recyclage du contenu vésiculaire et ainsi former un autolysosome. 
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1.3.1.1. Le complexe ULK1 

Le complexe ULK1 est composé de la sérine/thréonine kinase ULK1, de FIP200 (focal 

adhesion kinase family intercating protein of 200 kDa), de ATG13 et de ATG101. Cette dernière 

sous-unité est capable d’interagir indirectement avec ULK1 grâce à sa fixation à la protéine 

ATG13 et est essentielle à la macroautophagie (Yang & Klionsky, 2010). L’activité de ce 

complexe est régulée par les deux senseurs énergétiques : mTOR et AMPK.  

La sérine/thréonine kinase mTOR agit au sein du complexe mTORC1 qui est composé de mTOR, 

de RAPTOR (regulatory associated protein of mTOR) et de mLST8 (mammalian lethal with 

sec13 protein 8). La sous-unité catalytique mTOR peut aussi s’associer à la protéine PRAS40 

(prolin-rich AKT substrate 40 kDA) (Robert, 2013).  

Dans des conditions riches en nutriments, le complexe mTORC1 est localisé au niveau de la 

membrane lysosomale et de l’endosome tardif sous sa forme active inhibant l’autophagie via 

une interaction avec Rheb (ras homolog enriched in brain) (Carroll et al, 2016). Dans cette 

configuration, mTORC1 est lié avec le complexe ULK1 par l’intermédiaire de RAPTOR 

(Hosokawa et al, 2009) (Figure 3). Sous la forme active de mTORC1, ULK1 est phosphorylée au 

niveau de la sérine S757 et ATG13 est phosphorylée au niveau de la sérine S258 (Puente et al, 

2016), inhibant le complexe ULK1 (Ganley et al, 2009). De plus, dans des conditions riches en 

nutriments, l’AMPK est inhibée car le ratio AMP/ATP est faible. 

En réponse à une carence en nutriments, l’activation de l’AMPK par l’AMP va provoquer 

l’inhibition du complexe mTORC1. En effet, l’AMPK phosphoryle, au sein du complexe, la sous-

unité RAPTOR au niveau des sérines S722 et S792 (Figure 3) (Gwinn et al, 2008). De plus, AMPK 

phosphoryle aussi le suppresseur de tumeur TSC2 (tuberous sclerosis complex 2) provoquant 

l’inhibition de Rheb qui interagit avec mTORC1 (Figure 3) (Inoki et al, 2003b; Carroll et al, 2016, 

2; Inoki et al, 2003a, 2). RAPTOR étant phosphorylée et Rheb inactivée, ULK1 se dissocie du 

complexe mTORC1. Ainsi, le complexe ULK1 n’est plus sujet à la phosphorylation inhibitrice de 

la sérine S757 (Hosokawa et al, 2009). Enfin, le complexe ULK1 est régulé par l’AMPK qui active 

la kinase ULK1 par phosphorylation notamment au niveau des sérines S317 et S777 (Kim et al, 

2011), et les sérines S467 et S555, qui semblent également importantes pour le rôle de ULK1 

dans l’autophagie (Egan et al, 2011) et ATG13 par phosphorylation au niveau de la sérine S224 

(Puente et al, 2016). ULK1 s’autophosphoryle ensuite au niveau de la thréonine T180 (Lazarus 

et al, 2015). ULK1 ainsi activée phosphoryle ATG13 sur la sérine S318 (Joo et al, 2011) et FIP200 

sur les sérines S943, S986, et S1323 (Egan et al, 2011) (Figure 3).  
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Figure 3 : Régulation du complexe ULK1 par les senseurs énergétiques mTOR et AMPK. Dans des conditions 
physiologiques normales, le complexe ULK1 est inhibé par la phosphorylation des protéines ULK1 et ATG13 sur les 
sérines S757 et S258 respectivement par le complexe mTORC1. Au contraire lors d’un déficit nutritionnel, l’AMPK lève 
l’inhibition du complexe mTORC1 en phosphorylant d’une part, la protéine RAPTOR sur les sérines S722 et S792 et 
d’autre part, par une phosphorylation activatrice de TSC2 qui inhibe la protéine Rheb provoquant sa libération du 
complexe mTORC1. L’AMPK phosphoryle ULK1 afin de stimuler son activité et phosphoryle directement ATG13 sur la 
sérine S224. ULK1 activée s’autophosphoryle sur la thréonine T180 et phosphoryle à son tour ATG13 sur la sérine S318 
et FIP200 sur les sérines S943, S986 et S1323. Le complexe ULK1 peut alors rejoindre le site d’initiation du phagophore. 
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1.3.1.2. Le complexe Phosphatidylinositol 3-phosphate kinase 

de classe III (PI3KC3) 

L’activation du complexe PI3KC3 intervient ensuite lors de l’étape d’initiation de 

l’autophagie après l’activation du complexe ULK1. Il permet de produire du 

phosphatidylinositol 3-phosphate (PI3P) à partir de phosphatididylinositol (Itakura et al, 

2008). Il existe deux complexes PI3KC3, le complexe I (PI3KC3-C1) et le complexe II PI3KC3-C2 

(Itakura et al, 2008). Ces deux complexes sont composés d’une lipide-kinase VPS34 (sous-unité 

catalytique), de la protéine kinase p150/VPS15 et de BECLIN1. Le complexe I PI3KC3-C1 

contient en plus ATG14L (ATG14-like) qui se lie à BECLIN1 et qui est nécessaire à la localisation 

du complexe au niveau du réticulum endoplasmique, le site d’initiation du phagophore (Itakura 

et al, 2008; Matsunaga et al, 2010) (Figure 4). Le complexe II est constitué par la protéine 

UVRAG (UV radiation resistance associated gene), protéine qui est capable de se lier à BECLIN1 

et qui intervient dans la maturation des endosomes et des autophagosomes (Itakura et al, 

2008). Ainsi, malgré les similarités de composition protéique entre les deux complexes PI3KC3 

de classe I et II, il n’en demeure pas moins que chacun joue un rôle différent dans l’autophagie. 

Au niveau du complexe PI3KC3-C1, la protéine BECLIN1 est essentielle à son activation (Kim et 

al, 2013; Russell et al, 2013), mais cette protéine a d’abord été identifiée comme interagissant 

avec la protéine anti-apoptotique Bcl2 (Xh et al, 1998). Des travaux plus récents ont montré que 

l’interaction entre ces deux protéines régule négativement l’autophagie (Pattingre et al, 2005). 

BECLIN1 est également capable d’interagir avec AMBRA1 (activating molecule in BECLIN1-

related autophagy 1). La protéine AMBRA1 interagit avec BECLIN1 par sa région centrale et 

BECLIN1 interagit avec AMBRA1 par un domaine situé à proximité de son domaine BH3. Ce 

domaine BH3 correspond au domaine d’interaction de BECLIN avec Bcl2 (Fimia et al, 2013). 

AMBRA1 régule positivement l’induction de l’autophagie par son interaction avec BECLIN1 

(Sun, 2016; Fimia et al, 2007). En effet, lors d’une privation en nutriments l’interaction de 

AMBRA1 avec BECLIN1 stabilise l’interaction entre BECLIN1 et VPS34 et potentialiserait 

l’activité kinase de VPS34 (Fimia et al, 2007). 
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Plusieurs paramètres permettent l’activation du complexe PI3KC3-C1. L’activation du 

complexe ULK1 permet la phosphorylation de la protéine AMBRA1 au niveau de la sérine S14 

en association avec BECLIN1 (Russell et al, 2013), permettant ainsi la localisation du complexe 

PI3KC3-C1 au niveau du site d’initiation de l’autophagie avec l’aide du complexe moteur de 

dynéines (Di Bartolomeo et al, 2010). De plus, ULK1 phosphoryle également BECLIN1 au niveau 

de la sérine S15 et de la sérine S30 lorsque celle-ci interagit avec ATG14L (Park et al, 2018; 

Russell et al, 2013). Aussi, BECLIN1 peut être phosphorylée par AMPK au niveau des sérine S91 

et S94 (Kim et al, 2013) (Figure 4 et 5). L’ensemble de ces modifications post-traductionnelles 

favorise l’induction et la localisation du complexe PI3KC3 au niveau du site d’initiation du 

phagophore. Cette localisation entraine la production de PI3P à la membrane du site d’initiation 

du phagophore par VPS34, permettant le déroulement de l’étape suivante de l’autophagie, la 

nucléation (Figure 5). En effet, la présence de PI3P au niveau de la membrane du phagophore 

permet la nucléation du phagophore et le recrutement des protéines WIPI 1/2 qui sont 

indispensables au recrutement des protéines ATG8/LC3-PE à la membrane du phagophore lors 

de l’étape d’élongation du phagophore que nous allons voir par la suite.  

Figure 4 : Régulation du complexe PI3KC3-C1 par le senseur énergétique AMPK et le complexe ULK1. Dans des 
conditions énergétiques favorables, les complexes ULK1 et AMPK sont inactifs. BECLIN1 est majoritairement associée à 
Bcl2 plutôt qu’à VPS34. Dans des conditions énergétiques défavorables, BECLIN1 se dissocie de Bcl2 et les complexes 
ULK1 et AMPK sont actifs. La kinase AMPK et le complexe ULK1 actif phosphorylent BECLIN1. De plus, le complexe ULK1 
actif phosphoryle également AMBRA1 au sein du complexe PI3KC3-C1. L’ensemble de ces phosphorylations entraine 
l’activation du complexe PI3KC3-C1 qui se relocalise au niveau du site d’initiation du phagophore, le réticulum 
endoplasmique. Le complexe PI3KC3-C1 actif a une activité de kinase à lipide qui catalyse la production de 
phosphatidylinositol 3-phosphate (PI3P) à la membrane du réticulum endoplasmique. 
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 Nucléation du phagophore  

Après leur activation, les complexes ULK1 et PI3KC3-C1 sont recrutés au niveau du site 

d’initiation du phagophore présent dans une région particulière du réticulum endoplasmique 

(Figure 5). Ainsi, le complexe PI3KC3-C1 activé permet une production localisée de PI3P grâce 

à l’activité kinase de VPS34. PI3P s’accumule au niveau de la membrane du RE permettant 

d’induire l’étape de nucléation (Figure 5). Cette phase de nucléation est importante pour initier 

la formation d’une structure membranaire riche en PI3P ayant la forme de la lettre grecque 

Oméga () et appelée omégasome (Figure 5). L’omégasome se détache ensuite pour former le 

phagophore et permettre son élongation (Carlsson & Simonsen, 2015; Hurley & Young, 2017). 

L’accumulation de PI3P au niveau de la membrane permet d’induire la nucléation du 

phagophore par le recrutement d’effecteurs capables de se lier au PI3P, telles que la protéine 

DFCP1 (double FYVE-containing protein 1) et les protéines WIPI (WD repeat domain 

phosphoiniside-interacting). La réunion de l’ensemble de ces acteurs constitue une plateforme 

protéique propice à l’élongation de la membrane du phagophore qui aboutit à la formation de 

l’autophagosome (Polson et al, 2010) (Figure 6). Parmi l’ensemble des protéines WIPI (WIPI 1 

à 4) qui existent, WIPI 1 et 2 sont décrites comme participant à la nucléation, tandis que la 

protéine WIPI 4 semble intervenir dans la maturation des autophagosomes et le recrutement 

de ATG2 à la membrane de l’autophagosome (Lu et al, 2011). La protéine WIPI 1 se fixe au PI3P 

au niveau de la membrane. Cette fixation est nécessaire à la liaison de LC3 à une 

phosphatidyléthanolamine (PE) qui est importante pour l’étape d’élongation du phagophore 

(Mauthe et al, 2011). La protéine WIPI 2 joue également un rôle dans l’extension du phagophore 

par lipidation de LC3 via le recrutement de ATG16L du complexe ATG5-ATG12-ATG16L (Dooley 

et al, 2014; Müller & Proikas-Cezanne, 2015) (Figures 5 et 6). Effectivement, l’absence 

d’expression de WIPI 2 dans les cellules HEK293 a conduit à l’inhibition de la formation 

d’autophagosomes (Polson et al, 2010). Au contraire, l’absence d’expression de la protéine WIPI 

4 dans les cellules NRK (normal rat kidney) entraine une accumulation d’autophagosomes (Lu 

et al, 2011). Ainsi, la protéine WIPI 4 a un rôle différent de WIPI 1/2 dans l’autophagie. Les 

protéines WIPI 1/2 sont nécessaires en particulier lors de l’induction de l’autophagie par une 

carence en acides aminés (EBSS) (Mauthe et al, 2011).  
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Figure 5 : Les étapes moléculaires de l’initiation de l’autophagie et rôle des protéines WIPI pour l’élongation. 1. 
Dans des conditions de carence en nutriments, le complexe mTORC1 est inactif et l’AMPK est activée ce qui contribue à 
l’activation du complexe ULK1. 2. Une fois que le complexe ULK1 est activé, il est recruté à la membrane du réticulum 
endoplasmique (RE). 3. Le complexe PI3KC3-C1 est ensuite activé et recruté lui aussi à la membrane du RE. 4. 
L’activation de ce complexe par phosphorylation permet l’activation de la kinase VPS34, la production de PI3P à partir 
de PI qui s’accumule au niveau de la membrane du RE. 5. La présence PI3P va initier la formation de l’omégasome et le 
recrutement des acteurs protéiques de la nucléation tels que DFCP1, WIPI 1 et 2. 6. Après formation de l’omégasome, il 
se détache du RE pour former une structure à double membrane appelée phagophore. La protéine WIPI 2 recrute ensuite 
ATG16L dans le complexe de conjugaison ATG12–ATG5-ATG16L qui permettra la lipidation de LC3 par la PE nécessaire 
à l’expansion du phagophore. Lors de cette étape, un deuxième complexe de conjugaison intervient, il s’agit du complexe 
ATG8/LC3-PE(II). Un apport de lipides est nécessaire au cours de cette phase. Les lipides proviendraient de membranes 
issues de différents compartiments cellulaires transportés via des vésicules lipidiques. Dans ces vésicules lipidiques, la 
protéine transmembranaire ATG9A est retrouvée et participe à cet apport de lipides dans le phagophore. Le phagophore 
s’allonge progressivement pour former un autophagosome qui fusionnera ensuite avec un lysosome pour former un 
autolysosome permettant de recycler le contenu de la vésicule autophagique. (D’après Müller and Proikas-Cezanne, 
2015). 
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 Phase d’élongation du phagophore  

L’étape de nucléation est suivie de l’étape d’élongation. Cette dernière consiste en un 

allongement du phagophore, une structure à double membrane pour former une vésicule 

autophagique à double membrane, l’autophagosome. Elle fait intervenir plusieurs complexes 

protéiques dont le système de conjugaison ATG12–ATG5-ATG16L1 et le système de 

conjugaison ATG8. Ces deux complexes vont permettre d’allonger la membrane du phagophore 

par l’apport de lipides via la protéine autophagique transmembranaire ATG9A (Figures 6 et 7). 

Ces systèmes de conjugaison sont semblables au système d’ubiquitinylation et vont être décrits 

ci-dessous. 

1.3.1.1. Le système de conjugaison ATG12–ATG5-ATG16L1 

Le premier système de conjugaison est le système ATG12–ATG5-ATG16L1. Dans un 

premier temps, le groupement carboxylique de la glycine en C-terminale de la protéine ATG12 

est activé par l’enzyme E1 ATG7 en consommant un ATP. L’activation aboutit à la formation 

d’une liaison thioester entre l’extrémité carboxyle de ATG12 et la cystéine de ATG7 présente au 

niveau de son site catalytique. Puis, ATG12 activée est transférée à l’enzyme E2 ATG10 au 

niveau d’une cystéine. ATG10 fixe ensuite ATG12 sur la protéine ATG5 sur une lysine. Le 

complexe covalent ATG12–ATG5 ainsi formé se fixe par la suite à la protéine ATG16L1 pour 

former le complexe trimérique ATG12–ATG5-ATG16L1 (Figure 6A). Ce dernier agit comme 

l’enzyme ligase E3 qui permet la conjugaison de la protéine ATG8 à un phospholipide 

(Nakatogawa, 2013).  

Ce complexe ATG12–ATG5-ATG16L1 se localise au niveau de la membrane de 

l’autophagosome (Figures 5 et 6C) (Fujita et al, 2008; Mizushima et al, 2003, 2001). Comme 

nous l’avons vu précédemment, la protéine ATG16L1 est capable d’interagir avec la protéine 

WIPI 2 de la plateforme de nucléation pour permettre la lipidation des protéines ATG8 (Dooley 

et al, 2014; Polson et al, 2010). Ce complexe est retrouvé majoritairement au niveau de la 

surface externe de cette membrane, où il restera accroché jusqu’à la fermeture de 

l’autophagosome (Figures 5 et 6C) (Mizushima et al, 2001).  
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Figure 6 : les systèmes de conjugaison ATG12–ATG5-ATG16L et ATG8. A) ATG12 présente un résidu glycyl en 
position C-terminale. Ce résidu lui permet d’être prise en charge et activée par ATG7 (enzyme E1), puis transférée à 
ATG10 (enzyme E2) pour être finalement conjuguée à ATG5 par liaison covalente. Ce complexe interagit ensuite avec 
ATG16L1 (ATG16L) formant ainsi le complexe ATG12–ATG5-ATG16L1 (enzyme E3). B) Le système de conjugaison par 
ATG8 fait intervenir plusieurs étapes. Les protéines ATG8 sont clivées en aval d’un résidu glycyl sur la partie C-terminale 
par ATG4. Cette forme cytosolique d’ATG8 est appelée ATG8-I. ATG8-I est alors activée par ATG7 (enzyme E1), puis 
transférée sur ATG3 (enzyme E2). Enfin, ATG8-I est conjuguée à un phospholipide, la phosphatidyléthanolamine (PE) 
par intervention du complexe ATG5–ATG12-ATG16L1 (enzyme E3) et ainsi former ATG8-II liée aux autophagosomes. 
La liaison de ATG8-II aux autophagosomes via la PE est covalente et réversible. ATG4 peut aussi enlever la PE de l’ATG8. 
C) Le complexe ATG3-ATG8-I est recruté au niveau de l’autophagosome par le complexe ATG12–ATG5-ATG16L1. ATG8-
I se retrouve à proximité de la PE présente sur la membrane autophagique pour y être conjuguée donnant la forme 
ATG8-II liée aux autophagosomes. Le complexe ATG12–ATG5-ATG16L1 est stabilisé par la protéine WIPI 2 et 
probablement WIPI 1 recrutées à la membrane de l’autophagosome par le phosphatidylinositol 3-phosphate (PIP3) au 
moment de la nucléation du phagophore. C’est le complexe PI3KC3-C1 qui permet la production de PIP3. La double 
membrane du phagophore s’allonge ensuite progressivement grâce à l’apport de matériel lipidique. Ce matériel 
lipidique proviendrait de membranes issues de plusieurs compartiments cellulaires impliquant un mécanisme de 
transport de vésicules lipidiques via ATG9. A la fermeture de l’autophagosome, les complexes ATG12–ATG5-ATG16L1 se 
détachent de la membrane externe de l’autophagosome lors d’une phase nommée « la maturation des 
autophagosomes ». 
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1.3.1.2. Le système de conjugaison ATG8  

Chez les mammifères, il existe plusieurs homologues de la protéine Atg8 de la levure qui 

forment la famille ATG8. La famille ATG8 est divisée en 2 sous-familles : la sous-famille 

MAP1LC3 (microtubule-associated protein 1Light chain 3) aussi appelée LC3, incluant les 

protéines LC3A, LC3B et LC3C et la sous-famille GABARAP (GABAA receptor-associated protein) 

incluant les protéines GABARAP, GABARAPL1/GEC1 (GABARAP-like 1/glandular endothelial 

cells 1), GABARAPL2/GATE-16 (GABARAP-Like 2/Golgi-associated ATPase enhancer of 16 

kDa) et le pseudogène GABARAPL3P (GABARAP-like 3, pseudogene) (Pellerin et al, 1993; 

Vernier-Magnin et al, 2001). Ces protéines interviennent dans plusieurs étapes de l’autophagie 

comme l’élongation du phagophore, la fusion de l’autophagosome avec le lysosome et lors de 

l’autophagie sélective. Leurs fonctions seront précisées dans les paragraphes suivants portant 

sur l’élongation, la fusion autophagosome-lysosome et sur l’autophagie sélective. 

Les différentes protéines ATG8 partagent des similarités de séquences. Ainsi chez 

l’Homme, la protéine GABARAPL1 présente 87 % d’identité avec la protéine GABARAP et 61 % 

avec la protéine GABARAPL2. GABARAPL3 étant un pseudogène, la protéine n’est pas exprimée, 

mais elle partagerait 96 % d’identité avec GABARAPL1. Cependant, la similarité est plus faible 

avec la sous-famille LC3. Ainsi, GABARAPL1 partage 30,8 % d’identité avec LC3A, 29 % avec 

LC3B et 35,8 % avec LC3C (Le Grand et al, 2011) (Figure 7).  

 

Figure 7 : Alignement des protéines des familles GABARAP et LC3 chez l’Homme et d’Atg8 chez la levure. Tiré de 
Le Grand et al, (2011). Les séquences en acides aminés ont été obtenues à partir de NCBI ou de GeneBank pour les 
protéines GABARAPL1 (NP_113600), GABARAP (CAG47031), GABARAPL2 (NP_009216), LC3A (NP_852610), LC3B 
(NP_03729), LC3C (NP_001004343) et Atg8 (NP_009475). Les protéines ont été alignées en utilisant « NCBI BLAST 
Tool ». Les acides aminés qui diffèrent de ceux de GABARAPL1 apparaissent en rouge. Les résidus glycyls en position 
terminale (position 116 pour GABARAPL1/GABARAP/GABARAPL2/Atg8, 120 pour LC3B et 124 pour LC3-A/LC3-C), 
importants pour la conjugaison des protéines au phospholipide, sont colorés en bleu. 
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Les protéines ATG8 présentent toutes pour point commun une glycine en C-terminale 

conservée et clivable qui joue un rôle important dans la lipidation de ces protéines. Cet acide 

aminé est localisé en position 116 pour la sous-famille GABARAP et en position 120 pour la 

sous-famille LC3 (Chakrama et al, 2010; Ichimura et al, 2000; Kabeya et al, 2004; Tanida et al, 

2004) (Figure 7). Les protéines ATG8 sont synthétisées sous une pro-forme inactive, puis sont 

clivées en aval de cette glycine par la protéase à cystéine ATG4 pour donner une forme d’ATG8 

mature cytosolique appelée ATG8-I (Skytte et al, 2017) (Figure 6B). La protéase ATG4B est 

responsable de la coupure de plusieurs membres des sous-familles LC3 et GABARAP. Cette 

protéase présente un motif LIR (LC3 interaction motif) qui est un motif protéique permettant 

la reconnaissance et l’interaction avec les membres ATG8. Cette interaction entre ATG4 et ATG8 

est nécessaire au clivage des ATG8. La protéine ATG4B, en plus de sa fonction de protéase, est 

importante pour le maintien de la stabilité des protéines GABARAP et GABARAPL1. En effet, 

l’extinction de l’expression d’ATG4B dans des cellules MEF (murin embryonic fibroblast) 

entraine une instabilité des protéines GABARAP et GABARAPL1 qui sont alors dégradées par le 

protéasome. Ainsi, les protéines ATG4B protègent certains membres ATG8 de la dégradation 

par le système du protéasome (Skytte et al, 2017). Le système de conjugaison va alors 

permettre de lier les protéines ATG8 à un phospholipide : la PE présente sur la membrane de 

l’autophagosome. Grâce à cette lipidation, les protéines ATG8 vont pouvoir s’ancrer à la 

membrane de l’autophagosome (Kabeya et al, 2004; Tanida et al, 2004). Ainsi, les protéines 

ATG8-I cytosoliques clivées par ATG4 sont activées par ATG7 (enzyme E1), puis transférées sur 

ATG3 (enzyme E2). Le complexe ATG8-I-ATG3 est transféré sur la membrane de 

l’autophagosome à proximité d’une PE. Enfin, la conjugaison des ATG8-I à la PE est activée par 

le complexe ATG12–ATG5-ATG16L1 (enzyme E3) pour former ATG8-II, une forme lipidée 

membranaire associée aux autophagosomes (Ichimura et al, 2000; Nakatogawa, 2013). Les 

protéines ATG8 associées à ATG3 seraient recrutées au niveau de l’autophagosome par le 

complexe ATG12–ATG5-ATG16L1 (Figures 6B et 6C) (Fujita et al, 2008; Hanada et al, 2007). 

Les protéines ATG8-II sont localisées sur les faces interne et externe des autophagosomes. La 

protéine ATG4B peut aussi enlever les protéines ATG8-II ancrées à la membrane externe des 

autophagosomes par la phosphatidyléthanolamine, libérant les protéines ATG8-I dans le 

cytosol. Les protéines ATG8-I libérées permettent de maintenir un stock de ATG8-I et peuvent 

ainsi être recyclées pour l’élongation d’un nouveau phagophore sous leur forme conjuguée aux 

PE (Figures 6 B et C). Cette dé-lipidation des protéines ATG8 interviendrait au moment de la 

fusion avec le lysosome (Yu et al, 2012). Le complexe ATG12–ATG5-ATG16L1 associé aux 

phagophores se dissocierait lorsque les autophagosomes seraient formés.  

Bien que toutes les protéines ATG8 puissent participer à l’élongation du phagophore, il est 

décrit dans la littérature que les protéines de la sous-famille LC3 interviendraient plus 
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particulièrement dans le processus d’élongation du phagophore, alors que les protéines de la 

sous-famille GABARAP seraient plus impliquées dans la fermeture et la maturation de 

l’autophagosome (Weidberg et al, 2010) (Figure 2).  

Néanmoins, une étude de 2016 menée par Nguyen remet en cause la participation de 

tous les membres ATG8 dans l’élongation du phagophore. Les auteurs ont d’abord créé 

différentes lignées HeLa invalidées pour chacun des 6 gènes ATG8 (LC3 A, B ou C et GABARAP, 

GABARAPL1, GABARAPL2) ou invalidées par sous-famille individuellement (LC3 ou GABARAP) 

(Nguyen et al, 2016). Ces travaux ont permis de mettre en évidence que toutes les protéines 

ATG8 n’étaient pas essentielles pour initier la formation des autophagosomes mais qu’elles 

étaient, en revanche, très importantes lors des étapes plus tardives au moment de la fusion 

entre l’autophagosome et le lysosome. Ces protéines jouent également un rôle important dans 

le processus autophagique lors de de la dégradation sélective des mitochondries et lors de 

l’autophagie induite par une carence en nutriments (Nguyen et al, 2016). Les protéines ATG8 

ne semblent pas essentielles à la biogénèse des autophagosomes. En effet, la perte de chacune 

des protéines ATG8 (dans la lignée HeLa) conduit à la formation d’autophagosomes de plus 

petites tailles et entraine une diminution du nombre d’autophagosomes. De plus, l’autophagie 

basale dans ces cellules invalidées pour chacun des gènes ATG8 est diminuée, visible par une 

plus forte accumulation de la protéine p62 normalement dégradée par la voie autophagique 

(Nguyen et al, 2016). En plus de leur rôle dans l’élongation du phagophore, les différentes 

protéines ATG8 possèdent aussi d’autres fonctions essentielles dans la maturation, la fermeture 

des autophagosomes et dans la dégradation sélective d’organelles et de substrats protéiques 

développés dans la suite de ce chapitre. 

1.3.1.3. La protéine transmembranaire ATG9 et la régulation 

de la phase d’élongation du phagophore 

Au cours de la formation d’un autophagosome mature, nous avons vu que les systèmes 

de conjugaison impliquant le complexe ATG12–ATG5-ATG16L1 et le système ATG8 sont 

nécessaires à l’étape d’élongation de la membrane du phagophore. Un apport continu de lipides 

est nécessaire pour permettre l’expansion du phagophore lors de cette phase d’élongation. La 

protéine ATG9, la seule protéine ATG transmembranaire, régule cette phase d’élongation en 

délivrant des phospholipides membranaires à l’autophagosome grâce au trafic vésiculaire, mais 

l’origine de ces membranes semble diverse. En effet, différentes études ont permis de montrer 

que ces vésicules lipidiques pourraient provenir du réticulum endoplasmique (Orsi et al, 2012; 

Ylä-Anttila et al, 2009), de l’appareil de Golgi (Guo et al, 2012; Takahashi et al, 2011), du 

compartiment intermédiaire ERGIC (endoplasmic reticulum/Golgi intermediate compartment) 
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(Ge et al, 2013), de la membrane plasmique (Ravikumar et al, 2010), des endosomes recyclés 

(Orsi et al, 2012) ou encore de la membrane mitochondriale (Hailey et al, 2010).  

La protéine autophagique transmembranaire ATG9 chez les mammifères 

Chez les mammifères, la protéine ATG9 est aussi appelée mATG9 (mammalian ATG9), 

ATG9A ou ATG9L1. Elle régule l’étape d’élongation du phagophore après l’étape de nucléation. 

Elle possède six segments transmembranaires conservés chez la levure et les mammifères avec 

des extrémités N- et C-terminale localisées dans le cytosol (Young et al, 2006) (Figures 5 et 8). 

La protéine Apg9 chez la levure possède deux homologues chez les mammifères : ATG9A et 

ATG9B. Chez l’Homme, ces deux protéines sont codées par 2 gènes localisés sur des 

chromosomes différents : le chromosome 2 (2q35) pour ATG9A et le chromosome 7 (7q36) 

pour ATG9B (Robb et al, 2004). ATG9A et B semblent avoir des fonctions similaires dans 

l’autophagie mais ATG9B est beaucoup moins étudiée ; peut-être du fait de son expression, 

limitée au placenta et aux glandes pituitaires. Au contraire, ATG9A a une expression ubiquitaire 

et est plus documentée (Yamada et al, 2005). Nous nous limiterons donc à l’étude d’ATG9A dans 

l’autophagie. 

Régulation de l’élongation du phagophore par ATG9A chez les mammifères 

Lors de conditions riches en nutriments, ATG9A est localisée au niveau de 

l’environnement du Golgi-Trans (TGN = Trans Golgi-network) ou des endosomes tardifs. Mais, 

elle est également retrouvée dans les endosomes de recyclage et précoces (Orsi et al, 2012; 

Young et al, 2006). En effet, des études par immunofluorescence ont montré que la protéine 

ATG9A colocalise avec RAB6, une protéine présente dans le Golgi, mais également avec les 

protéines RAB7 et RAB9 présentes au niveau des endosomes tardifs. ATG9A colocalise 

également avec la protéine TGN46 que l’on retrouve au niveau du Golgi trans (Young et al, 

2006). Lors d’une induction de l’autophagie par privation en nutriments, ATG9A est relocalisée 

du Golgi trans vers la périphérie au niveau des endosomes. L’ajout d’acides aminés dans ce 

milieu provoque la relocalisation d’ATG9A qui retourne dans le Golgi trans. ATG9A oscillerait 

ainsi entre le Golgi trans et la région endosomale en fonction du niveau d’autophagie dans la 

cellule via le système vésiculaire (Young et al, 2006). Lors de l’induction de l’autophagie, une 

partie des protéines ATG9A est également redistribuée au niveau du site de formation du 

phagophore (Young et al, 2006; Orsi et al, 2012; Popovic & Dikic, 2014). La relocalisation de la 

protéine ATG9A est donc importante pour les phases précoces de l’autophagie lors de la 

formation du phagophore. Néanmoins, la protéine ATG9A présente dans les vésicules 

interagirait avec le phagophore de façon transitoire. En effet, ATG9A joue un rôle dans le 

transport des lipides vers le phagophore mais ne serait pas incorporée à sa membrane. 
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Effectivement, la protéine WIPI 2 du complexe de nucléation est impliquée dans le recyclage 

d’ATG9A vers les endosomes de recyclage. En l’absence de cette protéine, ATG9A ne serait plus 

recyclée et s’accumulerait au niveau du phagophore, empêchant la formation de 

l’autophagosome (Orsi et al, 2012). 

Figure 8 : Proposition de modèle pour la localisation d’ATG9A et la formation des autophagosomes (D’après 
Imai et al., 2016). ATG9 possède au niveau de son extrémité N-terminale deux motifs peptidiques pouvant être reconnus 
par les protéines adaptatrices à clathrine AP1/AP2. Ces protéines sont impliquées dans la régulation du trafic d’ATG9A 
de la membrane plasmique au Golgi trans et vers le site d’initiation du phagophore via des vésicules à clathrine qui sont 
recrutées par le complexe AP1/AP2. Dans des conditions riches en nutriments, la kinase Src phosphoryle ATG9A sur la 
tyrosine 8 pour maintenir son transport endosomal. En réponse à une privation en nutriments, ATG9A est à la fois 
phosphorylée par Src sur la tyrosine 8 et par la kinase ULK1 sur la sérine 14. Cette double phosphorylation provoque 
l’interaction d’ATG9A avec le complexe AP1/AP2 au niveau de son extrémité N-terminale. L’adaptateur protéique AP2 
est capable d’interagir directement avec le motif signal de sortie d’ATG9A pour guider le transport de ATG9A. AP2 est 
également capable d’interagir avec la protéine RabGAP, TBC1D5, en interaction avec la clathrine et qui est capable 
d’interagir avec LC3 par un domaine LIR1 régulant ainsi le transport endomembranaire. L’ensemble de ces interactions 
entraine la redistribution d’ATG9A de la membrane plasmique à la région juxtanucléaire à proximité de l’appareil de 
Golgi et du RE, où se trouve le site d’initiation de l’autophagie. Dans un premier temps, ATG9A circulerait entre la 
membrane plasmique, le réseau trans-Golgi et le système endolysosomal par un système de trafic vésiculaire. Le 
transport entre les endosomes de recyclage et le trans-Golgi dépend du complexe TRAPPIII et de TBC1D14 (1) et il 
permettrait de maintenir un pool d’ATG9A rapidement disponible. Lors de l’induction de l’autophagie, ATG9A circule en 
direction du site d’initiation du phagophore pour s’y localiser transitoirement en provenance des endosomes de 
recyclage (2) et/ou du Golgi (3). 



49 
 

La relocalisation d’ATG9A vers la périphérie au niveau des endosomes ou au site 

d’initiation du phagophore est importante pour son rôle dans l’autophagie. Ces deux étapes sont 

régulées et dépendent de ULK1 (Young et al, 2006) et de p38 MAPK (mitogen-activated 

protein kinase) (Webber & Tooze, 2010). En effet, l’inhibition de l’expression de ULK1 par 

siRNA dans des cellules HEK293 empêche la relocalisation d’ATG9A qui reste au niveau de 

l’appareil de Golgi lors d’une induction de l’autophagie par privation en nutriments (Young et 

al, 2006).  

Une étude plus récente a permis de montrer que l’extrémité N-terminale cytosolique de 

la protéine ATG9A permet aussi la régulation de sa localisation par ULK1 et la kinase Src (Zhou 

et al, 2017). Au niveau de son extrémité N-ter, ATG9A possède deux séquences pouvant être 

reconnues par deux protéines adaptatrices à clathrine, le complexe AP1 et AP2. Ces protéines 

sont impliquées dans la régulation du trafic d’ATG9A de la membrane plasmique au Golgi trans 

et vers le site d’initiation du phagophore via des vésicules à clathrine (Guo et al, 2012; Popovic 

& Dikic, 2014; Zhou et al, 2017). Dans des conditions riches en nutriments, la kinase Src 

phosphoryle ATG9A sur la tyrosine 8 pour maintenir son transport endosomal. En réponse à 

une privation en nutriments, ATG9A est à la fois phosphorylée par Src sur la tyrosine 8 et par 

la kinase ULK1 sur la sérine 14. Cette double phosphorylation provoque l’interaction d’ATG9A 

avec le complexe AP1/2 au niveau de son extrémité N-terminale. Ces interactions entrainent la 

redistribution de ATG9A de la membrane plasmique à la région périnucléaire à proximité de 

l’appareil de Golgi et du RE, où se trouve le site d’initiation de l’autophagie (Zhou et al, 2017) 

(Figure 8).  

Après cette phosphorylation, ATG9A se fixe à une protéine RabGAP (Rab GTPase-activating 

protein), TBC1D5 (Tre-2/Bub2/Cdc16 domain–containing RabGAP), régulant ainsi les 

processus de trafic endomembranaire. En effet, TBC1D5 est capable d’interagir directement 

avec LC3 via son domaine LIR1 (LC3 interaction region 1), mais aussi avec ATG9A et le 

complexe ULK1 activé pendant l’autophagie. De plus, cette protéine TBC1D5 interagit avec la 

clathrine et le complexe AP2. L’ensemble de ces interactions permet à TBC1D5 de jouer le rôle 

d’adaptateur protéique dans le recrutement de vésicules contenant ATG9A sur le site de 

formation de l’autophagosome (Figure 8) (Popovic et al, 2012; Popovic & Dikic, 2014). TBCD14, 

une autre RabGAP est décrite comme jouant un rôle dans les phases précoces de l’autophagie 

(Longatti et al, 2012). Cette protéine initialement décrite comme inhibitrice de l’élongation du 

phagophore lorsqu’elle est surexprimée, régule en fait le transport de vésicules contenant 

ATG9A des endosomes de recyclage vers le Golgi trans en association avec RAB11, RAB1 et le 

complexe TRAPPIII (Figure 8). Ce transport permettrait de maintenir un stock de la protéine 
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ATG9A au niveau du Golgi trans nécessaire à l’initiation de l’autophagie et régulerait également 

le trafic de sécrétion (Longatti et al, 2012; Lamb et al, 2016).  

L’ensemble de ces études souligne le rôle important de la protéine ATG9A dans la phase 

précoce de formation du phagophore et dans la phase plus tardive de l’élongation des vésicules 

autophagiques. 

 Fermeture et maturation de l’autophagosome  

1.3.2.1. Fermeture de l’autophagosome 

L’élongation de l’autophagosome permet d’enchâsser le contenu cellulaire pour 

permettre sa dégradation par le lysosome. L’élongation progressive de la membrane aboutit à 

une structure vésiculaire avec un pore étroit résiduel qui doit se fermer pour aboutir à la 

formation d’un autophagosome. En effet, afin que le transport et la fusion de l’autophagosome 

avec le lysosome soient efficaces, il est primordial que l’autophagosome soit fermé. Le 

mécanisme exact de fermeture n’est pas encore totalement connu chez les mammifères. La 

fermeture consiste à réunir une étroite ouverture, semblable à l’ouverture d’un pore nucléaire. 

Le mécanisme moléculaire de fermeture de l’autophagosome s’apparenterait plus à une 

fermeture dite par scission membranaire plutôt qu’à une fermeture par fusion membranaire 

comme c’est le cas entre la membrane de l’autophagosome et celle du lysosome (Knorr et al, 

2015) (Figure 9). Ainsi, la fermeture de l’autophagosome ressemblerait au processus 

moléculaire responsable de la formation des vésicules internes des corps multi-vésiculaires. 

Effectivement, ces vésicules internes sont formées par invagination de la membrane limitante 

du corps multi-vésiculaire, puis par scission de celle-ci (Noda et al, 2009; Knorr et al, 2015).  
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D’un point de vue moléculaire, chez les mammifères, la fermeture du pore de 

l’autophagosome impliquerait des complexes de la voie endolysosomale, localisés à la 

membrane du phagophore : les complexes ESCRT pour « endosomal sorting complexes 

required for transport » (Zhen et al, 2020; Takahashi et al, 2018, 2019). Ainsi, au cours de 

l’autophagie induite par privation de nutriments, CHMP2A appartenant au complexe ESCRT III 

est transloquée sur le phagophore pour réguler la séparation entre la membrane interne et 

externe de l’autophagosome pour créer une vésicule à double membrane. En effet, la déplétion 

de CHMP2A entraine l’accumulation de phagophores non clos dans les cellules HeLa (Takahashi 

et al, 2018). De plus, l’activité de la protéine VPS4, une AAA-ATPase (ATPase associated with 

diverse cellular activities) hydrolysant de l’ATP pour désassembler le complexe ESCRT-III est 

également importante pour la fermeture de l’autophagosome par scission membranaire (Figure 

10) (Takahashi et al, 2018). Le système de régulation de ESCRT n’est pas encore élucidé et tous 

les acteurs protéiques indispensables ne sont pas encore connus. Toutefois, il semblerait que la 

sous-unité VPS37A du complexe ESCRT-I localisée au niveau du phagophore soit nécessaire au 

recrutement de CHMP2A (Figure 10) (Takahashi et al, 2019). 

 

Figure 9 : Différence entre une scission et une fusion membranaire. Tirée de Knorr et al., 2015. (A) La scission (ou 
fission) de la membrane est illustrée dans le cas où 2 bicouches de taille égale sont formées à partir d'une bicouche. La 
fusion est le processus topologiquement inverse, où 2 bicouches ou vésicules fusionnent en une seule. (B, C) La taille et 
l'emplacement des 2 vésicules l'une par rapport à l'autre ne sont pas pertinents pour identifier un processus comme 
scission ou fusion. (D) Scission membranaire et fusion de 2 vésicules de taille presque égale, empilées l'une dans l'autre. 
La formation de l'autophagosome à partir du phagophore en forme de coupe fournit un exemple de processus de 
scission. Chaque bicouche est représentée comme une seule ligne, les lignes pleines représentent les bicouches 
directement visibles et les lignes en pointillés correspondent aux bicouches évidentes uniquement dans les coupes 
transversales.  
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Nous pouvons ajouter que la famille ATG8, et particulièrement la sous-famille GABARAP 

intervient également lors de cette phase avec un rôle plus important dans les phases tardives 

de l’autophagie. En effet, l’utilisation du dominant négatif ATG4A, une protéase spécifique de la 

sous-famille GABARAP et impliquée dans la conjugaison des protéines ATG8 aux 

phospholipides, aboutit à la séquestration des membres GABARAP par cette protéase et 

l’accumulation d’autophagosomes non clos (Weidberg et al, 2010; Kabeya et al, 2004; Scherz-

Shouval et al, 2003). D’autre part, l’utilisation d’un autre dominant négatif ATG4B, ciblant 

l’ensemble des protéines ATG8, conduit à l’inhibition de l’autophagie et à l’accumulation de 

phagophores suggérant l’importance des membres ATG8 dans la biogénèse des 

autophagosomes (Fujita et al, 2008; Hemelaar et al, 2003). De plus, une étude de 2019 menée 

par Bozic et al., rapporte que l’interaction de GABARAP avec la protéine ATG2A est requise pour 

la fermeture des autophagosomes et que cette interaction se fait via son domaine LIR (Bozic et 

al, 2019). En effet, la mutation du domaine LIR dans la séquence d’ATG2A conduit à une 

maturation incomplète du phagophore et donc à une inhibition de la fermeture des 

autophagosomes (Bozic et al, 2019) (Figure 10). 

Figure 10 : Mécanisme possible de fermeture du phagophore pour donner un autophagosome. D’après 
Takahashi et al, (2019). Le mécanisme de fermeture du phagophore s’apparente à la scission membranaire observable 
dans les corps multivésiculaires (non visibles sur le schéma). Ce mécanisme de scission membranaire fait intervenir le 
complexe ESCRT (endosomal sorting complexes required for transport). Tout d’abord, l’induction de l’autophagie par 
privation en nutriments entraine la translocation de la sous-unité CHMP2A du complexe ESCRT III au niveau du site de 
fermeture du phagophore pour réguler la fermeture des membranes interne et externe du phagophore. CHMP2A recrute 
ensuite la AAA-ATPase VPS4 qui est requise pour cette fermeture. La fermeture serait régulée par le complexe ESCRT I, 
avec les sous unités VPS37A et VPS28 situées au niveau du phagophore qui recruteraient CHMP2A. D’autre part, 
GABARAP-II sous sa forme associée à la membrane du phagophore interviendrait dans le mécanisme de fermeture du 
phagophore. Elle serait associée à la protéine ATG2 par interaction avec le motif LIR. Cependant le mécanisme exact 
d’intervention des protéines de la sous-famille GABARAP dans la fermeture de l’autophagosome n’est pas encore élucidé 
(?). 
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1.3.2.2. Maturation de l’autophagosome 

La maturation de l’autophagosome est une étape qui fait suite à la fermeture de 

l’autophagosome, caractérisée par la libération de l’ensemble des protéines ATG de la surface 

externe de l’autophagosome. Cela permet de recycler le PI3P sous l’action de la PI3P 

phosphatase et les protéines ATG8/LC3 par l’intermédiaire des protéases ATG4 notamment. De 

nombreux autres complexes se détachent également lors de cette phase comme le complexe 

ATG12–ATG5-ATG16L1 (Figure 6C). La libération de ces différentes protéines ATG intervient 

en parallèle de la mise en place du mécanisme de fusion. Parmi toutes les ATG, les protéines 

ATG8 restent associées à la membrane interne de l’autophagosome mature et ces différentes 

protéines, dont principalement LC3, sont donc utilisées comme un marqueur de la présence des 

autophagosomes (Kabeya et al, 2000; Tanida et al, 2004) . 

Le recrutement et la libération des ATG8 au niveau de l’autophagosome peuvent être 

régulés par des modifications post-traductionnelles. En effet, LC3 peut être modifiée par 

phosphorylation et par acétylation. Ces modifications pourraient jouer un rôle sur l’induction, 

l’élongation ou la maturation des autophagosomes. En particulier, l’acétylation de LC3 

intervient dans l’induction de l’élongation du phagophore. Effectivement LC3 peut être acétylée 

par l’acétyltransférase p300, ce qui régule négativement son activité (Lee & Finkel, 2009). 

Lorsque LC3 est acétylée, elle est localisée dans le noyau. L’induction de l’autophagie par 

privation en nutriments entraine sa désacétylation par la sirtuine 1 (SIRT1) sur les lysines 49 

et 51. Cette désacétylation permet l’interaction de LC3 avec les protéines nucléaires DOR 

(diabetes and obesity-regulated gene) provoquant le passage de LC3 dans le cytoplasme vers 

les autophagosomes afin qu’elle puisse participer à l’initiation de l’autophagie (Huang et al, 

2015). LC3B-II peut également être désacétylée au niveau cytoplasmique par HDAC6 (histone 

desacetylase 6) (Liu et al, 2013b). La régulation des protéines ATG8 peut également se faire par 

phosphorylation. La kinase TBK1 régule aussi l’autophagie en phosphorylant les sérines des 

protéines LC3C (S93 et S96) et GABARAP-L2 (S87 et S88). Ainsi, LC3C et GABARAP-L2 

phosphorylées ne peuvent plus être clivées et retirées des liposomes par ATG4, ces deux 

protéines seraient donc protégées de leur élimination prématurée induite par ATG4 au niveau 

des autophagosomes naissants. Ces modifications post-traductionnelles garantissent la 

formation d’une couche régulière de LC3C et GABARAP-L2 à la surface de l’autophagosome lors 

des premières étapes de sa formation et aident à maintenir le transport des autophagosomes 

vers les lysosomes (Herhaus et al, 2020). Une autre kinase, la PKA (protéine kinase A) a 

également été décrite comme pouvant modifier LC3 par phosphorylation. En effet, l’induction 

de l’autophagie dans les cellules neuronales entraine la déphosphorylation de LC3 qui peut 

alors être associée aux autophagosomes (Cherra et al, 2010). 
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 Transport des autophagosomes  

Une fois les phases de fermeture et de maturation réalisées, l’autophagosome doit 

fusionner avec un lysosome. La fermeture de l’autophagosome est nécessaire pour sa fusion 

avec le lysosome (Takahashi et al, 2018). Mais les autophagosomes et les lysosomes ont une 

distribution cellulaire différente et doivent donc se retrouver pour permettre la formation d’un 

autolysosome qui dégradera le contenu vésiculaire. Ainsi, lorsque l’autophagie est induite, le 

lysosome est localisé principalement dans la région périnucléaire à côté du centre organisateur 

des microtubules alors que les autophagosomes sont eux localisés en périphérie cellulaire 

(Figure 11A) (Kawabata & Yoshimori, 2016). L’induction de l’autophagie par privation en 

nutriments entraine la diminution du pH intra-lysosomal et la relocalisation des lysosomes 

dans la zone périnucléaire (Heuser, 1989; Korolchuk et al, 2011). Ainsi, après leur fermeture et 

leur maturation, les autophagosomes doivent migrer vers la région périnucléaire pour que la 

fusion avec les lysosomes soit efficace (Korolchuk et al, 2011; Poüs & Codogno, 2011). 

Effectivement, des études en temps réel effectuées par microscopie confocale ont permis 

d’observer la migration des autophagosomes matures vers des lysosomes (Kimura et al, 2008). 

Le transport des autophagosomes vers le centrosome/zone périnucléaire depuis la périphérie 

cellulaire est qualifié de transport cellulaire rétrograde. La relocalisation des autophagosomes 

se ferait grâce aux moteurs moléculaires le long des microtubules vers leurs extrémités 

négatives. Ainsi, le transport en direction de l’extrémité (-) des microtubules vers le noyau est 

assuré par un moteur moléculaire composé de dynéine et de dynactine, tandis que le transport 

en direction de l’extrémité (+) des microtubules vers la périphérie cellulaire est assuré par la 

kinésine (Gross et al, 2007). 

1.3.3.1. Transport des autophagosomes vers la périphérie 

nucléaire 

Les autophagosomes matures sont reliés aux microtubules par un complexe protéique, 

lui-même relié aux moteurs moléculaires. Les autophagosomes matures présentent à leur 

surface la petite protéine à GTPase RAB7 qui sert d’intermédiaire protéique entre 

l’autophagosome et les moteurs moléculaires associés aux microtubules (Gutierrez et al, 

2004b). RAB7 est capable d’interagir et de former un complexe avec les protéines RILP (Rab-

interacting lysosomal protein), ORP1L ( oxysterol-binding protein-related protein 1L) et la 

dynéine afin de permettre le transport rétrograde des autophagosomes matures vers les 

lysosomes (Figure 11B) (Wijdeven et al, 2016; Nakamura & Yoshimori, 2017). RAB7 recruterait 

dans un premier temps les effecteurs RILP et ORP1L pour former un complexe RAB7-RILP-

OR1PL. RILP interagirait directement avec la plus grosse des sous-unités de la dynactine 
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(p150Glued) pour pouvoir recruter la dynéine (Johansson et al, 2007). Ce transport rétrograde 

des autophagosomes est régulé dans la cellule par le niveau de cholestérol. Quand le niveau de 

cholestérol est bas, ORP1L interagit avec la protéine VAP-A, localisée à la membrane du 

réticulum endoplasmique (Figure 11B). Cette interaction empêche la formation du complexe 

RAB7-ORP1L-RILP-dynéine et diminue le transport des autophagosomes vers l’extrémité (-) 

des microtubules (Wijdeven et al, 2016).  

Par ailleurs, la protéine ATG8 pourrait participer au transport rétrograde des 

autophagosomes vers les lysosomes pour leur fusion. En effet, la déplétion des protéines LC3 

par micro-injection d’anticorps dirigés contre LC3 inhibe le transport efficace des 

autophagosomes par la dynéine (Kimura et al, 2008). Une autre étude a démontré que LC3 

pouvait interagir directement avec JIP1 (mitogen-activated protein kinase 8 interacting protein 

1) via le domaine LIR (Figure 11B) (Fu et al, 2014). La protéine JIP1 est une protéine 

d’échafaudage aussi impliquée dans la transduction de signal cellulaire par la voie JNK en plus 

de son rôle dans le transport rétrograde des autophagosomes dans les cellules neuronales (Fu 

& Holzbaur, 2014; Fu et al, 2014). 

1.3.3.2. Transport des autophagosomes vers la périphérie 

Il existe également un mouvement inverse des autophagosomes vers la périphérie de la 

cellule. Effectivement, l’induction de l’autophagie par privation en nutriments entraîne la 

redistribution de l’autophagosome vers la périphérie (Pankiv et al, 2010). Ce transport fait 

intervenir la protéine FYCO1 (FYVE and coiled-coil domain-containing 1). En effet, FYCO1 est 

localisée sur les vésicules autophagiques périnucléaires et la déplétion de FYCO1 dans les 

cellules conduit à l’accumulation d’autophagosomes dans la région périnucléaire (Pankiv et al, 

2010). Cette protéine intervient comme un adaptateur qui se lie indirectement aux 

autophagosomes et aux microtubules. FYCO1 interagit avec l’autophagosome en se liant à la 

protéine LC3 par son domaine LIR, au PI3P par son domaine FYVE et à la protéine RAB7 par sa 

région CC (coiled-coil) (Pankiv et al, 2010; Gutierrez et al, 2004b). La fixation de FYCO1 aux 

protéines LC3 par le domaine LIR se fait préférentiellement avec LC3A et B (Olsvik et al, 2015). 

(Figure 11B). D’un autre côté, FYCO1 se lie également aux microtubules par l’intermédiaire de 

la kinésine qui transporte l’autophagosome vers la périphérie cellulaire (Pankiv et al, 2010). 
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 Fusion autophagosome-lysosome 

Avant que les autophagosomes ne fusionnent avec les lysosomes, ils peuvent aussi 

fusionner avec des endosomes tardifs pour former des amphisomes qui fusionneront ensuite 

avec des lysosomes (Figure 2). La fusion de l’autophagosome avec le lysosome interviendra 

uniquement si l’autophagosome est fermé. Cette fusion autophagosome-lysosome fait 

intervenir plusieurs protéines impliquées notamment dans les transports vésiculaires de la 

voie endolysosomale.  

Parmi les protéines du complexe d’induction PI3KC3, les protéines UVRAG (UV 

radiation resistance-associated) et RUBICON (RUN domain and cysteine-rich domain 

containing, Beclin 1-interacting protein) participent également aux événements de fusion entre 

l’autophagosome et le lysosome. Ces deux protéines qui peuvent interagir avec BECLIN1 sont 

impliquées à la fois dans le transport endolysosomal, la maturation des autophagosomes et leur 

fusion via la GTPase RAB7 (Liang et al, 2008; Matsunaga et al, 2010; Zhong et al, 2009). 

Cependant, ces deux protéines réguleraient différemment la fusion. La protéine UVRAG serait 

favorable à cette fusion, alors que la protéine RUBICON l’inhiberait (Matsunaga et al, 2009; 

Figure 11 : Transport des autophagosomes matures. D’après Nakamura & Yoshimori (2017). (A) L’induction de 
l’autophagie entraine une relocalisation des lysosomes dans la zone périnucléaire alors que les autophagosomes sont 
produits dans la périphérie cellulaire. Pour qu’il y ait fusion entre l’autophagosome et le lysosome au niveau de la zone 
périnucléaire, les autophagosomes doivent migrer vers la zone périnucléaire grâce aux microtubules. (B) La GTPase 
RAB7 permet le lien entre l’autophagosome et les microtubules associés aux moteurs moléculaires. RAB7 assure le 
transport de l’autophagosome vers l’extrémité (+) des microtubules en s’associant à FYCO1. FYCO1 est également reliée 
au PI3P et à LC3-II au niveau de la membrane de l’autophagosome et est reliée aux microtubules par son association à 
la kinésine. Le transport rétrograde des autophagosomes est assuré par un autre moteur moléculaire, celui de la 
dynactine/dynéine associé aux microtubules. En effet, dans des conditions riches en cholestérol, RAB7 est aussi capable 
de se lier à la protéine RILP et ORP1L pour médier le transport le long des microtubules vers l’extrémité (-) des 
microtubules correspondant à la périphérie nucléaire où est situé le centre organisateur des microtubules (MTOC = 
microtubule organizing center). Enfin, il semblerait que la protéine LC3B puisse interagir directement avec JIP1. JIP1 
interagit avec la dynéine pour permettre le transport rétrograde des autophagosomes matures. 
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Tabata et al, 2010). Lorsque UVRAG est localisée à la membrane du RE et des endosomes, elle 

peut se lier à une des 6 sous-unités du complexe HOPS : la protéine VPS16 (Liang et al, 2008). 

Cette interaction permet l’activation de RAB7 et la fusion de l’autophagosome avec l’endosome 

tardif et/ou le lysosome (Liang et al, 2008). Au contraire, RUBICON est capable de séquestrer 

la protéine UVRAG limitant ainsi son interaction avec le complexe HOPS entrainant la 

diminution de la maturation des endosomes et la diminution de la fusion (Sun et al, 2010). 

RUBICON interagit aussi directement avec la protéine hVPS34 (human VPS34) au niveau de son 

domaine RUN. La fixation de RUBICON à hVPS34 régule négativement l’activité kinase du 

complexe PIK3C3 et la maturation de l’autophagosome (Sun et al, 2011).  

L’activité des protéines UVRAG et RUBICON est régulée par le niveau de nutriments 

disponibles pour la cellule. Ainsi, dans des conditions riches en nutriments, mTORC1 se fixe et 

phosphoryle la protéine UVRAG (Kim et al, 2015). Cette phosphorylation renforce l’interaction 

entre RUBICON et UVRAG limitant l’interaction de UVRAG avec le complexe HOPS et donc la 

maturation des autophagosomes (Matsunaga et al, 2009; Sun et al, 2010). Cette interaction 

limite également l’activité kinase de VPS34 et inhibe donc les phases précoces d’activation de 

l’autophagie (Sun et al, 2011). Dans des conditions pauvres en nutriments, l’inhibition de 

mTORC1 entraine la libération de UVRAG non phosphorylée par RUBICON. UVRAG peut ensuite 

se lier au complexe HOPS et faciliter la fusion autophagosome-lysosome (Figure 12A). 

Néanmoins, une étude contradictoire de 2014 montre que ce serait plutôt l’interaction du 

complexe HOPS avec la protéine SNARE Syntaxin 17 (STX17) qui serait directement impliquée 

dans la fusion autophagosome-lysosome (Jiang et al, 2014). Dans cette étude, l’interaction 

décrite précédemment entre UVRAG et le complexe HOPS n’est pas retrouvée dans le complexe 

HOPS-STX17 (Jiang et al, 2014). De plus, l’invalidation par interférence ARN de l’expression des 

sous-unités VPS33A, VPS16 et VPS39 du complexe HOPS diminue fortement le flux 

autophagique et entraine l’accumulation d’autophagosomes contenant la protéine STX17 et la 

protéine LC3 (Jiang et al, 2014). De façon similaire, chez la drosophile, une étude a montré que 

les six sous-unités du complexe HOPS (VPS11, VPS18, VPS16A, VPS33, VPS39 et VPS41) étaient 

nécessaires à la fusion de l’autophagosome-lysosome et que la STX17 colocalisait avec le 

complexe HOPS au niveau des autophagosomes (Takáts et al, 2014). Dans cette étude, 

l’extinction de l’un des 6 gènes codant les sous-unités du complexe HOPS entraine de la même 

manière le blocage du flux autophagique basal et induit (Takáts et al, 2014). 
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Ainsi, la protéine SNARE STX17 se situe au niveau de la membrane de l’autophagosome 

clos et est en interaction avec le complexe HOPS (Itakura et al, 2012b; Jiang et al, 2014). Cette 

protéine interagit également avec d’autres protéines en interaction avec le lysosome pour 

faciliter la fusion autophagosome-lysosome. En effet, la protéine STX17 interagit avec la 

protéine SNAP29 au niveau de l’autophagosome qui interagit elle-même avec la protéine 

Figure 12 : Fusion de l’autophagosome avec les endosomes tardifs/lysosomes et formation de l’autolysosome. 
D’après Wijdeven et al, (2016). L’autophagosome peut fusionner avec un endosome tardif pour former un amphisome 
qui fusionnera ensuite avec un lysosome ou directement avec le lysosome pour former un autolysosome. (A) La fusion 
entre l’autophagosome et le lysosome requiert le complexe trans-SNARE qui est composé d’une part, de la Synthaxine 
17 (STX17) et de la protéine SNARE SNAP29 présentes au niveau de l’autophagosome, et d’autre part, de VAMP8 
présente au niveau de la membrane du lysosome. La STX17 est également en interaction avec le complexe HOPS. HOPS 
permet le recrutement de la protéine effectrice PLEKHM1 par sa sous-unité VPS39 et la protéine RILP par sa sous-unité 
VPS41. De plus, PLEKHM1 est en interaction indirecte avec l’autophagosome en se fixant aux protéines ATG8-II (LC3-
II/GABARAP/II) et en interaction indirecte avec le lysosome par la protéine RAB7 facilitant la fusion. Par ailleurs, le 
complexe HOPS peut être régulé par l’intermédiaire de son interaction avec UVRAG. Le complexe HOPS-UVRAG stimule 
alors la protéine RAB7 et la fusion autophagosome-lysosome. Enfin, l’induction de l’autophagie par privation en 
nutriments entraine la relocalisation de la kinase à lipides PI4KIIa (phosphatidylinositol 4-kinase IIa) de l'appareil de 
Golgi vers la membrane de l'autophagosome par l’intermédiaire de la forme II de GABARAP. Cette lipide-kinase est 
impliquée dans la production de PI4P (phosphatidylinositol 4-phosphate) nécessaire à la fusion de l’autophagosome 
avec le lysosome mais par un mécanisme qui n’est pas encore élucidé. (B) Quand le niveau de cholestérol est bas ORP1L 
associé à l’autophagosome forme un site de contact avec le réticulum endoplasmique par l’intermédiaire de la protéine 
VAP-A. Ce site de contact avec le réticulum endoplasmique empêche le recrutement du complexe HOPS et de PLEKHM1 
limitant la fusion entre l’autophagosome et le lysosome/endosome tardif. 
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SNARE VAMP8 associée à la membrane lysosomale. La protéine ATG14L interagirait elle aussi 

avec la STX17 et SNAP29 afin de faciliter l’interaction avec VAMP8. Ces interactions forment un 

véritable pont protéique permettant ainsi la fusion autophagosome-lysosome (Itakura et al, 

2012b; Diao et al, 2015).  

D’autre part, le complexe HOPS décrit précédemment comme permettant de relier les 

endosomes tardifs/lysosomes aux autophagosomes via STX17 (Jiang et al, 2014), le ferait aussi 

via d’autres protéines. En effet, les sous-unités VPS39 et VPS41 du complexe HOPS interagissent 

respectivement avec la protéine effectrice PLEKHM1 (pleckstrin homology domain-containing 

protein family member 1) et la protéine effectrice RILP (Lin et al, 2014; Wijdeven et al, 2016; 

McEwan et al, 2015). Les protéines PLEKHM1 et RILP sont recrutées par la protéine RAB7 

présente au niveau des endosomes tardifs/lysosomes et recrutent conjointement le complexe 

HOPS pour permettre la fusion (Figure 12A) (Wijdeven et al, 2016; McEwan et al, 2015). En 

plus de cette protéine effectrice PLEKHM1, RAB7 est également capable de recruter l’effecteur 

ORP1L, un senseur du cholestérol important pour le transport des autophagosomes décrit 

précédemment (Johansson et al, 2007; Wijdeven et al, 2016). ORP1L régulerait aussi la fusion 

de l’autophagosome avec le lysosome en fonction du taux de cholestérol. Ainsi, dans des 

conditions pauvres en cholestérol, ORP1L est localisée sur les endosomes tardifs et forme un 

site de contact avec la protéine VAP-A du réticulum endoplasmique. Le site de contact entre 

l’endosome tardif et le réticulum endoplasmique via la protéine ORP1L d’un côté et de VAP-A 

de l’autre, inhibe aussi l’interaction de RAB7 avec PLEKHM1 et donc le recrutement de HOPS 

qui est important pour la fusion autophagosome-lysosome (Figure 12B) (Wijdeven et al, 2016; 

McEwan et al, 2015). Ces données suggèrent que le niveau de cholestérol régulerait le transport 

des autophagosomes ainsi que leur fusion avec les endosomes tardifs et les lysosomes. 

Ainsi, la protéine PLEKHM1 joue également un rôle dans la fusion de l’autophagosome 

avec le lysosome. Nous avons vu que PLEKHM1 était recrutée par la protéine lysosomale RAB7 

et qu’elle interagissait également avec le complexe HOPS au niveau de sa sous-unité VPS39. Une 

approche par spectrophotométrie de masse (SILAC) dans des cellules HeLa exprimant une 

protéine de fusion GFP-PLEKHM1 a permis de montrer que la protéine PLEKHM1 interagissait 

au niveau de son domaine RUN avec le complexe HOPS (McEwan et al, 2015). De plus, la délétion 

du gène PLEKHM1 dans des cellules MEF immortalisées entraine une diminution du flux 

autophagique et de la formation des autolysosomes, démontrant l’importance de cette protéine 

dans la fusion autophagosome-lysosome (McEwan et al, 2015). D’autres expériences de co-

immunoprécipitation dans des cellules HeLa ont permis de montrer que la protéine PLEKHM1 

peut interagir avec les différentes protéines des familles LC3 et GABARAP associées à la 

membrane de l’autophagosome via un domaine LIR (McEwan et al, 2015) (Figure 12A). 
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Néanmoins, il a été décrit que ce sont les protéines de la sous-famille GABARAP qui devraient 

davantage participer aux événements de maturation et de fusion des autophagosomes 

(Weidberg et al, 2010). Or, dans l’étude de Mc Ewan les sous-familles GABARAP et LC3 peuvent 

toutes les deux être en interaction avec PLEKHM1 pour permettre la fusion de l’autophagosome 

avec le lysosome (McEwan et al, 2015). Les deux sous-familles LC3 et GABARAP possèdent les 

mêmes extrémités C-terminales clivables qui leur confèrent la capacité d’ancrage à la 

membrane de l’autophagosome grâce à la conjugaison à un phospholipide (Kabeya et al, 2004). 

Mais, elles diffèrent surtout par leur extrémité N-terminale qui forme des structures 

secondaires en hélices  (Rogov et al, 2014). Or, il a été montré que c’était cette extrémité N-ter 

des protéines ATG8 – permettant une interaction avec d’autres acteurs moléculaires – qui 

semblait être impliquée dans les événements de fusion et que les membres GABARAP auraient 

ainsi une activité différente par rapport aux membres LC3 (Wu et al, 2015a; Weidberg et al, 

2010; Landajuela et al, 2016). Dès lors, les protéines LC3 et GABARAP ne possèderaient pas 

exactement les mêmes fonctions concernant la fusion autophagosome-lysosome. L’absence de 

différence entre les membres LC3 et GABARAP, dans l’étude de McEwan pour leur interaction 

avec PLEKHM1 est peut-être due au fait que l’interaction a été montrée par des études 

d’interaction in vitro et par co-immunoprécipitation. Toutefois, une étude de 2016 menée par 

Nguyen et al, dans des cellules HeLa invalidées – soit pour les 6 membres ATG8 (hexa Knock-

out (KO)) ou soit pour chacun des membres de la sous-famille LC3 ou GABARAP (tri KO) – a 

permis de montrer un rôle préférentiel de la sous-famille GABARAP dans le recrutement de 

PLEKHM1 pour la fusion autophagosome-lysosome complétant ainsi l’étude de McEwan. Ce 

recrutement a lieu lorsque l’autophagie sélective PINK1/Parkin (PTEN-induced putative kinase 

1/Parkinsonian protein) des mitochondries endommagées est activée à la suite d’un traitement 

de 24 h avec de l’oligomycine/antimycine A et aussi lors de l’autophagie non sélective induite 

par une restriction en nutriments (EBSS) (Nguyen et al, 2016). Cette étude semble donc clarifier 

le rôle essentiel des protéines ATG8 et identifie la sous-famille GABARAP comme étant le 

principal contributeur pour l’autophagie sélective permettant la dégradation des 

mitochondries (Nguyen et al, 2016). Une étude complémentaire récente montre que le 

complexe GABARAP-PLEKHM1 est stable et que l’interaction entre ces deux protéines présente 

un nombre de contacts plus élevé comparativement à celles avec LC3. Cinq résidus de la famille 

GABARAP contribueraient particulièrement à la spécificité de cette interaction : il s’agit de G18, 

K20, R/K47, D54, F/W62 (Jatana et al, 2020).  

De plus, une étude de 2015 menée par Wang et al., a permis de montrer que GABARAP est aussi 

importante pour le recrutement de la phosphatidylinositol 4-kinase II (PI4KII)  dont la cible 

est un lipide présent à la membrane de l'autophagosome. Cette kinase dans des conditions 

normales est retrouvée dans le Golgi trans et colocalise avec la protéine TGN46 (Wang et al, 
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2015). Lors de l’induction de l’autophagie par une privation en nutriments, l’expression de 

PI4KII est augmentée et cette protéine se relocalise du Golgi trans aux autophagosomes. De 

plus, des expériences de co-immunoprécipitation ont permis de montrer que GABARAP se lie 

directement à la kinase PI4KII GABARAP interviendrait ainsi dans le transport de PI4KII à 

la membrane de l'autophagosome, probablement par un trafic vésiculaire (Wang et al, 2015). 

Aussi, la diminution de l’expression de GABARAP ou de PI4KIIa conduit à la production 

d’autophagosomes de large diamètre et non fonctionnels. Cette kinase PI4KII est impliquée 

dans la production de phosphatidylinositol 4-phosphate (PI4P). L’induction de l’autophagie 

conduit ainsi à la production de PI4P à la membrane de l’autophagosome. Dans des lignées 

cellulaires dont l’expression de GABARAP et PI4KIIa a été invalidée, l’ajout de PI4P permet de 

restaurer le phénotype normal et conduit à la production d’autophagosomes de tailles normales 

et fonctionnels. La production de PI4P joue donc un rôle important dans la fusion de 

l’autophagosome avec le lysosome (Wang et al, 2015) (Figure 12A). 

D’autre part et de façon plus générale, il semblerait que l’ensemble des membres de la famille 

ATG8 puissent réguler la fusion entre l’autophagosome et le lysosome. En effet, les protéines 

ATG8 associées à la membrane de l’autophagosome peuvent également recruter la protéine 

GAP ornithine aminotransferase-like 1 (OATL1, aussi connue sous le nom de TBC1D25). En 

effet, des travaux ont montré que la surexpression de cette protéine inhibe la fusion 

autophagosome-lysosome en diminuant la maturation des autophagosomes (Itoh et al, 2011).  

Cependant, malgré l’intervention de tous les membres ATG8 dans la régulation de la 

fusion autophagosome-lysosome, l’ensemble des études suggère que les protéines GABARAP 

participent de façon beaucoup plus importante aux processus de maturation et de fermeture de 

l’autophagosome que les protéines LC3. 

 Dégradation du contenu de l’autolysosome 

Après la fusion de la membrane externe de l’autophagosome avec le lysosome, les 

hydrolases acides lysosomales dégradent la membrane interne de l’autophagosome ainsi que 

le contenu vésiculaire. Cet autolysosome pourra ensuite être réutilisé pour former un nouveau 

lysosome (Kawabata & Yoshimori, 2016). Les macromolécules présentes dans l’autolysosome 

qui proviennent de cette dégradation sont transportées de l’intérieur de l’autolysosome vers le 

cytosol par des perméases présentes à la membrane (Yang & Klionsky, 2010). 

Par ailleurs, les protéines ATG8 ont aussi été décrites comme participant aux événements de 

dégradation. En effet, elles participeraient à la dégradation de la membrane interne de 

l’autophagosome (Tsuboyama et al, 2016).  
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1.4. Autophagie sélective 

 Généralités 

Le processus autophagique a été initialement décrit comme un processus permettant la 

dégradation aléatoire de composés cytoplasmiques induit par différents facteurs incluant la 

privation en nutriments (Schworer & Mortimore, 1979; Mortimore & Schworer, 1977). Cette 

autophagie permet ainsi de palier à une carence en nutriments dans la cellule. Il est maintenant 

établi que l’autophagie peut également être sélective et réguler l’homéostasie cellulaire en 

dégradant sélectivement différents substrats protéiques appelés cargos. Ces cargos peuvent 

ainsi être des agrégats protéiques ou des organites cellulaires (Figure 13 et Figure 14B). 

L’autophagie sélective se nomme différemment en fonction du type de substrat. Par exemple, 

pour la dégradation sélective des mitochondries, on parle de mitophagie, ou encore 

d’agréphagie pour la dégradation d’agrégats (Voir la figure 14B).  

Figure 13 : Schéma récapitulant les différents cargos à dégrader de l’autophagie sélective. 
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 Mécanisme de l’autophagie sélective 

Ce mécanisme d’autophagie sélective doit permettre une reconnaissance spécifique du 

cargo, ainsi que sa séquestration dans le phagophore et l’autophagosome pour être dégradé. 

Les cargos sont ciblés dans l’autophagosome par l’intermédiaire de protéines adaptatrices 

appelées récepteurs cargos autophagiques. Les récepteurs cargos liés à leur cargo sont capables 

de se fixer à la membrane de l’autophagosome par l’intermédiaire des protéines ATG8 lipidées 

(LC3/GABARAP). La reconnaissance des récepteurs cargos par les protéines ATG8 se fait par 

l’intermédiaire du petit motif protéique appelé LIR ou aussi appelé AIM pour « ATG8 interaction 

motif » (Rogov et al, 2014). Les protéines de la sous-famille GABARAP peuvent également 

interagir avec les récepteurs cargos par la reconnaissance du motif GIM (GABARAP interaction 

motif) (Rogov et al, 2017). Le motif LIR est une séquence consensus (W/F/Y)-X1-X2-(L/I/V) 

composée d’un acide aromatique (W/F/Y) et d’un acide aminé hydrophobe (L/I/V)(Birgisdottir 

et al, 2013; Rogov et al, 2014; Pankiv et al, 2007). Ce motif se fixe aux acides aminés présents 

au niveau de deux poches hydrophobes des protéines ATG8 (HP1 et HP2) (Rogov et al, 2014). 

Pour les protéines GABARAP, la séquence de reconnaissance est (W/F)-(V/I)-X-V (Rogov et al, 

2017). 

Les types de cargos reconnus par les récepteurs peuvent être classés en deux groupes : 

les cargos ubiquitinylés qui sont reconnus via un motif UBD (ubiquitin-binding domain) ou les 

cargos non-ubiquitinylés qui sont reconnus directement (Figure 14A). Ces adaptateurs vont 

alors permettre le recrutement de différents cargos à la membrane des phagophores via les 

protéines ATG8. 
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Figure 14 : Mécanisme de l ’autophagie sélective. Les récepteurs autophagiques (protéines adaptatrices) permettent 
la sélectivité de l’autophagie. A. Le cargo à dégrader est reconnu par des récepteurs autophagiques spécifiques. Les 
protéines réceptrices possèdent, d’une part, des domaines de liaison aux cargos soit i) dépendant de l’ubiquitine appelé 
alors UBD (ubiquitin binding domain) reconnaissant l’ubiquitine sur le cargo ou soit ii) indépendant de l’ubiquitine 
reconnaissant directement le cargo et, d’autre part, un domaine d’interaction avec les protéines ATG8 (domaine 
AIM/LIR (ATG8-interacting motif/LC3 interaction motif)) qui sont ancrées à la membrane des autophagosomes par une 
phosphatidyléthanolamine. La double interaction des récepteurs cargo permet le recrutement de la machinerie 
autophagique sur le cargo à dégrader par le phagophore. B. Tableau listant les principaux récepteurs pour chaque type 
d’autophagie sélective. 

 La mitophagie 

La mitophagie permet la dégradation sélective des mitochondries et est un processus 

essentiel pour permettre l’élimination des mitochondries endommagées ou en trop grande 

quantité dans la cellule. Ce phénomène présente également un rôle physiologique en 

permettant l’élimination des mitochondries, des érythrocytes matures et des mitochondries 

présentes dans les spermatozoïdes après la fécondation (Ashrafi & Schwarz, 2013).  

1.4.3.1. La mitophagie dépendante de la voie PINK1/Parkin  

La voie PINK1/Parkin de la mitophagie est la voie la plus caractérisée chez les 

mammifères permettant la dégradation des mitochondries. PINK1 est une protéine kinase à 

activité Sérine/thréonine kinase. Cette protéine est régulée par autophosphorylation au niveau 
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des sérines S228 et S402 (Aerts et al, 2015). La protéine Parkin est aussi impliquée dans cette 

voie par l’intermédiaire de son activité E3-ubiquitine ligase (Riley et al, 2013). Lorsque la 

mitochondrie est endommagée, cela provoque une perte du potentiel membranaire entre la 

membrane interne et externe (Kondapalli et al, 2012; Narendra et al, 2010b). Lorsque les 

mitochondries sont saines, PINK1 est normalement transloquée de la membrane externe de la 

mitochondrie à la matrice mitochondriale. Lors de la perte du potentiel membranaire 

mitochondrial, PINK1 va s’accumuler au niveau de la membrane externe et va s’activer par 

autophosphorylation (Kondapalli et al, 2012; Narendra et al, 2010b). La protéine PINK1 va 

ensuite phosphoryler différents substrats tels que l’ubiquitine (Résidu S65) ou la Parkin 

(Résidu S65) qu’elle recrute (Kondapalli et al, 2012; Kane et al, 2014). La phosphorylation de 

Parkin entraine son activation (Kondapalli et al, 2012). La protéine PINK1 peut également 

phosphoryler des résidus ubiquitines (serine S65) de protéines associées à la membrane 

externe de la mitochondrie (Kane et al, 2014). L’ubiquitine phosphorylée sert de substrat à la 

protéine Parkin activée (Trempe et al, 2013). La protéine Parkin agit alors comme un 

amplificateur en ajoutant des ubiquitines aux protéines de la membrane externe. Ces substrats 

ubiquitinylés sont ensuite reconnus par des récepteurs cargos comme le NDP52 ((Nuclar Dot 

protein 52), l’Optineurine (OPTN) ou le p62 (Figure 15) (Sekine & Youle, 2018; Lazarou et al, 

2015; Wong & Holzbaur, 2014; Narendra et al, 2010a). Ces récepteurs sont aussi en interaction 

directe avec toutes les protéines ATG8-II permettant leur ancrage aux phagophores par 

l’intermédiaire du motif LIR (Johansen & Lamark, 2019). Cependant, seul le récepteur NDP52 

interagit uniquement avec LC3C au cours de la dégradation des pathogènes par xénophagie 

(von Muhlinen et al, 2012). De plus, parmi toutes les protéines ATG8, la sous-famille GABARAP 

semble jouer un rôle prédominent dans la mitophagie dépendante de PINK1/Parkin (Nguyen 

et al, 2016). Par ailleurs, le récepteur NBR1 semble pouvoir aussi intervenir dans la dégradation 

des mitochondries exposant des résidus ubiquitinylés. Toutefois, il interviendrait 

indépendamment de la voie PINK1/Parkin (Shi et al, 2015; Kirkin et al, 2009a). 

 Les récepteurs cargos peuvent subir des modifications post-traductionnelles. Ils 

peuvent interagir avec TBK1 et être phosphorylés par cette kinase qui est activée à la suite de 

dommages mitochondriaux. Cette phosphorylation augmenterait l’affinité des récepteurs 

cargos pour des substrats ubiquitinylés. dans la cellule (Richter et al, 2016; Matsumoto et al, 

2015). 

 D’autres études semblent remettre en question le fonctionnement de la mitophagie 

PINK1/Parkin dépendante. Dans ce mécanisme, la biogénèse des autophagosomes débuterait à 

la surface des mitochondries plutôt que par le recrutement de membranes isolées préformées 

via la protéine ATG9A (voir chapitre 1/1.3.3.3. La protéine transmembranaire ATG9A et 
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régulation de la phase d’élongation du phagophore) (Itakura et al, 2012a; Lazarou et al, 2015). 

En effet, dans ce modèle, les vésicules contenant ATG9A seraient recrutées directement au 

niveau des mitochondries endommagées au début de la mitophagie, après l’étape 

d’ubiquitinylation des protéines de la membrane externe des mitochondries (Itakura et al, 

2012a). L’autophagosome se formerait alors directement autour des mitochondries 

endommagées et non au site d’initiation du phagophore. De plus, les récepteurs OPTN et NDP52 

interviendraient aussi dans le mécanisme initiant la biogénèse des autophagosomes en 

favorisant le recrutement du complexe ULK1 au niveau des mitochondries endommagées 

(Lazarou et al, 2015; Wong & Holzbaur, 2014). Toutefois, le recrutement de ATG9A semble 

indépendant du recrutement du complexe ULK1 à la mitochondrie mais, par contre, ces deux 

protéines doivent être recrutées pour permettre la dégradation des mitochondries 

endommagées (Itakura et al, 2012a).  

 

 

 

Figure 15 : Mitophagie dépendante de l’ubiquitine, la voie PINK1/Parkin. Lorsque les mitochondries sont 
endommagées, cela peut s’accompagner d’une dépolarisation mitochondriale avec un changement de potentiel 
membranaire mitochondriale (m). Cette dépolarisation mitochondriale entraine l’accumulation de PINK1 au niveau 
de la membrane externe de la mitochondrie coté cytosolique. La protéine PINK1 s’active alors par autophosphorylation. 
PINK1 phosphorylée phosphoryle ensuite d’autres substrats tels que la protéine Parkin ou des résidus ubiquitinylés de 
protéines. Parkin phosphorylée s’active et utilise les ubiquitines phosphorylées comme substrat pour les déplacer sur 
d’autres résidus ubiquitinylés sur des protéines mitochondriales afin d’amplifier le signal d’ubiquitinylation. Ces 
protéines poly-ubiquitinylées sont reconnues par les récepteurs cargos. En effet, c’est grâce à leur domaine UBD 
(ubiquitin-biending domain) qu’ils reconnaissent les motifs ubiquitines des protéines mitochondriales. Les récepteurs 
cargos possèdent aussi un motif LIR qui leur permet d’être en interaction directe avec les protéines ATG8 permettant 
leur ancrage à la membrane du phagophore pour être dégradé. De plus, les récepteurs cargos p62, OPTN 
(OPTINEURINE) et NBR1 (neighbour of BRCA1) impliqués dans la mitophagie peuvent aussi être phosphorylés par la 
kinase TBK1 qui est activée lors de dommages mitochondriaux. La phosphorylation de ces récepteurs pourrait 
augmenter leur affinité pour l’ubiquitine ce qui augmenterait la dégradation sélective des mitochondries. 
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1.4.3.2. La mitophagie indépendante de PINK1/Parkin : les 

récepteurs spécifiques 

La mitophagie peut également se produire indépendamment de PINK1/Parkin. Les 

mitochondries sont reconnues directement par des récepteurs autophagiques qui sont recrutés 

par les protéines ATG8 (Figure 14A). Les récepteurs cargos décrits dans la littérature sont les 

protéines NIX (BNIP3-Like) (Novak et al, 2010), BNIP3 (Bcl2/E1B 19 kDa-interacting protein 

3-like protein) (Zhu et al, 2013) et FUNDC1 (FUN14-domain containing protein 1) (Liu et al, 

2012). Ces récepteurs, possèdent un domaine LIR permettant leur interaction avec les 

protéines ATG8. Le récepteur NIX joue un rôle dans la maturation des érythrocytes en 

permettant l’élimination des mitochondries (Schweers et al, 2007; Sandoval et al, 2008). BNIP3 

et FUNDC1, à la suite de modifications post-traductionnelles, interviendraient dans l’induction 

de la mitophagie. En effet, FUNDC1 est déphosphorylée et BNIP3 est phosphorylée lors d’une 

diminution du potentiel membranaire ou d’une hypoxie (Liu et al, 2012; Zhu et al, 2013). 

Concernant l’interaction de ces récepteurs cargos avec les protéines ATG8 (Figure 16), NIX 

interagirait avec toutes les protéines LC3/GABARAP mais plus faiblement avec LC3B (Novak et 

al, 2010) ;tandis que FUNDC1 et BNIP3 interagiraient préférentiellement avec LC3B (Lv et al, 

2017; Hanna et al, 2012). Enfin, une autre protéine AMBRA1 pourrait se localiser à la membrane 

externe de la mitochondrie et interagir avec LC3 ce qui lui permettrait d’intervenir dans la 

mitophagie de façon indépendante de la voie PINK1/Parkin ou bien de façon dépendante de la 

voie PINK1/Parkin (Strappazzon et al, 2015). 

Figure 16 : Mitophagie médiée par des récepteurs indépendants de l’ubiquitine. La mitophagie est la dégradation 
sélective des mitochondries. Les mitochondries endommagées sont reconnues par des récepteurs autophagiques cargos 
incluant Nix, BNIP3 et FUNDC1 (FUN14-domain containing protein 1). Les récepteurs cargos possèdent aussi un motif 
LIR qui leur permettent d’interagir avec les protéines ATG8 sous leur forme lipidée permettant leur ancrage à la 
membrane du phagophore pour être dégradés. Les motifs LIR peuvent être reconnus par différentes protéines ATG8 et 
les interactions préférentielles sont annotées en gris. 
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 L’agréphagie 

L’agréphagie est la dégradation sélective de substrats protéiques sous forme d’agrégats 

protéiques. Il s’agit d’un processus continu dans les cellules. L’accumulation de ces agrégats 

protéiques, aussi nommés corps d’inclusion, est particulièrement observée dans les maladies 

neurodégénératives. En effet, différentes protéines telles que les protéines -amyloïdes 

(Pickford et al, 2008), la protéine huntingtin (HTT) (Ravikumar et al, 2004) et l’-synucléine 

(Winslow et al, 2010) sont capables de former des agrégats protéiques et semblent être des 

substrats de l’agréphagie. Ainsi, dans la maladie d’Alzheimer, l’accumulation de plaques -

amyloïde est la cause de la démence et cette accumulation semble due à un défaut de 

dégradation de ces protéines, notamment par la voie autophagique (Pickford et al, 2008; 

Malampati et al, 2020). De la même façon, la maladie de Huntington est due à une répétition du 

trinucléotide CAG causant une expansion anormale de la chaine de poly-glutamine de la 

protéine HTT, provoquant l’agrégation de cette protéine au niveau des corps d’inclusion 

(Finkbeiner, 2011). En effet, des études in vitro menées dans une lignée de mammifères 

surexprimant la protéine HTT103Q montre que cette protéine est présente sous forme de corps 

d’inclusion au niveau des autophagosomes (Filimonenko et al, 2010).  

 

 

 

Figure 17 : Mécanisme de l’agréphagie. L’agréphagie est la dégradation sélective des agrégats protéiques. Les 
agrégats protéiques ubiquitinylés peuvent être reconnus par les récepteurs autophagiques p62, OPTN (OPTINEURINE) 
et NBR1 (neighbour of BRCA1) grâce à leur domaine de reconnaissance de l’ubiquitine (UBD). Les récepteurs cargos 
possèdent un motif LIR (LC3 interaction motif) permettant la reconnaissance des protéines par les protéines ATG8-II. 
Lorsque p62 est recrutée par GABARAP-II, la protéine ALFY permet d’augmenter l’ancrage des agrégats protéiques à la 
membrane des autophagosomes. En effet, la protéine ALFY est capable d’interagir à la fois avec les protéines p62, les 
membres de la sous-famille GABARAP, le PI3P et la protéine ATG5. Le recrutement de ATG5 permettrait le recrutement 
du complexe ATG5–ATG12-ATG16L1 à la membrane du phagophore. Le recrutement de ces différents acteurs autour du 
cargo protéique à dégrader faciliterait la lipidation des ATG8 à la membrane des autophagosomes et donc la 
dégradation de ses agrégats protéiques par autophagie. 
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Les substrats protéiques à dégrader doivent être poly-ubiquitinylés pour pouvoir être 

reconnus de façon spécifique par les récepteurs autophagiques (Kirkin et al, 2009b). Les trois 

principaux récepteurs qui sont impliqués dans la dégradation sélective des agrégats protéiques 

poly-ubiquitinylés sont les mêmes récepteurs autophagiques qui interviennent dans la 

mitophagie : p62 (Pankiv et al, 2007), OPTN (Shen et al, 2015) et NBR1 (Kirkin et al, 2009a). 

Par exemple, le récepteur cargo p62 est capable de se lier aux protéines ubiquitinylées, et 

pourrait former de plus gros agrégats protéiques grâce à son domaine PB1 (Phox and Bem1p) 

(Pankiv et al, 2007). En effet, le domaine PB1 de p62 lui permet de se polymériser pour former 

des agrégats protéiques (Sumimoto et al, 2007). En plus du récepteur autophagique p62, une 

autre protéine, la protéine ALFY (WDFY3), sert d’échafaudage dans l’agréphagie (Filimonenko 

et al, 2010). Elle serait recrutée grâce à son interaction avec la protéine p62 (Clausen et al, 

2010) et interagirait avec i) la protéine ATG5 qui recruterait elle-même les protéines ATG12 et 

ATG16L pour former le complexe ATG5–ATG12-ATG16L (Filimonenko et al, 2010), ii) avec les 

membres de la sous-famille GABARAP (Lystad et al, 2014) et aussi iii) avec le PI3P (Simonsen 

et al, 2004). Le recrutement de ces différentes protéines autour de l’agrégat protéique à 

dégrader faciliterait la lipidation des ATG8 à la membrane des autophagosomes et donc la 

dégradation de ces agrégats protéiques par autophagie (Figure 17) (Clausen et al, 2010; 

Filimonenko et al, 2010). 

 La xénophagie 

La xénophagie regroupe la dégradation sélective de différents pathogènes 

intracellulaires incluant les bactéries (Jo et al, 2013), les virus (Jackson, 2015), les champignons 

(Pinan-Lucarré et al, 2005) ou les parasites (Andrade et al, 2006). Ce type d’autophagie joue un 

rôle important dans le processus d’immunité innée contre les pathogènes. En effet, les 

pathogènes séquestrés par les autophagosomes peuvent être efficacement dégradés après la 

fusion des autophagosomes avec les lysosomes (Deretic, 2011; Gatica et al, 2018). Ainsi, 

certains pathogènes ont développé des mécanismes de défense pour limiter leur dégradation 

par xénophagie, incluant l’échappement aux autophagosomes/lysosomes et la production de 

protéines inhibitrices de l’autophagie (Deretic, 2011). Au niveau du mécanisme, 

l’ubiquitinylation de protéines bactériennes/virales et leur reconnaissance par les récepteurs 

cargos jouent, comme dans l’agréphagie, un rôle essentiel. Les récepteurs autophagiques 

impliqués dans la xénophagie  : p62, NDP52, OPTN (Wild et al, 2011) et TAX1BP1 (Tax1 Binding 

Protein 1). Ils interagissent avec toutes les protéines LC3/GABARAP par le domaine LIR, sauf 

pour le récepteur autophagique NDP52 (von Muhlinen et al, 2012). En effet, NDP52 possède un 

motif LIR non-canonique appelé CLIR pour « LC3C interaction motif ». Ce CLIR lui permet 
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d’interagir avec LC3C spécifiquement (Boyle & Randow, 2013). De plus, NDP52 possède aussi 

un motif de reconnaissance à la Galectine 8 présente sur certains pathogènes. Cette 

reconnaissance permet l’activation de la xénophagie indépendamment de la reconnaissance de 

l’ubiquitine (Thurston et al, 2012). 

2. Rôle de l’autophagie dans le cancer 

L’autophagie est impliquée dans plusieurs processus biologiques et sa dérégulation 

peut être associée à différentes pathologies telles que des maladies neurodégénératives 

(Pickford et al, 2008; Martinez–Vicente et al, 2010; Finkbeiner, 2011) et le cancer. Cependant, 

le rôle de l’autophagie dans le cancer est complexe car elle peut avoir un rôle pro- ou anti-

tumoral dépendant du type cellulaire et/ou du stade de la tumeur. Dans les premiers stades de 

la tumorigenèse, l’autophagie aurait plutôt un rôle suppresseur de tumeur en maintenant 

l’intégrité du génome, pour prévenir les dommages de l’ADN, en prévenant l’inflammation 

pouvant être à l’origine de la carcinogenèse et en jouant un rôle de défense contre les 

pathogènes carcinogènes. L’autophagie peut également avoir une fonction anti-tumorale en 

favorisant la mort des cellules cancéreuses par autophagie (mort cellulaire programmée de 

type II). L’autophagie aurait également un rôle inhibiteur sur la prolifération cellulaire en 

intervenant dans la dégradation de protéines clés de la division cellulaire. Au contraire, dans 

les stades plus tardifs de la carcinogenèse, lorsque les tumeurs sont établies, l’autophagie aurait 

un rôle pro-tumoral en aidant les cellules tumorales à survivre dans un microenvironnement 

hostile (Bishop & Bradshaw, 2018) (Figure 18). En effet, du fait d’un manque de vascularisation 

au sein de la tumeur, les cellules tumorales peuvent se retrouver en hypoxie limitant ainsi leur 

apport en nutriments et en énergie. Dans ces conditions d’hypoxie, l’autophagie peut être 

induite et permettre aux cellules tumorales de maintenir une activité métabolique nécessaire à 

leur prolifération (Degenhardt et al, 2006).  

Nous décrirons les principaux rôles anti- et pro-tumoraux que l’autophagie peut avoir 

au cours de la tumorigenèse et de la carcinogenèse.  

2.1. Rôle antitumoral de l’autophagie 

 Rôle antitumoral des protéines de l’autophagie 

L’autophagie a d’abord été décrite comme un mécanisme suppresseur de tumeur. En 

effet, certaines études ont montré une diminution de l’expression des gènes de l’autophagie 
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dans certains cancers suggérant un rôle suppresseur de tumeur. Les premières études ont ainsi 

montré une perte monoallélique du gène BECLIN1, situé sur la région chromosomique 17q21, 

dans 40 à 75 % des cancers de la prostate, des ovaires ou du sein (Saito et al, 1993; Gao et al, 

1995; Aita et al, 1999). De manière similaire, il a été décrit que BECLIN1 était faiblement 

exprimée dans des tissus de cancers gastriques (Yu et al 2016), de cancers hépatiques (Qiu et 

al, 2014), dans des lignées de cancers colorectaux (Koneri et al, 2007), dans des lignées de 

cancers cervicaux (Wang et al, 2007) et dans des glioblastome (Huang et al, 2010). De plus, il a 

été montré qu’une diminution de l’autophagie, liée à une diminution du taux des protéines LC3 

et BECLIN1, pouvait être impliquée dans le processus de tumorigenèse et le développement de 

cancers des cellules épithéliales de l’ovaire (Shen et al, 2008). D’autre part, des études chez des 

souris présentant une délétion monoallélique du gène Beclin1 ont montré que ces souris 

développaient plus fréquemment des tumeurs spontanées au niveau du foie et du sein (Qu et 

al, 2003; Yue et al, 2003). Au contraire, une surexpression de BECLIN1 dans des lignées de 

cancer du sein MCF-7 stimule l’autophagie et peut limiter le développement tumoral de cette 

lignée in vivo (Liang et al, 1999). Ces données suggèrent que Beclin1 est un gène suppresseur 

de tumeur haplo-insuffisant (Yue et al, 2003).  

Au niveau du mécanisme, il a été montré que BECLIN1 induit l’autophagie par liaison et 

activation de la kinase VPS34 dans le complexe PI3KC3 grâce à un domaine ECD (evolutionnary 

conserved domain). En effet, lorsque des souris SCID (severe-combined immunodeficiency) 

reçoivent une xénogreffe de cellules MCF-7 exprimant la protéine BECLIN1 sauvage, entre 0 et 

10 % des souris développent des tumeurs alors que, dans le cas des xénogreffes de cellules 

MCF-7 exprimant la protéines BECLIN1 délétée de son domaine ECD, entre 40 et 80 % des 

souris développent des tumeurs (Furuya et al, 2005).  

Un autre mécanisme, faisant intervenir les protéines UVRAG et Bif-1(Bax-interacting factor 1), 

a également été décrit et pourrait expliquer le rôle suppresseur de tumeur de la protéine 

BECLIN1. En effet, Bif-1 interagit indirectement avec BECLIN1 par l’intermédiaire de UVRAG et 

régule positivement l’autophagie en modulant l’interaction de BECLIN1 avec VPS34 (Takahashi 

et al, 2007). En effet, les souris Bif-1-/- présentent une incidence plus élevée de tumeurs 

comparativement aux souris sauvages (Takahashi et al, 2007). De plus, une mutation ou une 

délétion monoallélique du gène UVRAG et une diminution de l’expression de BIF-1 ont été mises 

en évidence dans différents types de cancers, comme le cancer du côlon (Ionov et al, 2004; 

Coppola et al, 2008a), de l’estomac (Kim et al, 2008; Lee et al, 2006), du sein (Bekri et al, 1997) 

et de la prostate (Coppola et al, 2008b). 

Par ailleurs, la mutation du gène BECLIN1 peut également jouer un rôle dans la 

sensibilité des cellules tumorales aux chimiothérapies. Par exemple, la diminution de 
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l’expression de BECLIN1 par interférence à l’ARN dans des cellules d’hépatocarcinomes 

cellulaires (HCC) augmente la sensibilité de ces cellules aux chimiothérapies. Par contre, 

l’autophagie était induite dans ces cellules tumorales par hypoxie et entrainait leur résistance 

aux chimiothérapies (Song et al, 2009).  

L’implication d’autres acteurs de l’autophagie suggère aussi un rôle suppresseur de 

tumeur de l’autophagie. En effet, la délétion monoallélique des gènes Atg5 ou Atg7 au niveau du 

foie chez la souris entraine l’apparition spontanée de tumeurs bégnines hépatiques n’évoluant 

pas en cancer (Takamura et al, 2011; Inami et al, 2011). L’apparition de ces tumeurs serait due 

à une inhibition de l’autophagie qui entrainerait une accumulation de mitochondries 

endommagées (Takamura et al, 2011). Ces données suggèrent que la perte des gènes Atg5 ou 

Atg7 puisse contribuer à l’initiation de la tumorigenèse, sans que cela soit suffisant pour 

entrainer la progression tumorale.  

Enfin, l’accumulation de p62 à cause d’un déficit de la machinerie autophagique est 

observée dans différents types de cancers (Mathew et al, 2009; Su et al, 2005; Kitamura et al, 

2006; Valencia et al, 2014; Saito et al, 2016). Cette surexpression de p62 sous forme d’agrégats 

protéiques est impliquée dans la promotion de la tumorigenèse. Plusieurs mécanismes peuvent 

expliquer cette promotion comme la dérégulation de la voie de signalisation NF-B, le stress 

oxydatif avec l’accumulation de ROS et l’augmentation des dommages à l’ADN (Mathew et al, 

2009). 

L’ensemble de ces données suggère que l’autophagie limite la tumorigenèse et que son 

inhibition peut donc conduire à l’apparition de cancers.  

 Maintien de l’intégrité du génome et prévention des stress 

Le stress oxydatif dans les cellules provoque la production d’espèces réactives de 

l’oxygène, les ROS comme les radicaux libres et le peroxyde d’hydrogène (H2O2). Les ROS sont 

néfastes pour la cellule car ils peuvent entrainer des dommages cellulaires au niveau des 

organites comme les mitochondries et au niveau de l’ADN. Le stress oxydant peut aussi induire 

l’autophagie soit par la voie PERK-eIF2-ATF4-CHOP ou soit par la voie des MAPK via la 

protéine JNK1 (c-Jun N-terminal kinase1) (Wei et al, 2008; Son et al, 2011). Cette induction de 

l’autophagie permettrait de lutter contre l’accumulation des ROS dans la cellule et de maintenir 

ainsi l’intégrité du génome (Filomeni et al, 2015). En effet, dans deux modèles différents de 

cellules immortalisées présentant une délétion monoallélique de Beclin1, iMMEC (cellules 

mammaires de souris immortalisées) (Kongara et al, 2010) et iBMK (cellules rénales de souris 

immortalisées) (Mathew et al, 2009), les auteurs de ces études ont mis en évidence une 
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diminution de l’autophagie et une augmentation du niveau de ROS. L’accumulation des ROS 

contribue à l’induction de dommages à l’ADN et favorise l’instabilité génomique (Kongara et al, 

2010; Mathew et al, 2009, 2007; Karantza-Wadsworth et al, 2007). Ces données suggérèrent 

donc un lien entre une autophagie défectueuse et le potentiel tumorigène des cellules.  

D’autres études montrent que l’autophagie pourrait aussi avoir un rôle dans la 

progression tumorale (Mathew et al, 2009; Karantza-Wadsworth et al, 2007; Mathew et al, 

2007) (Figure 18). Ce mécanisme pourrait être lié à la dérégulation de p62 en lien avec le déficit 

autophagique. En effet, la dérégulation de p62 liée à un déficit d’autophagie est associée à une 

accumulation de ROS, à l’augmentation des dommage à l’ADN et à la dérégulation de la voie NF-

B (Mathew et al, 2009). L’accumulation intracellulaire de p62 semble empêcher l’activation de 

la voie NF-B qui expliquerait en partie l’augmentation de la production de ROS (Mathew et al, 

2009). Cette accumulation de p62, par diminution de l’autophagie, entraine également 

l’activation de NRF2 (nuclear factor erythroid-2-like 2), une protéine régulatrice de la défense 

antioxydante (Taguchi et al, 2011). En effet, l’accumulation intracellulaire de p62 entraine un 

changement conformationnel de la protéine KEAP1 (Kelch-like ECH-associated protein 1) en se 

fixant au domaine DC de cette protéine. Cela entraine la libération, la stabilisation et la 

translocation de NRF2 dans le noyau (Taguchi et al, 2011). Ce facteur va ensuite activer la 

transcription de gènes codant des protéines impliquées dans la réponse antioxydante 

(Cytochrome P450 oxydoreductase, glutathione S-trasférase), mais aussi de gènes codant des 

protéines impliquées dans les dommages à l’ADN (OGG1 (8-oxogauanine glycosylase) et 53BP1 

(p53 binding protein 1) ) (Kim et al, 2012; Singh et al, 2013; He et al, 2020). De plus, la 

stabilisation de NRF2 dans le noyau entraine aussi la transcription de gènes cibles de NRF2, 

incluant p62, entrainant un rétrocontrôle positif augmentant la synthèse de ROS (Jain et al, 

2010; Komatsu et al, 2010; Lau et al, 2010; Mathew et al, 2009). Inami et collaborateurs (Inami 

et al, 2011) décrivent également qu’une activation continue de NRF2 due à l’accumulation de 

p62 entraine la formation d’adénomes hépatiques chez des souris déficientes pour ATG7. 

Cependant, la perte combinée de Atg7 et p62 limite l’activation de la voie NRF2 (Inami et al, 

2011; Komatsu et al, 2007). Ces données suggèrent un rôle important de l’accumulation de p62 

dans l’activation de la voie NRF2 et dans la tumorigenèse hépatocellulaire. En effet, la délétion 

du gène p62 dans une lignée de carcinome hépatocellulaire humaine diminue la capacité de ces 

cellules à former des colonies indépendamment de l’ancrage. Ces cellules sont aussi incapables 

d’activer la voie NRF2 (Inami et al, 2011). 

L’autophagie a donc un rôle suppresseur de tumeur en maintenant un niveau 

physiologique de ROS intracellulaires et en prévenant l’accumulation de p62. 
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 Inhibition de l’inflammation et de la nécrose 

L’inflammation chronique peut entrainer la mise en place d’un microenvironnement 

inflammatoire, l’activation d’oncogènes et de la néoplasie favorisant ainsi le développement de 

la tumeur (Mantovani et al, 2008; Hanahan & Weinberg, 2011) (Figure 18). Ce 

microenvironnement inflammatoire favorise l’enrichissement du milieu extracellulaire en 

facteurs de survie, de croissance, en facteurs pro-angiogéniques, en cytokines et en cellules 

immunitaires telles que les macrophages associés aux tumeurs (TAM) M2 facilitant la 

progression tumorale (sécrétion de facteurs pro-angiogéniques par exemple) (Grivennikov et 

al, 2010). La présence d’un environnement inflammatoire active la mise en place de 

l’inflammasome impliqué dans la réponse immunitaire. L’inflammasome permet la maturation 

de cytokines pro-inflammatoires comme les interleukines IL-1 et IL-18, augmentant 

l’inflammation. L’autophagie pourrait limiter la survenue de tumeurs en inhibant 

l’inflammation et en régulant l’inflammasome (Zhong et al, 2016; Rodgers et al, 2014). En effet, 

l’induction de l’inflammasome à AIM2 (absent in melanoma 2 (Interferon-inducible protein)) 

ou à NLRP3 (« NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3 » ou CIAS1) dans les 

macrophages par des signaux inflammatoires active l’autophagie et le blocage de l’autophagie 

potentialise l’activation de l’inflammasome (Shi et al, 2012). Ainsi, l’inflammasome peut être 

ubiquitinylé et cette ubiquitinylation permet le recrutement du récepteur autophagique p62 au 

sein du complexe de l’inflammasome permettant sa dégradation et limitant ainsi la production 

de IL-1 (Shi et al, 2012). L’autophagie peut aussi réguler la sécrétion de IL-

1 indépendamment de l’inflammasome en dégradant directement, par la voie autophagique, 

la pro-IL-1 (Harris et al, 2011). De façon inverse, l’inactivation de l’autophagie par invalidation 

d’Atg16L1 dans des macrophages active l’inflammasome et conduit à la maturation de l’IL-1 

et de l’IL-18 (Saitoh et al, 2008). 

La mort cellulaire par nécrose est plutôt considérée comme pro-inflammatoire, 

puisqu’elle entraine la libération de molécules pro-inflammatoire dans le microenvironnement 

tumoral. Les tumeurs déficientes en autophagie présentent un taux élevé de nécrose et 

d’inflammation suggérant que l’autophagie limiterait l’inflammation et le développement 

tumoral (White et al, 2010). En effet, l’inhibition de l’autophagie dans des cellules épithéliales 

immortalisées déficientes en apoptose entraine la nécrose de ces cellules, une inflammation 

chronique visible par une infiltration plus élevée de macrophage, une production de cytokines 

et une activation de la voie NF-B. L’ensemble de ces facteurs conduit alors à la tumorigenèse 

(Degenhardt et al, 2006). Il a aussi été montré, dans des souris mutées pour l’-1-antitrypsin – 

une mutation responsable d’une maladie chronique du foie –, que l’autophagie pouvait inhiber 
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la carcinogenèse au niveau du foie en éliminant les agrégats de cette protéine mutée 

(Perlmutter, 2009).   

 Induction de la sénescence par un oncogène  

La sénescence induite par un oncogène (oncogene induced senescence, OIS) est un 

mécanisme potentiellement suppresseur de tumeur puisqu’elle permet un arrêt permanent du 

cycle cellulaire des cellules exprimant un oncogène (Figure 18, (Zhong et al, 2016)). Pour 

promouvoir la tumorigenèse, ce mécanisme est souvent inhibé pour permettre la 

transformation cellulaire et la prolifération cellulaire. L’autophagie est activée durant l’OIS et 

certains gènes liés à l’autophagie se trouvent aussi régulés positivement lors de ce mécanisme 

(Young et al, 2009). De plus, une inhibition de l’autophagie par l’extinction des gènes ATG5 et 

ATG7 par shRNA retarde le phénotype de sénescence induit par l’oncogène RAS. Dans ce cas, les 

auteurs ont observé un retard de sécrétion des cytokines IL-6, IL-8 et une diminution de SA--

Gal (senescence-associated -galactosidase), un marqueur de la nécrose cellulaire (Young et al, 

2009). De façon similaire, l’invalidation de l’expression du gène d’ATG5 dans un modèle de 

tumorigenèse de mélanome cutané (mélanocytes normaux transduits par Braf) contribue au 

développement tumoral en diminuant la sénescence induite par l’oncogène Braf (Liu et al, 

2013a). L’ensemble de ces données suggère un rôle de l’autophagie dans la synthèse de 

protéines impliquées dans la sénescence. L’activation de l’autophagie pourrait ainsi limiter la 

tumorigenèse en permettant l’OIS.  

 Induction de la mort cellulaire par autophagie   

L’élimination des cellules cancéreuses peut également se faire par mort cellulaire 

autophagique, qui est une mort cellulaire programmée de type II. Cette mort par autophagie 

(ACD, autophagic cell death) intervient lors d’un stress cellulaire important qui conduit à des 

dégradations cellulaires irréversibles et qui induit la mort cellulaire. Certains traitements anti-

cancéreux ont pour but de provoquer une mort cellulaire par autophagie. Par exemple, il a été 

montré que le trioxyde d’arsenic (As2O3) pouvait entrainer une ACD dans des lignées cellulaires 

leucémiques et dans les progéniteurs AML (acute myeloid leukemia) (Goussetis et al, 2010; 

Qian et al, 2007). Cette ACD peut être bloquée lorsque l’autophagie est inhibée en supprimant 

l’expression de BECLIN1 et d’ATG7 (Goussetis et al, 2010). De plus, la surexpression de 

BECLIN1 en utilisant des adénovirus oncolytiques est capable d’induire une ACD in vitro dans 

des lignées cellulaires leucémiques et in vivo dans des xénogreffes sur des souris (Tong et al, 

2013).  
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 L’autophagie dans l’immunité antitumorale 

En plus du rôle dans la prévention de la tumorigenèse, l’autophagie aurait également un 

rôle important dans l’immunité adaptative antitumorale et dans l’immunosurveillance des 

cancers. En effet, il semblerait que l’autophagie puisse être associée à une mort immunogène 

(ICD, immunogenic cell death) des cellules cancéreuses qui est justement recherchée en 

immunothérapie des cancers pour aider le système immunitaire à détecter et éliminer les 

cellules cancéreuses. Lors de la mort immunogène des cellules cancéreuses, les cellules vont 

relarguer des molécules appelées DAMP (Damage-associated molecular pattern) capables de 

stimuler le système immunitaire (Kroemer et al, 2013). Parmi les DAMP observés pendant la 

mort immunogène, on trouve (1) l’ATP sécrété dans le milieu extracellulaire (Ghiringhelli et al, 

2009), (2) l’HMGB1 (high-mobility group protein B1), une protéine nucléaire sécrétée dans le 

milieu extracellulaire (Apetoh et al, 2007), (3) la calréticuline exposée à la surface des cellules 

cancéreuses (Obeid et al, 2007), (4) les HSP 70 et 90, des protéines chaperons HSP (Krysko et 

al, 2012) et (5) l’IFN-, sécrété dans le milieu extra-cellulaire (Sistigu et al, 2014). Ces DAMP 

sont particulièrement importantes pour recruter des cellules présentatrices d’antigènes (APC, 

antigen-presenting cell) au niveau de la tumeur (Krysko et al, 2012; Kroemer et al, 2013) et 

favoriser leur maturation.  

Parmi les différentes DAMP, l’ATP libéré par les cellules cancéreuses permet d’attirer les 

cellules immunitaires monocytaires et de provoquer leur maturation en macrophages/cellules 

dendritiques. L’ATP relargué permettrait aussi d’activer l’inflammasome NLRP3 pour obtenir 

une réponse cytotoxique des lymphocytes T (LT) CD8+ (Ghiringhelli et al, 2009). La sécrétion 

d’ATP serait dépendante de l’autophagie dans la cellule. En effet, l’ATP serait redistribué du 

lysosome à l’autolysosome, puis sécrété à l’extérieur de la cellule par un mécanisme dépendant 

de LAMP1 (Martins et al, 2014). De plus, l’exposition de la calréticuline à la surface des cellules 

tumorales permettrait la reconnaissance et la capture de ces cellules par les cellules 

phagocytaires (Basu et al, 2001). Enfin, les HSP 70 et 90 favoriseraient la maturation des APC 

et permettraient la présentation croisée d’antigènes par ces cellules (Krysko et al, 2012).  

De plus, pendant l’ICD, les antigènes de tumeurs et les DAMP pourraient se retrouver à 

l’intérieur des autophagosomes qui seraient ensuite libérés par les cellules tumorales dans le 

milieu extracellulaire. Ces autophagosomes seraient ensuite capturés par les APC, entrainant 

l’activation et la présentation croisée des antigènes de tumeurs par ces cellules (Ma et al, 2013). 

L’importance de l’autophagie a été montrée par une étude dans laquelle l’invalidation des gènes 

Atg5, Atg7 et Beclin1 a inhibé la sécrétion de DAMP par les cellules tumorales en ICD et atténué 

l’immunité antitumorale (Michaud et al, 2011; Martins et al, 2012). 
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 L’autophagie peut aussi favoriser l’immunité antitumorale en augmentant la 

présentation d’antigènes tumoraux par les molécules du CMH de classe I et II (Dengjel et al, 

2005; English et al, 2009). Le rôle de l’autophagie dans la présentation d’antigènes sera détaillé 

dans le chapitre suivant. 

 

Figure 18 : Rôle de l'autophagie dans le cancer et relation avec l'inflammation et l'immunité. D’après Zhong et 
al, 2016. Les flèches en rouge signifient inhiber et les flèches en verte signifient activer. DAMP : damage-associated 
molecular pattern, ICD : immunogenic cell death, NLRP3 : nod-like receptor pyrin domain containing protein. 3. 

2.2. Rôle pro-tumoral de l’autophagie  

Alors qu’une diminution du flux autophagique peut promouvoir la tumorigenèse, 

l’autophagie semble également nécessaire pour promouvoir la survie et la croissance des 

cellules tumorales primaires et métastatiques (Barnard et al, 2016). Nous avons également 

décrit précédemment que la perte monoallélique de BECLIN1 favorisait la tumorigenèse 

suggérant un rôle antitumoral de la protéine. Mais, BECLIN1 peut aussi être surexprimée dans 

des cancers colorectaux, gastriques, du foie, et du sein suggérant cette fois un rôle pro-tumoral 

de l’autophagie (Koukourakis et al, 2010; Ahn et al, 2007; Martinez–Vicente et al, 2010). 

L’ensemble de ces données indique donc un rôle double de l’autophagie dans la tumorigenèse 

et dans la progression tumorale. 

 Hypoxie et carence nutritive 

Les cellules tumorales sont exposées à des conditions stressantes comme l’hypoxie et la 

carence en nutriments. L’autophagie pourrait avoir un rôle pro-tumoral en luttant contre ce 
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- Prévention de l’inflammation
- Sénescence induite par les oncogènes
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stress cellulaire. En effet, dans les tumeurs solides, l’autophagie est particulièrement active au 

centre de la tumeur pour permettre aux cellules de survivre au manque d’oxygène (Degenhardt 

et al, 2006) (Figure 18). Le mécanisme par lequel l’autophagie permettrait la survie des cellules 

tumorales en hypoxie n’est cependant pas encore déterminé.  

De plus, l’autophagie permettrait aussi aux cellules cancéreuses de subvenir à leurs besoins 

métaboliques et énergétiques pour assurer leur survie et leur prolifération (Rabinowitz & 

White, 2010). En effet, l’autophagie permet de fournir au cycle de Krebs des acides aminés et 

de l’acétyl-Coenzyme A par lipophagie (Singh & Cuervo, 2011). Elle favoriserait également le 

métabolisme du glucose en facilitant la capture du glucose et le flux glycolytique (Lock et al, 

2011). 

 Autophagie et maintien des propriétés des cellules souches 

cancéreuses 

Les cellules souches cancéreuses (CSC) lorsqu’elles sont en dormance constituent une 

petite sous-population cellulaire qui possède des capacités d’auto-renouvellement, de 

différenciation et d’échappement à la mort cellulaire. Ces CSC participeraient à l’initiation 

tumorale, à l’hétérogénéité de la tumeur, à la résistance aux traitements et à la formation de 

métastases (Meacham & Morrison, 2013; Shibue & Weinberg, 2017).  

Or l’autophagie semble être importante dans la maintenance et la survie des CSC 

(García-Prat et al, 2016; Cufí et al, 2011; Rausch et al, 2012). Par exemple, dans le cancer du 

sein, des auteurs ont pu mettre en évidence que l’autophagie dans les CSC mammaires 

permettait leur survie ainsi que le maintien du phénotype mésenchymateux induit par le TGF-

   et de l’expression de vimentine (Cufí et al, 2011). Cette étude suggère donc également un 

rôle de l’autophagie dans l’invasion et la migration des CSC grâce à la transition épithélio-

mésenchymateuse. Dans une seconde étude, des auteurs ont pu confirmer l’importance de 

l’autophagie dans la maintenance des CSC, mais aussi dans leur capacité à former des tumeurs 

in vivo. En effet, dans un modèle in vitro de mammosphère contenant des CSC de MCF-7, les 

auteurs ont pu montrer que le flux autophagique était plus élevé en comparaison à celui des 

cellules adhérentes. L’absence d’expression de BECLIN1 dans ce modèle de mammosphère 

diminue leur maintenance et leur capacité à former des tumeurs dans des souris 

immunodéficientes (Gong et al, 2013).  
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 L’autophagie favorise les métastases 

Pendant la progression tumorale, il peut y avoir une invasion des cellules tumorales 

dans l’organisme et la formation de métastases. La formation de métastases à partir de la 

tumeur primaire fait intervenir plusieurs étapes dont l’invasion des cellules tumorales du site 

primaire, l’entrée et la survie des cellules tumorales dans la circulation sanguine, 

l’extravasation, la dissémination et la colonisation des cellules tumorales dans d’autres organes. 

L’autophagie pourrait intervenir dans l’agressivité des cancers en facilitant différentes 

étapes du processus menant à la formation de métastases (Fung et al, 2008; Macintosh et al, 

2012; Peng et al, 2013a). Il a notamment été montré que l’autophagie peut promouvoir 

l’invasion des cellules tumorales. En effet, des études in vitro montrent que l’autophagie est 

induite lors du détachement des cellules tumorales de la matrice extracellulaire ce qui mime le 

détachement des cellules tumorales de la tumeur primaire (Fung et al, 2008). Au contraire, 

l’inhibition de l’autophagie empêche le détachement de ces cellules de la matrice 

extracellulaire. De plus, dans un modèle d’étude 3D organotypique, il a également pu être 

montré que l’inhibition de l’autophagie prévient l’invasion des cellules tumorales (Macintosh et 

al, 2012).  

Lors du détachement des cellules tumorales de la matrice extracellulaire (MEC), 

l’anoikis dans les cellules se déclenche pour empêcher la survie des cellules. Il s’agit d’une mort 

cellulaire par apoptose qui est déclenchée lorsque la cellule n’a plus de contact avec la MEC. 

L’autophagie serait également importante lors de cette étape de la formation des métastases 

pour assurer la survie des cellules dans la circulation sanguine. En effet, dans une étude menée 

dans un modèle de souris, l’inhibition de l’autophagie limiterait la formation de métastases des 

cellules HCC (hepatocellular carcinoma) en levant la résistance à l’anoïkis et donc en limitant la 

formation de colonies par ces cellules (Peng et al, 2013a). 

L’autophagie est également décrite comme facilitant la dissémination des cellules 

cancéreuses malignes dans la circulation sanguine (Sosa et al, 2014) et la colonisation des tissus 

par les cellules tumorales (Peng et al, 2013b). Enfin, l’autophagie interviendrait dans la capacité 

des cellules métastatiques à entrer en dormance pour survivre dans un nouvel environnement 

et entrainerait également la résistance de ces cellules aux traitements antitumoraux (Lu et al, 

2008).  
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 Autophagie et facteur de résistance aux traitements dans les 

tumeurs  

Nous avons montré précédemment que l’autophagie pouvait augmenter la sensibilité 

des cellules tumorales aux traitements. L’autophagie peut aussi être induite suite aux différents 

traitements par radiothérapie (Zois & Koukourakis, 2009) et par chimiothérapie (Garbar et al, 

2017). Dans certaines conditions, cette autophagie induite pourrait également protéger les 

cellules tumorales contre ces traitements. En effet, lorsque des cellules myéloïdes chroniques 

exprimant la protéine de fusion BCR-ABL sont traitées par l’imatinib, un inhibiteur de tyrosine 

kinase, les auteurs observent une augmentation de l’autophagie conduisant à une meilleure 

survie des cellules (Bellodi et al, 2009). En effet, si l’autophagie est inhibée dans ce modèle par 

un traitement chimique (CQ) ou par interférence à l’ARN (si Atg7 et Atg5), le traitement des 

cellules par l’imatinib conduit à une augmentation de la mort cellulaire. En fait, l’inhibition de 

l’autophagie potentialise la sensibilité des cellules tumorales à l’apoptose induite par le 

traitement. Cette inhibition de l’autophagie empêche la dégradation sélective de médiateurs de 

l’apoptose comme les mitochondries et les protéines pro-apoptotiques (Bellodi et al, 2009). De 

façon similaire, l’inhibition de l’autophagie par la chloroquine dans des cellules de leucémies 

myéloïdes aiguës potentialise également l’apoptose induite par l’acide valproïque et le 

varinostat, des inhibiteurs des histones désacétylases (Torgersen et al, 2013). 

L’ensemble de ces données suggère que les traitements anticancéreux devraient 

prendre en compte l’effet de l’autophagie sur la réponse antitumorale en fonction de chaque 

type de cancer. Ainsi, lorsque l’autophagie a un rôle cytoprotecteur sur les cellules tumorales, 

il conviendrait de l’inhiber ; et au contraire, il faudrait l’activer si l’autophagie peut avoir une 

action cytotoxique. Des stratégies visant à combiner l’utilisation des drogues induisant ou 

inhibant l’autophagie aux traitements anti-cancéreux sont des pistes intéressantes qui font 

l’objet d’essais cliniques. Cependant, l’identification de biomarqueurs spécifiques reste une 

limite majeure à ce type de traitements, car ils permettraient de personnaliser le choix du 

traitement pour chaque patient. 

2.3. Rôle des protéines ATG8 dans le cancer 

La famille ATG8 est divisée en deux sous-familles : la famille LC3 et la famille GABARAP. 

Ces protéines participent à l’autophagie et interviennent dans les différentes étapes du 

mécanisme autophagique comme nous avons pu le préciser dans les chapitres précédents. 

Différentes études ont montré que l’expression des différents gènes ATG8 peut être régulée, et 

en particulier dans des cancers. Dans certains type de tumeurs, l’expression des gènes ATG8 
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comme GABARAPL1 pourrait être aussi régulée par des modifications épigénétiques (Hervouet 

et al, 2015; Artal-Martinez de Narvajas et al, 2013; Klebig et al, 2005). Les différentes protéines 

ATG8 peuvent avoir des rôles anti- ou pro-tumoraux.  

Les membres de la sous-famille GABARAP semblent avoir un rôle suppresseur de 

tumeur et leur surexpression serait un marqueur de bon pronostic. En effet, plusieurs études 

montrent que la surexpression des ARNm de la sous-famille gabarap serait un facteur de bon 

pronostic dans le cancer du rein, de la prostate, du sein et dans certains HCC (Liu et al, 2014a; 

Hervouet et al, 2015; Klebig et al, 2005; Roberts et al, 2004; Su et al, 2016; Berthier et al, 2010). 

Pour GABARAPL1, par exemple, il a été montré que l’expression de l’ARNm et de la protéine 

GABARAPL1 étaient diminuées dans les HCC par rapport au tissu sein adjacent et cette faible 

expression de gabarapl1 est associée à un mauvais pronostic dans ce type de cancer (Liu et al, 

2014a). In vitro, la surexpression de GABARAPL1 dans des lignées de HCC inhibe la croissance 

cellulaire et l’invalidation par interférence à l’ARN de Gabarapl1 favorise la prolifération 

cellulaire (Liu et al, 2014a). De façon similaire, des travaux de notre équipe ont montré que 

l’expression de GABARAPL1 est également diminuée dans le cancer du sein et associée à un 

mauvais pronostic (Berthier et al, 2010). Les études in vitro dans les lignées de cancer du sein 

MCF-7 montrent que la surexpression de GABARAPL1 inhibe la croissance cellulaire (Berthier 

et al, 2010). Toujours dans les cellules MCF-7, une étude récente de notre équipe a permis de 

montrer que GABARAPL1 pouvait également diminuer la migration cellulaire et la croissance 

tumorale in vivo dans des souris (Poillet-Perez et al, 2017). De façon intéressante, ces travaux 

ont montré que la fonction suppressive de tumeur de GABARAPL1 était indépendante de sa 

lipidation à un phospholipide et de sa localisation aux autophagosomes. La protéine 

GABARAPL1 serait aussi impliquée dans l’invasion cellulaire et l’apparition de métastases (Su 

et al, 2016). En effet, l’invalidation du gène GABARAPL1 dans des cellules issues d’un carcinome 

de prostate augmente in vitro l’invasion cellulaire et l’apparition de métastases in vivo dans les 

ganglions lymphatiques (Su et al, 2016). GABARAP aurait un rôle similaire à GABARAPL1 sur la 

viabilité cellulaire, la prolifération cellulaire et la migration cellulaire (Rho et al, 2013).  

A ce jour, le rôle des protéines LC3 dans la progression tumorale est mal connu et peu étudié. 

La protéine LC3B pourrait activer la sénescence induite par un oncogène RAS dans des cellules 

primaires et HEK293 transformées, limitant ainsi la tumorigenèse (Dou et al, 2015). Ainsi, 

l’expression des ARNm de LC3 est diminuée dans les cancers du poumon et il a été démontré 

qu’une faible expression du taux d’ARNm et de protéines est associée à un mauvais pronostic 

dans le carcinome rénal (Jiang et al, 2012; Deng et al, 2013).  
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L’ensemble de ces résultats suggère donc un rôle suppresseur de tumeur de la famille ATG8 

dans les cancers et en particulier des membres de la sous-famille GABARAP. Le rôle 

suppresseur de tumeurs des protéines GABARAP pourrait être dû à la dégradation sélective de 

composés cellulaires oncogéniques comme par exemple p62 (Jacquet et al, 2020).   

Les protéines ATG8 semblent également être impliquées dans la survie cellulaire et 

jouer un rôle pro-tumoral. En effet, les membres de la sous-famille GABARAP sont surexprimés 

dans certains cancers comme le cancer colorectal, le cancer de la tête/du cou et sont associés à 

un mauvais pronostic (Miao et al, 2010; Keulers et al, 2015). De plus, une forte expression de 

LC3 a aussi été montrée dans certains cancers, tels que les cancers du sein triples négatifs et les 

cancers colorectaux (Lefort et al, 2014; Wu et al, 2015b). Dans les cancers hépatiques, des 

études par immunohistochimie ont montré que LC3B est plus exprimée dans les métastases 

que dans les cellules de la tumeur primaire. Ces résultats suggèrent que l’autophagie serait 

importante pour la formation de métastases et la colonisation d’autres tissus par les cellules 

tumorales (Peng et al, 2013b).  

3. Rôle de l’autophagie dans la présentation antigénique 

Cette dernière partie de l’introduction a fait l’objet de l’écriture d’un chapitre de livre 

(Fonderflick et al, 2020).  

Le système immunitaire protège l’hôte contre les agents pathogènes qu’il rencontre 

grâce à la coopération de plusieurs types cellulaires. On distingue généralement l’immunité 

« innée » et l’immunité « adaptative ». L’immunité innée se caractérise par la mise en place 

d’une réponse immunitaire immédiate. C’est la première ligne de défense qui est mise en place 

vis-à-vis de différents pathogènes et elle assure aussi le rôle de sentinelle dans la survenue de 

tumeurs. Cette réponse implique plusieurs acteurs de la réponse immunitaire tels que les 

cellules phagocytaires ou les lymphocytes NK (natural killer). La deuxième ligne de défense 

immunitaire à être mise en place est la réponse immunitaire adaptative (ou spécifique). Cette 

réponse est spécifique de la reconnaissance par les lymphocytes T et B d’un antigène 

immunogènes (par exemple les antigènes de tumeurs). Dans le cas des lymphocytes T, ils ne 

reconnaissent pas directement l’antigène, mais un peptide issu de celui-ci et associé aux 

molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Les molécules du CMH de classe I 

(CMH-I) sont exprimées à la surface de presque toutes les cellules somatiques et les cellules 

présentatrices d’antigènes (CPA) tandis que les molécules du CMH de classe II sont exprimées 

seulement par les CPA dites « professionnelles ». Le complexe [CMH:peptide] présent à la 

surface des CPA est reconnu par le TCR (T cell receptor) présent à la surface des lymphocytes 
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T entrainant la prolifération clonale des lymphocytes spécifiques d’un peptide antigénique. 

Cette réponse peut aussi permettre la mise en place d’une réponse immunitaire mémoire qui 

perdure plusieurs années (Chatenoud, 2002).   

Cette réponse immunitaire antitumorale adaptative est importante dans 

l’immunosurveillance des cancers (Thomas, 1982; Burnet, 1957) et dans la théorie de 

l’immunoédition des cancers, développé par Schreiber (Dunn et al, 2004) et qui ont permis de 

nouvelles avancées dans le développement de thérapies anti-tumorales, comme les 

immunothérapies. Récemment, l’autophagie a été décrite comme pouvant être impliquée dans 

l’apprêtement des antigènes et dans la présentation de ces peptides à la fois par les molécules 

du CMH-I et du CMH-II. Les peptides présentés par le CMH-I sont reconnus par les lymphocytes 

T CD8+ (cytotoxiques), tandis que les lymphocytes T CD4+ (helper) reconnaissent les peptides 

dérivés de protéines présentés par le CMH-II (Blum et al, 2013).  

3.1. La présentation classique d’antigènes par les molécules du 

CMH de classe I et II 

Les molécules du CMH de classe I et II sont importantes pour la mise en place de la 

réponse immunitaire adaptative. Dans le paradigme classique, les molécules du CMH-I 

présentent des peptides antigéniques principalement générés à partir d’antigènes d’origines 

cytosolique et nucléaire, tandis que les peptides antigéniques présentés par le CMH-II ont une 

origine exogène. 

 Présentation d’antigènes par les molécules du CMH de classe I 

Les molécules du CMH-I sont présentes à la surface de toutes les cellules nuclées. Chez 

l’Homme, ces molécules sont appelées molécules HLA (human leucocyte antigen). Les 

molécules du CMH-I se composent de deux types de chaînes : une chaine lourde membranaire 

polymorphe et une chaine invariante appelée β2-microglobuline, qui s’assemblent au niveau du 

réticulum endoplasmique. En l’absence de peptides, le complexe CMH-I est stabilisé par 3 

protéines chaperonnes : (1) la calréticuline, (2) la protéine ERp57 (Protéine disulfide 

isomérase) et (3) la tapasine. Ces 3 sous-unités s’associent au niveau de la membrane du RE et 

forment le complexe appelé PLC (peptide-loading complex) permettant le chargement du 

peptide. La tapasine est également capable d’interagir avec le transporteur TAP (transporter-

associated with antigen processing) impliqué dans le transport de peptides du cytoplasme au 

RE et au CMH-I (Figure 19).  
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Ces peptides sont générés à partir de protéines endogènes dégradées par le protéasome 

nucléaire et cytoplasmique. Les peptides formés se composent de 8 à 16 acides aminés et sont 

raccourcis par l’aminopeptidase ERAP1 (Endoplasmic reticulum aminopeptidase 1). Les 

peptides se fixent ensuite dans le sillon de liaison au peptide antigénique présent au niveau des 

molécules du CMH-I (Figure 19) (Blum et al, 2013).  

Cependant des antigènes d’origine exogène peuvent également être présentés par les molécules 

du CMH-I au niveau des cellules dendritiques CD8+ (DC CD8+), spécialisées dans la 

présentation croisée d’antigènes. Ce mode de présentation moins conventionnel est appelé 

présentation croisée. Ainsi, ces antigènes exogènes peuvent être traités indépendamment du 

système TAP ou de manière dépendante au système TAP après leur endocytose (Cruz et al, 

2017). Ce mécanisme de présentation a été décrit pour la première fois en 1976, sous la 

dénomination de « cross-priming » (présentation croisée) (Bevan, 1976). Ce processus permet 

d’élargir le répertoire antigénique que les cellules dendritiques peuvent présenter sur les 

molécules du CMH-I afin d’activer la réponse des cellules T CD8+. Ce mécanisme joue un rôle 

important dans les maladies auto-immunes lorsque le cross-priming permet la présentation 

d’auto-antigènes aux lymphocytes T CD8+ (Ji et al, 2013) ou lors de l’immunosurveillance des 

cancers et des infections virales (Cruz et al, 2017). 
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Figure 19 : Représentation schématique de la voie classique de présentation par les protéines du complexe 
majeur d’histocompatibilité de classe I. D’après Blum et al, (2013). La présentation classique par les protéines du 
CMH de classe I (CMH-I) permet la présentation de peptides antigéniques d’origine endogène. Les protéines destinées à 
la dégradation sont conjuguées à l’ubiquitine et dégradées par le protéasome. Les peptides produits sont ensuite clivés 
par des peptidases cytosoliques. Une partie des peptides est alors transloquée dans la lumière du réticulum 
endoplasmique (RE) par le système TAP (transporter-associated with antigen processing) et, pour certains, pris en 
charge et coupés par l’aminopeptidase ERAP1 (endoplasmic reticulum aminopeptidase 1) dans le RE. Les peptides sont 
ensuite fixés aux nouvelles molécules de CMH-I. Ce complexe CMH-I qui se forme dans le RE est composé d’une chaine 
lourde et d’une chaine de 2-microglobuline. En l’absence de peptide, le complexe CMH-I est stabilisé par 3 protéines 
chaperonnes : la calréticuline, la protéine ERp57 et la tapasine. Ces 3 sous-unités s’associent et forment le complexe 
appelé PLC (peptide-loading complex) permettant le chargement du peptide. La tapasine est également capable 
d’interagir avec le transporteur TAP impliqué dans le transport de peptides du cytoplasme au RE et au CMH-I. Une fois 
le peptide fixé sur le complexe CMH-I-PLC, le complexe [CMH-I:peptide] est transporté à la membrane plasmique à 
travers la voie de sécrétion (ERGIC/Appareil de Golgi) pour activer et stimuler les lymphocytes T CD8+ par 
l’intermédiaire du récepteur T (TCR). 

  

ERAP1

TAP

peptidase
Calnéxine

CMH-I

ERp57
Calréticuline

PLC Tapasine

ERGIC

RE

Appareil de 
Golgi

CPA

Lymphocytes T CD8+

[CMH-I:peptide] 

TCR

Protéasome

Antigène endogène

Ubiquitine

Ribosome



86 
 

 Présentation d’antigènes par les molécules du CMH de classe II 

Les molécules du CMH-II sont exprimées par un sous-groupe de cellules immunitaires 

appelées cellules présentatrices d'antigènes professionnelles, telles que les cellules 

dendritiques (DC), les macrophages et les lymphocytes B. Les peptides présentés par les 

molécules du CMH-II sont générés à partir d’antigènes exogènes livrés aux endosomes tardifs 

par phagocytose, macropinocytose et endocytose et digérés par les hydrolases acides. Les sous-

unités  et  du CMH-II sont synthétisées et repliées dans le réticulum endoplasmique grâce à 

une protéine chaperonne spécifique, la chaîne invariante (Ii). Ce processus permet de limiter 

l'association précoce des peptides au niveau du sillon de liaison sur les molécules du CMH. Le 

complexe formé des molécules du CMH-II et de la chaîne invariante est ensuite transporté à 

travers l'appareil de Golgi dans un compartiment appelé le compartiment du CMH-II (MIIC). 

Dans le MIIC, en raison du pH acide, les protéases cathepsine S et L sont activées et la chaîne Ii 

est clivée pour donner un fragment de chaîne Ii résiduel appelé CLIP (class II-associated 

invariant chain peptide). Ensuite, le complexe CMH-II −CLIP se lie à la molécule HLA-DM chez 

l'Homme (H2-DM ou H-2M chez la souris) qui agirait comme une molécule chaperonne pour 

permettre le bon repliement conformationnel des molécules du CMH-II. Cette molécule 

permettrait également l'échange du fragment CLIP contre un peptide antigénique de haute 

affinité dérivé d'une protéine dégradée par la voie endosomale. Les complexes [CMH-

II:peptide] sont ensuite transportés vers la membrane plasmique pour être reconnus et 

stimuler les lymphocytes T CD4+ (Figure 20) (Trombetta & Mellman, 2004; Blum et al, 2013).  
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Figure 20 : Représentation schématique de la voie classique de présentation par le CMH de classe II. La 
présentation classique par le CMH de classe II (CMH-II) permet la présentation de peptides antigéniques d’origine 
exogène. Ils sont capturés par les cellules présentatrices d’antigènes par phagocytose, endocytose ou par 
macropinocytose. Ces antigènes sont dégradés par la voie endolysosomale qui contient des hydrolases acides pour 
former des petits peptides. Les molécules de CMH-II sont synthétisées et adressée au réticulum endoplasmique. Elles sont 
composées de deux sous-unités  et  qui sont correctement repliées grâce à la chaine invariante (Ii), empêchant 
l’association prématurée avec un peptide. Ce complexe formé avec la chaine invariante est transporté dans le 
compartiment MIIC (compartiment du CMH-II). En raison du pH acide de ce compartiment, les protéases cathepsine S 
et L sont activées et la chaîne Ii est lysée pour donner un fragment de chaîne I résiduel appelé CLIP (class II-associated 
invariant chain peptide). Ensuite, le complexe CMH-II -CLIP se lie à la molécule HLA-DM pour permettre l'échange du 
fragment CLIP contre un peptide antigénique dégradé par la voie endolysosomale. Les complexes [CMH-II:peptide] sont 
ensuite transportés vers la membrane plasmique pour être reconnus et stimuler les lymphocytes T CD4+. 

  

Endosome

Antigènes exogènes

Endosome tardif/ MIIC

CMH-II

REIi

CLIP

HLA-DM

CPA

 

Lymphocyte T CD4+

[CMH-II:peptide] 

TCR

Peptide 
antigénique



88 
 

3.2. Autophagie et présentation d’antigènes 

Des données récentes sur l’autophagie semble indiquer que l’autophagie peut être 

directement impliquée dans l’apprêtement et la présentation d’antigène par les molécules du 

CMH-I et II (Munz, 2012; Crotzer & Blum, 2009).  

 Autophagie et présentation d’antigènes par les molécules du CMH 

de classe II  

3.2.1.1. Autophagie et présentation d’antigènes endogènes 

par les molécules du CMH-II  

Les premières preuves de la participation de l'autophagie à la présentation de peptides 

antigéniques par le CMH-II ont été fournies par les données de colocalisation entre les protéines 

de l'autophagie et les molécules du CMH-II. Des études antérieures ont montré que les peptides 

dérivés de la protéolyse des protéines ATG (Suri et al, 2008), ainsi que les protéines lysosomales 

(Dengjel et al, 2005), peuvent être présentés par les molécules du CMH-II. En effet, lors de la 

maturation des autophagosomes, la membrane interne est dégradée à la suite de la fusion avec 

le lysosome. Or, les formes II des protéines ATG8 sont ancrées à la fois à l’intérieur et à 

l’extérieur des autophagosomes. Ainsi, les protéines ATG8 pourraient être dégradées et 

produire des peptides antigéniques. Par exemple, dans les cellules β des îlots pancréatiques 

exprimant les molécules I-Ag7 (classe II), le peptide dérivé de GABARAP 29-45 

(VPVIVEKAPKARIGDLD) a été trouvé sur les molécules du CMH-II, suggérant que GABARAP 

peut être ciblée vers le compartiment MIIC (Suri et al, 2008). Une autre preuve a été fournie par 

Schmid et ses collaborateurs dans les cellules dendritiques humaines, les lymphocytes B et les 

cellules épithéliales (Schmid et al, 2007). En effet, ils ont montré, lors d'expériences de 

colocalisation ciblant les protéines LC3B, HLA-DM, CMH-II et LAMP-2, que les autophagosomes 

sont continuellement formés et fusionnés avec le MIIC (Schmid et al, 2007). De même, une autre 

étude dans les lignées de cellules épithéliales thymiques corticales et médullaires a montré que 

LC3 colocalise, dans le compartiment lysosomal, avec des molécules H2-DM, CMH-II et CLIP 

(Kasai et al, 2009). Cet apport continu d'antigènes endogènes du soi par autophagie semble 

contribuer à l'auto-tolérance dans le thymus par la sélection positive et négative des 

lymphocytes T CD4+ (Nedjic et al, 2008). Ainsi, la perte d’Atg5 dans les cellules thymiques 

perturbe la sélection positive et négative et contribuerait à l’apparition de maladie auto-

immune chez la souris (Nedjic et al, 2008). En effet, pendant le développement des lymphocytes 

T, les précurseurs des lymphocytes T subissent une sélection positive dans le cortex thymique 

et négative dans la zone médullaire du thymus. Cette sélection positive entraine l’établissement 
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de lymphocytes T fonctionnels et un répertoire de cellules T varié. La sélection négative 

entraine l’élimination des lymphocytes T potentiellement auto-réactifs pour permettre 

d’établir une tolérance centrale envers les antigènes du soi. Cette sélection a lieu avec les CPA 

thymiques, les cellules épithéliales thymiques (TEC, thymic epithelial cell) et les cellules 

dendritiques thymiques. La génération d’un répertoire de lymphocytes T CD4+ fonctionnels et 

tolérants vis-à-vis du soi repose sur un grand nombre de peptides du soi qui sont présentés par 

les CPA du thymus. Les peptides présentés doivent correspondre au plus grand nombre 

d’antigènes retrouvés dans les différents tissus (Duraes et al, 2015).  

L’autophagie est également impliquée dans l'apprêtement et la présentation par le 

CMH-II des antigènes endogènes tels que les antigènes viraux, bactériens ou cytoplasmiques. 

Le premier exemple que l’on trouve dans la littérature concerne l'antigène nucléaire endogène 

1 du virus Epstein-Barr (EBNA1). En effet, l'inhibition de l'autophagie, à l'aide de NH4Cl ou de 

chloroquine, a conduit à une accumulation d'EBNA1 dans les vésicules cytosoliques. De plus, 

l’inhibition de la formation d'autophagosomes avec des siRNA Atg12 dans des lignées de 

lymphocytes B diminue la reconnaissance des lymphocytes T CD4+ spécifiques à EBNA1 

(Paludan et al, 2005). De même, Nimmerjahn et ses collègues ont montré que l'antigène 

bactérien cytosolique néomycine phosphotransférase II (Neor) était présenté sur les molécules 

du CMH-II par la voie autophagique (Nimmerjahn et al, 2003). Cependant, dans ce cas, 

l'autophagie pourrait également être capable de traiter des antigènes nucléaires pour la 

présentation aux molécules du CMH-II. En effet, lorsque l'antigène Neor est adressé au noyau 

cellulaire par l'ajout d'un signal de localisation nucléaire (antigène grand T de SV40), cette 

protéine de fusion NucNeor est exclusivement localisée dans le noyau. Pour éviter l'exportation 

de NucNeor dans le cytosol, le système d'exportation nucléaire de la protéine CRM1 a été bloqué 

à l’aide de l'antibiotique leptomycine B. Néanmoins, Neor et NucNeor ont été traités par la voie 

autophagique et les cellules ont pu stimuler les lymphocytes T CD4+ spécifiques de cet antigène 

avec la même efficacité (Riedel et al, 2008). L'autophagie est également capable de dégrader les 

bactéries qui envahissent le cytosol (Gutierrez et al, 2004a). Dans les macrophages, l'induction 

de l'autophagie par la rapamycine (un inhibiteur de mTOR) conduit à la diminution de la survie 

des mycobactéries (Mycobacterium tuberculosis (Mtb)) en favorisant la maturation du 

phagosome contenant cette bactérie en phagolysosome (Gutierrez et al, 2004a). L'étude in vivo 

de la présentation de l'antigène immunodominant de Mtb Ag85B par les CPA de souris a montré 

que l'induction de l'autophagie par la rapamycine conduit à l’amélioration de la présentation 

des peptides dérivés de l'Ag85B sur les molécules du CMH-II (Jagannath et al, 2009). Cependant, 

le Mtb peut échapper au système immunitaire de l'hôte en bloquant la présentation de 

l'antigène restreint au CMH-II. En effet, dans les cellules dendritiques infectées par Mtb, la 

protéine PE_PGRS47 produite par Mtb inhibe l'autophagie et limite la présentation d’antigènes 
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dont l’antigène Ag85B (Saini et al, 2016). Lors d'une infection par Mtb mutant exprimant la 

protéine mutée PE_PGRS47 Mtb chez la souris, la présentation de peptides dérivés de Ag85B 

par le CMH-II est améliorée (Saini et al, 2016). 

Mais, la macroautophagie n'est pas le seul processus impliqué dans la présentation 

d’antigènes endogènes par les molécules du CMH-II. En effet, l'autophagie dépendante des 

chaperonnes peut également participer à la présentation de peptides dérivés d’un antigène 

cytoplasmique par les molécules du CMH-II. Ainsi, il a été démontré dans un modèle de 

lymphocytes B que la surexpression de LAMP-2A et de HSC-70 favorisait la capture d’antigènes 

endogènes et leurs présentations par les molécules du CMH-II sans augmenter le niveaux 

d’expression des molécules du CMH-II à la membrane plasmique (Zhou et al, 2005). Au 

contraire, la surexpression de LAMP-2C inhiberait la présentation d’antigènes par les molécules 

du CMH-II (Pérez et al, 2016). 

3.2.1.2. Autophagie et présentation d’antigènes exogènes par 

les molécules du CMH-II 

L'autophagie est généralement associée à la dégradation des composants endogènes. 

Cependant, ce processus semble également impliqué dans la dégradation des antigènes 

exogènes. L'autophagie s'est en effet révélée essentielle pour le traitement et la présentation 

optimale des antigènes extracellulaires phagocytés par la voie TLR (toll-like receptor) (Lee et 

al, 2010). Afin d’étudier le rôle de l’autophagie dans la présentation d’antigènes, ce groupe a 

généré un modèle de souris conditionnelles délétées pour le gène Atg5, codant une protéine 

autophagique essentielle qui est requise pour la formation d'autophagosomes. Dans ce modèle, 

toutes les cellules hématopoïétiques, y compris les DC et les lymphocytes T, n'avaient pas de 

gène Atg5 dans la rate, les ganglions lymphatiques et la moelle osseuse (Lee et al, 2010). In vivo, 

la suppression d'Atg5 dans les cellules dendritiques a provoqué des défauts de « priming » des 

lymphocytes T CD4+. Ainsi, lorsque ces souris ont été infectées par voie intravaginale par le 

virus HSV1 (Herpes Simplex virus 1), elles n'ont pas pu produire de réponse T helper 1 (TH1, 

CD4+) (le nombre de lymphocytes T producteurs d'IFN- et la synthèse d'IFN- ont été réduits 

par rapport aux souris de type sauvage). De plus, les souris déficientes en Atg5-/- sont mortes 

plus rapidement que les souris de type sauvage après une infection virale. Des investigations 

supplémentaires ont pu démontrer que les DC Atg5-/- étaient incapables d'amorcer et d'activer 

la prolifération des cellules T CD4+ de type sauvage bien que ces CPA étaient encore capables 

de migrer dans les organes lymphoïdes secondaires, de produire des cytokines et d'exprimer 

les protéines du CMH-II (Lee et al, 2010). De plus, les DC Atg5-/- ainsi que les DC de type sauvage 

ont pu capturer des antigènes fluorescents solubles ainsi que des cellules apoptotiques 
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fluorescentes, ce qui suggère que les processus d'endocytose et de phagocytose étaient 

inchangés dans les DC Atg5-/- (Lee et al, 2010). Afin d’étudier les besoins de la machinerie 

autophagique dans l’apprêtement et la présentation des antigènes endogènes, les DC ont été 

infectées par la Listeria monocytogenes exprimant le modèle d'antigène couramment utilisé 

OVALBUMINE (OVA). La présentation du peptide OVA par les DC a modérément diminuée en 

l'absence d'ATG5, comme en témoigne une diminution de la prolifération des lymphocytes T 

CD4+ spécifiques à OVA, montrant que l'autophagie était en effet impliquée dans l’apprêtement 

et la présentation des antigènes endogènes. De plus, en utilisant des inhibiteurs spécifiques de 

l'autophagie ou en supprimant l’expression de protéines autophagiques clés par interférence à 

l’ARN (si Atg7 et Atg12) dans les DC WT, les auteurs ont montré que ces cellules présentatrices 

d’antigènes étaient altérées dans leur capacité à présenter des peptides dérivés d'antigènes 

exogènes phagocytés. Ces résultats suggèrent que l'autophagie est également nécessaire pour 

le traitement et la présentation des antigènes exogènes dans les cellules dendritiques. Enfin, il 

a été démontré qu'en l'absence d'ATG5 dans les DC, la fusion entre les phagosomes et les 

lysosomes était retardée, ce qui suggère que l’autophagie est impliquée dans cette étape et est 

aussi nécessaire à l'apport efficace de cathepsines dans le compartiment MIIC (Lee et al, 2010). 

La phagocytose associée à LC3 (LAP, LC3-associated phagocytosis) est qualifiée 

d’autophagie non canonique et est décrite comme également impliquée dans l’apprêtement et 

la présentation des antigènes exogènes sur les molécules du CMH-II. Pendant la LAP, les 

antigènes exogènes sont phagocytés dans un phagosome à membrane unique recouverte de la 

protéine autophagique essentielle LC3B sous sa forme conjuguée au PE (forme -II) (Figure 21) 

(Romao et al, 2013). La LAP peut intervenir dans différentes cellules immunitaires, notamment 

les macrophages (Sanjuan et al, 2007), les cellules dendritiques conventionnelles (Martinez et 

al, 2016) ou les cellules dendritiques plasmacytoïdes (Henault et al, 2012). Dans un modèle 

utilisant des cellules présentatrices d’antigènes humains et des antigènes de C. albicans, Romao 

et collaborateurs ont pu montrer que le recrutement des antigènes dans le phagosome 

recouvert de LC3B dépendait de la stimulation des récepteurs de reconnaissance de formes 

(TLR2 par exemple) et de l’activité de la NADPH oxydase 2 (NOX2). La déconjugaison de LC3B-

II associée à la membrane du phagosome semble se produire avant l'acidification des 

phagosomes et la fusion avec les lysosomes. Dans ce cas, les auteurs suggèrent que la formation 

de LAP pourrait retarder la dégradation de l'antigène par la voie endolysosomale et ainsi 

prolonger la présentation des peptides antigéniques sur les complexes du CMH-II conduisant à 

une meilleure réponse des lymphocytes T CD4+ (Romao et al, 2013). 
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Figure 21 : contribution schématique de l'autophagie dans l’apprêtement d’antigènes de tumeurs exogènes. 
D’après (Fonderflick et al, 2020). (A) (1) L'autophagie peut être induite dans les cellules tumorales par la privation de 
nutriments, le traitement médicamenteux, la chimiothérapie... Les autophagosomes des cellules tumorales peuvent être 
libérés naturellement dans l’environnement ou à cause des différents stimuli que peuvent recevoir les cellules tumorales. 
Ces autophagosomes sont libérés dans l'environnement extracellulaire et internalisés par des cellules présentatrices 
d'antigènes (CPA)qui sont spécialisées dans la présentation croisée d’antigènes. Les antigènes sont ensuite traités et liés 
aux molécules de CMH-I (complexe majeur d’histocompatibilité de classe I) à la surface cellulaire pour le « priming » et 
l’activation des LT (lymphocytes T) CD8+. (2) L'inhibition de l'activité du protéasome et de la dégradation des 
autophagosomes dans les cellules tumorales conduisent à l'agrégation de protéines ubiquitinylées, comme le produit 
ribosomal défectueux (DRiPs) et les protéines à vie courte (SLiPs) qui sont séquestrées dans les autophagosomes via 
p62. La protéine p62 est capable d’interagir avec LC3B au niveau des autophagosomes grâce à un domaine d'interaction 
à LC3 (LIR) et aux ubiquitines liées à l'antigène grâce à un domaine de liaison à l'ubiquitine. Puis, la vésicule interne des 
autophagosomes est également libérée dans le milieu extracellulaire. Cette vésicule dérivée des autophagosomes est 
appelée Dribble DRiPs containing autophagosomes-rich bleds). (B) Les vésicules contenant les antigènes et d’autre 
molécules importantes (DAMP, CLEG9A-L) pour l’activation du système immunitaire et la capture par les CPA sont 
endocytées par la CPA. Ces vésicules endocytées sont ensuite probablement fusionnées avec des endosomes tardifs et/ou 
le compartiments MIIC pour être traitées engendrer des peptides liés aux protéines du MHC-I par présentation croisée. 
L'autophagie dans les cellules donneuses d'antigène pourrait améliorer l'immunogénicité des cellules tumorales en 
augmentant la présentation croisée. Dans un second temps, la libération des antigènes directement dans le domaine 
extracellulaire permet une internalisation par les CPA par phagocytose associée à LC3 (LAP). La LAP facilite le 
traitement de l'antigène et augmente la présentation par le CMH-II afin d’activer les lymphocytes T CD4+. Abréviations 
: Ag : Antigène, DRiP : produits ribosomiques défectueux, HMGB1 : High Mobility Group Box 1, HSP : Heat shock Protein, 
, MIIC : Compartiment CMH de classe II, SLiP : protéine de courte durée de vie. 
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 Autophagie et présentation d’antigènes par les molécules du CMH 

de classe I 

L'autophagie est aussi impliquée dans la présentation d’antigènes par les protéines du 

CMH-I ; d'une part en régulant le niveau d'expression du CMH-I sur la membrane cellulaire et 

d'autre part, en générant des peptides antigéniques pour une présentation par le CMH-I. 

3.2.2.1. Autophagie et expression des molécules du CMH de 

classe I 

Chez les souris, les DC et les macrophages invalidés pour les gènes de l’autophagies Atg5 

et Atg7 présentent un niveau de molécule CMH-I plus élevé à leur surface cellulaire par rapport 

aux cellules de type sauvage. Les protéines ATG semblent donc être impliquées dans 

l'internalisation et le recyclage du CMH-I (Loi et al, 2016). En effet, il a été démontré que les 

molécules du CMH-I recrutent l'adaptateur protéique AAK1 (adaptator associated kinase 1) 

(Loi et al, 2016), un régulateur de l'endocytose médiée par la clathrine (Conner & Schmid, 

2002), via la protéine LC3B liée à la membrane plasmique (Loi et al, 2016). Ainsi, un défaut 

d’expression de la protéine ATG5 entraine une inhibition de la lipidation de LC3 et conduit à un 

recrutement moins efficace d'AAK1 par les molécules du CMH-I. Ainsi, l’augmentation 

d’expression des molécules du CMH-I à la surface dans les CPA Atg5-/- conduit à une 

amélioration de la stimulation des lymphocytes T CD8+ au cours de l'infection par le virus de la 

grippe A et de la chorioméningite lymphocytaire chez ces souris (Loi et al, 2016). De plus, une 

étude récente de 2020 montre que, dans des adénocarcinomes ductaux du pancréas (PDAC, 

pancreatic ductal adenocarcinoma), les molécules du CMH-I sont la cible d’une dégradation 

lysosomale dépendante de l’autophagie et qui semble faire intervenir le récepteur 

autophagique NBR1. Dans cette étude, l’inhibition de l’autophagie permet d’augmenter 

l’expression des molécules du CMH-I à la surface cellulaire, favorisant la présentation 

d’antigènes. L’inhibition de l’autophagie dans un modèle de souris syngéniques portant une 

tumeur PDAC permet la reconnaissance de ces cellules PDAC par les lymphocytes T 

cytotoxiques CD8+ antitumoraux, conduisant à une diminution de la croissance tumorale pour 

ces souris. Cette étude montre que l’autophagie peut participer à l’échappement tumorale en 

dégradant et en internalisant les molécules du CMH-I, empêchant ainsi la reconnaissance des 

peptides dérivés de tumeurs par les lymphocytes T (Yamamoto et al, 2020). 
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3.2.2.2. Autophagie et présentation d’antigènes endogènes 

par les molécules du CMH-I  

Au-delà du rôle de l’autophagie dans la dégradation et le recyclage de molécules du 

CMH-I présentent au niveau de la membrane, il a également été décrit un rôle contradictoire de 

l’autophagie favorisant la présentation d’antigènes par les molécules du CMH-I en augmentant 

l’apprêtement d’antigènes endogènes et leur présentation par les protéines du CMH-I. Ainsi, 

dans un modèle de macrophages infectés par le virus HSV-1, les auteurs ont montré que, 

pendant les premières heures de l’infection, la présentation des peptides dérivés de l'antigène 

glycoprotéine B (gB) suivait la voie classique de présentation impliquant le protéasome et la 

stimulation des lymphocytes T CD8+ spécifiques de l’antigène gB (English et al, 2009). 

Néanmoins, après une infection de 8 à 12 heures, les antigènes gB peuvent être apprêtés par 

autophagie. En effet, la réalisation d’un traitement à la bafilomycine A, un inhibiteur de 

l'acidification lysosomale, entraine une forte diminution de la capacité des macrophages à 

stimuler les lymphocytes T CD8+ restreints à l’antigène gB (English et al, 2009). D’autre part, 

une étude complémentaire par microscopie électronique a permis d’observer que l'antigène 

était internalisé dans des autophagosomes spécifiques à quatre membranes provenant 

probablement du noyau. Après avoir été dégradés dans les autophagosomes, les peptides se 

sont échappés vers le cytosol pour être ensuite traités par le protéasome et rejoindre la voie 

classique du CMH-I d'une manière dépendante du système TAP (English et al, 2009). 

La présentation de l'antigène par les protéines du CMH-I peut aussi impliquer 

l’autophagie, mais indépendamment du protéasome et du transporteur peptidique TAP. Cela a 

été démontré dans un modèle différent d’infection par le cytomégalovirus (CMV) de 

lymphoblastes humains déficients pour le transporteur TAP (Tey & Khanna, 2012). En effet, 

l'inhibition du protéasome n'a pas affecté l’apprêtement et la présentation de l'antigène viral 

pUL138 puisque les cellules étaient encore capables d'activer les cellules T CD8+ restreintes à 

pUL138. En revanche, l'inhibition de l'autophagie par un traitement à la chloroquine réduisait 

fortement la présentation de l'antigène pUL138 par les molécules du CMH-I. De plus, dans ce 

cas le complexe [CMH-I:peptide] était assemblé dans le compartiment endosomal et non dans 

le RE comme cela est décrit classiquement (Tey & Khanna, 2012). 

Certains virus ont développé la capacité de bloquer la machinerie autophagique pour 

échapper à la surveillance du système immunitaire. Par exemple, in vitro, il a été montré que 

des DC de souris infectées par un mutant du virus HSV1 qui n’exprime pas la protéine ICP34.5 

(Infected Cell Protein), une protéine jouant un rôle inhibiteur de l'autophagie, présentaient une 

meilleure capacité à stimuler les lymphocytes T CD8+ (Budida et al, 2017). ICP34.5 inhiberait 

l'autophagie par son interaction avec BECLIN1, une protéine majeure impliquée dans la 
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formation des autophagosomes, et limiterait ainsi la présentation antigénique (Budida et al, 

2017).  

3.2.2.3. Autophagie et présentation croisée d’antigènes par le 

les molécules du CMH-I : Rôle dans les cellules 

dendritiques 

Le mécanisme par lequel les peptides exogènes peuvent être apprêtés et présentés par 

les molécules du CMH-I n’est pas complètement compris. Dans ce contexte, le rôle de 

l'autophagie dans la présentation croisée d'antigènes exogènes par les molécules du CMH-I 

dans les cellules dendritiques reste controversé. Dans les expériences menées par Lee et ses 

collaborateurs, que nous avons mentionnées précédemment (Lee et al, 2010), les auteurs ont 

également examiné si l'autophagie était capable de présenter un peptide exogène sur les 

molécules du CMH-I dans un modèle de cellules hématopoïétiques Atg5-/- (Lee et al, 2010). Pour 

cela, des DC de type sauvage ou des DC déficientes en autophagie ont été incubées avec un 

antigène OVA soluble ou avec des cellules apoptotiques exprimant l'OVA. Dans ces cellules 

n’exprimant pas ATG5, ni la phagocytose ni l'endocytose ne sont affectées. Dans tous les cas, les 

DC de type sauvage ou Atg5-/- ont pu stimuler les cellules T CD8+ spécifiques de l'OVA avec une 

efficacité similaire et il a également été montré que, chez les souris Atg5-/-, le « priming » des 

lymphocytes T CD8+ n'était pas affecté (Lee et al, 2010). Selon ces auteurs, l’inhibition du 

processus autophagique ne perturbe donc pas la présentation croisée. 

Dans un second article, des auteurs sont arrivés à des conclusions différentes sur le rôle 

de l’autophagie dans la présentation croisée. Dans cette étude, le gène VPS34 a été invalidé dans 

une sous-population de cellules dendritiques (DC CD8+) impliquées dans la présentation 

croisée (Parekh et al, 2017). VPS34 est une protéine impliquée dans l'autophagie ainsi que dans 

l'endocytose et le trafic vésiculaire intracellulaire (Backer, 2008). En l'absence de VPS34, 

aucune structure à double membrane de type autophagosome n'a été détectée dans les cellules 

dendritiques et l'accumulation de réticulum endoplasmique ou de mitochondries montre que 

la voie autophagique canonique est défectueuse dans ces cellules (Parekh et al, 2017). 

Néanmoins, ces cellules dendritiques déficientes en VPS34 présentent une meilleure capacité à 

présenter des peptides par les voies classiques du CMH I et II (respectivement par la voie 

protéasomale ou endosomale). Toutefois, les DC déficientes en VPS34 ne sont pas en mesure de 

présenter de manière croisée l'antigène OVA exogène lorsque les DC sont exposées à des 

cellules apoptotiques exprimant l'OVA. Au contraire, la présentation croisée de OVA exogène 

est possible lorsque l’antigène OVA est présenté aux DC sous une forme soluble, surexprimé 

dans les bactéries ou adressé aux DC par un anticorps. Ces résultats suggèrent que la 
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pinocytose, l'endocytose médiée par les récepteurs ou les processus de phagocytose n'ont pas 

été affectés (Parekh et al, 2017). Les auteurs ont également montré que l'inhibition de 

l'expression de la VSP34 dans les DC entraînait une diminution de leur capacité à présenter des 

antigènes provenant de cellules apoptotiques. Cette inhibition de la présentation par les DC est 

probablement due à une diminution de l’expression du récepteur TIM-4. Ce récepteur est 

impliqué dans la phagocytose de cellules apoptotiques qui présentent de la phosphatidylsérine 

en surface. La perte de VPS34 diminue l’efficacité de la phagocytose du fait de l’absence du 

récepteur TIM4.  

De plus, dans les souris où l’expression de VPS34 a été invalidée spécifiquement dans les DC, les 

auteurs ont montré une augmentation du développement des métastases à la suite de 

l’inoculation de cellules issues d’un mélanome murin (B16). Le VPS34 semble donc jouer un 

rôle clé dans la régulation de l'homéostasie des cellules dendritiques CD8+ (Parekh et al, 

2017). 

Cependant les résultats de ces travaux sont sujet à débat car d’autres études ont donné 

des conclusions différentes. En effet, il a été montré que des nanoparticules Al2O4 recouvertes 

de l'antigène OVA étaient capables d'induire une présentation croisée de l’antigène OVA sur les 

molécules du CMH-I par autophagie dans les DC. Ce mécanisme fait intervenir les 

autophagosomes puisque des études par immunofluorescence montrent que les nanoparticules 

recouvertes d'OVA sont retrouvées dans ces structures à double membranes. De plus, 

l'inhibition de l'autophagie diminue la présentation de OVA par les molécules du CMH-I, 

démontrée par une diminution de la prolifération des LT CD8+ spécifiques de OVA (Li et al, 

2011a). 

3.2.2.4. Autophagie et présentation croisée d’antigènes par les 

molécules du CMH-I : Rôle dans les cellules donneuses 

d’antigènes 

Pendant la présentation croisée, l'antigène provient de l'extérieur. Les DC peuvent 

internaliser des cellules infectées par un virus ou des cellules tumorales en mort cellulaire qui 

deviennent alors des cellules donneuses d'antigènes. Des résultats intéressants ont suggéré un 

rôle important de l'autophagie pour une présentation croisée optimale d’antigènes issus de ces 

cellules. Pour montrer cette présentation croisée, Li et ses collègues (Li et al, 2008) ont utilisé 

un modèle de cellules HEK293T exprimant l’antigène GFP-OVA se liant à la membrane ou une 

lignée cellulaire de mélanome humain exprimant l’antigène endogène tumoral gp100. 

L'autophagie a été stimulée dans ces cellules donneuses d'antigènes par la rapamycine ou par 

une privation en nutriments avant que les cellules ne soient irradiées puis incubées avec les DC. 
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Cette activation de l’autophagie a amélioré la présentation croisée de ces antigènes par les DC, 

comme le démontre une stimulation plus forte des lymphocytes T CD8+ spécifiques des 

antigènes OVA et gp100 (Li et al, 2008). L'effet inverse a été observé lorsque l'autophagie a été 

inhibée dans les cellules donneuses d'antigènes, soit en bloquant l’étape d’initiation par des 

siRNA Beclin1 ou soit en bloquant la formation de l'autophagosome par des siRNA Atg12. De 

façon surprenante, le blocage de l'étape de fusion entre les autophagosomes et les lysosomes, 

en utilisant le NH4Cl, a également augmenté la présentation croisée, ce qui suggère que 

l’apprêtement de l'antigène ne se produit pas dans l'autolysosome (Li et al, 2008).  

Afin d’étudier le rôle des différents types de mort cellulaire sur l'efficacité de la 

présentation croisée, Uhl et collaborateurs, ont établi deux lignées cellulaires donneuses 

d'antigènes. Dans une lignée cellulaire de fibroblastes embryonnaires murins (MEF), l'apoptose 

a été supprimée en invalidant l'expression de Bax et Bak (Uhl et al, 2009). Les cellules ont 

ensuite été infectées par le virus de la grippe puis tuées par un stress génotoxique UV-B (Uhl et 

al, 2009). Suite à ces traitements, les cellules contrôles MEF de type sauvage sont mortes par 

apoptose, tandis que les MEF Bax/Bak-/- sont mortes par mort cellulaire programmée de type II 

(autophagie). Ces deux lignées cellulaires ont été utilisées pour immuniser des souris. Neuf 

jours après l'immunisation in vivo, le nombre de lymphocytes T CD8+ restreints aux complexes 

peptides dérivés du virus de la grippe associés au CMH-I était plus important dans les ganglions 

lymphatiques des souris immunisées avec des cellules MEF Bax/Bak-/- (Uhl et al, 2009). Ces 

résultats suggèrent qu'une cellule donneuse d'antigènes mourant par autophagie aurait une 

plus grande capacité à induire une présentation croisée dans les DC. L’importance de 

l’autophagie a clairement été démontrée puisque l’inhibition de l’expression d’ATG5 dans les 

cellules donneuses d’antigènes réduit drastiquement l’apprêtement dans les DC (Uhl et al, 

2009). Ainsi, l'autophagie peut être indirectement impliquée dans l’apprêtement et la 

présentation des antigènes par les molécules du CMH-I en délivrant des antigènes aux DC pour 

le « priming » et la stimulation de LT CD8+ spécifiques. Cependant, le mécanisme exact doit 

encore être élucidé. 

 Autophagie et présentation d’antigènes de tumeurs 

Nous avons précédemment montré que l'autophagie peut être impliquée dans 

l’apprêtement et la présentation des antigènes endogènes et exogènes présentés par les 

molécules du CMH-I et II. La voie autophagique pourrait également jouer un rôle important 

dans l’immunosurveillance des cancers et dans l'élimination des cellules tumorales par les LT 

CD8+ et CD4+. 
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3.2.3.1. Autophagie et présentation des antigènes tumoraux 

par les molécules du CMH-II  

L’autophagie pourrait jouer particulièrement un rôle dans l’apprêtement et la 

présentation, par les molécules du CMH-II, des peptides dérivés d’antigènes tumoraux. Par 

exemple, la MUCINE 1 (MUC1) est une protéine normalement exprimée à la surface cellulaire 

des cellules épithéliales. Cette protéine est surexprimée par les cellules tumorales dans la 

leucémie myéloïde aiguë humaine (Liu et al, 2014b) et dans le cancer du sein (Rahn et al, 2001). 

Dörfel et ses collaborateurs ont démontré (Dörfel et al, 2005), dans un modèle de DC 

surexprimant MUC1, que l’apprêtement de la protéine MUC1 impliquait plusieurs voies comme 

le protéasome et le compartiment endolysosomal. Dans ce modèle, l'inhibition de l'autophagie 

(par le 3-MA ou la Wortmannine), diminue la capacité des DC à présenter les peptides de MUC1 

sur les molécules du CMH-II sans modifier la présentation par les molécules du CMH-I (Dörfel 

et al, 2005). D'autres peptides dérivés d’antigènes des tumeurs du mélanome tels que MAGE-3 

(Chaux et al, 1999), Melan-A (Godefroy et al, 2006), Melan-A / MART-1 (Zarour et al, 2000) et 

gp100 (Robila et al, 2008) ont également été décrits comme des antigènes présentés par les 

molécules du CMH-II dans des CPA ou des cellules de mélanome. Néanmoins, la contribution 

des protéines ATG et de l'autophagie dans l’apprêtement des antigènes de tumeurs du 

mélanome n'a pas encore été étudiée. 

3.2.3.2. Autophagie et présentation croisée : Rôle dans les 

cellules tumorales comme cellules donneuses 

d'antigènes 

Comme nous avons pu le décrire précédemment, l’activation de l’autophagie peut être 

importante dans les cellules HEK293T ou les cellules tumorales exprimant l'OVA ou gp100 

lorsqu’elles sont utilisées comme cellules donneuses d’antigènes pour la présentation croisée 

d’antigènes dans les DC (Li et al, 2008). Dans cette étude, Li et ses collaborateurs ont supposé 

que les autophagosomes provenant des cellules donneuses et contenant des antigènes 

tumoraux pouvaient être utilisés pour délivrer ces antigènes tumoraux aux DC. Pour vérifier 

leur hypothèse, des autophagosomes ont été purifiés à partir de cellules HEK293T prétraitées 

par le NH4Cl afin de bloquer la fusion entre l'autophagosome et le lysosome. Les DC incubées 

avec ces vésicules autophagiques purifiées ont ensuite pu stimuler les LT CD8+ spécifiques 

d’OVA. De même, des DC incubées avec des autophagosomes isolés à partir des cellules de 

mélanome ont également été capables d'induire une réponse T CD8+ contre l'antigène tumoral 

gp100. L’ensemble de ces résultats suggère que les autophagosomes purifiés pourraient être de 

bons candidats pour une vaccination contre des antigènes tumoraux (Li et al, 2008) (Figure 21). 
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Dans une autre étude, le même groupe a montré que l'acide alpha-tocophéryloxyacétique (α-

TEA), un analogue de la vitamine E principalement décrit comme un inducteur de l'apoptose 

des cellules tumorales, pouvait également stimuler l'autophagie et améliorer la présentation 

croisée des antigènes tumoraux par les DC (Li et al, 2012). De plus, les cellules tumorales 

stimulées par l’α-TEA sont aussi capables de libérer des vésicules qui présentent des niveaux 

élevés de LC3B-II suggérant comme origine les autophagosomes. Ces vésicules appelées -

TAGS (-TEA-derived autophagosome-enriched supernatant) proviennent du surnageant de 

cellules tumorales exprimant l’antigène OVA stimulées par le -TEA. Ces vésicules permettent 

de fournir l'antigène OVA aux cellules dendritiques pour induire in vitro une meilleure réponse 

des cellules T CD8+. 

La dégradation des protéines par le protéasome concerne en général des protéines à 

courte durée de vie SLiP (short-lived protein) ou des produits de traduction ribosomique 

défectueux DRiP (defective ribosomal product) ; alors que l'autophagie concerne plutôt la 

dégradation des protéines à longue durée de vie. Cependant, lorsque le protéasome est inhibé 

par le Bortezomib, un inhibiteur irréversible du protéasome,  les SLiP ainsi que les DRiP 

s'agrègent et deviennent des substrats de la dégradation par la voie autophagique (Li et al, 

2009b). En effet, des études effectuées sur des autophagosomes présents dans les cellules 

cancéreuses traitées à la fois avec des inhibiteurs du protéasome et de la fusion 

autophagosome-lysosome montrent que les protéines SLiPs et DRiPs ubiquitinylées 

colocalisent avec LC3B (Li et al, 2011b). Ces autophagosomes contiennent également des 

protéines à longue durée de vie ubiquitinylées. La présence de ces protéines ubiquitinylées 

dans les autophagosomes dépendrait du récepteur autophagique p62 (Twitty et al, 2011). De 

plus, ce traitement prolongé par un inhibiteur du protéasome entraine la libération d‘un 

nouveau type de vésicules dans le milieu de culture appelées DRibbles (DRiPs containing 

autophagosomes-rich bleds) (Li et al, 2011b; Yu et al, 2017) (Figure 21). Ces DRibbles 

contiennent également des DAMP comme HMGB1, HSP 90, HSP 94 et la calréticuline. Ainsi, ces 

autophagosomes contenant des DAMP peuvent libérer ces différentes protéines dans le milieu 

extracellulaire provoquant une amélioration de l'efficacité d’une vaccination à base de DRibbles 

(Li et al, 2011b). Les DRibbles provenant de cellules cancéreuses traitées par des inhibiteurs du 

protéasome présentent un plus large spectre d'antigènes cellulaires en comparaison aux 

autophagosomes libérés naturellement et provenant de cellules non traitées. 

Le mécanisme par lequel les DRibbles sont internalisés dans les DC n'est pas encore 

complètement élucidé. Cependant, la présence du ligand CLEC9A sur leur membrane pourrait 

contribuer à leur internalisation. Le récepteur de cette lectine de type C, CLEC9A, a été décrit 

comme étant impliqué dans la capture de cellules nécrotiques et dans la présentation 
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d'antigènes par une sous-population de DC compétentes pour la présentation croisée (Figure 

21) (Li et al, 2011b). Ces auteurs suggèrent que les DRibbles pourraient pénétrer dans les 

cellules par les cavéoles ou par endocytose dépendante de la clathrine. Ils ont également 

suggéré que CLEC9A pourrait orienter les antigènes contenus dans les DRibbles vers le 

compartiment endosomal non acide dans les cellules dendritiques pour une présentation 

croisée. De plus, la dégradation des antigènes ferait intervenir, en plus de l’endocytose, la voie 

de dégradation par le protéasome/TAP et le système ERAD (ER-associated degradation). Les 

antigènes s'échapperaient du compartiment endosomal vers le cytosol (Li et al, 2011b). Une 

autre hypothèse suggère que les autophagosomes internes pourraient être endocytés par les 

cellules dendritiques et se retrouver dans les endosomes tardifs/le MIIC (Figure 21). En effet, 

des molécules actives du CMH-I ont été trouvées dans ce compartiment de la voie vacuolaire 

(Mahmutefendić et al, 2007). Les molécules du CMH-I sont recyclées continuellement à partir 

de la surface cellulaire et reçoivent un nouveau peptide dans le compartiment MIIC (Kleijmeer 

et al, 2001). Ainsi, les peptides créés dans la voie autophagique ou dans la voie endocytaire 

pourraient être chargés sur des molécules de CMH-I dans ce compartiment, puis transportés à 

la membrane plasmique pour activer les lymphocytes T CD8+. 

Des DRibbles ont également été produits à partir de différentes lignées cellulaires 

cancéreuses et incubés avec les DC pour une présentation croisée afin d'induire une réponse 

immunitaire des cellules T CD8+ (Xing et al, 2016). Une prolifération in vitro de ces lymphocytes 

T CD8+ a été observée lorsque ces cellules ont été co-cultivées avec des DC qui avaient été au 

préalable mis en présence des DRibbles pour amorcer une présentation croisée. En plus 

d'induire une puissante réponse des lymphocytes T, les DRibbles ont également été décrits 

comme impliqués dans la réponse immunitaire innée. En effet, ces vésicules activent plusieurs 

récepteurs de reconnaissance de forme (PRR) comme TLR2, 4, 7 et 8 et le récepteur NOD2 

intracellulaire pour induire l'expression de cytokines pro-inflammatoires (TNF-, IL-6, IL-10 et 

IL1-) et la maturation des DC (Xing et al, 2016). Les DRibbles fournissent également les 

signaux 1 (TLR) et 2 (ATP) nécessaires à l’activation de l’inflammasome à NLRP3 induisant la 

production d'IL-1 par les cellules mononucléaires du sang périphérique (Xing et al, 2016). 

L’ensemble de ces données confirme que les autophagosomes provenant de cellules donneuses 

d'antigènes sont une bonne alternative pour délivrer des antigènes tumoraux aux cellules 

dendritiques pour une présentation croisée. 
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3.3. Autophagie et présentation d’antigènes pour améliorer les 

immunothérapies 

Le but d'un protocole d'immunothérapie est d'aider le système immunitaire à 

combattre et à éliminer les cellules cancéreuses. Différents types d'immunothérapies sont 

utilisés à l’heure actuelle : les anticorps ciblant les inhibiteurs des points de contrôle 

immunitaire, les thérapies utilisant des transferts adoptifs de cellules immunitaires modifiées 

ou non génétiquement, les anticorps monoclonaux, les vaccins thérapeutiques et les 

modulateurs du système immunitaire. Dans ce paragraphe, nous présenterons les résultats sur 

l'utilisation potentielle de l'autophagie pour moduler la présentation d’antigène dans les 

cellules cancéreuses et dans les cellules présentatrices d’antigènes professionnelles par 

vaccination, par chimiothérapie et par radiothérapie. 

 Fractions de vésicules enrichies en autophagosomes (DRibbles) 

Comme nous l’avons vu précédemment, les DC incubées avec du surnageant contenant 

des -TAGS (-TEA-derived autophagosome-enriched) sont capables de délivrer l'antigène 

OVA aux DC pour induire une forte réponse des cellules T CD8+ in vitro (Li et al, 2012). De façon 

intéressante, l'immunisation in vivo de souris BALB/c à l'aide de DC incubées avec ces -TAGS 

permet de réduire les métastases pulmonaires et d’améliorer la survie des souris portant des 

tumeurs mammaires murines 4T1 (Li et al, 2012). Cet effet n’a pas pu être reproduit si les 

cellules tumorales utilisées pour produire les -TAGS sont traitées avec des shRNA Atg12 ou 

avec du 3-MA, prouvant le rôle déterminant de la formation d'autophagosomes dans la 

présentation croisée par les DC (Li et al, 2012). Ces données suggèrent donc que la 

chimiothérapie à base de -TEA pourrait permettre de développer des nouvelles stratégies 

pour générer des antigènes associés aux tumeurs et induire une présentation croisée par les DC 

et améliorer la réponse immunitaire contre les cellules tumorales (Li et al, 2012). 

Il a également été montré que les cellules tumorales traitées avec des inhibiteurs du 

protéasome et des inhibiteurs de la fusion autophagosome-lysosome libéraient dans le milieu 

de culture des vésicules dérivées d'autophagosomes contenant des antigènes tumoraux. Ces 

DRibbles ont été présentés comme de bons candidats pour la vaccination antitumorale en 

délivrant des antigènes tumoraux via les autophagosomes aux DC. En effet, lorsque des souris 

portant des tumeurs 3LL ont reçu une injection sous-cutanée de DC qui ont été incubées avec 

des DRibbles dérivés de 3LL (3LL-DRibbles), un retard de croissance tumorale et une 

amélioration significative de la survie des souris ont pu être observés (Li et al, 2011b). De plus, 

lorsque les souris ont été vaccinées avec des DC incubées avec du 3LL-DRibbles en présence 
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d'IFN- et de l'adjuvant poly [IC], l'efficacité de cette vaccination a été considérablement 

améliorée. Par ailleurs, des souris inoculées par voie intraveineuse avec des cellules tumorales 

3LL ont ensuite été vaccinées pour évaluer la formation de métastases. La vaccination avec les 

DC chargées avec des 3LL-DRibbles a fortement réduit le nombre de métastases (Li et al, 

2011b). Les DC chargées de DRibbles ont activé les lymphocytes T CD8+ avec une meilleure 

efficacité que les DC chargées de cellules mortes ou de lysats cellulaires. Sur la base de ces 

résultats, Li et ses collaborateurs ont proposé que les vaccins liés aux DRibbles pourraient être 

une approche clinique prometteuse pour traiter les patients atteints d'un cancer du poumon 

non à petites cellules ou d'un cancer du sein (Li et al, 2011b).  

Dans une autre étude, Twitty et collaborateurs (Twitty et al, 2011) ont utilisé un modèle 

de sarcomes murins induits par le 3-méthylcholanthène (MCA) pour comparer l'efficacité de la 

vaccination des souris faite soit avec des cellules entières de sarcomes induits par le MCA ,soit 

avec des DRibbles dérivés de ces tumeurs. Les DRibbles ont été produits à partir de cellules 

tumorales traitées par bortézomib et NH4Cl. La vaccination avec des cellules entières irradiées 

a déclenché une réponse immunitaire contre les sarcomes homologues mais n'a pas permis de 

déclencher une réponse immunitaire contre les sarcomes dérivés de MCA non homologues. Au 

contraire, la vaccination avec des DRibbles dérivés d'un sarcome induit par un traitement MCA 

a donné une protection contre ce sarcome homologue mais aussi contre les autres sarcomes 

non homologues. Les SLiP sont une source commune d'antigènes entre tous les sarcomes 

indépendants. Néanmoins, la vaccination avec les DRibbles dérivés d'un sarcome induit par un 

traitement au MCA n'a pas pu produire de réponse immunitaire contre d'autres lignées 

cellulaires comme par exemple les lignées cellulaires de mélanomes B16 et les cellules rénales 

primaires. Les auteurs ont également montré qu'un traitement au bortézomib stabilisait les 

SLiP ubiquitinylées qui étaient délivrées dans les autophagosomes par l'adaptateur 

autophagique p62. La réponse immunitaire générée par la vaccination avec les DRibbles est 

dirigée spécifiquement contre les SLiP ubiquitinylées. En fait, un prétraitement des cellules avec 

un inhibiteur de la synthèse des protéines limite la production de SLiP et, dans ces conditions, 

la vaccination par les DRibbles ne permet pas d’induire une protection immunitaire (Twitty et 

al, 2011). 

Une vaccination thérapeutique efficace est basée sur une forte réponse des lymphocytes T qui 

peut être induite si les cellules tumorales génèrent des néo-épitopes et si ces cellules sont 

reconnues par les cellules T spécifiques de ces épitopes. La plupart du temps, la réponse 

immunitaire n’est pas efficace car les cellules tumorales elles-mêmes sont capables d’inhiber la 

réponse immunitaire des lymphocytes T infiltrant les tumeurs. Pour améliorer cette réponse, 

une immunothérapie combinatoire utilisant des DRibbles allogéniques et des anticorps anti-
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récepteurs de costimulation OX40 a été utilisée chez des souris porteuses d'un carcinome 

mammaire 4T1. L'OX40 est un récepteur appartenant à la famille des récepteurs du TNF. Ce 

récepteur est exprimé dans les cellules T stimulées mais pas dans les cellules T naïves. La 

combinaison d'anticorps agonistes d’OX40 et des DRibbles a entraîné une amélioration de 

l’activation, de la prolifération et de la différenciation des lymphocytes T naïfs en lymphocyte T 

mémoires et effecteurs associés à la régression tumorale (Yu et al, 2016). 

Un autre effet immunitaire des DRibbles a été observé sur les réponses immunitaires 

induites par les lymphocytes B (Li et al, 2013). En effet, l'injection intraveineuse dans des souris 

de DRibbles isolés à partir de lignées cellulaires Hepa1-6 (hepatoma cell lines) induit une 

meilleure réponse (activation et prolifération des cellules B) in vivo que l'injection d’un lysat de 

cellules tumorales. De plus, lorsque les lymphocytes B ont été mis en présence de DRibbles, ces 

cellules ont pu capturer les antigènes des DRibbles pour traiter et présenter des peptides afin 

de réactiver directement les lymphocytes T effecteurs. Le niveau de réponse des lymphocytes 

B était directement corrélé à la quantité de protéines présentes dans les DRibbles. Il est 

intéressant de noter que l’activation des lymphocytes B implique la voie de signalisation 

passant par TLR2 (Li et al, 2013). Le récepteur TLR2 reconnait des DAMP, et cette 

reconnaissance induit un cascade de signalisation passant par MyD88 et qui aboutit à 

l’activation du facteur de transcription NF-B (Li et al, 2013). Le facteur de transcription NF-B 

promeut ensuite l’expression de gènes comme pro-IL-1 et NLRP3 qui permettront la 

production de la cytokine pro-inflammatoire IL-1 après clivage par une caspase et la mise en 

place de l’inflammasome à NLRP3 (Segovia et al, 2012). 

Enfin, la vaccination par les DRibbles a également fait l’objet d’essais cliniques. Un essai 

clinique de phase II évaluant l’utilisation de vaccin à DRibbles (DPV-001) chez les patients 

atteints de cancer du poumon (NSCLC) montre que ce vaccin présente un large spectre 

d’antigènes. Au bout de 12 semaines, les PBMC et le sérum ont été récupérés chez les patients 

vaccinés. Les résultats obtenus à partir de ces échantillons ont montré une activation des 

cellules T et B (NCT01909752) (Hilton et al, 2014). En 2017, les auteurs de cette étude clinique 

décrivent qu’ils envisagent de débuter un essai clinique avec l’utilisation du vaccin DPV-001 et 

d’anti-PD1 pour améliorer la réponse immunitaire antitumorale. Une étude plus récente a 

démarré en 2017, et les résultats sont attendus pour 2020 (NCT03057340).  

Dans toutes les études mentionnées précédemment, des DRibbles ont été produits à 

partir de cellules tumorales traitées, soit avec un inducteur d'autophagie, soit avec un inhibiteur 

du protéasome et un inhibiteur de fusion autophagosome-lysosome. Cependant, les résultats 

d’une autre étude montrent que les cellules tumorales sont également capables, sans 

traitement, de produire et de libérer des autophagosomes appelés TRAP (Tumor cell-Released 
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AutoPhagosomes) (Zhou et al, 2016). La libération de ces TRAP dans l’environnement tumoral 

favorise la différenciation des lymphocytes B en lymphocytes B régulateurs produisant de l’IL-

10 qui a une activité immunosuppressive sur les lymphocytes T. Ces TRAP permettent ainsi la 

mise en place d’un microenvironnement tumoral immunosuppressif (Zhou et al, 2016). De-

même, les TRAP ont été isolés à partir de la lignée cellulaire B16-F10 et ajoutés au milieu de 

culture de macrophages dérivés de la moelle osseuse conduisant à la différenciation de ces 

macrophages en un phénotype immunosuppressif M2. Ce phénotype se caractérise, sur les 

macrophages, par une diminution de l'expression des molécules de CMH-II et par l'absence de 

protéines de costimulation CD86 (Zhou et al, 2016; Wen et al, 2018). De plus, ces TRAPs 

peuvent augmenter l’expression de PD-L1 sur les macrophages M2. PD-L1 est le ligand du 

récepteur « checkpoint inhibiteur » PD1 (programmed cell death protein 1) présent sur les 

lymphocytes T. L’activation de cette voie exerce un rétrocontrôle négatif sur les lymphocytes T 

effecteurs pour limiter leur prolifération et donc leur activité antitumorale. Aussi, en plus de la 

surexpression de PD-L1, ces macrophages M2 produisent des cytokines comme IL-10, 

favorables à l’environnement immunosuppressif. De plus, ces macrophages ne produisent plus 

de cytokines inflammatoires qui favoriseraient l’élimination des cellules tumorales (Wen et al, 

2018). 

Les TRAP, les -TAGS et les DRibbles forment des vésicules qui peuvent différer les unes 

des autres par la quantité et la nature des antigènes qu’elles contiennent. La composition 

antigénique de ces vésicules peut varier en fonction de l’activation et l’inhibition de 

l’autophagie. Néanmoins, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour identifier la 

nature exacte des protéines contenues dans ces vésicules dérivées d’autophagosomes afin de 

définir la meilleure stratégie de vaccination pour une action antitumorale. 

 Utilisation de vaccin à base d'ADN 

Les études que nous avons décrites précédemment concernent la présentation croisée 

d'antigènes exogènes dans le but d’induire une réponse immunitaire antitumorale des 

lymphocytes T CD8+. Or, l’élimination des cellules tumorales pourraient aussi être améliorée en 

favorisant une réponse des lymphocytes T CD4+. Ces lymphocytes T CD4+ peuvent induire des 

mécanismes cytotoxiques mais peuvent également améliorer les activités cytotoxiques des 

cellules NK et des lymphocytes T CD8+. Pour induire une réponse immunitaire des lymphocytes 

CD4+, il faut adresser directement des antigènes à la voie autophagique pour favoriser un 

apprêtement et une présentation par les molécules du CMH-II. Dans le but d’adresser des 

antigènes endogènes aux autophagosomes, des cellules de mélanome humain M199 ont été 

transfectées par un plasmide exprimant la protéine autophagique LC3B fusionnée à l'extrémité 
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C terminale de NY-ESO-1 (New York esophageal squamous cell carcinoma 1) (Fonteneau et al, 

2016). NY-ESO-1 est un antigène normalement exprimé dans les cellules germinales mâles mais 

qui est surexprimé dans différents types de cancer. Ces études montrent que NY-ESO-1 fusionné 

avec LC3B a subi un apprêtement lysosomal en transitant par la voie autophagique pour être 

adressée dans le compartiment de chargement des molécules du CMH-II. Les cellules M199 

exprimant cette protéine de fusion sont capables d’activer davantage les lymphocytes T CD4+ 

in vitro qui produisent une forte quantité d'IFN- (Fonteneau et al, 2016). 

En utilisant une stratégie similaire, une autre étude montre que la protéine Gag p24 du 

VIH est retrouvée dans les autophagosomes des cellules dendritiques lorsque cette protéine est 

fusionnée avec LC3B. Ce ciblage aux autophagosomes permet d’améliorer l'activité des 

lymphocytes T CD4+ spécifiques du VIH (Coulon et al, 2016). Dans une autre étude, le récepteur 

autophagique p62 a également été fusionné avec l'antigène du VIH Gag p24. Dans cette étude, 

comme pour les autres protéines de fusion avec LC3B, les auteurs ont observé la mise en place 

d’une réponse lymphocytaire T CD4+ et CD8+ spécifique à Gag p24 (Andersen et al, 2016). 

Compte tenu de ces résultats, nous pouvons également supposer que les autres membres de la 

famille ATG8 tels que GABARAP ou GABARAPL1, ou d'autres récepteurs autophagiques sélectifs 

tels que NIX ou NDP52 pourraient aussi être utilisés pour adresser efficacement des antigènes 

aux autophagosomes. 

D’autres stratégies ont également été utilisées pour favoriser l’adressage d’un antigène 

aux autophagosomes. Ainsi, un peptide court appelé VIPA (viral inducer of protein aggregation) 

codé à partir du gène ICP10 du virus HSV2 a été utilisé pour sa capacité à agréger les protéines 

entre elles (Fu et al, 2010). Ce peptide a été utilisé pour produire une protéine de fusion GFP-

VIPA-OVA. Lorsque cette protéine de fusion est exprimée dans les cellules B16, des agrégats ont 

été visualisés par fluorescence dans les autophagosomes suggérant que VIPA permettrait 

l’agrégation des protéines et leur dégradation par autophagie. Ces cellules surexprimant la 

protéine de fusion ont ensuite été utilisées pour vacciner des souris inoculées avec des cellules 

B16-OVA. Cette vaccination permet d’augmenter la prolifération des lymphocytes T CD4+ et 

CD8+ et conduit à une diminution de la croissance tumorale (Fu et al, 2010). 

L’ensemble de ces études suggère que l'utilisation de protéines ATG8, d'adaptateurs de 

cargo ou d'inducteurs d'agrégats constituent une bonne stratégie pour cibler les antigènes 

tumoraux dans les autophagosomes des cellules dendritiques. Cette approche pourrait 

permettre, en utilisant un vaccin à base d'ADN, d’améliorer l’activation des cellules T CD4+ et 

CD8+ en immunothérapie antitumorale. 
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4. Cadre et but de la thèse  

Nous avons décrit précédemment que l’autophagie était impliquée dans l’immunité 

antitumorale. Les objectifs de ces travaux de thèse étaient :   

 

1) D’adresser des antigènes aux autophagosomes en utilisant les protéines de la 

famille ATG8 pour favoriser une présentation des peptides antigéniques par les 

molécules du CMH-II.  

Les données de la littérature ont pu montrer que la fusion de la protéine LC3B à un 

antigène dérivé de tumeur NY-ESO-1 (Fonteneau et al, 2016) ou à un antigène dérivé d’un virus 

Gag p24 (Coulon et al, 2016) permettait d’augmenter la présentation de peptides dérivés de ces 

antigènes par les protéines du CMH-II et donc d’augmenter la réponse des lymphocytes T CD4+ 

spécifiques du peptide antigénique. Ainsi, l’adressage de l’antigène à la voie autophagique grâce 

à LC3B permet de favoriser un apprêtement par cette voie et aussi une réponse passant par les 

lymphocytes T CD4+ qui peut être recherchée en immunité antitumorale.  

Nous nous sommes donc demandé si les protéines GABARAP et GABARAPL1, 

appartenant comme LC3B à la sous-famille ATG8 étaient capables, comme la protéine LC3B, 

d’adresser un antigène aux autophagosomes et de favoriser ainsi la présentation de cet antigène 

par les protéines du CMH de classe II. L’antigène ovalbumine (OVA) fusionné aux différentes 

protéines ATG8 a été utilisé comme modèle d’antigène pour mimer un antigène de tumeur et 

les cellules B16-F10 (cellules métastatiques issues d’un mélanome de souris) comme modèle 

cellulaire pouvant présenter des peptides OVA par les protéines codées par les gènes du CMH-

I et CMH-II. Par la suite, nous avons dû utiliser un vrai modèle de cellule présentatrice 

d’antigènes pour démontrer l’activation des lymphocytes T CD4+ spécifique de l’antigène OVA 

grâce à la fusion avec les protéines ATG8.  

 

2) D’étudier le rôle de la protéine GABARAPL1 dans la présentation d’antigène par 

les cellules B16-OVA et dans l’immunité antitumorale en réalisant des 

croissances tumorales dans des souris immunocompétentes.  

Le gène Gec1/Gabarapl1 a été initialement identifié chez le cochon d’Inde, au sein de 

notre laboratoire en 1993 et décrit comme positivement régulé par les estrogènes (Pellerin et 

al, 1993). Puis, GABARAPL1 a été décrit comme appartement à la famille ATG8 et comme 

participant à la maturation et à la fermeture des autophagosomes (Weidberg et al, 2010). Les 
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protéines de la famille ATG8 participent à la voie autophagique et peuvent s’ancrer à la 

membrane de l’autophagosome suite à la conjugaison au PE (Chakrama et al, 2010; Kabeya et 

al, 2004). Le laboratoire s’est ensuite intéressé au rôle de GABARAPL1 dans la prolifération 

cellulaire et dans le cancer. GABARAPL1 est plutôt décrit comme un gène suppresseur de 

tumeur. In vitro, la perte d’expression de GABARAPL1 dans les cellules tumorales de cancer du 

sein MDA-MB-236 est associée à une augmentation de la prolifération cellulaire et d’une 

diminution du flux autophagique (Boyer-Guittaut et al, 2014). Aussi, la surexpression de 

GABARAPL1 dans les cellules MCF-7 entraine une diminution de la croissance tumorale en sous 

cutanée dans des souris immunodéficientes (Poillet-Perez et al, 2017).  

Nous nous sommes donc demandé si l’invalidation de gabarapl1 dans un modèle 

cellulaire de mélanome de souris (B16-OVA) était aussi associée à une diminution du flux 

autophagique, une augmentation de la prolifération cellulaire in vitro et de la croissance 

tumorale dans des souris immunocompétentes. Notre hypothèse de départ était que 

l’invalidation de GABARAPL1 dans les cellules B16-OVA pouvait modifier la présentation 

d’antigènes par les protéines du CMH de classe I et II. Afin d’étudier le rôle de GABARAPL1 dans 

l’adressage des antigènes aux autophagosomes et la présentation des peptides par les protéines 

du CMH-II, nous avons entrepris de créer un modèle d’extinction de GABARAPL1. L’expression 

de la protéine GABARAPL1 a été invalidée dans les cellules B16-OVA par la technologie CRISPR-

Cas9. Le statut autophagique des cellules n’exprimant plus GABARAPL1 a été déterminé, puis 

la prolifération de ces cellules a été étudiée in vitro et in vivo. L’impact de la perte de 

GABARAPL1 dans ces tumeurs a été évalué en caractérisant le phénotype et la fonctionnalité 

des lymphocytes infiltrant les tumeurs. 
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 Matériels et méthodes 
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1. Culture cellulaire 

1.1. Les lignées cellulaires utilisées 

Les cellules B16-F10 sont des lignées cellulaires issues d’un mélanome murin (souche 

C57BL/6). Elles ont été cultivées en milieu RPMI 1640 (Dominique Dutscher, L0498), 10 % SVF 

(sérum de veau fœtal, Corning, 702774C), 1 % d’un cocktail d’antibiotiques (100 U/mL de 

pénicilline, 100 µg/mL de streptomycine, Dominique Dutscher, L0018-100) et d’un 

antifongique (Amphotericin B 0,4 µg/mL). Les cellules B16-F10 ont été utilisées pour étudier la 

présentation d’antigènes par le CMH de classe I et II. En effet, il constitue un modèle d’étude de 

la présentation des peptide dérivés de l’antigène OVALBUMINE (OVA) dans un modèle murin. 

L’expression du CMH de classe I et II est inductible par l’IFN- dans les cellules B16-F10. 

 Modèle de surexpression stable des protéines OVA et OVA-ATG8 

Des lignées B16-F10 cultivées en plaque 6 puits ont été transfectées par les plasmides 

pcDNA 3.1 OVALBUMINE et pcDNA 3.1 OVA-LC3B, pcDNA 3.1 OVA-GABARAP et pcDNA 3.1 

OVA-GABARAPL1 en utilisant le kit JetPrime™ (Polyplus) selon les recommandations du 

fournisseur. Les lignées stables ont été sélectionnées par sélection antibiotique à l’aide de 

l’hygromycine B (Euromedex) sur environ 2 à 4 semaines. Les clones ont été sélectionnés par 

la technique du western blot et 2 clones ont été conservés pour chacun des plasmides 

construits.  

 Modèle de surexpression transitoire des protéines OVA, OVA-

Myc-ATG8 et OVA242-Myc-ATG8 

Les lignées B16-F10 ont été transfectées transitoirement (voir la partie 2. Transfection). 

1.2. Modèle cellulaire d’invalidation de GABARAPL1 

Les cellules B16-F10 OVA (surexprimant l’antigène OVA, B16-OVA) expriment la 

protéine GABARAPL1. L’expression des protéines du CMH de classe I et II est inductible par 

l’IFN- (100 ng 24-48 h) et permet d’étudier l’expression des peptides de OVA par le CMH de 

classe I et II en utilisant les lymphocytes T CD4+ et CD8+ provenant de souris transgéniques 

exprimant un TCR spécifique restreint au CMH I et II.  
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L’expression de GABARAPL1 a été éteinte dans les cellules B16-OVA par la technologie 

CRISPR-Cas9 en ciblant le gène gabarapl1 de la souris. Nous avons utilisé un plasmide construit 

par Marc Vigneron de l’ESBS Strasbourg, (UMR 7242, Biotechnologie et Signalisation cellulaire, 

Strasbourg), possédant un ARN guide qui ciblait l’exon 2 du gène. Après la transfection des 

cellules B16-OVA (JetPrime), les cellules ont été triées par FACS car elles exprimaient la GFP 

grâce à une séquence IRES située sur le plasmide pour la GFP. Les cellules ont ensuite été 

ensemencées en boîte de Pétri. Puis, les clones ont été isolés et sélectionnés par western 

blotting en recherchant l’absence d’expression de la protéine. Nous avons également réalisé le 

séquençage par la méthode de Sanger sur des PCR d’ADN génomique (extraction kit Macherey 

Nagel selon les recommandations du fournisseur) en utilisant des amorces ciblant la mutation 

créée par l’ARN guide du plasmide CRISPR-Cas9. 

1.3. Culture primaire de cellules dendritiques 

Les cellules dendritiques dérivées de moelle osseuses (bmDC) proviennent de la moelle 

osseuse de souris C57Bl6. La moelle osseuse a été extraite des fémurs et tibias des souris par 

« flush » en utilisant une aiguille 25 G. Les globules rouges ont été lysés à l’aide d’un traitement 

ACK (Amonium-Chlorure-Potassium, Gibco, A10492-01) pendant 3 min. Le traitement a été 

arrêté en ajoutant du milieu de culture RPMI 1640 supplémenté de 10 % de SVF inactivé, d’un 

cocktail d’inhibiteurs (100 U/mL de pénicilline, 100 µg/mL de streptomycine) et de -

mercaptoéthanol (50 µM) afin d’obtenir un milieu réducteur. La suspension cellulaire a été 

ensemencée en plaques de Pétri à 1 million/mL avec un volume final de 20 mL avec du milieu 

de culture supplémenté par GM-CSF murin (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 

5 ng/mL) et IL-4 (10 ng/mL). Au 3ème jour, les progéniteurs des bmDC étaient adhérents. Ainsi, 

70 % du milieu de culture a été retiré afin d’éliminer les lymphocytes et granulocytes non-

adhérents. Du milieu de culture frais a été ajouté avec une concentration finale en cytokines de 

5 ng/mL en GM-CSF, 10 ng/mL d’IL-4. A J6, les bmDC immatures non adhérentes ou faiblement 

adhérentes ont été récupérées avec une pipette délicatement pour réaliser les expériences. Le 

milieu de culture a été remplacé par du milieu frais supplémentées en cytokines.  

2. Transfections :  

Les plasmides OVA, OVA-Myc-ATG8 et 242OVA-Myc-ATG8 ont été fabriqués au 

laboratoire. Les siRNA ATG5 murin ont été acheté chez Sigma Aldrich (SASI_Mm01 0008196).  
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2.1. Transfection des cellules B16-F10 par le kit JetPrime™ 

Les lignées cellulaires B16-F10 ont été étalées à 400 000 cellules dans des plaques 6 puits et à 

100 000 cellules dans des plaques à 24 puits. Elles ont été transfectées avec le kit JetPrime™ 

(Polyplus®, 114-07) selon le protocole du fabricant 24 h après avoir été ensemencées pendant 

4 h. Plus le milieu a été remplacé par du milieu frais et les cellules ont pu être utilisées 24 h 

après. Pour l’établissement des lignées stable de B16-F10 surexprimant OVA ou les protéines 

OVA-ATG8 se référer à la partie 1.1 du matériel et méthode : culture cellulaire  

2.2. Transfection des bmDC par la méthode JetPEI™-Macrophage 

(Polyplus®)  

Pour la transfection transitoire des bmDC, le réactif JetPEI™-Macrophage (Polyplus®) a été 

utilisé selon le protocole recommandé par le fournisseur. En bref, au jour 6, les bmDC non 

adhérentes (4 x 105 cellules) ont été ensemencées en plaques à 6 puits avec du milieu RPMI 

1640 frais complet contenant 10 ng/mL de rmGM-CSF et 10 ng/mL d’IL-4. Ensuite, les bmDC 

ont été transfectées au jour 7 avec 2 µg des différents plasmides pcDNA 3.1 pendant 16 à 24 h. 

Au jour 8, les bmDC ont été irradiées ou non à 25 Gy, puis utilisées pour la co-culture avec des 

lymphocytes T pour mesurer la présentation du peptide OVA par des molécules du CMH de 

classes I et II. Les bmDC ont été traitées avec 3-MA le même jour de transfection (jour 7) pour 

vérifier si l'autophagie était impliquée. Nous avons également utilisé la rapamycine comme 

inducteur de l’autophagie et le bortézomib pour inhiber l’activité du protéasome.  

2.3. Electroporation des bmDC (Amaxa Nucleofector™ kit) 

Les bmDC ont été électroporées après avoir été cultivées in vitro au 7ème ou au 9ème jour 

de culture. Les cellules ont été traitées 6 h avant l’électroporation par différentes 

concentrations de lipopolysaccharides (LPS, de 0,1 à 10 µg/mL) Pour l’électroporation, nous 

avons utilisé le kit Amaxa Mouse Dendritic cell Nucleofector kit selon les recommandations du 

fournisseur avec les programmes AN-001 ou Y-001 sur cellules matures et immatures 

respectivement. Rapidement, les cellules ont été électroporées à 600 000 cellules par 

électroporation et subdivisées ensuite en deux plaques 24 puits pour les traitements inhibant 

(3-MA, 3 mM, 16 h) ou activant l’autophagie (Rapamycine, 100 nM, 16 h) ou encore bloquant 

l’activité du protéasome (Bortézomib, 25 nM, 16 h). Vint quatre heures après l’électroporation, 

les cellules ont été utilisées directement pour les expériences de co-culture avec les 

lymphocytes T provenant de souris OT-I ou OT-II. Nous avons également utilisé en 
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remplacement de la solution d’électroporation du kit un tampon phosphate préparé appelé 1SM 

(5 mM KCl ; 15 mM MgCl2 ; 120 mM Na2HPO4/NaH2PO4 pH7.2 ; 25 mM Sodium Succinate ; 25 

mM Manitol) (Chicaybam et al, 2013) avec le programme AN-001. Par ailleurs, les cuvettes ont 

été réutilisées plusieurs fois.  

3. Analyse des protéines  

3.1. Extraction des protéines  

Les cellules ont été rincées avec du PBS froid, puis elles ont été collectées par grattage 

mécanique à l’aide d’un grattoir et centrifugées pendant 5 min à 600 g (4°C). Les culots 

cellulaires obtenus ont été repris dans 10 µL de tampon RIPA [Tris-HCl 10 mM pH 7,4 NaCl 0,1 

M, EDTA 1 mM, Triton X-100 1 % (v/v), NaDOC 0,5% (p/v), SDS 0,1 % (p/v)] pour 100 000 

cellules environs, additionné d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases (100X, sigma Aldrich). Les 

cellules ont ensuite été lysées 10 s au sonicateur sur glace et le lysat cellulaire a été incubé 20 

min sur glace. Les protéines ont ensuite été dosées par la méthode de Bradford. La quantité de 

protéines souhaitée a été additionné d’un tampon de charge 1X [Tris-HCl 60 mM pH 6,8, 

glycérol 10 % (v/v), SDS 2 % (p/v), -mercaptoéthanol 5 % (v/v), bleu de bromophénol 0,02 

% (p/v)]. Pour les études de phosphorylation de protéines, les culots cellulaires ont été repris 

directement dans 10 µL de tampon de charge pour 100 000 cellules, avant d’être passés au 

sonicateur 10 s sur glace.  

3.2. Western blotting 

Les échantillons protéiques ont été dénaturés 5 min à 95°C avant d’être chargés sur un 

gel d’acrylamide TGX (1610172, BioRad). La migration a été effectuée dans un tampon 

d’électrophorèse [Tris-HCl 25 mM pH 8,3, glycine 192 mM, SDS 0,1 % (v/v)] pendant environ 

10 min à 100 V puis 20 min à 300 V. Après migration, les protéines ont été transférées sur une 

membrane PVDF (1704157, BioRad) avec le Transblot turbo (1704150, Biorad) en suivant les 

recommandations du fournisseur. Les sites de fixation non spécifiques ont été saturés dans un 

tampon TBS-T ([Tris-HCl 199 mM pH 7,4, NaCl 0,35 M, Tween 20 0,1 % (v/v)] supplémenté de 

5% de protéines de lait en poudre ou 5% de BSA (Bovine serum albumin) pendant 1 h à 

température ambiante sous agitation. Les membranes ont ensuite été incubées une nuit, sous 

agitation avec l’anticorps primaire à 4°C (Tableau 1). Après trois lavages de 10 min dans une 

solution de TBS-T, les membranes ont été incubées avec l’anticorps secondaire dilué dans une 

solution de TBS-T 5 % protéines de lait. Trois nouveaux lavages ont été réalisés dans les mêmes 
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conditions que précédemment puis les protéines ont été révélées par chimioluminescence. Les 

membranes ont été recouvertes de 1 ml d’ECL (1705060, Biorad) pendant 5 min à l’abri de la 

lumière puis analysées à l’aide du Chemidoc XRS+ (Biorad). 

 

Anticorps 
Dilution Références 

PRIMAIRES 

Actine 1/10000 
A5060, Sigma 

Aldrich 

GABARAPL1 1/1000 
11010-1-AP, 
Proteintech 

GABARAP/GABARAPL1 1/2000 
AB15278, 
Chemicon 
Milipore 

OVALBUMINE  1/10000 
3G-2E1D9, Santa 

Cruz 

OVALBUMINE  1/10000 
2808226, 
Milipore 

LC3B 1/3000 
LB8918, Sigma 

Aldrich 

pP62  1/2000 Cell signaling 

SECONDAIRES 

Anti IgG de souris conjugué HRP 1/10000 
B1213C, Paris 

anticorps 

Anti IgG de lapin conjugué HRP 1/10000 
B12407, Paris 

anticorps 

4. Etude des cellules par microscopie confocale 

4.1. Immunofluorescence 

Anticorps Dilution Références 

PRIMAIRES 

Actine 1/10000 A5060, Sigma Aldrich 

GABARAPL1 1/1000 11010-1-AP, Proteintech 

GABARAP/GABARAPL1 1/2000 
AB15278, Chemicon 

Milipore 

OVALBUMINE  1/10000 3G-2E1D9, Santa Cruz 

OVALBUMINE  1/10000 2808226, Milipore 

LC3B 1/3000 LB8918, Sigma Aldrich 

P62  1/2000 Cell signaling 

SECONDAIRES 

Anti-IgG de souris conjugué HRP 1/10000 B1213C, Paris anticorps 

Anti-IgG de lapin conjugué HRP 1/10000 B12407, Paris anticorps 
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Les cellules ont été ensemencées sur lamelle de verre en plaque 24 puits à raison de 

100 000 cellules/puits. Le lendemain, suite aux différentes stimulations, les cellules ont été 

rincées par du PBS 1X froid puis fixées pendant 15 min au PFA 4 % (p/v). Après rinçage au PBS, 

les cellules ont été perméabilisées 5 min au PBS-Triton X100 0,1 % (v/v) et rincées au PBS. Les 

sites aspécifiques ont été saturés pendant 30 min à température ambiante par ajout d’une 

solution de PBS-BSA 5%. L’anticorps primaire a été dilué dans une solution de PBS-BSA 1% puis 

incubé une nuit à 4 °C (Tableau 2). Le lendemain, les cellules ont été rincées rapidement avant 

d’être incubées 1 h à 37 °C en présence de l’anticorps secondaire dilué dans une solution PBS-

BSA 1 %. Les noyaux ont ensuite été marqués 3 min au DAPI (1/5000) puis les cellules ont été 

rincées trois fois avant d’être montées sur lame avec du milieu de montage aqueux (F4680 

Fluoromount, Sigma Aldrich) et observées au microscope. 

 

 

4.2. Transfection transitoire de protéines fluorescentes 

Les cellules ont été ensemencées sur lamelle à raison de 100 000 cellules/puits en 

plaque 24 puits puis ont été transfectées 4h par le plasmide pRFP-GFP-LC3 (pTF-LC3 (plasmid 

tandem fluorescent)), par le pGFP-LC3 ou par les plasmides pRFP-OVA, pRFP-OVA-LC3B, pRFP-

OVA-GABARAP, pRFP-OVA-GABARAPL1. Le lendemain, les cellules ont été traitées, puis rincées 

par du PBS froid et fixées 15 min au PFA 4%. Cette étape a été suivie ou non d’un marquage par 

des anticorps selon le protocole d’immunofluoresence ci-dessus. Les noyaux ont été marqués 

au DAPI et suite à trois rinçages, les lames ont été montées dans du milieu de montage. 

5. Clonage  

5.1. Digestion de l’ADN par les enzymes de restriction 

 Les digestions ont été réalisées pendant 1 H à 37°C avec 5 unités d’enzyme 2 µg 

d’ADN dans le tampon indiqué par le fournisseur (Thermo Fisher) ou 10 min avec les enzymes 

FASTAP de Thermo Fisher.  

5.2. Extraction des ADN plasmidiques 



117 
 

L’extraction et la purification des plasmides ont été réalisées grâce au kit midi Xtra et 

mini prep selon de Macherey Nagel selon les recommandations du fournisseur.  

5.3. Ligature  

Les ligatures dans le vecteur pcDNA 3.1 Hygro (+) ont été réalisées sur la nuit à 4°C en 

présence de 100 ng de vecteur linéarisé avec X ng de produit de PCR digéré, ou d’un insert 

digéré dans un vecteur (ratio 1 : 3 / vecteur : insert) et 1 U de FAST T4 DNA ligase dans le 

tampon de réaction recommandé par le fournisseur (Thermo Fisher). Le vecteur linéarisé a 

parfois dû être déphosphorylé avant la ligature en utilisant le kit de phosphatase alcaline 

FASTAP thermosensible (Thermo Fisher, EF0651) selon les recommandations du fournisseur. 

De plus, les produits de PCR ont été préalablement purifiés par PCR clean up selon les 

recommandations du fournisseur, ou prélevés sur gel d’agarose quand il fallait isoler un insert 

issu de la digestion d’un vecteur plasmidique (Gel and PCR clean up, kit Macherey Nagel). 

Apres dilution dans un tampon Electrophorèse sur gel d’agarose de charge 1X (3 mM de 

bleu de bromophénol, 1,5 mM de saccharose, 10 mM de Tris-HCl pH 8) et chargement sur un 

gel d’agarose 1%, les fragments de PCR ont migré à 50 V pendant 40 min dans du tampon TAE 

(40 mM Tris-acétate pH 8, 1 mM EDTA). L’ADN a été révélé par un bain de 20 min dans une 

solution de bromure d’éthidium (0,5 µg/mL). Le marqueur de taille utilisé a été le DNA ladder 

Plus (Euromedex). 

5.4. Transformation des bactéries compétentes 

Les bactéries E. Coli compétentes (souche JM109) ont été incubées pendant 30 min sur 

glace avec 50 ng de d’ADN plasmidique. Un choc thermique à 42°C été réalisé pendant 1 min et 

les bactéries ont ensuite été maintenues sur glace pendant 2 min. Les bactéries ont été remises 

en suspension dans 1 mL de milieu LB pendant 1h30 à 37°C sous agitation. Le culot bactérien a 

été repris dans 200 µL de LB et étalé sur du milieu sélectif gélosé composé de LB-Agar 

supplémenté de l’antibiotique de sélection (15 g/L).  
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6. Etude des phénotypes cancéreux 

6.1. Test de prolifération cellulaire in vitro : test XTT 

Le test XTT est un test colorimétrique de viabilité cellulaire qui permet de suivre la 

prolifération cellulaire in vitro. Ce test colorimétrique permet de détecter les activités 

métaboliques cellulaires et la prolifération. Pendant le test, le sel XTT [2.3-bis(2methoxy-

4nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide], disodium salt] jaune est réduit en 

formazan plus coloré par des déshydrogénases dans les cellules métaboliquement actives et 

viables.  

Les différents lignées B16-F10 ont été ensemencées à 2000 cellules/puits en plaque 96 

puits fond plat dans 100 µL de milieu complet. La solution de XTT (FluoProbes®) a été préparée 

à 1 mg/mL dans du milieu de culture et supplémenté d‘un agent de couplage électronique le 

PMS (phenazine metosulfate) à 10 µM final. Le jour de la mesure, 50 µL du réactif XTT à 

1mg/mL-PMS a été ajouté directement dans chaque puits et incubé 2 h à 37°C dans l’incubateur 

sous atmosphère humide. Après incubation, la plaque a été lue à 450 nm pour mesurer la 

formation de formazan coloré à l’aide d’un lecteur de plaque. 

6.2. Croissances tumorales in vivo dans des souris et extractions 

des lymphocytes infiltrant les tumeurs 

Pour induire la formation d’une tumeur solide, 2x105 cellules issues des lignées B16-

F10 reprises dans 50 µl de PBS ont été injectées en sous-cutanée sur le flanc droit des souris 

C57BL/6 ou SCID. Toutes les manipulations ont été conduites selon les directives du comité 

d’éthique de l’Université de Bourgogne Franche-Comté. 

Les lymphocytes infiltrant les tumeurs ont été isolés après broyage mécanique des 

tumeurs réséquées grâce à l’appareil de Milteniy. Le broyat tumoral a été mélangé une solution 

de percoll à 20 %. Cette solution a été ajouté délicatement sur une solution de percoll à 60%. 

Les tubes contenant le gradient de percoll ont été centrifugés pendant 20 min à 1500 rpm en 

enlevant le frein mécanique de la centrifugeuse. L’anneau contenant les lymphocytes T a ensuite 

été aspiré. Les lymphocytes T ont ensuite été comptés et utilisés pour la cytométrie.  
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7. Souches murines  

Les souris C57BL/6N ont été achetées chez Charles Rivers (France). Les souris, OT-II, 

OT-I et SCID provenaient d’élevage de l’université de Franche-Comté. L’ensemble des souris a 

été élevé et maintenu selon les directives de l’animalerie de l’université de Franche-Comté.  

8. Cytométrie en flux 

8.1. Etude de la prolifération des lymphocytes T CD4+ OT-II et CD8+ 

OT-I : marquage au CFSE 

Pour évaluer la division cellulaire des lymphocytes T, les splénocytes et les cellules des 

ganglions lymphatiques ont été isolées des souris C57BL/6 (H-2b) OT-I et OT-II. La suspension 

cellulaire obtenue par broyage mécanique, suivi d’une filtration a été incubée dans du milieu 

ACK pour éliminer les globules rouges. Les cellules ont ensuite été rincées par du milieu RPMI 

complet supplémenté de 50 µM de -mercaptoéthanol, puis centrifugées 5 min à 1500 rpm. 

Après un second rinçage au PBS, la suspension cellulaire a été concentrée à 10x106 cellules/mL 

et mélangée au même volume de CellTrace™ (CFSE, 5(6)-carboxyfluorescein diacetate N-

succinimidyl ester) à 5 µM pendant 10 min pour marquer et suivre la prolifération des 

lymphocytes T. Le marquage fluorescent a été arrêté par l’ajout de milieu complet. Les cellules 

ont ensuite été centrifugées et mises à la bonne concentration pour les co-cultures. Les co-

cultures ont été réalisées en plaque 96 puits (fond en U). Les cellules dendritiques ont été co-

cultivées à raison de 10 000 DC pour 100 000 cellules de la suspension cellulaire de 

lymphocytes T et les différentes lignées de B16-10 ont été ensemencées à raison de 100 000 

B16-F10 pour 200 000 cellules de la suspension cellulaire contenant les lymphocytes T. Après 

3 à 6 jours de co-culture, la prolifération des lymphocytes T a été étudiée par cytométrie en flux. 

En cytométrie en flux, les lymphocytes T ont été marqués avec les anticorps anti-CD3 

PercpCy5.5 (126405, Biolegend), anti-CD4 Pacific Blue (100428, Biolegend) et anti-CD8 APC 

(100712, Biolegend). Pour les contrôle positifs, les lymphocytes T ont été incubées soit i) avec 

des anticorps anti-CD3 (5 µg/mL) préalablement fixé sur la plaque de co-culture 2 h avant la 

co-culture et avec un anti-CD28 (5 µg/mL), soit ii) avec les peptides de l’OVALBUMINE restreint 

au CMH-I (OVA257-264 , vac-sin, Invivogen) et restreint au CMH-II (OVA323-339, vac-isq, Invivogen) 

à 10 µg/mL directement dans le milieu ou soit iii) en pré-incubant les cellules dendritiques ou 

les cellules B16-F10 pendant 3 h dans du milieu de culture complet contenant 10 µg/mL de 

peptides.  
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Principe du marquage CFSE : le CFSE est une sonde perméable au membrane cellulaire qui va 

marquer le cytoplasme des cellules en se fixant de façon covalente aux protéines 

intracellulaires. A chaque cycle de division, une cellule mère va donner deux cellules filles dans 

lesquelles la fluorescence aura été divisée par deux. Ainsi, chaque nouvelle génération cellulaire 

va apparaitre en cytométrie en flux par un nouveaux pic qui va se décaler vers la gauche par 

rapport pic de la génération précédente. Les cellules ayant proliféré sont dites CFSE négatives, 

car la fluorescence est plus faible par rapport aux cellules n’ayant pas proliférées.  

8.2. Etude de l’activation des lymphocytes T CD4+ et CD8+ 

Les lymphocytes T ont été isolés et préparés comme décrit ci-dessus. L’activation des 

lymphocytes T a été étudiée en regardant la production d’IFN- par les lymphocytes T activés 

grâce à un marquage intracellulaire. La sécrétion d’IFN- par les LT a été bloquée en utilisant le 

kit GolgiPlug™ contenant de la brefeldin A (BD Biosciences) selon les recommandations du 

fournisseur pour bloquer le transport de cette cytokine. Après traitement les lymphocytes T ont 

été co-cultivés en plaque 96 puits (fond U) pendant 16 h puis la sécrétion d’IFN- a été étudiée 

par cytométrie en étudiant les populations de lymphocytes T OT-II CD3+CD4+IFN-+ et les 

lymphocytes T OT-I CD3+CD8+IFN-+. Brièvement, les lymphocytes T ont été lavés au PBS puis 

le marquage des protéines de surface a été réalisé avec les anticorps anti-CD3, anti-CD4 et anti-

CD8 pendant 20 min. Les cellules ont ensuite été lavées, avant d’être fixées et perméabilisées 

avec les réactifs Cytofix/Cytoperm™ du kit GolgiPlug™ (BD Bioscience) selon les 

recommandations du fournisseur. 

8.3. Etude de la fonctionnalité des lymphocytes infiltrant les 

tumeurs  

La fonctionnalité des lymphocytes T CD4+ et CD8+ des TILs a été étudiée par cytométrie 

en flux en regardant l’expression de surface des marqueurs TIM3 (anticorps anti-TIM3, FITC), 

PD1 (anti-PD1 Pacific Blue) et PD1/TIM3 sur les lymphocytes T CD4 et T CD8. Les lymphocytes 

T ont été ciblés en utilisant un anti-CD3 (PercpCy5.5), un anti-CD4 (APC-Cy7) et un anti-CD8 

(APC).  
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 Résultats 
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1. Etude de l’adressage de l’antigène OVA fusionné aux différentes 
protéines ATG8 dans les autophagosomes pour favoriser la 
présentation de l’antigène OVA par les molécules du CMH-II 

Notre hypothèse de départ était que les protéines GABARAP et GABARAPL1 pouvaient, 

de la même manière que LC3B, adresser un antigène aux autophagosomes et permettre ainsi à 

cet antigène d’être présenté par les molécules du CMH-II.  

Dans un premier temps, des outils moléculaires ont été fabriqués. Ainsi, les différents 

plasmides d’expression codant les protéines OVA fusionnées aux différentes protéines ATG8 

(GABARAP, GABARAPL1 et LC3B) ont été créés et séquencés au laboratoire. Dans un deuxième 

temps, nous avons utilisé comme cellule présentatrice d’antigène, les cellules B16-F10 issues 

d’un mélanome de souris, cellules qui expriment les molécules du CMH-I et du CMH-II 

lorsqu’elles sont traitées par de l’IFN-. Ce modèle cellulaire de présentation d’antigènes permet 

donc la présentation de peptides dérivés d‘un antigène sur les molécules du CMH-I et II. 

L’antigène cellulaire couramment utilisé dans ce modèle est l’antigène OVA. Des lymphocytes T 

CD8+ et CD4+ ont été modifiés génétiquement pour exprimer un TCR transgénique dans des 

souris OT-I et OT-II respectivement. Les LT CD8+ possèdent un TCR qui reconnait 

spécifiquement le peptide OVA257-264 (SIINFKL) présent sur les molécules de CMH-I et les LT 

CD4+ ont un TCR qui reconnait spécifiquement le peptide OVA323-339 (ISQAVHAAHAEINEAGR) 

présent sur les molécules du CMH-II. La co-culture entre les cellules B16-F10 surexprimant les 

antigènes OVA et les LT permet d’étudier indirectement la présentation des peptides par les 

molécules du CMH. En effet, si le peptide est présent à la surface des cellules B16-F10 au niveau 

des molécules du CMH alors les LT peuvent être activés et proliférer. La prolifération des LT a 

été étudiée par cytométrie en flux.  

Les cellules B16-F10 ont également été choisies comme modèle pour la présentation d’antigène 

car ces cellules présentent une autophagie basale constitutive qui peut aussi être induite dans 

certaines conditions.  

Tout d’abord, des lignées stables B16-F10 surexprimant les protéines de fusion OVA, 

OVA-LC3B, OVA-GABARAP ou OVA-GABARAPL1 ont été générées et co-cultivées avec les LT 

CD4+ OT-II et les LT CD8+ OT-I. Les résultats ont montré que :  

▪ Les lignées B16-F10 surexprimant les antigènes OVA-ATG8 ne permettent pas 

d’activer la prolifération des LT CD4+ OT-II suggérant que les antigènes OVA 

fusionnés aux protéines ATG8 ne sont pas envoyés dans les autophagosomes.  
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▪ Néanmoins, toutes les lignées B16-OVA ou B16-OVA-ATG8 peuvent activer la 

prolifération des LT CD8+ OT-I, montrant en autre que OVA ou les différentes 

protéines de fusion sont bien exprimées dans les cellules. 

Afin d’améliorer l’adressage de l’antigène OVA aux autophagosomes dans les cellules B16-F10, 

nous avons décidé de modifier les constructions plasmidiques : soit en ajoutant une étiquette 

(c-Myc) entre OVA et les ATG8 ou, soit en supprimant la séquence signal de sécrétion et les sites 

d’ubiquitination de OVA.  

▪ L’ajout d’une étiquette entre l’antigène OVA et les protéines ATG8, a permis 

d’augmenter l’adressage de l’antigène aux autophagosomes. En revanche, la 

limitation de la sécrétion de OVA en supprimant la séquence signal ne favorise 

pas l’adressage aux autophagosomes. 

Ces nouvelles constructions ont alors été utilisées pour transfecter transitoirement la 

lignée B16-F10 pour surexprimer transitoirement les antigènes OVA, OVA-Myc-LC3B, OVA-

Myc-GABARAP ou OVA-Myc-GABARAPL1 et pour étudier l’activation des LT.  

▪ Cependant, ces nouvelles protéines de fusion OVA-Myc-ATG8 n’ont toujours pas 

permis d’activer la prolifération des LT CD4+ OT-II. 

La lignée B16-F10 ne semble pas être un bon modèle cellulaire pour étudier la 

présentation de peptides par les molécules du CMH-II. En effet, ces cellules ne sont pas des 

cellules présentatrices d’antigènes professionnelles, elles expriment très faiblement les 

protéines de costimulation CD80 et CD86 (Böhm et al, 1998) essentielles au signal 2 d’activation 

des LT. Pour être activés, les LT naïfs ont besoin de différents signaux d’activation. Le premier 

est la reconnaissance du complexe [protéine du CMH:peptide] par leur TCR, le deuxième est 

généré par l’activation de la voie de costimulation et le troisième signal correspond à la 

production de cytokines activatrices par les cellules présentatrices d’antigènes. Ainsi, les 

cellules B16-F10 ne produisent pas les mêmes cytokines que les CPA professionnelles qui 

pourraient favoriser l’activation des lymphocytes T CD4+.  

L’ensemble de ces résultats nous a donc amené à utiliser un nouveau modèle cellulaire 

plus physiologique de présentation d’antigènes : la cellule dendritique. Des cultures primaires 

de cellules dendritiques ont été générées ex vivo à partir des cellules progénitrices murines de 

moelle osseuse (souris C57BL/6N femelles) et d’un cocktail de cytokines incluant le GM-CSF et 

l’IL-4.  

Les cellules dendritiques dérivées de moelle osseuse ont été transfectées transitoirement pour 

pouvoir surexprimer les différentes protéines de fusion ATG8. Les cellules dendritiques ont été 
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transfectées par le kit JetPEI-Macrophage qui permet l’entrée de l’ADN chargé négativement 

dans la cellule par un polymère cationique (polyéthylènimine (PEI)) couplé à un mannose. La 

première manipulation réalisée en irradiant les cellules dendritiques surexprimant les 

antigènes OVA-Myc-ATG8 avant leur co-culture avec les LT CD4+ OT-II a permis d’activer la 

prolifération de ces LT. Cependant les expériences reconduites ultérieurement en l’absence 

d’irradiation des cellules dendritiques n’ont pas permis d’observer la même prolifération des 

LT CD4+ spécifiques de l’antigène OVA. Nous n’avions au départ pas mis en cause l’irradiation 

des cellules dans ces observations, mais nous avons recherché la cause de cette absence de 

prolifération dans la maturation des cellules dendritiques et dans l’efficacité de la transfection. 

Ainsi, nous avons pu constater que :  

▪ Lorsque les cellules dendritiques sont transfectées par le kit JetPEI-Macrophage, 

cette méthode permet une maturation suffisante des cellules dendritiques.  

▪ L’efficacité de transfection a pu être augmentée en utilisant l’électroporation.  

L’électroporation, en revanche, ne mature pas les cellules dendritiques. Nous avons 

donc utilisé du lipopolysaccharide pour augmenter leur maturation. Les cellules dendritiques 

ont été électroporées à J9 ou J6, puis utilisées en co-culture. La co-culture des cellules 

dendritiques surexprimant l’antigène OVA ou OVA-Myc-ATG8 (J9) avec les LT CD8+ OT-I a 

permis l’activation de leur prolifération sans augmenter celle des LT CD4+ OT-II. Aussi, 

l’utilisation de cellules dendritiques électroporées (J6) a permis d’améliorer légèrement la 

prolifération des LT CD4+ OT-II, mais surtout lorsque les cellules dendritiques surexpriment 

l’antigène OVA seul. Ces résultats sont à l’encontre de notre hypothèse que les protéines ATG8 

peuvent augmenter la présentation d’un antigène lorsqu’elles sont fusionnées à celui-ci. La 

protéine OVA est une protéine sécrétée, il est donc possible que la présentation de peptide OVA 

soit due à l’endocytose de cette protéine par les cellules dendritiques.  

Enfin, nous avons testé à nouveau le kit Jet-PEI-Macrophage mais en irradiant les 

cellules dendritiques pour les co-cultures. Ces expériences nous ont permis de montrer que :  

▪ L’utilisation des protéines GABARAP et GABARAPL1, tout comme LC3B permet 

d’augmenter la présentation de peptides dérivés de l’antigène OVA au LT CD4+ 

par les cellules dendritiques par rapport à l’antigènes OVA. 

▪ Les antigènes OVA fusionnés aux protéines ATG8 sont envoyés aux 

autophagosomes et dégradés dans les lysosomes puisque le traitement par le 3-

MA ou des si Atg5 des cellules dendritiques diminue l’activation des LT CD4+ OT-

II. 
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▪ L’irradiation des cellules dendritiques est essentielle à l’activation, par les 

cellules dendritiques, de la prolifération des LT CD4+. 

L’ensemble des résultats a pu aboutir à la rédaction d’un article scientifique qui est présenté 

ci-dessous (Publication I). Les résultats obtenus sur la maturation des cellules 

dendritiques et leur transfection par électroporation sont présentés en résultats 

complémentaires. 
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1.1. Publication I 

 

 

 

 

 

 

Publication I 

 

“MHC-II presentation of the surrogate antigen 
OVALBUMIN endogenously expressed in transfected 

dendritic cells using the autophagy ATG8 fused protein” 

 

Leïla Fonderflick 1, Timothée Baudu1, Olivier Adotévi 1,2, Michael Guittaut1,3, 
Pascale Adami1, Régis Delage-Mourroux1* 

 

Soumission prévue en novembre 2020 dans Frontiers in immunology  
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1.2. Résultats complémentaires 

• L’expression des différentes protéines de fusion OVA- Myc-ATG8 dans les cellules 

dendritiques non irradiées ne permet pas d’activer la prolifération des LT CD4+ 

OT-II 

Dans l’article précédent, nous avons pu montrer que les cellules dendritiques 

surexprimant l’antigène OVA fusionné aux protéines ATG8 (OVA-Myc-ATG8) activaient 

davantage la prolifération des lymphocytes T CD4+ OT-II que ceux surexprimant seulement 

l’antigène OVA. Dans cette expérience, les cellules dendritiques avaient été transfectées en 

utilisant le kit de transfection JetPEI-macrophage (Polyplus). Ce kit permet l’entrée de l’ADN 

dans les cellules dendritiques grâce au polymère cationique (PEI) qui se fixe à l’ADN chargé 

négativement. De plus, le PEI est lié à un mannose, capable de se fixer au récepteur mannose 

présent à la surface des cellules dendritiques améliorant l’efficacité de transfection. Après la 

transfection, les cellules dendritiques ont été irradiées avant la co-culture avec les lymphocytes 

T. Le même protocole a été initialement appliqué aux cellules dendritiques que celui utilisé pour 

les cellules B16-F10. L’irradiation de ces cellules était nécessaire pour ralentir leur prolifération 

normalement très rapide. Les données de la littérature concernant le rôle de l’irradiation sur la 

présentation d’antigènes par les molécules du CMH-II sont discordantes. Dans certain cas, 

l’irradiation des cellules présentatrices d’antigènes favorise la prolifération des lymphocytes T 

in vitro (Huang et al, 2011). Dans un autre cas, elle est décrite comme délétère en réduisant 

l’expression des protéines de costimulation (CD80 et CD86) et la sécrétion de cytokines par les 

cellules dendritiques in vitro (Cao et al, 2004). Ainsi, il s’est avéré dans notre cas que 

l’irradiation des bmDC favorisait in vitro la prolifération des LT CD4+. En effet, en absence 

d’irradiation, les LT CD4+ OT-II ne prolifèrent pas lorsqu’ils sont mis en co-culture avec les 

cellules dendritiques surexprimant les antigènes OVA-Myc-ATG8, 242OVA-Myc-ATG8 ou OVA 

seul (Figure 22A). De plus, l’inhibition de l’autophagie dans les cellules dendritiques (3-MA) ne 

diminue pas davantage la prolifération des LT confirmant que les LT n’avaient effectivement 

pas proliféré dans les conditions contrôles (figure 22A).  
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Figure 22 : La surexpression des antigènes OVA-Myc-ATG8 ou 242OVA-Myc-ATG8 dans les cellules dendritiques 
dérivées de moelle osseuse (DC) n’active pas la prolifération des lymphocytes T CD4+ (OT-II) mais active la 
prolifération des lymphocytes T CD8+ (OT-I). (A et B) Les cellules dendritiques utilisées pour la co-culture avec les 
lymphocytes T (LT) ont été différenciées in vitro pendant 6 jours avant d’être transfectées le 7ème jour à l’aide du kit 
JetPEI-Macrophage. Les cellules dendritiques ont été transfectées par des plasmides codant les antigènes OVALBUMINE 
(OVA), OVA-Myc-LC3B (OML), OVA-Myc-GABARAP (OMGP), OVA-Myc-GABARAPL1 (OMGL1), 242OVA-Myc-LC3B 
(242OML), 242OVA-Myc-GABARAP (242OMGP) ou 242OVA-Myc-GABARAPL1 (242OMGL1). Au 8ème jour, les DC ont été 
mises en co-culture pendant 5 jours avec les LT CD4+ provenant de souris OT-II (A) ou les LT CD8+ provenant de souris 
OT-I (B) la prolifération des LT a été étudiée en cytométrie en flux (grâce à un marquage CFSE). Les LT ayant proliféré 
sont CFSE négatifs et sont exprimés en pourcentage de LT CD3+CD4+CFSE- (A) ou en pourcentage de LT CD3+CD8+CFSE- 
(B). (A) Les contrôles positifs ont été réalisés en incubant les LT CD4+ directement avec le peptide de OVA restreint aux 
molécules du CMH-II (OVA-II, OVA323-339), ou incubés avec des DC préalablement chargées pendant 3 h avec ce même 
peptide. (B) Les mêmes contrôles positifs ont été réalisés qu’en A) mais avec le peptide OVA restreint aux CMH-I (SL8, 
OVA257-264). Les barres d’erreurs sont présentées en ± SEM. (A) Dans les conditions OVA et OVA-Myc-ATG8, n=5 ; dans la 
condition + 3-MA n=2 ; Dans la condition 242OATG8 n=4. (B) L’expérience a été répétée 2 fois.   

 

• La surexpression de OVA et des protéines de fusion OVA-Myc-ATG8 dans les 

cellules dendritiques non irradiées active la prolifération des LT CD8+ OT-I 

En parallèle des expériences de co-culture des cellules dendritiques avec les LT 

provenant de souris OT-II, des co-cultures ont été réalisées avec des LT provenant de souris 

OT-I. L’étude de la prolifération des LT CD8+ spécifiques du peptide OVA257-264 permet de 

confirmer que les antigènes OVA sont exprimés par les cellule dendritiques. En effet, s’ils sont 

exprimés par la cellule alors ils sont endogènes et peuvent donc être apprêtés par la voie 

classique de présentation des peptides par les molécules du CMH-I. Ainsi, la co-culture des 

cellules dendritiques surexprimant les antigènes OVA, OVA-Myc-ATG8 avec les LT CD8+ OT-I 

entraine l’activation des LT CD8+ (Figure 22B). Ces résultats suggèrent que le niveau 

d’expression des antigènes OVA devrait être suffisamment élevé dans les cellules dendritiques 

pour permettre la prolifération des LT CD4+ OT-II.  
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• La transfection par le JetPEI-Macrophage permet la maturation des cellules 

dendritiques 

La maturation des cellules dendritiques est importante pour l’activation des LT. Les 

cellules dendritiques dérivées de moelle osseuse sont des cellules présentatrices d’antigènes 

professionnelles. Les cellules dendritiques sont d’abord immatures et se caractérisent par une 

forte capacité de capture et d’apprêtement des antigènes. Puis, les cytokines pro-

inflammatoires (comme le TNF- ou l’IFN-) et des DAMP (cellules mortes, pathogènes…) 

entrainent la maturation et la migration de ces cellules dendritiques vers les organes 

lymphoïdes secondaires où elles peuvent rencontrer des lymphocytes T. Lors de cette étape les 

cellules dendritiques acquièrent un phénotype mature caractérisé par l’expression des 

protéines de costimulation CD80 et CD86, qui s’accompagne d’un changement de leurs 

fonctions. Les cellules dendritiques matures perdent ainsi leur capacité de capture d’antigènes 

et se spécialisent dans l’activation des lymphocytes T naïfs. Les cellules dendritiques matures 

présentent, aux lymphocytes T naïfs, l’antigène au niveau de leur complexe [protéine du 

CMH:peptide] constituant le premier signal d’activation des LT (Cella et al, 1997). Les LT ont 

ensuite besoin d’un second signal d’activation qui est apporté grâce à la liaison des protéines 

de costimulation CD80 et CD86 exprimées par les DC matures au récepteur CD28 présent sur 

les LT. La maturation des cellules dendritiques permet justement d’augmenter l’expression à la 

membrane plasmique de ces deux protéines de costimulation.  

Dans notre étude, les cellules dendritiques murines ont été différenciées in vitro à partir 

des progéniteurs de moelle osseuse en utilisant les cytokines GM-CSF et l’IL-4. Cette étape 

permet d’augmenter l’expression des protéines du CMH-II à la membrane des cellules 

dendritiques pour augmenter le niveau d’activation des LT CD4+. Les cellules dendritiques ont 

été cultivées in vitro pendant 6 jours en présence des différentes cytokines. L’expression des 

molécules de costimulation a été recherchée, par cytométrie en flux sur les cellules dendritiques 

caractérisées par la double expression des marqueurs de surfaces CD11c et CMH-II, à l’issue de 

la différenciation des cellules dendritiques (J6) et 24 h après la transfection (J8). Les résultats 

de cytométrie montrent que la culture primaire s’est enrichie en cellules dendritiques 

(CD11c+CMH-II+) entre le 6ème et 8ème jour. De plus, après la transfection par le JetPEI-

Macrophage, on observe une augmentation de l’expression des protéines de costimulation 

CD80 et CD86 par rapport au jour 6 (Figure 23). Dans nos conditions expérimentales, les 

cellules dendritiques que nous avons différenciées ne présentent pas de défauts de maturation 

qui pourraient éventuellement expliquer l’absence de prolifération des lymphocytes T CD4+ OT-

II.  
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• L’utilisation de l’électroporation permet d’augmenter l’efficacité de transfection 

des cellules dendritiques  

La seconde hypothèse qui pourrait expliquer l’absence de prolifération des LT CD4+ est 

une faible efficacité de transfection des cellules dendritiques par la méthode JetPEI-

Macrophage. Pour estimer cette efficacité, les cellules ont été transfectées par un mélange d’un 

plasmide d’expression des protéines de fusion OVA-ATG8 et d’un plasmide d’expression de GFP 

(pmax-GFP). Après transfection, l’expression de la protéine GFP est difficilement détectable en 

microscopie à épifluorescence et en cytométrie en flux (résultats non montrés). Nous avons 

donc entrepris d’utiliser une nouvelle méthode de transfection afin d’améliorer l’efficacité de 

transfection. Parmi plusieurs méthodes testées, nous avons opté pour l’électroporation à l’aide 

de l’appareil Amaxa Nucleofector qui a été développé et commercialisé pour permettre la 

transfection de cellules primaires. Le principe de cette méthode repose sur l’application d’un 

courant électrique sur les cellules dans un tampon adapté. Cette méthode de transfection 

permet d’avoir une efficacité de transfection d’environ 30 % (pourcentage de cellules GFP 

CD11c CMH-II CD80 CD86
Sa

n
s 

m
ar

q
u

ag
e

Jour 6

Jour 8

Figure 23 : La transfection des cellules dendritiques dérivées de moelle osseuse par le kit JetPEI-Macrophage 
entraine leur maturation. Après 6 jours de différenciation in vitro, les cellules dendritiques ont été ensemencées et au 
7ème jour, les cellules dendritiques ont été transfectées avec le plasmide d’expression de OVA-Myc-LC3B à l’aide des 
réactifs du kit JetPEI-Macrophage. Au 6ème et au 8ème jour de différenciation, l’expression des molécules du CMH-II IA, 
CD11c, CD80 et CD86 a été étudiée par cytométrie en flux. Les cellules dendritiques se caractérisent par l’expression des 
doubles marqueurs CD11c et protéines du CMH-II. Lorsque les cellules dendritiques deviennent matures, l’expression des 
molécules du CMH-II augmente, ainsi que l’expression des molécules de costimulation CD80 et CD86.  
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positives) (Figure 24A). Nous avons également testé plusieurs tampons de transfection 

alternatif (tampon du kit cellules dendritiques (Amaxa), le tampon 1S (Chicaybam et al, 2013) 

et le tampon 1SM (Chicaybam et al, 2013) et deux programmes d’électroporation (Y-001 et AN-

001). La nucléofection par les différents tampons présente une efficacité de transfection 

similaire mais, l’utilisation du tampon 1SM avec les programmes Y-001 ou AN-001 permet en 

plus d’augmenter le niveau d’expression de GFP présente dans les cellules GFP positives. 

Finalement, nous avons fait le choix d’utiliser le programme AN-001 avec le tampon 1SM car les 

cellules dendritiques étaient plus viables (Figure 24A et B).  

Cependant, cette méthode de transfection ne permet pas, comme le JetPEI-Macrophage 

d’assurer la maturation des cellules dendritiques. Cette maturation a été obtenue en utilisant 

du lipopolysaccharides (LPS). Des données de la littérature indique que la maturation des 

cellules dendritiques est plus difficile si elle est faite après la transfection par électroporation 

(Lenz et al, 2003). Nous avons donc fait le choix d’incuber les cellules dendritiques avec le LPS 

avant l’électroporation.  

 

Figure 24 : Les cellules dendritiques dérivées de moelle osseuse (DC) peuvent être électroporées. Les DC ont été 
différenciées in vitro, puis traitées par du lipopolysaccharide (LPS, 1 µg/mL, 16 h) afin d’induire leur maturation. Les 
cellules ont ensuite été électroporées en présence du plasmide (pmax-GFP, Amaxa) à l’aide de l’appareil nucleofector 
(Amaxa). Différents tampons de transfection ont été utilisés (Tampon du kit de nucléofection (Amaxa), le tampon 1S et 
le tampon 1SM). L’efficacité de transfection a été étudiée par cytométrie en flux en recherchant le pourcentage de 
cellules dendritiques (CD11c+CMH-II) GFP positives (A) et la moyenne des fluorescences de la GFP (MFI) (B).  
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• La surexpression de OVA et de OVA-Myc-ATG8 dans les cellules dendritiques par 

électroporation (à J9) active la prolifération des LT CD8+ OT-I  

Les cellules dendritiques ont été électroporées au 9ème jour de différenciation après 16 

h de traitement avec du LPS (1 µg/mL). Au jour 9, 79% des cellules dendritiques exprimaient 

les marqueurs CD11c+ et CMH-II (Figure 25A). Au cours de cette expérience, le pourcentage de 

cellules dendritiques exprimant les protéines CD80 et CD86 avait significativement augmenté 

en présence de LPS, ainsi que l’intensité moyenne de fluorescence (MFI) des protéines de 

costimulation indiquant que les cellules dendritiques étaient matures (Figure 25B et C). Les 

cellules dendritiques ont ensuite été mises en co-culture avec les T CD8+ OT-I pendant 4 jours 

afin d’étudier la présentation du peptide OVA257-264 sur les molécules du CMH-I des cellules 

dendritiques. La prolifération des LT CD8+ a été étudiée par cytométrie en flux et les résultats 

montrent que les cellules dendritiques surexprimant les antigènes OVA ou OVA-Myc-ATG8 

activent de façon similaire la prolifération des LT CD8+ (environ 80 % des LT sont CFSE-) (Figure 

26A, B et C). Cette prolifération est la même que dans la condition contrôle où les LT CD8+ 

avaient été cultivés avec des cellules dendritiques préalablement incubées pendant 3 h avec le 

peptide OVA257-264 (SL8) (contrôle positif) (Figure 26A, B et C). De plus, le blocage de 

l’autophagie par le 3-MA ne modifiait pas la prolifération des LT CD8+ cultivés avec les cellules 

dendritiques surexprimant l’antigène OVA ou OVA-Myc-LC3B. Cependant, la prolifération des 

LT CD8+ était significativement diminuée de presque de moitié lorsque les cellules dendritiques 

surexprimaient les antigènes OVA-Myc-GABARAP et OVA-Myc-GABARAPL1 en présence de 3-

MA (Figure 26A et B). Ces données suggèrent que les antigènes OVA/OVA-Myc-LC3B pourraient 

être différemment apprêtés des antigènes OVA-Myc-GABARAP/OVA-Myc-GABARAPL1 dans les 

cellules dendritiques.  

Par ailleurs, les données supplémentaires obtenues ont suggéré qu’en prétraitant les 

cellules dendritiques par le bortézomib (un inhibiteur du protéasome), la prolifération des LT 

CD8+ OT-I induite par les DC surexprimant l’antigène OVA ou OVA-myc-ATG8 était réduite 

(Figure 26C et D). Ces résultats indiquaient que les antigènes OVA ou OVA-Myc-ATG8 étaient 

majoritairement dégradés par le protéasome et apprêtés par la voie classique du CMH-I. 

Cependant un traitement à la rapamycine, un inducteur de l’autophagie, induisait également 

une diminution de la prolifération des cellules T lorsqu’elles étaient incubées avec les cellules 

dendritiques. Ces résultats pourraient indiquer que l’induction de l’autophagie diminuait 

également l’apprêtement et la présentation d’antigène par les protéines du CMH-I. En effet, les 

données de la littérature indiquent que les molécules du CMH-I à la membrane plasmique des 

cellules dendritiques sont recyclées et dégradées par la voie autophagique (Loi et al, 2016). 

Ainsi, l’induction de l’autophagie diminuerait le pourcentage de molécules de CMH-I à la 
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membrane plasmique des cellules dendritiques réduisant ainsi la prolifération des LT CD8+ OT-

I. Aussi, d’autres données de littérature indiquent que la rapamycine aurait un effet tolérogène 

sur les cellules dendritiques, c'est-à-dire que les cellules dendritiques traitées par la 

rapamycine exprimeraient moins de molécules du CMH et de protéines de costimulation. Il 

serait ainsi, plus difficile pour les cellules dendritiques d’activer les LT in vitro (Fischer et al, 

2009). 

 

Figure 25 : Le pourcentage et l’expression des protéines de costimulation ont été recherchés par cytométrie en 
flux sur les cellules dendritiques (DC) différenciées in vitro pendant 9 jours. Les DC ont été différenciées in vitro à 
partir de moelle osseuse de souris C57BL/6N. Les DC ont été traitées au 8ème jour par du LPS (1 µg/mL, 16 h) avant 
d’étudier par cytométrie en flux le pourcentage de DC (CD11c+ molécules de CMH-II+) (A). Parmi ces DC, nous avons 
recherché l’expression des protéines de costimulation CD80 et CD86 (B), ainsi que leur intensité moyenne de fluorescence 
(MFI) (C). Les barres d’erreurs sont exprimées en SEM avec n=8. Le test statistique est un test de Student : P *< 0,05 ; 
P**< 0,005. 
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Figure 26 : La surexpression des antigènes OVA ou OVA-Myc-ATG8 dans les cellules dendritiques dérivées de 
moelle osseuse (DC) permet l’activation de la prolifération des lymphocytes T CD8+ (OT-I). (A, B, C et D) Les DC 
ont été différenciées in vitro pendant 8 jours. Puis le LPS a été ajouté (16h, 1 µg/mL) avant que les cellules soient 
transfectées le 9ème jour par électroporation avec des plasmides codant les antigènes OVA, OVA-Myc-LC3B (OML), OVA-
Myc-GABARAP (OMGP) et OVA-Myc-GABARAPL1 (OMGL1). Au 10ème jour, les DC ont été mises en co-culture pendant 4 
jours avec les LT CD8+ OT-I (H-2b). La prolifération des LT CD8+ a été étudiée par cytométrie en flux par la technique du 
CFSE. Les LT ayant proliféré sont CFSE négatifs et la prolifération est exprimée en pourcentage de cellules 
CD3+CD8+CFSE-. Les contrôles positifs ont été réalisés soit i) en incubant directement les LT CD8+ (OT-I) avec le peptide 
OVA restreint au CMH-I (SL8, OVA257-264), ou soit ii) en pré-incubant les DC (± LPS) pendant 3 h avec le peptide SL8 avant 
d’être co-cultivées avec les LT CD8+ OT-I. (A) et (B) Les DC ont été prétraitées ou non par le 3-méthyladénine (3-MA, 16 
h, 3 mM) afin de bloquer l’autophagie (n=4). (C) L’autophagie a été induite par la rapamycine (Rapa, 16 h, 100 nM) 
(n=2). (D) Les DC ont traitées par un inhibiteur du protéasome (bortézomib = BRZ, 25 nM, 16 h) (n=1 pour le BRZ et n=5 
sans BRZ). Les barres d’erreurs sont présentées en ± SEM et l’analyse statistique a été réalisée par one-way ANOVA. P *< 
0,05. 
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• La surexpression par électroporation (à J9) de OVA et de OVA-Myc-ATG8 dans les 

cellules dendritiques n’active la prolifération des LT CD4+ OT-II  

Afin de déterminer si cette nouvelle méthode de transfection améliorait la réponse des 

LT CD4+ OT-II, nous avons réalisé des expériences avec les LT CD4+ OT-II. Les résultats montrent 

que la prolifération des LT CD4+ n’est pas activée lorsque ces lymphocytes sont mis en co-

culture avec des cellules dendritiques quel que soit l’antigène surexprimé (Figure 27A, B, C et 

D). En effet, ces LT ne prolifèrent pas significativement plus que ceux mis en co-culture avec des 

cellules dendritiques n’exprimant aucun antigène (Figure 27A et B). Le traitement des cellules 

dendritiques surexprimant les différents antigènes OVA par la rapamycine ou le bortézomib ne 

permet pas de modifier la prolifération des LT CD4+ OT-II (Figure 27C et D).  

La prolifération des LT CD4+ OT-II n’est donc toujours pas activée malgré l’amélioration 

de l’efficacité de la transfection avec l’électroporation et de la maturation des cellules 

dendritiques. Pour tenter d’améliorer l’activation des LT CD4+, nous avons également réalisé 

les mêmes expériences, mais sur des cellules dendritiques électroporées au 6ème jour après le 

traitement au LPS. Pour que les peptides soient présentés par les molécules du CMH-II, il faut 

que les molécules du CMH-II et les peptides se rencontrent dans un même compartiment après 

leur apprêtement. Or, l’expression des molécules de CMH-II, a lieu bien avant le 9ème jour ; jour 

correspondant à l’électroporation et donc à la synthèse/apprêtement de l’antigène. En 

transfectant les cellules plus tôt, les antigènes OVA-Myc-ATG8 pourraient être plus 

précocement apprêtés et donc peut-être davantage présentés par les molécules du CMH-II.  

Au 6ème jour, la population cellulaire dérivée de moelle osseuse est composée en 

moyenne d’environ 70 % de cellules dendritiques (Figure 28A). Parmi ces cellules dendritiques, 

une forte proportion exprime les molécules de costimulation CD80 et CD86 dont l’expression 

peut être significativement augmentée par l’ajout de LPS (Figure 28B). Dans ces conditions 

d’électroporation, les cellules dendritiques expriment également plus de protéines de 

costimulation à la membrane plasmique comme l’indique l’augmentation de l’intensité 

moyenne de fluorescence (MFI) (Figure 28C).  
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Figure 27 : La surexpression des antigènes OVA, OVA-Myc-ATG8 dans les cellules dendritiques dérivées de 
moelle osseuse (DC) active la prolifération des lymphocytes T CD4+ (OT-II). (A, B, C et D) Les cellules dendritiques 
utilisées pour la co-culture avec les lymphocytes T (LT) ont été différenciées in vitro pendant 8 jours. Puis le LPS a été 
ajouté dans le milieu de culture (16h, 1 µg/mL) avant la transfection par électroporation au 9ème jour de différenciation. 
Les DC ont été transfectées par les plasmides codant les antigènes OVA, OVA-Myc-LC3B (OML) et OVA-Myc-GABARAP 
(OMGP), OVA-Myc-GABARAPL1 (OMGL1). Au 10ème jour, les DC ont été mises en co-culture pendant 4 jours avec les LT 
CD4+ OT-II (H-2b). La prolifération des LT CD4+ a été étudiée par cytométrie en flux (CFSE). Les cellules ayant proliféré 
sont CFSE négative et les résultats sont exprimées en pourcentage de cellules CD3+CD4+CFSE-. Les contrôles positifs ont 
été réalisés soit i) en incubant directement les LT CD4+ (OT-II) avec le peptide OVA restreint au CMH-I (SL8, OVA323-339), 
ou soit ii) en pré-incubant les DC (± LPS) pendant 3 h avec le peptide OVA-II avant d’être co-cultivées avec les LT CD4+ 
OT-II. (A) et (B) Les DC ont été prétraitées ou non par le 3-méthyladénine (3-MA, 16 h, 3 mM) afin de bloquer 
l’autophagie (n=6). (C) L’autophagie a été induite par la rapamycine (Rapa, 16 h, 100 nM) mais avec le peptide OVA 
restreint au CMH-I (n=2). (D) Les DC ont été traitées par un inhibiteur du protéasome (bortézomib = BRZ, 25 nM, 16 h) 
(n=3). Les barres d’erreurs sont présentées en ± SEM et l’analyse statistique a été réalisée par one-way ANOVA. P *< 0,05, 
P **< 0,005, ns= non significatif. 
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• La surexpression par électroporation (J6) de OVA et de OVA-Myc-ATG8 dans les 

cellules dendritiques n’active pas la prolifération des LT CD4+ OT-II 

La surexpression des antigènes OVA-Myc-ATG8 ou 242OVA-Myc-ATG8 dans des 

cellules dendritiques, électroporées au 6ème jour, n’a pas permis d’améliorer la présentation des 

peptides pour induire la prolifération des LT CD4+ OT-II, après 4 jours de co-culture (Figure 

29A et D). Ces résultats vont en effet, à l’encontre de l’hypothèse formulée précédemment, que 

les cellules dendritiques électroporées prématurément (OVA-Myc-ATG8) présenteraient plus 

le peptide OVA par les molécules du CMH-II. De plus, l’inhibition de l’autophagie par le 3-MA ou 

par inhibition de l’expression de ATG5 (siRNA Atg5) ne modifie pas la prolifération des LT CD4+ 

OT-II mis en co-culture (Figure 29A et B). De plus, l’induction de l’autophagie par la rapamycine 

n’améliore pas la présentation de l’antigène OVA fusionné aux protéines ATG8 par les cellules 

dendritiques (Figure 29C). 

 

Figure 28 : Le pourcentage et l’expression des protéines de costimulation ont été recherchés par cytométrie en 
flux sur les cellules dendritiques (DC) différenciées in vitro pendant 6jours. Les cellules dendritiques ont été 
différenciées in vitro et traitées au 5ème jour par le LPS (1 µg/mL, 16 h). A) Le pourcentage de DC (CD11c+ molécules du 
CMH-II+) dans la culture primaire a été étudiée par cytométrie en flux. Parmi ces DC, l’état de maturation des DC a été 
vérifié par l’analyse de l’expression des protéines de costimulation CD80 et CD86 (B), ainsi que la mesure des moyennes 
de fluorescence (MFI) (C). Les barres d’erreurs sont exprimées en SEM avec n=6. Les analyses statistiques ont été 
réalisées avec un t test : P *< 0,05. 
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Figure 29 : La surexpression des antigènes OVA, OVA-Myc-ATG8 dans les cellules dendritiques dérivées de 
moelle osseuse (DC) active la prolifération des lymphocytes T CD4+ (OT-II). (A, B, C et D) Les cellules dendritiques 
utilisées pour la co-culture avec les lymphocytes T (LT) ont été différenciées in vitro pendant 5 jours. Puis du LPS a été 
ajoutées (16h, 1 µg/mL) avant que les cellules soient transfectées le 6ème jour par électroporation par des plasmides 
codant les antigènes OVALBUMINE (OVA), OVA-Myc-LC3B (OML) et OVA-Myc-GABARAP (OMGP), OVA-Myc-GABARAPL1 
(OMGL1, 242OVA-Myc-LC3B (242OML), 242OVA-Myc-GABARAP (242OMGP) ou 242OVA-Myc -GABARAPL1 
(242OMGL1). Au 7ème jour, les DC ont été mises en co-culture pendant 4 jours avec les LT CD4+ provenant de souris OT-
II (H-2b). La prolifération des LT CD4+ a été étudiée par cytométrie en flux par la technique du CFSE. Les cellules ayant 
proliféré sont CFSE négatives et sont exprimées en pourcentage de cellules CD3+CD4+CFSE. Les contrôles positifs ont été 
réalisés soit i) en incubant directement les LT CD4+ (OT-II) avec le peptide OVA restreint au CMH-II (OVA-II, OVA323-339), 
ou soit ii) en pré-incubant les DC (± LPS) pendant 3 h avec le peptide OVA-II avant d’être co-cultivées avec les LT CD4+ 
OT-II. (A) Les DC ont été prétraitées ou non par le 3-méthyladénine (3-MA, 16 h, 3 mM) afin de bloquer l’autophagie 
(n=7). (B) Les DC ont été co-transfectées par des siRNA Contrôle (si Ctrl) et des siRNA Atg5 (si Atg5) (100 nM) afin de 
bloquer l’autophagie dans ces cellules (n=1). (C) L’autophagie a été induite par la rapamycine (Rapa, 16 h, 100 nM) 
(n=2). (D) n=5. Les barres d’erreurs sont présentées en ± SEM et l’analyse statistique a été réalisé par one-way ANOVA. 
P *< 0,05, P **< 0,005, ns= non significatif. 
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• La surexpression, par électroporation à J6, des antigènes OVA-Myc-ATG8 ou OVA 

seul dans des cellules dendritiques induit la même prolifération des lymphocytes 

T CD8+ OT-I  

En parallèle des études de co-culture avec les LT CD4+ OT-II, les cellules dendritiques 

surexprimant les différentes versions de l’antigène OVA (électroporées à J6) ont également été 

cultivées avec les LT CD8+ OT-I. Dans ces conditions, les LT CD8+ OT-I ont fortement proliféré 

lorsqu’ils ont été incubés pendant 4 jours avec des cellules dendritiques surexprimant 

l’antigène OVA, les antigènes OVA-Myc-ATG8 ou les antigènes 242OVA-Myc-ATG8 (Figure 30A 

et D). Lorsque l’autophagie des DC surexprimant OVA ou OVA-Myc-ATG8 a été inhibée par le 3-

MA, la prolifération des LT CD8+ n’a pas été pas modifiée (Figure 30A). Ces données sont en 

contradiction avec les résultats obtenus lorsque les cellules dendritiques étaient électroporées 

à J9 et qu’elles surexprimaient OVA-Myc-GABARAP/OVA-Myc-GABARAPL1 (3-MA) (Figure 24A 

et B). Cependant, nous avons également entrepris d’inhiber l’autophagie par interférence ARN 

avec des siRNA Atg5. Les résultats préliminaires semblent indiquer que l’inhibition de 

l’autophagie dans les cellules dendritiques surexprimant l’antigène OVA-Myc-LC3B diminue la 

prolifération des LT CD8+ (Figure 30B). La surexpression de OVA dans les cellules dendritiques 

n’exprimant plus Atg5 semble au contraire augmenter la prolifération des LT CD8+ OT-I (Figure 

30B). Cette dernière donnée est en accord avec la littérature qui montre que l’inhibition de 

l’autophagie par des siRNA Atg5. Aussi, l’activation de l’autophagie par la rapamycine dans les 

cellules dendritiques surexprimant les antigènes OVA diminue la prolifération des LT CD8+ in 

vitro ce qui est en accord avec les résultats obtenus avec les DC transfectées au 9ème jour (Figure 

30C et 26C).  
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Figure 30 : La surexpression des antigènes OVA, OVA-Myc-ATG8 dans les cellules dendritiques dérivées de moelle 
osseuse (DC) active la prolifération des lymphocytes T CD8+ (OT-I). (A, B, C et D) Les cellules dendritiques utilisées 
pour la co-culture avec les lymphocytes T (LT) ont été différenciées in vitro pendant 5 jours. Puis du LPS a été ajouté (16h, 
1 µg/mL) avant que les cellules soient transfectées le 6ème jour par électroporation par des plasmides codant les antigènes 
OVALBUMINE (OVA), OVA-Myc-LC3B (OML) et OVA-Myc-GABARAP (OMGP), OVA-Myc-GABARAPL1 (OMGL1), 242OVA-
Myc-LC3B (242OML), 242OVA-Myc-GABARAP (242OMGP) ou 242OVA-Myc-GABARAPL1 (242OMGL1). Au 7ème jour, les DC 
ont été mises en co-culture pendant 4 jours avec les LT CD8+ provenant de souris OT-I (H-2b). La prolifération des LT CD8+ 
a été étudiée par cytométrie en flux par la technique du CFSE. Les cellules ayant proliférées sont CFSE négative et sont 
exprimées en pourcentage de cellules CD3+CD8+CFSE-. Les contrôles positifs ont été réalisés soit i) en incubant directement 
les LT CD8+ (OT-I) avec le peptide OVA restreint au CMH-II (SL8, OVA257-264), ou soit ii) en pré-incubant les DC (± LPS) 
pendant 3 h avec le peptide SL8 avant d’être co-cultivées avec les LT CD8+ OT-I. A) Les DC ont été prétraitées ou non par le 
3-méthyladénine (3-MA, 16 h, 3 mM) afin de bloquer l’autophagie (n=7). (B) Les DC ont été co-transfectées par des si Ctrl 
et des si Atg5 (100 nM) afin de bloquer l’autophagie dans ces cellules (n=2). (C) L’autophagie a été induite par la 
rapamycine (Rapa) (16 h, 100 nM) (n=2). (D) n=5. Les barres d’erreurs sont présentées en ± SEM et l’analyse statistique a 
été réalisée par one-way ANOVA. P *< 0,05, P **< 0,005, P ***< 0,001, P ****< 0.0001, ns= non significatif. 
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2. Etude de l’impact de l’invalidation de GABARAPL1 dans les 
cellules B16-OVA : sur la présentation de l’antigène OVA par les 
molécules du CMH-I et II et dans la croissance tumorale dans 
des souris immunocompétentes 

Au début de ce projet de cette thèse, nous nous sommes aussi intéressés à l’étude du 

rôle de GABARAPL1, dans l’autophagie et dans la croissance tumorale, dans la présentation 

d’antigène et dans la reconnaissance par le système immunitaire de tumeur invalidée par le 

gène Gabarapl1.  

Le gène GEC1/GABARAPL1 a été initialement identifié chez le cochon d’Inde (Cavia 

porcellus) au sein de notre laboratoire en 1993 et décrit comme positivement régulé par les 

estrogènes (Pellerin et al, 1993). Il a ensuite été décrit comme impliqué dans le transport du 

récepteur GABAA et comme pouvant interagir par son extrémité N-terminal avec la tubuline 

(Mansuy et al, 2004). Puis, le rôle de cette protéine dans l’autophagie a été démontré dans notre 

équipe au début des années 2010 (Chakrama, el al, 2010). GABARAPL1 présente un fort 

pourcentage d’identité avec les protéines GABARAP et GABARAPL2 (Le Grand et al, 2011). 

Effectivement, ces 3 protéines appartiennent à la sous-famille GABARAP, elle-même 

appartenant à la famille ATG8. Comme nous l’avons précisé dans l’introduction, les protéines 

de la famille ATG8 participent à la voie autophagique et peuvent s’ancrer à la membrane de 

l’autophagosome suite à la conjugaison au PE (Chakrama et al, 2010; Kabeya et al, 2004). Ainsi, 

les protéines de la famille ATG8 sont clivées en aval d’une glycine en position C-terminale avant 

d’être conjuguées au PE. Au cours du processus autophagique, la sous-famille GABARAP 

participerait plutôt aux événements de fermeture de l’autophagosome et de fusion de 

l’autophagosome avec le lysosome (Weidberg et al, 2010; Nguyen et al, 2016; Jatana et al, 2020).  

Notre équipe s’est ensuite intéressée au rôle de GABARAPL1 dans le cancer. En effet, 

une perte d’expression de GABARAPL1 a été mise en évidence dans des tissus tumoraux par 

rapport aux tissus sains dans une étude de 2003 (Nemos et al, 2003). D’autres études de notre 

équipe montrent que l’expression de GABARAPL1 est un facteur de bon pronostic chez des 

patientes atteintes de cancer du sein (Berthier et al, 2010). In vitro, la perte de l’expression de 

GABARAPL1 dans des cellules tumorales de cancer du sein MDA-MB-436 est associée à une 

augmentation du phénotype cancéreux avec une augmentation de la prolifération cellulaire, de 

la formation de colonies et de l’invasion. Le flux autophagique est également réduit dans ces 

cellules (Boyer-Guittaut et al, 2014). Les fonctions suppressives de GABARAPL1 dans les 

tumeurs seraient indépendantes de sa conjugaison aux vésicules autophagiques in vivo dans 

des souris immunodéprimées. En effet, les cellules MCF-7 surexprimant GABARAPL1 ou le 

mutant de GABARAPL1-G116A ne pouvant plus se lier aux autophagosomes, présentent une 
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croissance tumorale plus faible comparativement aux cellules MCF-7 contrôles (Poillet-Perez 

et al, 2017). Cependant in vitro, dans les mêmes cellules, seules les lignées surexprimant 

GABARAPL1 sont capables de limiter la prolifération cellulaire (Poillet-Perez et al, 2017). Ces 

travaux suggèrent que GABARAPL1 pourrait avoir un rôle au niveau des étapes précoces de 

l’autophagie mais indépendamment de sa localisation au niveau des autophagosomes. 

L’autophagie étant impliquée dans l’immunité antitumorale, nous nous sommes 

demandé si GABARAPL1 pouvait avoir un rôle dans la reconnaissance et l’élimination des 

cellules tumorales par le système immunitaire. Notre étude s’est subdivisée en deux axes avec 

une étude in vitro et une étude in vivo chez la souris. In vitro, nous avons étudié l’effet de 

l’absence d’expression de GABARAPL1 sur le flux autophagique et sur la prolifération cellulaire. 

In vivo, nous avons étudié les conséquences de la perte de GABARAPL1 sur la croissance 

tumorale dans des souris immunodéficientes et immunocompétentes. Les expériences menées 

dans des souris compétentes ont permis d’étudier l’implication du système immunitaire dans 

l’immunosurveillance et l’élimination des cellules tumorales.  

Cette étude a été menée dans la lignée cellulaire murines B16-F10 (H-2b) issues d’un 

mélanome et surexprimant l’antigène OVALBUMINE (B16-OVA). L’expression de Gabarapl1 a 

été invalidée dans ce modèle cellulaire par la technologie CRISPR-Cas9. Pour réaliser les 

croissances tumorales, nous avons utilisé des souris C57BL/6N (H-2b) afin d’avoir le même fond 

génétique que les lignées cellulaires B16-F10. Les études in vitro ont permis de montrer que :  

▪ L’invalidation de Gabarapl1 dans les lignées B16-OVA diminue le flux 

autophagique basal et induit 

▪ L’invalidation de Gabarapl1 dans les lignées B16-OVA ne modifie pas la 

prolifération cellulaire in vitro  

Les études in vivo de croissance tumorale dans des souris immunodéficientes et 

immunocompétentes ont permis de montrer que :  

▪ L’invalidation de Gabarapl1 ne modifie pas la croissance tumorale in vivo dans 

des souris SCID immunodéficientes en lymphocytes T et B 

▪ Mais, l’invalidation de Gabarapl1 augmente la croissance tumorale dans les 

souris C57BL/6N immunocompétentes 

Ces résultats suggèrent l’implication du système immunitaire dans la différence de 

croissance observée entre le groupe de souris immunodéficientes et immunocompétentes. Les 

souris immunodéficientes ne possèdent pas de lymphocytes B, T et de cellules NK suggérant 

l’implication de l’un de ces sous-types immunitaires dans la différence observée. L’implication 

du système immunitaire a donc été recherchée en étudiant les populations lymphocytaires 
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infiltrant les tumeurs (lymphocytes T CD4+ et CD8+). Nous avons également regardé si les 

lymphocytes infiltrant les tumeurs étaient encore fonctionnels. Enfin, nous avons étudié 

l’expression des molécules du CMH-I, CMH-II et PD-L1 à la surface des cellules tumorales in vivo. 

Une plus faible expression des molécules du CMH peut être associée à une moins bonne 

reconnaissance et à l’élimination des cellules tumorales par le système immunitaire. 

L’expression du marqueur de surface PD-L1 à la surface des cellules tumorales a été détectée. 

Son expression peut être modulée par la présence de cytokines dans l’environnement tumorale 

(IFN- par exemple). PD-L1 est reconnu par le récepteur PD1 présent à la surface des LT et 

entraine leur inactivation (Ostrand-Rosenberg et al, 2014). Les résultats ont montré que : 

▪ Les lymphocytes infiltrants les tumeurs sont les mêmes entre les groupes  

▪ Les lymphocytes infiltrant les tumeurs ne présentent pas de différences de 

fonctionnalité entre les groupes 

▪ In vivo, il n’existe pas de différence d’expression à la surface des cellules 

tumorales des molécules du CMH-I, CMH-II et de PD-L1 

▪ In vitro, l’invalidation de Gabarapl1 ne modifie pas la présentation des 

peptides dérivés de l’antigène OVA par les molécules du CMH de classe I et II  
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• Modèle d’invalidation de Gabarapl1 dans les cellules B16-F10 surexprimant 

la protéine OVA (B16-OVA) 

Nous avons d’abord observé l’expression des protéines GABARAP et GABARAPL1 dans 

les cellules B16-OVA qui constituaient notre modèle d’étude. Les cellules B16-OVA sont des 

cellules murines issues d’un mélanome de souris C57BL/6N et elles expriment fortement les 

protéines GABARAP et GABARAPL1 au niveau basal. L’expression de la protéine GABARAPL1 

dans diverses lignées cellulaires étudiées au laboratoire (par exemple les lignées MCF-7, MDA-

MB-436, A549) n’est généralement visible que lorsque que l’on traite par un inhibiteur du 

protéasome, comme le bortézomib. Cette protéine semble donc être fortement exprimée dans 

le modèle cellulaire B16-OVA. Par ailleurs, nous pouvons observer les formes II des protéines 

GABARAP et GABARAPL1 en présence de l’inhibiteur autophagique, le NH4Cl ce qui montre leur 

participation à la voie autophagique (Figure 31B).  

Pour comprendre le rôle de GABARAPL1 dans la croissance tumorale, l’autophagie et la 

présentation d’antigène, nous avons entrepris d’éteindre l’expression de cette protéine dans les 

cellules B16-OVA. L’expression de la protéine GABARAPL1 a été invalidée par la technologie 

CRISPR-Cas9 dans les cellules B16-OVA en utilisant un ARN guide ciblant l’exon 2 du gène 

Gabarapl1 (Figure 31A). Trois clones cellulaires différents ont été obtenus : C2, C4 et C10. Le 

contrôle nommé Ctrl correspond à la transfection des cellules B16-OVA par le plasmide CRISPR-

Cas9 sans ARN guide. L’absence d’expression de la protéine a été vérifiée par western blotting 

dans l’ensemble des clones (Figure 31B). Aucune expression de la protéine GABARAPL1 n’a pu 

être détectée dans le clone C10. Cependant, une faible expression a pu être détectée dans les 

clones C2 et C4 (Figure 31B). L’étude de l’ADN génomique par séquençage de la partie du gène 

correspondant à la séquence cible de l’ARN guide a montré que tous les allèles du gène 

Gabarapl1 ne sont pas mutées pour les clones C2 et C4 (résultats non montrés). L’expression 

des ARNm a également été étudiée et seul le clone C10 présente une diminution significative 

d’expression de l’ARNm de Gabarapl1 (Figure 31C). 
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Figure 31 : L’expression de GABARAPL1 a été invalidée dans les lignées de mélanome murin B16-OVA 
surexprimant l’antigène OVALBUMINE (B16-OVA). A) L’expression de GABARAPL1 a été invalidée en utilisant la 
technologie CRISPR-Cas9 avec un plasmide contenant un ARN guide, ciblant l’exon 2 du gène Gabarapl1 chez Mus 
musculus. Pour le clone contrôle, les cellules B16-OVA ont été transfectées par le plasmide CRISPR-Cas9 sans ARN guide. 
B) Trois clones B16-OVA GABARAPL1-/- ont été sélectionnés par western blotting et un clone contrôle (Ctrl) polyclonal 
a été gardé. Dans les cellules B16-OVA, l’autophagie a été induite par privation en nutriments en utilisant l’EBSS et 
bloquée par le chlorure d’ammonium (NH4Cl). L’expression de la protéine GABARAPL1 a été étudiée en utilisant un 
anticorps spécifique de GABARAPL1 (ProteinTech). En présence de NH4Cl, les formes II de GABARAPL1 sont visibles. C) 
ont L’expression relative du messager Gabaral1 été étudiée en RT-qPCR par la méthode du Ct à partir des ARN totaux 
extraits des cellules B16-OVA non traitées. Le graphique est représentatif de 2 expériences indépendantes ± SD. Unpaired 
T-test : * P<0,05.   
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• Les flux autophagiques basal et induit sont diminués dans les lignées ayant 

perdu l’expression de GABARAPL1 

Nous nous sommes ensuite intéressés à l’effet de l’invalidation de GABARAPL1 sur le 

flux autophagique dans les cellules B16-OVA qui présentaient de base une forte expression de 

celle-ci. Le flux autophagique basal a été étudié par western blotting en étudiant le marqueur 

protéique LC3B-II et en bloquant l’autophagie à l’aide de l’inhibiteur lysosomal NH4Cl (50 mM 

pendant 2 h). Ainsi, nos résultats ont montré que le flux autophagique basal était diminué dans 

les cellules B16-OVA GABARAPL1-/- clones C2, C4 et C10 car LC3B-II s’accumulait moins en 

présence de l’inhibiteur par rapport aux cellules B16-OVA contrôles (Figure 32A et B). La 

protéine GABARAPL1 étant surexprimée dans ces cellules, l’extinction de son expression 

semble avoir un fort impact sur le flux autophagique basal. Nous avons ensuite étudié l’effet de 

l’invalidation de Gabarapl1 sur le flux autophagique induit. Nous n’avons pas été en mesure de 

le déterminer par western blotting en utilisant marqueur LC3B (Figure 32A et C). Nous avons 

donc utilisé la fluorescence. Les cellules ont été transfectées par le plasmide ptf-LC3B pour 

déterminer le nombre d’autophagosomes et d’autolysosomes. L’induction de l’autophagie par 

privation en nutriments (EBSS) n’augmentait pas le nombre d’autolysosomes et 

d’autophagosomes dans les clones C4 et C10 comparativement au clone contrôle (Figure 32D). 

Ces résultats suggèrent que GABARAPL1 est nécessaire à l’induction de l’autophagie dans les 

cellules B16-OVA. Pour la suite de nos travaux, nous avons choisi de garder les clones C4 et C10 

dont l’expression de GABARAPL1 est la plus affaiblie. 
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Figure 32 : Le flux autophagique basal ou induit est diminué dans les 3 clones invalidés pour Gabarapl1. 
(A) Toutes les lignées cellulaires B16-OVA ont été traitées pendant 4 h à l’EBSS pour induire l’autophagie en 
présence ou non d’un inhibiteur de la fusion autophagosome-lysosome (NH4Cl, 50 mM, 2 h). Tous les lysats 
cellulaires ont été analysés par western blotting (gel SDS-PAGE 12 %). (B) Le flux autophagique basal est 
présenté sous forme d’histogrammes en mesurant le ratio de l’intensité des bandes de LC3B-II avec un inhibiteur 
sur LC3B-II sans inhibiteur. C) Le flux autophagique induit à l’EBSS a été quantifié comme pour B. (B et C) Les 
graphiques sont représentatifs de 3 expériences. ± SD. One-way ANOVA *: P<0,05. (D) Les lignées B16-OVA Ctrl 
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image J à partir des images de microscopie confocale ± SEM. One-way ANOVA.  *: P<0,05 ; **: P<0,005; ***: 
P<0,001; ****: P<0,0001.  
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• L’extinction de Gabarapl1 ne modifie pas la croissance des cellules B16-OVA 

in vitro et in vivo dans des souris immunodéficientes 

Nous avons ensuite étudié l’effet de l’invalidation de Gabarapl1 sur la croissance 

tumorale. Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés à la croissance in vitro des 

lignées B16-OVA ctrl et des cellules B16-OVA GABARAPL1-/- C4 et C10. La croissance cellulaire 

in vitro a été suivie pendant 4 jours par un test XTT et ne montre pas de différence significative 

de croissance entre les cellules B16-OVA Ctrl et les clones C4/C10 (Figure 33C). Nous avons 

ensuite étudié la croissance de ces différents clones in vivo dans le modèle de souris 

immunodéficiente SCID (Severe Combined ImmunoDeficiency). Ces souris n’ont pas de 

lymphocytes T et B fonctionnels et l’activité des autres cellules hématopoïétiques est normale 

(Bosma & Carroll, 1991). Dans un souci de réduction du nombre d’animaux, seul le clone C10, 

le plus éteint pour Gabarapl1, a été utilisé dans ces expériences in vivo et aussi parce qu’il n’y 

avait pas de différence significative de prolifération in vitro entre C4 ou C10 et le contrôle. Les 

deux expériences de croissance (5-6 souris par groupe) menées dans les souris SCID ne 

permettent pas de mettre en évidence une différence significative de croissance entre les 

cellules B16-OVA, B16-OVA Ctrl et le clone C10 (Figure 33A et B). 
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même façon in vitro et in vivo dans des souris SCID immunodéficientes. (A) Etude de la prolifération in vitro des 
lignées B16-OVA, B16-OVA Ctrl, B16-OVA GL1-/- sur 4 jours en utilisant un test XTT. Les barres d’erreur sont exprimées 
en ± SD. (B) Les cellules B16-OVA, B16-OVA Ctrl et le clone B16-OVA GL1-/- C10 dont l’expression de GabarapL1 est la 
plus éteinte ont été injectées en sous-cutané sur le flanc droit des souris SCID femelles immunodéficientes. Les tumeurs 
primaires déficientes ou non pour l’autophagie ont été mesurées à l’aide d’un pied à coulisse (6 souris/groupe ± SEM). 
(C) Les croissances tumorales ont été réalisées dans des souris SCID mâles (5 souris/groupe) avec les mêmes lignées 
cellulaires qu’en B. 
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• Mais, l’extinction de Gabarapl1 augmente la croissance des cellules B16-OVA 

dans les souris immunocompétentes C57BL/6N  

Nous avons vu précédemment que l’extinction de Gabarapl1 n’avait aucun impact sur la 

prolifération des cellules B16-OVA in vitro et in vivo dans des souris immunodéficientes. Nous 

nous sommes donc demandé si le système immunitaire pouvait avoir un impact sur la 

croissance des cellules B16-OVA in vivo dans le modèle de souris immunocompétentes 

C57BL/6N. Nous avions émis l’hypothèse que la perte de Gabarapl1 dans les cellules B16-OVA 

pourrait être corrélée à une diminution de l’expression des molécules du CMH en surface des 

cellules, donc à une moins bonne reconnaissance de celles-ci par le système immunitaire et à 

une plus forte croissance tumorale. Les cellules B16-OVA Ctrl et les cellules B16-OVA 

GABARAPL1-/- C4 et C10 ont été injectées dans des souris C57BL/6N (5-7 souris par groupe). 

Le suivi de la croissance tumorale a été réalisé pendant environ 19 à 25 jours. A l’issue de 4 

expériences, nous avons pu montrer que la prolifération des lignées C4 et C10 était 

significativement plus rapide que la lignée ctrl et la lignée B16-OVA sauvage (Figure 34A, B et 

C). Le suivi de la croissance du clone C2 dans ces souris a été réalisé 2 fois et ne présente pas de 

différence avec la croissance du groupe Ctrl. Ce résultat peut être relié à la persistance de 

l’expression de la protéine GABARAPL1 et à l’expression des ARNm aussi forte que dans les 

cellules B16-OVA Ctrl (Figure 34A et B). A la suite de ces 4 expériences, nous pouvons supposer 

que le système immunitaire ralentissait la croissance des cellules B16-OVA Ctrl et des cellules 

B16-OVA tandis que celle des cellules B16-OVA GABARAPL1-/-, clones C4 et C10 semblait peu 

impactée. Tout se passe comme si les cellules B16-OVA GABARAPL1-/- clone C4 et C10 étaient 

invisibles au système immunitaire. En effet, les courbes de croissance des clones C4 et C10 

étaient similaires entre les souris SCID et les C57BL/6N. Au contraire, la croissance des lignées 

B16-OVA contrôle et sauvage était ralentie dans les souris immunocompétentes, en 

comparaison à la croissance de ces cellules dans les souris SCID. Les lymphocytes T et/ou B 

pourraient être impliqués dans cette différence de croissance car ce sont les deux populations 

absentes des souris SCID. 

Le système immunitaire semble être impliqué dans cette différence de croissance 

tumorale. Nous nous sommes donc interrogés sur la réponse immunitaire des lymphocytes T 

contre les tumeurs. Pour cela, nous avons étudié la représentation des LT CD4+ et CD8+ 

provenant des tumeurs réséquées. A partir des tumeurs de la deuxième série d’expériences de 

croissance tumorale (souris injectées par les clones B16-OVA Ctrl et B16-OVA C10 (Figure 34B), 

nous avons extrait les lymphocytes infiltrant les tumeurs (TILs, tumor infiltrating lymphocytes) 

pour déterminer le pourcentage de lymphocytes T CD4+, T CD8+ et T Reg parmi les cellules CD3+. 

Lors de cette expérience, nous avons montré que les lymphocytes T CD8 sont plus représentés 
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dans les TILs issus des tumeurs du groupe C10 (résultats non montrés). Mais nous n’avons pas 

pu rapporter ce pourcentage à un nombre de lymphocytes infiltrant par mm2 car nous n’avons 

pas comptabilisé le nombre total de TILs. Ce résultat apparait surprenant car la vocation des 

lymphocytes T CD8+ est de tuer par cytotoxicité les cellules tumorales. Nous aurions alors pu 

imaginer au contraire une diminution de leur nombre. Lors de la résection des tumeurs, nous 

avons également étudié l’expression des protéines du CMH-I et II des cellules B16-OVA 

provenant des tumeurs. En effet, dans les cellules B16-OVA ayant perdu l’expression de 

Gabarapl1, le flux autophagique est diminué ce qui pourrait entrainer une modification de 

l’apprêtement antigénique par cette voie et conduire à une diminution de l’expression des 

molécules du CMH-II. Par ailleurs, la protéine GABARAPL1 pourrait être, comme GABARAP, 

impliquée dans le trafic vésiculaire et l’adressage des récepteurs à la membrane plasmique 

(Wang et al, 1999). La perte de son expression pourrait conduire à perturber l’expression de 

ces 2 marqueurs à la surface. Au contraire, l’expression de ces protéines pourrait être modifiée 

du fait de l’apparition d’un environnement inflammatoire dans la tumeur. En effet, la présence 

d’IFN- dans l’environnement tumoral pourrait augmenter l’expression des molécules du CMH-

I et II et de cellules B16-OVA positives pour ces molécules (Li et al, 2009a). Nous n’avons pas 

observé de différences significatives entre les cellules B16-OVA contrôle et les cellules B16-OVA 

GABARAPL1-/- C10 (résultats non montrés). Une simple tendance semble montrer qu’il y a un 

peu moins de molécules du CMH-II à la surface des cellules dans le groupe C10 (MFI CMH-II). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



194 
 

 

 

 

 

 
Figure 34 : La croissance tumorale des cellules B16-OVA GABARAPL1-/- clones C4 et C10 est plus élevée dans les 
souris C57BL/6N que dans les cellules B16-OVA Ctrl. A) Croissance tumorale primaire de différentes lignées de 
cellules B16-OVA déficientes en autophagie. Les différentes cellules B16-OVA ont été injectées en sous cutané sur le flanc 
droit des souris C57BL/6N femelles immunocompétentes (5 souris par groupes). (B), (C), en (D). Expériences similaires 
de croissance tumorale dans des souris C57BL/6N (7 souris/groupe). ANOVA : * : P<0,05 ; ** : P<0,005 ; *** P<0,001 ; 
**** P<0,001. Les barres d’erreurs sont représentées en ± SEM. 
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• Il ne semble pas y avoir de différence de fonctionnalité des lymphocytes T 

CD4 et CD8 infiltrant les tumeurs concernant l’expression de PD1 et TIM3 

Nous avons poursuivi les études sur la caractérisation des différents sous-types de 

cellules immunitaires et sur la fonctionnalité des lymphocytes infiltrant les tumeurs à J19 

(Figure 34C). Les TILs ont été extraits, comptés puis analysés par cytométrie en flux en utilisant 

les marqueurs de surfaces CD3, CD4 et CD8. La quantité de TILs a tout d’abord été rapportée à 

la surface de la tumeur en mm2. Aucune différence significative entre les différentes tumeurs 

n’a pu être mesurée. Les lymphocytes CD3+CD4+ et CD3+ CD8+ ont été ensuite analysés du point 

de vue de leur fonctionnalité. Ainsi l’expression de TIM3+ et du « check-point » inhibiteur PD1+ 

a été mesurée sur les lymphocytes infiltrant les tumeurs. En effet, l’expression de TIM3 est 

associée à une plus faible prolifération cellulaire des LT et à une diminution de la sécrétion de 

perforine et de granzyme B par ces cellules. La protéine PD1, elle, est un récepteur 

membranaire qui régule négativement la réponse immunitaire en inhibant l’activité des 

lymphocytes T.  

Nous n’avons pas pu mettre en évidence de différence significative de fonctionnalité 

entre les LT extraits des tumeurs des groupes B16-OVA/Ctrl ou des groupes B16-OVA C4/C10 

(Figure 35). L’absence d’expression de GABARAPL1 dans les cellules tumorales ne semble donc 

pas modifier l’infiltration immunitaire des tumeurs par des lymphocytes T CD4+ et CD8+, ni 

modifier l’expression des marqueurs de fonctionnalités tels que PD1 et TIM3.  
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Figure 35 : Les lymphocytes T CD4+ et CD8+ infiltrants les tumeurs (TILs) ne présentent pas de différence de 
fonctionnalité entre ceux extraits des tumeurs B16-OVA Ctrl et ceux extraits des tumeurs B16-OVA GABARAPL1-

/-.  Les différentes lignées B16-OVA ont été injectées en sous-cutané dans les souris C57BL/6N et la croissance a été 
arrêtée au 19ème jour. A la fin de la croissance, les tumeurs ont été réséquées, dissociées mécaniquement et les TILS 
extraits. Les lymphocytes T CD4+ et CD8+ ont ensuite été marqués par des anticorps et analysés par cytométrie en flux. 
(A) Stratégie de « gating » en cytométrie en flux pour étudier la fonctionnalité des populations lymphocytaires T (LT) 
CD4+ et CD8+. La fonctionnalité des LT CD4+ et CD8+ a été recherchée en étudiant l’expression des marqueurs de surface 
TIM3 et PD1. (B) Les pourcentages de TILs CD4+ et CD8+ par mm2 de tumeurs sont présentés, ainsi que le pourcentage 
par mm2 de tumeurs des TILs exprimant les marqueurs TIM3, PD1 ou TIM3/PD1. Chaque point représente les résultats 
obtenus pour chaque tumeur de souris. One-way ANOVA : non significatif.   

CD4

C
D

8

CD8 PD1
TI

M
-3

CD3

SS
C

-A

CD3

CD4 PD1

TI
M

-3

T CD4T CD8T cells

C
D

3
/m

m
2

 d
e

 t
u

m
e

u
rs

0

5 .0 1 0 5

1 .0 1 0 6

1 .5 1 0 6

B 1 6 -O V A

 C 4C trl C 1 0

B 1 6 -O V A

G A B A R A P L 1
 - / -

C
D

4
+

 /
m

m
2

d
e

 t
u

m
e

u
rs

0

5 .0 1 0 3

1 .0 1 0 4

1 .5 1 0 4

B 1 6 -O V A

 C 4C trl C 1 0

B 1 6 -O V A

G A B A R A P L 1
 - / -

C
D

8
+

 /
m

m
2

d
e

 t
u

m
e

u
rs

0

1 .0 1 0 5

2 .0 1 0 5

3 .0 1 0 5

4 .0 1 0 5

5 .0 1 0 5

B 1 6 -O V A

 C 4C trl C 1 0

B 1 6 -O V A

G A B A R A P L 1
 - / -

CD3 CD8+CD3 CD4+CD3

C
D

3
+

C
D

8
+

P
D

1
+

/ 
m

m
2

d
e

 t
u

m
e

u
rs

0

5 .0 1 0 3

1 .0 1 0 4

1 .5 1 0 4

B 1 6 -O V A

 C 4C trl C 1 0

B 1 6 -O V A

G A B A R A P L 1
 - / -

C
D

3
+

C
D

8
+

P
D

1
+

T
IM

3
+

/

m
m

2
d

e
 t

u
m

e
u

rs

0

5 .0 1 0 2

1 .0 1 0 3

1 .5 1 0 3

B 1 6 -O V A

 C 4C trl C 1 0

B 1 6 -O V A

G A B A R A P L 1
 - / -

C
D

3
+

C
D

8
+

T
IM

3
+

/ 
m

m
2

d
e

 t
u

m
e

u
rs

0

1 .0 1 0 3

2 .0 1 0 3

3 .0 1 0 3

4 .0 1 0 3

B 1 6 -O V A

 C 4C trl C 1 0

B 1 6 -O V A

G A B A R A P L 1
 - / -

CD8+ PD1 CD8+ PD1 TIM3CD8+ TIM3

C
D

3
+

C
D

4
+

T
IM

3
+

/ 
m

m
2

d
e

 t
u

m
e

u
rs

0

2 .0 1 0 3

4 .0 1 0 3

6 .0 1 0 3

B 1 6 -O V A

 C 4C trl C 1 0

B 1 6 -O V A

G A B A R A P L 1
 - / -

C
D

3
+

C
D

4
+

P
D

1
+

/ 
m

m
2

d
e

 t
u

m
e

u
rs

0

2 .0 1 0 3

4 .0 1 0 3

6 .0 1 0 3

B 1 6 -O V A

 C 4C trl C 1 0

B 1 6 -O V A

G A B A R A P L 1
 - / -

C
D

3
+

C
D

4
+

P
D

1
+

T
IM

3
+

/

m
m

2
d

e
 t

u
m

e
u

rs

0

2 .0 1 0 3

4 .0 1 0 3

6 .0 1 0 3

8 .0 1 0 3

B 1 6 -O V A

 C 4C trl C 1 0

B 1 6 -O V A

G A B A R A P L 1
 - / -

CD4+ PD1 CD4+ PD1 TIM3CD4+ TIM3

A

B



197 
 

• L’environnement tumoral des cellules B16-OVA GABARAPL1-/-n’est pas plus 

immunosuppressif que celui des cellules B16-OVA contrôle lors de la 

croissance tumorale  

Nous avons également regardé si l’environnement tumoral était plus immunosuppressif 

dans les tumeurs issues des groupes C4 et C10 ce qui pourrait expliquer cette différence de 

croissance. Pour cela, nous avons recherché la présence de cellules immunosuppressives 

comme les MDSC (Myeloid-derived suppressor cells). Les MDSC sont décrites comme réprimant 

la réponse immunitaire des T et sont caractérisées par l’expression des marqueurs de surface 

Cd11b+ et Gr-1+ (Youn et al, 2008). Une sous-population de MDSC dite « high » exprime 

fortement les marqueurs CD11b et Gr-1. Il s’agit des MDSC granulocytaires. Les autres sont 

monocytaires. Nous avons recherché parmi les MDSC celles exprimant également PD-L1 car les 

MDSC PD-L1+ sont souvent retrouvées dans les TILs (Iwata et al, 2016). Une différence 

d’infiltration tumorale par les MDSC monocytaires (M-MDSC, CD11b+Gr-1+PD-L1+) et les MDSC 

granulocytaires (Gr-MDSC, CD11bhighGr-1highPD-L1+) a été recherchée dans les différents types 

de tumeurs (Figure 36A). Mais, aucune différence significative entre les groupes n’a été 

enregistrée (Figure 36B). Nous ne pouvons donc pas impliquer les MDSC dans cette différence 

de croissance. Dans toutes nos études de croissance, nous avons parfois analysé un nombre 

insuffisant de tumeurs car des souris n’avaient pas survécu. Dans d‘autres cas, les tumeurs se 

nécrosaient avant le 19ème jour de croissance et les souris ont été sacrifiées. Dans les prochaines 

expériences de croissance, il faudrait augmenter le nombre de souris pour conserver le jour du 

sacrifice, un nombre suffisant de souris vivantes. Cela nous permettra, peut-être d’obtenir des 

résultats significatifs avec moins de répétitions et moins de souris au total. 

• L’expression des molécules du CMH-I et II et de PD-L1 in vivo n’est pas 

différente entre les groupes  

Enfin, nous avons, dans cette seconde expérience, analysé l’expression en surface du 

CMH de classe I, II et de PD-L1 des différentes lignées B16-OVA provenant des tumeurs 

reséquées. Les molécules du CMH de classe I et II portant des peptides antigéniques sont 

reconnues par les TCR des lymphocytes T CD8+ et CD4+. Ils permettent ainsi la surveillance par 

le système immunitaire des cellules considérées comme du non-soi et leur élimination. Ainsi, 

une diminution de l’expression de surface des molécules CMH-I (ou du CMH-II) des cellules 

B16-OVA conduit à une moins bonne détection et élimination de ces cellules tumorales. Aussi, 

nous avons étudié l’expression de PD-L1 car les cellules tumorales peuvent échapper aux 

attaques du système immunitaire en exprimant à leur surface la protéine PD-L1. PD-L1 agit 
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alors en se fixant sur les récepteurs PD1 ou B7-1 des lymphocytes T conduisant à leur 

inactivation (Ostrand-Rosenberg et al, 2014).  

Dans cette expérience nous n’avons pas encore été en mesure de détecter une différence 

d’expression significative des molécules du CMH-I, -II et PD-L1 à la surface entre les cellules 

B16-OVA ctrl et les clones C4/C10 provenant des tumeurs (Figure 37A, B et C). Nous observons 

encore cependant une légère tendance à la diminution de l’expression des molécules du CMH-

II dans le clone C4 et C10 (MFI CMH-II, Figure 37A).  
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Figure 36 : Les MDSC et les MDSC granulocytaires (Gr-MDSC) infiltrant les tumeurs ne diffèrent pas entre 
les groupes de tumeurs exprimant ou n’exprimant pas GABARAPL1. Les différentes lignées B16-OVA ont 
été injectées en sous-cutané dans les souris C57BL/6N et les tumeurs ont été réséquées au 19ème jour de 
croissance. (A) Stratégie de « gating » en cytométrie en flux pour étudier pour définir les populations de MDSC 
(CD11b+Gr-1+PD-L1+) et les Gr-MDSC (CD11bhighGr-1highPD-L1+). (B) Pourcentage des MDSC et des Gr-MDSC 
actives infiltrant les différentes tumeurs par mm2 dans les souris C57BL/6N. One-way ANOVA : non significatif.  
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Figure 37 : Le pourcentage et l’intensité moyenne de fluorescence (MFI) ne montrent pas de de différence 
d’expression des molécules du CMH-I, du CMH-II et du marqueur PD-L1 entre les différentes tumeurs B16-OVA. 
Les tumeurs sous-cutanées provenant des différentes lignées B16-OVA ont été réséquées au 19ème jour et l’expression et 
la MFI des molécules de CMH-I (A), de CMH-II (B) et du marqueur PD-L1 (C) a été étudiées par cytométrie en flux. Les 
barres d’erreurs sont représentées en ± SD. One-way ANOVA.  
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• Les cellules B16-OVA, B16-OVA Ctrl, B16-OVA GABARAPL1-/- (C4 et C10) 

activent de la même manière les lymphocytes T CD8 OT-I in vitro 

À la suite de la différence de croissance tumorale entre les cellules B16-OVA Ctrl et les 

cellules B16-OVA GABARAPL1-/-, nous avons voulu regarder si les lymphocytes T CD8+ OT-I 

étaient capables de reconnaitre de la même façon les différentes lignées B16-OVA. Des 

expériences in vitro ont été réalisées pour étudier l’activation des cellules T CD8+ OT-I. Pour 

cela, les cellules B16-OVA exprimant ou non GABARAPL1 ont été mises en co-culture avec les 

lymphocytes OT-I. Les cellules B16-OVA et B16-OVA GABARAPL1-/- ont été prétraitées sur la 

nuit par de l’IFN- pour activer l’expression des protéines du CMH-I. Les cellules ont ensuite été 

irradiées pour bloquer leur prolifération, puis elles ont été mises en co-culture avec des 

lymphocytes OT-I en présence d’un inhibiteur de la sécrétion des cytokines, la bréfeldine A. 

Nous avons effectué un marquage intracellulaire de l’IFN-, afin d’étudier en cytométrie en flux 

sa production par les lymphocytes T CD8+. Nos résultats ont montré que les lymphocytes T CD8+ 

étaient activés par les 3 types cellulaires mais nous n’avons pas observé de différence 

significative dans la présentation du peptide OVA par les différents clones B16-OVA ou B16-

OVA GABARAPL1-/- (Figure 38A et C). Nous avons également étudié la prolifération des LT CD8+ 

par cytométrie en marquant les LT aux CFSE. Les résultats montrent qu’il n’existe, comme 

précédemment, aucune différence significative entre les groupes exprimant ou non 

GABARAPL1 (Figure 38B et D).  

• Conclusion sur les résultats complémentaire de la délétion de Gabarapl1 

dans les lignées B16-OVA 

Nous avons montré qu’il existe une différence de croissance entre les cellules B16-OVA 

et les cellules B16-OVA GABARAPL1-/- in vivo. En effet, Les cellules B16-OVA ayant perdu 

l’expression de GABARAPL1 prolifèrent plus vite in vivo dans des souris immunocompétentes 

et il n’y a pas de différence in vitro ou in vivo dans des souris immunodéficientes. Ce résultat 

important suggère l’implication du système immunitaire dans cette différence de croissance in 

vivo. Les cellules B16-OVA GABARAPL1-/- semblent moins immunogènes. Cependant le 

mécanisme immunitaire impliqué n’a pas encore été identifié. Nous n’avons pas pu démontrer 

l’implication des lymphocytes T CD4+, CD8+, des Treg et des cellules MDSC qui pourrait 

expliquer cette différence de croissance entre les groupes. La déplétion des LT CD4+ et CD8+ 

dans les souris C57BL/6N portant les tumeurs pourrait être réalisée afin de confirmer que ces 

populations lymphocytaires sont impliquées dans la différence de croissance tumorale 

observées dans les différents groupes. De plus, pour totalement exclure l’implication des 

lymphocytes T dans la différence de croissance observée, il faudrait regarder le statut 
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fonctionnel d’activation des lymphocytes T. Pour cela, nous souhaitons analyser l’expression du 

marqueur mémoire de surface d’activation CD44 qui témoigne de l’activation des cellules T et 

qui persiste chez les cellules mémoires effectrices. En effet, il se pourrait que les lymphocytes T 

CD4 et CD8 extraits des tumeurs C4/C10 n’expriment pas d’avantage de PD1 et TIM3 car ils 

n’ont pas été activés. De même, pour étudier l’activation des lymphocytes infiltrant les tumeurs, 

nous souhaitons quantifier l’expression intracellulaire des cytokines inflammatoires tels que 

l’IFN- ou le TNF en bloquant leur sécrétion par la bréfeldine A. Enfin, la sécrétion de 

Granzyme B pourrait être également analysée pour estimer l’activation des lymphocytes T 

effecteur CD8 cytotoxiques. Si notre hypothèse est juste alors les lymphocytes infiltrant les 

tumeurs B16-OVA GABARAPL1-/- devraient être moins activés. 

Deplus, nous n’avons pas pu mettre en évidence de différence d’expression des 

molécules de CMH-I et II à la surface des cellules B16-OVA in vitro et in vivo. Les lignées B16-

F10 expriment de base peu de ces molécules à cause de la régulation négative, ou l’absence 

d’expression de plusieurs acteurs de la voie d’apprêtement et de présentation par les molécules 

du CMH-I (Seliger et al, 2001). C’est l’expression d’IFN- in vitro ou in vivo qui permet cette 

augmentation d’expression (Seliger et al, 2001). Ainsi, peut-être faudrait-il in vitro utiliser des 

faibles concentrations de l’ordre de 5 à 10 ng/mL, plutôt que les 100 ng/mL utilisés pour 

visualiser une différence entre les groupes. Pour les expériences in vivo, il faudrait 

éventuellement réaliser une cinétique (à 5, 10, 15 et 20 jours) avant de réséquer les tumeurs 

B16-OVA et d’observer par cytométrie en flux l’expression des molécules CMH-I et II. En effet, 

aux alentours du 20ème jour de croissance les tumeurs B16-OVA et B16-OVA GABARAPL-/- ont 

déjà probablement complétement échappé au système immunitaire. Ainsi, une différence entre 

les groupes pourrait difficilement être mise en évidence. En effet, Li et collaborateurs ont suivi 

l’expression des molécules du CMH-I et de l’IFN- dans des tumeurs B16 au 5ème, 10ème et au 

25ème jour. Leurs données suggèrent que les cellules B16 expriment très fortement les 

molécules du CMH-I lorsque la croissance tumorale atteint 5 ou 15 jours (Li et al, 2009a). Ce 

pourcentage de cellules positives pour les molécules du CMH-I diminue ensuite drastiquement 

au 25ème jour. La quantité d’IFN- dosée dans les tumeurs (RT-PCR et ELISA) suit l’expression 

du CMH-I des cellules B16 (Li et al, 2009a). Ces données, nous poussent à croire que l’étude des 

tumeurs B16-OVA que nous avons réalisée, ne peuvent pas nous donner de réponses car elles 

ont été réalisées trop tard. 
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Figure 38 : Les cellules B16-OVA Ctrl et B16-OVA GABARAPL1 -/- (GL1- C2, C4 et C10) activent de la même façon 
la prolifération des LT CD8+ OT-I et leur sécrétion d’IFN-. Les différentes lignées B16-OVA ont été prétraitées 
pendant 24 h par de l’IFN- (100 ng/mL) pour augmenter l’expression des protéines du CMH-I, puis irradiées le jours de 
la co-culture. (A et C) Les lignées B16-OVA ont été co-cultivées pendant 16 h avec des LT CD8+ OT-I prétraités par le 
réactif Golgiplug afin d’inhiber la sécrétion d’IFN-. L’activation des LT CD3+CD8+ a été mesurée par cytométrie en flux 
en mesurant la production d’IFN- par un marquage intracellulaire. (C) Moyenne du pourcentage d’IFN- dans les LT 
CD8+ OT-I (n=4) ±SD. (B et D) Les lignées B16-OVA ont été co-cultivées pendant 3 jours avec des LT CD8+ OT-I marqués 
au CFSE pour suivre leur prolifération en cytométrie en flux. (D) Pourcentage moyen de la prolifération des LT CD8+ 
OT-I mis en co-culture avec les différentes lignées B16-OVA (n=3) ±SD. (A-D) Contrôles positifs : les cellules B16-F10 ont 
été incubées pendant 3 h avec le peptide OVA257-264 (SL8). 

L T  C D 8
+

IF N -
+

 (O T -I)

%
 d

e
 L

T
 (

C
D

3
+

C
D

8
+

) 
IF

N
- 

+

M
ili

e
u

S
L
8

B
1
6
-F

1
0
 

B
1
6
-O

V
A

 C
tr

l

C
2

C
4

C
1
0

0

2 0

4 0

6 0

B 1 6 -O V A

G A B A R A P L 1
- / -

P ro lifé ra t io n  d e s  L T  C D 8
+

 O T -I

%
 d

e
 L

T
 C

D
3

+
C

D
8

+
C

F
S

E
-

M
ili

e
u

S
L
8

B
1
6
-F

1
0
 

B
1
6
-O

V
A

 C
tr

l

C
2

C
4

C
1
0

0

5 0

1 0 0

B 1 6 -O V A

G A B A R A P L 1
- / -

IFN-

B16-OVA GL1- C4B16-OVA GL1- C2B16-OVA GL1- Ctrl B16-OVA GL1- C10

3,46 %3,66 %2,54 %4,25 %

0,16 %

B16-F10 + SL8

16,2 %

B16-F10Milieu

0,31 %

C
D

3
+ C

D
8

+

B

A

C D

C
o

m
p

te 22 % 13,6 %

98,5 % 91 %

94,3 %

96 % 97,7 %

CFSECD3+CD8+



203 
 

3. Etude du rôle de la protéine autophagique ATG9A dans le 
cancer du sein  

Les données du laboratoire ont permis de mettre en évidence que l’expression de 

GABARAPL1 était diminuée dans certains cancers et que cette diminution pouvait être associée 

à des modifications épigénétiques chez ces patients (Hervouet et al, 2015). La thématique du 

laboratoire a évolué vers la recherche d’autres gènes de l’autophagie dont l’expression pourrait 

être régulée dans le cancer du sein. Six gènes ont été sélectionnés : ATG9A, ATG9B, BECLIN1, 

LC3B, NIX et p62 en fonction de leur rôle dans l’autophagie ou de leur description dans la 

littérature. La quantification de l’expression de ces 6 gènes a été réalisée sur une cohorte de 47 

patientes atteintes de cancer du sein en dosant les ARNm codant ces protéines dans les 

échantillons de tissus cancéreux puis comparés au tissu sain adjacent de la tumeur. Parmi 

l’ensemble des résultats obtenus, une différence d’expression significative d’ATG9A a été 

trouvée dans les tissus cancéreux par rapport au tissu sain adjacent. L’inclusion dans la cohorte 

d’autres patients a permis de montrer que ATG9A était surexprimée dans les cancers du sein 

triple négatifs (Claude-Taupin et al, 2018).  

Le rôle de la protéine ATG9A a donc été étudié au sein du laboratoire dans la lignée 

triple négative MDA-MB-436 pour déterminer son implication dans le flux autophagique et 

dans le phénotype cancéreux in vitro et in vivo. L’expression d’Atg9A a été éteinte dans cette 

lignée par l’utilisation de shRNA. Il a été montré que l’absence d’expression de ATG9A dans les 

lignées cellulaires MDA-MA-436 inhibait le phénotype cancéreux (Claude-Taupin et al, 2018). 

L’ensemble des résultats a donné lieu à une publication à laquelle j’ai participée en contribuant 

à l’évaluation des croissances tumorales dans des souris SCID (Publication II).  
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“ATG9A is overexpressed in triple negative breast cancer 

and its in vitro extinction leads to the inhibition of pro-

cancer phenotypes” 

 

Aurore Claude-Taupin, Leïla Fonderflick, Thierry Gauthier, Laura Mansi, Jean-René 

Pallandre, Christophe Borg, Valérie Perez, Franck Monnien, Marie-Paule Algros, Marc 

Vigneron, Régis Delage-Mourroux, Michaël Boyer-Guittaut and Eric Hervouet 
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 Discussion Générale 
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Les différentes expériences de cette thèse ont permis de construire un certain nombre 

d’outils biologiques (vecteurs et lignées cellulaires) qui pourront être utilisés pour des études 

de vaccinations précliniques chez la souris. L’établissement de lignées de cellules B16-F10 

exprimant les différentes formes de l’antigène OVA s’est avéré être une mauvaise stratégie dans 

l’objectif d’utiliser ces cellules comme cellules présentatrices d’antigènes pour activer des 

lymphocytes T CD4+. Même si l’activation des cellules T CD8+ s’est révélée positive avec les 

cellules B16-F10 surexprimant les différents antigènes OVA, celle des cellules T CD4+, 

certainement plus exigeante, n’a pas été possible. Ce constat nous a imposé de modifier nos 

modèles cellulaires de présentation et la difficulté de trouver une lignée de cellules 

dendritiques nous a conduits à avoir recours aux cultures primaires. Toutefois, les lignées de 

cellules de mélanome exprimant l’antigène pourront tout de même être utilisées dans ces 

études précliniques et trouveront leur intérêt. L’amplification et la différenciation des cellules 

dendritiques mises en culture primaire, nous a effectivement permis d’atteindre notre objectif 

initial. En effet, la co-culture des cellules dendritiques surexprimant les antigènes OVA-Myc-

ATG8 avec les LT CD8+ OT-I et CD4+ OT-II naïfs a pu activer la prolifération des deux sous-

populations de lymphocytes (Publication I). Ces expériences nous ont ainsi permis de monter 

que les protéines GABARAP, GABARAPL1 pouvait être également utilisées comme LC3B pour 

envoyer artificiellement un antigène dans la voie autophagique et favoriser une présentation 

par les molécules du CMH-II. Ces résultats ont été confirmés en inhibant les phases précoces de 

l’autophagie par le 3-MA. Même si les résultats préliminaires de l’inhibition de l’autophagie par 

interférence ARN (si Atg5) vont dans le même sens, ils devront être confirmés (Publication I). 

Ce travail démarré in vitro devra être poursuivi in vivo chez des souris afin de vérifier 

que les effets in vitro peuvent être également obtenus in vivo. Dans un premier temps, nous 

vérifierons que l’injection de ces DC dans des souris C57BL/6N peut immuniser les souris 

contre l’antigène in vivo. Ainsi, à l’issue de l’injection des DC exprimant les différentes formes 

d’OVA, les splénocytes seront prélevés et incubés ex vivo avec les peptides OVA restreints aux 

molécules du CMH-I et II afin de mettre en évidence la présence des cellules T CD4+ ou CD8+ 

spécifiques qui seront quantifiées, par la sécrétion de cytokines comme l’IFN- en ELISpot. Pour 

vérifier l’efficacité de la réponse primaire à l’antigène OVA-ATG8 présenté par les cellules 

dendritiques, les cellules de mélanome exprimant l’antigène OVA seront administrées aux 

souris et la croissance tumorale sera suivie et comparée aux souris n’ayant pas été immunisées 

ou immunisées avec des DC sauvages. De plus, le potentiel de cette vaccination à induire une 

réponse immunitaire thérapeutique pourra aussi être étudié. Dans ce cas, les cellules B16-OVA 

seront préalablement injectées aux souris pour induire une tumeur, puis les souris seront 

ensuite vaccinées par les DC surexprimant l’antigène OVA ou OVA-Myc-ATG8 et la différence de 

croissance tumorale sera également mesurée. Enfin, les DC pourront être également 
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administrées à des souris ayant déjà développé une tumeur (B16-OVA) et nous pourrons suivre 

une éventuelle régression de la tumeur afin d’évaluer le potentiel thérapeutique de nos cellules. 

Après le contact initial impliquant les cellules dendritiques, nous pourrons également vérifier 

la production d’une réponse mémoire en réinjectant à nouveau dans les semaines suivantes les 

cellules B16-OVA présentant l’antigène. 

Par ailleurs, les cellules B16-OVA-ATG8 pourront être utilisées pour la fabrication de 

DRibbles qui, incubées avec les DC seront utilisées en vaccination thérapeutique. En effet, les 

DRibbles libérés par les cellules B16-F10 surexprimant les antigènes OVA-ATG8 pourraient 

contenir plus d’antigènes OVA et donc faciliter l’immunisation antitumorale des souris. 

Ultérieurement, si notre travail apportait des résultats prometteurs, il serait nécessaire de 

passer sur un modèle physiologique d’antigènes de tumeur naturellement exprimés par des 

cellules tumorales. 

La surexpression de l’antigène OVA comme des antigènes OVA-Myc-ATG8 ou 242OVA-

Myc-ATG8 dans les cellules dendritiques différenciées in vitro a permis l’activation de la 

prolifération des LT CD8+ (OT-I) lorsque ces cellules sont transfectées transitoirement par la 

méthode JetPEI-macrophage ou par électroporation à J9 et J6 (Résultats complémentaires). 

L’inhibition de l’autophagie par le 3-Méthyladénine dans les cellules dendritiques (cellules 

dendritiques électroporées à J9 uniquement) surexprimant les antigènes OVA-Myc-GABARAP 

et OVA-Myc-GABARAPL1 a entrainé une moins forte prolifération des LT CD8+ OT-I mis en co-

culture avec ces cellules que lorsque les cellules dendritiques exprimaient OVA-Myc-LC3B. 

(Résultats complémentaires). Cette expérience ayant été réalisée plusieurs fois avec les 

mêmes résultats, suggère que l’apprêtement des antigènes OVA-Myc-GABARAP/OVA-Myc-

GABARAPL1 est en partie différent de celui des antigènes OVA/OVA-Myc-LC3B dans les cellules 

dendritiques matures à J9 et électroporées. Une petite partie de la dégradation et de 

l’apprêtement des antigènes OVA-Myc-GABARAP/OVA-Myc-GABARAPL1 pourrait avoir lieu 

par la voie non classique vacuolaire de présentation par le CMH-I. Ces résultats obtenus avec le 

3-MA devront être confirmés en utilisant des siRNA Atg5 qui inhibe plus spécifiquement la voie 

autophagique que le 3-MA. Afin de déterminer plus précisément par quelle voie a lieu 

l’apprêtement des antigènes OVA-Myc-GABARAP/OVA-Myc-GABARAPL1, il faudrait aussi 

inhiber l’activité des transporteur TAP1/2 pour déterminer si le mécanisme d’apprêtement est 

dépendant ou indépendant de ces transporteurs. Nous pourrions également utiliser d’autres 

inhibiteurs de la voie autophagique (chloroquine ou NH4Cl par exemple), pour déterminer si les 

antigènes OVA-Myc-GABARAP/OVA-Myc-GABARAPL1 sont dégradés par la voie lysosomale 

comme le traitement par le 3-MA pourrait le laisser penser. L’inhibition de la dégradation par 

le protéasome dans les cellules dendritiques en utilisant le bortézomib montre que l’ensemble 
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des antigènes OVA est dégradé par le protéasome et qu’il s’agit de la voie majoritaire permettant 

la présentation du peptide OVA par les protéines du CMH-I (Résultats complémentaires).  

Pour obtenir les réponses T recherchées, deux méthodes de transfection ont été 

utilisées, l’une reposant sur l’internalisation de l’ADN par endocytose impliquant le récepteur 

au mannose, l’autre par la création de pores transitoires dans la membrane plasmique sous 

l’influence d’un champ électrique. Les 2 protocoles de différenciation et de transfection ont 

fonctionné. L’un, l’électroporation, offrait une expression supérieure du transgène (avec peut-

être une mortalité supérieure qu’il faudrait évaluer) mais tout de même insuffisante pour une 

présentation efficace, l’autre, le JetPEI-Macrophages, a permis la présentation et la stimulation 

des LT CD4+ (OT-II) mais uniquement lorsque les cellules dendritiques étaient au préalable, 

irradiées. L’irradiation n’a pas été appliquée sur les DC transfectées par électroporation. Peut-

être cette étape est-elle également nécessaire pour ces cellules. Il est toutefois impératif de 

comprendre ce que l’irradiation induit comme conséquences sur la présentation des antigènes 

au système immunitaire. 

1.1. Cellules dendritiques et irradiation  

L’activation de la prolifération des LT CD4+ OT-II n’a pu être obtenue que lorsque les 

cellules dendritiques surexprimant les antigènes OVA-Myc-ATG8 (JetPEI-Macrophage) ont été 

irradiées avant la co-culture. Cette irradiation pourrait jouer sur l’autophagie ou sur la 

maturation des cellules dendritiques (Résultats complémentaires). Dans une étude de 2001 

similaire à la nôtre (Diebold et al, 2001), les auteurs ont montré dans les cellules dendritiques 

que la surexpression de l’antigène de fusion OVA associé au récepteur de la transferrine ou à la 

chaine invariante pouvait augmenter sa présentation par les protéines du CMH-II. Ces résultats 

ont été obtenus grâce à des cellules dendritiques surexprimant les antigènes par transduction 

et irradiées avant la co-culture (Diebold et al, 2001). Plusieurs études utilisent également des 

cellules dendritiques irradiées pour les expériences de co-culture avec les LT sans regarder 

l’effet sur la capacité des DC à stimuler les LT. Une étude de Huang et collaborateurs, s’est 

intéressée aux effets in vitro de l’irradiation des DC sur leur phénotype et leur fonction (Huang 

et al, 2011). Ils ont ainsi pu mettre en évidence que l’irradiation augmentait le pourcentage de 

cellules dendritiques qui coexprimaient les marqueurs de surface CD40 et CD70 de façon dose 

dépendante (Huang et al, 2011). Cependant, l’expression des protéines de costimulation CD80 

et CD86 n’était pas augmentée, ni celle du marqueur de maturation CD83 sur ces cellules 

dendritiques (Huang et al, 2011). Ils ont aussi constaté que la maturation des DC par l’ajout de 

différents facteurs (CD40 ligand, LPS, CpG…) n’augmentait pas l’expression de CD70 comme le 

faisait l’irradiation des DC matures. De plus, l’expression de CD70 liée à l’irradiation des DC est 
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corrélée à une plus forte prolifération des LT (CD3+) spécifiques de MART-126-35 lorsqu’ils sont 

incubées avec des DC préalablement chargées avec ce même peptide. Ces résultats suggèrent 

que l’augmentation de l’expression de CD70 sur les cellules dendritiques par l’irradiation 

pourrait augmenter la capacité des cellules dendritiques à activer des LT (Huang et al, 2011). 

CD70 est un ligand de CD27 exprimé à la surface des LT. L’activation de l’axe de costimulation 

CD70-CD27 promeut l’activation des LT CD4+ et CD8+, ainsi que leur expansion clonale (van de 

Ven & Borst, 2015). Huang et collaborateurs ont également montré que l’irradiation des DC 

induit une augmentation de la production d’IL-12 et IL-23 suggérant que l’irradiation peut 

également jouer sur la production de cytokines qui peuvent participer à l’augmentation de 

l’activation des LT (Huang et al, 2011).  

Il serait donc intéressant de regarder si l’irradiation des DC, modifie leur maturation, 

l’expression de leur marqueur CD70 ou leur production de cytokines (IL-12, IFN-, IL-10 par 

exemple). Une modification de l’un de ces paramètres pourrait expliquer l’augmentation de la 

prolifération des LT-CD4+ OT-II que nous observons dans notre modèle.  

L’irradiation pourrait également jouer un rôle dans l’induction de l’autophagie. En effet, 

Zeng et ses collaborateurs (Zeng et al, 2019) ont rapporté que la radiothérapie pouvait induire 

l’autophagie dans des lignées cellulaires in vitro. Dans cette étude, les cellules A549 et H1975 

ont été transfectées par le plasmide d'expression mCherry-GFP-LC3B et irradiées avec 

différentes doses de rayonnement. Le flux autophagique a été surveillé en utilisant la 

microscopie à fluorescence pour détecter le nombre d'autophagosomes et d'autolysosomes. 

Cette expérience a été complétée par l'étude des niveaux de LC3B-II et de la dégradation de p62 

par western blotting. L’ensemble des résultats a confirmé que la radiothérapie induisait en effet 

un flux autophagique dans ces cellules (Zeng et al, 2019). De plus, les auteurs ont observé que 

ces rayonnements ionisants augmentaient l'expression des molécules du CMH-I dans les 

cellules tumorales A549 et H1975. La plus forte expression des molécules du CMH-I est 

observée lorsqu’une dose unique de 20 Gy est appliquée sur les cellules. A cette dose, 

l’autophagie est induite. D’un autre côté, il a été montré que l'inhibition de l'autophagie par la 

chloroquine inversait l'expression des molécules de CMH-I dans les cellules tumorales A549 et 

H1975 (Zeng et al, 2019). Nous pouvons donc penser que l’irradiation des cellules dendritiques 

pourrait jouer sur l’autophagie dans ces cellules et sur la présentation par les molécules du 

CMH. Il serait donc intéressant de vérifier si l’irradiation induit également l’autophagie dans 

notre modèle de cellules dendritiques. 
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1.2. Immunothérapie basée sur les cellules dendritiques 

Les cellules dendritiques sont des cellules présentatrices d’antigènes professionnelles 

qui peuvent présenter des antigènes dérivés de tumeurs sur les molécules de CMH-I/CMH-II et 

activer la réponse des LT cytotoxiques mais également des LT helper. Elles peuvent ainsi initier 

et maintenir une réponse immunitaire. Les cellules dendritiques peuvent également activer les 

cellules NK (Osada et al, 2006) et les NKT (natural killer T) (Keller et al, 2017) qui peuvent aider 

à la réponse antitumorale.  

Les propriétés des cellules dendritiques ont orienté la recherche en immunothérapie 

des cancers, dans le développement de vaccins à base de cellules dendritiques chargées avec 

des antigènes de tumeurs pour induire une réponse antitumorale (Kalinski et al, 2013). En effet, 

les cellules dendritiques ont le potentiel d’entrainer une forte activation des LT chez les patients 

et ont la capacité d’entrainer une réponse T antitumorale durable dans le temps avec une 

réponse T mémoire pour une immunosurveillance.  

Les vaccins antitumoraux actuels basés par exemple sur l’utilisation de peptides 

antigéniques, de protéines et de cellules tumorales génétiquement modifiées requièrent la 

présentation de ces antigènes par les propres cellules dendritiques du patient. Mais, ces cellules 

dendritiques de patients peuvent être inactives ou inefficaces pour générer une réponse 

immunitaire efficiente (Almand et al, 2000). En effet, les cellules tumorales peuvent inhiber la 

maturation des cellules dendritiques en sécrétant du VEGF (vascular endothelial growth factor) 

(Gabrilovich et al, 1996) ce qui a pour conséquence d’empêcher les cellules dendritiques d’être 

fonctionnelles. Aussi, la production d’autres facteurs dans le microenvironnement tumoral 

comme la prostaglandine E2 (PGE2) peut orienter in vitro la différenciation des cellules 

dendritiques en un phénotype de cellules myéloïdes suppressives (MDSC, myeloid-derived 

suppressor cells). Ces MDSC ont une fonction suppressive sur les LT cytotoxiques et pourraient 

donc favoriser la croissance tumorale (Obermajer et al, 2011). La préparation et la 

manipulation des cellules dendritiques ex vivo permet d’obtenir des DC fonctionnelles et de ne 

pas être dépendant de la qualité des DC du patient. La vaccination à base de cellules 

dendritiques présente donc un fort potentiel thérapeutique dans le traitement contre le cancer 

puisque les cellules dendritiques peuvent être générées ex vivo. 

Néanmoins, les études cliniques ont démontré que cette technique présentait une faible 

efficacité thérapeutique (Sabado & Bhardwaj, 2013). Le premier et le seul succès thérapeutique 

approuvé par la FDA (food and drug autorisation) d’un vaccin basé sur l’utilisation combinée 

de cellules dendritiques chargées avec des antigènes et de LT, est le sipuleucel-T (Provenge®; 

Dendreon, WA, USA) dans le traitement thérapeutique des cancers de la prostate (réfractaire 
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aux traitements hormonaux) (Kantoff et al, 2010). Plusieurs paramètres semblent limiter 

l’efficacité des vaccins basés sur les cellules dendritiques : la source et le type de cellules 

dendritiques utilisées, le site et la fréquence d’injection et la capacité des cellules dendritiques 

à migrer vers les ganglions lymphatiques (Sabado & Bhardwaj, 2015; Allan et al, 2006). La 

maîtrise de ces différents paramètres représente un enjeu majeur dans la vaccination en 

immunothérapie.  

 Préparation des cellules dendritiques pour la vaccination 

Les cellules dendritiques peuvent être générées ex vivo à partir des progéniteurs 

présents dans la moelle osseuse (Lutz et al, 1999) ou à partir des monocytes (CD14+) isolés de 

PBMC des patients (Kiertscher & Roth, 1996). Elles sont très souvent cultivées ex vivo dans un 

milieu de culture avec le facteur de différenciation GM-CSF et les cytokines IL-4 ou IL-13 (Alters 

et al, 1999; Kiertscher & Roth, 1996). Dans notre étude, nous avons cultivé les cellules 

dendritiques à partir de progéniteurs issus de la moelle osseuse des souris C57BL/6N en 

utilisant 5 ng/mL de GM-CSF et 10 ng/mL d’IL-4. Cette technique permet d’obtenir des cellules 

dendritiques immatures au bout de 6 jours en grande quantité. In vivo, au site de l’infection, le 

GM-CSF et l’IL-4 permettent de produire des cellules dendritiques dans un état intermédiaire 

de différenciation donc immatures. Ces cellules dendritiques sont spécialisées dans la capture 

et l’apprêtement des antigènes. Les cellules dendritiques immatures peuvent ensuite évoluer 

vers l’état mature à la suite de signaux de maturation et se spécialiser dans la présentation de 

peptides antigéniques. Toujours in vivo, cette maturation a lieu lorsque les cellules dendritiques 

migrent vers les ganglions lymphatiques pour rencontrer les LT naïfs (Cella et al, 1997). 

Plusieurs molécules peuvent induire la maturation des cellules dendritiques en se fixant par 

exemple aux récepteurs de type TLR ou aux récepteurs du TNF (TNFR) et sont donc utilisées ex 

vivo pour induire la maturation des cellules dendritiques. Les TLR reconnaissent des PAMP 

comme le LPS et les séquences d’ADN non méthylées CpG (Akira et al, 2001). Les TNFR peuvent 

reconnaitre le TNF- (Brunner et al, 2000) et le ligand de CD40 qui appartient à la famille du 

TNF (Würtzen et al, 2001) par exemple. La fixation de ces molécules sur leur récepteur induit 

la maturation des cellules dendritiques. Les cellules dendritiques matures expriment fortement 

les molécules du CMH-II pour permettre la présentation de peptides qui seront reconnus par le 

TCR des LT (Cella et al, 1997). En plus, d’une augmentation de l’expression des molécules du 

CMH-II, les cellules dendritiques matures expriment davantage de molécules de costimulation 

comme CD80 et CD86 qui vont permettre de donner le 2ème signal nécessaire à l’activation des 

LT (Cella et al, 1997). 
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Le choix de préparation ex vivo des cellules dendritiques permettant leur prolifération et leur 

maturation est important pour que la vaccination utilisant ces cellules permette la mise en place 

d’une réponse T efficace. En effet, les cellules doivent à la fois exprimer efficacement les 

peptides antitumoraux sur les molécules du CMH et exprimer suffisamment les molécules de 

costimulation pour permettre l’activation totale des LT. Mais, la maturation des cellules 

dendritiques est également importante pour permettre la migration de ces cellules du site 

d’injection du vaccin vers les ganglions lymphatiques pour rencontrer et activer un LT naïf (De 

Vries et al, 2003). Aussi, après les signaux 1 et 2 qui sont importants pour l’activation des LT, 

un troisième signal est également important. Ce 3ème signal correspond à la sécrétion de 

cytokines par les DC matures qui interagissent avec les LT naïfs. Cette sécrétion de cytokines 

(IL-12 et IFN- par exemple) va permettre d’orienter les LT vers une fonction effectrice 

appropriée et de favoriser la prolifération clonale des LT (Kaliński et al, 1999; Goral, 2011). 

Ainsi, l’efficacité de la vaccination dépendrait de plusieurs paramètres : i) la préparation des 

cellules dendritiques incluant la maturation, ii) le choix de l’antigène associé aux tumeurs et la 

méthode permettant la présentation des peptides par les cellules dendritiques et iii) la méthode 

d’injection pour permettre la migration des cellules dendritiques vers les ganglions 

lymphatiques.  

 Choix de l’antigène de tumeurs et approche de l’adressage de 

l’antigène dans les DC pour augmenter l’immunisation 

La vaccination basée sur les cellules dendritiques en immunothérapie vise à accroitre la 

réponse immunitaire antitumorale en augmentant la réponse contre un antigène de la tumeur. 

Cet antigène doit être le plus spécifique possible de la tumeur et être fortement immunogène 

pour obtenir une immunisation optimale et l’élimination de la tumeur. Parmi les antigènes de 

tumeurs, il existe les antigènes associés aux tumeurs (TAA, tumor-associated antigen) et les 

antigènes spécifiques de la tumeur (TSA, tumor specific antigen) qui ne sont pas ou très peu 

exprimés par les autres cellules de l’organisme (ex : néoantigènes). Les antigènes de tumeurs, 

peuvent avoir une origine virale (peptides E6 et E7 de HPV (human papilloma virus) (Welters 

et al, 2008)), provenir d’antigènes issus de gènes mutés dans la tumeur (par exemple le peptide 

issu de la protéine CDK4 mutée (Wolfel et al, 1995)) ou être dérivés de gènes qui sont 

normalement exprimés dans les lignées germinales, mais qui sont surexprimés dans la cellule 

tumorale (par exemple NYESO-1 (Sonpavde et al, 2014)). 
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 Les différentes techniques permettant la présentation de 

peptides dérivés de l’antigène dans les cellules dendritiques 

Plusieurs techniques différentes ont été développées afin de faire apprêter et présenter 

l’antigène par les molécules du CMH-I/II dans les cellules dendritiques in vitro. Les cellules 

dendritiques peuvent être chargées directement par les antigènes de tumeurs ou des peptides 

antigéniques dérivés d’antigènes de tumeurs (Celluzzi et al, 1996; Stober et al, 2002). Aussi, les 

cellules peuvent être transfectées par de l’ADN (Diebold et al, 2001) ou de l’ARN (Liao et al, 

2004), ou les cellules dendritiques peuvent être infectées par des vecteurs viraux (Sun et al, 

2015). De plus, les cellules dendritiques peuvent également être incubées avec du lysat de 

cellules tumorales (Hatfield et al, 2008), des cellules tumorales entières neutralisées (Palucka 

et al, 2006), des ARN totaux de tumeurs (Ashley et al, 1997) ou des DRibbles (Su et al, 2013) 

avant d’être utilisées en vaccination antitumorale. 

1.2.3.1. Les cellules dendritiques chargées avec des peptides 

Dès 1990, Inaba et collaborateurs (Inaba et al, 1990) ont pu montrer que des cellules 

dendritiques prélevées dans la rate d’une souris et chargées ex vivo avec des antigènes 

protéiques peuvent in vivo entrainer une réponse des LT CD8+ dans les organes lymphoïdes.  

Ces lymphocytes T activés reconnaissent uniquement les peptides dérivés de cette protéine et 

présentés par les molécules du CMH-I des DC (Inaba et al, 1990). En 1996, Celluzzi et 

collaborateur ont montré que les cellules dendritiques dérivées de moelle osseuse chargées ex 

vivo avec le peptide OVA restreint au CMH-I (SIINFEKL) et utilisées pour immuniser des souris 

C57BL/6 entrainaient in vivo l’activation des LT CD8+ cytotoxiques (Celluzzi et al, 1996). De 

plus, l’immunisation in vivo des souris avec des DC préalablement chargées induit une immunité 

antitumorale grâce aux LT cytotoxiques contre la tumeur (cellules B16 surexprimant l’antigène 

OVA et greffées dans les souris) (Celluzzi et al, 1996). Dans une autre étude, des cellules 

dendritiques autologues de patients, cultivées ex vivo, ont été chargées avec l’antigène de 

tumeurs MAGE-3 (melanoma-associated antigen 3) et utilisées pour vacciner des patients 

atteints de cancers gastrointestinaux (Sadanaga et al, 2001). Des réponses lymphocytaires T 

CD8+ spécifiques du peptide ont été observées chez la moitié des patients, mais la régression 

des tumeurs n’a pu être observée que chez 3 des 8 patients vaccinés (Sadanaga et al, 2001).  

L’utilisation des peptides tumoraux ou d’antigènes de tumeurs pour charger 

directement les cellules dendritiques présente l’avantage d’être facile à réaliser. Mais, cela 

nécessite de connaître quels sont les antigènes immunogènes de la tumeur et quels sont les 

épitopes présentés. Cette technique semble donc limitée. L’utilisation de lysats cellulaires 
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provenant de lignées tumorales ou de lysats tumoraux peuvent permettre d’augmenter le 

répertoire de peptides présentés par les molécules du CMH-I et II. La technologie basée sur 

l’utilisation de d’ADN plasmidique peut permettre de modifier le peptide ou l’antigène pour 

qu’ils soient mieux présentés par les cellules dendritiques.  

1.2.3.2. Les cellules dendritiques préparées avec de l’ADN 

Un autre type de vaccination à base de cellules dendritiques existe et est basé sur 

l’expression de l’antigène par la cellules dendritiques grâce à l’introduction d’ADN. L’ADN peut 

entrer dans la cellule par transfection en utilisant l’électroporation par exemple (Van Tendeloo 

et al, 2001) ou par transduction en utilisant des vecteurs viraux comme les adénovirus (Nikitina 

et al, 2001).  

Dans une étude vaccinale, des cellules dendritiques murines ont été électroporées en 

présence d’un vecteur plasmidique codant un antigène de fusion composé de la protéine 

lysosomale LAMP1 et de l’antigène gag du VIH. La surexpression de cet antigène de fusion dans 

les cellules dendritiques ex vivo a permis d’activer les LT CD4+ (ELISpot-IFN-) spécifiques des 

peptides de l’antigène gag (Simon et al, 2010). La réponse des LT CD4+ a aussi été observé in 

vivo dans des souris transgéniques HLA-DR4 et cette réponse est spécifique de plusieurs 

épitopes de l’antigène gag de VIH (Simon et al, 2010). En transfectant les cellules dendritiques 

par un plasmide codant la totalité de la protéine gag, les cellules dendritiques ont pu apprêter 

et présenter plusieurs épitopes sur les molécules du CMH-II. De plus, la fusion de l’antigène avec 

la protéine LAMP1 permet de cibler l’apprêtement dans la voie lysosomale et donc la 

présentation de l’antigène par les molécules du CMH-II (Simon et al, 2010). Par ailleurs, comme 

nous l’avons décrit précédemment, des protéines de l’autophagie ont également été utilisées 

pour adresser un antigène à la voie autophagique et permettre la présentation par les molécules 

du CMH-II. Ainsi, la protéine p62 a été fusionnée à l’antigène gag du VIH (Andersen et al, 2016), 

LC3B à l’antigène gag (Coulon et al, 2016) et LC3B à l’antigène de tumeurs NY-ESO-1 (Fonteneau 

et al, 2016). Dans tous les cas, l’adressage de l’antigène à l’autophagosome a permis 

d’augmenter la réponse des LT CD4+ mis en co-culture avec les cellules présentatrices 

d’antigènes surexprimant les antigènes de fusion par cette méthode de transfert d’ADN. Nous 

avons également démontré que les protéines GABARAP et GABARAPL1 peuvent être utilisées 

pour adresser efficacement l’antigène OVA entier aux autophagosomes dans les cellules 

dendritiques (Publication I). Cet adressage permet la présentation du peptide par les 

molécules du CMH-II. De façon intéressante, l’antigène entier est toujours dégradé par le 

protéasome et donc apprêté par la voie du CMH-I. Nous avons donc pu avec une seule 

construction activer à la fois les LT CD4+ et CD8+ (Publication I).  Notre étude pourra être 
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complétée par une étude vaccinale in vivo sur des souris inoculées avec des tumeurs B16-OVA. 

Cette étude permettra de vérifier si l’on arrive à immuniser des souris par l’injection de cellules 

dendritiques surexprimant les protéines de fusion OVA-Myc-ATG8. D’autres protéines peuvent 

aussi être utilisées pour augmenter la présentation d’un antigène par les protéines du CMH-II : 

la fusion de l’antigène OVA à la chaine invariante Ii ou le récepteur de la transferrine (Diebold 

et al, 2001) 

Il existe des différences d’efficacité entre la transfection et la transduction pour le 

transfert d’ADN. L’utilisation de la transduction avec un adénovirus est une technique qui 

semble plus efficace et non toxique pour les cellules. Dans une étude vaccinale avec des cellules 

dendritiques transduites par un adénovirus, les auteurs ont estimé l’efficacité à 70 % (Yang et 

al, 2010). De plus, cette technique ne gêne pas la maturation des cellules dendritiques par le 

TNF- (Yang et al, 2010). Pour notre étude, nous avons choisi de transférer des vecteurs 

plasmidiques dans les cellules dendritiques. Deux techniques différentes de transfection ont été 

utilisées : la transfection avec le kit JetPEI-Macrophage et la transfection par électroporation. 

Nous avons privilégié l’utilisation de vecteur plasmidique car ils permettent la création de 

protéines de fusion pour augmenter dans notre cas l’adressage de l’antigène aux 

autophagosomes grâce aux protéines de la famille ATG8.  

Les deux méthodes de transfection utilisées ont présenté des avantages et des 

inconvénients.  

L’utilisation du kit JetPEI-Macrophage est intéressante car les réactifs utilisés ne présentent pas 

de toxicité pour les cellules dendritiques et ils provoquent leur maturation. Celle-ci serait liée 

au mannose fixé au polymère cationique PEI. Cet ose serait reconnu par un récepteur (CD 206) 

présent à la surface des cellules dendritiques. Le mannose peut être présent à la surface des 

pathogènes et le récepteur au mannose est un PRR qui peut entrainer la maturation des cellules 

dendritiques (Kanazawa, 2007). Cependant l’efficacité de transfection reste faible. 

L’utilisation de l’électroporation (Amaxa Nuclefector) nous a permis d’augmenter l’efficacité de 

transfection par rapport au JetPEI-Macrophage (Résultats complémentaires). En revanche, 

cette technique s’avère être plus délétère pour les DC. Aussi, la maturation des DC a été menée 

avant l’électroporation en utilisant du LPS. Ces deux méthodes de transfection des cellules 

dendritiques devront être aussi testées en vaccination pour déterminer quelle méthode est la 

plus efficace. La construction de vecteur rétroviraux a été entreprise dans des plasmides pBABE 

pour pouvoir exprimer in vivo les antigènes 242OVA et 242OVA-Myc-ATG8.  

D’une façon plus générale, l’expression d’antigènes dans la cellule dendritique par le transfert 

d’ADN est une technique qui présente plusieurs avantages. Elle permet de modifier un antigène 
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pour améliorer sa présentation par les cellules dendritiques ou d’orienter son 

apprêtement/présentation par les molécules du CMH-II par exemple en réalisant des antigènes 

recombinants (Fonteneau et al, 2016; Andersen et al, 2016; Coulon et al, 2016; Simon et al, 

2010). De plus, cette méthode permet d’utiliser un antigène entier et donc de potentiellement 

permettre la présentation de plusieurs épitopes ou des néoantigènes. L’augmentation du panel 

d’épitopes présentés par la cellule dendritique à partir d’un antigène peut générer des réponses 

plus larges par les LT CD4+ et CD8+. Enfin, cette méthode permet de réaliser des cotransfections 

avec des antigènes de tumeurs et des protéines qui favorisent l’activation et la prolifération des 

LT, par exemple. Ainsi, nous pouvons imaginer réaliser des cotransfections pour faire exprimer 

davantage de protéines de costimulation comme CD80 et CD86 par les DC qui améliorerait 

l’activation des LT (Agadjanyan et al, 1999). Une autre possibilité serait de faire surexprimer 

des cytokines pour améliorer l’activation des LT. Par exemple, il a été montré que de plasmide 

d’expression de l’IL-12 et du GM-CSF dans la vaccination ADN, pourrait favoriser l’activation 

des LT CD4+ TH1 décrits pour être antitumoraux contrairement à l’IL-4 ou l’IL-10 qui 

favoriserait une réponse TH2 plutôt décrite comme protumorale (Ahlers et al, 1997).  

Néanmoins, cette technique présente l’inconvénient de devoir connaitre les antigènes associés 

aux tumeurs qui seraient immunogènes pour les faire exprimer dans les DC.  

1.2.3.3. Les cellules dendritiques incubées avec du lysat 

tumoral, des cellules tumorales entières ou des 

DRibbles 

Cette technique inclut l’utilisation de lysat de cellules tumorales provenant de lignées 

ou de la tumeur, ou l’utilisation de cellules entières. Ces cellules peuvent être en amont traitées 

pour induire un type de mort cellulaire particulier afin d’améliorer la présentation croisée des 

antigènes de tumeurs par les DC, par exemple. En effet, nous avons décrit dans l’introduction 

que l’induction de la mort cellulaire par l’autophagie dans les cellules tumorales pouvait 

améliorer la présentation croisée d’un antigène, lors d’une immunisation in vivo de souris. Ces 

souris présentaient plus de réponse lymphocytaire CD8+ spécifique de l’antigène dans leurs 

ganglions (Uhl et al, 2009). Aussi, l’induction de l’autophagie par la rapamycine ou par une 

privation en nutriments dans des cellules de mélanome humain, avant qu’elles ne soient 

irradiées puis incubées avec les DC, améliore la présentation croisée de l’antigène gp100 par 

les DC. Cette amélioration de la présentation croisée par les cellules dendritiques s’accompagne 

d’une plus forte activation in vitro et in vivo des LT CD8+ spécifiques de l’antigène gp100 (Li et 

al, 2008). De plus, une nouvelle thérapie vaccinale basée sur l’utilisation d’autophagosomes 

dérivées de cellules tumorales (DRibbles) a été développée pour l’immunothérapie. En effet, les 
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DC chargées de DRibbles ont pu activer les LT CD8+ avec une meilleure efficacité que les DC 

chargées de cellules mortes ou de lysats cellulaires (Li et al, 2011b). Une étude de vaccination 

thérapeutique sur des souris à base de DC chargées avec des DRibbles dérivées de cellules 3LL, 

entraine un retard de croissance tumorale sous-cutanée (tumeur 3LL) et une amélioration 

significative de la survie des souris (Li et al, 2011b). Les DRibbles permettent de présenter aux 

DC un panel plus large d’antigènes avec des protéines à courte durée de vie, des DRiP et des 

protéines à longue durée de vie (Li et al, 2009b). L’utilisation de lysat cellulaire ou de cellules 

entières pour incuber les DC permet également de proposer un panel plus large d’antigènes de 

tumeurs comme pour les DRibbles. Ce panel plus large peut également permettre au DC de 

présenter les peptides sur différents haplotypes et d’activer des LT CD4+/CD8+ (Rojas-

Sepúlveda et al, 2018). De plus, l’utilisation de lysats cellulaires tumoraux préparés par des 

cycles de congélation/décongélation  ou des DRibbles (Li et al, 2011b) permettent également le 

relargage de DAMP qui pourront améliorer la maturation des DC. Ceci peut être un avantage 

non négligeable en vaccination in vivo puisque cela pourra améliorer l’efficacité d’activation des 

LT, ainsi que leurs fonctionnalités (Rojas-Sepúlveda et al, 2018; Li et al, 2011b). 
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L'autophagie joue un rôle important dans l'immunité en fournissant des peptides pour 
la présentation antigénique. Parmi les acteurs essentiels de l'autophagie, les protéines ATG8 
jouent un rôle clé dans l'élongation et la maturation de l’autophagosome, avant sa fusion avec 
le lysosome. La famille ATG8 chez les mammifères comprend la sous-famille LC3 et la sous-
famille GABARAP. En 2016, une étude a montré que la fusion de l'antigène de tumeur NY-ESO-
1 à la partie N-ter de ATG8/LC3B pouvait améliorer la réponse des lymphocytes T (LT) CD4+ 
restreints à NY-ESO-1. Le premier objectif de la thèse était de démontrer que GABARAP et 
GABARAPL1, comme LCB3B, pouvaient être utilisés pour cibler un antigène sur la voie 
autophagique pour favoriser la présentation peptidique par les molécules de CMH de classe II. 
L'OVALBUMINE (OVA) a été choisie comme antigène afin de tirer parti des souris transgéniques 
pour leur récepteur à l’antigène OT-I et OT-II qui stimulent respectivement les LT CD8+ et LT 
CD4+ spécifiques de peptides issus de OVA. Des lignées cellulaires stables de cellules tumorales 
de mélanome murin B16-F10 surexprimant les antigènes OVA, OVA-LC3B, OVA-GABARAP ou 
OVA-GABARAPL1 ont été établies et utilisées pour activer des LT CD4+ OT-II spécifiques du 
peptide OVA. Toutefois, la surexpression de l’antigène OVA-ATG8 dans les cellules B16 n'a pas 
permis de déclencher une réponse CD4+. Des cellules dendritiques dérivées de moelle osseuse 
(DC) en culture primaire constituant un modèle physiologique de présentation antigénique ont 
été choisies par la suite pour adresser OVA aux autophagosomes. Dans ce modèle, les protéines 
GABARAP et GABARAPL1 comme LC3B peuvent cibler l’antigène OVA aux autophagosomes et 
augmenter sa présentation par les molécules du CMH-II améliorant la réponse CD4. Le 
deuxième objectif de cette thèse a été d'étudié le rôle de la protéine GABARAPL1 exprimée par 
les cellules B16-OVA dans la croissance tumorale. L’expression de GABARAPL1 a été invalidée 
dans ces cellules par la technologie CRISPR-Cas9 et le rôle spécifique de GABARAPL1 dans la 
présentation des antigènes par les protéines du CMH-II a été étudié. Chez les cellules B16-OVA 
GL1-/-, le flux autophagique basal est significativement diminué. Ces cellules ont montré une 
augmentation significative de leur croissance tumorale dans des souris immunocompétentes 
C57BL/6N mais pas dans des souris immunodéprimés (SCID) suggérant un rôle de GABARAPL1 
dans l’implication du système immunitaire contrôlant la prolifération cellulaire.  

Autophagy plays an important role in immunity by delivering peptides for the antigen 
presentation. Among the effectors of autophagy, the ATG8 proteins have been described to play 
a key role in the elongation and maturation of the autophagosome, before its fusion with the 
lysosome. The mammalian ATG8 family comprises the LC3 subfamily (LC3A, B and C) and the 
GABARAP subfamily (GABARAP, GABARAPL1 and GABARAPL2). In 2016, a study reported that 
the fusion between the cancer testis antigen NY-ESO-1 and the N-ter of the autophagy protein 
LC3B could enhanced NY-ESO-1-restricted CD4+ T cell response. The aim of our study was to 
demonstrate that GABARAP/GABARAPL1, as well as LCB could be used to target antigens to the 
autophagic pathway. The OVALBUMIN (OVA) antigen was chosen to take advantage of the OT-
I and OT-II mice which express a transgenic TCR specific for OVA peptides in their CD4 and CD8 
T cells. B16-F10 stable cell lines overexpressing OVA, OVA-LC3B, OVA-GABARAP or OVA-
GABARAPL1 antigens have been established to confirm the ability of the ATG8 proteins to 
target OVA proteins into the autophagosomes and to present peptides on their class II MHC 
molecules. However, B16-OVA-ATG8 overexpressing failed to activate specific CD4+ T cell 
response. Primary cell cultures of a more physiological antigen presenting cells i.e. bone 
marrow-derived dendritic cells (DC) were developed to address OVA to the autophagosomes. 
Here we report for the first time that other members of the ATG8 family proteins, GABARAP 
and GABARAPL1 can target OVA to the autophagosomes and enhanced MHC class II 
presentation to activate specific CD4+ T cells. The second aim of our study was to investigate 
the role of GABARAPL1 protein in the presentation of OVA peptides in B16-OVA cells. We 
generated B16-OVA GABARAPL1-Knock-down (KD) using the CRISPR-Cas9 technology. In 
GABARAPL1 KD cells, the basal autophagic flux was significantly decreased. When injected into 
mice, these GABARAPL1 KD cells developed a tumour faster in immunocompetent C57BL/6N 
mice than in immunocompromised (SCID) mice suggesting the involvement of GABARAPL1 in 
the tumour cell proliferation control by the immune system.  

Université Bourgogne Franche-Comté 
32, avenue de l’Observatoire 
25000 Besançon 

Résumé 


