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Résumé/Abstract 

Caractérisation du flux autophagique de cellules dendritiques humaines au cours de leur 

maturation : de l’individu sain au patient atteint de la maladie de Crohn 

Les cellules dendritiques sont des cellules clés du système immunitaire, passant d’un état 

immature dans les tissus à un état mature dans les organes lymphoïdes secondaires, notamment, 

à la suite de la détection de microorganismes infectieux. Parmi les fonctions biologiques régulant 

ces cellules, l’autophagie joue un rôle essentiel. Ce mécanisme du catabolisme cellulaire séquestre 

des composants cytosoliques au sein d’autophagosomes néoformés et les dégrade après fusion 

avec un lysosome. Alors que l’autophagie est généralement étudiée à un instant donné, il convient 

davantage d’analyser sa dynamique, appelée flux autophagique. 

Au cours de ma thèse, j’ai caractérisé trois paramètres cruciaux du flux autophagique : la 

vélocité, l’intensité et le temps de transition nécessaire à la formation d’autophagosomes.  A partir 

de cette caractérisation, j’ai pu montrer que le flux présente des caractéristiques distinctes entre 

les cellules dendritiques immatures et matures. Ce changement s’opère au cours de la maturation 

de ces cellules et quelle que soit l’origine du signal de maturation. Enfin, nous avons montré que 

les cellules dendritiques de patients atteints de la maladie de Crohn exprimant le variant 

autophagique à risque ATG16L1 T300A, perdent leur capacité à moduler le flux au cours de 

leur maturation. 

Ainsi, ces résultats décrivent une signature du flux autophagique propre à l’état immature 

versus mature des cellules dendritiques primaires humaines et ouvrent des perspectives dans la 

physiopathologie de la maladie de Crohn. L’étude du flux autophagique pourrait, à terme, être 

un paramètre pronostique de l’évolution et/ou de traitements personnalisés de la maladie. 

 

Characterization of the autophagic flux of human dendritic cells during their maturation: from 

healthy donor to Crohn patient  

Dendritic cells are key immune cells, from immature status in tissue to a mature status in 

secondary lymphoid organs, particularly after detection of infectious microorganisms. Among all 

biological functions that regulate those cells, autophagy plays a central role. This is a catabolic 

cellular mechanism that confine cytosolic components in autophagosome in formation and 

eliminate them after fusion with a lysosome. While autophagy is commonly study at the time t, it 

is better to analyze its dynamic, called autophagic flux. 

During my thesis, I have characterized three important parameters of the autophagic flux: 

the velocity, the intensity, and the time of transition that allow the formation of autophagosomes. 
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From this characterization, we have shown distinct autophagic flux properties between immatures 

and matures dendritic cells. This modification occurs during the maturation process of those cells 

and independently of the maturation signal use. Finally, we have demonstrated that dendritic cells 

from Crohn disease patients that express the autophagic polymorphism ATG16L1 T300A, loose 

their ability to adapt their autophagic flux during their maturation. 

Thus, those results describe a specific autophagic flux signature which depend on the 

maturation status of primary human dendritic cells and open perspectives in the physiopathology 

of Crohn disease. Autophagic flux study could be, over time, a prognosis parameter of the 

evolution and/or personal treatment in this disease. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9 
 
 

Mots clés/Keywords 

Mots clés : Autophagie, cellule dendritique, maturation, flux autophagique 

Keywords: Autophagy, dendritic cell, maturation, autophagic flux 

 

Intitulé et adresse du laboratoire 

Centre International de Recherche en Infectiologie (CIRI) 

Equipe : Autophagie Infection Immunité 

PI : Pr Mathias FAURE 

INSERM U1111 – CNRS UMR5308 – Université Claude Bernard Lyon 1 – ENS de Lyon 

21 Avenue Tony Garnier – 69365 LYON cedex 07 - France 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



10 
 
 

Liste des abréviations 

A 

AIEC : Adherent and Invasive Escherichia Coli  

AMBRA : Activating Molecule in Beclin 1 Regulated Autophagy protein 

ATG : AuTophaGy-related 

ATG16L1 : Autophagy-related 16 Like 1 

B 

BDCA : Blood Dendritic Cell Antigen 

BIR : Baculovirus Inhibitor Repeat 

BTLA : B and T Lymphocyte Attenuator 

C 

CARD : Caspase Activation and Recruitment Domain 

CCL : CC-chemokine Ligand 

CCR : CC-chemokine Receptor 

CD : Cluster of Differentiation ou Cluster de Différenciation 

cDC : conventional DC  

CBD: c-di-GMP-binding domain 

CDP : Common Dendritic cell Progenitor 

CDR : Calcium-Dependent carbohydrate Recognition domain 

CLIP : Class II-associated I chain Peptide 

CLR : C-Lectin Receptor 

cGAMP : cyclic GMP-AMP 

cGAS: cyclic GMP-AMP synthase  

CMA : Chaperone-Mediated Autophagy 

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité 

COPII : COat Protein complexe II 

COR : C-terminal Of Roc 

CPA : Cellules Présentatrices d’Antigènes 

CSF : Colony-Stimulating Factor 

CTLA-4 : Cytotoxic T-Lymphocyte Associated protein 4 

D 

DALS : Dendritic cell Aggregosome-LIke Structure 

DDC : Dermal Dendritic Cell 

DAMP : Damaged Associated Molecular Pattern 

DED : Dead Effector Domain 

DSS : Dextran Sulfate Sodium 

DUB : DeUBiquitinated enzyme 

E 



11 
 
 

EAT : Early Autophagy Targeting 
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ERAP : ER-associated AminoPeptidase 

ERGIC : Endoplasmic Reticulum-Golgi Intermediate Compartment 

ERK : Extracellular signal-Regulated Kinase 
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Fc : Fragment Crystallizable region ou Fragment Constant 

FIP200 : FAK family kinase-Interacting Protein of 200kDa  
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FUNDC1 : FUN14 Domain Containing 1 

FYCO1 : FYVE and COiled-coil domain containing 1  
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GABARAP : GABA type A Receptor-Associated Protein 

GALT : Gut-Associated Lymphoïd Tissu 

GM-CSF : Granulocyte-Macrophages Colony-Stimulating Factor 
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i/mDC : immature/matureDendritic Cell  
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IPS-1: IFN-b-Promoter Stimulator 1 

IRAK : Interleukine Receptor Associated Kinase 
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J 

JUNK : c-JUN N-terminal Kinase 

L 

LAMP : Lysosome Associated Membrane Protein 

LAP : LC3-Associated Phagocytosis 

LC : Langerhans Cell 

LIR : LC3 Interacting Region 

LPS : lipopolysaccharide 

LRR : Leucine Rich Repeat 

LRRK-2 : Leucine Rich Repeat Kinase 2 

LT : Lymphocytes T 

LTfh : LT follicular helper 

LTh : LT helper 
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M1/2 : Macrophage de type 1/2 

MAM : Mitochondria-Associated Membrane 

MAPLC3 : Microtubule-Associated Protein 1 Light Chain 3 

MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase  

MAPKK (ou MAP2K) : MAPK Kinase 

MAPKKK (ou MAP3K) : MAPKK Kinase 

MC : Maladie de Crohn   

MICI : Maladies Inflammatoires Chroniques de l’Intestin 

miR : microARN 

MoDC : Monocyte-derived Dendritic cell 

MoLC : Monocytes-derived Langerhans Cell 

MPP : Matrix Processing Peptidases 

MR : Mannose Receptor 

mTOR : mammalian Target Of Rapamycin 

MyD88 : Myeloid Differentiation primary response protein 88 
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NBR1 : Neighbor of BRCA1 gene 1 

NDP52 : Nuclear Dot Protein 52 kDa 

NEMO : NFκB Essential MOdulator ou IKKγ 

NFE2L2 (ou NRF2) : Nuclear Factor Erythroid derived 2 Like 2  

NF-κB : Nuclear Factor-κB 

NIK : NF-κB-Inducing Kinase 

NK : Natural Killer 

NOCA : Nuclear receptor CoActivator 
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NOD : Nucleotide-binding and Oligomerization Domain 

NOX2 : NADPH oxidase 2 

NLR : Nod-Like Receptor  

O 

OLS : Organe Lymphoïde Secondaire 

OPTN : Optineurin 

P 

PAMP : Pathogens Associated Molecular Pattern 

PARL : Presenilin-Associated Rhomboïd Like 

PD-L : Programed cell Death-Ligand 

pDC : plasmacytoid DC  

PE : Phosphatidyl-Ethanolamine 

PI : PhosphatidylInositol  

PI(3)P : PhosphatidylInositol 3-Phosphate  

PI3K de classe III : PhosphatidylInositol 3-Kinase de classe III 

PINK1 : PTEN-induced putative Kinase 1 

PLEKHM1 : PLEcKstrin Homology and RUN domain containing M1 

PRR : Pattern Recognition Receptor 

PYD : Pyrin Domain 

R 

RE : Réticulum Endoplasmique 

RIP : Receptor Interacting Protein 

RIPL : Rab-Interacting lysosomal protein 

RLR : RIG-1-Like Receptor 

ROC : Ras Of Complexe protein 

S 

SHP-2 : Src Homology region 2 domain-containing Phosphatase-1/2 

SLRs : Séquestosome-Like Receptors 

SNARE : Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachment protein Receptor 

SNP : Single-Nucleotide Polymorphism 

STING: stimulator of interferon gene 

T 

TAB : TAK-1 Binding protein 

TAK : TGFβ-associated kinase 

TAP : Transporter associated with Antigen Processing 

TAX1BP1 : Tax1 Binding Protein 1 

TBC1D15 : TBC1 Domain familly member 15 

TBK1 : Tank Binding Kinase 1 
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TCR : T-Cell Receptor 

TGF : Transforming Growth Factor 

TIR : Toll IL-1 Receptor 

TIRAP : TIR domain containing Adaptor Protein 

TLR : Toll-Like Receptor  

TNF : Tumor Necrosis Factor 

TNFRSM5 : TNF Receptor Superfamily Member 5 

TRADD : TNFR-Associated DD protein 

TRAF : TNFR-Associated Factor 

TRAM : TRIF Related Adapter Molecule 

TRIF : TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β 

TSLP: Thymic Stromal LymphoPoietin  

U 

UBD : Ubiquitine Binding Domain 

USP : Ubiquitin-Specific Proteases 

ULK : Unc-51 Like autophagy activating Kinase 1 

V 

VPS : Vacuolar Protein Sorting 

W 

WAS : Wiskott-Aldrich Syndrome protein 

WIPI : WD-repeat domain phosphoinositide-Interacting Protein 
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A. Introduction bibliographique 

I. L’autophagie 

1. Définition et découverte 

L’autophagie (du grec « auto » soi-même et « phagien » manger : se manger soi-même) est 

un processus cellulaire d’autodigestion permettant la dégradation et le recyclage d’éléments 

cytoplasmiques grâce aux lysosomes. Ce processus, très conservé chez les eucaryotes, se met en 

place en réponse à différents types de stress afin de protéger la cellule, permettant ainsi de 

maintenir l’homéostasie cellulaire et tissulaire. En fonction des mécanismes moléculaires 

impliqués, l’autophagie peut être sélective, c’est-à-dire éliminer les éléments nocifs ou inutiles 

pour la cellule de façon ciblée (tels que des pathogènes intracellulaires ou des mitochondries 

endommagées), ou non-sélective, c’est-à-dire éliminer de manière aléatoire les composants 

cellulaires (tels que des mitochondries endommagées). Au regard de ces fonctions, l’autophagie 

est aussi impliquée dans de nombreux processus développementaux et associée à la mort 

cellulaire. Un dysfonctionnement de l’autophagie peut engendrer et/ou faire évoluer de 

nombreuses pathologies comme les maladies neurodégénératives, les maladies inflammatoires 

ou les cancers. 

Ce processus a été découvert dans les années 1960 grâce aux travaux de Christian de Duve (Duve 

et al. 1955). En utilisant des techniques de microscopie à partir d’échantillons de mammifères 

(portion cellulaire de foie de rat), ce dernier a mis en évidence l’existence de regroupements 

d’enzymes hydrolytiques qu’il nomma « lysosomes ». Il a été montré, plus tard, que certains de 

ces lysosomes peuvent séquestrer des organelles comme le réticulum endoplasmique, ou les 

mitochondries (Novikoff et al. 1956 ; Clark 1957). Le terme « autophagie » est établi ensuite, 

faisant référence au processus de séquestration intracellulaire impliquant des vésicules à doubles 

membranes, appelées autophagosomes, fusionnant avec des lysosomes.  

2. Ensemble des processus autophagiques 

Le processus autophagique repose sur la capture d’éléments cytoplasmiques divers, puis 

leur dégradation via le lysosome. Il existe trois formes d’autophagie qui sont caractérisées par un 

mode de capture des cargos différent ; ainsi on distingue la macro-autophagie, la micro-

autophagie et l’autophagie médiée par les protéines chaperonnes (Figure 1).  

a) La micro-autophagie 

La micro-autophagie correspond à l’invagination d’éléments cytosoliques directement 

dans le compartiment endo/lysosomal afin d’y être digérés. Celle-ci est majoritairement décrite 

comme non-sélective (Li et al. 2012), mais il peut s’avérer qu’elle soit aussi sélective ; c’est le cas 
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de la micro-pexophagie qui correspond à une élimination sélective des péroxysomes (Sakai et al. 

1998). La régulation de ce processus chez la levure passe par le complexe mTORC1 (pour 

mammalian Target Of Rapamycin Complex 1) (Dubouloz et al. 2005). Cette forme d’autophagie 

reste à ce jour peu décrite chez les mammifères, de même que les mécanismes moléculaires qui 

la dirige. 

b) L’autophagie médiée par les protéines chaperonnes 

L’autophagie médiée par les protéines chaperonnes (ou CMA pour Chaperone-Mediated 

Autophagy) implique une sélection spécifique de protéines ou d’agrégats protéiques à éliminer. 

Au niveau du cytosol, les éléments à dégrader sont directement transloqués vers le lysosome grâce 

au motif d’acides aminés KFERQ (pour lysine(K) - phénylalanine(F) - acide glutamique(E) - 

arginine(R) - glutamine(Q)) (Chiang et Dice 1988), porté par les protéines ciblées. Ce motif est 

reconnu par la protéine chaperonne Hsc70 au sein d’un complexe de protéines chaperonnes 

interagissant avec le transporteur lysosomal LAMP-2A (pour Lysosome Associated Membrane 

Protein-2A), permettant la dégradation directe via le lysosome (Chiang et al. 1989 ; Cuervo et 

Dice 1996 ; 2000). Ce processus est régulé par la disponibilité en nutriments ou par certains stress 

cellulaires. Les mécanismes moléculaires qui dirigent cette voie sont mal connus à ce jour. 

Cependant, des études récentes permettent de mieux comprendre la régulation de cette voie. En 

effet, Pajares et coll. ont montré que l’expression de LAMP-2A est contrôlée positivement par le 

facteur de transcription NRF2 (ou NFE2L2 pour Nuclear Factor Erythroid derived 2 Like 2). 

Ainsi en condition de stress, NRF2 est activé afin d’induire la voie de la CMA (Pajares et al. 

2018). De plus, l’activité de LAMP-2A est contrôlée par la voie des MAPKs (p38) induite par le 

stress du réticulum, qui phosphoryle le transporteur pour l’activer (Li et al. 2017). 

c) La macro-autophagie 

La macro-autophagie, communément appelée autophagie, est la première forme 

d’autophagie découverte mais aussi la plus décrite à ce jour. Elle est caractérisée par la formation 

d’une double membrane isolée, appelée phagophore. Ce dernier entoure une portion du 

cytoplasme à dégrader, puis s’allonge pour finalement se refermer et former une vésicule à double 

membrane, appelée autophagosome. L’autophagosome va ensuite fusionner avec un lysosome 

afin d’éliminer son contenu. Ce mécanisme se déroule en trois étapes, nommées l’initiation, 

l’élongation et la maturation. Il est finement régulé, notamment par le complexe mTORC1. Je 

détaillerai par la suite l’ensemble de ce mécanisme dans la partie 3 ci-après. 

 

Pour la suite du manuscrit, j’utiliserai le terme autophagie pour faire référence à la macro-

autophagie, la seule forme d’autophagie étudiée dans mes travaux de thèse.  
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Figure 1 : Les trois formes d’autophagie 
L’autophagie est un processus catabolique intracellulaire qui se déroule dans les cellules eucaryotes et qui 

utilise la voie du lysosome pour dégrader les éléments cytoplasmiques capturés. Il existe trois formes 

d’autophagie, qui sont les suivantes : (1) la macro-autophagie, (2) l’autophagie médiée par les protéines 

chaperonnes (ou CMA) et la micro-autophagie.  

(1) La macro-autophagie, ou communément appelée l’autophagie, se caractérise par la formation d’une 

vésicule à double membrane, nommée autophagosome, qui vient capturer les éléments à dégrader. (2) La 

CMA se caractérise par la sélection de cargos porteurs d’un motif d’acides aminés KFERQ par des 

protéines chaperonnes, telle que Hsc70. Enfin, (3) la micro-autophagie se caractérise par l’invagination 

directe de la membrane du lysosome permettant ainsi de capturer puis dégrader des éléments 

cytosoliques. 

3. Mécanisme moléculaire de l’autophagie 

Comme je l’ai énoncé précédemment, l’autophagie se découpe en trois grandes étapes : 

- (1) l’étape d’initiation amorce le processus autophagique et aboutit à la formation du 

phagophore, une double membrane isolée, en coupe et autonome.  

- (2) l’étape d’élongation permet la capture du substrat, ainsi que l’expansion du phagophore 

jusqu’à sa fermeture, formant un autophagosome, une vésicule à double membrane.  

- (3) l’étape de maturation engendre la fusion entre l’autophagosome et un lysosome pour 

dégrader et recycler son contenu. 

Les mécanismes moléculaires qui contrôlent les différentes étapes de l’autophagie sont 

régis par les gènes ATGs, qui ont été découverts chez la levure par les travaux de Tsukada et 
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Ohsumi. Grâce à différents mutants déficients pour l’autophagie, il a découvert l’existence du 

gène APG1 (plus tard renommé ATG1 pour AuTophaGy-related), qui sera le 1
er

 gène 

autophagique mis en évidence (Tsukada et Ohsumi. 1993). Aujourd’hui plus de 40 gènes ATGs 

ont été découverts chez la levure, avec pour certains une homologie chez les mammifères.  

 

Dans la suite du manuscrit, seuls les protéines et mécanismes identifiés chez les 

mammifères seront décrits.  

a) L’initiation 

L’étape d’initiation de l’autophagie s’amorcent par divers signaux qui transitent à 

proximité de membranes du réticulum endoplasmique (ou RE) (Axe et al. 2008). En réponse 

aux signaux activateurs, le recrutement et l’activation de deux complexes protéiques vont 

permettre la formation de l’omégasome, une structure riche en phosphatidylinositol 3-phosphate 

(ou PI(3)P) située au niveau du RE (Axe et al. 2008). C’est d’abord le complexe ULK (pour Unc-

51 Like autophagy activating Kinase 1) qui est activé, pour permettre l’activation du second 

complexe, le complexe PI3K de classe III (pour PhosphatidylInositol 3-Kinase de classe III) 

(Backer. 2016 ; Papinski et Kraft. 2016). Par la suite, c’est au niveau de l’omégasome que d’autres 

protéines sont recrutées pour former une membrane d’isolation, appelée phagophore. La 

formation du phagophore nécessite un apport membranaire multiple, ainsi que la participation 

de vésicules spécialisées, appelées vésicules ATG9 et COPII (Figure 2). 

(1) Le complexe ULK 

Le complexe ULK, souvent appelé « complexe ULK1 », est composé de la protéine 

kinase ULK1, la sous-unité non-catalytique FIP200 (pour FAK family kinase-interacting protein 

of 200kDa), ATG13 et ATG101 (Lin et Hurley. 2016). La protéine ULK1 est une sérine/ 

thréonine kinase qui fait partie d’une famille de protéines de plusieurs isoformes (4 isoformes 

chez l’homme, ULK 1 à 4), et dont l’activation est nécessaire à l’activité du complexe ULK. Cette 

activation passe par 2 étapes essentielles : le recrutement de ULK1 au niveau de la structure pré-

phagophore et la stimulation de son domaine kinase. 

Le recrutement d’ULK1 au niveau du site d’initiation du phagophore est essentiel à son 

activation. Pour cela elle possède un domaine EAT (pour Early Autophagy Targeting) en partie 

C-terminal qui lui permet d’interagir avec ATG13 au niveau du site d’initiation du phagophore 

(Ganley et al. 2009 ; Jung et al. 2009). De façon intéressante, c’est aussi ATG13 qui fait le lien 

entre ULK1 et FIP200 au sein du complexe ULK. La stabilité du complexe passe, quant à elle, 

par l’interaction entre la protéine ATG101 et ATG13 (Qi et al. 2015 ; Suzuki et al. 2015). 
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Il existe différentes voies qui conduisent à l’activation du domaine kinase d’ULK1. Tout 

d’abord, l’assemblage des sous-unités FIP200 et ATG13 avec la kinase ULK1 semble 

primordiale à son activité et sa stabilité (Hara et al. 2008 ; Hosokawa et al. 2009 ; Ganley et al. 

2009). En effet, c’est au sein de ce complexe qu’ULK1 est capable de s’autophosphoryler au 

niveau de sa boucle catalytique, sur la thréonine 180 (ou Thr180) (Bach et al. 2011), permettant 

son activation. De plus, ce co-assemblage au sein du complexe ULK favorise le rapprochement 

allostérique de plusieurs kinases, favorisant leur autophosphorylation. Par ailleurs, en condition 

de carence énergétique, la protéine AMPK est alors activée et peut directement phosphoryler 

ULK1 au niveau de nombreux sites, ce qui entraine l’activation de cette dernière (Kim et al. 

2011). 

Une fois activée et stabilisée, la protéine ULK1 va pouvoir phosphoryler les différentes 

sous-unités du complexe ULK, favorisant ainsi l’activation complète du complexe. D’autres cibles 

de la kinase sont décrites à ce jour, comme certaines protéines de la machinerie autophagique 

dont le complexe PI3K de classe III, ou interagissent avec des protéines autophagiques, dont 

FUNDC1 dans le cadre de la mitophagie. L’interaction entre le complexe ULK1 avec le second 

complexe PI3K de classe III est importante pour permettre son activation. En effet la kinase 

ULK1 phosphoryle et active différents membres de ce complexe comme les protéines Beclin1 

(Russell et al. 2013) et ATG14 (Wold et al. 2016), ou bien des régulateurs de celui-ci comme la 

protéine AMBRA1 (Di Bartolomeo et al. 2010). 

(2) Le complexe PI3K de classe III 

De façon complémentaire au complexe ULK, le complexe PI3K de classe III joue, lui 

aussi, un rôle essentiel dans l’initiation du processus autophagique. En effet, ce complexe permet 

de générer du PI(3)P, après phosphorylation du groupement lipidique du phosphatidylinositol 

(ou PI) situé au niveau du RE, dans un domaine qui deviendra alors le futur site d’initiation du 

phagophore, appelé omégasome (Backer. 2016). Le PI(3)P est un élément clé de la formation 

du phagophore, permettant le recrutement de nombreuses protéines comme certaines ATGs, 

ou encore du régulateur WIPI-2 (cette partie sera détaillée ci-après).  

Le complexe PI3K de classe III est composé de deux sous-complexes, PI3KC3-C1 et PI3KC3-

C2. Ces derniers possèdent tous deux la sous-unité catalytique VPS34 (pour human Vacuolar 

Protein Sorting 34), la protéine Beclin1 qui joue un rôle de centre régulateur, ainsi que la protéine 

accessoire VPS15 (aussi appelée p150) qui est importante pour leur formation et leur stabilité 

(Petiot et al. 2000). Ces deux sous-complexes sont tous deux importants lors de l’initiation de 

l’autophagie et jouent des rôles complémentaires distincts. Le sous-complexe I (ou PI3KC3-C1) 

joue un rôle plus direct au niveau de la formation et de l’élongation du phagophore, grâce à sa 
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sous-unité propre ATG14L. Le sous-complexe II (ou PI3KC3-C2), quant à lui, joue un rôle 

complémentaire dans la maturation des autophagosomes, grâce à sa sous-unité propre UVRAG 

(Itakura et al. 2008) (cet élément sera détaillé dans la partie I.3.c. La maturation de 

l’autophagosome).  

Tout comme le complexe ULK, le complexe PI3K de classe III doit d’abord être recruté 

au site d’initiation du phagophore pour y être activé. Initialement, VPS34 est fixé au niveau du 

cytosquelette et interagit avec Beclin1. À la suite de l’activation du premier complexe ULK et de 

la phosphorylation de AMBRA1 (pour Activating Molecule in Beclin 1 Regulated Autophagy 

protein 1), ce dernier va se fixer à Beclin1 afin de détacher VPS34 et de le transloquer au niveau 

de l’omégasome (Di Bartolomeo et al. 2010). L’assemblage de VPS34–Beclin1 avec ATG14L et 

surtout VPS15 stabilise le complexe entier afin d’activer la sous-unité catalytique (Zhong et al. 

2009). D’autres protéines participent à l’activation de VPS34, comme le facteur NRBF2 (pour 

Nuclear Receptor Binding Factor 2), qui peut se fixer au PI3KC3-C1 via le domaine N-terminal 

d’ATG14L et de Beclin1, favorisant la dimérisation du sous-complexe et stimulant son activité 

kinase (Cao et al. 2014 ; Lu et al. 2014). De manière intéressante, le niveau d’ubiquitinylation de 

Beclin1 lui permet d’être maintenue au complexe PI3K ou d’être dégradée, régulant ainsi 

l’activité du complexe (Liu et al. 2016).  

Une fois formé le PI(3)P joue un rôle essentiel dans la suite du processus autophagique. 

Il permet notamment le recrutement des protéines WIPIs (pour WD-repeat domain 

phosphoinositide-Interacting Proteins) qui régulent la formation du phagophore et de 

l’autophagosome. Il existe 4 protéines WIPIs chez les mammifères (WIPI-1, 2, 3 et 4) qui sont 

capables d’interagir avec PI(3)P (Baskaran et al. 2012). Les protéines WIPI-1 et 2 sont les 

premières à être recrutées à la membrane de l’omégasome, permettant ensuite le recrutement de 

protéines ATGs, dont le conjugué ATG16L1-ATG5-ATG12, afin de réguler la lipidation de 

LC3 et son enchâssement dans la membrane. Ainsi WIPI-1 et WIPI-2 participe à la formation 

du phagophore (Polson et al. 2010 ; Gaugel et al. 2012 ; Dooley et al. 2014). D’autre part, les 

protéines WIPI-3 et 4 vont jouer le rôle de protéines d’échafaudage (autrement dit « scaffold 

proteins ») afin de réguler la formation de l’autophagosome (Bakula et al. 2017). En effet, WIPI-

4 va interagir avec ATG2 pour former un complexe avec AMPK et ULK1, puis se localiser au 

niveau de l’autophagosome naissant. Il sera ensuite rejoint par WIPI-3 qui va interagir avec le 

complexe TSC, régulant l’activité de mTOR. 

(3) Rôle des vésicules ATG9 et COPII 

Les vésicules ATG9 et COPII ont un rôle important lors de l’initiation de l’autophagie.  
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Les vésicules ATG9 sont générées à partir du réseau transgolgien (Reggiori et al. 2004 ; Young 

et al. 2006), ayant comme composante principale la protéine autophagique transmembranaire 

ATG9. Ces vésicules semblent très importantes pour les étapes précoces de formation du 

phagophore en conditions de carence en nutriments (Young et al. 2006 ; Matoba et al. 2020). De 

façon intéressante, ces vésicules se localisent à proximité de l’omégasome et délivrent de 

nombreux composants nécessaires à la formation du phagophore sans connexion apparente avec 

la double membrane (Orsi et al. 2012). Par ailleurs, la protéine ATG9 peut être recrutée au 

niveau de la membrane de l’omégasome pour former un complexe avec les protéines ATG2 et 

ATG18. ATG2 va interagir avec le RE afin de transférer des lipides vers la membrane de 

l’omégasome (Velikkakath et al. 2012). C’est ensuite ATG9 qui va enchâsser ces lipides dans la 

membrane et permettre l’expansion de la membrane d’isolation qui formera le phagophore 

(Matoba et al. 2020).  

 
Figure 2 : Initiation de l’autophagie 

L’initiation de l’autophagie prend place au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique (RE), où 

se regroupe deux complexes protéiques : le complexe ULK1 et le complexe PI3KC3-C1. Divers signaux 

activateurs entrainent la formation du complexe ULK1 vers la membrane du RE, puis l’assemblage et 

l’activation du complexe PI3KC3-C1. Ce dernier est responsable de la synthèse de PI(3)P, au niveau de 

la membrane du RE, formant alors une zone appelée l’omégasome, qui sera le site d’initiation de la 

formation de la vésicule autophagique. L’isolation d’une portion de cette membrane conduit à la 

formation du phagophore, caractérisé par une double membrane. Le phagophore est alimenté par 

diverses éléments intracellulaires (telles que les endosomes, les mitochondries ou encore les vésicules 

ATG9 et COPII spécialisées) et régulé par de nombreuses protéines autophagiques (telles que les 

protéines WIPIs, ATGs ou encore LC3).  
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Les vésicules COPII (pour COat Protein complexe II) sont des vésicules composées d’un 

complexe protéique appelé COPII. Elles sont assemblées au niveau du compartiment 

intermédiaire du réticulum endoplasmique-golgien (ou ERGIC pour Endoplasmic Reticulum-

Golgi Intermediate Compartment) et libérées dans le cytosol par bourgeonnement (Faini et al. 

2013). Elles jouent un rôle clé dans l’expansion précoce du phagophore. En effet, une fois dans 

le cytosol, elles vont se localiser au niveau de l’omégasome et servent de plateforme pour la 

lipidation de LC3, qui sera ensuite délivré dans la membrane de l’omégasome afin de former le 

phagophore (Ge et al. 2014).  

(4) L’origine du phagophore 

Le phagophore est caractérisé par une structure à double membrane en coupe, 

autonome, qui va subir de nombreuses modifications avant de s’expandre et se refermer pour 

former une vésicule appelée autophagosome. L’origine de cette membrane fait l’objet d’intenses 

débats parmi les scientifiques qui s’intéressent à l’autophagie. Le réticulum endoplasmique 

apparait comme la source principale de membrane pour la biogenèse du phagophore, puisqu’il 

semble établi qu’elle commence au niveau d’un domaine spécifique du RE, nommé 

l’omégasome (Axe et al. 2008 ; Roberts et Ktistakis. 2013). Comme décrit dans les paragraphes 

précédent, ce domaine est une zone spécialisée, riche en PI(3)P, permettant notamment le 

recrutement de la machinerie autophagique. En effet, la formation du phagophore lui-même fait 

suite à la mise en place de l’omégasome. Malgré son importance dans les étapes précoces, le RE 

est cependant insuffisant à fournir tous les éléments nécessaires à la formation du phagophore. 

De ce fait, il existe de nombreuses zones de contacts entre le RE et les mitochondries, appelées 

MAM (pour Mitochondria-Associated Membrane), permettant un apport lipidique important 

pour le phagophore (Hailey et al. 2010 ; Hamasaki et al. 2013). De plus, il a été montré que la 

membrane plasmique peut être, elle aussi, considérée comme source de membrane, lors de la 

formation précoce du phagophore (Ravikumar et al. 2010). En effet, la protéine ATG16L1 va 

interagir avec la clathrine, située au niveau de la membrane plasmique, pour induire de 

l’endocytose dépendante de clathrine et générer des vésicules appelées précurseurs 

autophagiques. Ces précurseurs pourront alors s’assembler afin de participer à la formation du 

phagophore. De manière intéressante, l’appareil de golgi (Young et al. 2006), les endosomes de 

recyclage (Puri et al. 2013), mais aussi le compartiment ERGIC (Ge et al. 2013) sont tous, plus 

ou moins, impliqués dans l’apport membranaire nécessaire au processus de biogenèse du 

phagophore. Il semble donc qu’il y ait une origine multiple conduisant à la formation du 

phagophore.  
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b) L’élongation du phagophore 

Une fois l’initiation de l’autophagie amorcée et le phagophore formé, ce dernier s’expand 

tout en séquestrant une portion du cytoplasme à dégrader. Par la suite, il va finir par se refermer 

en une vésicule à double membrane appelée autophagosome (Figure 4). C’est l’étape 

d’élongation. Cette étape fait intervenir deux systèmes dits « de conjugaison » :  le système de 

conjugaison ATG12-ATG5-ATG16L1 et le système de conjugaison LC3 (Figure 3). Ces deux 

systèmes permettent à terme la liaison covalente de la protéine LC3 (pour Light Chain 3) avec 

une molécule de phosphatidyl-éthanolamine (ou PE) au niveau de la membrane du phagophore ; 

on parle aussi de lipidation de LC3. Le mécanisme de ces deux systèmes de conjugaison est 

semblable au système menant à l’ubiquitination de substrats, et sont alors appelés systèmes de 

conjugaison de type ubiquitine (ou ubiquitine-like en anglais). Ainsi, des protéines autophagiques 

vont jouer un rôle semblable aux E1, E2 et E3 ubiquitine ligases, et sont alors appelées E1-like, 

E2-like et E3-like. 

 
Figure 3 : Les systèmes de conjugaison 
Il existe deux systèmes de conjugaison de type « ubiquitin-like », composés de diverses protéines ATGs, 

et aboutissant à la liaison covalente de LC3-I à un phosphatidyléthanolamine. Certaines de ces ATGs vont 

jouer le rôle d’enzymes de type E1/E2/E3-like, aboutissant à la formation de deux conjugués ATG12-

ATG5 et LC3-I-PE (ou LC3-II). C’est d’abord le conjugué ATG12-ATG5 qui est formé, puis stabilisé à 

la membrane du phagophore par la protéine ATG16L1. Une fois stabilisé, c’est lui qui permet la 

formation du second conjugué LC3-II, essentiel à l’élongation du phagophore.  
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(1) Le système de conjugaison ATG12-ATG5-ATG16L1 

La mise en place du système de conjugaison ATG12-ATG5-ATG16L1 (Mizushima et al. 

1998 ; 2003) commence par l’activation de la molécule « ubiquitin-like » ATG12 grâce à la 

protéine ATG7 (ou E1-like) qui joue le rôle d’enzyme d’activation (Tanida et al. 2001). Par la 

suite, ATG12 est transférée à ATG10 (ou E2-like), une enzyme de conjugaison (Nemoto et al. 

2003), pour y être associée, via une liaison covalente, à ATG5 au niveau de la lysine 130 (ou 

Lys130) (Mizushima et al. 1998). La conjugaison entre ATG12 et ATG5 est essentielle pour 

l’élongation du phagophore, jouant le rôle de ligase (ou E3-like) pour le système de conjugaison 

LC3 (Kabeya et al. 2000). Pour finir, le conjugué ATG12-ATG5 s’associe de façon non-covalente 

à ATG16L1 au niveau de la membrane du phagophore. De manière intéressante, lors de l’étape 

d’initiation, le complexe PI3KC3 va permettre le recrutement de la protéine effectrice WIPI2 au 

niveau de l’omégasome, via l’interaction de WIPI2 avec le PI(3)P. C’est alors WIPI2 qui va 

recruter au préalable ATG16L1 pour permettre le recrutement du conjugué ATG12-ATG5 au 

niveau du phagophore (Dooley et al. 2014) . La mise en place du système de conjugaison ATG12-

ATG5-ATG16L1 délimitera le site de localisation et de lipidation de la protéine LC3. 

(2) Le système de conjugaison LC3 

Chez les mammifères, il existe plusieurs protéines homologues définissant la famille des 

protéines ATG8-like (où ATG8 est le seul représentant chez la levure) réparties en 2 sous-

familles ; la sous-famille des MAP1LC3 ou LC3 (pour Microtubule-Associated Protein 1 Light 

Chain 3) comprenant LC3A, LC3B, LC3B2 et LC3C, et la sous-famille des GABARAP (pour 

GABA type A Receptor-Associated Protein) comprenant GABARAP, GABARAPL1 et 

GABARAPL2 (Kabeya et al. 2000 ; 2004 ; Shpilka et al. 2011). Il s’avère que le rôle de chaque 

sous-famille diffère : les protéines LC3 sont impliquées dans l’élongation du phagophore, alors 

que les protéines GABRAP seraient impliquées dans la fermeture de l’autophagosome lors de 

l’étape de maturation (Weidberg et al. 2010).  

La protéine LC3, qui est la protéine ATG8-like la plus caractérisée à ce jour, existe sous 

2 formes : une forme cytosolique, LC3-I, et une forme membranaire, LC3-II, localisée à la 

membrane du phagophore et de l’autophagosome. Il est intéressant de noter que c’est pour cette 

raison que LC3-II est communément utilisée comme marqueur des autophagosomes. De plus, 

le passage de LC3-I vers LC3-II peut être facilement suivi grâce à la technique du western-blot, 

une technique qui sera beaucoup utilisée dans ces travaux de thèse. 

En parallèle de la mise en place du premier système de conjugaison, le « pré-LC3 » est 

clivé au niveau d’un résidu glycine en C-terminal par ATG4 pour former LC3-I, dans le cytosol 

(Tanida et al. 2004). Ce même LC3-I sera ensuite activé par la protéine ATG7 (ou E1-like), puis 
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transféré à ATG3 (ou E2-like) pour être conjugué au PE et enchâssé dans la membrane du 

phagophore grâce au conjugué ATG12-ATG5 (ou E3-like), formant ainsi le LC3-II  (Kabeya et 

al. 2000 ; Tanida et al. 2002).  

 
Figure 4 : Elongation du phagophore 

L’élongation démarre après la formation du phagophore, une double membrane isolée et 

autonome, où s’agrègent les protéines WIPI-1 et 2. Ces protéines recrutent les deux systèmes de 

conjugaison à proximité de la membrane du phagophore. Ces deux systèmes engendrent la formation du 

LC3-II, qui est ensuite enchâssé dans la membrane du phagophore, pour permettre l’élongation de ce 

dernier. C’est grâce à un apport membranaire continue que le phagophore s’étend jusqu’à se refermer. 

La fermeture de celui-ci st régulé par trois complexes ESCRT (ESCRT-I, II et III) qui permettent la 

scission des membranes du phagophore et la formation d’une vésicule fermée, l’autophagosome.  

Un apport membranaire continu permet l’élongation du phagophore au niveau de ses 

extrémités jusqu’à sa fermeture, formant ainsi un autophagosome (Figure 4). Le mécanisme exact 

de la fermeture du phagophore n’était pas connu jusqu’à présent et c’est l’hypothèse de la scission 

membranaire qui était mise en avant (Knorr et al. 2015). Cependant, les travaux récents de 

Schöneber et coll. ont permis de décrypter un peu plus ce mécanisme. Ces travaux montrent que 

la fermeture de l’autophagosome est engendrée par plusieurs complexes ESCRT (pour 

Endosomal Sorting Complexes Required for Transport). Le complexe ESCRT-I se met tout 

d’abord en place de part et d’autre de chaque membrane afin de recruter le complexe ESCRT-

II. Ces complexes vont recruter et stabiliser un troisième complexe, ESCRT-III, qui formera une 

spirale entre les deux membranes afin de les rapprocher et de permettre leur scission. Pour finir 
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c’est la VPS4 qui permet de désassembler et recycler le complexe ESCRT-III (Schöneberg et al. 

2018).  

Afin de former des autophagosomes complets, une partie du LC3-II situé au niveau de la 

face externe du phagophore est dissociée de la membrane par la cystéine protéinase ATG4 (Yu 

et al. 2012). 

c) La maturation de l’autophagosome 

L’étape de maturation correspond à la fusion de l’autophagosome avec le lysosome, 

aboutissant à la dégradation et le recyclage de son contenu (Figure 5). Cette étape est modulée 

par trois familles de protéines régulatrices de la fusion : les protéines RabGTPases, les protéines 

SNAREs (pour Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachment protein Receptors) et les 

protéines d’attachement membranaire. L’acheminement des vésicules les unes vers les autres est, 

quant à lui, régulé par divers moteurs moléculaires. 

Il est intéressant de noter que lors de cette étape, les protéines lysosomales LAMP1/2 

peuvent elles aussi intervenir pour réguler la fusion (Tanaka et al. 2000b ; Eskelinen et al. 2002 ; 

2004). Il arrive parfois que l’autophagosome fusionne au préalable avec des endosomes, créant 

alors un amphisome. En effet, lors de l’endocytose de certaines bactéries, ces dernières vont être 

séquestrées dans des vésicules d’endocytoses. Ces endosomes sont parfois altérés par les bactéries 

internalisées et sont donc ciblées par autophagie grâce à la galectine 8 qui fixe ces organites et 

recrute alors le récepteur autophagique NDP52. Les endosomes sont ensuite acheminés vers 

l’autophagosome grâce à NDP52, qui promeut leur fusion et la maturation de l’autophagosome 

(Verlhac et al. 2015). La formation de l’amphisome est régulée par les complexes ESCRT qui 

permettent la fusion entre l’endosome et l’autophagosome (Rusten et Stenmark. 2009). 

(1) Les protéines RabGTPases 

Les RabGTPases sont des petites GTPases de la famille des protéines Rab (pour Ras-

related protein in brain). Elles sont impliquées dans la régulation du trafic membranaire chez les 

eucaryotes, favorisant le transport de vésicules vers une membrane cible, puis leur fusion 

(Stenmark. 2009). Certaines d’entre elles ont été décrites comme étant des protéines régulatrices 

de l’autophagie, par exemple, la protéine Rab7.  

Rab7 se localise au niveau de la membrane des endosomes tardifs et des lysosomes (Feng et al. 

1995). Elle est importante pour la maturation des autophagosomes, en particulier au niveau des 

étapes de fusion entre autophagosome et lysosome (Gutierrez et al. 2004 ; Jäger et al. 2004). Cette 

activité de Rab7 est régulée par interaction avec de nombreux partenaires. Liang et coll. ont 

notamment démontré que la protéine UVRAG (du sous-complexe PI3KC3-C2) se localise au 

niveau des endosomes en liant le complexe HOPS afin de stimuler Rab7, et promouvoir la fusion 
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autophagosome-lysosome (Itakura et al. 2008 ; Liang et al. 2008). De manière intéressante, afin 

de réguler négativement l’activité du complexe PI3K de classe III, Rubicon interagit 

simultanément avec Rab7 et Beclin1, bloquant ainsi le trafic endosomal et la maturation 

autophagique (Tabata et al. 2010). Par ailleurs, il a été démontré que le facteur PLEKHM1 (pour 

PLEcKstrin Homology and RUN domain containing M1) jouait un rôle important en tant 

qu’adaptateur lors de l’étape de fusion. En effet, il interagit avec le complexe HOPS et Rab7 au 

niveau des endo/lysosomes, mais aussi la protéine LC3 au niveau de l’autophagosome (McEwan 

et al. 2015). Enfin, Rab7 peut former un complexe avec la protéine FYCO1 (pour FYVE and 

coiled-coil domain containing 1) qui est elle-même liée à la protéine LC3, mais aussi au PI(3)P 

via le domaine FIVE (pour Fab1-YOTP-Vac1-EEA1) à la membrane des autophagosomes. La 

formation de ce complexe permettrait à FYCO1 d’induire le transport de l’autophagosome vers 

les lysosomes, via le réseau de microtubules et en se liant à la kinésine (Pankiv et al. 2010).   

(2) Les protéines SNAREs 

Les protéines SNAREs sont des protéines trans-membranaires, divisées en 2 groupes de 

protéines, les Q-SNAREs et les R-SNAREs. Les Q-SNAREs portent un résidu glutamine (ou 

Q) et sont localisées au niveau du compartiment receveur. Les R-SNAREs portent un résidu 

arginine (ou R) et sont localisées au niveau du compartiment donneur. Différentes protéines 

SNAREs peuvent se regrouper pour former un complexe « trans-SNARE » permettant le 

rapprochement et la fusion des deux compartiments vésiculaires. Certaines SNAREs régulent la 

fusion entre autophagosomes et lysosomes, comme les protéines VAMP3 et VAMP7, deux R-

SNAREs localisées au niveau des endosomes tardifs et lysosomes (Fader et al. 2009). En 

condition de carence en nutriments, la Q-SNARE STX17 (ou syntaxin 17) est recrutée au 

niveau des autophagosomes pour promouvoir la fusion autophagosome-lysosome en 

coopération avec la Q-SNARE SNAP29 et la R-SNARE VAMP8, située au niveau des 

lysosomes (Itakura et al. 2012 ; Diao et al. 2015 ; Viret et Faure. 2019). 

(3) Les protéines d’attachements membranaires 

Les protéines d’attachements sont toutes aussi essentielles lors de l’étape de maturation 

en facilitant l’amorçage et la fusion des membranes.  

Le complexe HOPS (pour HOmotypic fusion and Protein Sorting) est l’un des facteurs 

d’attachements le plus important et le plus décrit lors de la maturation autophagique, grâce à ses 

nombreuses interactions avec tous les partenaires essentiels à la fusion. En effet, l’amorçage entre 

endo/lysosomes et autophagosomes peut être facilité grâce à l’interaction entre HOPS et Rab7 ; 

comme vu précédemment, Rab7 va recruter la protéine adaptatrice PLEKHM1 qui va interagir 

avec HOPS et LC3 (McEwan et al. 2015). De plus, le complexe HOPS stimule la formation et 
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la stabilisation des complexes « trans-SNARE », induisant notamment, le recrutement de STX17 

au niveau des autophagosomes (Jiang et al. 2014). Pour finir, HOPS recrute les partenaires 

VPS33A et VPS16 requis pour la fusion (Wartosch et al. 2015). Une fois tous ces partenaires 

recrutés autour du complexe HOPS, puis activés, les membranes des endo/lysosomes et des 

autophagosomes peuvent fusionner. 

EPG5 (pour Ectopic P Granule protein 5) est un autre facteur d’attachement qui 

fonctionne comme intermédiaire entre Rab7 et VAMP8 au niveau du compartiment 

endo/lysosomal et STX17-SNAP29 au niveau du compartiment autophagique, facilitant la 

stabilisation et l’assemblage du complexe « trans-SNARE » pour la fusion membranaire (Wang 

et al. 2016).  

D’autres facteurs d’attachements peuvent jouer un rôle important lors de l’étape de 

maturation, comme la protéine ATG14L qui permet la formation du complexe STX17-

SNAP29-VAMP8 (Diao et al. 2015).  

(4) Le rôle du cytosquelette 

Le cytosquelette permet d’acheminer diverses vésicules vers l’autophagosome en 

formation (d’abord vers l’omégasome, puis le phagophore et enfin l’autophagosome) tout au long 

du processus autophagique (Kast et Dominguez. 2017). Ainsi on distingue deux réseaux de 

cytosquelette les filaments d’actines et les microtubules, constitués de tubuline. Le cytosquelette 

est particulièrement important lors de l’étape de maturation des autophagosomes.  

Le réseau d’actine permet un apport vésiculaire constant vers l’autophagosome en 

formation (Kast et Dominguez. 2017). C’est le moteur moléculaire myosine VI qui dirige ces 

transports (Tumbarello et al. 2012). Une fois l’autophagosome formé, ce sont les microtubules, 

composés de polymères de tubuline qui prennent en charge son déplacement (Köchl et al. 2006). 

Ils régulent le transport des autophagosomes vers les endosomes tardifs via le moteur moléculaire 

dynéine (associé à la dynactine), afin de former l’amphisome (Ravikumar et al. 2005). Par la suite, 

régulé par la kinésine, l’amphisome est déplacé vers le lysosome pour former l’autolysosome 

(Pankiv et al. 2010). De nouveau le réseau d’actine joue un rôle important, car c’est lui qui 

apporte les lysosomes au contact des amphisomes, régulé par la myosine I (Brandstaetter et al. 

2014). Il existe des protéines adaptatrices qui permettent de reliées les vésicules aux moteurs 

moléculaires, telles que FYCO1 ou encore RIPL.  

FYCO1 est une protéine impliquée dans la régulation des mouvements des 

autophagosomes. Cette protéine adaptatrice est reliée aux autophagosomes via LC3-II et PI3P, 

faisant lien avec le moteur moléculaire kinésine, situé au niveau des microtubules (Pankiv et al. 

2010).  
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Une autre protéine adaptatrice, RIPL (pour Rab-interacting lysosomal protein) fait le lien 

entre la dynéine, Rab7 et un senseur de cholestérol ORP1L (Jordens et al. 2001 ; Wijdeven et 

al. 2016).  

 
Figure 5 : Maturation de l’autophagosome 

Lors de l’étape de maturation, l’autophagosome fusionne avec un lysosome afin de dégrader son contenu. 

Pour cela diverses protéines régulatrices interviennent pour promouvoir la fusion entre ces deux vésicules, 

à savoir des protéines RabGTPases (comme Rab7), des protéines SNAREs et des protéines 

d’attachements, dont les interactions sont contrôlées par des protéines adaptatrices. Le complexe PI3KC3-

C2 intervient lui aussi pour recruter le complexe HOPS, essentiel à la fusion entre le lysosome et 

l’autophagosome. De nombreux moteurs moléculaires permettent d’acheminer les vésicules les unes vers 

les autres en se déplaçant le long du cytosquelette (filaments d’actine et microtubules). 

 Une fois la fusion autophagosome/lysosome terminée, l’acidification des lysosomes 

augmente progressivement grâce à des hydrolases H
+

ATPases, activant les enzymes lysosomales 

appelées cathepsines, qui vont dégrader le contenu de l’autolysosome. Une partie des nutriments 

est recyclée vers le cytosol grâce à un système de reflux. 
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d) Régulation de l’autophagie 

L’autophagie est contrôlée par une multitude de signaux activateurs et inhibiteurs (niveau 

énergétique, ou encore facteurs de croissance) qui convergent en majorité vers la protéine 

mTOR, une sérine/thréonine kinase, que l’on retrouve au sein de deux complexes, mTORC1 et 

mTORC2. C’est le complexe mTORC1 qui est principalement impliqué dans la régulation de 

l’autophagie. Ce complexe agit au niveau de diverses étapes du processus autophagique en 

phosphorylant ses cibles (Figure 6). Cependant, il est intéressant de noter que l’autophagie peut 

aussi être régulée de manière indépendante de la voie mTOR (Yin et al. 2016). 

Tout d’abord, de nombreuses études décrivent le rôle de mTORC1 comme un inhibiteur 

de l’initiation autophagique. En condition riche en nutriments, ce complexe phosphoryle la 

protéine ULK1 et ATG13, inactivant l’activité kinase de UKL1 et bloquant l’induction de 

l’autophagie (Shang et Wang. 2011 ; Puente et al. 2016). Par opposition, en condition de carence 

énergétique, l’activité de mTORC1 est inhibée, notamment par la sérine/théonine kinase AMPK, 

ce qui le dissocie de ULK1. Cette dissociation permet ensuite à AMPK d’activer ULK1 par 

phosphorylation favorisant l’initiation de l’autophagie. AMPK est aussi capable d’inhiber 

indirectement le complexe mTORC1 par phosphorylation et inhibition de la protéine régulatrice 

du complexe, Raptor (Lee et al. 2010). D’autre part, mTORC1 peut réguler l’association entre 

ULK1 et AMPK en prévenant leur interaction par phosphorylation de ULK1 au niveau de son 

site d’interaction avec la kinase (Kim et al. 2011). Pour finir, mTORC1 régule indirectement 

ULK1, via la phosphorylation du régulateur AMBRA1, bloquant ainsi l’ubiquitinylation d’ULK1 

par TRAF6. Par conséquent, la dimérisation et l’activation d’ULK1 sont inhibées (Nazio et al. 

2013).  

De façon complémentaire, mTORC1 est aussi capable de réguler le complexe PI3K. Pour ce 

faire, l’activité kinase de VPS34 est inhibée par phosphorylation de la protéine ATG14L au 

niveau de PI3KC3-C1 par mTORC1 (Yuan et al. 2013). La phosphorylation du régulateur 

AMBRA1, quant à elle, provoque une séquestration du complexe PI3K au niveau du 

cytosquelette, bloquant son recrutement à l’omégasome et inhibant l’initiation autophagique (Di 

Bartolomeo et al. 2010). En amont de la voie mTOR, la voie PI3K/AKT joue un rôle d’activateur 

du complexe mTORC1. En effet sous l’action de la PI3K, le PI(3)P active la kinase AKT qui 

inhibe, par phosphorylation, le complexe TSC1/TSC2. Cela entraine une accumulation de Rheb, 

sous forme Rheb-GTP, stimulant l’activité kinase de mTORC1 et inhibant par conséquent 

l’autophagie. Enfin, l’affinité du facteur NRBF2 pour VPS34 est augmentée à la suite de sa 

phosphorylation par mTORC1, inhibant son activité kinase au niveau de PI3KC3-C1, bloquant 

l’initiation de l’autophagie (Ma et al. 2017). 
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Figure 6 : Régulation de l’étape d’initiation 

L’assemblage et l’activation des deux complexes d’initiation sont finement régulés afin de contrôler l’étape 

d’initiation du processus autophagique. Ainsi, la voie PI3K/AKT/mTORC1 régule négativement ces deux 

complexes en phosphorylant notamment les protéines ULK1, AMBRA1, ou encore ATG14L. De 

manière opposée, la kinase AMPK régule positivement le complexe ULK et négativement le complexe 

mTORC1. Indépendamment de ces deux voies, la protéine régulatrice BCL-2 peut séquestrer Beclin-1, 

inhibant son association au sein du complexe PI3KC3-C1. C’est la kinase DAPK qui bloque l’inhibition 

de Beclin-1, en phosphorylant son site d’interaction avec BCL-2. 

Il existe d’autres signaux, comme les facteurs apoptotiques, qui jouent un rôle dans le contrôle 

de l’autophagie, et fonctionnent indépendamment de mTOR. C’est le cas pour le facteur anti-

apoptotique BCL-2 (ou BCL-XL) qui interagit avec BECN1 au niveau de son domaine BH3. 

Cette interaction perturbe l’association du complexe PI3K, inhibant son activité kinase dirigée 

par VPS34 et bloquant la formation du phagophore (Pattingre et al. 2005). Cette inhibition peut 

être empêchée grâce à la kinase DAPK. Celle-ci phosphoryle BECN1 au niveau du domaine 

BH3, bloquant l’interaction avec BCL-2 et permettant l’assemblage du complexe PI3K. VSP34 

peut ainsi interagir avec BECN1 et activer son domaine kinase (Zalckvar et al. 2009b).  
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Figure 7 : Régulation de l’étape d’élongation 
L’expansion du phagophore est régulée par la ligase HUWE1 qui contrôle la quantité de WIPI-2 

disponible dans le cytoplasme. La séquestration de WIPI-2 par HUWE1 est, quant à elle, régulée par le 

complexe mTORC1. 

D’autres études rapportent l’implication de mTORC1 dans la régulation de l’expansion 

du phagophore (Figure 7). Il est impliqué notamment dans l’interaction entre WIPI-2 et l’E3 

ubiquitine ligase HUWE1, entrainant sa dégradation. Ainsi la quantité de WIPI-2 est diminuée, 

ce qui affecte l’étape de lipidation de LC3 et donc l’élongation du phagophore (Wan et al. 2018).  

Pour finir sur la régulation du processus autophagique par mTOR, en condition riche en 

nutriments, il a été démontré que mTORC1 peut phosphoryler UVRAG afin que celui-ci 

interagisse avec RUBICON, bloquant le recrutement du complexe HOPS au niveau des 

autophagosomes et abrogeant l’étape de maturation (Kim et al. 2015) (Figure 8). 
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Figure 8 : Régulation de l’étape de maturation 

La maturation de l’autophagosome dépend de la régulation de protéines d’attachements dont le complexe 

HOPS par le sous-complexe PI3KC3-C2. Le recrutement de HOPS peut être inhibé par le complexe 

mTORC1 via la phosphorylation de UVRAG.  

4. L’autophagie sélective 

L’autophagie sélective contribue à la régulation de l’homéostasie intracellulaire, 

participant à la dégradation ciblée de matériels cytosoliques, comme les agrégats protéiques, les 

organelles endommagées, mais aussi les pathogènes. Ce processus passe par une reconnaissance 

spécifique des éléments à dégrader, ou cargos, permettant leur élimination efficace via 

l’autophagie. La voie d’autophagie sélective ainsi induite porte le nom du substrat à dégrader : 

l’agréphagie (dégradation d’agrégats protéiques), la ferritinophagie (dégradation de ferritine), la 

xénophagie (dégradation de pathogènes), ou encore la mitophagie (dégradation de 

mitochondries). La prise en charge des cargos se fait grâce à des récepteurs spécifiques, appelés 

récepteurs autophagiques. Ils sont ensuite séquestrés dans l’autophagosome puis dégradés par les 

enzymes lysosomales. 

a) Les récepteurs autophagiques 

Les récepteurs autophagiques sont centraux dans le processus d’autophagie sélective, 

faisant le lien entre le substrat et la machinerie autophagique située au niveau du phagophore. Ils 

sont séparés en deux catégories ; les récepteurs qui interagissent indirectement avec le cargo et 

ceux qui interagissent directement avec le cargo sous la dépendance de la molécule d’ubiquitine 

(Khaminets et al. 2015). D’autre part, la majorité des récepteurs se lient directement avec la 
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membrane autophagique via la protéine LC3/GABARAP, grâce au domaine LIR (pour LC3 

Interacting Region) porté par le récepteur. Ce domaine est un consensus de séquence ΘXXΓ, où 

Θ est un résidu aromatique W/F/Y (pour Tryptophane (ou W)/Phénylalanine (ou F)/Tyrosine 

(ou Y)), Γ un résidu hydrophobe L/I/V (pour Leucine (ou L)/Isoleucine (ou I)/Valine (ou V)), et 

X peut être, quant à lui, tout autre résidu (Birgisdottir et al. 2013). 

(1) Reconnaissance des substrats dépendante de l’ubiquitine 

Les récepteurs autophagiques capables de reconnaitre leur substrat via la molécule 

d’ubiquitine sont nommés SLRs (pour Séquestosome-Like Receptors), nom qui provient du 

premier récepteur décrit SQSTM1/p62 ou séquestosome (Pankiv et al. 2007). Il existe de 

nombreux SLRs qui sont les suivants : NBR1 (pour Neighbor of BRCA1 gene 1), OPTN (pour 

Optineurin), TAX1BP1 (pour Tax1 Binding Protein 1), CALCOCO2/NDP52 (pour Nuclear 

Dot Protein 52 kDa) (Figure 10). Les SLRs ont tous un domaine de liaison à l’ubiquitine 

(domaine UBA pour Ubiquitine-Associated domain), ainsi qu’un ou plusieurs domaines LIR 

(Figure 9). De manière intéressante, il existe un chevauchement dans la spécificité de 

reconnaissance des cargos ubiquitinylés entre les SLRs. Lors de l’agréphagie, les agrégats 

protéiques peuvent aussi bien être pris en charge par p62, NBR1 ou bien OPTN (Pankiv et al. 

2007 ; Kirkin et al. 2009 ; Shen et al. 2015). De plus, certains récepteurs coopèrent afin de 

délivrer le substrat à l’autophagosome, c’est le cas de la mitophagie avec OPTN, NDP52 et 

TAX1BP1 (Heo et al. 2015 ; Lazarou et al. 2015).  

Pour finir, il est important de noter qu’il existe de nombreuses chaines d’ubiquitines qui diffèrent 

selon la lysine ubiquitinylée. Il est bien reconnu que les chaines associées à la lysine48 (ou K48) 

sont associées à une dégradation vers le protéasome de leur substrat, alors que celles liées à la 

K63 sont associées à l’autophagie (Yau et Rape. 2016 ; Tan et al. 2008). L’ubiquitinylation est 

régulée par des protéines spécifiques ; les ubiquitines ligases (ou E3 ligases) lient l’ubiquitine à la 

cible, alors que les DUBs (pour Deubiquitinated enzymes) sont des protéases qui enlèvent 

l’ubiquitine de la cible. Il existe une multitude de ligases et de DUBs qui régulent l’ensemble des 

processus autophagiques (Wang et Chen. 2016). En effet, lors de la mitophagie, certaines DUBs 

régulent négativement ce processus, bloquant la dégradation des mitochondries. Pour cela, ce 

sont les USP15/30 et 35 (pour Ubiquitin-Specific Proteases) qui vont réduire l’ubiquitination des 

protéines mitochondriales, telles que MFN2, bloquant leur ciblage par les récepteurs 

autophagiques (Bingol et al. 2014 ; Cornelissen et al. 2014 ; Wang et al. 2015). Par ailleurs, c’est 

l’USP8, une E3-ubiquitine ligase, qui régule d’ubiquitination de Parkin, afin de l’activer et 

favoriser la mitophagie (Durcan et al. 2014).  
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Tout cela souligne la complexité de la régulation de l’autophagie sélective qui ne passe pas 

seulement par la reconnaissance du substrat ou l’activation des récepteurs adéquats, mais aussi 

par des modifications post-traductionnelles des cargos et des récepteurs eux-mêmes (Wild et al. 

2011 ; Heo et al. 2015). 

 
Figure 9 : Structure globale des SLRs 
Les SLRs sont tous composés d’un ou plusieurs domaine(s) de liaison à l’ubiquitine (domaine bleu) leurs 

permettant de cibler les cargos ubiquitinylés, ainsi qu’un ou plusieurs domaine(s) de liaison à LC3 

(domaine violet), afin d’interagir avec le phagophore via la protéine LC3-II. Ces récepteurs possèdent un 

ou plusieurs domaine(s) d’interactions protéines-protéines (domaine orange associé ou non avec un 

domaine vert). Pour finir, les récepteurs NDP52 et T6BP1 possèdent un domaine SKICH dont la 

fonction est inconnue. 

(2) Reconnaissance des substrats indépendante de l’ubiquitine 

Les études concernant l’autophagie sélective indépendante de l’ubiquitine sont en 

augmentation ces dernières années. A titre d’exemple, la ferritinophagie et l’autophagie du 

réticulum endoplasmique seront abordées dans les paragraphes suivants. 

Chez les mammifères, la régulation de l’homéostasie du fer dans la cellule passe par un processus 

d’autophagie sélective, appelée ferritinophagie. En condition d’excès, le fer est séquestré par la 

ferritine en un gros complexe afin d’y être stocké. Lors de carence en fer, ce complexe est pris 

en charge spécifiquement par le récepteur NOCA4 (pour Nuclear receptor CoActivator 4) au 

niveau de la chaine légère de la ferritine (Mancias et al. 2014), pour être conduit vers une 

dégradation lysosomale passant par l’autophagie (Mancias et al. 2014 ; Dowdle et al. 2014). 

Cependant, l’interaction entre NOCA4 et l’autophagosome reste mal connue aujourd’hui. En 

effet, il semblerait que ce récepteur interagisse avec LC3-II via un motif alternatif du domaine 

LIR dit « non-canonique ». En condition stationnaire, la quantité de NOCA4 est contrôlée via 

deux processus : l’autophagie et le système ubiquitine-protéasome via la ligase HERC2 (Mancias 

et al. 2014; Dowdle et al. 2014). 
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La régulation de l’homéostasie du réticulum endoplasmique passe par l’autophagie sélective, 

processus appelé ici ER-phagie et dont FAM134B en est spécifiquement le récepteur (Khaminets 

et al. 2015). En condition de stress du RE, la kinase CAMK2B va phosphoryler le domaine 

homologue réticulon du récepteur afin qu’il s’oligomérise et s’active afin d’induire une 

fragmentation du RE (Jiang et al. 2020) et une dégradation autophagie-dépendante. Au niveau du 

RE, FAM134B co-localise avec deux marqueurs endoplasmiques, CLIMP-62 et SEC61B, alors 

qu’il interagit avec LC3-II au niveau de l’autophagosome via le motif LIR.  

Bien qu’ils ne représentent pas la majorité des récepteurs autophagiques, NOCA4 et FAM134B 

sont des exemples représentatifs de récepteurs capables de reconnaitre leur substrat de façon 

indépendante de l’ubiquitine et très spécifiques de l’élément à dégrader (Figure 10).  

 
Figure 10 : Reconnaissance d’un substrat par les récepteurs autophagiques 

Les récepteurs autophagiques peuvent cibler directement (c’est le cas des RSs) ou indirectement (c’est le 

cas des SLRs) les substrats à dégrader. Le ciblage indirect des cargos peut se faire par l’intermédiaire 

d’ubiquitine, qui sera reconnue par les SLRs via leur(s) domaine(s) de liaison à l’ubiquitine. Il s’avère que 

le récepteur NDP52 est préalablement activé par la kinase TBK1. Une fois l’interaction entre le cargo et 

le récepteur faite, ce dernier va recruter la machinerie autophagique en se liant au LC3-II enchâssé dans 

la membrane du phagophore. 

b) Exemple d’autophagie sélective : la mitophagie 

Au cours de ma thèse, j’ai tout particulièrement analysé la mitophagie dans les cellules 

dendritiques humaines, comme outil afin d’analyser la fonctionnalité de l’autophagie. De ce fait, 

j’ai choisi de détailler ce processus dans ce paragraphe. 

La mitophagie est une forme spécifique d’autophagie sélective qui correspond à une 

dégradation sélective des mitochondries. C’est l’un des processus d’autophagie sélective le plus 
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étudié à ce jour. Il existe différentes voies induisant la mitophagie, selon le stimulus utilisé : la 

mitophagie induite en condition d’hypoxie, celle qui se déroule lors de la différenciation des 

cellules érythroïdes, et enfin, celle induite par des dommages à la mitochondrie (non-hypoxique 

dépendant).  

(1) Rôle de la mitophagie pendant la différenciation des 
érythrocytes 

Lors du développement des globules rouges, l’étape terminale induisant la différenciation 

des réticulocytes en érythrocytes implique un renouvellement complet des organelles de la cellule 

par autophagie, dont les mitochondries. L’équipe de Sandoval a montré en 2008 que la protéine 

mitochondriale NIX, un membre de la famille des Bcl-2 (aussi appelé Bnip3L), joue un rôle de 

senseur de signal de maturation des réticulocytes. La réception de ce signal entraine une activation 

du processus de mitophagie dirigé par NIX (Sandoval et al. 2008).   

(2) Rôle de la mitophagie induite en condition d’hypoxie 

Lorsque les cellules de mammifères sont en condition d’hypoxie, les protéines FUNDC1 

(pour FUN14 Domain Containing 1) et NIX ont été décrites comme étant impliquées dans la 

dégradation des mitochondries endommagées, et ce sous la dépendance de l’autophagie (Liu et 

al. 2012 ; Novak et al. 2010). Ces deux protéines sont localisées dans la membrane externe de la 

mitochondrie et joue un rôle de récepteur autophagique, interagissant d’une part avec la 

membrane de la mitochondrie et d’autre part avec LC3 via leur motif LIR respectif. Pour cela, 

FUNDC1 est déphosphorylé au niveau de la sérine 13 (ou ser13) (par PGAM5) et phosphorylé 

au niveau de la ser17 (par ULK1) (Chen et al. 2014), alors que la protéine NIX, quant à elle, est 

phosphorylé au niveau de la ser81, permettant leurs interactions avec LC3 (Yuan et al. 2017). 

Grace à cette interaction, le phagophore peut être recruté et prendre en charge la mitochondrie 

pour l’éliminer (Figure 11). Ces récepteurs agissent de façon Parkin-indépendante ; Parkin étant 

une protéine impliquée dans d’autres voies de mitophagie induites que nous verrons dans les 

paragraphes suivants. 

(3) Rôle de la mitophagie induite par des dommages 
hypoxiques-indépendants 

La mitophagie induite par des dommages à la mitochondrie (dommages hypoxique-

indépendant) peut être régulée de façon dépendante ou indépendante de l’ubiquitine.  

La régulation ubiquitine-dépendante de la mitophagie passe par la voie PINK1/Parkin 

(Heo et al. 2015 ; Lazarou et al. 2015) ; PINK1 (pour PTEN-induced putative kinase 1) étant 

une sérine/thréonine kinase et Parkin étant une E3 ubiquitine-ligase (Narendra et al. 2008 ; 

Matsuda et al. 2010). En condition stationnaire, PINK1 est, de manière constitutive, ciblée à la 
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membrane interne de la mitochondrie, grâce à la séquence MPP (pour Matrix Processing 

Peptidases), afin d’y être clivée par la protéase PARL (pour Presenilin-Associated Rhomboïd 

Like). Par la suite, le PINK clivé transloque vers le cytosol pour y être dégradé via le protéasome 

(Matsuda et al. 2010). Différents types de dommages à la mitochondrie entrainent une 

dépolarisation de la membrane de celle-ci, diminuant le clivage de PINK1 qui s’accumule alors 

au niveau de la membrane externe de la mitochondrie. PINK1 accumulée s’active par 

autophosphorylation, afin de recruter et activer Parkin. Une fois actif Parkin va poly-ubiquitinyler 

ses différents substrats pour qu’ils soient dégradés, entrainant l’élimination de la mitochondrie 

endommagée (Tanaka et al. 2010 ; Chan et al. 2011 ; Nguyen et al. 2016). En effet, la poly-

ubiquitinylation des substrats au niveau de la lysine63 favorise le recrutement de différents 

récepteurs autophagiques comme p62 ou NDP52 (voir paragraphe précédent concernant les 

récepteurs autophagiques) via leur domaine UBD. L’interaction de ces récepteurs avec la 

machinerie autophagique passe par le motif LIR qui lie la protéine LC3 (Lazarou et al. 2015). 

Parmi tous les récepteurs autophagiques impliqués dans cette voie, OPTN apparait comme étant 

l’adaptateur le plus important. En effet, il peut être préférentiellement phosphorylé par le 

régulateur TBK1 (pour Tank Binding Kinase 1), augmentant sa capacité à lier l’ubiquitine et 

donc à cibler les mitochondries (Moore et Holzbaur. 2016). Parmi les substrats de Parkin, la 

dégradation de MFN1/2 entraine la fission de la mitochondrie et sa dégradation par autophagie 

(Tanaka et al. 2010) (Figure 11).  

De façon intéressante, il a été montré que PINK1 peut réguler la dégradation des mitochondries 

indépendamment de Parkin. En effet, PINK1 est capable de recruter directement les récepteurs 

OPTN et NDP52 à la membrane de la mitochondrie. Ces derniers vont alors se fixer à différents 

substrats ubiquitinylés et recruter la machinerie autophagique pour éliminer la mitochondrie 

ciblée (Lazarou et al. 2015).  

La régulation ubiquitine-indépendante de la mitophagie induite par des dommages aux 

mitochondries, implique différents acteurs comme la protéine CHDH ou le senseur TBC1D15. 

La protéine CHDH (ou choline déshydrogénase) se localise dans les membranes interne et 

externe de la mitochondrie en condition stationnaire. Les différents stress entrainant une 

dépolarisation de la membrane des mitochondries, induisent une accumulation de CHDH au 

niveau de la membrane externe de la mitochondrie, qui sera alors reconnue par le récepteur p62. 

Park et coll. ont démontré que la formation du complexe CHDH-p62-LC3 était suffisante pour 

induire la dégradation des mitochondries via la machinerie autophagique (Park et al. 2014). 

La protéine TBC1D15 (pour TBC1 domain familly member 15) est une Rab-GAP 

mitochondriale (pour Rab-GTPase activating protein), qui forme un complexe avec la protéine 
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TBC1D17, agissant alors comme un senseur de dommages mitochondriaux. En effet, ce 

complexe migre et se localise au niveau de la membrane externe de la mitochondrie par 

interaction avec la protéine FIS1 (pour fission protein 1). Le complexe TBC1D15/17 étant 

stabilisé à la membrane, il peut alors interagir avec la protéine LC3 et permettre à la mitochondrie 

d’être éliminée par mitophagie (Yamano et al. 2014).  

 

 
Figure 11 : Autophagie sélective des mitochondries : la mitophagie 

La mitophagie est un processus de dégradation sélectif des mitochondries endommagées dans une cellule. 

Ce processus est activé selon deux voies majeures : les voies dépendantes et indépendantes de PINK-

1/Parkin. C’est la dépolarisation des membranes des mitochondries qui délocalise la kinase PINK-1 à la 

surface des mitochondries. PINK-1 s’autophosphoryle, afin d’activer la ligase Parkin par phosphorylation. 

Les protéines mitochondriales (OMM, ou MFN-1/2) sont ensuite ubiquitinylées par Parkin, puis ciblées 

par certains SLRs (OPTN, NDP52, ou p62), afin que les mitochondries soient dégradées par autophagie. 

Indépendamment de la voie PINK-1/Parkin, les mitochondries endommagées peuvent être directement 

ciblées par des récepteurs autophagiques spécifiques (tels que NIX ou FUNDC1), capables de recruter la 

machinerie autophagique. 

5. Modulation du processus autophagique 

a) Notion de flux autophagique 

Au regard de ces fonctions, l’autophagie est impliquée dans la dégradation d’éléments 

cytosoliques, comme des agrégats protéiques ou encore des organites intracellulaires. Ce 

processus est hautement dynamique et flexible, mais il se déroule aussi en continu dans la cellule, 

pour maintenir l’homéostasie cellulaire. L’étude de ce dynamisme est appelée analyse du flux 
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autophagique et fait référence à l’évaluation de l’ensemble du processus autophagique, c’est-à-

dire de l’activité catabolique autophagique dans une cellule (Klionsky et al. 2016). Actuellement, 

il n’existe pas de « norme de référence » pour mesurer le flux autophagique. Communément, 

c’est la détection de la macroautophagie, c’est-à-dire la détection ou l’estimation de la quantité 

d’autophagosomes qui est utilisée pour analyser l’autophagie dans une cellule. Or le flux 

autophagique fait référence au dynamisme du processus autophagique, qui a donc un début (la 

formation du phagophore) et une fin (la dégradation du contenu de l’autophagosome et le 

recyclage de composants intracellulaires). On peut donc envisager de suivre ce processus du 

début à la fin pour en estimer la dynamique : durée, vitesse et intensité du processus.  

Au cours de ma thèse, j’ai cherché à mesurer ce dynamisme, en utilisant de manière 

original le suivi en cinétique de la lipidation de la protéine MAP1LC3, ou LC3. Comme nous 

l’avons vu précédemment, lors de l’élongation du phagophore le LC3-I est lipidé pour former le 

LC3-II, qui est ensuite enchâssé dans la membrane des autophagosomes. Ainsi, il est 

communément utilisé de quantifier le LC3-II pour estimer la quantité d’autophagosomes (Zhang 

et al. 2016). Pour aller plus loin, nous nous sommes basés sur les travaux de Loos et Haspel qui 

ont développé différentes manières de suivre le processus autophagique selon une cinétique de 

temps, qui permet alors d’évaluer sa dynamique (Haspel et al. 2011 ; Loos et al. 2014).  

A l’état basal, la quantité d’autophagosomes dans la cellule est approximativement 

constante (Loos et al. 2014). Une perturbation du flux autophagique, médiée par une carence en 

nutriment ou par l’utilisation d’inhibiteurs autophagiques, peut modifier en retour la quantité 

d’autophagosomes détectés dans une cellule. Par exemple, l’inhibition de l’étape de maturation 

de l’autophagie bloque la dégradation des autophagosomes et entraine leur accumulation dans la 

cellule (Haspel et al. 2011 ; Loos et al. 2014 ; Toit et al. 2018). L’analyse de cette accumulation 

peut permettre d’évaluer la nature du flux autophagique : la vitesse d’accumulation de ces 

autophagosomes est un indicateur de la vitesse initiale du flux autophagique, de même que la 

quantité d’autophagosomes accumulés est un indicateur de l’intensité du flux. 

b) Agents pharmacologiques utilisés 

Au cours de ma thèse, j’ai utilisé différents agents pharmacologiques afin moduler le flux 

autophagique dans mes cellules d’intérêt. Dans ce paragraphe, je vais présenter les différents 

inhibiteurs autophagiques, ainsi que le seul activateur avec lesquels j’ai traité mes cellules. 

La rapamycine a été utilisé pour activer le processus autophagique ; son mode d’action 

étant d’inhiber le complexe mTOR. Pour ce faire, cette drogue forme un complexe avec la 

protéine FKBP12 qui inhibe l’activité kinase de mTOR, en bloquant le recrutement de ces 

substrats (Julien et Roux. 2010). 
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La spautin-1 (pour specific and potent autophagy inhibitor-1) a été utilisé comme 

inhibiteur autophagique ; son mode d’action étant de bloquer les deux peptidases USP10 et 

USP13 qui sont responsables de la dé-ubiquitinylation de Beclin1, nécessaire à son activation. 

De ce faite, Beclin-1 n’étant pas dé-ubuiquitinylé, il sera dégradé par le protéasome (Liu et al. 

2011). Par conséquent, la dégradation de Beclin-1 bloque l’étape d’initiation de l’autophagie. 

La chloroquine et la bafilomycine A1 ont été utilisés pour bloquer le flux autophagique. 

En effet, ces drogues sont capables d’inhiber l’étape de maturation de l’autophagie. La 

bafilomycine A1 inhibe le fonctionnement de la V-ATPase présente à la membrane des 

lysosomes, en bloquant les transferts de proton et l’acidification des lysosomes, les rendant alors 

non-fonctionnels (Yoshimori et al. 1991 ; Yamamoto et al. 1998). La chloroquine, quant à elle, 

bloque la fusion entre le lysosome et l’autophagosome, en interférant probablement dans le 

recrutement de SNAP29 au niveau du complexe « trans-SNARE » (Mauthe et al. 2018). 
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II. Cellules dendritiques humaines et autophagie 

1. Découvertes et caractéristiques cellulaires 

C’est en 1868 que Paul Langerhans observe pour la première fois des cellules ayant « une 

forme d’arbre » à partir de sections de peau humaine, que l’on nommera plus tard cellules de 

langerhans, une population spécifique de cellules dendritiques. Mais ce sont les travaux réalisés 

en 1973 par les chercheurs Ralph Steinman et Zanvil Cohn, sur le système phagocytaire de souris, 

qui ont permis de mettre en évidence une nouvelle population cellulaire, capable d’induire une 

réponse anticorps qu’ils nommèrent « cellules dendritiques » (ou DCs pour dendritic cells) 

(Steinman et Cohn. 1973). Les cellules dendritiques sont des cellules immunitaires issues de la 

lignée des cellules myéloïdes qui dérive des cellules souches hématopoïétiques CD34+ (pour 

Cluster de Différenciation 34), présentes dans la moelle osseuse. Elles se localisent aussi bien 

dans les tissus lymphoïdes, comme la rate ou les ganglions lymphatiques (Steinman et Cohn. 

1973), que dans les tissus périphériques, comme les intestins ou la peau (Hart et Favre. 1981), 

mais aussi dans le sang (Van Voorhis et al. 1982). Les DCs sont définies grâce à leurs 

caractéristiques phénotypiques, morphologiques et fonctionnelles. En effet, elles sont 

caractérisées par une concentration forte en molécules du CMH (pour Complexe Majeur 

d’Histocompatibilité, ou HLA pour Human Leucocyte Antigen), en particulier les molécules du 

CMH de classe II (ou CMH-II) au niveau de leur membrane plasmique. De plus, elles ont un 

faible niveau d’expression des marqueurs de surface suivant ; le CD3 (marqueur des lymphocytes 

T), les CD19 et CD20 (marqueurs des lymphocytes B) et le CD56 (marqueurs des Natural Killer) 

(Ziegler-Heitbrock et al. 2010). Elles se distinguent morphologiquement des autres cellules 

immunitaires via leurs prolongements cytoplasmiques spécifiques, « en forme de bras », appelés 

dendrites. On distingue les DCs selon deux états, les DCs immatures (ou iDCs) et les DCs 

matures (ou mDCs) ; ainsi elles assurent un rôle clé dans la réponse immunitaire en participant 

à la réponse immunitaire innée, et à la mise en place de la réponse immunitaire adaptative 

spécifique. Les DCs possèdent trois fonctions principales qui sont : la capacité à détecter et 

capturer efficacement des antigènes présents dans l’environnement, la capacité à sécréter de 

cytokines, et enfin la capacité à présenter des antigènes aux lymphocytes T. Les cytokines sont 

des molécules chimiques (ou médiateurs chimiques), qui peuvent être pro- ou anti- 

inflammatoires, ayant diverses fonctions, dont la capacité de recruter et d’activer d’autres cellules 

immunitaires. La fonction de présentation antigénique est la fonction majeure des DCs, de ce 

fait, elles appartiennent à la famille des cellules présentatrices d’antigènes (ou CPA et APC en 

anglais), composée des macrophages, des monocytes et des lymphocytes B. Pour finir, il est 

important de noter que les cellules dendritiques ont la capacité unique de pouvoir maintenir la 
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tolérance immunitaire face aux antigènes du « soi » et de participer à l’immunité protectrice 

contre les antigènes du « non-soi » et du « soi-modifié » (Medzhitov et Janeway. 2002; Merad et 

al. 2013). 

2. Rôle des cellules dendritiques dans l’immunité innée 

L’immunité innée est la seconde barrière de défense de l’organisme contre les micro-

organismes pathogènes, après les barrières physiques, telles que la peau, la muqueuse intestinale, 

et les autres tissus de revêtements. Les effecteurs de la réponse immunitaire innée prennent place, 

notamment, afin de contrôler l’invasion de pathogènes, et de les éliminer efficacement. Parmi 

ces effecteurs on trouve les macrophages, les cellules NKs, les neutrophiles, ou encore les cellules 

dendritiques. Les DCs font partie des cellules clé de la réponse immunitaire innée, jouant un rôle 

de sentinelle au sein des tissus, dans leur état immature (appelée alors iDCs). En effet, les iDCs 

sont spécialisées dans la détection de signaux de danger, grâce à l’expression de senseurs 

membranaires et cytosoliques. Grâce à cette spécificité, elles sont capables d’initier la réponse 

immunitaire contre l’élément de danger détecté. À la suite de cette détection, la iDC est alors 

stimulée/activée et rentre alors dans un processus de maturation, aboutissant à un changement 

d’état de la DC qui devient une DC mature (appelée alors mDC). La DC mature acquiert alors 

de nouvelles compétences, permettant notamment d’activer la réponse immunitaire adaptative.  

a) Détection des signaux de dangers 

On distingue deux catégories de signaux de dangers : les PAMPs (pour Pathogens 

Associated Molecular Pattern) et les DAMPs (pour Damaged Associated Molecular Pattern). On 

retrouve les PAMPs chez différents types de pathogènes comme les virus, les bactéries, ou les 

parasites ; alors que les DAMPs peuvent être délivrées par des cellules endommagées de 

l’organisme, comme les cellules cancéreuses, ou peuvent provenir d’agents chimiques exogènes 

(Medzhitov et Janeway. 2002). De nombreux motifs pathogéniques ont été décrits à ce jour : 

comme les protéines, telle que la flagelline exprimée par des bactéries flagellées ; mais aussi les 

glycanes, dont le plus connu est le lipopolysaccharide (ou LPS) porté par les bactéries Gram
- 

; le 

mannose porté par certaines bactéries et levures ; ou encore les acides nucléiques (AND ou 

ARN).  

Ces signaux de dangers sont, notamment, reconnus par des récepteurs spécifiques, 

appelés récepteurs de l’immunité innée ou PRRs (Pattern Recognition Receptors). Il existe 5 

catégories de PRRs :  les récepteurs Toll (ou TLRs pour Toll-Like Receptors), les récepteurs 

lectine de type C (ou CLRs pour C-Lectin Receptors), les récepteurs Nod (ou NLRs pour Nod-

Like Receptors), les récepteurs RIG (ou RLR (RIG-1-Like Receptor) et les récepteurs à ADN 



50 
 
 

(Kawai et Akira. 2009 ; Kumar et al. 2011 ; Hémont et al. 2013 ; Lundberg et al. 2014 ; Geginat 

et al. 2015 ; Chanut et Petrilli. 2019) (Figure 12). 

(1) Les Toll-like récepteurs (TLRs) 

Chez l’homme, 10 récepteurs Toll ont été identifiés à ce jour (TLR-1 à 10). Ce sont des 

récepteurs transmembranaires que l’on trouve aussi bien au niveau de la membrane plasmique, 

comme les TLR-1/2/4/5/6 et 10, que dans les endosomes, comme le TLR-3/4/7/8 et 9 (Gay et 

Gangloff 2007). Ils sont composés de 3 domaines ; un domaine extracellulaire riche en Leucine 

(ou LRR pour Leucine Rich Repeat) impliqué dans la liaison ligand-récepteur, un domaine 

transmembranaire riche en Cystéine, et enfin un domaine intracytoplasmique TIR (pour Toll IL-

1 Receptor, par homologie avec le récepteur de l’interleukine-1) qui permet la transduction du 

signal via l’interaction avec des protéines adaptatrices (Gay et Gangloff. 2007 ; Kawai et Akira. 

2010). Ces récepteurs sont exprimés par les cellules immunitaires, comme les DCs, mais aussi 

au niveau des cellules épithéliales de l’intestin ou encore les cellules endothéliales.  

La fonction principale des TLRs est de détecter des PAMPs à la surface de la cellule ou 

au niveau des endosomes. La nature des ligands détectés par les TLRs est très variable (Tableau 

1). Une fois que le ligand a fixé son récepteur, différents adaptateurs sont recrutés au niveau du 

domaine TIR des TLRs afin de transduire un signal d’activation dans la cellule. Ainsi, deux voies 

de transduction peuvent être activées, la voie dépendante de la molécule adaptatrice MyD88 

(pour Myeloid Differentiation primary response protein 88), ou la voie indépendante de MyD88, 

passant alors par la molécule adaptatrice TRIF (pour TIR-domain-containing adapter-inducing 

interferon-β, aussi appelée TICAM-1), TRAM (pour TRIF Related Adapter Molecule), ou 

TIRAP (pour TIR domain containing Adaptor Protein, aussi appelée MAL) (Dzopalic et al. 

2012). Ces différentes voies de transduction entrainent des cascades de phosphorylations 

aboutissant, particulièrement, à l’activation de trois voies de signalisation, la voie NF-κB (pour 

Nuclear Factor-κB) (Figure 15), la voie MAPK (pour Mitogen-Activated Protein Kinases) (Figure 

16) et la voie interféron qui passe par deux facteurs de transcriptions IRF-3 et IRF-7 (pour 

Interferon Regulated Factors) (Figure 14) (Kawai et al. 2004 ; Kawai et Akira. 2006 ; 2009). 

(Figure 12) Il est important de noter que seuls les TLRs localisés au niveau intracellulaire (TLR-

3/4/7/8 et 9) sont capables d’activer la voie interféron. L’activation des voies NF-κB et MAPK 

permet d’induire la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (ces molécules seront définies 

clairement au paragraphe 2.c.(4.1)), mais aussi l’expression de molécules de co-stimulation 

(Kawai et al. 2004 ; Kawai et Akira. 2006 ; 2009). Les cytokines vont permettre d’amplifier la 

réponse immunitaire, en permettant notamment le recrutement d’autres cellules immunitaires 

au site enflammé, ou encore d’orienter la réponse immunitaire adaptative lorsque l’immunité 
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innée n’est pas suffisante pour éliminer « le danger » (voir la partie II.4. Rôle des cellules 

dendritiques dans l’immunité adaptative). Les molécules de costimulation sont, quant à elles, 

impliquées dans la présentation antigénique afin d’activer une réponse immunitaire adaptative 

spécifique. Par ailleurs, la voie interféron, passant par IRF-3 et IRF-7, entraine la production 

d’interféron de type-I (IFN-α et β) (Kawai et al. 2004 ; Kawai et Akira. 2006 ; 2009). Ces 

molécules interférons participent à la réponse antivirale. 

Récepteurs Ligands Adaptateurs 

TLR-1/2  Lipopeptides de bactéries 
TIRAP, 

MyD88 

TLR-2/6  
Glycoprotéines de bactéries, glycans de 

bactéries, lipopeptides 

TIRAP, 

MyD88 

TLR-3  ARN viral double brin TRIF 

TLR-4  
Glycoprotéines, glycans, protéines virales 

(comme RSV) 

TIRAP, TRIF, 

TRAM, 

MyD88 

TLR-5  Flagelline de bactéries MyD88 

TLR-6  Lipopeptides de mycoplasmes MyD88 

TLR-7/8  ARN viral simple brin MyD88 

TLR-9  
ADN non-méthylé riche en CpG de 

bactéries 
MyD88 

TLR-10  Inconnus   

Tableau 1 : Agonistes des TLRs humains 

(2) Les récepteurs lectines de type C (CLRs) 

Chez l’homme la famille des CLRs représente la famille la plus vaste de PRRs. Ce sont 

des récepteurs transmembranaires localisés au niveau de la membrane plasmique des cellules, 

pouvant interagir avec les TLRs et moduler leur activation (Lundberg et al. 2014). Ils sont 

exprimés par les cellules myéloïdes comme les cellules dendritiques et les macrophages, mais 

aussi les lymphocytes, les granulocytes ou encore les cellules épithéliales. Ces récepteurs vont 

fixer des ligands riches en protéines glycosylées (carbohydrate), présents chez certaines bactéries 

mais aussi certains champignons, grâce à des domaines CDRs (pour Calcium-Dependent 

carbohydrate Recognition domain) et CDR-like (qui fixent les carbohydrates de façon 

indépendante du calcium) (Figdor et al. 2002 ; Hoving et al. 2014). Les différents récepteurs 

CLRs se distinguent via leur nombre de CDR et CDR-like, mais aussi via leur capacité 

immunorégulatrice ; certains CLRs possèdent un domaine ITAM (Immunoreceptor 

Tyrosinebased Activation Motif) conférant des capacités immunoactivatrices aux cellules, 

d’autres possèdent un domaine ITIM (Immunoreceptor Tyrosinebased Inhibition Motif) 

conférant des capacités immunosuppressives, et enfin certains CLRs ne possèdent aucun des 

deux motifs (Hoving et al. 2014) (Figure 12).  
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La fixation du ligand de CLR à son récepteur entraine une cascade de phosphorylation 

aboutissant à l’activation ou l’inhibition du récepteur. Trois modes de signalisation sont connues 

aujourd’hui ; la fixation directe au récepteur possédant un motif ITAM, la fixation directe au 

récepteur possédant un motif ITIM (Bates et al. 1999), et enfin la fixation au récepteur possédant 

un motif ITAM en association avec un adaptateur, comme Fc-Rγ (Dinther et al. 2017). Lorsque 

les récepteurs possèdent un motif ITAM, ils vont pouvoir s’activer et entrainer le recrutement et 

la phosphorylation de la protéine kinase Syk, associée au complexe protéique composé des 

protéines CARD9, BCL10 et Malt1. Par la suite, différents partenaires seront activés, comme la 

protéine PKCδ ou le complexe ASC, qui entraineront l’activation des voies de signalisation NF-

κB et MAPK, aboutissant finalement à l’activation et la maturation de la DC, la production de 

cytokines pro-inflammatoires, l’activation de l’inflammasome, ou encore l’induction de 

phagocytose (Hoving et al. 2014 ; Dinther et al. 2017). Par ailleurs, lorsque les récepteurs 

possèdent un motif ITIM, cela entraine l’inhibition du récepteur et le recrutement des 

adaptateurs SHP-1 ou SHP-2 (pour Src Homology region 2 domain-containing Phosphatase-1/2) 

qui favorisent l’inhibition des autres récepteurs innés, et bloquant l’activation de la DC (Hoving 

et al. 2014 ; Dinther et al. 2017). 

(3) Les récepteurs Nod (NLRs) 

Les NLRs représentent une vaste famille de récepteurs d’environ 23 membres chez 

l’homme. Ce sont des récepteurs cytosoliques, impliqués dans la détection de certains PAMPs, 

ainsi que d’autres molécules endogènes cytosoliques, renforçant la surveillance immune. Ces 

récepteurs peuvent se localisés au niveau de la membrane plasmique des cellules, afin d’interagir 

avec les TLRs et moduler leur activation (Watanabe et al. 2004). Ils sont exprimés par les 

leucocytes, tels que les cellules dendritiques, macrophages et lymphocytes, mais aussi par les 

cellules épithéliales. Les NLRs sont composés de trois domaines principaux : un domaine LRR 

au niveau C-terminal impliqué dans la détection du signal de danger, un domaine d’interaction 

protéine-protéine en au niveau N-terminal comprenant le motif de mort DED (pour Dead 

Effector Domain), ou un motif PYD (pour Pyrin Domain), un motif CARD (pour Caspase 

Activation and Recruitment Domain), ou encore un motif BIR (pour Baculovirus Inhibitor 

Repeats), et enfin un domaine intermédiaire comprenant le domaine NOD (pour Nucleotide-

binding and Oligomerization Domain) qui permet au récepteur de s’oligomériser afin de s’activer 

et de transduire le signal (Franchi et al. 2009 ; Kumar et al. 2011 ; Corridoni et Simmons. 2019) 

(Figure 12). Il est intéressant de noter que les domaines CARD, DED et PYD sont impliqués 

dans l’induction de mort cellulaire par apoptose ou inflammation, associée à une activation de 

l’inflammasome via l’activation de caspases. Par ailleurs, le domaine BIR quant à lui est lié à la 
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régulation de l’apoptose via les protéines IAPs (pour Inhibitor of Apoptosis Proteins). Il existe 5 

sous-familles de NLRs : NLRA comprenant CIITA, NLRB comprenant NAIPs, NLRC 

comprenant NOD-1, NOD-2, NLRC3/4 et 5, NLRP comprenant NLRP 1 à 14 et NLRX 

comprenant NLRX1 (Corridoni et Simmons. 2019). 

 
Figure 12 : Systèmes de détection des signaux de dangers 

Il existe deux catégories de signaux de dangers, les PAMPs et les DAMPs, qui sont reconnus, notamment, 

par cinq types de récepteurs de l’immunité innée les TLRs, les NLRs, les CLRs, les RLRs et le système 

cGAS/STING. Ces récepteurs possèdent tous un domaine capable de détecter ces signaux de dangers, 

ainsi qu’un domaine de transduction du signal aboutissant généralement à l’activation de trois voies de 

signalisation, les voies NF-κB, IFNs et MAPKs. Certains de ces récepteurs transduisent leurs signaux par 
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l’intermédiaires d’adaptateurs (pour certains TLRs, CLRs et les RLRs) ou de protéines kinases (telle que 

la kinase Syk pour certains CLRs).  

La fixation du ligand au récepteur de type NLR entraine l’activation de voies de 

signalisation, dont les voies MAPK et NF-κB, induisant la production de cytokines pro-

inflammatoires, l’activation du complexe de l’inflammasome avec la sécrétion d’IL-18 et IL-1β, 

mais aussi l’activation et la maturation des DCs (Chen et al. 2009 ; Kumar et al. 2011 ; Corridoni 

et Simmons. 2019).  

(4) Les récepteurs RIG (RLRs) 

Les RLRs sont des récepteurs cytoplasmiques ubiquitaires, composés de trois membres : 

les récepteurs RIG-I et MDA5, ainsi que le régulateur LGP2 (Loo et Gale. 2011). Ils sont 

spécialisés dans la détection d’antigènes viraux, en particulier d’ARNviral ; RIG-I reconnait les 

ARNs à brin court, alors que MDA5 reconnait les ARNs à brin long (Loo et Gale. 2011 ; Szabo 

et Rajnavolgyi. 2013). Ces récepteurs sont composés de trois domaines : un domaine CARD au 

niveau N-terminal, un domaine de régulation au niveau C-terminal et un domaine DEAD 

intermédiaire où l’on trouve un motif ARN hélicase/ATPase. Le domaine intermédiaire permet 

la reconnaissance des éléments viraux, alors que le domaine CARD permet la transduction du 

signal via l’adaptateur IPS-1 (pour IFN-b-Promoter Stimulator 1), après la détection de l’ARN 

virale reconnus comme signal de danger (Loo et Gale. 2011 ; Kawai et al. 2005) (Figure 12). IPS-

1 est un adaptateur localisé au niveau de la membrane externe de la mitochondrie, composé d’un 

domaine CARD-like situé en N-terminal lui permettant d’interagir avec RIG-I et MDA5, ainsi 

qu’un domaine effecteur situé en C-terminal (Kawai et al. 2005). 

La fixation du ligand à son récepteur RLR entraine l’activation des voies de signalisation 

NF-κB et interféron (via les facteurs de transcription IRF3 et IRF7), grâce à une cascade de 

phosphorylation, aboutissant à l’activation et la maturation de la DC, la sécrétion de cytokines 

pro-inflammatoires comme l’IL-1β, l’IL-6 et le TNF-α, l’activation de l’inflammasome, mais aussi 

la production d’interféron de type I (IFN-α et β) associé à une réponse immunitaire antivirale 

(Szabo et Rajnavolgyi. 2013 ; Fekete et al. 2018 ; Kawai et al. 2005). 

(5) Les récepteurs à ADN 

Il existe une grande diversité de récepteurs à ADN, parmi lesquels le système de détection 

cGAS/STING est le plus décrit à ce jour (Dempsey et Bowie. 2015). C’est un système ubiquitaire, 

composé de l’enzyme cGAS (pour cyclic GMP-AMP synthase) et du récepteur STING (pour 

stimulator of interferon genes) (Sun et al. 2013 ; Chanut et Petrilli. 2019). Ce système reconnait 

divers ADN cytosolique double brin de type viraux, bactériens mais aussi cellulaires, considérés 

alors comme des DAMPs. Le récepteur STING est composé d’un domaine transmembranaire 
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situé en N-terminal, qui lui permet de s’ancrer dans la membrane du réticulum endoplasmique, 

ainsi qu’un domaine CBD (pour c-di-GMP-binding domain) qui lie le c-di-GMP. C’est tout 

d’abord cGAS qui détecte l’ADN cytosolique, entrainant son activation et la production du 

messager cGAMP (pour cyclic GMP-AMP). Ce dernier sera reconnu par STING au niveau du 

domaine CBD, entrainant sa dimérisation et son activation (Sun et al. 2013 ; Chanut et Petrilli. 

2019). 

La fixation du ligand sur son récepteur active les voies de signalisation NF-κB et interféron 

(via les facteurs de transcription IRF3), grâce à une cascade de phosphorylation aboutissant à la 

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telle que l’IL-6 et la production d’interféron de type I 

(IFN-α et β) (Chanut et Petrilli. 2019). 

(6) Récepteurs de l’immunité innée et autophagie 

Au regard de ces fonctions, l’autophagie, en tant que processus catabolique, fait partie 

intégrante des mécanismes de défense contre les microorganismes pathogènes. En effet, elle 

participe à leur détection et leur élimination, grâce aux récepteurs autophagiques présent dans la 

cellule (voir partie I.4. L’Autophagie sélective). Il existe plusieurs espèces de pathogènes qui sont 

sélectivement dégradés par xénophagie, comme des virus (par exemple le virus VIH, (Blanchet 

et al. 2010)), des bactéries (par exemple le Porphyromonas gingivalis, (El-Awady et al. 2015)) ou 

encore Escherichia Coli adhérentes et invasives (ou AIECs) (Lapaquette et al. 2010 ; 2012)), ou 

encore des parasites (par exemple le Toxoplasma Gondi, (Liu et al. 2015)). Il a été récemment 

démontré que les récepteurs de l’immunité innée peuvent activer l’autophagie afin d’induire une 

réponse immunitaire efficace contre des pathogènes infectieux (Cooney et al. 2010 ; Ghislat et 

Lawrence. 2018). De façon complémentaire, l’autophagie peut elle aussi réguler la signalisation 

induite par la stimulation de PRRs (Ghislat et Lawrence. 2018).  

L’autophagie est un processus cellulaire qui implique un trafic membranaire important. 

La membrane plasmique et les endosomes participent tous deux à ce trafic vésiculaire. Par 

ailleurs, c’est au niveau de ces membranes que se localisent les TLRs, ce qui pourrai faciliter leur 

interaction avec l’autophagie. En 2010, Blanchet et coll. ont démontré que l’activation des voies 

de signalisation qui passent par les TLR-4 et TLR-8 dans des DCs humaines, lors d’une infection 

par le virus VIH, était dépendante du processus autophagique. En effet, des DCs déficientes pour 

l’autophagie montraient un défaut d’activation de la voie de signalisation NF-κB après stimulation 

de ces deux récepteurs (Blanchet et al. 2010). De plus, chez les pDCs, il a été montré qu’une 

inhibition d’autophagie, via l’utilisation de la molécule pharmacologique 3-MA, entraine une 

perturbation de la signalisation induite par l’activation du TLR7 par le virus VIH, mais aussi le 

virus SV5 (Manuse et al. 2010 ; Zhou et al. 2012). En effet, en l’absence d’autophagie, le facteur 
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de transcription IRF7 est régulé négativement, ce qui bloque la production d’interféron et affecte 

la réponse antivirale (Zhou et al. 2012). Ces deux études montrent l’importance de l’autophagie 

dans la réponse antivirale médiée par les DCs humaines, particulièrement dans son interaction 

avec la signalisation induite par la stimulation des TLR-4/7 et 8.  

De manière réciproque, d’autres études suggèrent que l’induction d’autophagie peut être 

contrôlée par la signalisation induite par les TLRs. En effet, lors d’une infection par un ARN viral 

simple brin dérivé du VIH, la signalisation induite par l’activation du TLR7 est responsable de 

l’induction d’autophagie dans des pDCs humaines (Zhou et al. 2012). Il est intéressant de noter 

que des observations similaires ont été faites lors d’une infection par EBV de pDCs humaines. 

En effet, après la reconnaissance du virus via les TLR-7 et TLR-9, le processus autophagique est 

alors induit (Severa et al. 2013), afin de mieux contrôler l’infection virale. Pour finir, la stimulation 

in vitro des TLR-4 et TLR-2, via l’utilisation de LPS et PAM3CSK4 respectivement, est associée 

à une augmentation d’autophagosomes dans des MDDCs humaines, soulignant l’importance de 

la signalisation par les TLRs dans l’induction d’autophagie (El-Awady et al. 2015). 

Cooney et coll. ont montré en 2010 que les NLRs sont eux aussi associés à la modulation 

d’autophagie dans les DCs humaines. En effet, ils observent que l’induction d’autophagie dans 

ces cellules est dépendante de la stimulation des récepteurs NOD-1 et NOD-2. La mutation de 

ces récepteurs entraine un défaut d’induction d’autophagie en conditions d’infection par la 

bactérie S.enterica (Cooney et al. 2010). De plus, ils ont démontré que l’activation du processus 

autophagique était dépendante des protéines ATG5, ATG7 et ATG16L1. Il est intéressant de 

souligner que dans la maladie de Crohn, une maladie inflammatoire de l’intestin, des variants 

pour NOD-2 et ATG16L1 sont associés à un déséquilibre dans la flore intestinale (Cooney et al. 

2010 ; Sorbara et al. 2013). Ces observations sont en lien avec un défaut dans le trafic et 

l’élimination de bactéries intracellulaires associés à un défaut d’autophagie, favorisant la 

persistance des bactéries au niveau intestinal. Cette persistance favorise notamment l’induction 

disproportionnée de la réponse immunitaire dirigée contre ces bactéries, associée à une forte 

inflammation (voir partie III. Maladie de Crohn et polymorphismes autophagiques).  

Ainsi, on comprend mieux l’importance du processus autophagique dans les fonctions de 

la cellule dendritique en lien avec la réponse immunitaire innée. Cependant, les mécanismes 

moléculaires qui permettent de faire lien entre les récepteurs de l’immunité innée et la 

machinerie autophagique sont peu décrit à ce jour dans les DC humaines. 
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b) Capture des antigènes 

A la suite de la détection des signaux de danger, les iDCs vont ensuite mettre en place 

différents mécanismes afin de capturer les antigènes. Il existe trois mécanismes responsables de 

la capture des antigènes extracellulaires qui sont : l’endocytose médiée par les récepteurs, la 

phagocytose et la macropinocytose (Land. 2018). Malgré un ciblage efficace des microorganismes 

pathogènes par ces trois mécanismes, certains pathogènes ont développé des stratégies 

d’échappements du système endo/lysosomale, mais aussi phagocytaire. C’est alors que 

l’autophagie prend place comme mécanisme de sauvetage permettant la capture et la dégradation 

de ces pathogènes (voir partie I.4. L’autophagie sélective). De plus l’autophagie est aussi 

responsable de la prise en charge des antigènes intracellulaires. (Figure 13) 

(1) L’endocytose médiée par les récepteurs 

L’endocytose médiée les récepteurs implique des récepteurs spécifiques, localisés à la 

surface des DCs et qui vont être capables de reconnaitre une grande diversité d’antigènes (en 

particulier des molécules solubles). On distingue quatre types de récepteurs : les récepteurs Fc, 

les récepteurs de type lectines, les récepteurs « scavenger » et les récepteurs du complément 

(Land. 2018) (Figure 13).  

Les récepteurs Fc (pour Fragment Crystallizable region ou fragment constant) vont reconnaitre 

la partie Fc des immunoglobulines, elles même fixée à des antigènes libres, formant ainsi des 

complexes immuns (Andersson et al. 2008 ; Platt et al. 2010).  

Parmi les récepteurs de type lectines on retrouve certains CLRs comme DC-SIGN impliqué dans 

la capture du virus VIH ou Candida Albicans, les Dectine-1 et 2 impliqués dans la capture de 

mycobactéries comme M.tuberculosis (Hoving et al. 2014).  

Il existe une très grande variété de récepteurs « scavenger » spécialisés dans la reconnaissance des 

lipoprotéines modifiées, comme le CD36 ou encore MARCO (Valeska et al. 2000 ; Shakushiro 

et al. 2004). 

Pour finir, les récepteurs du complément vont reconnaitre les molécules du complément que 

l’on retrouve fixées sur des cellules cibles (cellules infectées ou pathogènes infectieux) permettant 

la capture d’éléments dits « opsonisés » (Heesters et al. 2013). 

Par la suite, ces antigènes sont internalisés dans une vésicule recouverte ou non d’un 

manteau de clathrine, une protéine structurale impliquée dans les mouvements de membrane. 

Les vésicules comprenant un manteau de clathrine vont ensuite délivrer leur contenu dans les 

endosomes précoces, afin qu’il soit finalement pris en charge pour être envoyé vers le 

compartiment multivésiculaire (qui comprend des endosomes tardifs et des lysosomes) 
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(McMahon et Boucrot. 2011). C’est au niveau de ce compartiment que les antigènes sont 

préparés/dégradés pour la présentation antigénique.  

(2) La phagocytose 

Les DCs sont des cellules phagocytaires professionnelles, tout comme les macrophages 

et les neutrophiles. La phagocytose est une forme particulière d’endocytose qui va cibler des 

antigènes insolubles, comme des pathogènes extracellulaires ou des cellules en nécrose/apoptose 

(Henderson et al. 1997 ; Nagl et al. 2002 ; Borg et al. 2015 ; Rodriguez-Fernandez et al. 2018). 

Tout comme l’endocytose, elle fait intervenir des récepteurs spécifiques, comme les récepteurs 

« scavenger » ou encore les récepteurs de type lectines, au niveau de la surface des DCs, afin 

d’absorber les antigènes dans une vésicule particulière appelée phagosome. Le contenu du 

phagosome va ensuite être dégradé via la machinerie des lysosomes ou pris en charge par le 

compartiment multivésiculaire (Savina et Amigorena. 2007 ; Groves et al. 2008). Contrairement 

aux autres cellules phagocytaires, dans les iDCs la phagocytose induite après détection d’un 

antigène est « plus douce » en termes de dégradation, afin de conserver une partie de l’élément à 

dégrader pour permettre de faire de la présentation antigénique. (Figure 13) La dégradation 

partielle des antigènes passe notamment, par un contrôle du pH des phagosomes, via notamment 

la protéine NOX2 (pour NADPH oxidase 2) (Savina et al. 2006 ; Savina et Amigorena. 2007). 

En 2007, l’équipe de Sanjuan à décrit pour la première fois l’association entre machinerie 

autophagique et le système phagocytaire, dans des macrophages de souris. En effet, à la suite de 

stimulations de TLRs, la protéine autophagique LC3, sous sa forme lipidée (LC3-II), est alors 

recrutée au niveau de la membrane des phagosomes. Ce recrutement est dépendant des protéines 

autophagiques ATG5 et ATG7 (Sanjuan et al. 2007) et indépendante de ULK1 et FIP200 

(Martinez et al. 2011b ; Florey et al. 2011). On appelle ce processus LAP, pour LC3-associated 

phagocytosis (Sanjuan et al. 2009). Il est intéressant de noter que les phagosomes associés à LC3 

ne représentent qu’une faible proportion de phagosomes générés dans les DCs (entre 5 à 10%). 

De plus, le LAP serait associé à une accélération de la maturation des phagosomes. De nombreux 

récepteurs sont impliqués dans l’induction de LAP, comme certains TLRs (Romao et Münz. 

2014). Dans des MoDCs (pour Monocyte-derived Dendritic cells, ou cellules dendritiques 

dérivées de monocytes) humaines, il a été montré que l’induction de LAP était induite à la suite 

d’une stimulation TLR, notamment du TLR-2, et de manière dépendante de NOX2 (Romao et 

al. 2013). Ce processus est impliqué dans la prise en charge de certains antigènes exogènes et la 

présentation antigéniques via les molécules de CHM-II dans la DC. De manière intéressante, 

une autre étude a montré l’importance du LAP dans la sécrétion d’IFN-α par des pDCs humaines 

en réponse à une stimulation par le TLR-9 (Henault et al. 2012).  
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Figure 13 : Systèmes de capture et de trafic des antigènes 
La cellule dendritique possède trois systèmes de capture des antigènes : (1) la phagocytose, (2) la 

macropinocytose et (3) l’endocytose médié par les récepteurs. Chacune de ces voies permet de délivrer 

des antigènes au niveau du compartiment multivésiculaire, via l’intermédiaire de vésicules spécialisées : 

(1) le phagosome, (2) le macrophagosome et (3) la vésicule d’endocytose dépendante (ou indépendante) 

de la clathrine. Ce compartiment peut fusionner avec un lysosome afin de dégrader son contenu. 

L’autophagie participe à la capture et à la dégradation des antigènes. En effet, on retrouve des phagosomes 

associés à des molécules LC3 au sein d’un processus appelé LAP (pour LC3-Associated Phagocytosis). 

Enfin, lorsque des pathogènes s’échappent de leurs vésicules de capture, ils sont pris en charge par les 

récepteurs autophagiques pour être dégradés par xénophagie. 

(3) La macropinocytose 

La macropinocytose est un processus d’endocytose non-spécifique/non-sélectif de 

portion de cytosol comprenant des antigènes, ou des molécules solubles. Dans les DCs 

immatures, la macropinocytose est le processus majeur de capture des antigènes (West et al. 2000 

; 2004). Contrairement à l’endocytose médiée par les récepteurs et la phagocytose, aucun 

récepteur n’intervient lors de la capture d’éléments extracellulaires par macropinocytose. 

Cependant un réseau important de cytosquelette d’actine va permettre la formation d’une 

vésicule autour de la portion à endocyter, que l’on appelle macropinosome. Par la suite, cette 

vésicule va déverser son contenu dans le compartiment multivésiculaire afin d’être dégradé (Lim 

et Gleeson. 2011 ; Liu et Roche. 2015). (Figure 13) 
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(4) Coopération entre détection des signaux de danger et 
capture des antigènes 

De manière intéressante, il existe une coopération entre détection des signaux de danger 

et les mécanismes de capture des antigènes. En effet, les divers éléments extracellulaires capturés 

sont ensuite internalisés au sein de vésicules de transports. Ces vésicules sont issues de la 

membrane plasmique où les PRRs sont majoritairement localisés. De plus, le contenu des 

vésicules de transport est généralement déversé dans les compartiments endo/lysosomaux qui 

sont eux aussi riches en PRRs. Ainsi, la rencontre entre les signaux de danger et les PRRs est 

renforcée par les différents systèmes de capture au sein des DCs.  

Il est intéressant de noter que le phagosome est décrit comme étant une plateforme de 

signalisation, permettant d’amplifier la réponse immunitaire dirigée contre l’antigène phagocyté 

(Mantegazza et al. 2012 ; Moretti et Blander. 2014). De manière réciproque, plusieurs études 

démontrent que la stimulation des TLRs favorise la formation et la maturation des phagosomes 

dans les DCs (Trombetta et al. 2003 ; Vulcano et al. 2004). De plus, une autre étude montre que 

la stimulation de certains TLRs, comme le TLR-4, induit l’activation de la macropinocytose et 

l’internalisation, alors, d’une grosse portion de cytoplasme (West et al. 2004). 

3. Maturation des cellules dendritiques 

Comme décrit précédemment, la DCs dans son état immature (iDC) est spécialisée 

dans la détection des signaux de danger et la capture des antigènes. Lors de ces évènements, la 

iDC reçoit des signaux lui permettant notamment d’activer un programme transcriptionnel 

particulier, lui permettant d’entrer dans un processus de maturation. A l’issue de ce processus, 

la DC va subir un changement d’état et devenir alors une cellule dendritique mature (mDC) 

(Dalod et al. 2014). Il est important de noter que la maturation des DCs n’est pas uniquement 

dépendante d’une activation transcriptionnelle de celles-ci (Dalod et al. 2014). Le processus de 

maturation est un processus essentiel à la biologie de la DC, et se caractérise par l’acquisition de 

nouvelles propriétés fonctionnelles, mais aussi la perte de capacités propre aux iDCs. La 

caractéristique majeure des DCs matures (mDCs) est leur capacité à présenter des peptides 

antigéniques aux lymphocytes T (LT) naïfs afin d’activer une réponse immunitaire adaptative 

spécifiquement dirigée contre l’antigène présenté (Steinman et Hemmi. 2006 ; Dalod et al. 

2014). Ce gain de fonction s’accompagne de nombreux changements morphologiques, 

permettant à la DC de migrer jusqu’aux organes lymphoïdes secondaires, où sont localisés les 

LT naïfs, mais aussi phénotypiques, avec la surexpression de molécules de co-stimulation et 

l’augmentation en surface des molécules du CMH (Mellman et Steinman. 2001 ; Steinman et 

Hemmi. 2006 ; Dalod et al. 2014). La DC mature devient alors spécialisée dans la présentation 
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antigénique et perd en contrepartie ces capacités de reconnaissance et de capture des antigènes, 

passant par une diminution des capacités d’endocytose et de phagocytose (Sallusto et al. 1995 ; 

West et al. 2000). (Figure 17) 

a) Activation du processus de maturation 

Il existe différents types de signaux permettant d’activer les iDCs humaines et qui passe 

notamment par la reconnaissance des signaux de dangers via des récepteurs spécifiques. A la suite 

de cette activation, une cascade de signalisation est induite, aboutissant à l’activation de voies de 

signalisation, dont les principales sont les voies NF-κB, MAPK et IRFs. (Figure 12) Ces voies 

permettent l’induction d’un programme transcriptionnel responsable de la mise en place du 

processus de maturation dans les DCs (Takeuchi et Akira. 2010 ; Dalod et al. 2014). 

Par ailleurs, les DCs peuvent entrer dans un processus de maturation de manière 

indépendante de récepteurs spécifiques. En effet, il a été décrit, que certains types de DCs sont 

capables d’entrer dans un processus de maturation dit « homéostatique », à l’état basale (Dalod 

et al. 2014).  

(1) Les signaux d’activation de la maturation 

On distingue différents signaux capables d’induire le processus de maturation, dont les 

deux principaux sont : la reconnaissance directe des PAMPs et des DAMPs par les PRRs, et en 

particulier la stimulation TLR-dépendante (voir partie II.2. a. Détection des signaux de dangers) 

et l’engagement des récepteurs du TNF.  

(a) Stimulation TLR-dépendante 

L’engagement des TLRs constitue le signal majeur d’activation des DCs vers le processus 

de maturation (Dalod et al. 2014 ; Cardinaud et al. 2017). Il conduit à l’activation de deux voies 

de transduction : la voie dépendante de la protéine adaptatrice MyD88, ou la voie indépendante 

de MyD88 (Dzopalic et al. 2012).  

La protéine MyD88 se compose de deux domaines : un domaine TIR et un domaine de 

mort. Le domaine TIR lui permet d’interagir directement avec les TLR-5/6/7/8 et 9. Son 

interaction avec les TLR-1/2 et 4 se fait par l’intermédiaire de l’adaptateur TIRAP. Le domaine 

de mort, quant à lui, permet de transduire les signaux d’activation via le recrutement de protéines 

kinases IRAKs (pour Interleukine Receptor Associated Kinases). Ce sont les kinases IRAK-1/2 

et 4 qui permettent le recrutement de la protéine de liaison TRAF-6 (pour TNFR-Associated 

Factor-6). Le complexe IRAKs/TRAF-6 se détache alors de MYD88 pour interagir avec un 

complexe protéique composé de la kinase TAK-1 (pour TGFβ-associated kinase-1) et des 

protéines d’adhésion TAB-2 et TAB-3 (pour TAK-1 Binding protein-2 ou 3). C’est le 

détachement des kinases IRAKs qui permet au complexe ainsi formé d’être transloqué dans le 



62 
 
 

cytosol, où l’ubiquitinylation de TRAF-6 induit l’activation de TAK-1. C’est via l’activation de 

cette kinase qu’une cascade de phosphorylation entraine l’activation des voies de signalisation 

NF-κB et MAPKs (Kawai et al. 2004 ; Kawai et Akira. 2006 ; 2009) (Figures 15 et 16). D’autre 

part, les kinases IRAK-1/2 et 4 peuvent aussi interagir avec TRAF-3, afin de recruter le complexe 

IKK (pour IκB Kinase). C’est avec la sous-unité IKK-α de IKK que le complexe IRAKs/TRAF-3 

interagit pour finalement recruter et phosphoryler le facteur de transcription IRF-7, afin d’induire 

la production d’IFN-I (Kawai et al. 2004 ; Kawai et Akira. 2006 ; 2009) (Figure 14). 

 
Figure 14 : Voie des interférons impliquée dans la maturation des cellules dendritiques 
L’induction de la maturation des cellules dendritiques passe par l’engagement et l’activation de récepteurs 

spécifiques, dont les principaux sont les TLRs, le TNF-R1 et le CD40. L’activation des TLRs-MyD88 

dépendant permet d’activer de multiples intermédiaires (protéines rouges) aboutissant à la translocation 

du facteur de transcription IRF-7 dans le noyau des DCs. Le facteur IRF-3 est, quant à lui, transloqué à la 

suite de l’activation de TLRs-TRIF dépendant. La voie des interférons favorise la sécrétion d’interféron 

qui module la réponse immunitaire adaptative.  
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La voie indépendante de la protéine MyD88 passe alors par la molécule adaptatrice 

TRIF. La stimulation du TLR-3 entraine le recrutement direct de l’adaptateur TRIF grâce à son 

domaine TIR. Par ailleurs, la stimulation du TLR-4, quant à lui, entraine le recrutement de TRIF 

via l’adaptateur intermédiaire TRAM (Dzopalic et al. 2012). La protéine TRIF induit le 

recrutement et l’activation de la protéine TRAF-6 ou RIP-1 (pour Receptor Interacting Protein-

1). Par la suite une cascade de phosphorylation entraine l’activation des voies de signalisation NF-

κB et interféron (Kawai et al. 2004 ; Kawai et Akira. 2006 ; 2009) (Figures 14 et 15). Il est 

intéressant de noter que la voie interféron est activé via l’interaction entre TRIF et le complexe 

IKK-ε/TBK-1. Cette interaction induit la phosphorylation du facteur de transcription IRF-3, afin 

d’induire la production d’IFN-I. 

(b) Stimulation via les récepteurs du TNF 

Les récepteurs aux TNFs (pour Tumor Necrosis Factors) sont une vaste famille de 

récepteurs transmembranaires capables de reconnaitre différents types de ligands, tels que des 

cytokines pro-inflammatoires, et dont la stimulation conduit à la maturation des DCs. En effet, il 

a été montré in vitro que des iDCs sont capable de maturer à la suite d’une détection de cytokines 

pro-inflammatoires, telle que le TNF-α, ou via l’engagement du récepteur CD40 avec le CD40 

ligand (Reddy et al. 1997 ; Caux et al. 1994 ; Xia et al. 2008 ; Spadaro et al. 2012). On distingue 

deux groupes de récepteurs aux TNFs : les récepteurs qui possèdent un domaine intracellulaire 

de mort, transduisant un signal d’induction d’apoptose, et les récepteurs qui n’en possèdent pas, 

transduisant des signaux activateurs et anti-apoptotiques. 

Tout d’abord, seul le TNF-R1 est impliqué dans l’induction de la maturation chez les 

DCs (Sallusto et al. 1995). TNF-R1 est exprimé à la membrane plasmique des DC et reconnait 

le TNF-α. La stimulation du récepteur induit le recrutement de la protéine TRADD (pour 

TNFR-Associated DD protein) qui va transduire les signaux d’activation via RIP-1 et TRAF-2. 

Ces deux protéines entrainent une cascade de phosphorylation aboutissant à l’activation des voies 

de signalisation NF-κB et MAPKs (Reddy et al. 1997 ; Bradley. 2008 ; Xia et al. 2008) (Figures 

15 et 16). 

Le CD40 (ou TNFRSM5 pour TNF Receptor Superfamily Member 5) est reconnu par 

le ligand CD40L, et exprimé à la membrane plasmique des DCs. La stimulation de ce récepteur 

entraine l’oligomérisation de plusieurs récepteurs entre eux, afin de transduire le signal 

d’activation. De nombreuses protéines TRAFs, telles TRAF-2/3/5 et 6, sont alors recrutées au 

niveau du domaine intracellulaire du CD40. Le recrutement des protéines TRAFs entrainent 

une cascade de phosphorylation aboutissant à l’activation des voies de signalisation NF-κB et 
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MAPKs (Caux et al. 1994 ; Vidalain et al. 2000 ; Xia et al. 2008 ; Ma et Clark. 2009) (Figures 15 

et 16). 

(2) Les voies de signalisation induites 

(a) La voie NF-Κb 

La famille NF-κB est une famille de facteurs de transcription inductibles constituée de 

cinq membres : NF-κB1 (aussi appelé p50), NF-κB2 (aussi appelé p52), RelA (aussi appelé p65), 

RelB and c-Rel. On distingue deux voies NF-κB : la voie classique (ou canonique) et la voie 

alternative (ou non-canonique) (Lawrence. 2009 ; Liu et al. 2017) (Figure 15).  

La voie de signalisation classique de NF-κB fait intervenir majoritairement p50, p65 et c-

Rel. Ces membres sont séquestrés dans le cytoplasme par la protéine régulatrice IκB, sous forme 

de dimères (p50/p65 et p50/c-Rel). C’est à la suite de l’activation du processus de maturation 

dans la DC passant par la stimulation de PRRs, du TNF-R1, ou bien de récepteurs aux cytokines, 

que la kinase TAK-1 est activée, permettant l’assemblage et l’activation du complexe kinase IKK. 

Ce complexe est composé de deux sous-unités catalytiques nommés IKKα et IKKβ, et une sous-

unité régulatrice nommé NEMO (pour NFκB Essential MOdulator ou IKKγ). Le complexe 

IKKactivé va phosphoryler de IκB, entrainant son ubiquitinylation et sa dégradation par le 

protéasome. La dégradation de cette protéine entraine la libération de NF-κB (p50/p65 et p50/c-

Rel) qui peut alors transloquer jusqu’au noyau (Lawrence. 2009 ; Liu et al. 2017). En tant que 

facteur de transcription NF-κB se fixe à l’ADN au niveau d’une séquence κB, afin d’induire la 

transcription de gènes cibles impliqués dans l’adhésion, la prolifération et la survie cellulaire, mais 

aussi dans la réponse inflammatoire via la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Ade et al. 

2007 ; Laar et al. 2010). 

La voie de signalisation alternative de NF-κB fait intervenir p52 et RelB. C’est à la suite 

de l’activation du processus de maturation dans la DC passant la stimulation du TNF-R1, ou bien 

l’engagement du CD40, que la kinase NIK (pour NF-κB-Inducing Kinase) et le complexe IKK 

coopèrent afin de phosphoryler la protéine p100, une protéine précurseur de p52. La 

phosphorylation de p100 entraine son ubiquitinylation et sa dégradation partielle, ce qui active 

p52. Le dimère p52/RelB peut alors transloquer jusqu’au noyau et induire la transcription de 

gènes cibles, et en particulier des gènes impliqués dans l’immunité adaptative, codant notamment 

pour les molécules de costimulations ou des cytokines immuno-stimulatrices (Tas et al. 2007 ; 

Lawrence. 2009 ; Liu et al. 2017 ; Sun. 2017). 
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Figure 15 : Voie NF-κB impliquée dans la maturation des cellules dendritiques 
L’induction de la maturation des cellules dendritiques passe par l’engagement et l’activation de récepteurs 

spécifiques, dont les principaux sont les TLRs, le TNF-R1 et le CD40. L’activation de ces récepteurs 

induit une cascade de phosphorylation de multiples intermédiaires (protéines rouges) qui permettent 

d’activer la voie NF-κB (protéines oranges). La translocation des facteurs de transcription NF-κB(p50/c-

Rel) et NF-κB(p50/p65) se déroule à la suite de l’engagement des TLRs-MyD88 dépendant, ainsi que du 

TNF-R1, alors que celle du facteur NF-κB(p52/RelB) se déroule à la suite de l’engagement du TNF-R1 

et du CD40. L’activation de la voie NF-κB dans les DCs induit la sécrétion de nouvelles cytokines et 

l’expression des marqueurs de maturation, tels que le récepteur CCR7, les molécules de costimulation ou 

encore les molécules du CMH. Cette voie centrale du processus de maturation permet l’acquisition de 

nouvelles fonctions biologiques pour la DC. 

(b) La voie des MAPKs 

La famille des MAPKs est une famille de protéines kinases qui se distinguent en trois 

groupes : le groupe ERK (pour Extracellular signal-Regulated Kinase) qui se compose de ERK-1 

et 2, le groupe JUNK (pour c-JUN N-terminal Kinase) qui se compose de JUNK-1, 2 et 3, et 



66 
 
 

enfin le groupe p38MAPK qui se compose de p38MAPK-α, β, δ et γ. Les groupes ERK, JUNK 

et p38MAPK différent par leurs structures et leurs fonctions. Ces kinases sont toutes régulées par 

d’autres kinases, les MAPKK (MAPK Kinases), elles-mêmes régulées par des MAPKKK 

(MAPKK Kinase) (Chang et Karin. 2001 ; Nakahara et al. 2006 ; Soares-Silva et al. 2016) (Figure 

16). 

C’est après stimulation divers récepteurs que la voie ERK est activée, afin de réguler 

négativement la maturation des DC humaines (Puig-Kröger et al. 2001). En effet, après 

engagement du récepteur, une cascade de phosphorylation se met en place, avec tout d’abord, le 

recrutement et activation d’une protéine Ras. Ras va ensuite recruter et activer la protéine Raf, 

une MAP3K, qui recrute et active à son tour la protéine MEK, une MAP2K. C’est finalement 

MEK qui recrute et active ERK-1/2 au niveau de son motif Thréonine-Tyrosine (TEY). ERK-

1/2 vont ensuite activer des facteurs de transcriptions, tel que AP-1, afin d’induire la sécrétion de 

cytokines telles que l’IL-10 ou le TNF- α, et réguler négativement la sécrétion d’IL-12 ou encore 

IFN-β (Chang et Karin. 2001 ; Nakahara et al. 2006 ; Soares-Silva et al. 2016).  

La voie JUNK prend place à la suite de la détection d’antigènes extracellulaires. La 

stimulation de ces récepteurs conduit à une cascade de phosphorylation qui commence par le 

recrutement et à l’activation de la protéine RAC-1. Cette protéine va ensuite recruter et activer la 

kinase MEKK, qui recrute et active la protéine régulatrice MKK-4/7. C’est MKK-4/7 qui 

finalement recrute et active JUNK-1/2 et 3 au niveau du motif Thréonine-Tyrosine (TPY). 

JUNK-1/2 et 3 vont ensuite activer des facteurs de transcriptions, tel que c-Jun, afin de réguler 

l’expression de molécules de co-stimulations telles que CD86/80, ou encore le CD83, ainsi que 

la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-α, ou encore IL-12 β (Chang et 

Karin. 2001 ; Nakahara et al. 2006 ; Soares-Silva et al. 2016). 

La stimulation de TLRs induit majoritairement l’activation de la voie p38MAPK, qui est 

essentielle à la maturation de la DC. C’est TRAF-2/3 ou 6, puis la protéine Rho, qui sont 

premièrement recrutées et activées au niveau du récepteur, afin de recruter et activer les kinases 

MEKK-1, ASK-1 ou TAK-1. Ces kinases peuvent recruter et activer, à leur tour, les kinases 

MKK-3/6, pour finalement activer p38MAPK-α, β, δ et γ au niveau du motif Thréonine-

Tyrosine (TGY). Les protéines p38MAPK-α, β, δ et γ vont ensuite activer des facteurs de 

transcriptions, tels que ATF-1/2, afin de réguler l’expression de molécules de co-stimulations 

telles que CD86/80/CD40, ou encore le CD83, ainsi que la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires telles que TNF-α, IL-6 ou encore IL-12  β (Chang et Karin. 2001 ; Nakahara et 

al. 2006 ; Soares-Silva et al. 2016). 



67 
 
 

 
Figure 16 : Voie des MAPKs impliquée dans la maturation des cellules dendritiques 
L’induction de la maturation des cellules dendritiques passe par l’engagement et l’activation de récepteurs 

spécifiques, dont les principaux sont les TLRs, le TNF-R1 et le CD40. L’activation des TLRs-MyD88 

dépendant, ainsi que du TNF-R1 et du CD40 induit une cascade de phosphorylation de multiples 

intermédiaires (protéines rouges) permettant d’activer la voie des MAPKs (protéines violettes). Cette voie 

se découpe en quatre étapes : elle commence par l’activation d’une MAPKKK, puis une MAPKK, pour 

finir par activer une MAPK, permettant à divers facteurs de transcriptions de transloquer dans le noyau 

des DCs. Il existe trois groupes de MAPKs qui participent différemment à l’acquisition de nouvelles 

fonctions au sein de la DC. Les ERK-1/2 induisent (1) la sécrétion de nouvelles cytokines. Les JUNK-

1/2/3 partagent aussi les fonctions de ERK (1) et sont capables d’induire (2) l’expression de molécules de 

costimulation. Les p38-α/β/δ/γ partagent les fonctions des JUNK (1) et (2) et sont capable d’induire (3) 

l’expression des molécules du CMH. 
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b) Acquisition des capacités de migration 

(1) Acquisition de la mobilité 

La fonction principale des mDCs est d’activer les LT naïfs, situés dans les organes 

lymphoïdes secondaires (ou OLS). Afin de réaliser cette fonction, les DCs doivent quitter le tissu 

endommagé/infecté et migrer jusqu’à la zone T des OLS. Ainsi, lors de la maturation, les DCs 

vont sur-exprimer le récepteur CCR7 (pour CC-chemokine Receptor 7) responsable de la 

migration des DCs vers les OLS (Sallusto et al. 1998 ; Yanagihara et al. 1998 ; Xia et al. 2008 ; 

Worbs et al. 2017). L’expression de ce récepteur est notamment régulée par le récepteur aux 

lectines, LepRb (Al-Hassi et al. 2013). CCR7 va reconnaitre deux chimiokines sécrétées au niveau 

de la zone T des OLS, qui sont CCL19 (pour CC-chemokine Ligand 19) et CCL21 (Dieu et al. 

1998 ; Geissmann et al. 2002 ; Worbs et al. 2017 ; Tiberio et al. 2018) (Figures 17 et 18). Ces 

chimiokines vont ainsi guider les DCs jusqu’aux LT à travers la circulation lymphatique.  

Pour permettre aux DCs de migrer physiquement vers les OLS, de nombreux 

changements morphologiques sont mis en place lors de la maturation. En effet, ces cellules vont 

subir des réarrangements du cytosquelette d’actine, régulé notamment par les protéines cofilin, 

Rac, Rho, Cdc42, ou encore la protéine WAS (pour Wiskott-Aldrich Syndrome protein) (Burns 

et al. 2001 ; Verdijk et al. 2004). Ces réarrangements induisent une augmentation du nombre et 

de la taille des dendrites à la surface des DCs, afin de favoriser les contacts cellulaires permettant 

aux DCs de bouger/migrer à travers la lymphe, mais aussi d’interagir avec les LT dans les OLS. 

Il est intéressant de noter que les contraintes physiques environnementales et les contacts cellule-

cellule contrôlent la migration des DCs (Heuzé et al. 2013). 

(2) Régulation de la mobilité par autophagie 

De manière intéressante, il a été démontré que l’autophagie régule la migration des DCs 

vers les OLS. En effet, Wildenberg et coll. ont montré que des DCs humaines déficientes en 

ATG16, donc déficientes en autophagie, présentaient des défauts de migration associés à une 

augmentation d’adhérence cellulaire (Wildenberg et al. 2012 ; 2017). L’absence d’autophagie 

entraine une augmentation de la polarisation d’actine dans les DC, ce qui favorise l’attachement 

des cellules aux cellules épithéliales. En effet, ils démontrent que l’autophagie régule la 

dynamique de formation du cytosquelette d’actine, via la protéine Rac1, et associé à la capacité 

de migration des DCs (Wildenberg et al. 2017). Sans ce dynamisme de formation des filaments 

d’actine, la DC va stagner au niveau des tissus. (Figure 18) 
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c) Acquisition des capacités de présentation d’antigène 

(1) Expression des protéines impliquées dans la présentation 
des antigènes 

En parallèle de l’acquisition des capacités de migration, la DC acquière des capacités de 

présentation antigénique.  Cette présentation se fait grâce à des molécules du CMH qui vont 

présenter des antigènes sous forme de peptides antigéniques, on parle alors de complexes 

CMH/peptide. Il existe deux types de molécules du CMH : les molécules du CMH de classe I 

(CMH-I) et de classe II (CMH-II). Les complexes formés sont transportés à la membrane 

plasmique et peuvent être reconnus par les récepteurs des lymphocytes T (ou TCR pour T-Cell 

Receptor) lors de la présentation antigénique (Mellman et Steinman. 2001). Comme toutes les 

cellules nucléées, les DCs expriment une grande quantité de CMH-I en surface. Par ailleurs, 

seules les cellules présentatrices d’antigènes, dont font parties les DCs, expriment également des 

molécules du CMH-II.  

Au sein des iDCs, les molécules du CMH-II sont faiblement exprimées à la surface des 

cellules (Pierre et al. 1997). En effet, ces molécules sont transportées vers des endosomes tardifs 

particuliers, aussi appelés MIICs (pour MHC class II compartiments), où elles sont retenues 

après ubiquitination par la E3 ubiquitine ligase MARCH1. Par la suite, les MIICs fusionnent avec 

des lysosomes afin de dégradées les molécules du CMH-II ubiquitinées (Walseng et al. 2010 ; 

Garstka et Neefjes. 2013). Lors de la maturation des DCs, l’activité de MARCH1 est fortement 

réduite permettant aux molécules du CMH-II d’être transportées et stabilisées à la membrane 

plasmique (Pierre et al. 1997 ; Broekeet al. 2013). Par ailleurs, il a été montré qu’à la suite de la 

stimulation de BMDCs, par du LPS ou différents agents microbiens, le trafic intracellulaire des 

molécules du CMH-II est rapidement régulé. En effet, Chow et coll ont montré qu’après 

quelques minutes de stimulation, des tubules se forment au niveau des lysosomes qui, se 

détachent alors et fusionnent ensuite avec la membrane plasmique (Chow et al. 2002). Les 

lysosomes étant des compartiments riches en molécules du CMH-II, cet évènement est associé à 

une relocalisation de ces molécules, ainsi qu’à leur stabilisation à la surface de la membrane 

plasmique des DCs (Chow et al. 2002). Bien que cela n’est été montré que chez la souris, il est 

tout à fait possible d’envisager cette régulation du trafic des molécules du CMH-II au sein de DCs 

humaines. De manière intéressante, il a été montré que la néosynthèse de molécules du CMH-

II est transitoire au cours de la maturation des DCs et suite à l’engagement de récepteurs de 

l’immunité inné par des composants microbiens (Broekeet al. 2013). Cependant, cette 

néosynthèse reste marginale puisque la régulation du trafic des molécules du CMH-II ne dépend 

pas, en majorité, d’une régulation transcriptionnelle. 
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De manière complémentaire, l’activation des DCs entraine une régulation 

transcriptionnelle aboutissant à l’expression du marqueur d’activation CD83, mais aussi la 

surexpression de molécules dites « de co-stimulation » CD80, CD86, CD54, CD58 et CD40 

(Caux et al. 1994 ; McLellan et al. 1995 ; Hubo et al. 2013 ; Cardinaud et al. 2017 ; Bazan et al. 

2018). (Figure 17) Les molécules de co-stimulation permettent de co-activer ou co-inhiber les LT 

pendant la présentation antigénique. Je détaillerai les familles majeurs de molécules de co-

stimulation dans la partie « 4.b)(1) Les molécules de co-stimulation ». Ainsi, on appelle « signal 1 

» le signal donné par le complexe CMH/peptide vers le lymphocyte T et « signal 2 » celui donné 

par les molécules de co-stimulation afin d’activer, ou d’inhiber, pleinement la cellule T.  

 
Figure 17 : Evolution d’une cellule dendritique au cours du processus de maturation 
Lorsque la DC est dans son état immature, elle possède des particularités (triangle bleu) qui lui permettent 

d’être spécialisée dans la détection des signaux de danger et la capture d’antigènes. Au cours de son 

processus de maturation, elle perd certaines de ces particularités afin d’en acquérir de nouvelles (triangle 

violet), lui permettant de développer de nouvelles fonctions. Ainsi, lorsque la DC est dans son état mature, 

elle est spécialisée dans la migration et la présentation des antigènes. 

(2) Régulation de l’expression des protéines impliquées dans la 
présentation des antigènes par autophagie 

Tout comme l’acquisition de la mobilité, l’autophagie régule aussi le niveau d’expression 

des molécules de co-stimulation et le niveau de molécules du CMH en surface des DCs. En effet, 

il a été montré que dans des DC humaines, en réponse à une infection par la bactérie M. 

tuberculosis, l’autophagie induite est associée à la maturation de ces DCs. Min et coll. démontrent 
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que l’expression de la molécule de co-stimulation CD86 et la translocation des molécules du 

CMH-II (HLA-DR particulièrement) est dépendante du processus autophagique (Min et al. 

2010). De manière intéressante, Mamuse et coll. observent qu’une inhibition d’autophagie dans 

des pDCs humaines diminue la réponse à une infection par le virus SV5 (pour Simian Virus 5), 

associé à un défaut d’expression de la molécule CD80 (Manuse et al. 2010). Pour finir, une autre 

étude souligne l’importance de l’autophagie dans la présentation antigénique et la mise en place 

d’une réponse T spécifique, associée à une stimulation par un NLR. En effet à la suite d’une 

activation du récepteur NOD-2, l’autophagie est activée dans les DCs humaines et favorise le 

trafic membranaire du marqueur de maturation CMH-II (HLA-DM particulièrement) (Cooney 

et al. 2010). (Figure 18) 

d) Sécrétion de médiateurs chimiques immunitaires 

(1) Production de cytokines 

En réponse au programme transcriptionnel mis en place pour leur maturation, les DCs 

acquièrent une plus grande capacité de sécrétion de cytokines essentielles à l’homéostasie du 

système immunitaire (Figure 17). Les cytokines sont des molécules chimiques (ou médiateurs 

chimiques) sécrétées par les cellules du système immunitaires, mais aussi les cellules épithéliales. 

Elles sont produites lors d’une réponse immunitaire notamment afin de recruter et d’activer les 

cellules immunitaires au sein d’un tissu enflammé (Matricon. 2010). Les cytokines sont des 

messagers importants de la réponse immunitaire innée en tant que médiateurs de la réponse 

inflammatoire, mais aussi de l’immunité adaptative en permettant la polarisation des lymphocytes 

T (Nizzoli et al. 2013). On distingue deux types de cytokines, les cytokines pro-inflammatoires et 

les cytokines anti-inflammatoires. Elles sont composées de différents sous-groupes qui comprend 

: les interleukines (ou IL), les chimiokines, les molécules interférons (ou IFN), des molécules de 

la famille du CSF (pour Colony-Stimulating Factors), des molécules de la famille du TGF (pour 

Transforming Growth Factor) et des molécules de la famille du TNF. 

Lors de la réponse immunitaire innée, la mise en place de la réponse inflammatoire est essentielle 

pour l’élimination de bactéries ou virus infectieux, mais aussi de débris cellulaires induits par des 

lésions au sein des tissus. Cette réponse passe notamment par la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires, telles que CXCL10, IL-1β, IL-6, IL-8 et TNF-α (Blanco et al. 2008 ; Chen et al. 

2009 ; Hémont et al. 2013 ; Ferreira et al. 2017). Les DCs qui sécrètent ce type de cytokines ont 

un profil de type DCs inflammatoires. En contrepartie, les DCs tolérogènes sécrètent des 

cytokines anti-inflammatoires, tels que le TGF-β et l’IL-10, pour contrôler l’inflammation afin 

d’éviter les lésions tissulaires ou la mise en place d’une inflammation chronique (Li et Flavell. 

2008). Par ailleurs, les DCs peuvent sécréter des cytokines particulières en fonction du contexte 
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infectieux. En effet, elles sécrètent des molécules interféron de type I (IFN-α et β) spécifiquement 

en réponse à une infection virale (Manuse et al. 2010 ; Zhou et al. 2012 ; Fekete et al. 2018). 

Lors de la réponse immunitaire adaptative, la sécrétion de cytokines permet aux DCs de polariser 

les lymphocytes T afin d’orienter la réponse immunitaire T vers une réponse de type Th1, Th2, 

Th17, ou encore Treg (Figure 20). La polarisation des LT constitue le « signal 3 » nécessaire à la 

mise en place d’une réponse immunitaire adaptative spécifique par les DCs (Kapsenberg. 2003 ; 

Blanco et al. 2008). Je détaillerai cette partie ci-après (II.4.b) Activation et polarisation des 

lymphocytes T).  

(2) Sécrétion de cytokines et autophagie 

De manière intéressante, l’autophagie et la sécrétion de cytokines dans les DCs sont 

positivement et négativement corrélées (Figure 18).  

Lors de la réponse anti-virale médiée par les pDCs humaines, la sécrétion de cytokines et 

particulièrement d’interféron, est contrôlée par autophagie. En effet, l’inhibition d’autophagie 

dans ces cellules après une infection par les virus EBV, SV5 et VIH réduit la production d’IFN-

α induite par la stimulation des TLR-7 et TLR-9 (Blanchet et al. 2010 ; Manuse et al. 2010 ; 

Zhou et al. 2012 ; Severa et al. 2013). A l’inverse, l’infection par le virus KSHV entraine une 

inhibition d’autophagie dans des MoDCss humaines. Ce blocage est associé à une augmentation 

de la sécrétion d’IL-10, IL-6 et IL-23 et contrôlé par le facteur de transcription STAT3 issu de la 

reconnaissance du virus par le récepteur CLR DC-SIGN (Santarelli et al. 2014). 

Par ailleurs, lors de la réponse anti-bactérienne médiée par les MoDCs humaines, l’autophagie 

régule la sécrétion des cytokines. En effet, l’infection par M. tuberculosis entraine une inhibition 

de l’autophagie qui a pour conséquence, notamment, une diminution de la production d’IL-6 et 

IL-10 (Min et al. 2010). Par opposition, une étude, menée in vitro, montre que l’utilisation de 

l’inhibiteur autophagique chloroquine entraine une augmentation de la sécrétion d’IL-6 chez les 

MoDCs humaines et d’IL-23 chez les MoLC (pour Monocytes-derived Langerhans Cells) 

humaines, associée à une diminution de sécrétion d’IL-12 et probablement régulée par la MAPK 

p38 (Said et al. 2014).  

Pour conclure, il semblerait que l’autophagie soit un processus essentiel lors de la 

maturation des DCs humaines, en réponse à une infection. Ce processus contrôle l’acquisition 

de nouvelles fonctions immunitaires au sein des DC matures (Figure 18). Cependant, les 

mécanismes moléculaires qui permettent à l’autophagie de réguler la maturation des DCs 

humaines ne sont pas bien décrits à ce jour. 

 



73 
 
 

 
Figure 18 : Contribution de l’autophagie au cours de la maturation des cellules dendritiques 
Le processus autophagique intervient au sein des DCs pour favoriser la transduction du signal d’activation 

des TLRs et NLRs, permettant la maturation de celles-ci. De plus, l’autophagie contribue à l’acquisition 

de nouvelles fonctions biologiques, développées au cours du processus de maturation (1), (2) et (3), 

permettant ainsi aux DCs d’obtenir « un profil complet » de maturation.  

4. Rôle des cellules dendritiques dans l’immunité adaptative 

Les DCs ont la capacité unique de moduler à la fois la réponse immunitaire innée et 

adaptative. L’immunité adaptative se met en place, généralement, lorsque l’immunité innée n’est 

pas suffisante pour résoudre une infection. Elle fait intervenir des lymphocytes T effecteurs 

capables d’éliminer spécifiquement l’élément de danger. La réponse T est basée sur deux types 
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de lymphocyte T : les lymphocytes T exprimant le co-récepteur CD4 (ou LT CD4+) et les 

lymphocytes T exprimant le co-récepteur CD8 (ou LT CD8+). C’est lors de la présentation 

antigénique, qu’un réseau complexe de ligands/récepteurs ce met en place entre la DC et le LT, 

formant ainsi une synapse immunologique. C’est au niveau de cette synapse qu’un LT naïf va 

recevoir tous les signaux nécessaires à son activation et sa différenciation en LT effecteurs, afin 

d’initier la réponse immunitaire adaptative (Mellman et Steinman. 2001; Solano-Gálvez et al. 

2018).  

On distingue trois signaux essentiels délivrés par la DC pour activer pleinement un LT : 

« le signal 1 » est donné par la liaison du complexe CMH/peptide (DC) avec le TCR (LT), associé 

à une interaction entre le CMH-I ou CMH-II (DC) avec le CD8 ou CD4 respectivement (LT) ; 

« le signal 2 » est donné par les molécules de co-stimulation, où des récepteurs interagissent avec 

leur ligand, telle que la liaison entre les récepteurs CD80/CD86 (DC) et le ligand CD28 (LT) ; 

enfin « le signal 3 » est donné par les cytokines sécrétées par la DC qui vont permettre de polariser 

le LT, c’est-à-dire « d’orienter le devenir » de cette cellule vers une réponse spécifique de 

l’antigène présenté (Verboogen et al. 2016). (Figures 19 et 20) 

a) Présentation des antigènes 

C’est après avoir détecté et internalisé des antigènes que la iDC va rentrer dans un 

processus de maturation afin de devenir une mDC (voir partie II.3. Maturation des cellules 

dendritiques). Pendant cette étape cruciale de la biologie de la DC, les antigènes ainsi capturés 

sont préparés sous forme de peptides antigéniques, ils sont ensuite chargés au niveau des 

molécules du CMH formant ainsi un complexe CMH/peptide. Ce complexe sera reconnu par 

un lymphocyte T naïf spécifique, via le TCR associé à un co-récepteur le CD3. La séquence 

peptidique présentée par la molécule du CMH est aussi appelée épitope et correspond à une 

séquence particulière reconnue par le TCR au niveau de son paratope. L’épitope et le paratope 

sont complémentaires et variables, ainsi seul un LT spécifique sera capable de reconnaitre le 

complexe CMH/peptide. On parle alors de réponse immunitaire spécifique de l’antigène ainsi 

présenté. La liaison CMH/peptide - TCR est le premier signal d’activation des LT afin d’induire 

une réponse immunitaire adaptative spécifique (Solano-Gálvez et al. 2018).  

Grâce à leur grande capacité à réaliser la fonction de présentation antigénique, les DCs sont 

considérées comme des CPAs professionnelles (Schmid et al. 2007). 

(1) Les molécules du CMH 

Les molécules du CMH sont des molécules transmembranaires, synthétisées dans le 

réticulum endoplasmique (ou RE), puis généralement localisées au niveau de la membrane du 

RE, mais aussi au niveau des compartiments endo/lysosomaux et phago/lysosomaux. Il existe 
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deux molécules du CMH codées par les gènes HLA : le CMH de classe I (ou CMH-I) et le 

CMH de classe II (ou CMH-II). (Figure 19) 

(a) Les molécules du CMH-I 

Le CMH-I se compose de quatre sous-unités : 3 sous-unités α (α1, α2 et α3) qui forment 

la chaine lourde, ainsi qu’une sous-unité β (β2-microglobulin ou β2m) qui forme la chaine légère. 

Les sous-unités α1 et α2 de la chaine lourde forment un sillon peptidique au niveau duquel sera 

fixé un peptide antigénique court, d’environ 8 à 10 acides aminés. La sous-unité α3 permet un 

ancrage à la membrane du RE. La chaine légère permet la stabilisation du complexe 

CMH/peptide (Wieczorek et al. 2017). Lors de la synthèse des sous-unités qui forme le CMH-I, 

les sous-unités α sont stabilisées par la calnexine, qui est remplacé ensuite par la sous-unité β2m. 

Le CMH-I ainsi formé est associé à la tapasine et la calréticuline pour maintenir sa structure. 

(Figure 19) Il existe 3 gènes qui codent pour les sous-unités du CMH-I, les gènes HLA-A, B et 

C.  

Le CMH-I est présent à la surface de toutes les cellules nucléées. Il est intéressant de 

noter que dans les DCs, des structures appelées DALIS (pour Dendritic cell Aggregosome-LIke 

Structures), sont riches en molécules du CMH-I et régulent leur translocation à la membrane 

plasmique (Lelouard et al. 2002 ; Pierre. 2005). On parle de présentation d’antigènes 

« classiques » lorsque des antigènes intracellulaires, comme des protéines virales ou bactériennes, 

sont présentées par le CMH-I (Hulpke et Tampé. 2013 ; Döring et al. 2019). La présentation 

dite croisée (ou cross-presentation en anglais) fait référence à la présentation d’antigènes 

extracellulaires, comme des cellules infectées, ou des cellules tumorales, par le CMH-I (Mellman 

et Steinman. 2001 ; Montfoort et al. 2014 ; Wieczorek et al. 2017). Le CMH-I interagit avec le 

CD8 exprimé à la surface des LT. 

(b) Les molécules du CMH-II 

Le CMH-II se compose aussi de quatre sous-unités : 2 sous-unités α (α1 et α2) et 2 sous-

unités β (β1 et β2). Les sous-unités α1 et β1 forment un sillon peptidique au niveau duquel sera 

fixé un peptide antigénique long, d’environ 12 à 24 acides aminés. Les sous-unités α2 et β2 

permettent un ancrage à la membrane du RE (Wieczorek et al. 2017). Il existe 3 gènes qui codent 

pour les sous-unités du CMH-II, les gènes HLA-DP, DQ et DR. Après sa synthèse, le CMH-II 

est localisé au niveau de la membrane du RE où elle est directement associée à une protéine 

accessoire, ou chaine invariante, Ii au niveau des sous-unités α1 et β1, formant un complexe 

CMH-II/Ii (Roche et Cresswell. 1990). Cette protéine prévient la fixation de peptides mal-

conformés, présents dans le RE, au niveau du sillon peptidique. Ii régule aussi le transport des 
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molécules du CMH-II dans les différents compartiments vésiculaires avant d’être exocyté à la 

membrane plasmique (Wieczorek et al. 2017). (Figure 19) 

Le CMH-II est exprimé par toutes les cellules capables de faire de la présentation 

antigénique, ou CPA, comme les macrophages, les monocytes, les lymphocytes B, ou encore les 

cellules dendritiques. Il permet de présenter majoritairement des antigènes extracellulaires 

(Mellman et Steinman. 2001 ; Wieczorek et al. 2017 ; Hilligan et Ronchese. 2020). De manière 

intéressante, en absence de signal de danger, les iDCs présentent à leur surface quelques 

complexes CMH-II/peptide, dont les peptides sont issus du « soi » et permettent d’induire de la 

tolérance immunitaire. Le CMH-II interagit avec le CD4 exprimé à la surface des LT. 

(2) Présentation des antigènes par le CMH-I 

(a) Présentation classique des antigènes intracellulaires 

Dans les DCs, les antigènes intracellulaires sont ubiquitinylés pour être adressés et digérés 

par le protéasome. A l’issue de cette dégradation, des peptides linéaires sont libérés dans le 

cytosol, puis transloqués à travers la membrane du RE par un transporteur TAP (pour 

Transporter associated with Antigen Processing), de manière dépendante de l’ATP. TAP est 

composé de deux sous-unités TAP-1 et TAP-2, qui contrôlent la taille des peptides transloqués 

(Koopmann et al. 1996 ; Döring et al. 2019). Si les peptides sont trop longs, ils ne pourront alors 

pas se fixer au niveau de la molécule du CMH-I. Ils sont donc pris en charge par l’aminopeptidase 

ERAAP (pour ER Aminopeptidase associated with Antigen Processing) qui les raccourcit en une 

longueur d’environ 8 à 10 acides aminés (Koopmann et al. 1996 ; Wieczorek et al. 2017). Les 

peptides, dont la taille est correcte, sont fixés au niveau du sillon peptidique formé par les sous-

unités α1 et α2 du CMH-I. Une fois le complexe CMH-I/peptide formé, celui-ci quitte la 

membrane du RE par bourgeonnement pour gagner le golgi, où il est ensuite exocyté à la surface 

de la DC (Hulpke et Tampé. 2013). Une fois à la membrane plasmique, le complexe CMH-

I/peptide est reconnu par le TCR et son co-récepteur le CD3 exprimé à la surface des 

lymphocytes T CD8+ naïfs. La fixation entre le TCR et le complexe CMH-I/peptide est renforcé 

par la fixation du CD8 avec la sous-unité α3 du CMH-I (Hulpke et Tampé. 2013 ; Döring et al. 

2019). La présentation antigénique permet d’activer un lymphocyte T CD8+ naïf spécifique et de 

le différencier en LT CD8 effecteur ou LT cytotoxique spécifique de l’antigène. (Figure 19) 

(b) Présentation croisée des antigènes extracellulaires 

La présentation croisée correspond à la présentation d’antigènes extracellulaires, telles 

que les cellules infectées ou encore les cellules tumorales (Jongbloed et al. 2010 ; Joffre et al. 

2012 ; Nizzoli et al. 2013 ; Segura et al. 2013), mais aussi certains virus (Heath et Carbone. 2001 

; Di Pucchio et al. 2008), par les molécules du CMH-I afin d’engendrer une réponse T 
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cytotoxique. Les DCs sont les seules CPA capables de faire de la présentation croisée d’antigènes. 

On distingue deux voies de trafic des antigènes extracellulaires vers une présentation croisée : la 

voie cytosolique et la voie vacuolaire. (Figure 19)  

On parle de voie cytosolique lorsque les antigènes extracellulaires capturés sont déversés dans le 

cytosol, puis adressés au protéasome pour y être digérés (Segura et al. 2013). Les peptides ainsi 

générés sont transloqués vers le RE grâce au transporteur TAP, afin de regagner la voie classique 

de présentation des antigènes par les molécules du CMH-I (Joffre et al. 2012). Cependant, il est 

possible que certains peptides soient transloqués dans des phagosomes grâce à des transporteurs 

spécifiques. Une fois dans ces vésicules, ce sont les aminopeptidases ERAP-1 (pour ER-

associated AminoPeptidase 1) et IRAP (pour endosomal InsulinResponsive AminoPeptidase) 

qui vont permettre le chargement des peptides au niveau du sillon peptidique du CMH-I  (Joffre 

et al. 2012). Cette voie cytosolique est dite « sensible aux inhibiteurs du protéasome », puisque 

les peptides ainsi générés sont dépendants d’une dégradation par le protéasome. Ainsi, les DCs 

régulent particulièrement le bon fonctionnement du protéasome, passant notamment par un 

contrôle du pH  (Segura et al. 2013). (Figure 19) 

On parle de voie vacuolaire lorsque les antigènes extracellulaires capturés sont 

transloqués au niveau du compartiment endo/lysosomale, pour y être dégradés. Les peptides 

ainsi générés sont chargés directement sur les molécules du CMH-I, présentes au niveau de la 

membrane du compartiment. Contrairement à la voie cytosolique, la présentation croisée passant 

par la voie vacuolaire est dite « résistante aux inhibiteurs du protéasome ». En revanche, cette 

voie est sensible aux inhibiteurs de protéases lysosomales (en particulier les inhibiteurs de 

cathepsines) (Joffre et al. 2012 ; Tang-Huau et al. 2018). (Figure 19) 

Il est intéressant de noter que seulement certains sous-types de DCs humaines sont 

capables de faire de la présentation crosée, à savoir les pDCs, les cellules de Langerhans, les 

DDC CD1a+et les cDC-1 (voir partie II.5. Les sous-types de cellules dendritiques humaines). 

 



78 
 
 

 
Figure 19 : Apprêtement des antigènes pour la présentation antigénique 
Il existe deux molécules du CMH, les CMH-I et CMH-II, dont la synthèse et la stabilisation se fait dans 

le réticulum endoplasmique (RE). Par la suite, les complexes CMH-II/Ii, ainsi que certaines molécules 

CMH-I sont acheminés vers le compartiment endo/lysosomale (ou compartiment multivésiculaire), alors 

que le reste des molécules de CMH-I reste dans le RE.  L’apprêtement des peptides antigéniques d’origine 

intracellulaire se déroule classiquement dans le RE au niveau des molécules du CMH-I, alors que 

l’apprêtement des peptides antigéniques d’origine extracellulaire se déroule classiquement dans le 

compartiment endo/lysosomale au niveau des molécules du CMH-II. On parle de présentation croisée 

lorsque les antigènes extracellulaires sont chargés au niveau du CMH-I dans le RE, de même que certains 

antigènes intracellulaires peuvent être chargés au niveau du CMH-II dans le compartiment 

endo/lysosomale. L’autophagie participe à la genèse de nouveaux peptides antigéniques qui seront 

apprêtés sur les molécules du CMH dans le compartiment endo/lysosomale. 
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(3) Présentation des antigènes par le CMH-II 

(a) Présentation classique des antigènes extracellulaires 

Le complexe CMH-II/Ii formé dans le RE est endocyté de manière clathrine-dépendante 

et transloqué vers les endosomes tardifs, ou bien le compartiment endo/lysosomale, où sont 

localisés des peptides antigéniques issus de la dégradation des antigènes extracellulaires. Au sein 

de ces vésicules, la chaine variante Ii est clivée par des cathepsines (cathepsine S, L et F), ne 

laissant qu’un fragment de quelques acides aminés, appelée peptide CLIP (pour Class II-

associated I chain Peptides). CLIP est ensuite échangé avec un peptide antigénique de plus haute 

affinité, d’environ 12 à 24 acides aminés, par la molécule HLA-DM formant ainsi le complexe 

CMH-II/peptide. Il est intéressant de noter que l’activité de la molécule HLA-DM semble être 

régulée par HLA-DO (Weber et al. 1996 ; Denzin et al. 2005 ; Roche et Furuta. 2015). La fusion 

entre la membrane plasmique et la membrane des endosomes tardifs, ou du compartiment 

endo/lysosomale, permet de localiser le complexe CMH-II/peptide à la surface des DCs. Une 

fois à la membrane plasmique, le complexe CMH-II/peptide est reconnu par le TCR et son co-

récepteur le CD3 exprimé à la surface des lymphocytes T CD4+ naïfs. La fixation entre le TCR 

et le complexe CMH-II/peptide est renforcé par la fixation du CD4 avec la sous-unité β2 du 

CMH-II. La présentation antigénique permet ainsi d’activer un lymphocyte T CD4+ naïf 

spécifique et de le différencier en LT CD4 effecteur spécifique de l’antigène. (Figure 19) 

(b) Présentation des antigènes intracellulaires 

Bien qu’il soit généralement décrit que le rôle des molécules du CMH-II est de présenter 

des antigènes d’origine extracellulaire, il existe quelques travaux qui montrent la présentation 

d’antigènes d’origine intracellulaire dans des DCs humaines (Dörfel et al. 2005 ; Romao et al. 

2013 ; Coulon et al. 2016 ; Münz. 2016). Ces antigènes peuvent être d’origine virale, comme des 

particules du virus VIH (Coulon et al. 2016), ou bien d’origine endogène, comme des antigènes 

tumoraux (Dörfel et al. 2005), ou encore d’origine fongique, comme le champignon C.albicans 

(Romao et al. 2013). Cependant, les voies qui permettent aux DC humaines de présenter ces 

antigènes sont mal décrites à ce jour.  

(4) Rôle de l’autophagie dans la présentation antigénique 

Le processus autophagique est un processus catabolique utilisant la machinerie du 

lysosome afin de dégrader des composants cytosoliques, tels que des pathogènes par xénophagie. 

A l’issue de cette dégradation de nombreux peptides antigéniques peuvent ainsi être générés et 

connectés au réseau de présentation des antigènes. Ainsi l’autophagie participe à la diversification 

des antigènes produit dans la DC ce qui facilite l’élaboration de diverses réponses immunitaires 

adaptatives (Valečka et al. 2018). (Figure 19) 
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(a) Rôle de l’autophagie dans la présentation des 
antigènes par le CMH-I 

Au regard de ces fonctions, l’autophagie permet, entre autres, d’éliminer des agrégats 

protéiques, par agréphagie. Dans les DCs humaines, ces agrégats s’accumulent et forment 

notamment des DALIS (Lelouard et al. 2002 ; Pierre. 2005 ; Montagna et al. 2017). Ces agrégats 

cytoplasmiques sont alors poly-ubiquitinylés avant d’être sélectivement dégradés par autophagie. 

En effet, il a été montré que le récepteur autophagique p62 est concentré au niveau des DALIS 

(Mintern et al. 2015). Le ciblage de ces structures par autophagie, augmente la diversité des 

antigènes ainsi générés, puis présentés par les molécules du CMH-I (Pierre. 2005 ; Montagna et 

al. 2017). 

L’autophagie peut promouvoir directement la présentation d’antigènes viraux par les 

molécules du CMH-I, et de manière indépendante du transporteur TAP (Tey et Khanna. 2012 

; Münz. 2016). En effet, Tey et Khanna montrent que des peptides viraux néosynthétisés dans 

des MoDCs humaines sont transportés spécifiquement vers les autophagosomes et dégradés via 

les protéases lysosomales (incluant les cathepsines A et G). Les peptides ainsi générés sont 

chargés sur les molécules du CMH-I et présentés à la surface des DCs (Tey et Khanna. 2012). 

De plus une autre étude suggère l’importance de l’autophagie dans la présentation croisée 

d’antigènes viraux, activant efficacement la réponse T CD8+ (Uhl et al. 2009). C’est en 2015 que 

l’équipe de Mintern démontre finalement que la présentation croisée dans des DCs humaines, 

mais aussi murines, peut être dépendante de l’autophagie selon la nature de l’antigène. En effet, 

ils démontrent qu’un défaut d’autophagie, via la délétion d’ATG7, diminue la présentation 

croisée d’antigènes solubles uniquement (Mintern et al. 2015). 

En conclusion, l’autophagie participe à la présentation antigénique classique par les 

molécules du CMH-I, étant particulièrement impliquée dans la présentation d’antigènes viraux. 

En revanche, c’est la nature des antigènes détectés qui semble réguler l’implication de 

l’autophagie dans la présentation croisée. 

(b) Rôle de l’autophagie dans la présentation des 
antigènes par le CMH-II 

La machinerie autophagique est impliquée dans la présentation d’antigènes via le CMH-

II grâce au processus de phagocytose associé à la protéine LC3. En effet, l’équipe de Romao a 

montré que des phagosomes associés à LC3, dans des MoDCs humaines, sont concentrés en 

antigènes d’origine fongique, facilitant leur apprêtage et la formation des complexes CMH-

II/peptide (Romao et al. 2013).  

Au regard de ces fonctions de dégradation l’autophagie participe directement à la 

préparation des peptides antigéniques afin d’être présentés par les molécules du CMH-II. En 
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effet, l’équipe de Dörfel montre l’implication de l’autophagie dans la présentation d’antigènes 

tumoraux via les molécules du CMH-II par des DC humaines. L’utilisation d’inhibiteurs 

autophagiques, telles que la 3-MA ou la wortmannin, réduisent la présentation de l’antigène 

tumoral MUC1 au LT CD4+ (Dörfel et al. 2005). De plus, divers antigènes issus de pathogènes 

peuvent être présentés par les molécules du CMH-II issues d’une dégradation par xénophagie. 

En effet, le ciblage de particules virales au niveau d’autophagosomes favorise leur présentation 

via le CMH-II dans des MoDCs humaines (Schmid et al. 2007 ; Coulon et al. 2016). Pour finir, 

les équipes de Cooney et Strisciuglio démontrent l’importance du récepteur NOD-2 et de la 

protéine autophagique ATG16L1 dans la réponse antibactérienne. La reconnaissance de 

peptides bactériens par NOD-2 induit l’activation d’autophagie dans des MoDCs humaines. 

Cette autophagie induite est dépendante des protéines autophagiques ATG5, ATG7 et 

ATG16L1. De plus, elle permet d’apprêter et de présenter les antigènes bactériens via le CMH-

II (Cooney et al. 2010 ; Strisciuglio et al. 2013). Par ailleurs, ces études montrent qu’un blocage 

de l’autophagie entraine un défaut de préparation des antigènes, et en conséquence, une 

perturbation de la présentation antigénique dans ces cellules. De plus, les gènes qui codent pour 

NOD-2 et ATG16L1 sont des gènes de susceptibilité à la maladie de Crohn. Chez les patients 

porteurs de ces mutations, les DCs analysées présentent une réduction de leur capacité de 

présentation des antigènes par le CMH-II, associé à un défaut de trafic des antigènes bactériens 

(voir partie III. Maladie de Crohn et polymorphismes autophagiques). 

 

Pour conclure, il est évident que l’autophagie participe à la présentation antigénique par 

les molécules du CMH-II, en favorisant un apport riche en peptides antigéniques au niveau des 

compartiments phago/lysosomaux riches en CMH-II. On peut facilement envisager d’utiliser 

l’autophagie afin de faciliter et d’optimiser la présentation d’antigènes nouveaux pour stimuler 

une réponse immunitaire adaptative contre ces néo-antigènes, à des fins de lutte anti-tumorale, 

ou anti-microbienne. 

b) Activation et polarisation des lymphocytes T 

Les DCs expriment des marqueurs de surface capables de moduler l’activation des 

lymphocytes T naïfs, appelés molécules de co-stimulation. Ces molécules donneront le « signal 

2 » nécessaire à l’activation du LT. De plus, les DCs sécrètent de nombreuses cytokines qui 

pourront polariser les LT afin d’orienter la réponse immunitaire. La détection de ces médiateurs 

chimiques par les LT correspond au « signal 3 » donné par la DC (Verboogen et al. 2016). Une 

fois pleinement activé, le LT va subir une expansion clonale afin de multiplier le nombre de LT 

capables de reconnaitre le peptide antigénique (Adams et al. 2020). (Figure 20) 
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(1) Les molécules de costimulation 

Les molécules de costimulation sont des molécules de surface qui fonctionnent par 

contacts cellulaires directs : liaison entre un récepteur et son ligand. Cette liaison entraine une 

transduction de signal activateur ou inhibiteur à la cellule T.  Les DCs expriment deux grandes 

familles de molécules de co-stimulation : la famille des B7 et la famille des récepteurs du TNF 

(Hubo et al. 2013).  

(a) La famille des B7 

Les molécules de la famille des B7 sont des protéines qui sont pour la plupart 

transmembranaires, ou simplement reliées à la membrane plasmique par un 

glycosylphosphatidylinositol (GPI). Elles sont composées de deux domaines extracellulaires 

d’immunoglobulines IgV et IgC, qui permettent les interactions protéine-protéine. La famille des 

B7 se compose de nombreux membres, dont les 7 principaux sont : B7.1 (ou CD80), B7.2 (ou 

CD86), B7.H2 (ou ICOS-L), B7.H1 (ou PD-L1), B7-DC (ou PD-L2), B7-H3 et B7-H4 (Collins 

et al. 2005 ; Hubo et al. 2013). 

Les récepteurs CD80 et CD86 sont les molécules de co-stimulation les plus décrites à ce 

jour, mais aussi les plus importantes pour induire une activation du LT. Elles peuvent interagir 

soit avec le CD28, donnant ainsi un signal d’activation au LT, soit avec le CTLA-4 (pour 

Cytotoxic T-Lymphocyte Associated protein 4) donnant alors un signal inhibiteur au LT (Collins 

et al. 2005). Il est intéressant de noter que l’interaction CD80/86 avec CD28 stimule la sécrétion 

de cytokines dans les LT, dont l’IL-2, afin de favoriser leur prolifération (Hubo et al. 2013). 

Le ligand ICOS-L est reconnu par le récepteur ICOS (pour Inducible T-cell 

COStimulator) qui est exprimé par le LT, et dont la stimulation régule la prolifération et la survie 

de la cellule T. La liaison entre ICOS-L et ICOS favorise aussi l’activation et la différenciation 

du LT vers une réponse de type T régulatrice, associé à une production de cytokines 

immunosuppressives l’IL-10 (Jonuleit et al. 2000 ; Ito et al. 2007). 

Les ligands PD-L1 et PD-L2 (pour Programed cell Death-Ligand 1/2) sont reconnus par 

le récepteur PD-1 qui est exprimé par les LT. La stimulation du récepteur PD-1 permet de 

réguler négativement les LT. La liaison de PD-1 avec l’un de ces ligands transduit un signal de 

mort par apoptose dans le LT (Chemnitz et al. 2004 ; Keir et al. 2008). 

Le ligand B7-H3 est reconnu par un récepteur encore inconnu au niveau du LT et dont 

les fonctions sont encore mal connues, bien qu’il semblerait que la liaison du ligand à ce récepteur 

transduise des signaux à la fois immunostimulateurs et immunosuppresseurs dans le LT 

(Chapoval et al. 2001).  
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Le ligand B7-H4 est le seul membre de la famille B7 à posséder une liaison à la 

membrane plasmique des DCs via un glycosylphosphatidylinositol (GPI). BTLA (pour B and T 

Lymphocyte Attenuator) a été proposé comme récepteur exprimé par les LT de ce ligand. 

L’interaction entre B7-H4 et BTLA semble transduire un signal immunosuppresseur dans le LT, 

inhibant la sécrétion de cytokines et la prolifération de la cellule T (Sica et al. 2003 ; MacGregor 

et Ohashi. 2017). 

(b) La famille des récepteurs du TNF 

Nous avons déjà défini la famille des récepteurs aux TNFs dans le paragraphe 2.c.(1.1.2.). 

Pour rappel, c’est une vaste famille de récepteurs transmembranaires. Deux membres sont 

principalement décrits pour leur fonctions immunostimulatrices lors de la présentation 

antigénique : CD40 et OX40L (ou TNFRSF4) (Hubo et al. 2013). 

Le récepteur CD40 reconnait le CD40L exprimé par les LT. La fixation du ligand à son 

récepteur stimule le lymphocyte et induit la sécrétion de cytokines, dont l’IL-2, qui favorise la 

prolifération du LT (Cella et al. 1996 ; McLellan et al. 1996 ; Hubo et al. 2013). 

Le ligand OX40L est reconnu par le récepteur OX40 au niveau du LT, transduisant des 

signaux de survie et d’activation au LT. De manière intéressante, ce ligand est capable d’induire 

une réponse tolérogène (activation de LT régulateur) ou immunogène (activation de LT de type 

Th1 ou Th2) (Ohshima et al. 1997 ; Hubo et al. 2013).   

(2) Différenciation et polarisation des lymphocytes T 

Le troisième signal d’activation des LT est donné par des cytokines pro- ou anti-

inflammatoires qui sont sécrétées par la DC après maturation (voir partie II.3.d. Sécrétion de 

médiateurs chimiques immunitaires). La reconnaissance de ces médiateurs chimiques induit une 

amplification du signal d’activation donné par « les signaux 1 et 2 », aboutissant à la différenciation 

de la cellule T naïve en cellule T effectrice, associé à une prolifération du LT activé et une 

amélioration de sa survie (Steinman et Hemmi. 2006 ; Hilligan et Ronchese. 2020) (Figure 20). 

Lors de la présentation antigénique, les DC peuvent activer deux types de lymphocytes T : les 

LT CD4+ naïfs, ou les LT CD8+ naïfs. 

(a) Génération de lymphocytes T auxiliaires et 
régulateurs 

On distingue deux types de lymphocytes T CD4+
 

effecteurs : les LT auxiliaires (ou LT 

helper, LTh) et les LT régulateurs (ou LTreg). La fonction globale des LT auxiliaires est de 

recruter et d’activer des cellules de l’immunité innée, comme les macrophages ou encore les 

lymphocytes NK (pour Natural Killer, ou NK), et adaptative, comme les lymphocytes B ou LT 

CD8+. Les LT régulateurs, quant à eux, ont des fonctions immunosuppressives. Chaque groupe 
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de LT CD4+
 

est composé de différents membres ayant diverses fonctions immunitaires qui leur 

sont propres (Lanzavecchia et Sallusto. 2001 ; Hilligan et Ronchese. 2020). C’est lors de la 

présentation antigénique que la DC va sécréter un panel de cytokines qui oriente la 

différenciation du LT CD4+
 

vers un profile particulier de LTh ou encore de LTreg 

(Lanzavecchia et Sallusto. 2001 ; Steinman et Hemmi. 2006). Il est intéressant de noter que c’est 

la nature de l’antigène qui détermine la composition du panel de cytokines sécrétées par la DC. 

(Figure 20)  

(i) Les lymphocytes T auxiliaires 

La réponse Th1 est induite par la sécrétion d’IL-12, IL-27, CXCL-9, CXCL-10 et IFN-α 

par la DC, qui active les facteurs de transcription STAT-4 et Tbet (Mullen et al. 2001 ; Leal Rojas 

et al. 2017). Les LT différenciés en Th1 participent à la réponse anti-infectieuse et anti-tumorale. 

Pour cela, elles vont notamment sécréter une grande quantité l’IFN-α, mais aussi recruter et 

activer des macrophages, les NK et les LT CD8
+

 au site infectieux. On parle alors de réponse 

immunitaire à médiation cellulaire (Kadowaki. 2007 ; Leal Rojas et al. 2017). Il est intéressant de 

noter que d’autres cellules immunitaires peuvent influencer les DCs lors de l’activation de 

réponses T de type Th1. En effet, c’est le cas des NKs qui interagissent avec les DCs pour 

potentialiser la réponse Th1, entre autres via la sécrétion d’INF-γ (Hilligan et Ronchese .2020). 

(Figure 20) 

Les LT se différencient en Th2 en réponse à la sécrétion de CCL17 et CCL22 associé au 

signal OX40/OX40L par la DC, qui active les facteurs de transcription STAT-6 et GATA-3 

(Tanaka et al. 2000). La réponse Th2 est une réponse à médiation humorale, induisant la 

sécrétion d’immunoglobulines par les lymphocytes B en réponse à une infection parasitaire ou à 

de l’allergie (Kadowaki. 2007). De la même manière que pour la réponse Th1, les DCs peuvent 

être potentialisées afin de générer une réponse T de type Th2 grâce à diverses cytokines issue de 

leur environnement, telle que la TSLP (pour Thymic Stromal LymphoPoietin) produit par 

diverses cellules, ou encore l’IL-4 produit par les basophiles ou d’autres LT Th1/Th2 

préalablement activés(Hilligan et Ronchese .2020). (Figure 20) 

Il est intéressant de noter que les réponses Th1 et Th2 sont antagonistes (Delespesse et al. 1997 

; Spellberg et Edwards. 2001) et régulées notamment par le temps de contact entre la DC et le 

LT. 

La réponse Th17 est induite en réponse à la sécrétion d’IL-6, IL-23 et TGF-β par la DC, 

qui active les facteurs de transcription STAT-3 et RORγt (Guglani et Khader. 2010). La réponse 

Th17 prend place en réponse aux infections de pathogènes extracellulaires, telles que des 
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bactéries ou des champignons. Pour cela, les LT de type Th17 vont sécréter de l’IL-17, mais 

aussi recruter et activer des neutrophiles et des macrophages (Kadowaki. 2007 ; Guglani et 

Khader. 2010 ; Leal Rojas et al. 2017). Il a été décrit que certains fibroblastes peuvent stimuler 

les DCs à produire de l’IL-23 favorisant la polarisation des LT vers un profil Th17 (Hilligan et 

Ronchese .2020). (Figure 20) 

Les LT se différencient en Tfh (pour follicular helper) en réponse à la sécrétion d’IL-6 

associé au signal ICOS/ICOSL par la DC, qui active le facteur de transcription BCL-6 (Schmitt 

et al. 2014). Les Tfh sont localisés au niveau des OLS dans la zone B et favorisent la formation 

du centre germinatif (activation des lymphocytes B) (Leal Rojas et al. 2017 ; Qin et al. 2018). 

(Figure 20) 

(ii) Les lymphocytes T régulateurs 

Il existe différents sous-types de LT régulateurs : les nTregs (pour T régulateurs naturels) 

sont développés et localisés dans le thymus, et les iTregs (pour T régulateurs induits) sont localisés 

dans la périphérie. Les nTregs sont caractérisés par l’expression du marqueur CD25 et du facteur 

de transcription FOXP3. La différenciation des iTregs est dépendante de la sécrétion de TGF-

β, IL-2 et d’IL-10 par les DCs. On distingue les Tregs qui sont « au repos », exprimant le 

marqueur CD45RA et faiblement le facteur FOXP3, des Tregs « activés » qui expriment 

faiblement CD45RA et fortement FOXP3 (Miyara et al. 2009). Ces lymphocytes ont des 

fonctions immuno-régulatrices, qui passent notamment par la sécrétion d’IL-10, et qui permettent 

de maintenir de la tolérance immunitaire, mais aussi de réduire l’inflammation au sein d’un tissu 

(Kushwah et Hu 2011 ; Josefowicz et al. 2012).  
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Figure 20 : Activation et polarisation des lymphocytes T CD4+ 

La fonction principale des DCs matures est d’engendrer une réponse immunitaire adaptative spécifique 

de l’antigène. C’est lors de la présentation antigénique que les DCs vont alors activer et polariser les 

lymphocytes T (LTs) CD4+ naïfs en LTs CD4+ effecteurs. Pour cela, un complexe CMH-II/peptide sera 

reconnu par un TCR/CD3 spécifique exprimé par un LT, activant alors ce lymphocyte. Ce signal est 

associé à l’interaction entre des molécules de costimulations activatrices, telles que le CD80/86 de la DC 

et le CD26 du LT, permettant d’activer pleinement le LT. La sécrétion d’un panel de cytokines 

spécifiques par la DC, permet de polariser le LT naïf vers un type de LT effecteur. A son tour le LT 

effecteur produit des cytokines spécifiques ayant des fonctionnalités particulières, comme l’IFN-δ 

impliqué dans la lutte antimicrobienne. L’autophagie (A) dans la DC régule à la fois la stabilisation de la 

synapse immunologique et la sécrétion de cytokines contrôlant, ainsi, l’orientation de la réponse 

immunitaire adaptative spécifiquement dirigé contre un antigène.  

(b) Génération de lymphocytes T cytotoxiques 

Les lymphocytes T CD8+ effecteurs (ou LT cytotoxiques) sont des cellules spécialisées 

dans l’élimination directe des cellules exprimant un complexe CMH-I/peptide pour lequel ils 

sont spécifiques, comme des cellules infectées, ou encore cellules tumorales (Michiels et al. 2006 

; Bachem et al. 2010 ; Pufnock et al. 2011 ; Demers et al. 2013). Pour ce faire, lors de la 

présentation antigénique médié par la DC, celle-ci va présenter un complexe CMH-I/peptide qui 

sera reconnu par le TCR/CD3 associé au CD8 par le LT CD8+ naïf. Ce signal est associé aux 

signaux de co-stimulation apportés tout d’abord par l’interaction entre le CD80/CD86 et le 

CD28, puis CD40L-CD40, par la DC (Michiels et al. 2006 ; Pufnock et al. 2011). Il est intéressant 
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de noter que les LT auxiliaires participent à l’activation des LT CD8+. En effet, le LTh peut 

stimuler d’avantage la DC via l’interaction entre le CD40L et le CD40, ainsi que le LT CD8+ lui-

même (Bevan. 2004). Pour pleinement activer ce LT, la DC va sécréter des cytokines pro-

inflammatoires, en particulier l’IL-12 et des molécules interférons de type I (IFN-α et β) (Michiels 

et al. 2006 ; Pufnock et al. 2011 ; Lemoine et al. 2010). Les signaux donnés par ces médiateurs 

chimiques vont permettre une amplification du signal d’activation donné par la DC et une 

prolifération des LT CD8+ spécifique de l’antigène présenté. Une fois activé, le LT cytotoxique 

peut déclencher de l’apoptose dans la cellule cible via l’utilisation de différentes voies : la 

sécrétion de cytokines pro-apoptotiques comme le TNF-α, la sécrétion de perforine et 

granzymes, et enfin l’activation de la voie FAS via l’expression du ligand FASL (Henkart. 1994 ; 

Demers et al. 2013). 

(3) Régulation de l’activation et de la polarisation des LT par 
autophagie dans les DCs 

De nombreuses études démontrent le rôle de l’autophagie dans les différentes fonctions 

de la DC humaine, en particulier dans la réponse immunitaire innée. L’autophagie intervient 

dans la mise en place d’une réponse immunitaire adaptative, en régulant tout d’abord le processus 

de maturation dans la DC afin qu’elle acquière la capacité à activer et polariser les LT naïfs en 

LT effecteurs spécifiques. Un défaut d’autophagie dans les DCs conduit à un défaut de détection 

des signaux de danger et de capture des antigènes, de maturation (voir partie II.2.a/b et 

II.3.b/c/d), mais aussi de présentation d’antigènes aux LT et de sécrétion de cytokines. Par 

conséquent, cela affecte l’activation, la différenciation et la polarisation des LT par les DC. 

Plusieurs études montrent en effet qu’un défaut de présentation d’antigène est associé à un défaut 

d’activation des LT CD4+ (Dörfel et al. 2005 ; Schmid et al. 2007 ; Cooney et al. 2010 ; Coulon 

et al. 2016). De manière intéressante, une étude démontre que la mutation des récepteurs NOD 

dans des DC humaines réduit leur capacité de reconnaissance de la bactérie S.enterica, associé à 

un défaut d’activation d’autophagie (Cooney et al. 2010a). Dans cette étude, les DCs mutées pour 

les récepteurs NOD, mais aussi pour la protéine autophagique ATG16L1 sont incapables 

d’engendrer une réponse T CD4+. De plus, d’autres équipes montrent une réduction de 

l’activation de LT co-cultivés avec des DC humaines préalablement traitées avec un inhibiteur 

autophagique pharmacologique, la 3-MA et chargées en peptides antigéniques d’origine virale 

(Coulon et al. 2016) ou tumorale (Dörfel et al. 2005). L’inhibition d’autophagie dans ces DCs 

humaines est associée à un défaut de présentation des antigènes, qui a pour conséquence un 

défaut d’activation des LT CD4+ (Dörfel et al. 2005 ; Schmid et al. 2007 ; Coulon et al. 2016). Il 
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semblerait donc que l’autophagie soit nécessaire à l’induction d’une réponse immunitaire 

adaptative en contexte inflammatoire. 

Par ailleurs, des études se sont intéressées à l’importance de l’autophagie dans un contexte 

non-inflammatoire. Il est décrit qu’à l’état basal, les DCs peuvent sécréter de l’IL-10 pour 

maintenir la tolérance immunitaire au sein des tissus, favorisant notamment l’activation de LT 

régulateurs. Or, l’inhibition du processus autophagique par l’utilisation d’inhibiteurs 

pharmacologiques, ou via la mutation de la protéine ATG16L1, dans des DCs humaines, est 

associée à une réduction de leur sécrétion d’IL-10 et de cytokines anti-inflammatoires. Par 

conséquent, cela engendre une augmentation de la prolifération des LT (ayant un profil 

inflammatoire) co-cultivés avec ces DCs (Strisciuglio et al. 2013). L’autophagie semble donc 

nécessaire à la maintenance de la tolérance immunitaire par les DC, à l’état basal dans les tissus. 

Pour finir, il a été montré que l’autophagie régule la polarisation des LT via le contrôle de la 

formation et de la stabilisation de la synapse immunologique. En effet, lors du contact cellulaire 

entre la DC et le LT, un dense réseau d’actine se met en place afin de contrôler cette interaction. 

Ce réseau est régulé par le processus autophagique qui contrôle la formation du filament d’actine 

de manière dépendante des voies de signalisation mTOR et AMPK (Wildenberg et al. 2012 ; 

2017). La mutation de la protéine ATG16L1 ou IRGM dans des DCs humaines entraine un 

défaut d’autophagie dans ces cellules. Ce défaut est associé à une réduction de la dynamique de 

formation des filaments d’actine et prolonge l’attachement entre la DC et le LT (Wildenberg et 

al. 2012 ; 2017). La polarisation du LT étant notamment régulé par le temps d’interaction avec 

la DC, les chercheurs de cette étude ont observé, par conséquent, une augmentation de 

l’activation et de la polarisation des LT vers un profil Th17 (Wildenberg et al. 2012). De façon 

complémentaire, il a été montré que l’autophagie dans les DC humaines régule la sécrétion de 

cytokines nécessaire à la polarisation des LT (voir partie II.3.d. Capture des antigènes). 

L’ensemble de ces études démontrent donc bien l’importance de l’autophagie dans les 

fonctions des mDCs, leur permettant de pleinement activer, différencier et polariser les LT pour 

générer une réponse immunitaire adaptative spécifique. 

Au-delà de son rôle dans le catabolisme cellulaire, l’autophagie apparait comme étant un 

processus majeur pour soutenir et réguler les fonctions spécifiques des cellules dendritiques, quel 

que soit leur état de maturation. (Figure 21) 
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Figure 21 : Modulation de la biologie et des fonctions de la cellule dendritique par autophagie 

L’autophagie participe à la régulation des différentes fonctions de la cellule dendritique, quel que soit son 

état de maturation. Au sein de la DC immature, l’autophagie participe à la détection des signaux de danger 

et la capture des pathogènes. Lors de l’induction de la maturation, le processus autophagique régule 

l’acquisition des nouvelles fonctions biologique de la cellule, telles que la sécrétion de cytokines, ou la 

migration. Dans la DC mature, l’autophagie régule l’activation et la polarisation des LTs, lors de la 

présentation antigénique.  

5. Les sous-types des cellules dendritiques humaines 

Dans la littérature, on distingue deux types de cellules dendritiques humaines, les DCs 

résidentes au sein des tissus et les DCs migratoires que l’on retrouve aussi bien dans le sang 

périphérique que dans les tissus (Merad et al. 2013) ; notons que la migration de toutes les DCs 

vers les organes lymphoïdes secondaires est CCR7-dépendante.  
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Il existe différentes manières de classifier les DCs, ainsi j’ai choisi de répartir selon trois 

catégories : les DCs conventionnelles (ou cDCs), les DCs plasmacytoïdes (ou pDCs) et les cellules 

de Langerhans (ou LCs). Un paragraphe sera tout particulièrement consacré à la description des 

cellules dendritiques en contexte inflammatoire où seront notamment décrites les MoDCs. Pour 

finir, je m’attarderai sur la description des cellules dendritiques intestinales, pour faire le lien avec 

la partie III « Maladie de Crohn et polymorphismes autophagiques ». (Figure 22) 

a) Les cellules dendritiques conventionnelles (cDCs) 

Les DCs conventionnelles proviennent majoritairement du précurseur pré-cDCs issu du 

progéniteur commun des cellules dendritiques (ou CDP pour Common Dendritic cells 

Progenitor) généré dans moelle osseuse ; elles migrent ensuite dans le sang et peuvent coloniser 

différents tissue. Cependant, il existe une minorité de DCs qui proviennent de monocytes comme 

les cellules dendritiques du derme CD14+ (ou DDCs CD14
+

 pour Dermal Dendritic Cells). Les 

cDCs sont caractérisées par l’expression des marqueurs de surface CD11c, CD1a, CD13 et 

CD33, alors qu’elles n’expriment pas le marqueur CD123 (Breton et al. 2015 ; 2016). Ce sont 

les cellules les plus efficaces pour présenter des antigènes aux lymphocytes T naïfs, on parle alors 

de CPA professionnelles. 

On distingue deux sous-groupes de cDC qui diffèrent en fonction de l’expression de 

facteurs de transcription qui dirigent leur développement et leurs fonctions : les cDC1 (IRF8, 

BATF3 et ID2) et les cDC2 (IRF4 et ZEB2) (Mittag et al. 2011 ; Breton et al. 2015). 

(1) Les cDC1 

Les cDC1 se localisent dans le sang périphérique, où elles ne représentent qu’une 

minorité des DCs présentes (Segura et al. 2012), mais aussi, et plus abondamment, dans les tissus 

lymphoïdes (comme les ganglions lymphatiques ou la rate) et non-lymphoïdes (ou tissus 

périphériques, comme la peau, les intestins, le foie ou les poumons) (Haniffa et al. 2012). Elles 

sont caractérisées par l’expression du marqueur de surface CD141 (ou BDCA-3 pour Blood 

Dendritic Cell Antigen-3), mais aussi les récepteurs TLR-1/2/3/6/8/10, XCR1 et Clec9A, et la 

molécule d’adhésion CADM1 (Huysamen et al. 2008 ; Bachem et al. 2010 ; Crozat et al. 2010 ; 

Jongbloed et al. 2010 ; Hémont et al. 2013). Il est important de noter que ces cellules expriment 

fortement le TLR3, et par conséquent, répondent particulièrement bien à une stimulation par de 

l’ARN viral double brin. Cette stimulation est associée à une sécrétion de cytokines et 

chimiokines pro-inflammatoire, comme CXCL10, IL-6, IL-8 et IFN-β (Jongbloed et al. 2010 ; 

Haniffa et al. 2012 ; Hémont et al. 2013). Les cDC1 sont spécialisées dans la présentation-croisée, 

permettant la présentation d’antigènes extracellulaires aux lymphocytes T CD8
+

 (Bachem et al. 

2010 ; Jongbloed et al. 2010 ; Haniffa et al. 2012).  En effet, on retrouve au niveau des 
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lymphocytes T CD8+ la molécule XCL1, ligand du récepteur XCR1. Il a été montré que les DCs 

exprimant XCR1 sont plus efficace dans la présentation croisée des antigènes (Kroczek et Henn. 

2012). De façon intéressante le récepteur Clec9A leur confère la capacité unique de présenter 

des antigènes issus de cellules mortes aux cDC1 (Sancho et al. 2009). Les cDC1 sont aussi 

capables d’induire d’autres types de réponses immunitaires, comme la réponse immunitaire T 

de type Th1 (Segura et al. 2012). Par ailleurs, des études portées sur les DCs humaines de la 

peau et de l’intestin ont montré que les cDC1 pouvaient jouer un rôle dans l’éducation des 

lymphocytes T CD4+ en T régulateur (Treg) au sein des tissues (Chu et al. 2012 ; Watchmaker 

et al. 2014). De plus, Watchmaker et coll. ont caractérisé une autre population de DCs proche 

des cDC1 du sang, localisés dans la lamina propria, exprimant positivement le marqueur CD103 

(marqueur intestinal) et négativement le régulateur SIRPα, ayant la capacité de produire de l’IL-

17 pour induire une réponse Th17. 

(2) Les cDC2 

Les cDC2 représentent la majorité des DCs du sang périphérique, et sont en plus grand 

nombre dans les tissus lymphoïdes et périphériques que les cDC1. Elles sont caractérisées par 

l’expression du marqueur de surface CD1c (ou BDCA-1), mais aussi le régulateur SIRPα et les 

récepteurs TLR-1 à 10 (sauf le TLR-9), ainsi que de nombreux récepteurs de type lectines, 

comme Clec6A ou Dectin-2 (Haniffa et al. 2009 ; Hémont et al. 2013). Grâce à l’expression de 

ces différents récepteurs, elles sont capables de reconnaitre un large panel d’antigènes tant 

intracellulaires qu’extracellulaires. À la suite de leur stimulation, les cDC2 vont sécréter de 

nombreuses cytokines comme le TNF-α, TGF-β, IL-8, IL-10 IL-12 ou IL-23, favorisant 

l’activation de réponse immunitaire T CD4+ Th1/Th2/Th17 et T CD8+ (Morelli et al. 2005 ; 

Haniffa et al. 2012 ; Hémont et al. 2013 ; Nizzoli et al. 2013 ; 2016 ; Sittig et al. 2016).  

Il existe une population particulière de cDC2 que l’on retrouve au niveau du derme et 

que l’on nomme cellules dendritiques du derme ou dermales (ou DDC) (Nestle et al. 1993). On 

distingue 2 sous-groupes de DDC ; la majorité des DDCs sont caractérisées par l’expression 

spécifique du marqueur CD1a, alors qu’une minorité exprime le marqueur CD14 (Angel et al. 

2007 ; 2009 ; Haniffa et al. 2009 ; Segura et al. 2012). Les DDCs CD1a+ sont spécialisées dans 

l’activation de réponse immunitaire T de type Th1 (Haniffa et al. 2009 ; Segura et al. 2012) et 

favorisent la prolifération de lymphocytes T allogéniques (Klechevsky et al. 2008 ; Haniffa et al. 

2009). En revanche la fonctionnalité des DDCs CD14+ restent à ce jour controversé. En effet, 

d’après les travaux de Klechevsky et coll, ces DCs sont spécialisées dans l’activation de 

lymphocytes T CD4+ naïfs en lymphocytes Tfh, ainsi que dans l’immunité humorale (Klechevsky 

et al. 2008). Par ailleurs, les travaux de McGovern et coll montrent que les DDCs CD14+ sont 
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particulièrement efficaces pour activer des LT CD4+ mémoires et non les LT CD4+ naïfs, 

contredisant alors les travaux précédents, et suggérant un rôle dans le maintien de l’intégrité de 

l’épithélium cutanée (McGovern et al. 2014).  

b) Les cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDCs) 

C’est en 1958 qu’on observa pour la première fois des pDCs par le pathologiste Karl 

Lennert. Cependant, ce n’est que dans les années 1990s qu’elles firent leur entrée dans la famille 

des cellules dendritiques grâce aux travaux de O’Doherty et Grouard (O’Doherty et al. 1994 ; 

Grouard et al. 1997). Les pDCs sont issues directement du progéniteur commun des cellules 

dendritiques (ou CDP). Elles représentent environ 50% des DCs du sang (MacDonald et al. 

2002) et se localisent au sein des tissus enflammés (Cella et al. 1999). Elles sont caractérisées par 

la présence d’un noyau excentrique, et d’un réticulum endoplasmique volumineux dans le 

cytoplasme, leur permettant une production importante d’interféron. Par contraste avec les 

cDCs, les pDCs n’expriment pas les marqueurs CD11c, CD13 et CD33, mais expriment 

fortement les marqueurs CD45RA, CD123 (ou IL-3R), CD303 (ou BDCA-2), CD304 (ou 

BDCA-4) et à des niveaux variables les marqueurs CD2, CD7 et CD1c (BDCA-1) (Dzionek et 

al. 2000 ; Mathan et al. 2013). Les pDCs sont spécialisées dans la sécrétion d’interféron de type 

I, en réponse à la détection d’antigènes viraux, notamment permise par l’expression des TLR-7 

et 9 qui reconnaissent des acides nucléiques viraux (Ganguly et al. 2009 ; Cella et al. 1999 ; Siegal 

et al. 1999). Cette production d’IFN-I est accompagnée d’une sécrétion de cytokines et 

chimiokines pro-inflammatoires. De plus les pDCs sont aussi capables de faire de la cross-

présentation pour favoriser des réponses anti-tumorales (Tel et al. 2013 ; 2013b), mais aussi 

d’induire de la tolérance immunitaire (Gilliet et Liu. 2002 ; Moseman et al. 2004 ; Ito et al. 2007). 

c) Les cellules de langerhans (LCs) 

Les cellules de Langerhans ont été observées pour la premières fois par le Dr Paul 

Langerhans en 1868, à partir d’échantillons de peau humaine. Elles sont localisées 

spécifiquement dans l’épiderme et les épithéliums stratifiés. Elles ne représentent que 2 à 4 % 

des cellules présentes dans l’épiderme et sont en étroite connexion avec les kératinocytes grâce à 

leur prolongement cytoplasmique. Elles sont caractérisées par la présence de granules de 

Birbeck, des organites intracytoplasmiques « en forme de raquettes de tennis » (Valladeau. 2006). 

De plus, les LCs expriment fortement une lectine de type II, appelée langerine (ou CD207), 

impliquée dans la capture d’antigènes (Valladeau et al. 2000 ; 2000b ; 2006), mais aussi les 

marqueurs CD1a, CD13 et CD33, ainsi que de nombreuses molécules d’adhérence, telle que la 

E-cadhérine ou EpCAM (ou Epithelial Cell Adhesion Molecule) (Valladeau et Saeland. 2005). 

Ces cellules ont des capacités d’auto-renouvellement en condition basale et sont renouvelées 
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grâce aux précurseurs circulants présents dans le sang périphérique après inflammation du tissu 

(Merad et al. 2002). Les LCs expriment différents types de récepteurs à leur surface leur 

permettant de détecter et de capturer certains types d’antigènes, notamment grâce à l’expression 

des TLR-2/3/6 (Flacher et al. 2006 ; Aar et al. 2007). En effet, selon la nature de l’antigène les 

LCs peuvent activer des lymphocytes T résidents ou migrer dans les organes lymphoïdes 

secondaires afin d’initier une réponse immunitaire T (Seneschal et al. 2012 ; Villablanca et Mora. 

2008). Ainsi les LCs démontrent une grande plasticité en termes de réponse immunitaire. Elles 

sont capables d’induire des réponses immunitaires contre les virus et les pathogènes 

intracellulaires via l’activation de réponse Th1/Th2 (Furio et al. 2010), Th17 (Mathers et al. 2009) 

et Th22 (Fujita et al. 2009). Par ailleurs, elles sont essentielles au maintien de l’homéostasie 

tissulaire en activant des lymphocytes T régulateurs (Treg) (Seneschal et al. 2012 ; Aar et al. 2013) 

permettant une tolérance immune face aux bactéries commensales, mais aussi des LT Th1/Th17 

afin de lutter contre l’infection de microorganismes pathogènes.  

d) Les cellules dendritiques inflammatoires 

Les nombreuses études portées sur les maladies inflammatoires, comme le psoriasis 

(Wollenberg et al. 2002 ; Zaba et al. 2009), l’eczema (Wollenberg et al. 1996) ou encore les 

maladies inflammatoires de l’intestin (Zigmond et al. 2012 ; Leal et Däbritz. 2015 ; Smrekar et 

al. 2018), ont permis d’identifier des cellules myéloïdes inflammatoires. Parmi ces cellules, on 

trouve des cellules dendritiques particulières présentes uniquement en contexte inflammatoire 

(Segura et al. 2013b ; Segura et Amigorena 2013). 

(1) Les DCs inflammatoires « classiques » 

Au sein de tissues endommagés ou infectieux, un sous-groupe particulier de cellules 

dendritiques a été décrit, n’apparaissant qu’au niveau du site inflammatoire, et qui sont alors 

appelées DCs inflammatoires. De manière intéressante, on peut noter les DCs inflammatoires 

expriment le facteur de transcription de la lignée des DCs ZBTB46 ; bien que leur signature 

génique soit très proche de celle des monocytes (Segura et al. 2013b ; Segura et Amigorena. 

2013). Ces DCs orientent spécifiquement la réponse immunitaire T de type Th17 au niveau du 

site enflammé, avec une sécrétion forte d’IL-6/23/1b et TGF-β. Cependant, elles sont aussi 

capables d’induire des réponses de type Th1 et Th2. 

Les DCs inflammatoires ont été identifiées pour la premières fois dans les années 1990s 

grâce aux travaux de Wollenberg et coll. avec la découverte de cellules dendritiques de l’épiderme 

inflammatoire (ou IDECs pour Inflammatory Dendritic Epidermal Cells) au sein de lésions 

cutanées (dermatite atopique et d’eczéma). Les IDECs présentent des similitudes avec les cellules 

de Langerhans, comme l’expression positive du marqueur de surface CD1a, mais diffèrent via 
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l’expression négative de langérine, l’expression positive du récepteur FcεRI et l’absence de 

granules de Birbeck (Wollenberg et al. 1996). Ces DCs expriment spécifiquement le récepteur 

du mannose, le CD206 (ou MR pour Mannose Receptor), leur permettant de capturer des 

antigènes mannosylés par endocytose (Wollenberg et al. 2002). De plus, elles expriment les 

marqueurs typiques de DCs, comme le CD11c, le CD11b ou HLA-DR. 

Segura et coll. ont montré qu’il existait une autre population de DCs inflammatoires 

retrouvées dans le liquide synovial de patients atteints d’arthrite rhumatoïde. Ces DCs sont 

caractérisées par l’expression du marqueur de monocytes le CD14, mais aussi les marqueurs de 

cDC2 CD1c (ou BDCA-1), les récepteurs CD206 et FcεRI et le régulateur SIRPα (Segura et al. 

2013b).  

Pour finir une dernière population de DCs inflammatoires a été identifiées chez des 

patients atteints de psoriasis, où l’analyse de biopsies de peau ont montré la présence de cellules 

dendritiques inflammatoires Slan
+

(pour 6-sulfo LacNAc) localisées au niveau du derme 

enflammé (Hänsel et al. 2011). Ces cellules produisent une grande quantité de TNF-α et IL-12, 

et sont particulièrement efficaces pour engendrer des réponses T de type Th17/Th1. 

(2) Les cellules dendritiques-dérivées de monocytes (MoDCs) 

Au cours d’une infection induite chez la souris par le parasite Leishmania, en 2007 

l’équipe de Leon a mis en évidence la présence de cellules dendritiques inflammatoires dérivant 

de monocytes particulier, exprimant le marqueur Ly6C, au site enflammé. Par la suite ces cellules 

ont été nommées cellules dendritiques-dérivées de monocytes (León et al. 2007). Ces cellules 

présentent des capacités de migration et d’activation de lymphocytes T CD4+ et CD8
+

 similaire 

aux autres DCs. Ce type de cellules dendritiques est retrouvé chez l’homme uniquement en 

contexte inflammatoire. En effet, Segura et coll. suggèrent que certaines DCs inflammatoires 

humaines présentent dans les tissus enflammés dérivent de monocytes plutôt que de précurseurs 

de DCs (Segura et al. 2013b). De manière complémentaire Achachi et coll. ont montré qu’après 

exposition de peaux humaines aux UV, les LCs qui reconstituaient l’épiderme inflammé 

provenait de monocytes circulants (Achachi et al. 2015). Par ailleurs, il est possible de générer 

des MoDCs humaines in vitro à partir de monocytes et grâce à un cocktail de cytokines, dont les 

plus classiquement utilisées sont le GM-CSF (pour Granulocyte-Macrophages Colony-

Stimulating Factor) et l’IL-4 (Sallusto et Lanzavecchia. 1994 ; Robbins et al. 2008). Ces cellules 

présentent un profil transcriptomique proche de celui des DCs inflammatoires identifiées in vivo. 

De plus, leur capacité de maturation sont similaires puisqu’une stimulation des TLRs permet 

d’augmenter l’expression des marqueurs CD80/86/83, mais aussi d’induire une augmentation du 

CMH-II à la surface des cellules. Cette stimulation est associée à une production de cytokines 



95 
 
 

pro-inflammatoires (León et al. 2005 ; Segura et al. 2013b). Ainsi les MoDCs humaines générées 

in vitro sont couramment utilisées pour mieux comprendre la biologie de la cellule dendritique. 

C’est pourquoi, pour réaliser ces travaux de thèse, des cellules dendritiques dérivées de 

monocytes humains ont été générées et utilisées comme modèle de cellules dendritiques. 

e) Exemple de diversité de cellules dendritiques dans un tissu de 
revêtement : DCs intestinales 

Cette partie fait le lien avec ma partie III. Maladie de Crohn et polymorphismes 

autophagiques, où je vais décrire l’ensemble des cellules dendritiques intestinales et leurs 

fonctions majeures. 

Les DCs intestinales sont localisées dans les tissues lymphoïdes intestinaux qui sont 

groupés selon le terme GALT (pour Gut-Associated Lymphoïd Tissues), comprenant les plaques 

de Peyers (ou PPs pour Peyer’s Patches) et les tissues lymphoïdes isolées et solidaires (ou SILT 

pour Solidary Isolated Lymphoïd Tissues), mais aussi de manière éparse dans la lamina propria. 

Elles font ainsi parties intégrantes de la seconde ligne de défense de la muqueuse intestinale 

contre les microorganismes pathogènes. Ces DCs sont indispensables au maintien de 

l’homéostasie intestinale, participant à la fois à la tolérance immunitaire et à la réponse 

inflammatoire. La particularité de ces cellules est leur capacité à quitter la lamina propria pour 

migrer vers les organes lymphoïdes secondaires de l’intestin, les ganglions mésentériques ou les 

plaques de Peyers, riches en lymphocytes T naïfs, pour les activer et engendrer une réponse 

immunitaire T spécifique. Watchmaker et coll. ont identifié trois populations de cDCs CD11c
+

 

majeures au sein de la lamina propria d’échantillons intestinaux humains, classées selon 

l’expression de deux marqueurs : le CD103 et Sirpα (ou CD172a) (Watchmaker et al. 2014). Le 

CD103 est une intégrine qui lie la E-cadhérine des cellules épithéliales, alors que Sirpα est le 

récepteur du ligand CD47 dont l’engagement induit une inhibition de la phagocytose dans la DC. 

Ainsi on distingue : les DCs 103+Sirpα+, les DCs 103+Sirpα- et le DCs 103-Sirpα+. 

La population majeure de DCs intestinales est appelée humain double positive (ou hDP), 

exprimant à la fois CD103 et Sirpα (ou huDC 103+Sirpα+). Ces DCs ont un profil 

transcriptomique similaire aux cDC-2 du sang (CD1c+). Ces DCs expriment fortement les 

marqueurs HLA-DR (CMH-II), CD83, CD86 et CD40, et faiblement le CD80. De manière 

intéressante, ces DCs expriment fortement les récepteurs aux chimiokines CCR6 et CCR7, ainsi 

que l’intégrine α4β7 et de manière intermédiaire CXCR3, des marqueurs associés aux capacités 

de migration vers les OLS. L’étude de l’expression de gènes impliqués dans la mise en place de 

la tolérance immunitaire a révélé que les hDP DCs expriment préférentiellement ces gènes, leur 

conférant « de meilleurs capacités » d’induction de tolérance en comparaison avec les deux autres 
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populations de DCs intestinales. De manière complémentaires, ces DCs montrent une plus 

grande capacité à activer des LTregs FOXP3+ que les autres sous-types de DCs. Par ailleurs, les 

hDP DCs sont capables d’induire efficacement des réponses T Th17 (Watchmaker et al. 2014). 

La population intermédiaire est appelée human simple positive (ou hSP), exprimant 

seulement le CD103 (ou huDC 103+Sirpα-). Ces DCs ont un profil transcriptomique similaire 

aux cDC-1 du sang (CD141+). Ces DCs expriment fortement les marqueurs HLA-DR (CMH-

II) et CD40, de manière intermédiaire le marqueur CD83, et faiblement le marqueur CD86 et 

CD80. De plus elles expriment fortement les récepteurs aux chimiokines CCR6, CCR7 et 

CXCR3, ainsi que l’intégrine α4β7. Les hSP DCs sont capables d’induire efficacement des 

réponses T de type Th17, mais ne semble pas être capables d’induire des réponses Tregs 

(Watchmaker et al. 2014). 

 
Figure 22 : Diversité des cellules dendritiques humaines 
Il existe quatre grands types de cellules dendritiques humaines, qui sont les DC conventionnelles (cDCs), 

les DCs plasmacytoïdes (pDCs), les cellules de Langerhans (LCs) et les DCs inflammatoires générées ou 

recrutées en contexte inflammatoires au sein des tissus.  
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La population minoritaire de DCs intestinales exprime seulement le marqueur Sirpα (ou 

huDC 103-Sirpα+). Cette population, dont le profil transcriptomique est similaire au MoDCs, 

est retrouvé plus abondamment dans les tissus enflammés. Ces DCs expriment fortement le 

marqueur HLA-DR (CMH-II), de manière intermédiaire les marqueurs CD86 et CD40, et 

faiblement le marqueur CD83 et CD80. De plus, elles expriment fortement les récepteurs aux 

chimiokines CX3CR1, ainsi que l’intégrine α4β7, de manière intermédiaire CCR7, et faiblement 

le CCR6. Contrairement aux autres populations de DCs intestinales, les huDCs 103-Sirpα+ sont 

très efficaces pour engendrer des réponses T de type Th1, associées à une forte production 

d’IFN-γ (Watchmaker et al. 2014). 
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III. Maladie de Crohn et polymorphismes autophagiques 

1. Définition et épidémiologie  

La maladie de Crohn (ou MC) est une maladie immunitaire qui fait partie des maladies 

inflammatoires chroniques de l’intestin (ou MICI). Elle est caractérisée par une inflammation 

chronique du tube digestif qui apparaissent sous formes de poussées temporisées par des 

intervalles plus ou moins variables de rémissions. Contrairement aux autres MICI, la MC peut 

s’étendre sur tout le tube digestif, avec une prévalence pour l’iléon (Roda et al. 2020). C’est une 

maladie dont l’incidence en Europe se situe entre 0,7 et 9,8 nouveaux cas par an pour 100 000 

habitants, soit environ 1 millions de patients. Elle touche préférentiellement les femmes entre 20 

et 40 ans, bien que l’âge moyen tout sexe confondu soit autour de 48 ans. Cette maladie tient son 

nom du gastro-entérologue Burrill B. Crohn. 

 
Figure 23 : Facteurs de risques associés à la maladie de Crohn (MC) 
Les facteurs de risque principaux de la maladie de Crohn sont les facteurs génétiques et 

environnementaux. Ils sont fortement associés à la dysbiose intestinale qui correspond à la modification 

de la composition du microbiote intestinal. L’ensemble de ces trois facteurs conduit à une dérégulation 

de la réponse immunitaire, aboutissant à la mise en place d’une réponse inflammatoire chronique, 

caractéristique de la maladie. 

Les MICI sont décrites comme des maladies complexes qui résultent de l’association 

entre plusieurs facteurs, dont des facteurs environnementaux et des mutations au niveau de gènes 

de susceptibilité, on parle notamment de maladie « multifactorielle » (Figure 23). Il existe de 

nombreux facteurs environnementaux qui sont associés au développement de la MC, tels que le 
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tabagisme, l’appendicectomie, les facteurs liés à l’alimentation, la prise médicamenteuse, les 

agents infectieux, les conditions d’hygiènes et les facteurs psychologiques (Dutta et Chacko. 2016 

; Carreras-Torres et al. 2020 ; Roda et al. 2020). Ces différents facteurs participent au 

dysfonctionnement du système immunitaire, responsable de l’inflammation chez les patients. Les 

facteurs génétiques ont aussi un impact très important dans la MC. En effet, différentes études 

ont mis en évidence des gènes de prédispositions pour la MC, avec un taux d’héritabilité 

d’environ 40% chez les jumeaux monozygotes (Halfvarson et al. 2003). De plus, une étude sur le 

génome humain a mis en évidence environ 240 loci dont la mutation est associée à un risque de 

développer une MICI (Lange et al. 2017). La cartographie plus fine de cette étude a permis 

d’identifier des polymorphismes nucléotidiques spécifiquement associés à ces maladies, présents 

sur un seul nucléotide (ou SNPs pour Single-Nucleotide Polymorphisms) (Huang et al. 2017). Il 

est intéressant de noter que de nombreux polymorphismes ont été identifiés dans des gènes 

associés à l’autophagie, un processus essentiel au maintien de l’homéostasie et des fonctions de 

l’intestin (Lees et al. 2011). Je détaillerai particulièrement ces polymorphismes dans la 3ème 

partie de cette partie.  

2. Physiopathologie de la maladie de Crohn  

La barrière intestinale joue un rôle crucial dans le développement de la MC, puisqu’elle 

constitue la première barrière de défense face au microbiote intestinal (Figure 24). Deux 

évènements successifs peuvent expliquer l’apparition de lésions intestinales inflammatoires chez 

les patients : l’altération de l’épithélium intestinal et la modification de la biodiversité de la flore 

microbienne, appelée dysbiose (Huttenhower et al. 2014). L’association de ces deux évènements 

avec un dysfonctionnement du système immunitaire conduit au développement et au maintien 

de la maladie de Crohn caractérisée par une inflammation chronique de l’intestin (Figure 25). 

Pour bien comprendre la physiopathologie de cette maladie, je décrirai dans un premier 

temps la biologie de la muqueuse intestinale en condition basale, puis pathologique. J’ai 

volontairement privilégié de discuter du rôle des cellules dendritiques intestinales dans 

l’homéostasie de l’épithélium, ainsi que dans la physiopathologie de la maladie. 

a) Biologie intestinale 

La barrière intestinale est continuée d’un biofilm bactérien, d’une couche de mucus et de 

la muqueuse intestinale, formant ainsi une barrière à la fois physique et chimique. Dans la 

maladie de Crohn, chacun de ces éléments est altéré (Figure 24). 

(1) La muqueuse intestinale 

La muqueuse intestinale est composée d’un épithélium intestinal et d’une lamina propria. 

L’épithélium intestinal est constitué majoritairement de diverses cellules épithéliales et de cellules 
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immunitaires, alors que la lamina propria est composée principalement de cellules immunitaires. 

L’une des fonctions de cette muqueuse est de maintenir l’homéostasie du tissu intestinal, basé 

notamment sur la maintenance de la tolérance envers la flore commensale et l’élimination des 

microorganismes pathogènes (Zouiten-Mekki et al. 2013). 

(a) Les cellules épithéliales 

Parmi les cellules épithéliales qui composent l’épithélium intestinal, on 

distingue principalement : les cellules épithéliales de l’intestin (ou IECs pour Intestinal Epithelial 

Cells, appelées aussi entérocytes), les cellules souches intestinales, les cellules de Paneth, ou 

encore les cellules de Goblet (Zouiten-Mekki et al. 2013). Les cellules souches intestinales 

permettent un renouvellement des différentes cellules qui composent l’épithélium. Les cellules 

entérocytes constituent la majorité des cellules de l’épithélium, dont certaines ont des fonctions 

spécialisées. Elles sont reliées entre elles par un complexe jonctionnel, composé de jonctions 

serrées, de jonctions d’ancrages et de jonctions communicantes, formant ainsi une barrière 

imperméable (Laukoetter et al. 2006). Les cellules de Goblet sécrètent du mucus, qui est 

composé majoritairement de mucine (codée par les gènes MUC). Ce mucus fait partie intégrante 

à la fois de la barrière physique, jouant le rôle de filtre et limitant l’infiltration des 

microorganismes, mais aussi de la barrière chimique du fait de sa richesse en IgA et molécules 

antimicrobiennes (Knoop et Newberry. 2018). Pour finir, les cellules de Paneth, quant à elles, 

sont spécialisées dans la sécrétion de peptides antimicrobiens (ou défensines) et de lysozymes qui 

participent à la lutte antimicrobienne non spécifiques (Ayabe et al. 2000 ; Bevins et Salzman. 

2011). (Figure 24) 

Les cellules de l’épithélium intestinal participent à l’homéostasie du tissu intestinal en 

sécrétant des cytokines à la fois pro- et anti-inflammatoires. Ainsi, ces cellules participent à la 

réponse pro-inflammatoire dirigée contre les microorganismes pathogènes via la sécrétion d’IL-

1β, d’IL-6 ou encore d’IL-8 (Zouiten-Mekki et al. 2013), mais aussi à la réponse anti-

inflammatoire via la sécrétion de TGF-β ou d’IL-25. En effet, il est décrit que le TGF-β favorise 

un environnement immunosuppressif afin de contrôler l’inflammation du tissu, alors que l’IL-25 

conditionne les DCs intestinales pour qu’elles sécrètent de l’IL-10 afin d’activer des LT 

régulateurs permettant de réguler l’inflammation du tissu (MacDonald et al. 2011). (Figure 24) 

(b) Les cellules immunitaires 

La fonction majeure des cellules immunitaires présentes au niveau de la muqueuse 

intestinale est de maintenir l’homéostasie du tissu (MacDonald et al. 2011). Parmi ces cellules 

immunitaires on distingue : les neutrophiles, les macrophages et les cellules lymphoïdes innées 

(ou ILCs pour Innate Lymphoid cells) qui assurent les défenses immunitaires innées, et les 
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cellules dendritiques impliquées à la fois dans la réponse immunitaire innée, mais aussi dans la 

réponse immunitaire adaptative médiée par les lymphocytes T et B  (MacDonald et al. 2011 ; 

Zouiten-Mekki et al. 2013). Les neutrophiles sont des cellules phagocytaires recrutées dans 

l’épithélium intestinal afin de participer à l’élimination de bactéries infectieuses. Elles sont 

notamment capables de sécréter une grande quantité d’IL-22, une cytokine qui participe à la fois 

à la défense antimicrobienne et à la restauration du tissu intestinal enflammé (Zindl et al. 2013). 

Les macrophages sont des phagocytes capables à la fois d’éliminer efficacement les 

microorganismes pathogènes infiltrant l’épithélium intestinal, mais aussi de maintenir 

l’homéostasie du tissu via la sécrétion d’IL-10 ou de TGF-β, afin contrôler l’inflammation du 

tissu (Maloy et Powrie. 2011; Li et al. 2014). Les ILCs sont peu présentes dans l’épithélium 

intestinal malgré leur rôle important au sein du tissu lorsque celui-ci est enflammé. En effet, ces 

cellules favorisent la sécrétion de mucus ou encore peptides anti-microbiens par les cellules 

épithéliales, via la production d’IL-22 (Sonnenberg et Artis. 2015). Il est intéressant de noter que 

ce sont les DCs intestinales qui stimulent la production d’IL-22 par les ILCs, via la sécrétion d’IL-

23 en réponse à différents signaux de dangers détectés dans l’épithélium. Ces DCs intestinales 

sont particulièrement essentielles à l’homéostasie du tissu intestinal, via leurs capacités détecter 

et capture des antigènes, mais aussi à orienter la réponse immunitaire vers une réponse de type 

tolérogène ou immunogène en fonction de la nature de l’antigène détecté (MacDonald et al. 

2011). Il est intéressant de noter qu’il existe trois types de DCs intestinales prépondérantes, ayant 

diverses fonctions (voir partie II.5.e. Exemple de diversité de cellules dendritiques dans un tissu 

de revêtement : DCs intestinales) : les huDCs 103+Sirpα+, les huDCs 103+Sirpα- et les huDCs 

103-Sirpα+ (Watchmaker et al. 2014). L’épithélium étant en contact permanent avec le 

microbiote intestinal, qui constitue une source importante d’antigènes microbiens, les DCs jouent 

donc un rôle majeur dans la maintenance de l’intégrité du tissu. (Figure 24) 

(i) Mise en place d’une réponse immunitaire 

tolérogène 

La réponse immunitaire tolérogène prend place après la reconnaissance et la capture 

d’antigènes issus de la flore commensale. Lorsque les DCs localisées la lamina propria vont 

détecter ces antigènes, elles vont alors s’activer et maturer, afin de pouvoir migrer vers les organes 

lymphoïdes secondaires locaux, qui sont les plaques de Peyer et les ganglions mésentériques, où 

sont localisés de nombreux LT CD4+ naïfs. Lors de la présentation antigénique, les DCs vont 

activer des LT naïfs spécifiques de l’antigène présenté. De plus, la sécrétion de TGF-β et d’IL-

10 par les DCs leur permet de polariser les LT activés en LT régulateurs (LT regs) (Mowat. 2003 

; MacDonald et al. 2011 ; Shen et al. 2012 ; Watchmaker et al. 2014). Il est intéressant de noter 
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que ce sont les huDCs 103+Sirpα+ qui vont majoritairement engendrer des réponses T 

régulatrices au niveau de l’épithélium intestinale (Watchmaker et al. 2014). Les LT regs vont 

permettre de réguler la réponse inflammatoire, passant par l’inhibition de la différenciation des 

LT de type Th1, Th2 et Th17, via la sécrétion d’IL-10. Ainsi, ces lymphocytes bloquent la 

réponse immunitaire immunogène spécifiquement dirigée contre la flore commensale, afin de 

maintenir une tolérance envers le microbiote intestinal (Mowat. 2003 ; MacDonald et al. 2011). 

Les LT regs participent aussi à l’activation de lymphocytes B afin qu’ils sécrètent une grande 

quantité d’immunoglobulines de type IgA, délocalisées ensuite au niveau du mucus. Ces IgA ont 

notamment des propriétés anti-inflammatoires, en contrôlant la colonisation de microorganismes 

dans l’épithélium (Maloy et Powrie. 2011). (Figure 24) 

D’autres cellules de l’immunité innée participent à la mise en place de la réponse 

tolérogène, comme les macrophages anti-inflammatoires (ou M2 pour Macrophage de type 2). 

Ces cellules vont pouvoir sécréter de l’IL-10 et du TGF-β en réponse à la détection d’antigènes 

issus du microbiote intestinal, favorisant un environnement immunosuppressif (Maloy et Powrie. 

2011 ; Li et al. 2014). En effet, le TGF-β va notamment inhiber l’activation des macrophages pro-

inflammatoires (ou M1 pour Macrophage de type 1), bloquant notamment leur capacité de 

phagocytose, permettant de protéger la flore commensale (Maloy et Powrie. 2011). (Figure 24) 

(ii) Mise en place d’une réponse immunitaire 

immunogène 

De manière similaire à la mise en place d’une réponse immunitaire tolérogène, la mise 

en place d’une réponse immunogène passe par la détection des signaux de danger et la capture 

d’antigènes issu de microorganismes pathogènes par les DCs intestinales, favorisant leur 

activation et leur maturation. Contrairement aux bactéries commensales, les microorganismes 

pathogènes sont spécifiquement reconnus par les PRRs présents à la surface des DCs via leurs 

motifs particuliers, les PAMPs. Ainsi, lors de la présentation antigénique, les DCs seront 

conditionnées pour sécréter des cytokines pro-inflammatoires, telles que l’IL-4, l’IL-6, l’IL-12, 

ou encore l’IL-23, afin d’activer et polariser les LT CD4+ naïfs en LT de type Th1, Th2 ou Th17 

spécifiques de l’antigène. Ces différents LT effecteurs vont à leur tour sécréter des cytokines pro-

inflammatoires telles que l’IL-4, l’IL-5, l’IL-17 et l’IFN-γ, participant à la lutte antimicrobienne 

(Maloy et Powrie. 2011). Il est intéressant de noter que ce sont les huDCs 103+Sirpα+ et les 

huDCs 103+Sirpα- qui sont responsables de l’activation de réponses T de type Th17 et les 

huDCs 103-Sirpα+ qui engendrent des réponses T de type Th1 (Watchmaker et al. 2014). L’IL-

17, sécrété par les LT Th17, joue un rôle important dans la défense antimicrobienne, favorisant 

notamment le recrutement des neutrophiles, mais aussi la production de peptides antimicrobiens 
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par les cellules de Paneth, ou encore la transcytose des IgA dans la lumière intestinale (Cao et al. 

2012 ; Cypowyj et al. 2012). Les DCs participent aussi à l’activation des ILCs via la sécrétion d’IL-

23, qui stimule leur production d’IL-22. L’IL-22, sécrété par les ILCs, stimule les défenses 

antimicrobiennes de l’épithélium intestinale, via la production de mucus par les cellules de 

Goblet et de peptides antimicrobiens par les cellules de Paneth (Sonnenberg et Artis. 2015). 

(Figure 24) 

Les PAMPs sont aussi détectés par d’autres cellules de l’immunité innée, comme les 

macrophages, qui vont alors s’activer et se différencier en macrophage de type M1, producteurs 

de grande quantité de cytokines pro-inflammatoires, dont l’IL-1β, l’IL-6, l’IL-8 et le TNF-α. Les 

cytokines produites par les macrophages peuvent permettre de recruter d’autres cellules 

immunitaires comme les neutrophiles ou les ILCs, qui vont à leur tour s’activer et sécréter des 

cytokines pro-inflammatoires pour lutter contre l’infection.  

C’est l’association entre la réponse inflammatoire et la réponse immunitaire adaptative 

spécifique qui permet d’éliminer efficacement les pathogènes infectieux. Dans un deuxième 

temps, différents évènements pourront par la suite contrôler et diminuer l’inflammation du tissu 

intestinal, tel que le recrutement et l’activation de lymphocytes B sécréteur d’IgA, une 

immunoglobuline qui permet de protéger la muqueuse intestinale en contrôlant notamment la 

colonisation des bactéries pathogéniques (Mowat. 2003). La sécrétion de cytokines anti-

inflammatoire, telles que le TGF-β et l’IL-10, tant par les cellules immunitaires que les cellules 

épithéliales, participe aussi à la régulation de la réponse inflammatoire (Maloy et Powrie. 2011 ; 

Li et al. 2014). 

(2) Microbiote intestinal 

Le biofilm bactérien est une couche protectrice constituée d’un amas de cellules 

bactériennes enrobé d’une matrice et attaché à la surface de l’épithélium. Le microbiote intestinal 

est constitué de l’ensemble des bactéries commensales associé à d’autres microorganismes 

(Morgan et al. 2012b). Il est composé d’environ 10
14

 microorganismes et plus de 1500 espèces 

de bactéries, telles que les Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria et Proteobacteria. Le groupe 

des Firmicutes est constitué de bactéries Gram+ qui représentent entre 60 et 80% de la flore 

intestinale, le groupe des Bacteroidetes représente quant à lui entre 15 et 30% et enfin les groupes 

des Actinobacteria et Proteobacteria représentent moins de 10% des bactéries intestinales (Cheng 

et al. 2013). Ces bactéries vivent en symbiose avec les cellules épithéliales et font partie intégrante 

de la défense antimicrobienne en bloquant notamment la colonisation de microorganismes 

pathogènes, mais aussi en modulant la sécrétion de cytokines par les cellules environnantes.  
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Figure 24 : Immunobiologie intestinale d’un patient sain 
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L’intestin est une zone en contact directe et permanente avec de multiples microorganismes qui constitue 

la flore intestinale. La barrière intestinale a pour fonction de protéger l’intestin de diverses infections, ainsi 

elle est constituée d’une barrière physique et chimique. La barrière physique est composée de trois 

éléments qui sont le biofilm bactérien constitué de bactéries commensales, le mucus qui filtre les 

microorganismes, et la muqueuse intestinale composée de diverses cellules épithéliales et immunitaires. 

La barrière chimique est constituée de quatre éléments majeurs qui sont les IgA, les lysozymes et les 

peptides antimicrobiens sécrétés dans le mucus afin de contrôler la prolifération des microorganismes 

pathogènes, ainsi que diverses cytokines pro-inflammatoires sécrétées par les cellules de la muqueuse 

intestinale. Ces différentes barrières maintiennent l’homéostasie du tissu intestinal, en régulant, 

notamment, l’équilibre entre la tolérance immunitaire envers la flore commensale (légende verte) et 

l’élimination des microorganismes pathogènes (légende rouge).  

En effet, l’équipe de Sokol a montré que les Firmicutes sont capables de bloquer l’activation de 

la voie NF-κB et la production d’IL-8 par les cellules de l’épithélium afin de maintenir la tolérance 

envers la flore intestinale (Sokol et al. 2008). Comme ces bactéries possèdent des propriétés anti-

inflammatoires, elles sont dites « protectrices » et participent à l’homéostasie du tissu intestinal. 

(Figure 24) 

b) Altérations de la muqueuse intestinale et mise en place de la 
réponse inflammatoire 

La physiopathologie complète de la maladie de Crohn reste encore mal comprise, bien 

qu’il semblerait que ce soit l’association de plusieurs évènements qui conduisent à son 

développement. De nombreuses polymorphismes génétiques ont été identifiées dans des gènes 

associés à la fonction de la muqueuse intestinale chez les patients atteints de cette maladie.  En 

effet, certaines de ces mutations ont été retrouvées dans des gènes associés à la fonction et la 

viabilité des cellules épithéliales intestinales, mais aussi associés à la réponse immunitaire innée 

ou adaptative. Les facteurs génétiques combinés aux facteurs environnementaux, entrainent de 

nombreuses altérations de la barrière intestinale, qui conduit à un déséquilibre de la flore. Ce 

déséquilibre est au profit de bactéries pathogéniques qui vont alors adhérer et coloniser 

l’épithélium intestinal. Pour répondre à ces infections une réponse inflammatoire se met en place 

au sein du tissu. C’est finalement la dérégulation du système immunitaire qui conduit à une 

inflammation chronique intestinale (Roda et al. 2020). (Figure 25) 

(1) Altérations de la barrière intestinale  

De nombreuses altérations de la barrière intestinale sont décrites comme étant associées 

à la MC, puisqu’elles favorisent l’invasion de microorganismes pathogènes.  

Le mucus est décrit comme l’une des premières défenses de cette barrière et dont 

l’altération est associée au développement de MICI (Moehle et al. 2006). Le mucus est sécrété 

par les cellules de Goblet et composé principalement de mucine, dont la MUC2. Moehle et coll.  

ont étudié l’expression d’ARN messagers codant pour différentes MUC au sein de biopsies 
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intestinales de patients atteints de la MC. Ils ont démontré une diminution de l’expression de ces 

messagers, en particulier pour l’ARNm codant pour MUC2. Cette modification de l’expression 

de MUC2 est particulièrement associée au développement de la MC (Moehle et al. 2006). Ces 

anomalies de composition du mucus pourraient favoriser la fixation de pathogènes opportunistes 

au niveau de l’épithélium intestinal. (Figure 25) 

Il est décrit que l’intégrité de l’épithélium intestinal diminue chez les patients atteints de 

la MC. Tout d’abord, la cohésion entre les cellules épithéliales assurée par les complexes 

jonctionnels est altérée. En effet, plusieurs études montrent une diminution de l’expression des 

protéines impliquées dans ces complexes, telles que les occludines et les cadhérines (Schulzke et 

al. 2009 ; Chelakkot et al. 2018). De plus, l’imperméabilité de la barrière intestinale est aussi 

altérée par l’augmentation de la mort des cellules épithéliales par apoptose (Schulzke et al. 2006 

; 2009). Pour finir, les fonctions des cellules de Paneth sont altérées chez les patients. Plusieurs 

études rapportent en effet que ces cellules présentent un défaut de sécrétion de peptides 

antimicrobiens (Wehkamp et al. 2004 ; Harris et al. 2006), mais aussi de lysozymes (Cadwell et 

al. 2010), diminuant leur capacité à lutter contre les microorganismes pathogènes. Ces différentes 

altérations favorisent l’entrée de bactéries opportunistes au sein de l’épithélium et c’est en 

réponse à ces infiltrations, qu’un excès de cytokines pro-inflammatoires est sécrété dans le tissu 

épithélial. (Figure 25) 

(2) La dysbiose 

L’augmentation de la perméabilité de l’épithélium intestinal permet à diverses bactéries 

pathogéniques de s’infiltrer dans l’épithélium, créant ainsi un déséquilibre entre bactéries 

commensales et pathogéniques, on parle alors de dysbiose (Morgan et al. 2012b ; Rahmouni et 

al. 2016). La dysbiose semble être un élément déterminant dans la physiopathologie de la maladie 

de Crohn. En effet, au cours de ce processus deux évènements sont particulièrement rapportés : 

la diminution de la biodiversité des bactéries au niveau de la barrière intestinale, en particulier la 

baisse des bactéries « protectrices » telles que les Firmicutes (Sokol et al. 2008), et l’augmentation 

de différentes populations de bactéries pathogéniques, telles que les Bactéroïdes et les 

Entérobactéries (Lapaquette et al. 2010 ; 2012 ; Sadabad et al. 2015). Il est intéressant de noter 

que ce sont les entérobactéries de types Escherichia Coli adhérentes et invasives (ou AIECs pour 

Adherent and Invasive Escherichia Coli) qui sont retrouvées de façon prépondérante au niveau 

de l’iléon des patients atteints de la MC (Darfeuille-Michaud et al. 2004 ; Lapaquette et al. 2010 

; 2012). Ces AIECs sont notamment capables d’infecter et de proliférer au sein des macrophages 

présent dans la muqueuse (Glasser et al. 2001 ; Lapaquette, et al. 2012 ; Buisson et al. 2019), 

mais aussi des cellules épithéliales (Darfeuille-Michaud et al. 2004 ; Lapaquette et al. 2010 ; 



107 
 
 

Nguyen et al. 2014 ; Larabi et al. 2020b). Ce défaut de contrôle des bactéries est notamment en 

lien direct avec un défaut d’autophagie au sein de ces cellules. De manière intéressante, Nguyen 

et coll. ont montré que les AIECs étaient capable d’induire l’inhibition de la xénophagie dans 

des cellules épithéliales infectées. En effet, ces bactéries entrainent une augmentation de 

l’expression de deux microARNs (ou miR), le miR30C et le miR130A dans les cellules infectées, 

qui bloquent l’expression des protéines autophagiques ATG5 et ATG16L1. Par conséquent, cela 

inhibe le processus autophagique dans les cellules épithéliales étudiées, favorisant la prolifération 

des AIECs. L’équipe a démontré que l’augmentation de l’expression de ces microARNs passe 

par l’activation de la voie NF-κB, en particulier la sous-unité p65, stimuler à la suite de l’infection 

(Nguyen et al. 2014). De plus, il a été montré récemment que des exosomes contenant ces deux 

microARNs sont sécrétés par les cellules infectées par des AIECs, puis intégrés par les cellules 

environnantes, propageant ainsi l’inhibition du processus autophagique au profit de la 

prolifération des bactéries (Larabi et al. 2020b). (Figure 25) 

Finalement, les bactéries capables de pénétrer dans l’épithélium intestinal, puis de 

proliférer vont initier le déclenchement d’une réponse inflammatoire au sein de la muqueuse. Il 

est fort probable que la dysbiose soit l’un des facteurs clé de l’initiation, mais aussi de la 

persistance de la maladie (Larabi et al. 2020). 

c) Mise en place d’une réponse inflammatoire chronique 

Les MICI sont caractérisées par une dérégulation du système immunitaire qui touche 

aussi bien l’immunité innée que l’immunité adaptative. Ces anomalies perturbent l’équilibre entre 

tolérance et inflammation au sein du tissu intestinal, au profit d’une réponse inflammatoire 

disproportionnée. Chez les patients atteints de la MC, il y a une persistance de cette inflammation 

au niveau de la muqueuse intestinale, on parle alors d’inflammation chronique. 

(1) Dérégulation de la réponse immunitaire innée 

L’affaiblissement de la barrière intestinale et la dysbiose favorisent les contacts entre le 

microbiote intestinal et les cellules de l’immunité innées. De nombreuses mutations génétiques 

associées à la réponse immunitaires innées favorisent la prolifération de microorganismes 

pathogènes, qui est l’origine de l’initiation et de l’amplification de la réponse inflammatoire. 

(a) Défaillance des systèmes de détection des 
microorganismes 

Dans la maladie de Crohn, plusieurs mutations génétiques identifiées sont associées à des 

gènes codant pour des récepteurs de l’immunité inné (Harris et al. 2006), des récepteurs 

impliqués dans la reconnaissance des microorganismes pathogènes. Par conséquent, ces 

mutations peuvent réduire leurs détections au niveau de la barrière intestinale. En effet, un 
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polymorphisme du gène codant pour le récepteur TLR-4 a été identifié chez les patients atteints 

de la MC. Il est notamment associé à une baisse d’expression du récepteur, qui a pour 

conséquence une augmentation de la prolifération de bactéries Gram
-  

(Franchimont et al. 2004). 

Par ailleurs, les DCs intestinales sont particulièrement sensibles à ces mutations qui affectent leurs 

capacités de détection de PAMPs. En effet, certains polymorphismes des gènes codant pour les 

récepteurs NOD (NOD-1 et NOD-2) ont été identifiés comme étant associés à un défaut de 

détection et d’élimination des bactéries pathogéniques par les DCs humaines, favorisant une 

augmentation de leur prolifération au sein du tissu intestinal (Cooney et al. 2010a). (Figure 25) 

D’autres cellules, comme les cellules épithéliales présentent aussi des défauts 

d’élimination de bactéries pathogéniques associés à un défaut d’expression de PRRs. En effet, 

Wehkamp et coll. ont étudié des cellules de Paneth extraites de tissus de patients atteints de la 

MC et exprimant l’un des polymorphismes du récepteur NOD-2. Ils ont montré qu’à la suite 

d’une stimulation de ce récepteur, les cellules mutées exprimaient moins de défensines en 

comparaison des cellules non-mutées. En effet, le polymorphisme étudié bloque la signalisation 

induite par la stimulation du récepteur, qui passe par le facteur de transcription NF-κB, qui 

contrôle l’expression des peptides antimicrobiens (Wehkamp et al. 2004 ; Voss et al. 2006). Cette 

réduction de production de défensines participe à la prolifération de bactéries pathogènes. 

(Figure 25) 

(b) Initiation et amplification de la réponse 
inflammatoire par les cellules de l’immunité innée 

De nombreuses mutations associées aux PRRs peuvent initier et amplifier la réponse 

inflammatoire (Harris et al. 2006). Il a été décrit que dans la MC, les DCs intestinales sont 

particulièrement activées au niveau de sites intestinaux inflammatoires (Mowat. 2003). En effet, 

les DCs humaines étudiées expriment fortement le marqueur CD40, associé à l’activation et la 

maturation des DCs, mais aussi les récepteurs TLR-2 et TLR-4, associé à une augmentation de 

la détection des bactéries pathogéniques. L’étude montre que ces DCs sécrètent de nombreuses 

cytokines pro-inflammatoires, en particulier de l’IL-6, l’IL-12 et l’IL-23, capables d’engendrer 

des réponses T de type Th1 et Th17 (Hart et al. 2005). La « suractivation » de ces DCs favorise 

donc la mise en place d’une réponse pro-inflammatoire de grande ampleur. (Figure 25) 

De manière complémentaire, il a été montré que lorsque l’un des polymorphismes de NOD-2, 

induisant un défaut fonctionnel du récepteur, est exprimé dans des splénocytes de souris, cette 

expression augmente la signalisation induite par le TLR-2. En effet, ce polymorphisme bloque la 

régulation négative de la signalisation du TLR par le récepteur NOD. Ce phénotype est associé 

à une augmentation de l’activation de la voie NF-κB et de la production de cytokines pro-
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inflammatoires, telles que l’IL-12, l’IL-18 et le TNF-α, en réponse à une stimulation du TLR-2 

(Watanabe et al. 2004). De plus, des études faites sur la prévalence d’infections par des AIECs 

au sein de l’épithélium de patients atteints de la MC, ont montrés que ces infections étaient 

associées à la mise en place d’une réponse inflammatoire importante par les cellules de 

l’immunité innée. En effet, les équipes des Dr. Buisson et Lapaquette ont montrés que des 

macrophages infectés par des AIECs sécrètent une grande quantité de cytokines pro-

inflammatoires, telles que l’IL-1β (Buisson et al. 2019), l’IL-6 (Lapaquette et al. 2012), mais aussi 

le TNF-α (Lapaquette et al. 2012 ; Buisson et al. 2019), en réponse à l’infection. Pour finir, des 

polymorphismes de la voie du TNF-α ont été mis en évidence chez les patients atteints de la MC, 

dont certains induisent une augmentation de la sécrétion de TNF-α par des cellules immunitaires 

ou encore des cellules épithéliales (Wilson et al. 1997 ; Sashio et al. 2002). De manière 

complémentaire, des mutations ont été retrouvées dans des gènes codant pour les récepteurs du 

TNF, dont certaines sont associées à une augmentation locale de l’inflammation dans le tissu 

intestinal, médié par une « suractivation » de la signalisation induite par la stimulation du 

récepteur (Sashio et al. 2002 ; Qasem et al. 2019). Il est intéressant de noter que le TNF-α est 

l’une des cytokines pro-inflammatoire centrales de la physiopathologie de la maladie (Maloy et 

Powrie. 2011 ; Neurath. 2014). En effet, elle est produite par de nombreuses cellules au sein de 

l’épithélium, comme les macrophages, les LTs, les DCs ou encore les fibroblastes (Neurath 

2014a). Les conséquences de sa sécrétion sont multiples, à savoir : elle engendre la mort des 

cellules de Paneth ou encore des IECs ce qui facilite la dysbiose intestinale, elle favorise aussi la 

survie des LT effecteurs et des macrophages pro-inflammatoires (de type M1) ce qui amplifie la 

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires dans le tissu, et elle permet d’augmenter l’angiogenèse 

et la vascularisation du tissu afin de recruter d’avantage de cellules immunitaires au site enflammé, 

ce qui dans l’ensemble augmente l’inflammation au sein de l’épithélium intestinal (Neurath 

2014a). De ce fait, de nombreux traitements anti-TNF ont été développés pour contrôler 

l’inflammation, notamment chez les patients exprimant un ou plusieurs polymorphisme(s) de la 

voie du TNF (Qasem et al. 2019). (Figure 25) 

(2) Dérégulation de la réponse immunitaire adaptative 

Dans la maladie de Crohn on constate un déséquilibre entre la quantité de LT effecteurs 

et LT régulateurs. En effet, les différents évènements décrit ci-dessus favorisent la « suractivation » 

des APCs, en particulier des DCs intestinales, qui vont alors engendrer des réponses 

immunitaires adaptatives spécifiques de l’antigène pour lutter contre l’infiltration massive des 

microorganismes pathogènes. L’activation de réponses T effectrices participe à la fois à l’initiation 
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et à l’amplification des réponses inflammatoires chez les patients, à l’origine du développement 

et de la persistance de la maladie. (Figure 25) 

(a) Mise en place de la réponse T cytotoxique : initiation 
de la formation des lésions intestinales 

Les docteurs Boschetti et Nancey, deux gastroentérologues qui font partie de notre 

équipe, ont montré que les lymphocytes T CD8+ effecteurs spécifiques de l’antigène font partie 

des cellules qui initient la mise en place de l’inflammation (Nancey et al. 2006 ; Boschetti et al. 

2016). En effet, ces LT CD8+ cytotoxiques sont recrutés et activés par les DCs intestinales au 

sein du tissu infecté, et vont alors sécréter une grande quantité de granzyme B, délétère pour les 

cellules épithéliales, mais aussi de TNF-α, d’IL-23 et d’IL-17. Les fonctions du TNF-α ont été 

décrites ci-dessus comme étant à la fois initiatrices et amplificatrices de la réponse inflammatoires. 

L’IL-23 participe quant à elle à la polarisation de LT de type Th17, des LT effecteurs producteurs 

d’IL-17. Pour finir il a été montré que ces LT CD8+ cytotoxiques sont responsable de la 

formation et du maintien des lésions du tissu intestinales (Nancey et al. 2006 ; Boschetti et al. 

2016). (Figure 25) 

(b) Mise en place de la réponse T auxiliaire : mise en 
place de la chronicité de la maladie 

Diverses études rapportent la prévalence des LT CD4+ de type Th1 et Th17 au niveau 

du tissu intestinal enflammé pour une minorité de LT CD4+ régulateurs (Gálvez 2014 ; Ahluwalia 

et al. 2018b).  

Les lymphocytes T effecteurs de type Th1 et Th17 sont majoritairement activés par les 

DCs intestinales, puis recrutés et maintenu aux sites enflammés. Ils vont sécréter de grandes 

quantités de cytokines pro-inflammatoires, telles que l’IFN-γ, TNF-α et IL-17, et sont 

principalement responsables de l’amplification de l’inflammation au sein du tissu. La présence 

de LT Th17 est particulièrement associée aux MICI (Gálvez 2014). Il est décrit que ces cellules 

ont une activité inflammatoire importante passant par la production d’IL-17 (IL-17A et IL-17F), 

une cytokine pro-inflammatoire sécrétée en réponse aux infections bactériennes (Fujino et al. 

2003). Au regard de ces fonctions dans la réponse anti-infectieuse, l’IL-17 est décrit comme étant 

essentiel dans le maintien de l’homéostasie intestinale. Cependant, il est aussi fortement délétère 

dans le cadre de la maladie, puisqu’il favorise, notamment, le recrutement et l’activation d’autres 

cellules immunitaires, comme les macrophages et les neutrophiles, et stimulent leur sécrétion de 

cytokines pro-inflammatoires, telles que l’IL-1β, l’IL-6, l’IL-8, l’IL-12, l’IL-18 et le TNF-α (Fujino 

et al. 2003 ; Gálvez. 2014). Dans la physiopathologie de cette maladie, l’IL-17 est à la fois 

impliqué dans l’amplification et la maintenance de la réponse inflammatoire.  
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Figure 25 : Immunobiologie intestinale d’un patient atteint de la maladie de Crohn 
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De nombreuses mutations génétiques ont été identifiées chez les patients atteints de la maladie 

de Crohn affectant le processus autophagique (comme le gène codant pour ATG16L1), la 

détection des microorganismes (les gènes codant pour des TLRs, ou NOD), ou encore la 

sécrétion du mucus (le gène codant pour MUC2). La combinaison de facteurs génétiques et 

environnementaux altère l’intégrité de la muqueuse intestinale qui conduit à un déséquilibre de 

la flore, appelée dysbiose. Ce déséquilibre favorise l’invasion et la prolifération massive de 

microorganismes pathogènes, telle que l’entérobactérie Escherichia Coli adhérente et invasive 

(ou AIEC). Les diverses infections de la muqueuse intestinale activent des réponses pro-

inflammatoires au sein du tissu. Ces réponses sont initiées par les cellules épithéliales et les 

cellules de l’immunité innée (tels que les M1 et DCs) qui sont en contact direct avec les 

pathogènes. La persistance des infections conduit à la mise en place de réponses immunitaires 

adaptatives spécifiques (médiées par les DCs, LT CD8+ cytotoxiques, LT CD4+ Th1/17) qui 

amplifient la réponse inflammatoire globale du tissu. La dérégulation du système immunitaire est 

initiée par à une rupture de tolérance qui favorisent la dérégulation, puis la persistance de 

l’inflammation, qui conduit à la chronicité de la maladie.  

De plus, il est intéressant de noter que plusieurs polymorphismes du récepteur à l’IL-23 sont 

associés à la MC comme étant bénéfique pour les patients (Duerr et al. 2006). En effet, 

l’engagement de ce récepteur dans les LT induit leur différenciation et leur polarisation en LT 

de type Th17, et stimule la production d’IL-17 dépendante des voies de signalisation NF-κB et 

STAT3 (Cho et al. 2006). Les variants du gène codant pour l’IL-23R sont associés à une perte 

de fonction du récepteur, qui conduit à une diminution de l’activation des LT Th17 et la sécrétion 

de cytokines pro-inflammatoires dans le tissu intestinal (Sivanesan et al. 2016). Ces 

polymorphismes ont donc un effet protecteur contre le développement de la maladie. (Figure 

25) 

Pour finir, les LT régulateurs sont différenciés et polarisés grâce aux cytokines TGF-β et 

IL-10 sécrétés par les APC, en particulier par les DCs intestinales (Mowat. 2003). Chez les 

patients atteints de la MC, des mutations ont été retrouvées dans des gènes codant pour des 

protéines essentielles à la différenciation des LT en LTregs. En effet, des polymorphismes sur le 

gène codant pour le facteur de transcription Foxp3 qui permet la différenciation des LT naïfs en 

LTregs. Ces polymorphismes induisent une diminution de l’expression de Foxp3 chez les 

patients, avec pour conséquence une diminution de la génération de LTregs. Ils ont donc été 

associés à une augmentation du risque de développer la maladie (Xia et al. 2019). Par ailleurs, 

les LTregs ont des fonctions immuno-régulatrices. De ce fait, ils sont capables de réduire 

l’inflammation dans un tissu via la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires, comme l’IL-10. 

(Figure 25) 
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La stimulation de l’IL-10R exprimée par certaines cellules immunitaires, dont les LT 

effecteurs de type Th1, Th2 ou encore Th17, réduit leur capacité à sécréter des cytokines pro-

inflammatoires (Glocker et al. 2009). En 2009, l’équipe de Glocker a identifié différentes 

mutations de gènes codants pour des récepteurs à l’IL-10, dans des cellules immunitaires de 

patients atteints de MICI. Ces mutations bloquent la transduction du signal induite par la 

stimulation du récepteur et dépendante du facteur de transcription STAT3. En absence de ce 

signal immunosuppresseur, les cellules immunitaires mutées sécrètent plus de cytokines pro-

inflammatoires, comme le TNF-α  (Glocker et al. 2009). (Figure 25) 

Finalement tous ces éléments sont en faveur d’un déséquilibre vers une réponse 

immunitaire pro-inflammatoire chez les patients atteints de la MC. Cette hyper-inflammation du 

tissu intestinal est maintenu par la baisse d’immunosuppression, qui tend vers la chronicité de la 

maladie.  

3. Impact des polymorphismes autophagiques dans la maladie de Crohn 

L’autophagie est un processus catabolique essentiel à la biologie des cellules de notre 

organisme. De ce fait, il permet entre autres de maintenir l’homéostasie et les fonctions de la 

muqueuse intestinale (Lees et al. 2011 ; Iida et al. 2017).  

Des études réalisées sur le « génome entier » humain (ou GWAS pour Genome-Wide 

Association Studies) ont permis de mettre en évidence des polymorphismes de gènes 

autophagiques, ou associés à la l’autophagie, dont l’incidence est fortement associé un risque fort 

de développer la maladie de Crohn. Un polymorphisme est une variation de séquence d’un gène 

donné que l’on retrouve au niveau d’un ou plusieurs allèle(s). Une centaine de ces 

polymorphismes sont des SNPs, où la mutation est portée par un seul nucléotide. Cette variation 

peut être homozygote (porté par les deux allèles) ou hétérozygote (porté par un seul allèle) (Hugot 

et al. 2001 ; Hampe et al. 2007 ; Parkes et al. 2007 ; Rioux et al. 2007).  

Pour bien comprendre l’importance de l’autophagie dans cette maladie, nous allons 

détailler dans cette partie l’impact des polymorphismes autophagiques sur la MC. Les 

polymorphismes majeurs seront décrits dans un premier temps, puis quelques études seront 

décrites afin de présenter les autres polymorphismes, moins étudiés à ce jour. 

Le premier gène autophagique de prédisposition à la MC mis en évidence est le gène 

codant pour le récepteur NOD-2 (ou appelé CARD25) (Hugot et al. 2001). Cette protéine est 

un récepteur de l’immunité innée (voir partie II.2.a(3) Les récepteurs Nod (NLRs)), dont l’activité 

est associée au processus autophagique, via son interaction avec la protéine autophagique 

ATG16L1 (Travassos et al. 2010). Par la suite, ce sont les gènes codant pour ATG16L1 et IRGM, 
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deux protéines de la machinerie autophagique, qui ont été décrits comme gènes de susceptibilité 

à la MC (Hampe et al. 2007 ; Parkes et al. 2007 ; Rioux et al. 2007).   

a) NOD-2 

La protéine NOD-2 fait partie de la famille des NLRs qui sont des récepteurs de 

l’immunité innée cytosolique, capables de reconnaitre des PAMPs intracellulaires, tels que le 

peptidoglycane présent sur les parois des bactéries. Après détection d’un peptide bactérien, ce 

récepteur à la particularité de pouvoir recruter le conjugué ATG16L1-ATG5-ATG12 via son 

interaction avec la protéine autophagique ATG16L1, à la membrane plasmique, ce qui favorise 

le recrutement de la machinerie autophagique, et la dégradation de l’élément détecté (Travassos 

et al. 2010). 

Plusieurs polymorphismes de NOD-2 ont été identifiés sur le chromosome 16, dont trois 

d’entre eux ont été particulièrement étudiés pour leur forte association à un risque de développer 

la MC: le SNP rs2066844 R702W qui correspond à la substitution d’une arginine (R ou Arg) 

avec un tryptophane (W ou Trp) en position 702, le SNP rs2066845 G908R qui correspond à la 

substitution d’une glycine (G ou Gly) avec une arginine (R ou Arg), et le SNP rs41450053 

L1007fsinsC qui correspond à l’insertion d’une cystéine (C ou Cys) au niveau de l’exon 10, après 

la position 1007 (Hugot et al. 2001). Il est intéressant de noter que le SNP L1007fsinsC aboutit 

à une protéine NOD-2 tronquée (Hugot et al. 2001). Ces variations sont localisées au niveau du 

domaine riche en leucine (ou LRR) du récepteur, altérant ses capacités de détection des PAMPs 

(Strober et Watanabe. 2011).  

NOD-2 est impliqué dans la régulation de l’homéostasie du tissu intestinal, via un contrôle 

de la réplication des bactéries intracellulaires et la maintenance de la tolérance immunitaire. 

(1) Impact sur le microbiote intestinal  

Au regard de ces fonctions dans l’immunité innée, NOD-2 participe à la lutte 

antimicrobienne et au contrôle de la prolifération des microorganismes pathogènes. En 2010, 

Cooney et coll. démontrent que la stimulation de DCs humaines avec du MDP (pour 

Muramyldipeptide, un peptide d’origine bactérienne), ou encore les bactéries E.Coli ou 

S.Enterica, active le récepteur NOD-2 capable d’induire de la xénophagie envers ces éléments 

bactériens (Cooney et al. 2010). Lorsque ces DCs expriment l’un des trois polymorphismes de 

NOD-2, R702W ou G908R ou encore L1007fsinsC, et sont infectées avec les divers éléments 

bactériens présentés ci-dessus, elles sont alors incapables de les reconnaitre. Le récepteur n’étant 

pas stimulé, l’autophagie est alors moins activée, ce qui permet aux bactéries de persister et de se 

répliquer (Cooney et al. 2010). Une étude complémentaire, confirme l’impact du 

polymorphisme L1007fsinsC sur la modulation de l’activation de la xénophagie. En effet, lorsque 
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ce SNP est exprimé dans une lignée de cellules épithéliales, cela bloque l’activation du processus 

autophagique, après infection par la bactérie intracellulaire Shiguella Flexneri (Travassos et al. 

2010). L’étude montre qu’en l’absence de reconnaissance de la bactérie, la protéine autophagique 

ATG16L1 n’est alors pas recrutée au niveau de la membrane plasmique, où se situe le site 

d’entrée de la bactérie (Travassos et al. 2010). Pour finir, Homer et coll. ont étudié l’impact de 

ces polymorphismes de NOD-2 dans diverses lignées cellulaires, mais surtout dans des cellules 

primaires humaines (MoDCs et MDMs). Cette équipe confirme les résultats obtenus dans les 

deux autres études, où les cellules exprimant l’un des variants de NOD-2 ne sont pas capables 

d’activer de l’autophagie médiée par le recrutement d’ATG16L1 (Homer et al. 2010). En effet, 

sans le recrutement d’ATG16L1 il ne peut y avoir de conjugaison de la protéine LC3, qui est 

essentielle à la formation du phagophore et de l’autophagosome (voir partie I.3.b. L’élongation 

du phagophore). (Figure 26) 

Par conséquent, l’expression des polymorphismes de NOD-2 favorise la dysbiose et 

l’invasion de bactéries pathogéniques, qui est en faveur du développement de la maladie de 

Crohn.  

(2) Impact sur la réponse immunitaire 

En tant que récepteur de l’immunité innée, l’engagement de NOD-2 permet d’activer une 

réponse immunitaire spécifique, passant par la sécrétion de cytokines ou l’activation de cellules 

de l’immunité adaptative. 

Tout d’abord, Cooney et coll. ont démontré que l’activation de DCs humaines passant 

par la stimulation du récepteur NOD-2, induit la présentation de peptides antigéniques d’origine 

intracellulaires et issu d’une dégradation par autophagie, via les molécules du CMH-II. La 

présentation antigénique permet, par la suite, d’activer des LT CD4+ spécifiques de l’antigène 

(Cooney et al. 2010). L’expression d’un des trois polymorphismes de NOD-2 (présentés ci-

dessus) est suffisant à réduire l’expression des molécules de CHM-II à la membrane plasmique 

dans des DCs infectées par E.Coli. En effet, l’absence de détection de la bactérie par le récepteur 

NOD-2, réduit aussi son ciblage par les protéines autophagiques, médié par l’absence de 

recrutement d’ATG16L1 (Cooney et al. 2010). Par conséquent, cela réduit aussi les capacités 

d’activation des LTs naïfs par ces DCs. (Figure 26) 

Par ailleurs, le récepteur NOD-2 est capable de réguler négativement la signalisation 

induite par l’engament du TLR-2 afin de contrôler l’induction de la réponse inflammatoire 

(Watanabe et al. 2004). En effet, lors de la stimulation du TLR-2, la transduction du signal induit 

entraine la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, telles que l’IFN-γ, IL-12 et IL-18. Il a été 

montré que l’expression du polymorphisme L1007fsinsC de NOD-2, dans des splénocytes de 
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souris, altère cette régulation négative par le NLR et favorise la transduction du signal induite par 

la stimulation du TLR. La transduction du signal est associée à une augmentation de l’activation 

de la voie NF-κB, et par conséquent de la sécrétion d’une grande quantité de cytokines pro-

inflammatoires, telles que l’IL-12, l’IL-18 et le TNF-α (Watanabe et al. 2004).  

 
Figure 26 : Impact des polymorphismes de NOD-2 
NOD-2 est un récepteur de l’immunité innée, dont la fonction est de détecter des microorganismes 

intracellulaires. Ce NLR interagit avec le système autophagique en recrutant la protéine ATG16L1 au 

niveau du site d’entrée du pathogène, afin qu’il soit éliminé par autophagie. Les polymorphismes de 

NOD-2 associés à la MC conduisent à un défaut d’autophagie de manière indirecte au sein des cellules 

de la muqueuse intestinale. Ce défaut est en faveur d’altérations de l’épithélium intestinal, du microbiote, 

mais aussi de la réponse immunitaire. Ainsi, il a été décrit diverses (1) altérations de la détection et 

l’élimination des microorganismes pathogènes par les cellules épithéliales intestinales et les cellules 

dendritiques immatures, qui favorisent (2) la dysbiose intestinale et (3) la mise en place de réponses 

inflammatoires au sein du tissu intestinal (sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, réduction de 

l’activation des réponses T régulatrices au profit de réponses T de type Th1/Th17). 
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L’expression de ce polymorphisme est donc en faveur du développement de la MC, via 

l’induction et/ou la persistance de l’inflammation dans le tissu intestinal. (Figure 26)  

Au regard de ces fonctions de récepteur de l’immunité innée, la fonctionnalité de NOD-

2 est essentielle au maintien de l’homéostasie du tissu intestinal. Il permet entre autres de 

contrôler la prolifération des bactéries intracellulaires, par l’intermédiaire de la xénophagie mais 

aussi via la mise en place d’une réponse immunitaire spécifique.  

b) ATGL16L1 

La protéine ATG16L1 (pour Autophagy-related 16 Like 1) est une protéine essentielle 

du processus autophagique. Elle intervient au cours de l’étape d’élongation du phagophore, dont 

la fonction est de permettre au conjugué ATG12-ATG5 de se lier à la membrane du phagophore. 

C’est finalement le complexe ATG12-ATG5-ATG16L1 qui permet de conjuguer le PE à LC3-I 

pour former LC3-II. La formation du LC3-II est nécessaire à l’élongation du phagophore afin 

d’aboutir à la formation de l’autophagosome (voir partie I.3.b. L’élongation du phagophore). 

Différents polymorphismes d’ATG16L1 ont été identifiés, mais un seul est associé à un 

risque élevé de développer la maladie de Crohn, le SNP rs2241880 T300A. Ce SNP est le plus 

étudié chez l’homme à ce jour, et correspond à la substitution d’une thréonine (Thr ou T) par 

une alanine (Ala ou A) au niveau du gène ATG16L1 en position 300, situé sur le chromosome 

2. Ce variant induit une modification du domaine WD-repeat en C-terminal, un domaine 

impliqué dans les interactions protéine-protéine. Ce SNP induit une perte de fonction de la 

protéine ATG16L1, ce qui altère le fonctionnement du processus autophagique (Hampe et al. 

2007 ; Rioux et al. 2007). 

Chez les patients, le SNP T300A est associé à une altération de l’homéostasie et des 

fonctions des cellules épithéliales de la muqueuse intestinale, mais aussi de la réponse 

antimicrobienne passant un défaut d’élimination des microorganismes invasifs, telles que les 

bactéries intracellulaires (Larabi et al. 2020b). 

(1) Impact sur les cellules de l’épithélium intestinal 

L’autophagie est un mécanisme essentiel pour le maintien de l’homéostasie, mais aussi 

des fonctions des cellules de Paneth, présentes au niveau des cryptes intestinales (Larabi et al. 

2020). Ce polymorphisme d’ATG16L1 induit un dysfonctionnement des cellules de Paneth, en 

particulier de leur capacité à médier une réponse antibactérienne. De manière intéressante, 

l’autophagie intervient pour former des vésicules LC3
+

 riches en lysozymes dans ces cellules. Ces 

lysozymes ont des fonctions antimicrobiennes et participent à l’élimination des bactéries 

pathogènes au niveau de la barrière intestinale. Par conséquent, lors d’une infection par 
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S.Typhimurium, les cellules de Paneth exprimant le SNP T300A d’ATG16L1, ne sont plus 

capables d’initier le processus autophagique, et donc de sécréter des lysozymes via l’autophagie 

sécrétoire (Bel et al. 2017). Par conséquent, ces cellules ne sont plus capables d’éliminer les 

bactéries (Bel et al. 2017). De façon complémentaire, deux études chez la souris ont montré que 

ce polymorphisme est associé à un défaut structurel et fonctionnel des cellules de Paneth. En 

effet, ces cellules présentent des compartiments granulaires désorganisés, associés à un défaut 

d’exocytoses des granules de lysozymes (Cadwell et al. 2010 ; Lassen et al. 2014). Ainsi, le 

polymorphisme d’ATG16L1 est en faveur de la dysbiose au sein du tissu intestinal, et donc du 

développement de la MC. (Figure 27) 

Par ailleurs, une étude de coupes de colon de souris a montré que l’autophagie joue un 

rôle important dans la différenciation et la structuration des cellules de Goblet, qui sont altérées 

lorsque ces souris expriment le polymorphisme ATG16L1 T300A (Lassen et al. 2014). Ainsi, il 

y a une altération dans la sécrétion de mucus au niveau de la muqueuse intestinale, ce qui est en 

faveur de la dysbiose. (Figure 27) 

(2) Impact sur le microbiote intestinal  

L’autophagie est un mécanisme de défense essentiel dans la lutte antimicrobienne, 

permettant de dégrader directement certaines bactéries intracellulaires (Larabi et al. 2020). 

Plusieurs études faites chez l’homme montrent qu’un dysfonctionnement de l’autophagie, lié à 

l’expression du SNP T300A, diminue fortement les capacités d’élimination des microorganismes 

pathogènes, en particulier les bactéries intracellulaires. Tout d’abord une étude chez la souris a 

montré que la protéine ATG16L1 exprimée à partir du variant T300A était préférentiellement 

ciblée et dégradée par les caspases 3 et 7 (Lassen et al. 2014 ; Murthy et al. 2014). Par conséquent, 

l’autophagie globale est altérée, dont la xénophagie. En effet, ils observent que des DCs isolées 

de la rate de ces souris et infectées par la bactérie Shigella flexneri ne sont pas capables de 

l’éliminer efficacement par autophagie (Lassen et al. 2014). De plus, une étude réalisée in vitro 

en 2008 démontre un défaut d’élimination de la bactérie Salmonella Typhimurium dans des 

cellules épithéliales humaines exprimant le SNP T300A (Kuballa et al. 2008). Des résultats 

similaires ont été obtenus dans des DCs humaines extraites de patients ayant la maladie de Crohn 

et infectées par la bactérie Salmonella Enterica (Cooney et al. 2010). Pour finir, une étude réalisée 

à partir de macrophages dérivés de monocytes de patients Crohn, et exprimant ce SNP, a montré 

qu’ils avaient un défaut d’élimination des bactéries Escherichia Coli adhérentes et invasives 

(Vazeille et al. 2015). (Figure 27) 

Par ailleurs, l’expression de ce polymorphisme altère l’équilibre du microbiote intestinal, 

favorisant la dysbiose. En effet, le défaut d’autophagie entraine une sélection et prolifération de 
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bactéries non-commensales au niveau de la barrière intestinale, tout particulièrement 

d’entérobactéries (Lapaquette et al. 2010 ; 2012 ; Sadabad et al. 2015 ; Vazeille et al. 2015). En 

effet, l’équipe de Lapaquette a étudié la prolifération de plusieurs types de bactéries Escherichia 

Coli dans des macrophages et des cellules épithéliales humaines exprimant le variant T300A. 

L’équipe montre que l’absence d’autophagie favorise particulièrement la réplication et la survie 

des Escherichia Coli adhérentes et invasives (ou AIECs) (Lapaquette et al. 2010 ; 2012). De façon 

complémentaire, l’expression de ce variant est associé à un changement global de composition 

du microbiote intestinal chez les patients Crohn, favorisant la prolifération de Bacteroides 

(Sadabad et al. 2015 ; Lavoie et al. 2019), mais aussi de Fusobactéries (Sadabad et al. 2015), ou 

encore de certains virus (Cadwell et al. 2010). (Figure 27) 

(3) Impact sur la réponse immunitaire 

(a) Amplification de la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoire 

La maladie de Crohn est une maladie inflammatoire chronique de l’intestin, où le tissu 

intestinal est très enflammé. Le polymorphisme ATG16L1 T300A est associé à la mise en place 

d’une réponse inflammatoire anormale/disproportionnée. En effet, l’infection de cellules 

humaines exprimant le variant T300A, par des AIECs, est associé à une production importante 

de cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNF-α et l’IL-6 (Lapaquette et al. 2012 ; Vazeille 

et al. 2015), ou encore l’IL-8 (Vazeille et al. 2015). Une forte production de TNF-α est décrite 

dans la littérature comme étant extrêmement délétère pour les patients Crohn. De ce fait, des 

biothérapies à base d’anti-TNFs ont été développées (Sashio et al. 2002). Ces thérapies favorisent 

l’activation de macrophages de type M2, impliqués dans la réponse anti-inflammatoire, de 

manière dépendante de l’autophagie (Levin et al. 2016). En effet, l’autophagie est essentielle à la 

différenciation et la survie de ces macrophages, dont la viabilité est fortement impactée lorsqu’ils 

expriment ce SNP. Ces résultats suggèrent l’importance de l’autophagie dans la réponse aux anti-

TNFs. (Figure 27) 

De plus, il est décrit que l’autophagie joue un rôle protecteur contre l’inflammation du 

tissu intestinal, en régulant particulièrement la mise en place de l’inflammasome, un complexe 

de protéines cytosolique responsables de la production de cytokines pro-inflammatoires, telles 

que l’IL-18 et l’IL-1β (Takahama et al. 2018). Ce complexe est composé d’un récepteur, tel que 

AIM-2 ou NLR-P3, de l’adapteur ASC et de la protéase caspase-1. Lorsque l’inflammasome est 

activé, ASC est ubiquitinylé ce qui permet à p62 de le fixer et de le dégrader par autophagie 

sélective. De plus, c’est la caspase-1 qui engendre la formation d’IL-1β et d’IL-18. L’autophagie 

participe à la régulation de leur formation en éliminant les précurseurs de ces cytokines, les pro-
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IL-1β et pro-IL-18, afin de diminuer l’activation de l’inflammation  (Takahama et al. 2018). De 

ce fait, une étude a montré que des macrophages de souris exprimant le SNP T300A sécrètent 

plus d’IL-1β que les macrophages n’exprimant pas ce SNP. Cette sécrétion est associée à une 

activité plus importante de l’inflammasome, qui n’est alors pas régulé par autophagie. De plus, 

les souris T300A développent une maladie oculaire que l’on retrouve chez les patients atteints 

de la MC (Santeford et al. 2016). De façon complémentaire, Lassen et coll. ont montré que 

lorsque l’on infecte des DCs ou des macrophages extraits de tissus intestinaux de souris et 

exprimant ce SNP, ils sécrètent excessivement de l’IL-1β (Lassen et al. 2014). (Figure 27) 

(b) Impact sur l’orientation et l’activation de la réponse 
immunitaire adaptative 

Comme je l’ai décrit dans la première partie, le développement de l’inflammation 

chronique chez les patients Crohn repose sur le déséquilibre entre la réponse tolérogène et 

immunogène. Ces deux types de réponses sont régulés par les APCs, en particulier les DCs 

intestinales. Afin de générer une réponse immunitaire adaptative, les DCs vont tout d’abord 

capturer et dégrader des antigènes afin de les présenter sous forme de peptides antigéniques. 

Cooney et coll. ont démontré, en 2010, que des DCs humaines qui expriment le polymorphisme 

T300A d’ATG16L1 ont un défaut de trafic et de présentation des antigènes bactériens, associé 

au défaut d’autophagie (Cooney et al. 2010). En effet, l’autophagie participe à la dégradation des 

antigènes, ainsi qu’à leur présentation aux LT. (Figure 27) 

C’est lors de la présentation antigénique que les DCs interagissent avec les LTs afin 

d’activer la réponse immunitaire tolérogène ou immunogène. Wildenberg et coll. ont mis en 

évidence l’importance de l’autophagie dans la mise en place et la stabilisation de la synapse 

immunologique (Wildenberg et al. 2012). L’analyse de DCs de patients, ayant un défaut 

d’autophagie via l’expression du polymorphisme T300A d’ATG16L1, co-cultivé avec des LTs a 

montré un prolongement de l’interaction entre ces deux cellules. Ce prolongement est associé à 

un maintien de la synapse immunologique via l’absence d’autophagie dans les DCs (Wildenberg 

et al. 2012). De plus, l’équipe a observé une augmentation de l’activation et la polarisation de LT 

de type Th17 (Wildenberg et al. 2012). Une étude complémentaire a montré une augmentation 

de la proportion de LT de type Th1 et Th17 à la fois dans l’iléon et le colon de souris exprimant 

le variant T300A (Lavoie et al. 2019). Cet enrichissement est directement associé à la dysbiose et 

à la colonisation de Bacteroidetes dans l’intestin de ces souris, en condition inflammatoire via 

l’utilisation d’un traitement de DSS (pour Dextran Sulfate Sodium), qui provoque de la colite au 

niveau de la muqueuse intestinale. Ainsi le défaut d’autophagie dans les DCs humaines pourrai 

favoriser particulièrement la génération de LT Th1/Th17, ce qui est en faveur du développement 
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de la maladie. Par ailleurs, Chu et coll. ont observé une réduction des capacités d’activation et de 

différenciation de LTregs par des MoDCs humaines, générés à partir de monocytes de patients 

exprimant le SNP T300A, et infectés avec la bactérie commensale B.Fragilis (Chu et al. 2016). Il 

est intéressant de noter que dans des DCs qui n’expriment pas ce variant, cette bactérie utilise la 

voie de la phagocytose-associée à LC3 (ou LAP) afin de délivrer des fragments capsulaires 

bactériens dans les DCs, qui seront alors dégradés de manière dépendante de la protéine 

ATG16L1, mais indépendante de l’autophagie canonique. Cela permet finalement d’induire une 

réponse tolérogène envers la bactérie, via l’activation de LTregs. (Figure 27) 

 

 
Figure 27 : Impact du polymorphisme T300A de ATG16L1 
ATG16L1 est une protéine autophagique essentielle, qui intervient lors de l’élongation du phagophore.  

Le polymorphisme T300A d’ATG16L1 est associé à une augmentation du risque de développer la MC, 

et conduit à un défaut d’autophagie de manière directe au sein des cellules de la muqueuse intestinale. Ce 

défaut est en faveur d’altérations de l’épithélium intestinal, du microbiote et de la réponse immunitaire. 
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Diverses études rapportent (1) des altérations de la structure et des fonctions des cellules épithéliales, ainsi 

que des (2) altérations de la détection et l’élimination des microorganismes pathogènes par les IECs et les 

cellules immunitaires (iDCs, M1). Ces modifications favorisent (3) la dysbiose intestinale (prolifération 

préférentielle des AIECs) et (4) la mise en place de réponses inflammatoires au sein du tissu intestinal 

(sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, dérégulation de l’inflammasome, réduction de l’activation des 

réponses T régulatrices au profit de réponses T de type Th1/Th17). 

Par conséquent, le disfonctionnement de la protéine ATG16L1, médié par l’expression 

du variant T300A, conduit à l’activation de LT en majorité de type Th17 (Chu et al. 2016). De 

plus, la faible proportion de LTregs générés sécrète moins d’IL-10, une cytokine immuno-

suppressive (Chu et al. 2016). Le polymorphisme ATG16L1 T300A est donc associé à une 

réduction de l’induction de tolérance immunitaire envers les bactéries commensales de l’intestin. 

  

Toutes ces études soulignent le rôle protecteur d’ATG16L1, via ses fonctions dans le 

processus autophagique, permettant de réguler l’homéostasie intestinale, et dont l’altération est 

en faveur du développement de la maladie et de la mise en place d’une réponse inflammatoire 

chronique. 

c) IRGM 

IRGM (pour Immunity-related guanosine triphosphatase familly M) est une protéine de 

liaison au GTP, qui participe à la réponse immunitaire innée contre les pathogènes 

intracellulaires en favorisant notamment la sécrétion de cytokines pro-inflammatoire, tel que 

l’IFN-I, et en activant le processus autophagique. En effet, elle est capable d’interagir avec des 

protéines virales afin d’induire leur dégradation par autophagie (Singh et al. 2006 ; Grégoire et 

al. 2011). Notre équipe a notamment mis en évidence des interactions entre IRGM et diverses 

protéines autophagiques, telles que ATG5, ATG10 et MAP1LC3C (ou LC3C) (Grégoire et al. 

2011). 

Plusieurs polymorphismes du gène codant pour IRGM ont été mis en évidence comme 

étant associés à un risque de développer la MC, dont les SNPs rs13361189 et rs10065172 (Parkes 

et al. 2007 ; McCarroll et al. 2008 ; Palomino-Morales et al. 2009). Les SNPs rs13361189 

(4299T>C) et rs10065172 (313T>C) sont des polymorphismes silencieux, situés au niveau du 

chromosome 5, et qui sont associés à une délétion de 20kb en amont du promoteur de IRGM 

(Parkes et al. 2007 ; McCarroll et al. 2008 ; Brest et al. 2011). Il est intéressant de noter que ces 

SNPs ne semblent pas affecter les fonctions de la protéine.  

Au regard de ces fonctions dans le processus autophagique, IRGM semble jouer un rôle 

important dans l’élimination de pathogènes intracellulaires, telles que les bactéries AIECs ou 
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encore Salmonella Typhimurium  (McCarroll et al. 2008 ; Brest et al. 2011). De manière 

intéressante le polymorphisme C313T d’IRGM est associé à une réduction de la xénophagie 

dans les lignées de cellules épithéliales analysées. A l’état basal l’expression d’IRGM est régulé 

négativement par un microARN, le miR-196 (miR-196A et miR-196-B), qui fixe la séquence 

d’ARNm d’IRGM afin qu’elle soit dégradée par le complexe RISC  (Brest et al. 2011).  

 
Figure 28 : Impact du polymorphisme C313T de IRGM 

IRGM est une protéine de liaison au GTP, qui intervient lors de la réponse antimicrobienne en 

interagissant à la fois avec des microorganismes et avec des protéines autophagiques favorisant leur 

élimination.  Le polymorphisme C313T d’IRGM est associé à la MC, et conduit à un défaut d’autophagie 

de manière indirecte au sein des cellules de la muqueuse intestinale. Ce défaut est en faveur d’altérations 

de l’épithélium intestinal, du microbiote et de la réponse immunitaire. Plusieurs études montrent (1) des 

altérations de la détection et l’élimination des microorganismes pathogènes par les IECs et les 

macrophages, qui favorisent (2) la dysbiose intestinale (prolifération préférentielle des AIECs et des 

S.typhimurium), et la mise en place de réponses inflammatoires au sein du tissue intestinale. 
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Lorsqu’une cellule exprime le SNP C313T, le miR-196 est alors incapable de se fixer à l’ARNm 

de IRGM/C313T, ce qui perturbe la régulation de l’expression de la protéine  (McCarroll et al. 

2008 ; Brest et al. 2011). Par conséquent, la surexpression d’IRGM/C313T est associée à un 

défaut de xénophagie et une augmentation de la prolifération de bactéries opportunistes, telles 

que Salmonella Typhimurium  (McCarroll et al. 2008) ou encore les AIECs  (Brest et al. 2011). 

Pour finir, une étude complémentaire et très récente rapporte que le variant C313T de IRGM 

est associé à une augmentation de la survie des bactéries AIECs dans des macrophages issus de 

patients Crohn (Buisson et al. 2019). (Figure 28) 

On peut donc dire que ce polymorphisme d’IRGM participe à la dysbiose au sein du 

tissu intestinal, associé à une perte de contrôle de la réplication de bactéries pathogéniques. Tout 

cela est en faveur de la mise en place d’une réponse inflammatoire chronique chez les patients. 

 

Les différentes études du génome entier (GWAS) chez l’homme ont permis de mettre 

en évidence d’autres polymorphismes autophagiques associés au risque de développer la MC, 

tels que des gènes codant pour ULK1, ou encore LRRK2 (Iida et al. 2017). Cependant, leur 

implication dans le développement de la maladie reste mal inconnue.  

d) ULK1 

La protéine ULK1 est une sérine/thréonine kinase autophagique impliquée dans l’étape 

d’initiation de l’autophagie. Elle intervient lors de la formation de l’omégasome, puis du 

phagophore. Pour cela cette protéine forme un complexe avec d’autres protéines autophagiques, 

appelé complexe ULK, qui permet, notamment, d’activer le complexe PI3K afin de former du 

PI3P, essentiel à la formation du phagophore (voir parti I.3.a) L’initiation).  

Peu d’études ont été faites sur les polymorphismes de ULK1 identifiés sur le 

chromosome 12. De plus, les résultats obtenus dans ces différentes études sont contradictoires 

quant à l’implication réelle de ces SNPs dans la MC. En effet, une première étude Belge rapporte 

un SNP fortement associé à la maladie, le rs12303764 G>T, localisé au niveau de l’exon 16 de 

la séquence d’ARN d’ULK1 (Henckaerts et al. 2011). Or, une autre étude en provenance de la 

Nouvelle-Zélande a permis d’identifier deux autres SNPs associés à un risque de développer la 

MC, les rs7488085 C<T et rs10902469 C>G (Morgan et al. 2012), et invalide l’étude belge en ne 

trouvant aucune association entre le développement de la MC et le variant rs12303764 G>T. Les 

résultats obtenus dans ces deux études sont finalement invalidés dans une troisième étude menée 

par des coréens (Na et al. 2015). 
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L’impact des différents polymorphismes sur la fonction ou l’expression de la protéine 

ULK1 n’a pas encore été clairement identifié. Une étude très récente rapporte cependant que le 

variant rs12303764 d’ULK1 est associé à une diminution de la survie des bactéries AIECs dans 

des macrophages issus de patients Crohn (Buisson et al. 2019). Au regard des fonctions de la 

protéine ULK1 dans l’initiation du processus autophagique, on peut supposer que l’expression 

de ce polymorphisme est associée à une augmentation de l’autophagie dans les cellules, favorisant 

l’élimination de bactéries intracellulaires, comme les AIECs. De ce fait, on pourrait considérer 

le polymorphisme rs12303764 d’ULK1 comme étant un polymorphisme protecteur contre le 

développement de la maladie. Cependant, il est envisageable qu’un polymorphisme de ULK1 

induisant un défaut d’expression ou de fonctionnement de la protéine, soit associé à une 

inhibition de l’initiation de l’autophagie. Un tel polymorphisme serait alors en faveur du 

développement de la MC. (Figure 29) 

e) LRRK2 

La protéine LRRK2 (Leucine Rich Repeat Kinase 2) est une Ras-GTPase de la famille 

des protéines ROCO. Elle possède un domaine WD40 qui permet des interactions protéine-

protéine, un domaine LRR et deux domaines spécifiques de la famille des ROCO : un domaine 

ROC (pour Ras Of Complexe proteins) et un domaine COR (pour C-terminal Of Roc). Grâce à 

son domaine tyrosine kinase, elle est considérée comme une MAPKKK. Cette kinase régule 

négativement l’autophagie en se fixant à la protéine Beclin-1 afin de l’inhiber. Beclin-1 est ensuite 

clivée par les caspases 3 et 8, puis poly-ubiquitinylée et dégradée (Takagawa et al. 2018). 

Les SNPs rs1175593 G>A et rs11564258 G>A ont été identifiés comme étant associés à 

un risque de développer la MC, et sont localisés sur le chromosome 12 (Barrett et al. 2008 ; 

Takagawa et al. 2018). Ces polymorphismes sont associés à une augmentation de l’expression de 

la protéine dans les cellules étudiées (Gardet et al. 2010 ; Takagawa et al. 2018). 

LRRK2 est impliquée dans la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires au sein de 

leucocytes présents dans la muqueuse intestinale. En effet, Takagawa et coll. ont montré que le 

polymorphisme rs11564258 G>A est associé une augmentation de l’expression de la protéine 

LRRK2. Pour étudier les fonctions de cette augmentation dans le tissu intestinal, l’équipe a utilisé 

un modèle de souris sur-exprimant LRRK2 dans des leucocytes et traitées au DSS afin d’induire 

de la colique (Takagawa et al. 2018). Ils observent que la surexpression de la kinase est associée 

à une activation de la voie de signalisation NF-κB, suivi de la sécrétion d’une grande quantité de 

cytokines pro-inflammatoires, en particulier le TNF-α (Takagawa et al. 2018). En effet LRRK2 

peut interagir avec les protéines TRAF6, TAK1, TAB2 et NEMO de la voie NF-κB, suractivant 
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la transduction du signal d’activation de la voie. Cette fonction de LRRK2 est dépendante d’une 

stimulation du récepteur CLR CLEC7A/Dectin-1. (Figure 29) 

Ainsi, on peut envisager d’associer certains polymorphismes de LRRK2 avec 

l’amplification de l’inflammation du tissu intestinal médiée par les leucocytes. 

 
Figure 29 : Impact des polymorphismes ULK1 et LRRK2 
ULK1 est une protéine autophagique essentielle, qui intervient lors de l’étape d’initiation de l’autophagie. 

L’un des polymorphismes de ULK1 associé à la MC conduit à une augmentation de l’autophagie au sein 

des cellules de la muqueuse intestinale (dont les macrophages), et favorise l’élimination des pathogènes 

infectieux. 

LRRK2 est une Ras-GTPase qui régule négativement l’étape d’initiation de l’autophagie. L’un des 

polymorphismes de LRRK2 associé à la MC conduit à un défaut d’autophagie au sein des leucocytes de 

la muqueuse intestinale et augmente leur sécrétion de TNF-α, favorisant l’inflammation du tissu intestinal.  
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Pour conclure, les polymorphismes autophagiques ont un impact fort sur le 

développement de la maladie. En effet, lorsqu’ils sont associés à un défaut de fonctionnement de 

l’autophagie, ils sont en lien direct avec une perturbation de l’homéostasie des cellules épithéliales 

et des cellules immunitaires favorisant alors l’altération de la muqueuse intestinale, la dysbiose, 

mais aussi la mise en place et de l’amplification de l’inflammation au sein du tissu. De ce fait, 

plusieurs traitements expérimentaux, basé sur l’activation de l’autophagie ont été développé et 

testés dans le cadre de la MC, comme le traitement appelé Sirolimus, qui est un analogue de la 

molécule pharmacologique rapamycine (Massey et al. 2008 ; Mutalib et al. 2014). Il a été montré 

que ce traitement combiné à l’infliximab, un anti-TNF, améliore l’état de santé des patients avec 

une diminution de l’inflammation et des lésions intestinales après 8 semaines de traitement 

(Massey et al. 2008). De manière complémentaire, une petite étude réalisée chez des enfants 

atteints de la MC a montré que la combinaison de différents traitements immunosuppresseurs 

avec le Sirolimus est associé à une amélioration clinique et histologique des patients (Mutalib et 

al. 2014). Malgré ces résultats encourageants, des études cliniques de grandes ampleurs semblent 

nécessaire pour prouver les bienfaits de tels traitements dans la MC, pour tout type de patients, 

mais surtout pour des patients qui présentent des défauts d’autophagie.  

Enfin, il semble important de souligner que ces polymorphismes autophagiques sont aussi 

retrouvés chez des individus sains, ce qui montre que l’expression d’un ou plusieurs de ces 

polymorphismes n’est pas suffisante pour développer la MC, mais que c’est bien l’association de 

plusieurs facteurs. De mon point de vue, l’utilisation de combinaisons de plusieurs traitements 

ciblant différents facteurs impliqués dans le maintien de l’inflammation chroniques chez les 

patients pourraient être envisager afin d’en cibler plus largement les causes. Ainsi, pour cibler au 

mieux ces facteurs, la recherche de polymorphismes à risques, dont les SNPs autophagiques, 

semble essentielle pour tendre vers un traitement plus cibler, et certainement plus efficace pour 

les patients. 
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B. Problématique et objectifs de thèse 

L’autophagie est un processus du catabolisme cellulaire utilisant la voie du lysosome. Ce 

processus est partagé par toutes les cellules eucaryotes et permet de maintenir l’homéostasie 

cellulaire (partie I). Parmi les trois formes d’autophagie, notre équipe s’intéresse particulièrement 

à la macroautophagie, qui est communément appelée autophagie, et qui se caractérise par la 

formation d’une vésicule à double membrane, appelée autophagosome. C’est dans les 

autophagosomes que sont séquestrés les éléments cytosoliques à dégrader (partie I.2.c). 

L’autophagie se déroule en trois étapes : l’initiation, l’élongation du phagophore et la maturation 

de l’autophagosome. La notion de flux autophagique fait référence à la dynamique du processus 

autophagique (partie I.3). L’étude de ce flux permet d’évaluer l’activité autophagique dans un 

type cellulaire donné. 

 La cellule dendritique (DC) est une cellule clé du système immunitaire, jouant un rôle 

central dans l’immunité innée et adaptative, et faisant partie de la famille des cellules 

présentatrices d’antigènes (partie II). A l’état basal, au sein des tissus, la DC est dans un état dit 

« immature » et joue un rôle de sentinelle grâce à ses capacités de détection et de capture des 

microorganismes pathogènes. Pour cela, elle exprime à sa surface une multitude de récepteurs, 

dont des récepteurs de l’immunité innée appelés PRRs (partie II.2.a et b). L’engagement de ces 

différents récepteurs, via la reconnaissance de microorganismes, active notamment un 

programme transcriptionnel au sein de la DC qui entre alors dans un processus de maturation 

(partie II.2.c). Une fois ce processus terminé, la DC a changé d’état pour devenir une DC dite 

« mature ». Ce changement d’état permet à la DC d’acquérir de nouvelles fonctions, dont la 

capacité à présenter des peptides antigéniques aux lymphocytes T naïfs. C’est lors de la 

présentation antigénique que la DC va pouvoir initier une réponse immunitaire adaptative, via 

l’activation, la différenciation et la polarisation de LT naïfs en LT effecteurs (partie II.3). Il a été 

décrit que l’autophagie est un processus essentiel à plusieurs fonctions de la DC, en particulier 

pour la présentation antigénique, la production de cytokines, ou encore l’acquisition des 

nouvelles fonctions biologiques lors de leur maturation. 

La maladie de Crohn (MC) est une maladie inflammatoire chronique de l’intestin, dont 

l’étiologie fait intervenir des facteurs environnementaux, génétiques, mais aussi microbiologiques 

et immunitaires. Cependant, la physiopathologie de cette maladie reste encore mal comprise à 

ce jour (partie III.2). Plusieurs travaux ont rapporté que l’autophagie est un processus essentiel 

au maintien de l’homéostasie et des fonctions de la muqueuse intestinale. De manière 
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intéressante, de nombreux polymorphismes de gènes autophagiques ont été identifiés comme 

étant des facteurs de risques de développement de la maladie (partie III.3). Parmi ces 

polymorphismes, on distingue le polymorphisme d’ATG16L1 (T300A) comme étant le SNP 

(pour Single Nucleotide Polymorphism) le plus étudié à ce jour (partie III.3. b). Parmi les cellules 

immunitaires qui composent la muqueuse intestinale, les DCs jouent un rôle central dans le 

maintien de l’homéostasie intestinale, notamment grâce à leurs capacités à converser l’équilibre 

entre la réponse immunitaire tolérogène et immunogène au sein du tissu. Par ailleurs, diverses 

études ont montré que l’expression du variant T300A d’ATG16L1 au sein de DCs intestinales 

entraine un défaut d’apprêtement et de présentation des antigènes, associé à une activation 

prépondérante de LT de type Th17 et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. 

Afin de pouvoir mieux comprendre la place de l’autophagie et des DCs dans le contexte 

de la maladie de Crohn, mon projet de thèse a pour principale objectif de caractériser la 

nature/signature du flux autophagique dans des DCs primaires, qui n’a à ma connaissance jamais 

été réalisé chez l’homme. Pour cela, j’ai cherché à mesurer l’évolution du flux autophagique au 

cours de la maturation des DCs, afin d’identifier des paramètres qualitatifs de ce flux. À la suite 

de cela, j’ai cherché à déterminer si le flux autophagique est modulé dans des DCs de patients 

atteints de la MC, en particulier lors de la maturation de ces cellules, chez des patients exprimant 

un polymorphisme du gène autophagique ATG16L1. En parallèle, j’ai cherché à déterminer les 

conséquences fonctionnelles de cette adaptation de la qualité du flux sur l’activité autophagique 

des DCs et identifier le mécanisme qui influence cette évolution au cours de la maturation des 

DCs.  
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C. Résultats 

I. Article scientifique 

 

Les principaux résultats obtenus durant cette thèse sont décrits dans l’article scientifique ci-

dessous, article en cours de préparation. Je tiens à préciser que les résultats présentés Figures 1 à 3 et S1 

à S4 ont été générés, par moi-même, ainsi que par Océane Dinet. L’ensemble des résultats présentés 

Figures 4 et S5 ont été générés par Ornella Cervantes et Malorie Verdet. 
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Abstract 

 

 

Crohn's disease is a chronic inflammatory bowel disease, whose pathogenesis is largely 

determined by an inappropriate immune response towards luminal microbiota in genetically 

susceptible hosts, affecting in particular genes involved in the autophagy process. The autophagy-

related ATG16L1 T300A variant is one of the most frequently associated polymorphisms with 

susceptibility to Crohn's disease, but the functional consequences of this polymorphism on the 

dynamic of the autophagy flux remains unknown. Here, we deeply analysed the autophagy flux in 

human primary dendritic cells which are very potent antigen-presenting cells whose function is critical 

in Crohn's disease. Detailed analysis of the dynamic properties of the autophagic flux reveal that the 

maturation process in dendritic cells  from healthy subjects is associated with a decrease of the velocity 

and the intensity on the autophagy flux although the turnover of autophagosome formation was 

maintained, demonstrating the capacity of resilience of the autophagy flux for a functional autophagy. 

Strikingly, the expression of the ATG16L1 T300A variant in DCs from patients with Crohn’s disease is 

associated with a disorder of the autophagic flux dynamics in immature dendritic cells, that was not 

modulated upon maturation. The lack of adaptation of the autophagy flux in ATG16L1 T300A 

expressing dendritic cells of Crohn’s disease patients, during their maturation was not associated with 

altered phenotypic acquisition of maturation markers but highlighted a very specific autophagic flux 

signature. Thus, dendritic cells of Crohn’s patients expressing the autophagy-related ATG16L1 T300A 

have an altered autophagy flux, that could affect their function and contribute to the pathogenesis of 

Crohn’s disease. 

 

Keywords:  Crohn’s disease, Risk variant, Dendritic cells, Maturation, Autophagy flux  
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Introduction 

Dendritic cells (DC) are antigen presenting cells which efficiently link innate to adaptive immune 

responses (Banchereau et al. 2000). Indeed, DCs have the ability to sense, uptake and degrade 

pathogens in order to present naive T cells. DCs are not only critical for the induction of immune 

responses but they also strongly contribute to maintain immune tolerance notably through the 

activation and maintenance of regulatory T cells (Tregs) (2-3). However, many examples were reported 

displaying that DCs (mys)functioning is associated to pathogenesis of inflammatory diseases such as 

Crohn disease (4-6). CD is characterised by a chronic inflammation of one or several segments of the 

gastrointestinal tractus but predominantly the terminal ileum. It is a multifactorial and severe disease 

which represents a chronic public health problem as its global incidence and prevalence are still 

increasing (Torres et al. 2017). To date, it is still not curable disease, and more than two-thirds of 

patients, specifically those with ileal and ileocolonic forms of CD, require intestinal resection, which 

highlights the need to develop efficient therapeutics (8-10).  

The pathophysiology of CD is not fully understood. The current paradigm is that an inappropriate 

immune response against microbial flora combined with environmental factors in genetically 

predisposed individuals underlie pathogenesis (10-12). Infiltration and activation of pro-inflammatory 

immune cells into the intestinal mucosa are responsible for the development of chronic inflammation. 

T cells, which play a dominant role in cell-mediated immunity, accumulate in inflamed tissues, where 

their production of inflammatory cytokines contribute to mucosal damages (13-14). Furthermore, this 

mucosal inflammation is associated with intestinal microbiota dysbiosis, which is especially 

characterised by an expansion of proteobacteria—such as, adherent–invasive Escherichia coli 

(AIEC)(15-16).  

These recent years, genome-wide association studies displayed more than 200 single nucleotide 

polymorphisms (SNP) predisposing to CD development (17-19). These SNPs are involved in distinct 

molecular pathways such as those involved in IL-23-related signalling, ER stress signalling,  the innate 

immune sensing receptor NOD-2 or macroautophagy (thereafter referred to as autophagy) (19-18). 

Autophagy is a highly regulated process which is essential for the maintenance of cellular homeostasis 

as it constantly degrades obsolete component of the cell, avoiding accumulation of deleterious 

components. The dynamic of autophagy is known as the autophagic flux. It is initiated by the formation 

of an isolated membrane, the phagophore, whose extremities elongate thanks to the two ubiquitin-

like conjugation systems, LC3 and ATG5—ATG12-ATG16L1. The growing autophagosomal membrane 

surround, cytosolic cargos which are mostly targeted within autophagosomes by autophagy receptors 

that bind on one hand cargos and, on the other hand, the autophagosomal membrane-anchored LC3-
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II protein. Eventually, autophagosomes fuse with lysosomes leading to the degradation of cytosolic 

within autolysosomes (Galluzzi et al. 2017). Beyond, its role in healthy cells, autophagy is also crucial 

in order to degrades pathogens (a process termed xenophagy) (Viret, Rozières, et Faure 2018) and is 

also critical to the regulation of inflammatory responses as well as to adaptive immune responses for 

notably by contributing to the generation of antigenic peptides for major histocompatibility complex 

(MHC)-molecules, a key function of DC (Deretic et Levine 2018). 

Interestingly, the most frequent CD risk loci identified among those, which contribute to the regulation 

of autophagy is autophagy-related 16-like 1 (ATG16L1) T300A variant (Salem et al. 2015). It has been 

shown that the ATG16L1 T300A variant is associated to different disorders depending on the 

considered cells expressing it. Within intestinal epithelium, this variant is associated with intestinal 

barrier disruption as it renders epithelial cells more susceptible to microorganisms induced 

inflammation and as it impacts the mucosal immune response (Lassen et al. 2014b). In paneth cells, 

the expression of the T300A variant leads to structural and functional aberrations associated with 

decreased expression of antimicrobial peptides (Cadwell et al. 2008). In ATG16L1 T300A macrophages 

an impaired autophagy-mediated clearance of intracellular bacteria has been reported, what limits 

bacterial derived-peptide presentation on MHC molecules and increases pro-inflammatory cytokines 

production (26-27). Strikingly, while autophagy has been reported to support DC functions such as 

antigen presentation or cytokines secretion specific, the impact of the ATG16L1 T300 on DC functions 

particularly in the context of intestinal immune response remains controversial (28-29). Therefore, 

identifying how DCs regulate immune homeostasis in human intestinal mucosa and, in particular, how 

predisposing genetic variants such as ATG16L1 T300A in DCs contribute to the inappropriate immune 

response that results in disease is critical for improving the knowledge about the pathophysiology of 

CD (Cader et Kaser 2013). Thus, we asked whether the ATG16L1 T300A variant modulates the dynamic 

of autophagic flux what could contribute to altered functions of DCs. In the present study, we 

characterised the DC autophagic flux signature that we identified through three main biological 

features the velocity, the intensity, and the turnover capacity. We show that DC maturation leads to a 

distinct autophagic flux signature characterized by lower velocity and intensity while the turnover 

capacity remained sustained. Remarkably, the complete characterisation of the autophagic flux 

allowed us to show for the first time that DCs from CD patients expressing the ATG16L1-T300A 

displayed an altered autophagic flux signature as well as at the basal level than after maturation. 

Collectively, our data show a defect in the quality of the autophagic flux in DCs from ATG16L1-T300A 

CD patients could be involved in the development of an inappropriate immune response involved in 

pathogenesis. 
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Material and methods 

Ethics statement 

The experiments in this article were performed at Biological Safety Level 2 in accordance with the 

regulations set forth by the national French committee of genetic (commission de génie génétique). 

The clinical study including Crohn’s disease patients has been approved by an ethics committee in 

accordance with French regulations (Comité de Protection des Personnes, Ile de France VII, CPP 

number #2019-A0149-57) and sponsored by Hospices Civils de Lyon (#69HCL180-0027). 

Cells and cell culture 

Dendritic cells were differentiated from human blood monocytes (DCs). Briefly, blood samples were 

got from the EFS (Etablissement français du sang) or from the hospital Lyon Sud Granstoenterology 

department, to generate immature dendritic cells (iDCs) from individual healthy donors (HD iDC) or 

Crohn’s disease patients (CD iDC, CPP number #2019-A0149-57), respectively. Blood CD14+ monocytes 

were purified from total peripheral blood mononuclear cells (PBMC) using a dedicated CD14+ isolation 

kit, according to manufacturer recommendations (130-050-201, Miltenyi). Monocytes were then 

maintained in RPMI1640-Glutamax (61870, Gibco) supplemented with 10% fetal bovine serum 

(Corning), 1% HEPES (15630106, Gibco) and 1% penicillin/streptomycin (15070063, Gibco); 20ng/mL 

GM-CSF (130-093-866, Miltenyi) and 50ng/mL IL-4 (130-093-922, Miltenyi) were added to allow 

monocyte differentiation in dendritic cells for 7 days. The efficiency of DC differentiation was 

confirmed systematically from each individual donor by FACS analysis for CD1a expression and CD14 

down-regulation. Eventually, iDCs were incubated for the last 12hrs to 48hrs with either 1µg/mL 

purified LPS (0111:B4, tlrl-3pelps, Invivogen),  3µg/mL R848 (tlrl-r848, Invivogen) or 200ng/mL TNF-α 

(130-094-014, Miltenyi) in order to induce mature dendritic cells (mDCs). Maturation status was 

checked by FACS analysis for the intensity of cell surface expression of CD80, CD86, and HLA-DR. 

Human Langerhans cells (LCs) and dermal dendritic cells (DDCs) were both extracted ex vivo from the 

skin of individual healthy donors undergoing abdominal plastic surgery. Samples were recovered after 

informed written consent and used according to the guidelines of the Declaration of Helsinki Principles 

and approved by the institutional review board of the University Claude Bernard, Lyon, France. Skin 

samples was freed of fatty tissue, and 3 mm thick slices consisting of epidermis and dermis were cut 

using a dermatome. Skin slices were maintained 1hr at 37°C in Hanks’ balanced saline solution (H8264, 

Sigma-Aldrich) containing 0,25% dispase II (04942078001, Roche Lifesciences) and 1% gentamycin 

(G1272, Sigma). Epidermis and dermis were then separated using fine forceps and washed with Hanks’ 

balanced saline solution. Tissues ware cultured 48hrs at 37°C in separate dishes containing X-VIVO-15 
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medium (BW04418Q, Fischer scientific) and 1% gentamycin in humidified atmosphere. Epidermal and 

dermal sheets were then removed, Langerhans cells were purified by two consecutive centrifugations 

on Lymphoprep (07801, Stemcell) and Nycoprep (1114551, clinisciences), as previously described 

(Penel-Sotirakis et al. 2012). The purified cell population was >95% langerin positive cells (not shown). 

Dermal migratory dendritic cells were further purified using human anti-CD1c-biotin microbeads (130-

119-475 Myltenyi) and were >95% CD1c positive cells (not shown). 

Antibodies and reagents 

Anti-CD80 FITC (MAB104, Immunotech), anti-CD1a PE (clone HL149), anti-CD86 PE-Vio770 (FM95), 

anti-CD83 APC (HB15) (all from Miltenyi), HLA-DR PE-CF594 (G46-6) and anti-CD54 (555512), anti-

langerin FITC (564727) and anti-CD1c PE (561757) (all from BD) were all used for FACS analysis (LSRII 

and FlowJo 7.6.5, both from BD) of fixed DC (with IOTest3 Fixative solution (A07800, Beckman 

Coulter)), after exclusion of dead cells (using Fixable Viability Stain 440 UV (566332, BD)). Anti-β-actin 

(A2066, Sigma), anti-LC3B (L7543, Sigma) and HRP anti-rabbit (A0545, Sigma) were used for protein 

detection by western blot. 

Pharmacological reagents used were 50µM chloroquine (C6628, Sigma), 100nM bafilomycin A1 (tlrl-

baf1, Invivogen), 20µM Spautin-1 (567569- Calbiochem), and 100nM rapamycin (553210, Calbiochem).  

Western blot 

Cells were lysed with a lysis buffer according to manufacturer’s recommendations (8990089901 

Pierce), containing additional 4mM protease cocktail inhibitor (04693132001 Roche). Soluble proteins 

were diluted in 5mM TCEP solution (77720, Thermo) and 1X LDS sample buffer (2045288, Invitrogen), 

and then boiled 5min. Proteins were then separated on NuPAGE 4-12% Bis-Tris Gel (NP0335BOX, 

Invitrogen) and transferred to nitrocellulose membrane with Trans-Blot Turbo RTA Transfer Kit 

(1704271, Bio-Rad). Membranes were blocked for 1h at room temperature in PBS 1X-Tween 0,1%-milk 

5%. Primary rabbit polyclonal antibodies, anti-β-actin and anti-LC3B and secondary HRP-linked anti-

rabbit were used, and antigen-antibody complexes were visualized by enhanced chemiluminescence 

using Western lightning Plus-ECL (NEL104001EA, PerkinElmer) with the ImageQuant LAS400 (GE 

Healthcare). Individual western blot detected band for LC3-I and LC3-II were determined with ImageJ 

Software (NIH) in order to determine the LC3-II/LC3-I ratio. 

Autophagic flux analysis 

1.105cells/well iDCs, mDCs, LCs or DDCs were collected (time point -60min) or seeded in 48-well plates 

in RPMI1640 and collected after half an hour (time point -30min) or one hour (time point 0min) of 
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culture. One-hour post seeding (corresponding to the time point 0min), cells were incubated with 

bafilomycin A1 or chloroquine and collected at several time points up to 180min of culture (time point 

15min to 180min). Cells were lysed, the LC3-I and LC3-II levels of expression were quantified by 

western blot, allowing for each time point the determination of the LC3-II/LC3-I ratio (reflecting the 

conversion of soluble LC3-I in autophagosome-linked LC3-II) and reported on individual curves allowing 

for the determination of three qualitative parameters of the autophagic flux :  J = velocity, slope of the 

curve; v = intensity, (maximal LC3-II/LC3I ratio after drug treatment (plateau of the curve)); and 𝜏 = 

time of transition or turnover, v/J (the time requires to turnover the intracellular pool of 

autophagosome to reach the basal level in a steady state condition)(see Figure S1A).  

Cytokines production analysis 

IL-6 and IL-8 were assayed using ELISA method (Human IL-6 Duoset Elisa and Human IL-8 Duoset Elisa 

R and D system Minneappolis, USA). Briefly, supernatants of DC were collected after 2 days of culture 

in complete medium with or without LPS (1µg/ml) or R848 (3µg/ml) or TNF-α (200ng/mL). All 

supernatants were analyzed in duplicate using TECAN infinite 200Pro system (Lifesciences Tecan) and 

results were expressed as the mean amount of cytokine per ml (pg/ml ± S.D.). 

Genotyping  

Blood samples were collected in PAXgene® Blood DNA Tube and were kept at on ice until processing. 

DNA was extracted using PAXgene Blood DNA Kit according to manufacturer’s recommendations 

(761133, Qiagen). Genotyping of rs2241880 (ATG16L1 T300A) was performed using Ion Chef robotic 

platform (Thermofisher) allowing PCR amplification and library construction by ligation. Allelic 

discrimination was achieved using Ion Torrent PGM sequencer (Thermofisher). All control genotypes 

were in Hardy–Weinberg equilibrium.  

Statistical analysis 

Parameters of autophagic flux were compared on pairs of data between iDCs and mDCs with the 

Wilcoxon matched-pairs signed rank test. Subsequently, principal component analysis (PCA) was 

performed including as parameters the intensity of cell surface expression of CD80, CD86 and HLA-DR, 

the nature of the agent used for DC maturation (LPS, R848 and TNF-α) and the velocity, the intensity 

and the time of transition determined from donor/patient individual autophagic flux, using the R 

package ade4. Bars represent median and *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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Results  

Specific autophagic flux signature in human dendritic cells sub-populations 

To document autophagic flux in human dendritic cells, we isolated monocytes from peripheral blood 

from healthy donors and cultured them for seven days with GM-CSF and IL-4 to generate monocyte-

derived DCs. At this stage, DCs were immature (iDC) as determined by the fact that they lacked or 

expressed low levels of MHC class II (HLA-DR), CD86, CD80. As autophagy is a dynamic process, its 

characterisation requires kinetic analysis. To do, we analysed the autophagosome formation by 

measuring the conversion of the cytosol-located LC3-I form into the autophagosome-anchored 

lipidated LC3-II form by western-blot. Moreover, to quantify the autophagy flux, we treated DC with 

either Bafilomycin A1 or chloroquine, two potent inhibitors of autophagosome reclycling, for several 

period of time. The accumulation of autophagosomes is illustrated by the increase ratio of LC3-II/I 

whom quantification allowed us to determine three main qualitative parameters : the velocity, the 

intensity and the transition time which corresponds to the time necessary for the renewal of the pool 

of autophagosome, also called turnover (Fig S1) (Loos, Toit, et Hofmeyr 2014).  

iDCs of 16 healthy donors were first treated with bafilomycin A1, which block autophagosome-

lysosome fusion via V-ATPase inhibition (Fig 1A) and we determined that iDCs exhibited an autophagic 

flux characterised by a velocity with a median of 10,7.10-3+/-5,6.10-3, an intensity with a median of 

0,97+/- 0,63), and a transition time with a median of 104+/- 30 (Fig 1B). To evaluate whether the 

qualitative parameters of the autophagy flux depend on the autophagosome-lysosome fusion 

inhibitor, similar experiments were conducted with the iDCs of six donors treated with another 

inhibitor autophagosome recycling, chloroquine, which is a lysomotropic agent (Fig 1B). Interestingly, 

iDCs treated with chloroquine presented similar profiles of autophagic flux parameters of velocity 

(median 13,4. 10-3+/-11,2. 10-3), intensity (median 1,6+/-1,7) and transition time (median 84+/-86). 

Those results highlight a qualitative evaluation of the autophagic flux characterized by the velocity, the 

intensity and the turnover, allowing us to determine an autophagic flux signature.  

DCs are a heterogeneous population including various sub-populations depending on their 

environment. Thus, we assessed whether the autophagic flux signature was dependent on the sub-

population of DCs studied. In healthy human donors, ex-vivo DC can be obtained from skin individuals 

having plastic surgery (Fig S1 B-E). Thus, we were able to study two subpopulations of cutaneous DCs: 

Langerhans cells (LCs) and dermal dendritic cells (DDCs). Autophagic flux was evaluated after 

bafimolycin A1 treatment from five donors for LCs and two donors for DDCs. We obtained two 

autophagic flux signature profiles: LCs characterised by high velocity and intensity (median 3,9 .10-3+/-

2,4.10-3 and median 2,36+/-0,59, respectively) (FigS1 B, C) and DDCs were characterised by low velocity 
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and intensity (1,5.10-3+/-0,4.10-3 and 0,76+/- 0,23, respectively) (Fig S1 D, E). Altogether, these results 

show that autophagic flux signature of DCs generated from blood monocytes, is indicative of the one 

of in-situ differentiated of DCs and could be associated with the functional specialisation of each DC 

subpopulations.  

Autophagic flux modulation upon DC maturation 

To determine how the autophagic signature evolves according to the functional status of DCs, we 

evaluated the impact of the maturation process on it. Monocyte-derived DCs were treated at day five 

for two days with either LPS, a TLR4 ligand, R848 a TLR7/8 ligand or TNF-α to differentiate iDCs in 

mature-DCs (mDCs) that are characterised by a strong increase of the expression of co-stimulatory 

molecules (CD80, CD86) and MHC Class II molecules, as well as the ability to secrete cytokines. As 

expected, we found for each of the maturing agents that we used, a specific maturation profile, as 

revealed by the level of expression of the maturation markers (CD80, CD86 and HLA-DR) (Fig S2A) as 

well as by the level of production of the two inflammatory cytokines IL-6 and IL-8 (Fig supp 2B, C). 

Autophagic flux was evaluated in these three types of mDCs as described above (Fig Supp 3A, B). Very 

interestingly, when compared to iDCs, we observed in mDCs a significant decrease in velocity and 

intensity whatever the modalities of maturation used (Fig 2A, B, C). However, the modulation of both 

parameters of the autophagic flux did not affected the time necessary for the renewal of the 

autophagosomal pool that we determined by measuring the transition time (Fig 2A, B, C). Thus, these 

results indicate that DCs maturation resulted in a strong and significative autophagic flux modulation, 

that do not modulate the autophagomes’ turnover. 

To confirm the autophagic flux signature associated to mDCs, a global analysis of data that considered 

altogether maturation markers CD80, CD86 and HLA-DR as well as the velocity, the intensity and the 

time of transition of the autophagy flux, was conducted using a principal component analysis (PCA). 

The analysis confirmed that DCs maturation was characterised by an increase of maturation markers 

expression and, very interestingly, was associated to a decrease of the velocity and the intensity of the 

flux (Fig 2D). However, despite the statistical decrease in the velocity and intensity of the flux, mDCs 

were characterised by the maintenance of the transition time, which suggests the importance for DCs 

to maintain an operational autophagic flux by maintaining the renewal capacity of the pool of 

autophagosomes (Fig 2D, Fig S3C). To go further, we performed a detailed PCA analysis at the level of 

each populations of mDCs, considering maturations markers and autophagic flux quality parameters 

for each considered mDCs population (either differentiated with LPS, R848 or TNF-αa). This analysis 

showed that the three populations of mDCs generated were different regarding their respective 

intensity of maturation markers’ expression. Interestingly, the qualitative differences of their 

respective autophagic flux remained moderate for velocity and intensity parameters and very weak 
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for the time of transition (Fig 2E). Thus, DCs maturation induced through the engagement of two TLRs 

or TNF receptor shared similar autophagic flux signature. 

Active autophagic flux is necessary for the maturation process of DCs 

To determine the importance of the autophagic flux in the maturation of DCs, a kinetic analysis of the 

flux was conducted during DCs maturation. The results showed a progressive adaptation of the flux 

according to the acquisition of the status of the mature cells (Fig 3A). To assess if active autophagic 

flux is necessary for the complete acquisition of mature status, DCs maturation was induced with LPS 

and pre-treated with either Baf A1, a late inhibitor of the autophagy flux, or Spautin-1, which inhibit 

autophagy induction. Autophagy blockage with these inhibitors was confirmed using western blot 

quantification of LC3 II/I ratio (data not shown). As shown in figure 3, we found that to block the 

autophagic flux with either Baf A1 or Spautin-1 interfered with the acquisition of the maturation 

markers (Fig 3B, C and S4A, B). Interestingly, activation of autophagy with rapamycin, a potent inducer 

of the autophagic flux, did not modify the basal status of DCs as well as the acquisition of maturation 

markers in mDCs induced by LPS (Fig 3C and S4C). Altogether, our results display the importance of the 

quality of the autophagic flux in the acquisition of specific functions of DCs, as evidenced by the lack 

of acquisition of maturation markers when the flux is blocked. 

Altered autophagic flux dynamic in ATG16L1 T300A expressing DCs of CD patients 

Prompted by our findings on DCs from healthy donors, we evaluated the autophagic flux properties in 

DCs from CD patients expressing or not the ATG16L1 T300A variant. Twelve CD patients were included, 

among which 5 expressed the ATG16L1 T300A variant.  Importantly, both categories of CD patients, 

those expressing the T300A variant and those that did not express this variant, exhibited same clinical 

characteristics in terms of severity, disease history and treatment (Table1). Monocytes from CD 

patients were purified and cultured for seven days with GM-CSF and IL-4 to generate monocyte-

derived DCs; eventually their maturation was induced by LPS treatment as for DCs differentiated from 

healthy donors. Importantly, the T300A expressing iDCs showed similar expression of co-stimulatory 

molecules (CD80, CD86), activation molecule (CD83) and MCH class II molecule (HLA-DR) than iDCs of 

CD patients that did not express this polymorphic variant, and both categories of DC matured with the 

same efficiency, as judged by the level of expression of the maturation markers following LPS 

treatment  (Fig 4A, 4B and supp S5A). Thus, the expression of the T300A variant seems not to alter the 

ability of DCs to mature. We next evaluated the qualitative autophagic flux parameters after BafA1 

treatment, as explained above.  Very interestingly, we found that DCs from CD patients expressing the 

T300A variant exhibited a different autophagic flux signatures that those that did not express this 

variant. In fact, DCs from not expressing T300A patients, like DCs of healthy donors, after maturation 
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with LPS displayed a significant decrease of the velocity of the flux, as well as its intensity and the 

maintenance of the turnover capacity. Strikingly, in mDCs from T300A expressing CD patients, the 

maturation process was not accompanied by a modulation of any of the autophagy flux parameters, 

when compared to their iDCs conterparts (Fig. 4B and S5B). Indeed, the T300A mDCs had an autophagic 

flux signature similar to those of the T300A iDCs. Thus, these results indicate that the lack of adaptation 

of the autophagic flux in DCs from T300A expressing CD patients is due to intrinsic defects, 

characterised by a reduced velocity and a reduced intensity of the flux. These results highlighted a 

functional disorder in the autophagic flux associated with the expression of the ATG16L1 T300A variant 

in DCs of CD patients, that may be associated with a functional defect of DCs and that could contribute 

to the initiation and/or amplification of the chronic inflammatory response specific to the 

pathophysiology of CD.  
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Discussion 

Beyond its crucial role in the maintenance of cellular homeostasis, autophagy has emerged as a central 

element of the immune response due notably to its involvement in the regulation of the secretion of 

inflammatory cytokines, its ability to degrade intracellular pathogens and its contribution to the 

generation of antigenic peptide for MHC presentation to T cells. All these immune functions are key 

activities of the professional antigen-presenting cells that are DCs.  DCs, that are found in an immature 

status in tissues, acquired the ability to change their physiological status upon pathogen detection, or 

in an inflammatory environment, to became mature in order to stimulate adaptive immunity in 

secondary lymphoid organs (1-33). We report here for that the maturation of DCs is associated with 

an adaptation of the quality of autophagic flux, which is characterised by a decrease in its velocity and 

its intensity. Nevertheless, despite these strong perturbations of the autophagy flux, we found that 

the turnover capacity of mDC is maintained, demonstrating the resilience of this mechanism during 

the maturation process suggesting that this function is as crucial in iDCs than in mDCs. Moreover, the 

acquisition of the status of mature DCs requires an active autophagic flux, at least regarding cell surface 

maturation markers, illustrating the strong link between autophagy and biological functions of DCs. 

Last but not least, the fine characterisation of the dynamic of the autophagic flux in the DCs of Crohn’s 

disease patients that we report here offers new insights on the potential role of autophagy in this 

disease. Indeed, we clearly identify a defect of the dynamic of the autophagic flux in DCs from CD 

patients expressing the ATG16L1 T300A variant, what could contribute to the pathogenesis.  

Dendritic cells are key cells for the control and the regulation of immune responses to specific antigens. 

DC dysfunctions are associated with inappropriate immune responses and, therefore, represents an 

important factor in the development of chronic inflammatory pathologies. In DCs, antigen processing 

via autophagy modulates T cell immunity by promoting both endogenous and exogenous antigen 

presentation (34-35). Autophagy also contributes to the regulation of cytokine production and cell 

death in DCs, and several reciprocal links  between autophagy and pattern recognition receptors were 

reported (36-39). Whereas most studies focused on autophagy modulation subsequently to early TLR 

engagement, in the present study we were interested by characterizing delayed consequences on 

autophagy of TLRs-induced maturation in DCs. In that context, we identified strong changes of the 

dynamic of autophagy in mDCs with a decrease in the velocity and in the intensity of the autophagy 

flux, still with the maintenance of the turnover capacity. Thus, autophagy that can be induced early 

upon TLR engagement, as reported by others, is still modulated up to two days, in mature DC. Whether 

this late modulation of the autophagy flux is still under the direct regulation of TLR-signalling or is a 

physiological adaptation of the biology of mature DCs remain to be explored. However, a specific 

autophagy flux signature of mDCs compared to iDCs is privileged as it might adapt to distinct metabolic 
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and functional requirements for each status of the same cell. Indeed, iDCs have a strong potency for 

phagocytosis, and degradation of antigen is a basic function of these cells. By contrast, mDCs have a 

reduced capacity to uptake antigens, what contribute to concentrate the presentation of peptide by 

MHC-II molecules mainly to those derived from primary uptaked microorganisms. To slow down the 

velocity and the intensity of the catabolic process of autophagy in late mDCs could contribute to limit 

the diversification of antigenic peptides. However, a functional active autophagy would stay required 

as suggested by the fact that, whatever the status of the cell is, the turnover of autophagosome 

formation remains similar; this resilience could be instrumental for maintaining at least DC 

homeostasis. However, as reported by others, our experiments using inhibitors of the maturation of 

autophagosomes, confirmed the importance of a complete and productive autophagy flux, at least at 

the moment of the induction of autophagy, in order to sustain the differentiation of iDCs in mDCs. Of 

note, all this autophagy-associated characteristic does not only concern TLR-induced maturation but 

also other trigger of maturation, at least TNF-, as we have shown in this work. 

Interestingly, the well-regulated and balanced parameters of the autophagy flux could be instrumental 

in the deregulation of the immune response involving DCs, during chronic inflammatory pathologies. 

In Crohn’s disease, GWAS have revealed many SNPs of autophagy-associated genes (Hampe et al. 

2007b), but whether autophagy flux is indeed dysregulated in cells of such patients, and whether 

autophagy dysfunction really contribute to the pathology remains not well understood in patients, due 

to difficulties to study the autophagic flux in primary untransformed cells. Here, thanks to the 

calibration of parameters analysis of the autophagy flux, we were able to show that in iDCs of CD 

patients expressing the ATG16L1 T300A variant exhibit an abnormal autophagic flux dynamic 

properties with a low velocity and a low intensity, that reflect autophagy flux features of mDCs or 

healthy donors. Beyond, the autophagy flux of ATG16L1 T300A expressing mDCs remaine unchanged 

when compared to their iDCs counterparts and is similar to the one of HD iDC. This suggests that CD 

iDC have limited ability to adapt the autophagy flux to inflammatory environment, and already have a 

catabolic autophagy pathway with mature DC features, what could contribute to the pathophysiology 

of CD. 

Interestingly, our results obtained from primary human cells of CD patients are in line with the fact 

that the ATG16L1 T300A variant is highly susceptible to caspase-mediated cleavage, what has been 

shown to reduce autophagy in cellular models (41-42).  However, the importance of ATG16L1 in the 

function of DC is controversial, as it has been shown that mice deficient in Atg16l1 or patient samples 

expressing the ATG16L1 T300A variants, while important in intestinal epithelial cells are dispensable 

in DCs (28-43). By contrast, it has been reported increased colonic inflammation and increased IL-1β 

and TNF-α secretion in a DSS-induced murine colitis model of mice deficient for Atg16l1 deficiency in 

CD11c+ DCs (H. Zhang et al. 2020). Here we show that in human primary DCs, the expression of the 
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ATG16L1 T300A variant is associated with a reduced autophagic flux what could directly impact the 

functional capacities of DC (41-46).  

The results of the present study show that, unlike the DCs of healthy subjects or CD patients not 

expressing the ATG16L1 T300A variant, DCs exhibit a defect on autophagic flux capacities. Autophagy 

is an important rheostat that facilitates control of the diversity of presented peptide and cytokine 

secretion; therefore, changes in the dynamic could be directly linked to the breakdown of tolerance 

and the induction of the inappropriate inflammatory immune response of this pathology due to 

changes in degradation capacities but also in antigen presentation.  
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Figure Legends 

Figure 1. Quantitative autophagy flux analysis in human primary dendritic cells.  

Immature dendritic cells differentiated from healthy donor blood monocytes (HD iDC) were harvested 

at the indicated time points for analyzing by western blot LC3 and β-actin expression, prior or after cell 

incubation with bafilomycin A1 (Baf A1, A and B) or chloroquine (CQ, C and D).  A representative 

western blot obtained from iDCs of one donor treated with Baf A1 is shown (A) as well as iDCs of one 

donor treated with CQ (D), which are both accompanied with the respective graph corresponding to 

the quantification of the LC3-II:LC3-I ratio determined for each time point (A, +/- Baf A1 and C, +/- CQ 

treatments, respectively). B and D: the velocity (slope of the curve), the intensity (maximal LC3-II:LC3-

I ratio) and the time of transition (turnover to replenish the pool of autophagosomes) parameters were 

mathematically extracted from individual curves, as explained in M&M and Fig S1A, and were 

determined from iDCs of 16 donors treated with Baf A1 (B), and 6 donors treated with CQ (D). For each 

parameter, the median is indicated with a bar. 

 

Figure 2. Modulation of the autophagy flux in mature dendritic cells.  

Immature dendritic cells differentiated from healthy donor blood monocytes (HD iDC) were eventually 

matured (HD mDC) by a 48hrs culture with LPS (A, n=15), R848 (B, n=9) or TNF-α (C, n=8). The indicated 

autophagy flux parameters of velocity, intensity and time of transition were mathematically extracted 

from graphs determined following the quantification of the LC3-II:LC3-I ratio obtained from iDCs or 

mDCs harvested at different time points, prior or after cell incubation with bafilomycin A1 (as in Fig 

1A/B, see Fig S3 for representative western blots and graphs). iDCs and mDCs from individual donors 

are numerated. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. D: Principal component analysis (PCA) including FACS-

determined MFI of cell surface expression of CD80, CD86 and HLA-DR as determined from iDCs or 

mDCs, and the velocity, the intensity and the time of transition determined from DC od individual 

donors. E: PCA including FACS-determined MFI of the above-mentioned cell surface markers from DCs 

matured with either LPS, R848 or TNF-α, and the velocity, the intensity and the time of transition 

determined from mDCs of individual donors. 

 

Figure 3. Modulation of autophagy flux and dendritic cell maturation 
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A, Immature dendritic cells differentiated from healthy donor blood monocytes (HD iDC) were matured 

(HD mDC) with LPS and harvested at the indicated time points (12hrs, 24hrs, 48hrs) for analyzing the 

autophagic flux by quantification of the LC3-II:LC3-I ratio after cell incubation with bafilomycin A1 (Baf 

A1). The indicated autophagy flux parameters of velocity, intensity and time of transition were 

mathematically extracted from graphs. For each parameter determined results were expressed as fold 

increase between LPS-treated DCs (mDCs) and iDCs. B-D Immature DC differentiated from healthy 

donor blood monocytes were pre-treated or not with (B) Bafilomycin A1, (C) Spautin-1 (D) rapamycin 

and matured or not for 48h with LPS. Maturation markers expression (CD80, CD86, HLA-DR) were 

analyzed by flow cytometry and results were expressed as median of fluorescence. For each 

parameter, the median is indicated with a bar. 

 

Figure 4. Autophagy flux analysis in T300A dendritic cells from Crohn disease patients 

Immature dendritic cells differentiated from Crohn diseases patients’ blood monocytes expressing 

T300A variant (n=5) or not (n=12) were matured (CD mDC) or not (CD-iDC) by a 48hrs culture with LPS, 

A, Phenotypic analysis of CD iDC vs CD mDC. CD80, CD86, CD83 and HLA-DR expression were measured 

by flow cytometry method and results were expressed as median of fluorescence. B, Autophagy flux 

parameters of velocity, intensity and time of transition were mathematically extracted from 

quantification of the LC3-II:LC3-I ratio obtained from CD iDC and CD mDC harvested at different time 

points, prior or after cell incubation with bafilomycin A1 (see fig S5); For each parameter, the median 

is indicated with a bar *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 

 

Supplementary Figure Legends 

Figure S1. Autophagy flux analysis in dendritic cells.  

A, Determination of three parameters of the autophagy flux. Representation of a graph from iDCs, 

derived from blood monocyte of one healthy donor, obtained following the quantification of the LC3-

II:LC3-I ratio determined after several time point of culture, prior of after incubation with Baf A1. From 

the curve was determined : i/ the velocity (J) which is the slope of the curve between the last time 

point with minimal LC3-II:LC3-I ratio (obtained before treatment with Baf A1) and the first of the 

“plateau” reaches after Baf A1 treatment; ii/ the intensity (v) which is the mean of the LC3-II:LC3-I ratio 

of all time points at the “plateau” of the curve following Baf A1 treatment (the maximal LC3-II:LC3-I 

ratio, v on the graph),  iii/ the time of transition (𝜏) corresponds to the time of the turnover of the 
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entity pool of autophagosome in steady state, which is equal to the time required to fill the pool of 

autophagosome from zero to its steady-state value, the time of transition 𝜏 = v/J. Importantly, the 

“time points” used for the calculation of each parameters were depending of the LC3-II:LC3-I ratio-

derived graphs obtained from each individual donor and patient.  B-E: autophagy flux was analyzed 

from Langerhans cells (LCs) (B and C) and dermal dendritic cells (DDCs) (D and E) and in Fig. 1A-C. A 

representative western blot of LC3-B and β-actin and its corresponding graph obtained from LCs (B) or 

DDCs (D) extracted from one donor are shown. The velocity, intensity and time of transition 

parameters were determined for LCs extracted from 5 donors (C) and for DDCs extracted from 2 donors 

(E). For each parameter, the median is indicated with a bar. 

 

Figure S2. Analysis of maturation profile of dendritic cells. 

Immature dendritic cells differentiated from healthy donor blood monocytes (HD iDC) were eventually 

matured (HD mDC) by a 48hrs culture with LPS, R848 or TNF-α. A Representative histogram of FACS-

determined median of fluorescence of cell surface expression of CD80, CD86, and HLA-DR obtained 

from HD iDC and HD mDC (LPS, R848 and TNF-α); B-C After 48 hours of stimulation with LPS, R848 or 

TNF-α, IL-6 (B) and IL-8 (C) were measured in supernatant by ELISA method. Results were expressed in 

ng/ml and the median is indicated with a bar. 

 

Figure S3. Autophagy flux in mature dendritic cells.  

Immature dendritic cells differentiated from healthy donor blood monocytes (HD iDC) were eventually 

matured (HD mDC) by a 48hrs culture with LPS, R848 or TNF-α. A, a representative western blot 

obtained from iDCs and mDCs matured with either LPS, R848 or TNF-α of one donor, prior and after 

treatment with Baf A1 is shown. B, individual western blots are accompanied with their respective 

graph corresponding to the quantification of the LC3-II:LC3-I ratio determined for each time point. The 

autophagy flux parameters of mDC are shown Fig. 2A. C, principal component analysis (PCA) including 

FACS-determined MFI of cell surface expression of CD80, CD86 and HLA-DR as determined from iDCs 

or mDC-LPS, or iDCs/mDC-R848, or iDCs/mDC-TNF-, and the velocity, the intensity, and the time of 

transition. 

 

Figure S4. Maturation of dendritic cells and autophagy flux modulation.  
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Immature DC differentiated from healthy donor blood monocytes were pre-treated or not with (A) 

Bafilomycin A1, (B) Spautin-1, (C) rapamycin, and matured or not for 48h with LPS. Cell surface 

expression of activation (CD83) and cell adhesion (CD54-ICAM1) molecules were analyzed by flow 

cytometry and results were expressed as median of fluorescence. For each parameter, the median is 

indicated with a bar. 

 

Figure S5. Autophagy flux in dendritic cells from T300A CD patient.  

Immature dendritic cells differentiated from a representative T300A CD patient were matured (CD 

mDC) or not (CD iDC) by a 48hrs culture with LPS. A, histogram of FACS-determined median of 

fluorescence of cell surface expression of CD80, CD86, and HLA-DR obtained from CD T300A-iDC and 

CD T300A-mDC. B, representative western blot obtained from T300A CD CD iDC and T300A CD CD mDC 

prior and after treatment with Baf A1. 

 

Table 1. Baseline characteristics of the 13 patients with CD. 
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II. Résultats complémentaires non-publiés 

1. Analyse du flux autophagique dans des cellules dendritiques primaires 

L’un des enjeux de ma thèse était de suivre et d’analyser le flux autophagique dans des 

DCs primaires. Pour cela, nous avons choisi de suivre le niveau d’expression de deux protéines 

autophagiques : LC3, une protéine essentielle de l’étape d’élongation du phagophore, et p62, qui 

est à la fois un récepteur autophagique et une protéine dégradée par autophagie.   

Les premiers résultats complémentaires que je vais vous présenter m’ont permis de 

mettre en place un système permettant d’identifier la signature du flux autophagique dans des 

DCs primaires. Ils ont été réalisés avec des MoDCs obtenue après 5 jours de différenciation 

contre 7 jours dans l’article scientifique. Comme je l’ai expliqué dans la partie I.5. de 

l’introduction de ce manuscrit, nous nous sommes basé sur les travaux de Loos et coll. qui ont 

développé différentes approches afin de suivre le flux autophagique selon une cinétique de 

temps, dans une cellule donnée (Haspel et al. 2011 ; Loos et al. 2014). La difficulté de cette 

approche est de développer un système qui permet d’analyser des cellules primaires, à l’état basal. 

Pour commencer, j’ai généré des DCs dérivées de monocytes triées à partir de PBMCs issu de 

sang de donneurs sain, comme décrit précédemment (voir l’article scientifique). Après 5 jours de 

différenciations, les DCs immatures sont cultivées afin d’analyser leur flux autophagique à l’état 

basal (Figure 30). Le flux autophagique est mesuré au cours d’une cinétique de temps, pendant 

laquelle les DCs sont récupérées à différents temps indiqués dans la figure 30. La cinétique est 

divisée en deux parties : une première partie d’analyse qui permet de suivre le flux autophagique 

dans les DCs à l’état basal et une seconde partie d’analyse où les cellules sont traitées avec un 

inhibiteur autophagique afin de bloquer ce flux pour en évaluer les caractéristiques. Deux 

inhibiteurs de l’étape de maturation de l’autophagie ont été utilisés ; la bafilomycine A1 (Figure 

30A) et la chloroquine (Figure 30B), provoquant tous les deux une accumulation des 

autophagosomes dans la cellule traitée. Afin d’analyser la dynamique de l’autophagie dans les 

DCs au cours de cette cinétique, la lipidation de la protéine LC3 est suivi par une analyse en 

western-blot. Ainsi, durant la première heure de cinétique, on peut observer un taux de LC3 

lipidé (LC3-II) plus ou moins constant, ce qui indique une activité autophagique relativement 

constante dans les iDCs à l’état basal. Par la suite, après avoir traitées les DCs avec l’un des 

inhibiteurs autophagiques, on observe une accumulation progressive de LC3-II dans les DCs, ce 

qui suggère une accumulation progressive des autophagosomes dans la cellule. Cette 

accumulation est le reflet du blocage du processus autophagique à l’état basal, et démontre la 

présence d’un flux autophagique dynamique dans ces iDCs. Afin d’analyser la nature de ce flux, 

j’ai utilisé la courbe représentative du ratio de LC3-II/LC3-I au cours du temps, obtenu après la 
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(semi-)quantification de LC3-I et LC3-II. Cette courbe m’a permis d’estimer trois caractéristiques 

du flux autophagique dans les iDCs qui sont la vitesse, l’intensité du flux autophagique et le temps 

de transition (ou turnover autophagique). Ces caractéristiques nous ont permis de définir la 

signature/la nature du flux autophagique dans des DCs primaires immatures. De manière 

intéressante, les résultats obtenus nous ont aussi permis d’analyser la variabilité interindividuelle.  

 
Figure 30 : Identification de la signature autophagique de cellules dendritiques immatures 

primaires 

Des cellules dendritiques dérivées de monocytes humains ont été généré après 5 jours de 

différenciation en utilisant du GM-CSF (20ng/mL) et de l’IL-4 (50ng/mL). Le flux autophagique 

dans ces DCs a été suivi via le suivi de la lipidation de la protéine LC3 par western-blot selon une 

cinétique de temps. Au cours de cette cinétique les cellules ont été traitées avec de la bafilomycine 
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A1 (100nM, +Baf A1) (A), ou bien avec de la chloroquine (50µM, +CQ) (B) aux temps indiqués. 

A partir de la (semi-)quantification des deux formes de LC3, une courbe représentation de 

l’évolution du ratio LC3-II/LC3-I a été réalisé. A partir de cette courbe représentative, trois 

paramètres ont été mesuré afin d’identifier la signature du flux autophagique de ces DCs ; soit la 

vitesse, l’intensité et le temps de transition (ou turnover) du flux autophagique. La barre indique 

la médiane des valeurs obtenu à partir d’échantillons cellulaires issus de trois donneurs sains 

indépendants (ou HD pour Healthy Donnor). 

 

Ainsi, j’ai utilisé de manière originale le suivi de la lipidation de LC3 pour suivre et analyser le 

flux autophagique basal dans des DCs à l’état immatures. Cette étude nous a permis d’identifier 

pour la première fois la nature/signature du flux autophagique dans des DCs primaires. 

Dans un deuxième temps, nous avons analysé l’évolution de la protéine autophagique 

p62 afin de suivre l’évolution du flux autophagique dans nos cellules. P62 est une protéine à 

longue durée de vie qui est dégradé par autophagie (Liu et al. 2016b) et dont l’accumulation 

témoigne d’un défaut d’activité autophagique. 

Pour cela, j’ai généré des iDCs et des mDCs après 48h de traitement au LPS, selon le protocole 

présenté dans l’article scientifique. L’évolution du niveau d’expression de p62 au cours de la 

cinétique de temps indiqué figure 1C a été réalisé par analyses en western-blot. Ces analyses ont 

été faite en parallèle de l’analyse du niveau d’expression de LC3, décrit précédemment (Figure 

30). Premièrement, aucune évolution de p62 n’a été observé au cours de la cinétique, que ce soit 

avant ou après traitement avec l’un des inhibiteurs autophagiques, et aussi bien dans les iDCs que 

dans les mDCs (Figure 31). Ces résultats montrent qu’un blocage du processus autophagique 

n’affecte pas la quantité de p62, dans les DCs étudiées. Il est intéressant de noter que les cellules 

dendritiques contiennent des plateformes de signalisation appelée DALIS (pour Dendritic cell 

Aggresome-Like Induced Structures), où de nombreuses protéines s’agrègent, dont p62 

(Lelouard et al. 2002 ; Mintern et al. 2015). Au sein de ces DALIS, p62 joue le rôle de protéine 

de signalisation interagissant avec de nombreuses protéines, telles que des MAPKs ou la protéine 

TAK1 (Kehl et al. 2019). Les résultats que nous avons obtenus suggèrent que la majorité du p62 

contenu dans les DCs est localisé au sein des DALIS, ce qui les préserve d’une dégradation par 

autophagie. Deuxièmement, la quantité de p62 est plus importante dans les DCs matures que 

dans les DCs immatures. Ainsi, cela suggère que la maturation des DCs entraine une 

accumulation de p62 dans ces cellules. Par ailleurs, une étude en 2002, rapporte qu’une 

stimulation au LPS induit la formation de DALIS dans des DCs de souris (Lelouard et al. 2002). 

Ainsi, nos résultats reflètent probablement une augmentation de la formation des DALIS au sein 

des DCs après leur maturation, associé à une augmentation de p62 au sein de ces structures. Par 
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ailleurs, il est tout à fait possible que le processus de maturation induit une régulation 

transcriptionnelle de p62, associé à une augmentation de sa concentration dans les DCs.  

Pour conclure, nous avons finalement décidé de ne pas poursuivre l’analyse du niveau 

d’expression de p62 afin de suivre le flux autophagique dans les DCs primaires. 

Figure 31 : Evolution de la quantité p62 dans des cellules dendritiques humaines en fonction de 

leur statut de maturation 
Des cellules dendritiques dérivées de monocytes humains ont été généré après 5 jours de 

différenciation en utilisant du GM-CSF (20ng/mL) et de l’IL-4 (50ng/mL), puis traité ou non avec 

du LPS (1µg/mL) pendant 48 heures afin d’induire la maturation des DCs. Les cellules ont été 

traitées avec de la bafilomycine A1 (100nM, +Baf A1) (A), ou bien avec de la chloroquine (50µM, 

+CQ) (B) aux temps indiqués au cours d’une cinétique de temps. Les cellules ont ensuite été 

collecté afin d’en extraire les protéines et analyser le taux d’expression de la protéine p62 par 

western-blot ; l’analyse de l’expression de l’actine a été utilisé comme contrôle de charge. Le ratio 

de p62 sur actine a été mesuré à partir de la quantification des trois premiers points de la cinétique 

(-60min, -30min et 0min) dans les iDCs et les mDC-LPS. Les valeurs obtenues à partir 

d’échantillons cellulaires issus d’au moins trois donneurs sains indépendants (ou HD pour 

Healthy Donnor). 

 

2. Analyse de la fonctionnalité de l’autophagie dans les cellules dendritiques 

humaines en fonction de leur état de maturation : étude de la mitophagie 

 

L’autophagie est un processus catabolique qui permet de réguler l’homéostasie intracellulaire en 

dégradant, notamment, des éléments cellulaires obsolètes, tels que des agrégats protéiques, des 
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ribosomes, ou encore des mitochondries endommagées (voir partie A.I.4. de mon manuscrit). 

Précédemment, je vous ai montré qu’au cours de leur maturation les DCs adaptent leur flux 

autophagique, vers une diminution du flux dans les mDCs en comparaison aux iDCs. Nous 

voulions donc évaluer la fonctionnalité de l’autophagie dans les DCs primaires en fonction de 

leur statut de maturation. Pour cela, nous avons choisi d’étudier la mitophagie, qui correspond à 

la dégradation sélective des mitochondries par autophagie. 

Il existe différentes voies qui permettent d’induire la mitophagie dans une cellule, et parmi 

ces voies nous avons choisi d’activer la voie PINK-1/Parkin, induite à la suite d’une dépolarisation 

des membranes des mitochondries (voir partie A.I.4.b. de mon manuscrit) (Heo et al. 2015 ; 

Lazarou et al. 2015b). Afin d’induire la dépolarisation, j’ai utilisé la combinaison de deux 

inhibiteurs mitochondriaux : l’oligomycine A qui est un inhibiteur de l’ATP synthase et 

l’antimycine A1 qui est un inhibiteur du complexe III de la chaine respiratoire.  

Dans un premier temps, nous avons validé l’effet de ces inhibiteurs dans des DCs primaires 

(Figure 32.A et B). Pour cela, j’ai généré des iDCs et des mDCs obtenues après 48h de traitement 

avec du LPS. Les cellules ont ensuite été traitées selon différentes concentrations d’inhibiteurs et 

la dépolarisation des membranes des mitochondries a été évaluée par cytométrie de flux, en 

utilisant une sonde TMRM (Figure 32.A). Cette sonde fluorescente fixe les mitochondries ayant 

une polarité membranaire chargée positivement et dont le signal diminue après dépolarisation. 

Ainsi, nous avons observé que la polarité membranaire des mitochondries est supérieure dans 

les iDCs non-traitées que dans les mDCs non-traitées. De plus, cette polarité diminue de manière 

dose dépendante avec les traitements oligomycine A/antimycine A1, ce qui montre que la 

combinaison des deux drogues induit une dépolarisation des membranes des mitochondries, 

quel que soit le statut de DCs. Il semblerait, cependant, que l’efficacité du traitement soit plus 

importante dans les iDCs, dont la dépolarisation atteint environ 80% pour les cellules traitées 

avec les concentrations les plus fortes d’inhibiteurs, alors qu’elle n’atteint que 65% dans les 

mDCs. Par la suite, j’ai analysé l’impact de cette dépolarisation sur l’expression des protéines 

mitochondriales Timm-23 et Tomm-20 par western-blot (Figure 32.B). Nous avons observé une 

diminution de l’expression de ces protéines de manière dose-dépendante, à la fois dans les iDCs 

et les mDCs. Ces résultats sont en faveur d’une dégradation de ces protéines, à la suite de la 

dépolarisation des membranes des mitochondries induite par les traitements.  
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Figure 32 : Dépolarisation des membranes des mitochondries dans des cellules dendritiques 

humaines 

Des cellules dendritiques dérivées de monocytes humains ont été généré après 5 jours de 

différenciation en utilisant du GM-CSF (20ng/mL) et de l’IL-4 (50ng/mL), puis traité ou non avec 

du LPS (1µg/mL) pendant 48 heures afin d’induire la maturation des DCs. Les DCs sont ensuite 

traitées, ou non, avec l’oligomycine A et l’antimycine A1 pendant 8 heures selon les 

concentrations indiquées (A et B).  La polarité des membranes des mitochondries a été mesurée 

après incubation des cellules avec une sonde spécifique, la sonde TMRM (25nM) qui fixe les 

mitochondries dont la polarité membranaire est chargée négativement, puis analysée par 

cytométrie de flux (A). L’induction du processus de mitophagie, a été analysé via la mesure de 

l’expression des protéines Tomm-20 et Timm-23 par western-blot (B) ; la quantification de 

l’actine a été utilisé comme contrôle de charge. Le taux d’expression des protéines a été quantifié 

en utilisant le logiciel ImageJ. Les valeurs ont été obtenu à partir d’un échantillon cellulaire issus 

d’un donneur sain (ou HD pour Healthy Donnor). 
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De plus, le taux de diminution est proportionnel au taux de dépolarisation des mitochondries 

dans chaque population de DCs. En effet, le niveau d’expression de Timm-23 est environ 2 fois 

moins important après traitement avec les inhibiteurs à la plus forte concentration dans les iDCs 

et d’environ 1,3 fois moins important dans les mDCs. On peut observer le même effet pour la 

protéine Tomm-20 dont le niveau d’expression est 4 fois moins important après traitement avec 

les inhibiteurs à la plus forte concentration dans les iDCs et d’environ 2 fois moins important 

dans les mDCs. Ainsi, ces résultats suggèrent qu’il y a moins de dégradation des mitochondries 

dans les mDCs que dans les iDCs, ce qui peut s’expliquer par l’intensité du taux de dépolarisation 

dans chaque population.  

Dans la seconde partie de cette étude, nous avons voulu vérifier si les mitochondries 

endommagées par les traitements oligomycine A/antimycine A1 étaient bien dégradées par 

mitophagie. En effet, comme je l’ai expliqué dans la partie I.4.b. de l’introduction de ce 

manuscrit, la voie de signalisation PINK/Parkin induite après dépolarisation des membranes dans 

les mitochondries permet de dégrader les mitochondries endommagées par autophagie (Lazarou 

et al. 2015b). De ce fait, il est fort probable que la diminution des protéines Timm-23 et Tomm-

20 reflète l’induction de mitophagie dans les DCs. Afin de valider notre hypothèse, j’ai généré 

puis traité les iDCs et mDCs-LPS avec la combinaison d’inhibiteurs, associé ou non avec un 

traitement bafilomycine, permettant de bloquer l’autophagie. J’ai choisi de traiter les cellules avec 

une concentration intermédiaire d’inhibiteurs (20µM d’oligomycine A et 2µM d’antimycine A1), 

afin de ne pas affecter leur viabilité. Le niveau d’expression des protéines mitochondriales Timm-

23 et Tomm-20, ainsi que la protéine autophagique LC3 ont été ensuite analysées par western-

blot (Figure 33). Les résultats obtenus dans cette partie sont très préliminaires et n’ont été obtenu 

qu’une seule fois, ils sont donc à interpréter avec d’extrême précautions et nécessite d’être 

répétés. 

Premièrement, à la suite des traitements oligomycine A/antimycine A1, la diminution de 

l’expression de Tomm-20 est associé à une augmentation de la lipidation de LC3 dans les deux 

populations de DCs, que nous interprétons par une activation du processus autophagique (Figure 

33). Ainsi, Tomm-20 semble bien dégradé par mitophagie. Cependant, l’augmentation de la 

quantité de LC3-II est moins importante dans les mDCs, ce qui suggère un flux autophagique 

plus faible dans ces cellules. Ces observations sont en cohérence avec les résultats discutés dans 

l’article scientifique, qui démontrent une modification du flux autophagique au cours de la 

maturation des DCs qui tend vers une diminution de la vitesse et de l’intensité du flux. 

Cependant, je n’ai pas pu confirmer les résultats obtenus précédemment (Figure 32B) concernant 
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le niveau d’expression de Tomm-20 dans les iDCs non-traitées. Ainsi, ils ne nous permettent pas 

d’interpréter la différence de dégradation de Tomm-20 entre les iDC et les mDCs. 

 
Figure 33 : Activation du processus de mitophagie dans des cellules dendritiques humaines 

Des cellules dendritiques dérivées de monocytes humains ont été généré après 5 jours de 

différenciation en utilisant du GM-CSF (20ng/mL) et de l’IL-4 (50ng/mL), puis traité ou non avec 

du LPS (1µg/mL) pendant 48 heures afin d’induire la maturation des DCs. Les DCs sont ensuite 

traitées, ou non, avec l’oligomycine A et l’antimycine A1 pendant 8 heures selon les 

concentrations suivantes : 20µM d’oligomycine A, 2µM d’antimycine A1 et 100nM de 

bafilomycine A1. L’induction du processus de mitophagie, a été analysé via la mesure de 

l’expression des protéines Tomm-20, Timm-23 et LC3 par western-blot ; la quantification de 

l’actine a été utilisé comme contrôle de charge. Le taux d’expression des protéines a été quantifié 

en utilisant le logiciel ImageJ. Les valeurs ont été obtenu à partir d’un échantillon cellulaire issus 

d’un donneur sain (ou HD pour Healthy Donnor). 

 

Deuxièmement, nous avons observé que le traitement bafilomycine seul, n’induisait pas de 

modifications d’expression des protéines mitochondriales dans les deux populations de DCs 

(Figure 33). En revanche, lorsque les DCs ont été traitées à la fois avec la combinaison 

d’oligomycine A et d’antimycine A1 et avec le traitement bafilomycine, nous avons observé une 

diminution moins importante de l’expression de Tomm-20 à la fois dans les iDCs et les mDCs. 

De plus, ces résultats sont en association avec une augmentation de la lipidation de LC3, ce qui 
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montre que Tomm-20 est moins dégradée lorsque l’autophagie est bloquée. Cette expérience 

suggère qu’à la suite de la dépolarisation des mitochondries, celles-ci sont bien dégradées par 

mitophagie. Il est intéressant de noter que la diminution de la dégradation de Tomm-20 ainsi que 

l’accumulation de LC3-II, induite par le blocage de l’autophagie, est moins importante dans les 

mDCs que dans les iDCs. Au regard de l’ensemble des résultats obtenus, nous supposons que la 

baisse de mitophagie pourrait être associé à un flux autophagique moins important dans les 

mDCs. Ainsi, il est possible que la diminution du flux autophagique dans les mDCs soit associée 

à une diminution de l’activité autophagique à la suite de leur maturation.  

Cependant, les résultats obtenus pour la protéine mitochondriale Timm-23 sont contradictoires 

avec ceux obtenus pour Tomm-20. En effet, lorsque les DCs ont été traitées à la fois avec la 

combinaison d’oligomycine A/antimycine A1 et la bafilomycine, nous avons observé que 

l’inhibiteur autophagique ne semble pas avoir d’effet sur le niveau d’expression de la protéine, 

aussi bien dans les iDCs que dans les mDCs (Figure 33). Ces résultats suggèrent que la protéine 

Timm-23 est dégradée via une autre voie de dégradation, indépendamment de l’autophagie. En 

effet, il est possible que cette protéine soit dégradée par le protéasome, tout comme les protéines 

MFN1/2 (Tanaka et al. 2010).  

Pour conclure, nous supposons que l’induction de la dépolarisation des membranes des 

mitochondries induit par l’oligomycine A et l’antimycine A1 entraine la dégradation des 

mitochondries via le processus de mitophagie, bien que certaines protéines mitochondriales 

semblent être dégradé via une autre voie catabolique. 

3. Evaluation de la régulation du flux autophagique dans des cellules 

dendritiques humaines en fonction de leur état de maturation 

 

 D’après les résultats précédents, je vous ai montré qu’au cours de leur maturation, les 

DCs sont capables d’adapter leur flux autophagique vers une signature du flux plus faible pour 

les mDCs que pour les iDCs. De ce fait, nous avons cherché à comprendre quel mécanisme 

pouvait réguler cette adaptation. Ainsi, nous avons choisi d’analyser deux éléments qui peuvent 

influencer le flux autophagique dans une cellule : 1) la disponibilité en lysosomes qui contrôle la 

maturation des autophagosomes et 2) la voie de signalisation mTOR qui contrôlent les différentes 

étapes du processus autophagique (voir partie A.I.3.d. Régulation de l’autophagie de mon 

introduction). 

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés à la disponibilité en lysosomes 

dans les DCs, puisque le processus autophagique est dépendant des lysosomes présents dans la 
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cellule (Mizushima et al. 2010). Ainsi, j’ai généré des DCs dérivées de monocytes après 5 jours 

de différenciation, puis je les ai, ou non, traitées avec différents agents pendant 48h afin d’induire 

leur maturation. Le niveau d’expression de LAMP-1, un marqueur des lysosomes, a été analysé 

et (semi-)quantifié par western-blot dans chaque population de DCs ainsi obtenu (Figure 34). Les 

résultats observés n’indiquent aucune différence significative du taux d’expression de LAMP-1 

entre les iDCs et les mDCs, quel que soit l’agent maturant utilisé. On peut donc conclure que ce 

n’est pas une différence de disponibilité en lysosomes qui peut expliquer l’adaptation du flux 

autophagiques entre ces DCs. 

 
Figure 34 : Estimation de la quantité de lysosomes dans des cellules dendritiques humaines 

associées à leur statut de maturation 

Des cellules dendritiques dérivées de monocytes humains ont été généré après 5 jours de 

différenciation en utilisant du GM-CSF (20ng/mL) et de l’IL-4 (50ng/mL), puis traité ou non avec 

du LPS (1µg/mL), ou du R848 (3µg/mL), ou encore du TNF-α (200ng/mL) pendant 48 heures 

afin d’induire la maturation des DCs. Les cellules ont ensuite été collecté afin d’en extraire les 

protéines et analyser le taux d’expression de la protéine LAMP-1 par western-blot ; la 

quantification de l’actine a été utilisé comme contrôle de charge. Le niveau d’expression de 

LAMP-1 a été quantifié en utilisant le logiciel ImageJ, puis normalisé par la quantité d’actine. La 

barre représente la médiane des valeurs obtenu à partir d’échantillons cellulaires issus d’au moins 

trois donneurs sains indépendants (ou HD pour Healthy Donnor). 

 

 Dans un second temps, nous nous sommes intéressés aux différentes voies de 

signalisation qui régule l’initiation de l’autophagie, et particulièrement la voie mTOR. En effet, 

comme je l’ai expliqué dans la partie I.3.d. de l’introduction de ce manuscrit,  le complexe 

mTOR-C1 régule négativement l’autophagie, en phosphorylant la protéine ULK-1 au niveau de 

la sérine 757, afin d’inhiber l’activation du complexe d’initiation ULK (Kim et al. 2011 ; Shang 

et Wang 2011). En amont, ce sont les voies AMPK et AKT qui régulent la voie mTOR ; la voie 

AKT permet d’activer le complexe C1, alors que la voie AMPK le régule négativement (Lee et 

al. 2010). Afin d’analyser l’implication de la voie mTOR dans l’évolution du flux autophagique 

au cours de la maturation des DCs, j’ai tout d’abord généré des iDCs et des mDCs obtenues 

après 48h de traitement au LPS, selon le protocole décrit précédemment. Les cellules ont ensuite 
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été collectées afin d’analyser le niveau d’expression de plusieurs protéines qui régule l’initiation 

de l’autophagie par western-blot (Figure 35A), mais aussi de les (semi-)quantifier (Figure 35B). 

Ainsi, nous avons observé une diminution de la phosphorylation activatrice de AMPK dans les 

mDC en comparaison avec les iDCs, associé avec une légère augmentation de la phosphorylation 

négative de ULK. Cependant, aucune différence de phosphorylation des protéines AKT et S6, 

un substrat de mTOR-C1, n’a été observé. Ainsi, ces résultats suggèrent qu’il y a une 

augmentation de l’activité de la voie mTOR dans les mDCs, associé à une baisse de la quantité 

d’AMPK et une augmentation de l’inhibition du complexe ULK via la phosphorylation négative 

de ULK-1. Ces résultats sont très préliminaires et n’ont été obtenu qu’une seule fois, ils sont donc 

à interpréter avec énormément de précaution et nécessite d’être répétés, d’autant qu’il s’agit de 

cellules primaires. Par ailleurs, ils sont tout de même en cohérence avec les résultats discuter dans 

l’article scientifique, où l’on observe une adaptation de la signature du flux autophagique dans les 

mDCs, qui tend vers une diminution de la vitesse et de l’intensité du flux. Aussi, l’augmentation 

de l’activité de la voie mTOR dans les mDCs pourrait être un mécanisme moléculaire 

contribuant à cette adaptation. 

 
Figure 35 : Analyse des voies de signalisation qui régule l’activation de l’autophagie dans des 

cellules dendritiques humaines associées à leur statut de maturation 

Des cellules dendritiques dérivées de monocytes humains ont été généré après 5 jours de 

différenciation en utilisant du GM-CSF (20ng/mL) et de l’IL-4 (50ng/mL), puis traité ou non avec 

du LPS (1µg/mL) pendant 48 heures afin d’induire la maturation des DCs. Les cellules ont 

ensuite été collecté afin d’en extraire les protéines et analyser le taux d’expression des protéines 

AKT, phospho-AKT (Ser473), S6, phospho-S6 (T389), ULK, phospho-ULK (ser757), AMPK 
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et phospho-AMPK (Thr172) par western-blot (A) ; la quantification de l’actine a été utilisé 

comme contrôle de charge. Le niveau d’expression des protéines phosphorylées a été quantifié 

en utilisant le logiciel ImageJ, puis normalisé par la quantité de protéine totale (B). Les valeurs 

ont été obtenu à partir d’un échantillon cellulaire issus d’un donneur sain (ou HD pour Healthy 

Donnor). 
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D. Discussion et perspectives 

Au cours de ma thèse, nous avons mis en place au laboratoire un système permettant 

d’analyser le flux autophagique dans des cellules primaires. Ce système m’a permis de montrer 

que les DCs primaires ont un flux autophagique dynamique, qui s’adapte en fonction de leur état 

de maturation. Par la suite, mes travaux ont permis d’analyser pour la première fois la nature du 

flux autophagique de DCs de patients atteints de la maladie de Crohn et exprimant des 

polymorphismes autophagiques. Ces analyses ont démontré que les DCs exprimant un SNP 

impactant directement un gène du processus autophagique présentent un flux autophagique 

altéré à l’état immature et semble perdre leur capacité à adapter leur flux autophagique au cours 

de leur maturation.  

1. Identification de la signature du flux autophagique dans des cellules 

dendritiques primaires. 

A ce jour, l’importance de l’autophagie dans la modulation des fonctions des cellules 

dendritiques est bien établi (Ghislat et Lawrence. 2018). Cependant, à ma connaissance, il n’y a 

aucune étude dans la littérature qui traite de l’analyse de la dynamique du flux autophagique dans 

des DCs humaines, en raison, notamment, de la difficulté à travailler avec des cellules primaires. 

De plus, la majorité des études, qui traitent de l’autophagie dans les DCs, ont été réalisées dans 

des contextes infectieux, inflammatoires, ou tumoraux, permettant de moduler plus facilement 

l’autophagie dans une DC. Ainsi, c’est dans ce contexte que mes travaux de thèse, prennent place 

afin d’analyser la nature du flux autophagique dans des DCs primaires humaines à l’état basal. 

Dans ces travaux, nous avons utilisé un modèle classique de cellules dendritiques générées 

in vitro à partir de monocytes humains (ou MoDCs) et différenciées en GM-CSF et IL-4. 

L’utilisation de cellules générés in vitro présente de multiples avantages, mais aussi des 

inconvénients. En effet, les MoDCs sont utilisées par de nombreux scientifiques comme modèle 

de cellules dendritiques, puisqu’elles sont plus faciles à générer et à cultiver que des DCs extraites 

ex vivo (Sallusto et Lanzavecchia. 1994 ; Robbins et al. 2008). Les études réalisées avec ces 

cellules ont permis de mieux comprendre la biologie de la DC humaine (Segura et al. 2013b). 

Cependant, il est important de ne pas oublier que ce sont des DCs générées in vitro à partir de 

monocytes et non de précurseurs issus de la moelle. De plus plusieurs études montrent qu’elle 

possède un profil transcriptomique différent des DCs extraites ex vivo (León et al. 2005 ; Segura 

et al. 2013b). C’est à partir de MoDCs que j’ai développé le système d’analyse permettant 

d’évaluer la signature du flux autophagique dans des DC humaines. Par ailleurs, j’ai eu la chance 

de pouvoir valider ce système en l’appliquant dans des DCs cutanées extraites ex vivo (utilisation 

de cellules dendritiques cutanées ; LCs et DDCs). Il est donc tout à fait pertinent d’utiliser les 
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MoDCs comme modèle cellulaire pour notre étude. Pour plus de clarté, j’ai écrit DCs pour faire 

référence aux MoDCs. 

Afin d’analyser le flux autophagique dans des DCs primaires, j’ai suivi la lipidation de la protéine 

autophagique LC3 et la dégradation de p62 par western-blot. L’utilisation du suivi de la lipidation 

de LC3 est communément utilisée pour analyser le processus autophagique, étant donné que le 

LC3 lipidé (ou LC3-II) est localisée dans la membrane des autophagosomes (Klionsky et al. 

2016). En effet, la mesure du ratio LC3-II/LC3-I (ou de manière simplifiée « LC3 lipidé/LC3 

non-lipidé ») à un instant t, avant et après traitement avec un inhibiteur de la dégradation des 

autophagosomes, permet de valider ou non une modulation du processus autophagique en 

estimant le nombre d’autophagosomes dans une cellule à cet instant t. Pour aller plus loin et afin 

d’analyser la dynamique du processus autophagique, nous avons choisi d’analyser la qualité de 

ce flux en suivant la lipidation de LC3 par western-blot au cours d’une cinétique de temps. Cette 

idée émerge de deux études qui ont mis en évidence l’intérêt d’analyser le processus 

autophagique selon une cinétique de temps pour pouvoir en évaluer la dynamique (Haspel et al. 

2011 ; Loos et al. 2014). De manière intéressante, Loos et coll. ont développé un système basé 

sur le suivi d’autophagosomes, classiquement réalisé en microscopie confocale, en utilisant ou 

non des inhibiteurs de la maturation autophagique, au cours d’une cinétique de temps. Ce 

système leur a permis de quantifier les autophagosomes au cours du temps et d’évaluer la 

dynamique du flux d’autophagosomes dans des fibroblastes de souris (Loos et al. 2014). Ainsi, 

nous avons choisi d’utilisé deux inhibiteurs autophagiques, communément utilisés : la 

bafilomycine A1 et la chloroquine. Par ailleurs, nous avons privilégié l’utilisation de la 

bafilomycine A1, en raison d’une étude publiée en 2017 qui rapporte que la chloroquine peut 

induire de la lipidation non-spécifique de LC3, localisée au niveau des endosomes (Jacquin et al. 

2017). Le système d’analyse que j’ai mis en place au sein du laboratoire a l’avantage de permettre 

un suivi dynamique de l’évolution de LC3-II dans des cellules primaires sur un temps court. Une 

cinétique courte permet d’éviter une régulation négative du processus autophagique via un 

blocage du flux autophagique sur une longue durée (Chittaranjan et al. 2015). A partir nos 

résultats nous avons ensuite défini trois paramètres permettant de caractériser ce que l’on a appelé 

« la signature du flux autophagique », qui sont : la vitesse, l’intensité et le temps de transition du 

flux autophagique d’une cellule donnée. L’application de cette analyse à diverses populations de 

cellules dendritiques a permis de démontrer que chaque type DCs humaines analysées possède 

un flux autophagique dynamique et spécifique, que ce soit au sein de DCs générées in vitro ou 

de DCs extraites ex vivo (cellules dendritiques cutanées ; cellules de Langerhans (ou LCs) et 

cellules dendritiques du derme (ou DDCs)). En effet, il est intéressant de noter que le flux 
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autophagique mesuré dans les LCs est bien plus intense que celui mesuré dans les DDCs. Cette 

différence d’intensité de flux pourrait témoigner d’une spécificité de l’activité autophagique 

associé aux fonctions spécifiques des DCs.  

Afin de compléter mon analyse du suivi de la lipidation de LC3, j’ai donc analysé la dégradation 

de p62 par western-blot, étant un récepteur autophagique ainsi qu’une protéine à longue durée 

de vie dégradé par autophagie. Malgré l’utilisation de différents inhibiteurs autophagiques 

(bafilomycine A1 et chloroquine), je n’ai pas observé de variation d’expression de p62 dans les 

DCs que j’ai analysé, quel que soit leur statut de maturation. Il est intéressant de noter que p62 

est une protéine multifonctionnelle, intervenant à la fois dans le processus autophagique, en tant 

que récepteur autophagique, mais aussi en tant que protéine de signalisation (Liu et al. 2016 ; 

Kehl et al. 2019). De plus, il a été décrit qu’après leur maturation, les DCs diminuent fortement 

leurs capacités à capturer, détecter et dégrader des antigènes (Sallusto et al. 1995 ; West et al. 

2000). On peut alors supposer que p62 sera alors moins sollicité pour ses fonctions dans le 

ciblage et l’adressage des cargos vers une dégradation autophagique, mais plus pour ses fonctions 

de protéine de signalisation. Il est intéressant de noter que p62 peut se retrouver concentré au 

niveau de structures appelées DALIS, qui sont des plateformes de signalisations composées 

d’agrégats protéiques au sein des DCs (Lelouard et al. 2002 ; Mintern et al. 2015). Par ailleurs, il 

a été montré que la formation de DALIS augmente avec la maturation des DCs, associée alors à 

une accumulation de p62 au sein de ces structures (Lelouard et al. 2002 ; Mintern et al. 2015). 

Ainsi, il est possible que l’utilisation du western-blot ne permette pas d’analyser de faibles 

variations de p62 dans les DCs, en particulier dans les mDCs.  

Ainsi, nous pensons que notre système de suivi de la lipidation de LC3 selon une cinétique de 

temps dans des DCs est suffisamment efficace, puisqu’il nous a permis d’identifier la signature 

autophagique de diverses populations de DCs primaires. Cette signature du flux autophagique 

est basée sur la mesure de paramètres quantitatifs de ce flux, qui sont la vélocité, l’intensité et le 

temps de transition/renouvellement. 

 

Pour conclure sur cette première partie, au regard de l’ensemble de ces résultats, nous 

supposons que chaque type de DC humaine possède sa propre signature du flux autophagique. 

Il serait donc intéressant de comprendre quel mécanisme régule cette spécificité. Deux 

hypothèses peuvent être envisagées : 1) l’influence de l’environnement, qui pourrait alors 

conditionner la DC et la signature de son flux autophagique, ou 2) la qualité du flux autophagique 

serait une fonction intrinsèque et propre à chaque type de cellules dendritiques.   
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2. Adaptation du flux autophagique au cours de la maturation des cellules 

dendritiques humaines 

L’autophagie est un processus essentiel à la biologie de la cellule dendritique, impactant les 

différentes fonctions de cette cellule quel que soit son statut de maturation (Ghislat et Lawrence. 

2018). En effet, dans les iDCs, l’autophagie est importante pour capturer et dégrader certains 

antigènes, mais aussi pour lui permettre de maturer complètement. Son rôle au sein des mDCs 

a été surtout étudié pour son impact dans la genèse et l’apprêtement des antigènes, mais aussi 

dans l’activation et la polarisation des LTs.  

Dans mes travaux de thèse, j’ai confirmé l’importance de l’autophagie dans l’acquisition des 

marqueurs de maturation dans les DCs humaines (Cooney et al. 2010 ; Min et al. 2010), tels que 

le CD86, CD83, HLA-DR et CD54. En effet, j’ai montré qu’à la suite d’un blocage du processus 

autophagique, via l’utilisation de la bafilomycine A1 ou de la spautin-1, les DCs ainsi traitées ont 

un profil de maturation moins important que les DCs non traitées après 24h de stimulation au 

LPS. Cependant, il s’est avéré que le phénotype observé après utilisation de la spautin-1 était 

moins fort que le phénotype obtenu après traitement des DCs avec la bafilomycine. Il est possible 

que ces résultats reflètent une différence d’efficacité de blocage de l’autophagie. Néanmoins, il 

n’est pas à exclure que la bafilomycine, en bloquant l’acidification des lysosomes affecte le 

transport des molécules du CMH-II vers la membrane plasmique des DCs (Chow et al. 2002 ; 

Trombetta et al. 2003). Pour aller plus loin, il serait intéressant d’identifier le mécanisme qui 

permet à l’autophagie de réguler l’expression des marqueurs de maturation dans les DCs 

humaines. Deux hypothèses sont à envisager : 1) une (ou plusieurs) protéine(s) autophagique(s) 

peut(vent) interagir avec un intermédiaire moléculaire commun à tous les marqueurs de 

maturation, ou 2) une (ou plusieurs) protéine(s) autophagique(s) peut(vent) interagir avec 

différents intermédiaires moléculaires régulant chacun un ou plusieurs marqueurs de maturation. 

Plusieurs études montrent qu’il est possible de moduler le processus autophagique via 

l’engament/la stimulation de TLRs, à la fois dans des DCs humaines (Blanchet et al. 2010 ; 

Manuse et al. 2010 ; Zhou et al. 2012 ; Severa et al. 2013 ; El-Awady et al. 2015 ; Mintern et al. 

2015) et des DCs murines (Terawaki et al. 2015). Certaines de ces études montrent que la 

stimulation de TLRs active le processus autophagique dans les premières heures de stimulation 

en parallèle de l’induction de la maturation des DCs (El-Awady et al. 2015), démontrant alors 

l’impact direct de la stimulation de TLRs sur l’autophagie. Par ailleurs, d’autres études montrent 

une diminution/inhibition de l’autophagie après au moins 12h après l’engagement de TLRs 

(Blanchet et al. 2010 ; El-Awady et al. 2015), ce qui suggère un impact de la maturation des DCs 

sur le processus autophagique, induite par l’engament des TLRs. Ces résultats posent la question 
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suivante : pourquoi l’autophagie est-elle diminuée dans des mDCs, sachant que c’est un processus 

important pour leurs fonctions biologiques (notamment en support de la présentation 

antigénique) ? Mes travaux de thèse ont montré que la maturation des DCs induit une 

modification de la dynamique du flux autophagique et non pas une diminution du processus 

autophagique. En effet, nous avons montré, qu’à la suite de la maturation de DCs primaires, 

induite après 48h de stimulation par les ligands de TLRs ou un ligand de TNF-Rs, la dynamique 

du flux autophagique de ces cellules s’adapte, passant d’un flux rapide et intense dans les iDCs à 

un flux lent et moins intense dans les mDCs, sans modification du temps de transition. Il est 

intéressant de noter que ce temps de transition, autrement appelé temps de renouvellement du 

pool d’autophagosomes, n’évolue pas au cours de la maturation des DCs. On peut alors supposer 

qu’en maintenant ce renouvellement la cellule conserve son homéostasie cellulaire, quel que soit 

son statut de maturation. Par ailleurs, nous avons montré que cette modification de la dynamique 

du flux autophagique se faisait progressivement à partir de 12h post-stimulation. Ces résultats 

montrent que l’adaptation du flux autophagique est induite tardivement au cours du processus 

de maturation des DCs humaines. On peut donc se demander : (1) quel est l’impact de cette 

adaptation sur la fonctionnalité de l’autophagie ? ; (2) quel(s) mécanisme(s) moléculaire(s) 

régule(nt) cette adaptation ? et 3) quel(s) est(sont) l’(les) impact(s) sur les fonctions de la cellule 

dendritique ? Par ailleurs, les résultats obtenus dans cette étude ont été réalisé à partir de DC 

dérivées de monocytes, il serait donc intéressant d’évaluer si ce processus d’adaptation du flux 

autophagique est partagé par tous les sous-types de cellules dendritiques. 

3. Impact sur la fonctionnalité de l’autophagie  

Au cours de ces travaux, j’ai analysé l’impact de l’adaptation du flux autophagique sur la 

fonctionnalité de l’autophagie dans les DCs primaires en fonction de leur statut de maturation. 

L’autophagie étant un mécanisme du catabolisme, il permet d’éliminer diverses organelles, 

agrégats protéiques ou encore microorganismes. Afin d’analyser la fonctionnalité de l’autophagie, 

nous avons choisi d’étudier la mitophagie, qui correspond à la dégradation sélective des 

mitochondries par autophagie. Ainsi, j’ai analysé l’activation de ce processus dans des DCs, en 

fonction de l’état de maturation. Les résultats très préliminaires obtenus suggèrent que la 

dégradation des mitochondries est plus intense dans les iDCs que dans les mDCs. Il semblerait 

alors que c’est après leur maturation que l’intensité de la mitophagie diminue dans les DCs. Ces 

résultats sont en cohérence avec une adaptation du flux autophagique vers une diminution de sa 

vitesse et de son intensité. Par ailleurs, il a été montré que la mitophagie s’active dans les DCs 

humaines pour permettre leur maturation. En effet, Basit et coll. ont montré qu’à la suite d’une 

stimulation de DCs conventionnelles (ou cDCs) humaines, par des ligands de TLR, la mitophagie 
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s’active pour supporter une transition métabolique, passant d’un métabolisme oxydatif vers un 

métabolisme glycolytique, nécessaire à leur maturation. (Basit et al. 2018). Il semblerait alors que 

la mitophagie soit nécessaire aux iDCs, pour permettre leur maturation, et moins essentiel aux 

mDCs, au niveau desquelles l’intensité du processus est moins importante. Ainsi, on peut 

supposer que la modification de la dynamique du flux autophagique au cours de la maturation 

des DCs, entraine une adaptation des fonctionnalités de l’autophagie, en support des nouveaux 

besoins physiologiques de la cellule. Cette adaptation est associée à une réduction de la 

mitophagie dans les mDCs, auquel pourrait s’ajouter une ou plusieurs autres modifications 

d’autophagie sélective. Par ailleurs, il est d’abord nécessaire de confirmer nos résultats, qui sont 

très préliminaires. 

4. Régulation de l’adaptation du flux autophagique dans les DCs primaires 

au cours de leur maturation 

 Précédemment, j’ai décrit que lors de la maturation des DCs, le flux autophagique est 

modifié passant d’un flux fort dans les iDCs vers un flux faible dans les mDCs. A la suite de ces 

résultats, j’ai cherché à comprendre quel(s) mécanisme(s) moléculaire(s) régule(nt) cette 

adaptation.  

Il existe différentes manières d’induire la maturation de DCs, notamment via l’engagement 

des TLRs (Dalod et al. 2014). De ce fait, j’ai utilisé différents agents de stimulation afin de générer 

différents types de mDCs. Deux de ces agents activent deux voies de TLR dépendante de 

l’adaptateur MyD88 (via l’utilisation du LPS, ligand de TLR-4 et via l’utilisation du R848, ligand 

de TLR-7/8), et un dernier agent active la voie du TNF (via l’utilisation du TNF-α, ligand du 

TNF-R1 notamment). Ainsi, nous avons montré que le flux autophagique s’adapte 

indépendamment de la voie de la signalisation engagée afin d’induire la maturation des DCs. En 

contexte physiologique, lorsque les DCs rencontrent un microorganisme, ce sont plusieurs 

récepteurs qui sont alors engagés, et qui permettent la maturation des DCs. Il serait donc 

intéressant de tester : 1) la stimulation de iDCs via plusieurs agents de maturation simultanément 

ou 2) la stimulation de iDCs avec différents microorganismes vivants indépendamment. Ainsi 

nous pourrions analyser si l’engagement de plusieurs PRRs à un effet additif ou redondant sur la 

modification de la dynamique du flux autophagique dans les DCs au cours de leur maturation. 

De nombreuses études rapportent l’activation de la voie mTOR, une voie essentielle pour 

la régulation de la biologie de la DCs, à la suite de l’engagement de TLRs (Krawczyk et al. 2010 

; Snyder et Amiel. 2019 ; Rezinciuc et al. 2020). Il est intéressant de noter que cette voie peut 

réguler l’ensemble des étapes du processus autophagique. En effet, il a été montré que la voie 

mTOR peut inhiber l’étape d’initiation de l’autophagie en phosphorylant notamment la protéine 
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ULK-1, inhibant l’activation du complexe d’initiation ULK (Shang et Wang. 2011 ; Puente et al. 

2016). Dans mes travaux de thèse, des résultats très préliminaires suggèrent une régulation 

négative de l’autophagie dans les mDCs par la voie mTOR, passant par la phosphorylation de 

ULK-1 et associée à une baisse de phosphorylation de AMPK, une protéine antagoniste de 

mTORC-1. Par ailleurs, dans le contexte de maladies auto-immunes, il a été montré que 

l’activation de la voie mTOR permettait de réguler négativement l’autophagie dans les DCs 

murines, en favorisant la localisation nucléaire du facteur de transcription FoxO1, qui réduit la 

transcription du gène codant pour la protéine autophagique LC3B (Alissafi et al. 2017). On peut 

donc imaginer que ce soit la persistance de l’activation de la voie mTOR, au cours du processus 

de maturation, qui régule l’adaptation du flux autophagique dans les DCs.  

Par ailleurs, il a été montré que la modulation de l’autophagie par la voie mTOR permettait la 

régulation des fonctions des mDC (Snyder et Amiel. 2019), en particulier dans la présentation 

des antigènes exogènes (Deretic. 2012), notamment la présentation d’antigènes via les molécules 

du CMH-II (Schmid et al. 2007). En effet, les études rapportent qu’une régulation négative de 

l’autophagie, dépendante de l’activation de la voie mTOR, diminue la présentation des antigènes 

d’origine intracellulaire au profit de la présentation d’antigènes d’origine extracellulaire (Deretic. 

2012 ; Snyder et Amiel. 2019). De plus, l’activation de la voie mTOR favorise le trafic des 

vésicules endo/lysosomales, riche en molécules du CMH-II, et contribue à l’acidification des 

lysosomes, associée à la dégradation des antigènes exogènes (Chow et al. 2002 ; Vyas et al. 2007 

; Saric et al. 2016), le tout augmentant la présentation des antigènes d’origine extracellulaire. Le 

trafic endo/lysosomale est important dans les iDCs, tant pour alimenter les voies d’endocytose et 

de phagocytose (Land. 2018), que pour dégrader les antigènes capturés, notamment par 

autophagie (Kondylis et al. 2013). Plusieurs études montrent, en effet, que l’autophagie est 

alimentée par les endosomes : lors de la formation du phagophore, afin d’alimenter l’apport en 

membrane ; lors de l’étape de maturation, afin de délivrer des antigènes dans les autophagosomes 

(Kondylis et al. 2013). Il s’avère que ce trafic vésiculaire est particulièrement augmenté pendant 

la maturation des DCs, pour favoriser l’apprêtement des peptides antigéniques sur les molécules 

du CMH, mais aussi le transport des complexes de CMH/peptides vers la membrane plasmique 

(Kleijmeer et al. 2001); à cela s’ajoute une diminution des voies de capture des antigènes (Sallusto 

et al. 1995 ; West et al. 2000). De ce fait, on peut imaginer qu’au sein des mDCs, le trafic 

endo/lysosomale, régulé par la voie mTOR, alimente moins le processus autophagique, 

modulant ainsi la dynamique du flux autophagique. Il serait donc intéressant de poursuivre les 

analyses concernant la régulation de l’autophagie par la voie mTOR dans les DCs en fonction de 

leur statut de maturation. De plus, il serait intéressant d’analyser les différents éléments 
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intracellulaires modulés par cette voie qui peuvent impacter sur le processus autophagique, tel 

que le métabolisme glycolytique ou le trafic vésiculaire. Ainsi, ces analyses permettraient d’évaluer 

l’impact de la voie mTOR sur la régulation de la dynamique du flux autophagique dans les DCs 

humaines.  

L’autophagie est régulée transcriptionnellement par diverses voies, dont les voies de 

signalisation induites par l’engagement des PRRs. En effet, il s’avère que le facteur de 

transcription NF-κB peut réguler la transcription des gènes codant pour p62, Beclin et ATG5 

(Schlottmann et al. 2008 ; Copetti et al. 2009), alors que le facteur c-jun peut augmenter la 

transcription des gènes codant pour Beclin-1 et LC3 (Li et al. 2009 ; T. Sun et al. 2011). Lors 

d’un stress intracellulaire, induit par la céramide, l’autophagie est induite au sein de diverses 

cellules tumorales humaines. Cette autophagie est dépendante de l’activation de la voie des 

MAPKs aboutissant à l’activation du facteur de transcription c-Jun. Ce facteur régule la 

transcription du gène codant pour LC3 (Sun et al. 2011), mais aussi beclin-1 (Li et al. 2009), 

favorisant la mort des cellules cancéreuses. De manière complémentaire, Copetti et coll. ont 

montré qu’à la suite d’un traitement céramide ou tamoxifen, le facteur NF-κB/p65 régule 

positivement la transcription du gène codant pour Beclin-1, activant le processus autophagique 

au sein de diverses lignées tumorales humaines (Copetti et al. 2009). Par ailleurs, il a été décrit 

que l’infection de macrophages par la bactérie E.Coli induit l’inhibition du processus 

autophagique via l’activation de la voie NF-κB. La stimulation de cette voie est associée à une 

régulation négative de la transcription des gènes codant pour ATG5 et Beclin-1, afin de 

promouvoir la mort des cellules infectées, et diminuer la réponse inflammatoire induite par ces 

macrophages (Schlottmann et al. 2008). Il est communément décrit que les voies des MAPKs et 

NF-κB sont activées afin d’induire la maturation des DCs. Il serait donc intéressant d’analyser 

leur implication dans la régulation transcriptionnelle de l’autophagie au cours de la maturation 

des DCs primaires, afin d’évaluer l’impact de ces voies sur la régulation de la signature du flux 

autophagique. 

Mes travaux de thèse ont permis de montrer que le flux autophagique s’adapte au cours 

de la maturation des DCs, tendant vers une diminution de sa vitesse et de son intensité. Il est 

important de noter que la fonction principale des mDCs est de présenter leurs antigènes aux LTs 

pour moduler la réponse immunitaire adaptative (Uhl et al. 2009 ; Cooney et al. 2010 ; Tey et 

Khanna. 2012 ; Romao et al. 2013 ; Strisciuglio et al. 2013 ; Mintern et al. 2015 ; Münz. 2016). 

Par ailleurs, Alissafi et coll. démontre l’importance de l’interaction entre LTs et DCs dans la 

régulation de l’autophagie dans les DCs. En effet, il a été montré que des LTs régulateurs étaient 

capables de réguler négativement l’autophagie dans les DCs murines afin de réduire la réponse 
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auto-immunitaire médiée par ces DCs (Alissafi et al. 2017). Dans notre étude, nous avons travaillé 

avec un modèle de culture de DCs seules. On peut alors se demander si en présence de LTs la 

dynamique du flux autophagique serait capable d’évoluer de nouveau. Il serait donc intéressant 

d’analyser la nature du flux autophagique dans des mDCs cultivées avec différents types de LTs.  

5. Impact de l’adaptation du flux autophagique dans les DCs primaires 

matures 

Les DCs humaines sont capables d’adapter leur métabolisme afin de garantir leurs fonctions 

biologiques après une stimulation de TLRs (Wculek et al. 2019). Cette adaptation est associée à 

une activité autophagique spécifique et nécessaire. En effet, il a été montré que lorsque des cDCs 

humaines sont stimulées avec un ligand de TLR, cela induit une transition métabolique d’un 

métabolisme oxydatif vers un métabolisme glycolytique, essentiel à l’activation des DCs (Basit et 

al. 2018) et à l’acquisition de nouvelles fonctions biologiques (Krawczyk et al. 2010). Basit et coll.  

ont montré qu’à la suite de l’engagement de TLR, la dépolarisation des membranes des 

mitochondries active le processus de mitophagie afin de dégrader les mitochondries 

endommagées, permettant d’induire le changement métabolique (Basit et al. 2018). D’autre part, 

lorsque des pDCs humaines sont stimulées avec un ligand de TLR, cela induit une augmentation 

du métabolisme oxydatif, essentiel à la production d’IFN-I (Basit et al. 2018). C’est 

l’augmentation de la glutamine intracellulaire médiée par l’autophagie qui permet cette 

augmentation métabolique. De manière complémentaire, d’autres études rapportent 

l’importance du processus autophagique dans la sécrétion d’IFN-I par les pDCs (Manuse et al. 

2010 ; Zhou et al. 2012). A l’image de cette adaptation du métabolisme qui se déroule au cours 

de la maturation des DCs et qui est nécessaires aux fonctions biologiques de ces cellules, on peut 

supposer que l’adaptation du flux autophagique est elle aussi un support pour les diverses 

fonctions des DCs. Par ailleurs, il est intéressant de noter que les cDCs et les pDCs sont des sous-

types de DCs particulièrement différents, ayant des fonctions spécifiques associées. De plus, 

chacun des changements métaboliques rapportés dans les études ci-dessus sont associés à une 

fonctionnalité de l’autophagie différente et spécifique du sous-type de DCs étudié. On peut alors 

supposer qu’il existe une dynamique du flux autophagique spécifique à chaque sous-type de DCs, 

en support de leur fonctions spécifiques. Il serait alors intéressant d’analyser l’impact d’une 

modulation/ altération du flux autophagique dans des DCs au cours de leur maturation sur leurs 

capacités fonctionnelles une fois matures (capacité de présentation des antigènes, production de 

cytokines, activation et polarisation de LTs naïfs). 

Les DCs sont des cellules capables d’être polariser vers deux principaux profils, tel que 

le profil immunogène (ou inflammatoire), ou tolérogène. Il est notamment possible d’orienter in 
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vitro les DCs dérivées de monocytes, vers l’un ou l’autre de ces profils, en utilisant divers agents, 

comme certaines cytokines (Sim et al. 2016). Il s’avère que l’activité autophagique peut différer 

selon la polarité des DCs. En effet, il est décrit dans certaines études que les DCs dites tolérogènes 

ont une activité autophagique plus importante que les DCs inflammatoires (Baghdadi et al. 2013 

; Carroll et al. 2013 ; Pearce et Everts. 2015 ; Weindel et al. 2017 ; Fan et al. 2020). Au cours de 

ma thèse, j’ai utilisé des DCs traitées avec différent ligands de TLR ou un ligand de TNF-R, afin 

d’induire leur maturation et polarisation vers un profil pro-inflammatoires. Ainsi, nous avons 

montré que ces mDCs inflammatoires ont une signature de flux autophagique faible, à l’état basal. 

On peut alors se demander si ce sont ces conditions inflammatoires qui conditionne la iDC afin 

que lors de sa maturation, celle-ci adapte la dynamique de son flux autophagique. Par ailleurs, il 

est décrit dans la littérature qu’en fonction du contexte physiopathologique, l’autophagie participe 

au contrôle de l’inflammation des tissus, en régulant notamment la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires ou encore l’activation de l’inflammasome (Baghdadi et al. 2013 ; Lassen et al. 

2014 ; Pearce et Everts. 2015 ; Takahama et al. 2018). En revanche, selon le contexte 

environnemental, il est décrit que les DCs tolérogènes régulent positivement leur processus 

autophagique via la kinase AMPK. Cette protéine, un senseur énergétique qui régule le 

métabolisme des DCs (Pearce et Everts. 2015), favorise leur polarisation vers le profil tolérogène, 

associée à la sécrétion de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 (Baghdadi et al. 2013 ; Carroll et 

al. 2013). Par ailleurs, les DCs déficientes en AMPK présentent un profil plutôt 

immunogène associé à la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, tels que l’IL-6 et le TNF-α, 

ainsi qu’à la capacité de polariser des LT de type Th1 et Th17 (Carroll et al. 2013). Carroll et 

coll. ont permis de mettre en évidence deux rôles de AMPK, associé au profil tolérogène des 

DCs :  la régulation négative des voies NF-κB/p65, MAPKs (p38 et ERK 1/2), qui sont en faveur 

de réponses pro-inflammatoires, et la régulation positive de la voie CREB, qui est en faveur de 

réponses anti-inflammatoires, permettant notamment la sécrétion d’IL-10 (Carroll et al. 2013). 

Par ailleurs, AMPK est aussi un activateur de l’autophagie, régulant à la fois positivement la 

formation du complexe ULK et négativement l’activité du complexe mTOR-C1 (Kim et al. 

2011). En 2013, des scientifiques ont démontré que le facteur TIM-4 pouvait interagir avec 

AMPK afin d’activer l’autophagie dans des DCs murines. Cette autophagie induite favorise les 

fonctions immunosuppressives des DCs, réduit la présentation antigénique et l’activation des LT 

cytotoxiques en faveur de la prolifération tumorale (Baghdadi et al. 2013). De ce fait, il est 

possible que l’adaptation du flux autophagique que nous avons observé concerne uniquement les 

DCs différencié en DCs immunogènes. Il serait donc intéressant d’analyser la signature du flux 

autophagique dans des DCs différencié en DCs tolérogènes. Cette analyse permettrait d’évaluer 
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la qualité du flux autophagique dans les différentes fonctions des DCs humaines, en fonction de 

leur polarité. 

6. Importance de la qualité du flux autophagique dans les DCs primaires en 

contexte pathologique 

L’autophagie est un processus physiologique important pour les DCs, dont la régulation 

anormale favorise le développement de maladies auto-immune (Alissafi et al. 2017 ; Weindel et 

al. 2017 ; Fan et al. 2020) ou encore des maladies inflammatoires chroniques, telle que la maladie 

de Crohn (Cooney et al. 2010 ; Strisciuglio et al. 2013 ; Chu et al. 2016).  

Dans le contexte de la MC, une maladie inflammatoire chronique de l’intestin, il est intéressant 

de noter qu’il existe divers polymorphismes autophagiques associés un risque augmenté de 

développer la maladie (Hugot et al. 2001 ; Hampe et al. 2007 ; Parkes et al. 2007 ; Rioux et al. 

2007 ; Travassos et al. 2010). Parmi ces polymorphismes, le plus décrit à ce jour est le 

polymorphisme T300A d’ATG16L1. Il s’avère que ce polymorphisme est associé à un défaut 

d’autophagie, la protéine mutée étant préférentiellement dégradée par les caspases 3 et 7 (Lassen 

et al. 2014 ; Murthy et al. 2014). Par ailleurs, nous avons montré que des iDCs générées à partir 

de monocytes de patients atteints de la MC et exprimant ce polymorphisme autophagique 

présente une altération de la qualité de leur flux autophagique, en comparaison avec des iDCs 

générées à partir de monocytes d’individus sains. De plus, nous avons montré que ces DCs ne 

sont plus capables d’adapter leur flux autophagique au cours de leur maturation. Ces résultats 

montrent alors que le polymorphisme autophagique T300A d’ATG16L1 entraine une 

perturbation du flux autophagique des DCs, associée à une perte de capacité d’adaptation. Ainsi, 

nous supposons que : (1) c’est la diminution de la disponibilité d’ATG16L1 qui soit la cause de 

l’altération de la qualité du flux autophagique, et (2) cette altération de la signature du flux soit la 

cause de la perturbation des fonctions de la DC. En effet, il a été montré que des DCs intestinales 

exprimant le polymorphisme T300A d’ATG16L1 ont un défaut d’apprêtement et de 

présentation des antigènes (Cooney et al. 2010 ; Strisciuglio et al. 2013), associés à l’activation 

majoritaire de LT de type Th17 (Chu et al. 2016) et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, 

tel que l’IL-1β (Lassen et al. 2014), favorisant le développement de la MC. Pour valider nos 

hypothèses, il serait intéressant : (1) d’analyser l’impact de cette altération sur les capacités 

fonctionnelles des DCs générées à partir des monocytes des patients sélectionnés dans notre 

étude, et (2) d’analyser l’impact d’une complémentation en ATG16L1wt à la fois sur la 

dynamique du processus autophagique et sur les capacités fonctionnelles des DCs.  

Dans le contexte de l’arthrite juvénile idiopathique (ou JIA), une maladie auto-immune 

caractérisé par une forte inflammation des articulations, Omarjee et coll. ont montré une nouvelle 
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forme de développement de cette maladie associée à une mutation de la protéine LACC1, une 

oxydoréductase. Cette mutation est responsable d’un défaut fonctionnel des macrophages chez 

les patients, responsable de la mise en place de l’inflammation dans les tissus. Ce défaut 

fonctionnel est associé à une perturbation du flux autophagique dans ces cellules (Omarjee et al. 

2021).  

Ainsi, on peut alors suggérer que la qualité du flux autophagique dans les APCs (ou cellules 

présentatrices d’antigènes), telles que les DCs et les macrophages, soit un nouveau critère associé 

à l’augmentation du risque de développement des maladies inflammatoires. 

 

Ce projet a permis de mettre en évidence l’importance de la signature du flux 

autophagique comme support des fonctions biologiques de la cellule dendritique. Ces données 

s’ouvrent sur des perspectives concernant l’importance de la nature de ce flux au sein d’autres 

cellules immunitaires. Ainsi, à l’image de la maturation des DCs au cours de laquelle celles-ci 

passent d’un état de maturation à un autre, il serait intéressant d’analyser la qualité du flux 

autophagique lors de la transition de monocytes en macrophages, de LT naïfs en LT effecteurs, 

ou encore de LB en plasmocytes. 

Par ailleurs, les DCs ayant une place centrale dans la réponse immunitaire, elles ont une place 

prépondérante au cœur de la physiopathologie de certaines maladies, dont le développement est 

en lien avec un dysfonctionnement du système immunitaire. Dans le contexte de la MC, le 

dysfonctionnement des DCs participent à la mise en place et à la persistance de l’inflammation 

au sein du tissu. Ce dysfonctionnement est parfois causé par un défaut d’autophagie et 

potentiellement à une perturbation de la qualité de leur flux autophagique. Une altération de la 

signature autophagique de DCs de patients atteints de la MC pourrait servir d’indicateur d’un 

dysfonctionnement de ces cellules. Il serait donc intéressant d’explorer l’idée d’utiliser la 

signature du flux autophagique dans les DCs comme : 1) un outil prédictif d’un 

dysfonctionnement de la réponse immunitaire chez les patients, et 2) un paramètre pronostique 

de l’évolution et/ou de l’utilisation de traitement personnalisé de la maladie. Ainsi, la 

combinaison de traitements actuels avec un traitement ciblé sur le processus autophagique 

pourrait être bénéfique pour les patients exprimant un ou plusieurs polymorphismes 

autophagiques. 
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E. Annexes 

- Au cours de ma thèse, notre équipe a développé un travail en collaboration avec l’équipe 

du Pr R Mahieux au CIRI, en particulier le sous-groupe du Dr H Dutartre avec la thésarde A 

Carcone. Dans cette partie je vais vous présenter ce projet collaboratif, ainsi que mon implication 

dans cette étude, qui est associée aux travaux de thèse de A Carcone.   

L’équipe de recherche du Pr R Mahieu s’intéresse au virus HTLV-1 (ou virus humain de la 

leucémie T de type 1) responsable de la leucémie T adulte, mais aussi d’une pathologie neuro-

inflammatoire/neuro-dégénérative. Parmi les oncoprotéines du virus, Tax est l’une des protéines 

clé du développement de cette leucémie. De ce fait, le sous-groupe du Dr H Dutatre s’intéresse 

à mieux comprendre les interactions entre HTLV-1 et le système immunitaire, et en particulier 

à caractériser le mode d’action de la protéine virale Tax.  

Il est communément décrit que le virus HTLV-1 infecte les lymphocytes T, bien qu’il soit 

aussi capable de cibler d’autres cellules de l’immunité innée tels que les cellules dendritiques 

myéloïdes et plasmacytoïdes. Parmi, les mécanismes de défenses de ces cellules, l’autophagie 

participe efficacement à la lutte contre les pathogènes intracellulaires. Au sein des LTs, il a été 

montré que la protéine Tax pouvait moduler le processus autophagique, en interagissant, 

notamment, avec la protéine autophagique Beclin-1 ou en réduisant la fusion entre 

autophagosome et lysosomes. Ainsi, en modulant l’autophagie, Tax favorise la réplication virale. 

De plus, l’équipe du Pr R Mahieux a montré que l’oncoprotéine Tax peut interagir avec divers 

récepteurs autophagiques, tel que p62. Certains de ces récepteurs sont capable de réguler les 

voies NF-κB et interféron, modulant alors les fonctions des LTs. Par ailleurs, Tax peut 

directement moduler ces deux voies, ce qui suggère un lien entre l’autophagie, HTLV-1/Tax et 

la régulation des fonctions de ces cellules immunitaires, favorisant l’infection virale.  

Il est établi que l’autophagie est un processus essentiel à la biologie de la cellule dendritique, tant 

pour ces fonctions dans le catabolisme cellulaire que pour réguler les fonctions spécifiques de 

ces cellules. Il semble donc intéressant d’évaluer les modulations d’une infection par HTLV-1 

dans les fonctions des DCs, en particulier l’interaction entre Tax et l’autophagie. De ce fait, 

l’étude de l’infection de iDCs par le virus HTLV-1, réalisé dans l’équipe du Pr R Mahieux, ont 

montré que ces DCs sont plus susceptible à une infection par le virus.  

A partir d’un modèle de DCs dérivées de monocytes humains exprimant ou non l’oncoprotéine 

Tax, les principaux objectifs de ce projet collaboratif sont les suivants : 1) identifier la qualité du 

flux autophagique dans les cellules exprimant ou non Tax, 2) évaluer le niveau d’activation des 

voies NF-κB et interféron, et 3) analyser l’impact la protéine virale Tax sur le processus 
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autophagique, en particulier dans la régulation des voies NF-κB et interféron. Au sein d cette 

collaboration, mon rôle est d’identifier la signature du flux autophagique des DCs exprimant ou 

non la protéine virale Tax. Pour cela, des DCs ont été générées, puis transduites avec des 

lentivirus exprimant ou non Tax. En utilisant le système que j’ai développé pendant ma thèse, j’ai 

analysé la signature du flux autophagique de ces DCs, et observé une modification de la qualité 

du flux autophagique des DCs exprimant l’oncoprotéine Tax, vers une diminution de sa vitesse 

et de son intensité. Ces résultats très préliminaires suggèrent que l’expression de la protéine virale 

Tax altère la dynamique du processus autophagique dans les DCs, qui pourrait alors contribuer 

à une modification/perte de fonctions de ces cellules.  

La poursuite de ce projet permettrait, à long terme, de développer un nouvel outil afin de mieux 

comprendre l’impact des infections virales sur les fonctions des DCs.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



188 
 
 

- Au cours de ma thèse, notre équipe a développé un travail en collaboration avec l’équipe 

du docteur T Walzer, en particulier avec le docteur Omarjee, doctorant à cette période dans au 

sein du CIRI. Dans cette partie, je vais donc vous présenter mon implication dans le travail 

effectué par le docteur Omarjee, ainsi que ces principaux résultats de thèse reportés dans un 

article scientifique publié dans le journal « Journal of Experimental Medicine », dont je suis 

troisième auteur (Omarjee.O, Mathieu.AL, Quiniou.G et al. 2021). 

Dans le cadre de son projet de thèse, le Dr Omarjee sous la direction du Professeur 

Alexandre Belot, rhumatopediatre au Hospices Civils de Lyon, a travaillé à mieux caractériser 

les formes familiales et monogéniques des maladies auto-immunes et auto-inflammatoires 

comme l‘arthrite juvénile idiopathique (ou JIA). La JIA est une maladie auto-immune qui touche 

les enfants de moins de 16 ans et se caractérise par une forte inflammation au niveau des 

articulations. Les mécanismes responsables de cette inflammation sont peu connus à ce jour. 

Grâce aux technologies de séquençage de nouvelle génération, ils ont séquencé plusieurs cas 

familiaux de JIA et ont identifié des mutations dans le gène LACC1, une protéine non 

caractérisée au début du projet. 

LACC1 est une oxydoréductase exprimée par les cellules myéloïdes et dont les fonctions sont 

peu connues, malgré quelques évidences qui suggère qu’elle soit impliquée dans le métabolisme 

des acides gras. Par ailleurs, cette protéine semble participer à la lutte antibactérienne au sein des 

macrophages, en modulant la production de cytokines pro-inflammatoires. De plus, il a été 

montré que l’absence de LACC1 dans ces cellules, perturbe leurs fonctions dans l’immunité 

innée. Pour finir, des mutations du gène codant pour LACC1 ont été associé à diverses maladies 

inflammatoires, comme les maladies inflammatoires de l’intestin, la lèpre ou encore l’arthrite 

juvénile idiopathique, suggérant un rôle important de cette protéine dans la régulation de la 

réponse inflammatoire.  

Malgré quelques évidences de l’importance de LACC1 dans les fonctions de certaines 

cellules immunitaires, aucune étude ne permet d’expliquer clairement l’implication de cette 

protéine dans le développement de l’auto-inflammation chez les patients. Ainsi, afin de mieux 

comprendre le rôle de LACC1 au sein des maladies inflammatoires, en particulier la JIA, le Dr 

Omarjee a premièrement étudié le mécanisme d’expression de LACC1 dans les cellules 

immunitaires. Grace aux approches pharmacologiques, Omarjee et al met en évidence la forte 

expression de LACC1 induite via la voie M-CSF-mTOR dans une sous population de 

macrophages. Ils mettent aussi en évidence l’absence de LACC1 chez leurs patients atteints de 
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JIA et ainsi utiliseront un modèle de macrophages primaires d’humain déficients pour LACC1 

via l’utilisation de siRNA pour poursuivre leur étude. 

Dans le monde de la clinique, les maladies inflammatoires issus de causes monogénique 

sont actuellement catégorisées sous 3 groupes : 1) l’inflammasomopaties, où l’activation aberrante 

des inflammasomes, 2) la relopathies, où la suractivation de la voie NF-κB et 3) l’interféronopaties 

– production aberrante d’interféron de type 1. Au cours de ces travaux de thèse, le docteur 

Omarjee a mis en évidence qu’un défaut de LACC1 dans des macrophages humains ne 

représentait aucun impact sur l’activation de l’inflammasome, et des voies IFN et NF-κB, 

suggérant une nouvelle forme de la maladie inflammatoire monogénique probablement dû à un 

mécanisme moléculaire différent. 

De manière intéressante, une analyse protéomique de macrophages humains a permis à 

Omarjee et coll. d’identifier deux nouveaux partenaires de LACC1, AMPK et RACK1. Il est 

intéressant de noter que la kinase AMPK fait partie des régulateurs positifs du processus 

autophagique. Par ailleurs, des mutations du gène codant pour LACC1 ont été retrouvés dans la 

maladie de Crohn, une maladie inflammatoire de l’intestin. Il s’avère que diverses mutations du 

processus autophagique sont aussi impliquées dans la physiopathologie de cette maladie 

(mutations des gènes NOD-2 ou encore ATG16L1) et dont les défauts sont associés à de 

multiples altérations de la muqueuse intestinales qui conduisent à un excès d’inflammation. 

L’ensemble de la littérature suggèrent un lien possible entre l’autophagie, LACC1 et la mise en 

place de réponse inflammatoire. Ainsi, j’ai participé à l’élaboration de diverses analyses 

biochimiques et fonctionnelles qui ont permis à Omarjee et coll. de mettre en évidence la 

fonction d’activateur autophagique de LACC1, dans les macrophages. Cette activation 

d’autophagie se déclenche à la suite de l’activation de la kinase AMPK et par l’intermédiaire de 

LACC1.  

Une étude réalisée en 2016, a été montré que l’absence de LACC1 impactait le 

métabolisme lipidique de macrophages, associé à une diminution du pool d’acides gras. 

Cependant le mécanisme qui permet d’expliquer cette diminution n’est pas connu à ce jour. Or, 

il s’avère que l’induction d’autophagie médiée par la kinase AMPK est impliquée dans la 

génération de gouttelettes lipidiques, qui permettent notamment de fournir les acides gras 

nécessaires à la respiration des mitochondries. Omarjee et coll. ont alors démontré qu’un défaut 

de LACC1, associé à un défaut d’autophagie, diminue les capacités respiratoires des 

mitochondries de macrophages humains. Ces résultats montrent l’importance de LACC1 dans 

l’accumulation de gouttelettes lipidiques, via le processus autophagique, et régulant alors le pool 
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d’acides gras qui alimente la chaine respiratoire mitochondriale. Ainsi, ces résultats suggèrent que 

LACC1 régule le métabolisme lipidique des macrophages via la régulation de l’autophagie. 

Pour finir, Omarjee et coll. ont identifié plusieurs défauts fonctionnels dans les 

macrophages humains déficient en LACC1, tel que leur capacité de phagocytose. Or, il s’avère 

que l’autophagie régule les fonctions de captures et de dégradations des antigènes chez les 

macrophages. Ainsi, ces résultats suggèrent que LACC1 régule les capacités fonctionnelles des 

macrophages, dont la phagocytose, via la régulation de l’autophagie. 

 

Pour conclure, les travaux de thèse du docteur Omarjee mettent en évidence une nouvelle forme 

d’inflammation associé à une altération du processus autophagique, ainsi que du métabolisme 

lipidique de macrophages humains, induit par une perte de fonction de la protéine LACC1. 

 

 Dans le cadre de cette collaboration, j’ai pu apporter au docteur Omarjee mes 

connaissances sur le processus autophagique dans les cellules immunitaires, en particulier dans 

les APCs, ainsi que mon expertise de l’analyse du flux autophagique au sein de cellules primaires. 

C’est donc ensemble, que nous avons mis en place différents protocoles permettant d’évaluer le 

rôle de la protéine LACC1 dans le processus autophagique de macrophages primaires humains.  
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