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Iﬁlﬁ?\' UNIVERSITE MOHAMMED V DE RABAT
FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT

DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : Professeur Abdelmalek FARAJ

1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH

1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK et

1981 - 1989  : Professeur Taieb CHKILI RS 7%
Lo

1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI —
1997 — 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI @
2003 — 2013 : Professeur Najia HAJJAJ - HASSOUNI s
ADMINISTRATION :

Doyen : Professeur Mohamed ADNAOUI

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et estudiantines
Professeur Mohammed AHALLAT

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coopération
Professeur Taoufig DAKKA

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a la Pharmacie
Professeur Jamal TAOUFIK

Secrétaire Général : Mr. Mohamed KARRA

1- ENSEIGNANTS-CHERCHEURS MEDECINS

ET

PHARMACIENS
PROFESSEURS :
Décembre 1984
Pr. MAAOUNI Abdelaziz Médecine Interne — Clinique Royale
Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi Anesthésie -Réanimation
Pr. SETTAF Abdellatif pathologie Chirurgicale
Novembre et Décembre 1985
Pr. BENSAID Younes Pathologie Chirurgicale
Janvier, Février et Décembre 1987
Pr. CHAHED OUAZZANI Houria Gastro-Entérologie
Pr. LACHKAR Hassan Médecine Interne
Pr. YAHY AOUI Mohamed Neurologie

Décembre 1988
Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib Chirurgie Pédiatrique




Pr

. DAFIRI Rachida

Décembre 1989

Pr
Pr

Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda

. ADNAOUI Mohamed
. CHAD Bouziane

Janvier et Novembre 1990

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

Février Avril Juillet et Décembre 1991

. CHKOFF Rachid

. HACHIM Mohammed*
. KHARBACH Aicha

. MANSOURI Fatima

. TAZI Saoud Anas

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr

Pr.
Pr.

AL HAMANY Zaitounia
AZ70UZI Abderrahim
BAYAHIA Rabéa
BELKOUCHI Abdelkader

BENSOUDA Yahia
BERRAHO Amina
BEZZAD Rachid
CHABRAOUI Layachi
CHERRAH Yahia
CHOKAIRI Omar

. KHATTAB Mohamed
SOULAYMANI Rachida
TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AHALLAT Mohamed
BENSOUDA Adil
BOUIJIDA Mohamed Najib
CHAHED OUAZZANI Laaziza
CHRAIBI Chafiq
DEHAYNI Mohamed*

EL OUAHABI Abdessamad
FELLAT Rokaya

GHAFIR Driss*

JIDDANE Mohamed
TAGHY Ahmed

ZOUHDI Mimoun

ars 1994

M
Pr
Pr
Pr
Pr

Pr

. BENJAAFAR Noureddine
. BEN RAIS Nozha

. CAOUI Malika

. CHRAIBI Abdelmjid

. EL AMRANI Sabah

BENCHEKROUN Belabbes Abdellatif

Radiologie

Médecine Interne —Doyen de la FMPR
Pathologie Chirurgicale
Neurologie

Pathologie Chirurgicale
Médecine-Interne
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique

Anesthésie Réanimation —Doyen de la FMPO
Néphrologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Générale

Pharmacie galénique

Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique

Biochimie et Chimie

Pharmacologie

Histologie Embryologie

Pédiatrie

Pharmacologie — Dir. du Centre National PV
Chimie thérapeutique V.D a la pharmacie+Dir du
CEDOC

Chirurgie Générale V.D Aff. Acad. et Estud
Anesthésie Réanimation

Radiologie

Gastro-Entérologie

Gynécologie Obstétrique

Gynécologie Obstétrique

Neurochirurgie

Cardiologie

Meédecine Interne e
Anatomie * =
Chirurgie Générale T / \Q*\Q
Microbiologie } A

[\J

Radiothérapie
Biophysique
Biophysique

Endocrinologie et Maladies Métaboliques Doyen de la

FMPA
Gynécologie Obstétrique




Pr.
Pr.
. ERROUGANI Abdelkader
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr

EL BARDOUNI Ahmed
EL HASSANI My Rachid

ESSAKALI Malika
ETTAYEBI Fouad
HADRI Larbi*
HASSAM Badredine
IFRINE Lahssan
JELTHI Ahmed
MAHFOUD Mustapha
RHRAB Brahim
SENOUCI Karima

Mars 1994

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBAR Mohamed*
ABDELHAK M’barek
BELAIDI Halima
BENTAHILA Abdelali
BENYAHIA Mohammed Ali
BERRADA Mohamed Saleh
CHAMI Ilham
CHERKAOUI Lalla Ouafae
JALIL Abdelouahed
LAKHDAR Amina
MOUANE Nezha

Mars 1995

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUQUAL Redouane
AMRAOUI Mohamed
BAIDADA Abdelaziz
BARGACH Samir
CHAARI Jilali*
DIMOU M’barek*

DRISSI KAMILI Med Nordine*

EL MESNAOUI Abbes
ESSAKALI HOUSSYNI Leila
HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed

OUAZZANI CHAHDI Bahia
SEFIANI Abdelaziz
ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMIL Touriya*
BELKACEM Rachid
BOULANOUAR Abdelkrim

EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan

GAOUZI Ahmed
MAHFOUDI M’barek*
OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima
ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

Traumato-Orthopédie
Radiologie

Chirurgie Générale- Directeur CHIS
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Médecine Interne
Dermatologie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Urologie

Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie

Pédiatrie

Gynécologie — Obstétrique
Traumatologie — Orthopédie
Radiologie

Ophtalmologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Cardiologie - Directeur HMI Med V
Urologie
Ophtalmologie
Génétique
Réanimation Médicale

Radiologie

Chirurgie Pédiatrie “ &\\a“
Ophtalmologie

Chirurgie Générale

Pédiatrie

Radiologie

Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie

Cardiologie
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Pr. ALAMI Mohamed Hassan
Pr. BEN SLIMANE Lounis
Pr. BIROUK Nazha

Pr. ERREIMI Naima

Pr. FELLAT Nadia

Pr. HAIMEUR Charki*

Pr. KADDOURI Noureddine
Pr. KOUTANI Abdellatif

Pr. LAHLOU Mohamed Khalid
Pr. MAHRAOUI CHAFIQ
Pr. TAOUFIQ Jallal

Pr. YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

Pr. AFIFI RAJAA

Pr. BENOMAR ALI

Pr. BOUGTAB Abdesslam
Pr. ER RIHANI Hassan
Pr. BENKIRANE Majid*
Pr. KHATOURI ALI*

Janvier 2000

Pr. ABID Ahmed*

Pr. AIT OUMAR Hassan

Pr. BENJELLOUN Dakhama Badr.Sououd
Pr. BOURKADI Jamal-Eddine

Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
Pr. ECHARRAB EIl Mahjoub

Pr. EL FTOUH Mustapha

Pr. EL MOSTARCHID Brahim#*

Pr. ISMAILI Hassane*

Pr. MAHMOUDI Abdelkrim*

Pr. TACHINANTE Rajae

Pr. TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr. AIDI Saadia

Pr. AJANA Fatima Zohra

Pr. BENAMR Said

Pr. CHERTI Mohammed

Pr. ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
Pr. EL HASSANI Amine

Pr. EL KHADER Khalid

Pr. EL MAGHRAOUI Abdellah*
Pr. GHARBI Mohamed El Hassan
Pr. MAHASSINI Najat

Pr. MDAGHRI ALAOUI Asmae
Pr. ROUIMI Abdelhadi*

Décembre 2000
Pr. ZOHAIR ABDELAH*

Gynécologie-Obstétrique
Urologie

Neurologie

Pédiatrie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie
Neurologie — Doyen de la FMP Abulcassis
Chirurgie Générale

Oncologie Médicale

Hématologie

Cardiologie ;
(o8 ,

IS %

Pneumophtisiologie ) /4:\«&\’

Pédiatrie .:g (o

Pédiatrie Sl

Pneumo-phtisiologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Générale

Pneumo-phtisiologie

Neurochirurgie

Traumatologie Orthopédie- Dir. Hop. Av. Marr.
Anesthésie-Réanimation Inspecteur du SSM
Anesthésie-Réanimation

Meédecine Interne

Neurologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Cardiologie

Anesthésie-Réanimation

Pédiatrie Directeur Hop. Chekikh Zaied
Urologie

Rhumatologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Anatomie Pathologique

Pédiatrie

Neurologie

ORL



Décembre 2001

Pr.
. BENABDELIJLIL Maria
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
. LAMRANI Moulay Omar
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr

Pr

BALKHI Hicham*

BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa

DAALI Mustapha*

DRISSI Sidi Mourad*

EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL OUNANI Mohamed
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*

HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*

LEKEHAL Brahim

MAHASSIN Fattouma*

MEDARHRI Jalil

MIKDAME Mohammed*

MOHSINE Raouf

NOUINI Yassine

SABBAH Farid

SEFIANI Yasser

TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
. BERNOUSSI Zakiya
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia

BICHRA Mohamed Zakariya*

CHOHO Abdelkrim *

CHKIRATE Bouchra

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL HAOURI Mohamed *

FILALI ADIB Abdelhai

Anesthésie-Réanimation
Neurologie

Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie

Cardiologie

Pédiatrie . ;
Rhumatologie IR
Anatomie ....,bf‘f@\ )/// \Q*\Q
Radiologie wé_&m
Radiologie i <

Chirurgie Générale L

Radiologie

Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique

Chirurgie Générale

Pédiatrie Directeur. Hop.d’Enfants
Neuro-Chirurgie

Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Médecine Interne

Chirurgie Générale

Hématologie Clinique

Chirurgie Générale

Urologie Directeur Hopital Ibn Sina
Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Dermatologie
Gynécologie Obstétrique



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

HAIJJI Zakia

IKEN Ali

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOUILE Yamina
LAGHMARI Mina
MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
OUJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
RHOU Hakima

SIAH Samir *

THIMOU Amal

ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABDELLAH El Hassan
AMRANI Mariam
BENBOUZID Mohammed Anas
BENKIRANE Ahmed*
BOUGHALEM Mohamed*
BOULAADAS Malik
BOURAZZA Ahmed*
CHAGAR Belkacem*
CHERRADI Nadia

EL FENNI Jamal*

EL HANCHI ZAKI

EL KHORASSANI Mohamed
EL YOUNASSI Badreddine*
HACHI Hafid

JABOUIRIK Fatima
KHARMAZ Mohamed
MOUGHIL Said

OUBAAZ Abdelbarre*
TARIB Abdelilah*

TIJAMI Fouad

ZARZUR Jamila

Janvier 2005

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBASSI Abdellah

AL KANDRY Sif Eddine*
ALLALI Fadoua
AMAZOUZI Abdellah
AZI17Z Noureddine*
BAHIRI Rachid
BARKAT Amina
BENYASS Aatif
BERNOUSSI Abdelghani
DOUDOUH Abderrahim*
EL HAMZAOUI Sakina*
HAJJI Leila

Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Néphrologie

Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie
Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie Réanimation

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale

Neurologie

Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

NS
Gynécologie Obstétrique c\\g\u*‘fw““* »

Pédiatrie T / \Q*\Q
Cardiologie <
Chirurgie Générale & &

Pédiatrie L
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique

Chirurgie Générale

Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale
Rhumatologie
Ophtalmologie
Radiologie
Rhumatologie
Pédiatrie
Cardiologie
Ophtalmologie
Biophysique
Microbiologie
Cardiologie

(mise en disponibilité)



Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. HESSISSEN Leila

. JIDAL Mohamed*

. LAAROUSSI Mohamed
. LYAGOUBI Mohammed
. NIAMANE Radouane*

. RAGALA Abdelhak

. SBIHI Souad

. ZERAIDI Najia

Décembre 2005

Pr

. CHANI Mohamed

Avril 2006

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ACHEMLAL Lahsen*
AKJOUJ Said*
BELMEKKI Abdelkader*
BENCHEIKH Razika
BIYI Abdelhamid*
BOUHAFS Mohamed El Amine
BOULAHYA Abdellatif*
CHENGUETI ANSARI Anas
DOGHMI Nawal

FELLAT Ibtissam
FAROUDY Mamoun
HARMOUCHE Hicham
HANAFI Sidi Mohamed*
IDRISS LAHLOU Amine*
JROUNDI Laila
KARMOUNI Tariq

KILI Amina

KISRA Hassan

KISRA Mounir
LAATIRIS Abdelkader*
LMIMOUNI Badreddine*
MANSOURI Hamid*
OUANASS Abderrazzak
SAFI Soumaya*

SEKKAT Fatima Zahra
SOUALHI Mouna
TELLAL Saida*
ZAHRAOUI Rachida

Octobre 2007

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABIDI Khalid
ACHACHI Leila
ACHOUR Abdessamad*
AIT HOUSSA Mahdi*
AMHAIJJI Larbi*
AOUFI Sarra

BAITE Abdelouahed*
BALOUCH Lhousaine*

Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Cardio-vasculaire
Parasitologie

Rhumatologie

Gynécologie Obstétrique
Histo-Embryologie Cytogénétique
Gynécologie Obstétrique

Anesthésie Réanimation

Rhumatologie
Radiologie

Hématologie

O.R.L

Biophysique

Chirurgie - Pédiatrique
Chirurgie Cardio — Vasculaire
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation

Meédecine Interne -
Anesthésie Réanimation — ast¥s X
Microbiologie - il >
Radiologie .

g

. 2!
Urologie ° :l bt
Pédiatrie Dyl
Psychiatrie

Chirurgie — Pédiatrique
Pharmacie Galénique
Parasitologie
Radiothérapie
Psychiatrie
Endocrinologie
Psychiatrie

Pneumo — Phtisiologie
Biochimie

Pneumo — Phtisiologie

Réanimation médicale

Pneumo phtisiologie

Chirurgie générale

Chirurgie cardio vasculaire
Traumatologie orthopédie

Parasitologie

Anesthésie réanimation Directeur ERSM
Biochimie-chimie




Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BENZIANE Hamid*
BOUTIMZINE Nourdine
CHARKAOUI Naoual*
EHIRCHIOU Abdelkader*
ELABSI Mohamed

EL MOUSSAOUI Rachid
EL OMARI Fatima
GHARIB Noureddine
HADADI Khalid*
ICHOU Mohamed*
ISMAILI Nadia
KEBDANI Tayeb
LALAOUI SALIM Jaafar*
LOUZI Lhoussain*
MADANI Naoufel

MAHI Mohamed*

MARC Karima
MASRAR Azlarab
MRABET Mustapha*
MRANI Saad*

OUZZIF Ez zohra*
RABHI Monsef*
RADOUANE Bouchaib*
SEFFAR Myriame
SEKHSOKH Yessine*
SIFAT Hassan*
TABERKANET Mustafa*
TACHFOUTI Samira
TAJDINE Mohammed Tarig*
TANANE Mansour*
TLIGUI Houssain
TOUATI Zakia

Décembre 2007

Pr.

DOUHAL ABDERRAHMAN

Décembre 2008

Pr ZOUBIR Mohamed*
Pr TAHIRI My El Hassan*
Mars 2009

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUZAHIR Ali*

AGDR Aomar*

AIT ALI Abdelmounaim*

AIT BENHADDOU El hachmia
AKHADDAR Ali*

ALLALI Nazik

Pharmacie clinique
Ophtalmologie
Pharmacie galénique
Chirurgie générale
Chirurgie générale
Anesthésie réanimation
Psychiatrie

Chirurgie plastique et réparatrice
Radiothérapie
Oncologie médicale
Dermatologie
Radiothérapie
Anesthésie réanimation
Microbiologie
Réanimation médicale
Radiologie

Pneumo phtisiologie
Hématologie biologique
Meédecine préventive santé publique et hygiéne
Virologie
Biochimie-chimie

Meédecine interne o™ \‘:;ﬁ*‘
Radiologie Ty @»
Microbiologie @ b&“’
Microbiologie

Radiothérapie

Chirurgie vasculaire périphérique
Ophtalmologie

Chirurgie générale
Traumatologie orthopédie
Parasitologie

Cardiologie

Ophtalmologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale

Médecine interne
Pédiatre

Chirurgie Générale
Neurologie
Neuro-chirurgie
Radiologie



Pr. AMINE Bouchra

Pr. ARKHA Yassir

Pr. BELYAMANI Lahcen*
Pr. BJIJOU Younes

Pr. BOUHSAIN Sanae*

Pr. BOUI Mohammed*

Pr. BOUNAIM Ahmed*

Pr. BOUSSOUGA Mostapha*
Pr. CHAKOUR Mohammed *
Pr. CHTATA Hassan Toufik*
Pr. DOGHMI Kamal*

Pr. EL MALKI Hadj Omar
Pr. EL OUENNASS Mostapha*
Pr. ENNIBI Khalid*

Pr. FATHI Khalid

Pr. HASSIKOU Hasna *

Pr. KABBAJ Nawal

Pr. KABIRI Meryem

Pr. KARBOUBI Lamya

Pr. L’KASSIMI Hachemi*

Pr. LAMSAOURI Jamal*

Pr. MARMADE Lahcen

Pr. MESKINI Toufik

Pr. MESSAOUDI Nezha *

Pr. MSSROURI Rahal

Pr. NASSAR Ittimade

Pr. OUKERRAJ Latifa

Pr. RHORFI Ismail Abderrahmani *

PROFESSEURS AGREGES :
Octobre 2010

Pr. ALILOU Mustapha

Pr. AMEZIANE Taoufig*
Pr. BELAGUID Abdelaziz
Pr. BOUAITY Brahim*
Pr. CHADLI Mariama*

Pr. CHEMSI Mohamed*

Pr. DAMI Abdellah*

Pr. DARBI Abdellatif*

Pr. DENDANE Mohammed Anouar
Pr. EL HAFIDI Naima

Pr. EL KHARRAS Abdennasser*
Pr. EL MAZOUZ Samir

Pr. EL SAYEGH Hachem

Pr. ERRABIH Ikram

Pr. LAMALMI Najat

Pr. MOSADIK Ahlam

Pr. MOUJAHID Mountassir*

Pr. NAZIH Mouna*

Pr. ZOUAIDIA Fouad

Rhumatologie

Neuro-chirurgie

Anesthésie Réanimation

Anatomie

Biochimie-chimie

Dermatologie

Chirurgie Générale

Traumatologie orthopédique
Hématologie biologique

Chirurgie vasculaire périphérique
Hématologie clinique

Chirurgie Générale

Microbiologie

Médecine interne

Gynécologie obstétrique

Rhumatologie

Gastro-entérologie

Pédiatrie

Pédiatrie

Microbiologie Directeur Hopital My Ismail
Chimie Thérapeutique
Chirurgie Cardio-vasculaire
Pédiatrie

Hématologie biologique
Chirurgie Générale .
Radiologie c\\g\w*‘“&m“"’
Cardiologie '

. . . Y /ﬂ*\’
Pneumo-phtisiologie :‘ "
s M ¥
R

Anesthésie réanimation
Médecine interne
Physiologie

ORL

Microbiologie
Médecine aéronautique
Biochimie chimie
Radiologie

Chirurgie pédiatrique
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Introduction



Afin d’assurer ’homéostasie, les cellules doivent maintenir un équilibre entre les voies
métaboliques permettant la néosynthese et la dégradation de macromolécules ou organites
cellulaires. Il existe deux principaux mécanismes de dégradation : la dégradation médiée par
le protéasome, et celle faisant intervenir les vacuoles lysosomales ou autophagie. Le terme
«autophagie » a été proposé pour la premiere fois par le professeur Christian de Duve en 1966
pour désigner les mécanismes permettant a la cellule de dégrader son propre contenu
cytoplasmique. Il s’agit d’un processus physiologique ubiquitaire, intervenant dans toutes les
cellules eucaryotes, et permettant la prise en charge des macromolécules a longue durée de vie
voire d’organites cellulaires entiers, contrairement a la voie du protéasome qui prend en
charge des complexes plus petits. On sait aujourd’hui que I’autophagie joue un réle majeur
dans divers processus clés tels que le développement, le métabolisme énergétique (notamment
en cas de carence nutritive), la réponse immunitaire, I’¢limination de pathogenes, la
différentiation cellulaire, la réparation et la survie cellulaire. De ce fait, I’autophagie est
¢galement impliquée dans de nombreuses pathologies comme les maladies
neurodégénératives, infectieuses, cardiaques, métaboliques, pulmonaires, le vieillissement,
mais aussi les cancers. On distingue a ce jour trois grands types d’autophagie : la micro-
autophagie et ’autophagie médiée par des protéines chaperonnes (Chaperone Mediated
Autophagy ou CMA), qui ne seront évoquées que bricvement, et la macro-autophagie a

laquelle je me suis particulierement intéressée au cours de cette theése.

Par la suite, la machinerie moléculaire de I’autophagie, ses fonctions, son implication
dans certaines pathologies, son role dans I’équilibre entre la survie et la mort cellulaire, sa
relation avec le cancer, son implication dans les réponses immunitaires innées et adaptatives
ainsi que ses relations étroites avec des agents infectieux seront décrits et détaillés afin de

mieux comprendre les mécanismes moléculaires et cellulaires de ce processus.



Chapitre I:

Autophagie



1. Historique et définition de ’autophagie

Le terme « autophagie » provient du grec « auto » voulant dire soi-méme et « phagos »
signifiant manger, désigne un processus qui consiste en une autodigestion des composants
cellulaires en réponse a un stress environnemental comme la déprivation en acides-aminés, le
stress du réticulum endoplasmique ou lors de certaines infections virales et bactériennes.
Quels que soient les conditions dans lesquelles I’autophagie est induite, elle permet aussi bien
le recyclage des ¢léments du cytoplasme (protéines a demi-vie longue, avec des anomalies
conformationelles ou encore des agrégats insolubles) que celui des organelles. Ce processus
contribue au maintien de I’homéostasie cellulaire, protégeant ainsi les cellules des divers

stress environnementaux grace a la production d’énergie.

Le concept d’« autophagie » a été créé par le professeur Christian de Duve, qui recut le
prix Nobel de physiologie et de médecine en 1974 pour sa découverte des lysosomes et des

péroxysomes.

Figure 1: Dr De Duve a ’université Rockefeller en 1974 [1].

Son intérét pour I’autophagie est né de sa rencontre en 1962 avec Keith Porter, pionnier
de la microscopie électronique, lors de 1’ouverture de son second laboratoire a la Rockefeller
university. A cette époque, le Dr Porter examinait les modifications ultrastructurales induites

lors de perfusions de foie avec du glucagon (hormone pancréatique hyper-glycémiante). Ces



travaux lui ont permis d’observer une augmentation du nombre, mais €également un
changement de localisation de zones denses aux électrons, les lysosomes. La taille
anormalement importante de ces vésicules, ainsi que l’inclusion de mitochondries et de
portions de cytoplasme en état de dégradation laissaient présager la présence d’un nouveau

type de structure, ’autophagosome [2,3].

Dans les années 1990, des travaux utilisant des techniques de microscopie ont permis a
1‘équipe du professeur Ohsumi de mettre en évidence l‘existence de l‘autophagie chez la
levure Saccharomyces cerevisiae [4]. Grace a l‘utilisation du systeme de la levure et des
criblages génétiques, les genes ATG (Autophagy Related Genes) ont été découverts au début
des années 90 [5,6]. La découverte de ces genes a conduit a une explosion des études sur le
fonctionnement de 1‘autophagie. Cette découverte a apporté une meilleure compréhension de
la fonction physiologique et physiopathologique de ce processus [5,7]. Une quarantaine de ces
genes régulateurs de I’autophagie sont actuellement connus et les homologues des genes ATG
de la levure ont été identifiés chez les mammiféres. Pour ses travaux sur 1‘autophagie, le Dr

Yoshinori Ohsumi a regu le prix Nobel de médecine (2016).

Figure 2: Dr Yoshinori Ohsumi et sa médaille du prix Nobel de médecine (2016) [8].



2. Différentes formes d’autophagie

I existe trois formes définies d’autophagie : la macroautophagie, la microautophagie et
I’autophagie médi¢e par des chaperonnes (CMA), lesquelles induisent toutes les trois la
dégradation de composants cytosoliques dans le lysosome. Au cours de la macroautophagie,
des portions du cytoplasme sont capturées et séquestrées par une double membrane
d’isolation, ou phagophore, qui se referme pour former I’autophagosome. L’autophagosome
va ensuite fusionner avec plusieurs compartiments endosomaux d’acidité croissante pour
former un amphisome, qui mature en autolysosome apres fusion lysosomale [9]. Dans la
microautophagie, la cargaison cytoplasmique est directement capturée par le lysosome lui-
méme par invagination de sa membrane. Cette forme d’autophagie a été décrite dans les
levures et les cellules de mammiferes par I’observation de lysosomes multivésiculés, mais elle
reste tres peu étudiée [10]. Avec la macroautophagie, elle permettrait la destruction de larges
structures comme des organelles entieres. A I’inverse, la CMA differe des autres formes
d’autophagie et des voies de dégradation lysosomale en général car elle n’implique pas de
trafic vésiculaire. Elle est impliquée dans la dégradation spécifique de protéines mal repliées
prises en charge par des protéines chaperonnes. Un complexe se forme entre la protéine
substrat, le complexe de protéines chaperonnes et un transporteur lysosomal, LAMP-2A
(Lysosome-associated membrane protein type 2A), qui agit comme récepteur de translocation

[11]. La CMA est décrite uniquement chez les mammiferes [12].
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Figure 3: Les trois formes d’autophagie [13].

L’autophagie regroupe 3 mécanismes de dégradation intracellulaire dépendants du
lysosome et hautement conservés chez les eucaryotes. (I) La macroautophagie nécessite la
formation de vésicules intermédiaires, les autophagosomes, qui dégradent leur contenu en
fusionnant avec le lysosome. Notons que les autophagosomes peuvent aussi fusionner avec
des endosomes et former des amphisomes qui ensuite fusionneront avec les lysosomes. La
macroautophagie permet de dégrader agrégats protéiques organites et pathogenes. (Il) La
microautophagie a lieu par invagination de la membrane du lysosome et permet une
dégradation rapide de protéines mais aussi de nombreuses organites comme les
mitochondries (I1.1), les peroxysomes (Il.2) mais aussi des portions du noyau (I11.3). (Il
L’autophagie médiée par les chaperonnes ne permet que la dégradation de protéines et
nécessite la reconnaissance de celles-ci par un complexe de chaperonnes pour aboutir a leur

translocation dans la lumiere du lysosome.



2.1. Macroautophagie

La macroautophagie, plus communément appelée autophagie, fut la premicre forme
d’autophagie a étre découverte et décrite. Une particularité de ce processus est notamment la
formation de vésicules a double-membrane appelées autophagosomes, qui emprisonnent une
partie du cytoplasme, fusionnent ensuite avec les lysosomes pour former un autolysosome
(aussi appelé autophagolysosome). Le matériel séquestré est alors hydrolysé par les enzymes
lysosomales, notamment par des hydrolases, puis libéré dans le cytoplasme suite a la

dégradation de la membrane de I’autolysosome [14].
La macroautophagie se décompose en trois étapes :

Premiérement, lors de I’étape d’initiation, une membrane isolée appelée phagophore se

forme dans le cytoplasme de la cellule.

Lors de I’¢longation, chaque extrémité du phagophore s’allonge jusqu’a la fusion des
deux extrémités formant une vésicule a double membrane appelée autophagosome dans

laquelle des portions de cytoplasme sont séquestrées.

La derniere étape est la fusion de 1’autophagosome avec des lysosomes. La structure
ainsi formée est appelée autolysosome et permet la dégradation du contenu grace aux
enzymes lysosomales. Dans certains cas, les autophagosomes peuvent fusionner avec des
endosomes, avant leur fusion avec les lysosomes, formant des structures appelées

amphisomes.
2.1.1. Sélectivité du processus

Jusqu’a la fin des années 90, une trés grande attention a ¢€té portée au systeme
ubiquitine-protéasome. Cependant, la découverte des genes ATG de I’autophagie au milieu
des années 1990 chez la levure Saccharomyces cerevisiae a permis d’accroitre la recherche
sur l’autophagie et a montré I’'importance du role de ce processus dans le maintien de
I’homéostasie cellulaire [5,7]. La macroautophagie peut soit séquestrer du cytoplasme de
maniere aléatoire, soit étre dirigée spécifiquement contre des cargos a dégrader comme des
agrégats protéiques, des organites en fin de vie ou encore des pathogenes intracellulaires.
Dans ce dernier cas les cargos a dégrader sont reconnus par des protéines nommeées récepteurs

autophagiques qui ciblent alors ces cargos vers la machinerie autophagique.



Il est intéressant de noter que Christian De Duve avait également suggéré la possibilité
« d'autophagie sélective » permettant la dégradation, spécifique et sé€lective, de certains
¢léments cellulaires. L’essor de ce champ d’investigation a donné naissance a de nombreuses
publications, appuyant le fait que 1’autophagie pouvait étre sélective. En effet, il a ¢t¢ mis
¢vidence par microscopie ¢lectronique des compartiments cytoplasmiques exclusifs dans les
autophagosomes et des protéines intervenant dans l’orientation et la sélectivité de ce
mécanisme. A partir de ces observations, différentes dénominations ont été données, précisant
la nature des ¢léments dégradés: les processus de peroxyphagie, de ribophagie, de

mitophagie, de glycophagie et de lipophagie ont été décrits [15]:
2.1.1.1. La mitophagie
La mitophagie désigne la dégradation sélective des mitochondries par autophagie.

Il s’agit d’un mécanisme critique dans la cellule afin de prévenir I’accumulation de
mitochondries endommagées mais aussi de controler leur nombre dans les cellules.
L’¢limination de mitochondries fonctionnelles est aussi capitale durant certains processus de
développement. Elle est, par exemple, trés importante pour limiter la production d’especes
dérivées de ’oxygeéne, communément appelées ROS pour « Reactive Oxygen Species », par
les mitochondries. De plus, les mitochondries sont des acteurs de la régulation de la mort
cellulaire par le relargage de facteurs pro-apoptotiques tels que le cytochrome C et peut ainsi
intervenir dans le controle de la mort cellulaire. Ils permettent également la B-oxydation des

acides gras, la mitophagie intervient donc dans la régulation de ’homéostasie lipidique[16].

Lors de la fécondation, les mitochondries paternelles sont éliminées de manicre a ce que
seules les mitochondries maternelles soient transmises a la descendance. Des études ont

montré que ces mitochondries paternelles pourraient étre ¢liminées par mitophagie [17-19].

Par ailleurs, les hématies sont des cellules dépourvues de mitochondries et les premieres
démonstrations et descriptions de la mitophagie furent réalisées sur des réticulocytes. En effet
au cours de leur maturation en hématies, les réticulocytes éliminent leurs mitochondries par
mitophagie grace au récepteur autophagique NIX (NIP3-like protein X), aussi appelé BNIP3L
(Bcl-2 interacting protein 3-like) [20].



Etant donné le r6le central des mitochondries dans la physiologie cellulaire, la
dérégulation de la mitophagie peut conduire au développement de pathologies telles que des

cancers ou des maladies neurodégénératives [21].
2.1.1.2. La ribophagie

La ribophagie est la dégradation sélective des ribosomes par macroautophagie. Elle a
¢té rapportée chez la levure S. cerevisiae [22]. Cette ribophagie est dépendante de deux
protéines, Ubp3 (ubiquitin-processing protease 3), une protéine dé-ubiquitinase et son
activateur, la protéine Bre5. Ces deux protéines sont requises pour la dégradation de la sous-
unit¢ 60S du ribosome en réponse a une privation de nutriments [22]. La ribophagie est
importante pour le contrdle de la balance entre syntheése protéique et dégradation. Elle permet
de limiter la synthése protéique et la biogénese des ribosomes, qui sont des processus tres

consommateurs d’énergie, lorsque la cellule se trouve en condition de carence [23].
2.1.1.3. La pexophagie

La pexophagie désigne la dégradation sélective des peroxysomes par macroautophagie
[24]. Les peroxysomes sont des organites assurant la détoxification de la cellule en oxydant le
dioxygene et le peroxyde d’hydrogene. Lors de la pexophagie, des peroxysomes individuels
sont séquestrés dans des vésicules a double membrane appelées pexophagosomes qui
fusionnent avec les lysosomes. La pexophagie peut étre induite par des signaux qui répriment
la biogénese des peroxysomes. Par exemple, chez S. cerevisiae, la pexophagie peut étre
induite en remplagant le milieu de culture contenant de 1’oléate, qui induit la biogénése des
peroxysomes, par un milieu riche en glucose ou un milieu sans azote [25]. Chez ’homme,
I’accumulation de peroxysomes a €té observée dans des cellules vieillissantes [26]. Dans les
cellules mammifeéres, la dégradation des peroxysomes par macroautophagie fait intervenir les

récepteurs autophagiques p62 et NBR1 (Neighbor of BRCA1 gene 1) [27].
2.1.1.4. La réticulophagie

La réticulophagie est la dégradation du réticulum endoplasmique (RE) par
macroautophagie. Le RE est I’'un des organites majeurs de la cellule ou il assure la synthese

des protéines et des lipides et leur contréle qualité mais aussi ’homéostasie ionique de la
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cellule. C’est donc un organite extrémement surveillé et renouvelé et I’autophagie participe a
ce renouvellement en capturant et dégradant des portions du reticulum. L’accumulation de
protéines mal conformées conduit a un stress du RE et au déclenchement d’une réponse UPR
(Unfolded Protein Response). Suite au déclenchement d’une réponse UPR, il a été observé
une apparition de vésicules a double membrane de 300-700 nm de diametre contenant des
membranes du RE et permettant de limiter I’expansion du RE induit par la réponse UPR [28].
La réticulophagie permet donc de réduire la taille du RE pour un retour a une taille normale
apres I’induction d’un stress. De plus, ce mécanisme permet la dégradation de membranes du

RE endommagées ou contenant des agrégats protéiques [29].
2.1.1.5. La lipophagie

Les triglycérides et le cholestérol sont stockés a l’'intérieur de la cellule dans des
organelles spécialisées nommées gouttelettes lipidiques. Afin de pouvoir utiliser ces lipides
emprisonnés, les gouttelettes lipidiques doivent étre dégradées. Cette fonction a été
exclusivement attribuée aux lipases jusqu’a la découverte que la macroautophagie pouvait
¢galement dégrader les gouttelettes lipidiques. En effet, des petites gouttelettes lipidiques
entieres ou des portions de larges gouttelettes lipidiques peuvent étre séquestrées a 1’intérieur
de vésicules a double membrane. Apres fusion des autophagosomes avec les lysosomes, des
acides gras libres, produits de la dégradation des triglycérides, sont générés et vont pouvoir
étre utilisés par la cellule. En particulier, les acides gras libres sont les substrats de la beta-
oxydation par les mitochondries pour la génération d’ATP (Adénosine triphosphate). La
lipophagie a été décrite initialement dans les hépatocytes. L’inhibition de 1’autophagie dans
des hépatocytes en culture augmente le contenu en triglycérides, ainsi que le nombre et la
taille des gouttelettes lipidiques et entraine une diminution de la génération des acides gras
libres conduisant a un défaut de B-oxydation dans les mitochondries [16]. Ceci démontre que
la lipophagie intervient dans le métabolisme lipidique en participant a la mobilisation des
lipides contenus dans les gouttelettes lipidiques. En permettant la libération de substrats pour
la B-oxydation, la lipophagie contribue a la résistance contre la mort cellulaire induite par des
mitochondries dysfonctionnelles. La lipophagie permet aussi de protéger les cellules contre

I’accumulation toxique de lipides que 1’on retrouve dans certaines pathologies telles que la
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stéatose [30]. Ainsi, la lipophagie a été rapportée pour avoir un role dans différents processus
physiologiques [31]. De manicre intéressante, certains virus utilisent la lipophagie pour

moduler le métabolisme lipidique afin d’augmenter leur réplication [32].
2.1.1.6. L’aggréphagie

Une des caractéristiques principales de la plupart des maladies neurodégénératives est
I’accumulation dans les neurones d’agrégats de protéines. L’agrégation des protéines est un
phénomene courant dans les cellules saines ou environ un tiers des protéines nouvellement
traduites adoptent une mauvaise conformation. L’ubiquitination de ces agrégats permet
normalement leur élimination par le protéasome. Cependant, dans les cas pathologiques, ces
agrégats ubiquitinés s’accumulent pour des raisons inconnues. Les agrégats étant en constante
croissance, peuvent ainsi devenir trop imposants pour étre dégradés par le protéasome et vont
former des structures fibrillaires. Ces agrégats peuvent cependant étre dégradés par
autophagie grace a leur reconnaissance par deux récepteurs autophagiques, SQSTMI
(Sequestosome 1) et NBR1 [33-35]. Ces récepteurs sont capables de se lier a ’'ubiquitine
accumulée sur les agrégats protéiques par leur domaine UBA (UBiquitin Associated). Ils
peuvent aussi classiquement se lier a LC3/GABARAP (Microtubule-associated protein 1-light
chain 3/ Gamma-AminoButyric Acid Receptor-Associated Protein) par leur domaine LIR
(LC3 interacting region) et ainsi provoquer la formation d’autophagosomes autour de leurs

substrats.

Il reste encore de nombreuses inconnues concernant notamment la régulation de
I’aggréphagie et donc ses liens avec la physiopathologie des maladies neurodégénératives
caractérisées par I’accumulation d’agrégats protéiques; huntingtine pour la chorée de
Huntington, alpha-synucléine pour la maladie d’Alzheimer et tau pour la maladie de
Parkinson. Il n’est cependant pas encore €tabli si ces agrégats sont la cause ou la conséquence
de la maladie. Il semblerait cependant que ces agrégats soient toxiques pour la cellule car ils

modifient ou empéchent la fonction primaire de la protéine par exemple.
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Figure 4: Les différents types d’autophagie séléctive [36].

L’autophagie est impliquée dans la dégradation d’agrégats protéiques (aggréphagie),
de mitochondries (mitophagie), de peroxysomes (pexophagie), de portions de noyau
(nucléophagie), de gouttelettes lipidiques (lipophagie), de portions de réticulum
endoplasmique (réticulophagie), de ribosomes (ribophagie), et de pathogenes (xénophagie).
Tous ces types d’autophagie sélectives sont médiées par des protéines adaptatrices
particulieres pouvant se fixer a la fois a la protéine LC3 et au cargo a dégrader. Les

principales protéines adaptatrices connues a ce jour chez les mammiféres pour les différents

types d’autophagie sont ici représentées.
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2.1.1.7. La xénophagie

La xénophagie est 1’élimination sélective d’éléments « étrangers » a la cellule par
macroautophagie. Cela concerne pour [’essentiel 1’élimination de micro-organismes

intracellulaires entiers ou parcellaires. Nous décrirons ce processus en détail ultérieurement.

Tableau I: Les différentes dénominations de la macroautophagie, en fonction de la nature des

éléments dégradés.

Nom Organites ou types de Organisme Références
cellules
Pexophagie Peroxysomes Levures et mammiferes [37]
Mitophagie Mitochondries Levures et mammiferes [38]
Réticulophagie Retlculum Levures et mammiferes [39]
endoplasmique
Ribophagie Ribosomes Levures [22]
Xénophagie Bactéries et virus Mammiferes et plantes [40]
. . . . Levures, drosophile,
Aggréphagie Agrégats proteiques nématode et mammiferes [41]

2.2. La microautophagie

La microautophagie est également un processus de dégradation lysosomal mais
contrairement a la macroautophagie, il n’y a pas de transport du matériel a dégrader dans des
vésicules intermédiaires [42]. En effet dans le cas de la microautophagie, c’est directement le
lysosome (dans les cellules mammiferes) ou la vacuole (dans les levures) qui séquestre les
portions du cytoplasme par invagination. Les invaginations résultantes s’allongent et forment
des tubes autophagiques. A leur extrémité se forment des vésicules, une scission s’opere,
libérant ainsi les vésicules au sein de la lumicre lysosomale. Dans certains cas, la
microautophagie peut étre s€lective, toutefois ceci n’a été décrit que chez la levure [42].Tout
comme la macroautophagie, la microautophagie peut séquestrer des portions du cytoplasme

de maniére aléatoire ou sélective.

Il existe trois cibles possibles de la microautophagie sélective décrites chez la levure :
Les peroxysomes avec la micropexophagie découverte a la fin des années 1990, des portions
du noyau avec la microautophagie «piecemeal » et enfin les mitochondries avec la

micromitophagie [43-45].
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La preuve de I’existence de la microautophagie dans les cellules de mammiferes a été
apportée notamment grace a I’observation de la morphologie des lysosomes par microscopie
¢lectronique combinée a la quantification de protéines a durée de vie longue [46]. Cependant,
le mécanisme exact de ce processus reste trés peu ¢€lucidé: la majorité des indications
mécanistiques dont nous disposons actuellement proviennent d’études chez la levure et n’ont
pas encore été confirmées chez les mammiféres. La difficulté principale réside dans le fait

qu’il n’existe aucune technique de détection spécifique de la microautophagie [47].

La microautophagie non-sélective a été surtout observée dans les cellules mammiferes
alors que les trois formes de microautophagie sélective ont été décrites uniquement chez les

levures [42].
2.3. L’autophagie médiée par les chaperonnes

A ce jour uniquement décrite chez les eucaryotes, La découverte de la CMA a ét¢ faite
en partie grace a l’observation que des protéines cytosoliques sont dégradées par les
lysosomes a des vitesses différentes [48]. La dégradation spécifique de protéines injectées
dans des cellules en état de privation de nutriments a également contribu¢ a la découverte de

la CMA [49].

L’autophagie médiée par les chaperonnes est exclusivement sélective et permet par
ailleurs la dégradation sélective de protéines portant un motif pentapeptidique particulier, qui,
par interaction avec des protéines chaperonnes, sont amenées au lysosome afin d’étre
dégradées [50]. Le motif consensus porté par les protéines cibles de ce mécanisme est le motif

KFERQ (Lysine-Phénylalanine-Acide glutamique-Arginine-Glutamine).

Cependant, des études montrent que ce sont les propriétés physiques des résidus qui
importent pour leur reconnaissance par les chaperonnes, et non la séquence exacte, c’est
pourquoi on parle également de motifs « KFERQ like » [51]. La reconnaissance de ces motifs
a lieu dans le cytoplasme. Ces motifs sont reconnus spécifiquement par la protéine Hsc70
(Heat shock cognate protein of 70 KDa), une chaperonne exprimée constitutivement dans les
cellules de mammiferes. Ce complexe protéique va ensuite se fixer a la partie cytosolique de

la protéine LAMP-2A (lysosome-associated membrane protein type 2A) ; issue de I’épissage
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alternatif du gene Lamp2; au niveau de la membrane lysosomale [52]. LAMP-2A (un
isoforme de LAMP2) est présente a la surface du lysosome sous forme de monomere et
’association de plusieurs monomeres conduit a la formation d’un multi-complexe de LAMP-
2 requis pour la translocation du substrat. L’existence de ce complexe est transitoire, il se
dissocie juste apres le passage du substrat a travers la membrane lysosomale, faisant de ce
processus un systeme dynamique [53]. La protéine a dégrader va étre dépliée puis transloquée

dans la lumiere du lysosome, pour y €tre dégradée.

rrrrr

«contrdle qualité » protéique, en permettant 1’¢limination de protéines mal conformées ou non
fonctionnelles, comme par exemple aprés un stress oxydatif ce qui contribue a la régulation
des niveaux intracellulaires de certaines enzymes et de facteurs de transcription [54]. Le role
de la CMA est déterminant pour le recyclage des acides aminés apres une période prolongée
de carence nutritive, elle est graduellement activée apres 8 a 10h de privation et peut persister

a des niveaux d’activité maximale pendant 3 jours [55,56].

Cependant la régulation et I’adressage des protéines contenant le motif KFERQ vers la
CMA reste encore mal connue. Il se peut que les protéines a dégrader changent de
conformation et révelent le motif normalement caché par le repliement de la chaine d’acides
aminés [11]. Une autre régulation pourrait impliquer des modifications post-traductionnelles
des protéines ; il a été montré que I’acétylation et la phosphosrylation du motif KFERQ peut
déclencher la dégradation des protéines concernées par CMA [57,58]. Cependant, un simple
changement dans la fluidité de la membrane lysosomale peut affecter la mobilité des protéines
la composant. Cela peut entrainer un dysfonctionnement dans la formation du complexe de
translocation. L'activité de la CMA est directement liée a la concentration de LAMP2A
présente dans la membrane. La quantit¢ de LAMP2A peut étre régulée par une augmentation
de sa transcription, dans le cas de stress oxydatif, ou par la modulation de la quantité présente

sur la membrane lysosomale.

Ce type d’autophagie favorise la présentation d’antigénes par les molécules de classe I
et II du complexe majeur d’histocompatibilité. Des études plus récentes ont également

démontré I’implication de la CMA dans des pathologies auto-immunes, comme le lupus
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érythémateux [59]. D’autres travaux récents décrivent I’implication de la CMA dans le
développement tumoral : il a ét¢ notamment montré que la CMA est augmentée dans
différents types de cancers, et qu’elle participe a la survie des cellules malignes en permettant
le maintien de leur métabolisme [57,60-62] .Une défaillance de ce type d’autophagie est a
I’origine de nombreuses pathologies. Par exemple, dans la maladie de Parkinson, la protéine
mutante I’a-synucléine, s’associe au lysosome sans étre internalisée, ce qui I’accumule dans

les corps de Lewy [63,64].

Enfin, il reste encore de nombreuses questions en suspens concernant le mécanisme de

la CMA et sa régulation cependant son importance physiologique est déja bien démontrée.

a) Reconnaissance
b) Liaison

hac70

—_—

/ co-chaparonnas

protéine cible
c) Dépliement de la protéine

Lysosome
LAMP-2A

Dégradation
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e) Dissociation d) Translocation
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Figure 5: Etapes de ’autophagie médiée par les chaperonnes [65].

L’autophagie médiée par les chaperonnes se décompose en plusieurs étapes: a) la protéine
chaperonne hsc70 reconnait le motif KFERQ sur la protéine cible a dégrader, b) Le complexe
protéine cible-hsc70 se lie a LAMP-2A sur la membrane du lysosome, c¢) la protéine cible est dépliée
par hsc70 et LAMP-24 se multimérise. Lys-hsp90 contribue a la stabilisation de LAMP-2A4 lors de sa
multimérisation, d) la protéine cible est transloquée dans la lumiére du lysosome pour y étre
dégradée, e) le complexe de translocation est dissocié par hsc70 et LAMP-24 se retrouve sous forme
de monoméres.
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3. La machinerie moléculaire de I’autophagie

La macroautophagie est la forme la plus étudiée d’autophagie et ne dérogeant pas a cette
regle, le reste de ce manuscrit y est consacré. Le terme autophagie dans les paragraphes
suivants ne désignera donc plus que la macroautophagie. De méme, sauf mention contraire,
nous ne mentionnerons plus ici que les mécanismes et protéines identifiées dans les cellules
mammifeéres. Rappelons cependant que ces mécanismes et protéines sont extrémement
conservés entre les mammiferes et la levure ou ils furent généralement décrits en premier.

La dénomination des nombreux geénes identifiés pour étre impliqués dans 1‘autophagie,
devenant confuse au fil du temps et des études, a été uniformisée en 2003 sous le terme «
ATG » [7]. Les protéines ATG sont recrutées dans le cytoplasme, elles s‘associent de fagcon
transitoire avec la membrane des autophagosomes. Une trentaine de génes codant pour les
protéines ATG ont été identifiés grace a des criblages génétiques chez la levure. Dix-huit de
ces ATG sont connues pour étre recrutées lors de I’isolation de la membrane de
I’autophagosome. De facon simplifiée, on peut subdiviser le processus de formation d’un
autophagosome jusqu’a sa maturation en plusieurs étapes : la formation du complexe
d’initiation, la formation du phagophore (membrane d’isolation) pendant la nucléation,
I’¢longation du phagophore et sa complétion permettant I’agrandissement de la double
membrane , la formation de I’autophagosome refermé et I’étape finale de maturation, ou
I’autophagosome nouvellement formé va fusionner avec différents compartiments
endosomaux et lysosomaux.

Les protéines ATG sont recrutées au niveau du site de formation de 1’autophagosome
pour former des complexes qui participent ensuite a toutes les étapes du processus
autophagique.

La plupart des composants moléculaires impliqués dans 1‘autophagie ont été découverts
dans le modele S. cerevisiae [5,6]. Jusqu'a aujourd‘hui, au moins 36 protéines ATG ont été
caractérisées chez la levure ; parmi elles, 15 sont essentielles a la formation des
autophagosomes.

Le fait que la plupart des ATGs indentifiés chez la levure trouvérent trés vite leurs
homologues chez I’homme et les mammiferes en général, démontre une importante

conservation de I’autophagie au cours de I’évolution.
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3.1. Origine des membranes de ’autophagosome

Le processus autophagique démarre par la formation d’une double membrane appelée
membrane d’isolation, ou phagophore. L’origine de cette membrane est aujourd’hui encore
étudiée et debattue. Les premicres observations montrerent que le phagophore a une
composition unique, il est notamment trés pauvre en protéines [66]. Il semblerait que cette
membrane ne soit pas synthétisée de novo mais provienne d’organites préexistants. Les
données actuelles semblent soutenir ce dernier modéle mais un obstacle majeur dans
l‘identification d’un organite source est de le distinguer d’un organite simplement ciblé par
I’autophagie. Malgré ces obstacles, le réticulum endoplasmique fut rapidement soupgonné
comme ¢étant une des sources de membrane donnant naissance au phagophore [67,68].
Depuis, il est admis que le RE et particulierement des sous-domaines du réticulum appelés
omégasomes sont la source principale de membranes pour 1’autophagie [69,70].

En effet Axe et ses collaborateurs ont mis en évidence, lors de privation en acides
aminés, la formation, a partir de la membrane du réticulum endoplasmique (RE), d’un
compartiment riche en phosphatidylinositol 3-phosphate (PI3P), a proximité d’une vésicule
contenant la phospatidylinositol 3 Kinase de classe III (PI3K III) ou Vps34 (Vacuolar protein
sorting 34). Ce compartiment dynamiquement li¢ au RE a ¢ét¢ nommé « Omégasome » en
raison de sa structure en Q-like. Ce PI3P permet le recrutement de nombreuses protéines
effectrices telles que DFCP1 (double FYVE domain-containing protein 1) ou les protéines de
la famille WIPI (WD-repeat protein nteracting with phosphoinositides) au niveau de
I’omégasome. Celles-ci permettent la transduction du signal du PI3P ainsi que des
réarrangements membranaires nécessaires a la formation de la vésicule[9, 71,72].

L’omégasome servirait a regrouper des protéines de la famille ATG (protéines de
I’autophagie), pour former la membrane pré-autophagosomale appelée phagophore. Quand
I’omégasome atteint sa taille maximale, le PI3P servirait a la définition du point de fusion du
phagophore pour permettre la fermeture de la double membrane autophagosomale. A ce
moment, I’autophagosome bourgeonne et peut aller fusionner avec le lysosome [73].

Il a également été¢ démontré que les zones de contact entre le réticulum endoplasmique
et les mitochondries étaient impliquées dans la formation de ’omégasome [74]. Il apparait
désormais que d’autres sources membranaires fournissent également des lipides au

phagophore. C’est notamment le cas des zones ou se forment les vésicules sur le réticulum
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endoplasmique (les « ER-exit sites »), de la zone intermédiaire entre le réticulum
endoplasmique et 1’appareil de golgi dite ERGIC (ER-golgi intermediate compartment), de
I’appareil de Golgi, les contacts mitochondrie-réticulum (MAM : Mitochondria-Associated
Membranes), de la membrane plasmique et des endosomes en cours de recyclage [75-80]. De
récentes études de microscopie €lectronique ont permis de visualiser ces zones de contact, et
ont permis d’affirmer que le phagophore pouvait entrer en contact simultané avec plusieurs de
ces organites [81,82].

De manicre intéressante, il semblerait que suivant la nature du signal activateur de
I’autophagie, le site d’assemblage des complexes d’initiation varie ; ainsi le réticulum semble étre

la source principale de membranes pour le phagophore en cas de manque de nutriments [69].
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Figure 6: Les différentes sources de membrane des autophagosomes [83].

L’origine des membranes du phagophore est aujourd’hui sujette a débat. En effet, différentes études
ont montré que I’émergence de ces derniéres peut avoir pour origine le réticulum endoplasmique, la
membrane nucléaire (non représenté dans cette figure), la mitochondrie, le golgi et la membrane
plasmique.

Adaptée de (Rubinsztein et al., 2012)
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3.2. Initiation de I’autophagosome

La phase d’initiation du processus autophagique se caractérise par la formation dans le
cytoplasme de la cellule d’'une membrane d’isolation, également appelée phagophore, qui par
la suite va entourer et enfermer les composants destinés a la dégradation. Cette étape est sous
la dépendance du complexe ULKI1 (Unc-51-like autophagy activating kinase 1) en
coopération avec la PI3 kinase de classe 111, Vps34 et la protéine adaptatrice Beclin-1.

Le complexe ULKI1 est le premier complexe intervenant dans la régulation de
I’autophagie. Il est composé de ULKI, une serine/théronine kinase, ainsi que de Atgl3,
Atgl01 et FIP200 (FAK family kinase-interacting protein of 200 kDa). Dans certains cas,
ULKI peut étre remplacé par ULK2, un homologue fonctionnellement redondant de cette
kinase [84]. Au sein de ce complexe, ULKI1, FIP200 et AtglO1 sont liées directement a la
protéine Atgl3. AtglO1 jouerait un rdle stabilisateur d’Atgl3 alors que FIP200 aurait un rdle
de support permettant de recruter d’autres protéines de la machinerie au niveau de
I’autophagosome en formation apres activation du complexe [85]. Le complexe ULK1-Atgl3-
FIP200-Atg101 est constitutivement formé dans le cytosol, indépendamment des conditions
nutritionnelles.

Chez les mammiferes, le complexe ULK1 est placé sous le controle de la voie mTOR
(mammalian target of rapamycin). Brievement, le complexe mTORC1 (Mammalian target of
rapamycin complex 1) maintient le complexe ULKI sous forme phosphorylée dans des
conditions nutritionnelles normales. En cas de carence, la phosphorylation de ULK1 est levée,
et autophagie est induite. ULK1 peut en parallele étre phosphorylé directement par I’AMPK
(Adenosin Monophosphate-activated Protein Kinase) sur d’autres résidus [86,87].

Ces ¢étapes de phosphorylations/déphosphorylations ont pour conséquence 1’activation
et la relocalisation du complexe ULKI1 au niveau du site d’assemblage de 1’autophagosome
[86]. Celui-ci permet ainsi le recrutement de protéines nécessaires a la formation de
I’autophagosome telles que LC3, AMBRAI1 (Activating molecule in Beclin 1-regulated
autophagy) ainsi que le complexe Atgl2-Atg5-Atgl6L de par I’activité kinase de ULK1 [88].
L’activation du complexe ULK1 permet ¢galement le recrutement et la phosphorylation de la
protéine Beclin-1, ce qui entraine I’activation du complexe PI3K de classe III (complexe

permettant la nucléation), et donc la formation de I’autophagosome [89].
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Chez les mammiferes, ULK1 a un homologue proche, ULK2, mais leurs rdles relatifs
ne sont pas clairement établis. Il semble qu’ULK1 et ULK2 soient tous deux impliqués dans
I’induction de I’autophagie par la carence nutritionnelle. La formation des autophagosomes
est inhibée uniquement en 1'absence combinée d’ULK1 et ULK2.

3.3. Nucléation

L’¢étape de nucléation du phagophore nécessite plusieurs complexes protéiques qui
semblent requérir 3 protéines en particulier : la Phosphatidylinositol 3 kinase de classe III ou
Vps34 (Vacuolar protein sorting 34), Beclin 1 et la phosphoinositide-3-kinase regulatory
subunit 4 (PIK3R4 ou Vpsl5). L’activité kinase de Vps34 permet la production de PI3P,
requis pour la formation de 1’autophagosome et les protéines Beclin 1 et Vpsl5 servent de
régulateurs de cette activité [90]. Ces trois protéines peuvent €tre retrouvées associées a
différents partenaires, et chaque association joue un role différent dans la régulation de I’étape
de nucléation de I’autophagie.

Il est utile de mettre ici en avant le role central de la protéine Beclin 1. Cette protéine
peut en effet interagir avec la protéine ATGI14L (Atgl4 like, aussi appelée BARKOR pour
Beclin 1 associated autophagy related key regulator) pour former le premier complexe PI3K
de classe III (Figure 5, Complexe 1) afin de permettre I’activation de Vps34 et ainsi la
production de PI3P au niveau de 'omégasome [91,92]. Beclin 1 peut aussi interagir avec a la
protéine UVRAG (UV radiation resistance associated gene protein) qui entre en compétition
avec ATGI4L , puisque leur liaison sur Beclin 1 est mutuellement exclusive, et peut
permettre la formation de deux sous-complexes distincts : 1) un complexe activateur de la
formation de 1’autophagosome lorsque UVRAG est associ¢ a la protéine Bif-1 (Bax-
interacting factor 1) figure 5 complexe 2a) ou 2)un complexe inhibant la maturation de
I’autophagosome quand UVRAG s’associe a la protéine Rubicon (RUN domain and cystein-
rich domain containing Beclin 1-interacting protein)(Figure 5, complexe 2b)[93,94].

L’interactome de Beclin 1 est tres étudié, et de nombreuses autres protéines peuvent s’y
lier de fagon transitoire [95]. On peut citer la protéine AMBRAI, un régulateur positif du
complexe permettant sa relocalisation au niveau de I’omégasome de par son interaction avec

ULKI1, ou la protéine anti-apoptotique Bcl-2, un régulateur négatif du processus qui se lie a
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Beclin 1 via son domaine BH3 (Bcl-2 homology 3) [95,96]. Tous ces partenaires additionnels

permettent une modulation de I’activité autophagique plus fine.

A Complexe 1 : B Complexe 2a : C Complexe 2b
. |
1 |
1 |
1 |
1 |
]
1 |
Initiation de la formationde | Formation de | Maturation de
l'autophagosome 1 'autophagosome | 'autophagosome

Figure 7: Complexes de nucléation (complexes PI3K de classe III) [97].

La protéine VPS34, une Pl3kinase de classe Ill, porte [’activité catalytique de ce
complexe. Cette activité peut étre régulée par différents partenaires protéiques. (A) Le
complexe 1 permet l’initiation de la formation de ’autophagosome, grdce a l’interaction avec
les protéines BARKOR et AMBRAI. (B) Le complexe 2a induit [’autophagie via le
recrutement de UVRAG et de Bif-1, permet la formation de |’autophagosome et promeut
[’activité autophagique. (C) Le complexe 2b via [’interaction UVRAG et Rubicon bloque la
maturation de [’autophagosome et joue un réle d’inhibiteur de I’ autophagie.

3.4. Elongation

Une fois le phagophore généré, la progression du processus autophagique requiere son
allongement et son incurvation, autour du contenu cytoplasmique a séquestrer. En effet, ces
deux événements sont essentiels a la formation de ’autophagosome. Cette étape d’élongation
de la membrane est régulée par deux systemes de conjugaison, interdépendants et analogues
aux systémes d'ubiquitination des protéines, appelés « Ubiquitin-like conjugaison system ».
Le systeme d’ubiquitination est compos¢ de trois classes de protéines, les enzymes
activatrices E1, de conjugaison E2 et ubiquitines ligases E3. Dans le cas des systemes de
conjugaison de I’élongation, huit protéines de la famille ATG jouent le role des enzymes E1,
E2 et E3 et permettent la formation de deux conjugués distincts : Atgl2-Atg5 et LC3-PE
(Light Chain 3 - Phosphatidyl-Ethanolamine).
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La formation du premier de ces complexes commence par 1’activation d’ATG12 par
ATG7 (qui agit ici comme une enzymeE1), la protéine ATGI12 est apparentée a 'ubiquitine.
Cette activation, ATP-dépendante, entraine le transfert d’ATG12 vers ’enzyme de type E2,
ATG10 [97].

Enfin, la glycine C-Terminale d’ATG12 se lie, de facon covalente, a la lysine 149 de la
protéine ATGS libérant alors la protéine ATG10 afin de former le conjugué ATG12-ATGS
[98]. La protéine Atgl6L s’associe ensuite, de manieére non covalente, a celui-ci afin de
former un complexe macromoléculaire d’approximativement 800 kDa (Atgl12/Atg5/Atgl6L)
[99].

Notons qu’aucune enzyme ligase E3 ne semble intervenir dans ce systeme de
conjugaison. Par ailleurs, le conjugué ATG12-ATGS joue le role d’enzyme de type E3 pour le
systeme de conjugaison ATG8/LC3-PE (présenté dans le paragraphe suivant). Ce complexe
ATG12-ATGS5-ATGI16L se situe sur la membrane externe du phagophore en élongation et se
dissocie des la fermeture de ’autophagosome.

Dans ce second systéme, la protéine LC3 joue le role de 'ubiquitine. A D'inverse
d’ATG12, celle-ci est initialement présente sous forme non mature appelée pro-LC3 et doit
impérativement étre maturée en LC3-I pour étre ensuite activée.

En effet, LC3 est clivée au niveau de sa glycine 120 par ATG4 et forme ainsi la LC3-1
cytosolique qui sera ensuite conjuguée a la phosphatidyléthanolamine (PE) par 1’action
conjuguée d’ATG7 (qui joue le réle d’une enzyme E1) et d’ATG3 (qui joue le réle d’une
enzyme E2) donnant naissance au conjugué¢ LC3-PE ou LC3II [100,101]. II est intéressant de
noter qu’il s’agit de I’'unique systéme, décrit a ce jour, capable de conjuguer une protéine a un
lipide. Contrairement au complexe ATG12-ATGS5-ATG16, LC3-II se distribue de maniere
¢quitable entre les membranes externes et internes du phagophore. Cette forme de LC3
lipidée, appelée LC3-II, s’enchasse dans la membrane du phagophore et joue un rdle crucial
dans I’élongation mais également dans les formes sélectives d’autophagie. En effet, LC3-11
intervient dans la fermeture des membranes et ne se dissocie pas apres la formation compléte

de ’autophagosome.
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L’activit¢ de ces deux complexes de conjugaison est étroitement liée. En effet le
complexe ATG12-ATGS5-ATGI6L est localisé au niveau de la membrane du phagophore et

agit comme une enzyme E3 sur ATG3 et ainsi promeut la lipidation de LC3[102].

Le systeme d’apport de lipide au phagophore reste encore peu connu, on suppose que
cet apport est assuré par la seule protéine ATG transmembranaire : ATG9 [103]. Elle
colocalise partiellement avec LC3, en revanche elle ne se retrouve pas sur les
autophagosomes [104]. En effet, ATG9 est proposé comme un transporteur de lipides vers le
site de formation des autophagosomes [9].

Il semblerait que les endosomes positifs pour ATG9 puissent fusionner avec des
vésicules contenant ATG16L1 grace a des protéines SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-
sensitive factor attachment protein receptor), ce qui ensuite permettrait la croissance de
I’autophagosome [80]. Cependant, il reste encore de nombreuses inconnues dans ce
mécanisme. Ainsi, la présence de WIPI semble nécessaire pour les mouvements d’ATG9 mais
aussi pour la fermeture de ’autophagosome apres lipidation ou ATG2A et ATG2B pourraient
aussi intervenir [71,104, 106].

De méme les ¢étapes finales de I’¢longation, avec notamment la fermeture de
I’autophagosome, sont mal résolues. Cependant, I’activité d’ATG4 est de nouveau nécessaire
pour dissocier LC3-II de la face externe de I’autophagosome, sans quoi des autophagosomes
incomplets et non fermés s’accumulent dans la cellule [107]. Quant a la fermeture de
I’autophagosome en elle-méme, elle fut longtemps qualifiée a tort de fusion membranaire
alors que le mécanisme s’apparente a la scission membranaire puisque le continuum entre la
face externe et interne de la double-membrane est rompu lors de la fermeture [107].

Enfin, LC3 I, située sur la surface interne, sera dégradée lors de la fusion avec le
lysosome. Ces caractéristiques font de LC3-II un marqueur de choix pour I’étude du flux
autophagique [108]. L’altération d’un seul des acteurs impliqué dans le processus de
conjugaison suffit a abolir la geneése de I’autophagosome, démontrant I’importance de ces

deux complexes dans le processus d’autophagie.
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Systéme de conjugaison ATG12

=

Systéme de conjugaison LC3

Figure 8: Elongation du phagophore [27].

La machinerie d’élongation est composée de deux systémes de conjugaison, 3 savoir les systémes ATG12
et LC3. lIs sont incorporés dans les membranes de I'autophagosome sous la forme d’un complexe ATG12-
ATGS/ATG16L1 et sous forme lipidée pour LC3 aprés incorporation d’une phosphatodyléthanolamine
(LC3-PE). La lipidation de LC3 est possible, suite au clivage via la protéine ATG4 et conjugaison a la PE
grace a ATG3. La conjugaison ATG12/ATGS s’effectue grace a I'action d’ATG10 avant liaison a ATG16L1. La
formation des deux systémes de conjugaison nécessite également I'activité de I'enzyme ATG7.

R-, Résidu d’ariginine 117.
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3.5. Maturation et dégradation

Une fois formés, les autophagosomes sont acheminés vers les lysosomes avec lesquels
ils devront fusionner. Pour cela, ils empruntent le réseau de microtubules qu’ils remontent de
facon bidirectionnelle, par I’intermédiaire d’une protéine leur servant de moteur moléculaire,
la dynéine, jusqu’au centre organisateur des microtubules MTOC (MicroTubule Organization
Center) une zone riche en lysosomes [110]. Les autophagosomes peuvent alors soit fusionner
avec des endosomes pour former des amphisomes, soit fusionner directement avec des
lysosomes pour former les autolysosomes. La fusion en elle-méme fait intervenir de
nombreux facteurs dont les protéines de la famille SNARE, la protéine Rab, ESCRT
(Endosomal Sorting Complex Required for Transport), e¢ LAMP (Lysosome-associated
membrane protein) [111,114]. Suite a la fusion, les hydrolases lysosomales dégradent le
matériel séquestré dans 1’autolysosome ainsi que la membrane interne de ce dernier, ce qui
permet ultérieurement le relargage d’acides aminés ainsi « recyclés » dans le cytoplasme. La
dégradation du contenu de I’autophagosome requiere la participation des hydrolases acides du
lysosome, telles que :

- les lipases : elles génerent des acides gras a partir de lipides.

- les protéases : elles dégradent les protéines en peptides, lys€s ensuite par des
peptidases en acides aminés.

- les nucléases : elles dégradent les acides nucléiques en nucléosides.

L’ensemble de ces produits de dégradation seront libérés dans le cytosol, grace a des
transporteurs lysosomaux, afin d’€tre réutilisés par la cellule [115]. La protéine LC3-II située
sur la membrane interne de 1’autophagosome sera dégradée, alors que la fraction se situant sur
la membrane externe sera recyclée en LC3-I via un clivage de la PE par ATG4 [106,110-114,
116]. LC3-I pourra ainsi a nouveau servir a la formation d’un nouvel autophagosome. Durant
ce processus, le pool de lysosomes fonctionnels doit constamment se renouveler, afin qu’une
réserve de lysosomes « libres » soit toujours disponible. Ce renouvellement est médi¢ par un
processus appelé « autophagic lysosomal reformation ». Ce mécanisme implique la formation
de structures tubulaires portant la protéine LAMPI, émanant des lysosomes et au bout
desquelles on peut observer un bourgeonnement et la formation de nouvelles vésicules. Ces
vésicules passent ensuite par des €tapes de maturation et permettent la formation de nouveaux

lysosomes fonctionnels. Ce processus est placé sous le controle de la voie mTOR[117,118].
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Figure 9: Acteurs moléculaires de I’autophagie [119].

Schéma récapitulatif des acteurs moléculaires intervenant dans les différentes étapes de

[’autophagie.

3.6. Role du cytosquelette

Le cytosquelette participe a 1'édification de l'architecture tridimensionnelle de la
cellule, mais également au trafic, au mouvement et a la division cellulaires. Le cytosquelette
est constitué de quatre composants majeurs: les filaments d'actine, les microtubules, les
filaments intermédiaires et la septine intervenant tous a divers niveaux dans le mécanisme
d'autophagie. Les microtubules sont constitués de dimeres de tubuline a et B et sont des
polymeres polarisés. L’extrémité (—) est souvent rattachée au centrosome, tandis que
I’extrémité (+) se trouve a la périphérie de la cellule. Les mouvements le long des
microtubules sont assurés par des molécules moteurs appelés kinésine (transport vers la
périphérie) et dynéine (transport vers le centrosome). De maniere surprenante, les
microtubules ne sont pas nécessaires a 1’autophagie dans la levure. En revanche, dans les
cellules mammiferes ce sont des acteurs clés dans la formation des autophagosomes ainsi que
dans leur fusion avec les lysosomes. De plus, ils favorisent la fusion de 1'autophagosome et du
lysosome. Il a ét¢ montré que dans des hépatocytes de rat, les microtubules permettent la

fusion des vésicules autophagiques et d'endosomes [120]. Les microtubules ne sont pas
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seulement impliqués dans l'initiation mais €également dans la maturation et la fusion des
autophagosomes avec les lysosomes [121]. En effet, les autophagosomes se forment de
maniere aléatoire dans les régions périphériques de la cellule, tandis que les endosomes tardifs
et les lysosomes se trouvent dans la zone périnucléaire. Ainsi les autophagosomes se forment
puis se déplacent le long des microtubules de maniere bi-directionnelle pour fusionner

efficacement avec ces vésicules [122].

Une ¢tude a montré que le désassemblage des microtubules affecte la formation des
autophagosomes [123]. La stabilisation des microtubules permet ainsi de promouvoir la
maturation des autophagosomes en augmentant leur fusion avec les lysosomes[121]. De plus,
I’absence de dynéine conduit a I’accumulation de LC3—I1I et une réduction de la dégradation
d’agrégats protéiques [124]. De méme, D’accumulation de lysosomes dans la région
périnucléaire, qui est le résultat de I’abolition de I’expression de certaines kinésines,

augmente la fusion avec les autophagosomes[125].

Les microtubules ne sont pas les seuls ¢léments du cytosquelette a intervenir dans
I’autophagie. En effet, il a été récemment décrit que la myosine VI, qui est un moteur
moléculaire se déplacant le long des filaments d’actine, joue un role crucial dans la fusion des
autophagosomes avec les lysosomes. De plus la myosine V1 est également impliquée dans la
maturation puisque I’inhibition de son expression conduit a I’accumulation d’autophagosomes
[126]. Elle interagit avec Tom 1 (Target of mybl), qui appartient aux protéines ESCRT, li¢e
aux endosomes. Ceci suggeére une importance de myosine VI dans la fusion entre
autophagosomes et endosomes. D’un autre coté, la myosine VI interagit avec les protéines
optineurine, NDP52 (Nuclear dot protein 52kDa) et T6BP (TRAF6-binding protein). Ces trois
protéines font partie des protéines appelées récepteurs autophagiques car elles possédent
toutes un site d’interaction avec la protéine LC3 appelé¢ domaine LIR. Ces récepteurs
autophagiques ont pour fonction principale de cibler des protéines vers la dégradation
autophagique, notamment en reconnaissant des ubiquitinations sur les protéines a dégrader.
Le site de liaison a la myosine VI sur les trois protéines optineurine, NDP52 (appelée aussi
Calcoco2) et T6BP (appelée également TAXIBP1 ou Calcoco3) chevauche le site

d’interaction avec les protéines ubiquitinées. Ainsi, ces protéines pourraient avoir une
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fonction double. Premierement, elles peuvent servir d’adaptateurs entre les protéines

ubiquitinées et les membranes conjuguées a LC3 pour cibler ces protéines vers la dégradation.

Deuxiemement, elles peuvent se lier a LC3 sur la membrane externe des
autophagosomes d’un coté, et a la myosine VI de l'autre, permettant ainsi un ciblage des
autophagosomes vers les endosomes. La myosine VI pourrait permettre des mouvements sur
les filaments d’actine afin de délivrer les autophagosomes au niveau des lysosomes et faciliter
ainsi la maturation. Ainsi les travaux de Tumbarello et son équipe suggerent une double

fonction de ces (ou du moins certaines) protéines.
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Figure 10: Role du cytosquelette dans la dynamique de I'autophagie [127].

Lors de l'initiation du phagophore, ATGY est une protéine transmembranaire qui sert
au recrutement de la membrane. La polymérisation de l'actine permet le mouvement de la
protéine ATGY vers le site d'assemblage du phagophore.

Lors de [l'étape d'élongation, les microtubules et la dynéine dirigent l'autophagosome
vers la zone ou sont concentrés les lysosomes. C'est la protéine LC3 qui crée le lien entre les
microtubules et l'autophagosome. De plus, pendant cette étape, la septine contréle la taille et
la structure de ['autophagosome. Elle permet également le recrutement des protéines
autophagiques telles que LC3 afin de faciliter la formation de l'autophagosome. Au contraire,

la phosphorylation de la protéine Beclinl par la protéine kinase Akt peut promouvoir
l'association de cette protéine avec la vimentine. Ce complexe inhibe le role
pro—autophagique de la protéine Beclinl.

Lors de la maturation de l'autophagosome, dans le cas de l'autophagie sélective par

l'ubiquitine, l'actine permet la fusion de l'autophagosome et des lysosomes.
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3.7. Autophagie non canonique

Le processus canonique de formation de [’autophagosome et d’induction de
I’autophagie fait intervenir les trois complexes majeurs présentés ci-dessus : le complexe
ULKI1, le complexe Beclin-Vps34-BARKOR ainsi que les systemes de conjugaison ATG12-
ATGS et LC3-PE. Il est maintenant connu que des processus non-canoniques, indépendants
de certains de ces complexes pouvaient étre mis en place sous certaines circonstances, et
entrainer la dégradation de substrats par autophagie [128]. Par exemple il existe une voie
d’autophagie indépendante d’ATGS et d’ATG7 ou la formation des autophagosomes repose
sur Rab9 [129]. Il existe également une autophagie dépendante d’ATGS et ATG7 mais qui est
Beclin—1 indépendante. Ce cas de figure se présente quand par exemple des cellules
cancéreuses du cancer du sein sont exposées au resveratrol ou bien lors de I’exposition a
I’hémolysine de la bactérie S. aureus [130]. Un autre exemple est I’induction d’une
autophagie indépendante de Beclin—1 par I’acide oléique, un acide gras non saturé [131]. De
plus, I'inhibition de I’expression d’un membre des protéines SNARE, appelé¢ aSNAP induit
un flux autophagique complet indépendamment de Beclin—1 [132]. Une autre étude a montré
que le mécanisme principal d’élimination des mitochondries dans les réticulocytes est
I’autophagie ULK1—dépendante mais d’ATG5— indépendante [133].

Enfin un réle dans I’induction de 1’autophagie par PISP quand VPS34 est inhibé a
récemment ¢été découvert [134]. Ce lipide est assez mal connu pour le moment en raison de sa
faible abondance. Dans ces travaux le role de PISP dans la biogénese des autophagosomes se
substitue a celle de PI3P et pourrait expliquer des observations précédentes d’autophagie
PI13P—indépendante [135]. Pour finir, une forme d’autophagie indépendante de 1’étape
d’initiation par ULK1 a été décrite en réponse a I’ammoniaque ou a une privation en glucose
[136].

Ce type d’autophagie non canonique reste cependant peu décrit.

3.8. Régulation de I’autophagie

En raison de son importance dans le maintien de I’homéostasie intracellulaire,
I’autophagie est présente a un niveau basal au sein de tous les types cellulaires. Néanmoins, le
flux autophagique peut- étre plus fortement induit, par exemple lors de la déprivation en

nutriments : c’est donc un processus majeur de la réponse adaptative aux conditions de stress
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[137-139]. Comme la plupart des systemes de réponse aux stress, un exces comme un défaut
d’autophagie peuvent tous deux s’avérer létaux. En raison de I’impact majeur de ce processus
sur le destin cellulaire, chacune de ses étapes est trés finement régulée :

- au niveau transcriptionnel, par différents facteurs de transcription tels que NFxB
(Nuclear factor-kappa B), FOXO3 (Forkhead box class O3), STAT3 ou TFEB (Transcription
factor EB) [140].

- au niveau post-transcriptionnel, par de nombreux miARN qui contrdlent a la fois la
stabilité et le niveau de traduction de plusieurs cibles identifiées tout au long du processus
autophagique. L implication des protéines de liaison aux ARN, et notamment des ARE-BP,
autres acteurs clés du contréle de I’expression génique au niveau post-transcriptionnel, reste
encore aujourd’hui mal connue.

- au niveau post-traductionnel, par phosphorylation ou ubiquitinylation de différents
acteurs clés du processus autophagique.

Quel que soit le niveau de régulation considéré, il est capital de préciser que ces
mécanismes de controles ne sont effectifs que suite a I’intégration de différents signaux, qui
dans le cas de I’autophagie, convergent principalement (mais pas exclusivement) vers la voie
mTOR et plus précisément le complexe mTORCI.

3.8.1. Régulation de I’activité du complexe mTORC1

mTOR est une sérine thréonine kinase appartenant a la famille des PI3K
(Phosphoinositide 3 Kinase). Elle peut étre inclue dans deux types de complexes : mTORC1
et mTORC2, qui différent de par leur sensibilité a la rapamycine, leurs activateurs et leurs
cibles. Outre la kinase mTOR, les deux complexes partagent d’autres protéines comme
mLST8 (mammalian lethal with sec-13 protein 8) dont la fonction est encore inconnue, mais
aussi Deptor (DEP domain containing mTOR interacting protein) un régulateur négatif de
mTOR, et enfin le complexe Ttil/Tel2 servant de support et de stabilisateur a la formation des
deux complexes. Les protéines Raptor (regulatory-associated protein of mammalian target of
rapamycin), et PRAS40 (proline-rich Akt substrate 40kDa) sont propres au complexe
mTORCI, tandis que rictor (rapamycin-insensitive companion of mTOR), mSinl
(mammalian stress-activated map-kinase interacting protein 1), et protor1/2 (protein observed

with rictor 1 and 2) sont quant a elles exclusives a mTORC2 [141]. Dans la suite de ce

33



manuscrit, je me focaliserai uniquement sur le complexe mTORCI1 qui semble étre le seul
impliqué dans le controle de 1’autophagie. Comme énoncé précédemment, le complexe
mTORCI permet d’intégrer les signaux cellulaires provenant de voies différentes : les voies
énergétiques, la teneur en facteurs de croissance, en acides aminés, et en oxygene [142-145].
En fonction des besoins cellulaires, mMTORCI1 permet de réguler la balance entre les processus
cellulaires anaboliques (synthése protéique, lipidique) et les processus cataboliques, en
particulier ’autophagie. L’ intégration de la plupart de ces signaux fait intervenir le complexe
TSC1/2 (tuberous sclerosis complex 1/2). Par exemple, la présence de facteurs de croissance
dans le milieu, tels que I’Insulin Growth Factor 1 (IGF1), ou encore la teneur en ATP et en
oxygene, maintiennent le complexe TSCI1/2 inactif, respectivement par une activation des
voies PI3K/Akt et MAPK (IGF1) ou I'inhibition de ’AMPK (ATP, oxygene). En conditions
de stress, lorsque ces facteurs viennent & manquer, la répression sur le complexe TSC1/2 est
levée. Ce complexe fonctionne alors comme une protéine activatrice de GTPase (GTPase-
activating-protein, GAP) vis-a-vis de la protéine Rheb (Ras homolog enriched in brain) et
stimule la conversion de GTP-Rheb en GDP-Rheb qui perd alors la capacité de se lier a
mTORCI. Cette perte d’interaction avec Rheb inhibe alors I’activité kinase de mTORCI ce
qui active le flux autophagique [146-149].

Dans le cas d’une déprivation en acides aminés, I’activation du complexe TSC1/2 n’est
pas requise pour inhiber mTOR: le complexe mTOR est dans ce cas de figure directement
inactivé par une perte de I’interaction au niveau du lysosome avec le complexe ragulator
(dépendant des GTPases RAQG), requis pour I’activation de Mtor [150-152]. En conclusion,
I’aspect capital a retenir est que 1’induction du flux autophagique résulte le plus souvent d’une
levée de répression exercée par mTOR sur le processus autophagique.

3.8.2. Régulation du processus autophagique par mTORC1

En conditions nutritionnelles normales (en absence de carence), mTORCI est actif et se
lie a ULKI1 via la protéine Raptor [153]. Cette liaison entraine la phosphorylation d’ATG13,
ainsi que de ULK1 au niveau du résidu sérine 757 (Ser757), ce qui maintient le complexe
ULK1 sous forme inactive et inhibe D'initiation de I’autophagie [154]. mTORCI1 peut
¢galement inhiber le processus autophagique en intervenant directement lors de 1’étape de

nucléation, par phosphorylation d’Atgl4L (et inhibition subséquente de la kinase Vps34).
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Lors d’une carence nutritionnelle, I’inactivation de mTORCI1 permet la libération du
complexe ULKI1, ce qui provoque la perte des phosphorylations de Atgl3 et de ULKI
(Ser757) mentionnées plus haut, et donc I’activation du complexe ULKI1. Ce dernier peut
alors s’autophosphoryler au niveau de sa sérine 467 mais aussi phosphoryler Atgl3 et
FIP200: le complexe ULKI est ainsi relocalis¢ au niveau de I'omégasome et permet
I’initiation de I’autophagie.
3.8.3. Régulation post-transcriptionnelle du processus autophagique par
les ARE-BP et les miARN
Au cours de ces derniéres années, de nombreuses études se sont intéressées a la
régulation de I"autophagie au niveau post-transcriptionnel. Ces études ont notamment permis
de mettre en évidence des liens étroits entre les miARN et certains acteurs clés de la
machinerie autophagique. De fagon intrigante, comme relevé par le Dr Lisa Frankel [154], de
nombreux miARNSs capables d’inhiber le processus autophagique, tels que miR-34a, miR-30a
et miR-101, sont considérés comme suppresseurs de tumeur, ce qui suggere une dépendance
de certaines tumeurs vis-a-vis du processus autophagique. De manicre générale, il semble
méme que le réseau des miARN joue, dans sa globalité, un réle important dans 1’autophagie,
comme démontré dans un modele de leucémie lymphocytaire chronique (LLC) ou
I’invalidation de DICER (un facteur nécessaire a la biogenese des miARN) inhibe
I’autophagie et conduit les cellules a la mort [155].
miR-34a, est un miARN connu pour cibler les transcrits ATG9A et ATG4B, et ainsi
inhiber I’autophagie. Pourtant, selon les contextes cellulaires, ce miARN semble jouer un role
ambivalent vis-a-vis de ’autophagie : en effet, une autre cible de ce miARN est I’ARNm Bcl-
2 qui est lui-méme un régulateur négatif de 1’autophagie [156,157]. Ainsi, comme cela a été
rapporté dans d’autres modeles cellulaires, miR-34a peut ¢galement, en ciblant Bcl-2, lever la
répression exercée par cette protéine sur 1’autophagie et favoriser ce processus cellulaire. Le
role des protéines de liaison a I’ARN dans la régulation du processus autophagique demeure a
ce jour plus mystérieux. Parmi les quelques exemples documentés, on peut notamment citer le
role joué€ par les protéines de la famille ELAV/Hu qui apparaissent comme des régulateurs
positifs de la stabilité et de la traduction d’ARNm impliqués dans 1’autophagie. L’ARE-BP

HuR a par exemple ¢été décrite comme pouvant stabiliser le transcrit p62 dans la lignée
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cellulaire ARPE-19. Une autre protéine de la méme famille, Human antigen D (HuD), est
capable d’interagir avec ’ARNm ATGS dans les cellules pancréatiques 3, et de favoriser
ainsi sa traduction et le processus autophagique en général [158]. L implication des protéines
de liaisons aux ARN pourrait également constituer un aspect majeur de la « RNAutophagy »,
un processus récemment dévoilé de dégradation sélective de certains ARN par autophagie
[159]. Le nouveau champ d’investigation ouvert par le réle des ARE-BP dans la régulation de
I’autophagie reste cependant largement inexploré, et des études ultérieures seront nécessaires

afin d’appréhender pleinement cet aspect.

36



Baisse des
niveaux de sérum
ou d'acides aminés

lysosome
niveau

Baisse des
niveaux de glucose

cytosol ¢

niveau dAMP

Initiation de I'autophagie

Figure 11: Activation ou inhibition de ’autophagie [160].

De nombreux signaux intra ou extracellulaires peuvent moduler I'autophagie et ce en agissant sur les
deux complexes de l'initiation, ULK et Beclin 1. Parmi ces signaux, les plus importants sont ceux liés aux
niveaux de nutziments disponibles : sérum, acides aminés et glucose. Ces signaux sont intégrés soit dans
le cytosol par l'intermédiaire du complexe AMPK ou au niveau de la membrane du lysosome par le
complexe mTORCI. Le complexe mTORCI inhibe l'initiation en phosphorylant ULK1 sur de nombreux
sites ce qui inhibe son activité kinase. A l'inverse, AMPK active linitiation de deux fagons: en
phosphorylant la sous-unité RAPTOR du complexe mTORCI ou en phosphorylant deux sites sur ULK]
qui activent son activité kinase. Enfir, I'association de Beclin 1 avec le reste de son complexe est modulée
par sa libération de Bcl-2/Bcl-XL via I'implication de plusieurs protéines comme BNIP3, JNK1 et DAPK.
Note: les + et les - indiquent l'activité activatrice ou inhibitrice des événements de phosphorylation sur
les protéines phosphorylées.
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4. Fonctions de ’autophagie:

L’autophagie joue un rdle important dans le maintien de I’homéostasie cellulaire en
raison de sa fonction de controle qualit¢ du cytoplasme. Elle est aussi impliquée dans
I’adaptation et la survie des cellules soumises a des conditions de stress, notamment
métaboliques. Outre ces fonctions physiologiques, le processus autophagique et son

déreglement sont impliqués dans un grand nombre de pathologies.
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Figure 12: Imbrication du processus d’autophagie dans une multitude de voies physiologiques et

physiopathologiques [161].

Un grand nombre de travaux a mis en lumiere I’implication de 1’autophagie dans des
fonctions physiologiques et des altérations physiopathologiques. En effet, des perturbations
du processus ont ¢té décrites dans le cadre de pathologies neurodégénératives, des

phénomenes de tumorigenese, par exemple.
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4.1. Roles physiologiques

4.1.1. L’autophagie basale : controle qualité

L’induction de [D’autophagie suite a une carence en nutriments est 1’'une des
caractéristiques les plus étudiées du processus. Elle peut étre stimulée en situation de stress,
comme un changement du volume cellulaire, une carence des acides aminés, un stress
oxydatif et des signaux hormonaux [162]. Toutefois, dans des conditions riches en nutriments,
I’autophagie est toujours active a un niveau basal. Le role de cette autophagie constitutive ne
serait pas de préserver le statut énergétique de la cellule puisque celui-ci ne semble pas étre
affecté¢ par une inhibition de I’autophagie tant que des nutriments sont encore disponibles
[163]. Sa fonction serait plutdt de maintenir 1’homéostasie cellulaire pas le biais de la
dégradation d’agrégats protéiques ou d’organites non fonctionnels qui sont toxiques pour la
cellule. La dégradation des protéines et de matériels cytoplasmiques par l'autolysosome
génere des acides gras et des acides aminés qui seront réutilisés pour produire de nouvelles
protéines, maintenir le niveau d'ATP et augmenter la survie cellulaire [164]. Lors de la
naissance, I’autophagie s’active permettant au nouveau-né de subvenir a ses besoins, suite a la
rupture de D’approvisionnement placentaire [165]. Des modeles murins d’inhibition de
I’autophagie basale par délétion des genes ATGS ou ATG7 ont permis d’en ¢élucider le role.
En effet, il a ¢été démontré que des protéines ubiquitinylées, des corps d’inclusion et des
organites atypiques s’accumulent dans les cellules murines ayant subi une délétion des génes
autophagiques [166,167]. Ce contréle de la qualité du cytoplasme est indispensable au bon
fonctionnement des organismes. Une délétion des geénes autophagiques, au niveau du foie,
entraine une hépatomégalie et une insuffisance hépatique, tandis que leur délétion dans les
cellules neurales s’accompagne d’une neurodégénérescence et de déficits moteurs. Au niveau
des muscles squelettiques, ’inhibition de I’autophagie engendre une atrophie et une faiblesse
musculaire qui récapitulent les caractéristiques morphologiques des myopathies [168].
L’extinction de 1’autophagie dans les cellules B-pancréatiques conduit a une diminution de
leur prolifération ainsi qu’a une augmentation de 1’apoptose. La perte en cellules [-
pancréatiques qui en découle se traduit alors par une intolérance au glucose due a une

sécrétion insuffisante d’insuline [169].
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4.1.2. Le Développement

Les principaux travaux ayant mis en évidence 1’importance de I’autophagie au cours du
développement sont ceux issus du laboratoire du Dr. Noburu Mizushima. Ainsi, il a été
déterminé que chez les mammiferes, I’autophagie est primordiale lors de la transition de
l'ovocyte en embryon mais également pour la survie des nouveaux nés lors des premieres

heures apres la naissance [165,170].

Plusieurs études montrent 1I’implication de 1’autophagie dans le développement, qui est
un mécanisme indispensable tout au long de la vie d’un organisme. Chez les mammiferes,
I’autophagie est primordiale pour le développement pré-implantatoire, lors de
I’embryogénese, notamment lors de la transition de lovocyte en embryon et dans le
développement neural, du cceur ou du foie, la survie au cours d’une carence néonatale, et la
différenciation cellulaire lors de 1'érythropoicse, de la lymphopoicse et de 1'adipogenése. En
fonction des geénes de I’autophagie invalidés. Chez la souris, la mutation du gene

ATG6/Beclinel entraine une 1étalité embryonnaire précoce [171].
4.1.3. Le vieillissement

L’autophagie participe a la lutte contre le vieillissement par son action d’élimination des
protéines et structures endommagées comme les mitochondries et les radicaux libres oxygénés
[172 ]. Il est généralement admis que la dégradation des protéines chez la quasi-totalité des
organismes vivants diminue avec l'dge. Cette baisse a pour conséquence l’accumulation
progressive de protéines et de structures cellulaires altérées [173]. Cependant, des
observations expérimentales suggerent que l'age peut avoir des effets importants sur la
macroautophagie et la CMA. En effet, avec I’age, il y a une diminution progressive des
protéines de 1’autophagie comme LAMP2a. Cette baisse réduit la maturation des
autophagosomes, ce qui a pour conséquence une accumulation de protéines et d’organites
endommagés dans le cytoplasme des cellules agées. Une sorte de compensation se met en
place et passe par 1’augmentation des protéines chaperonnes intervenant dans la CMA.
Toutefois, a un age avancé, la compensation n’est plus possible [174-176]. La surexpression
de LAMP2a dans le foie de souris agées permet de restaurer la CMA ainsi que la

macroautophagie et d’accroitre la survie [177]. L’espérance de vie peut étre prolongée par
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limitation de I’apport calorique ou par des agents pharmacologiques qui miment cet effet.
Cependant, Madéo et son équipe ont rapporté que les différentes manipulations
pharmacologiques, génétiques ou nutritionnelles qui entrainent une extension de la durée de
vie stimulent le plus souvent I’autophagie, et que ce flux autophagique contribuerait a
l'extension de la longévité [178]. Ceci suggere donc que I’autophagie est nécessaire et serait

méme, dans certains cas, suffisante pour accroitre la longévité.
4.1.4. L’autophagie : un processus de survie ou de mort cellulaire ?

A coté de son role dans le maintien de 1’homéostasie et le métabolisme cellulaire,
I’autophagie peut aussi contribuer a la mort cellulaire. C’est la mort autophagique ou la mort
cellulaire programmée de type II [179,180]. Shen et Codogno ont proposé une définition
précise de la mort autophagique, qui se caractérise par 1) 1’absence d’implication de
I’apoptose, 2) I'augmentation du flux autophagique et 3) le fait que I’invalidation de
I’autophagie permet de prévenir la mort cellulaire [181]. Le rdle physiologique de la mort
cellulaire autophagique a été principalement décrit chez les eucaryotes inférieurs et les
invertébrés comme Drosophila melanogaster et Dictyostelium discoideum [182]. Chez les
mammifeéres, la mort autophagique a été seulement observée dans des cultures cellulaires in
vitro. En effet, dans un mode¢le animal, la privation en insuline déclenche une mort
autophagique dans des cellules souches neuronales [183]. L’autophagie pourrait agir comme
un mécanisme de mort cellulaire dépendant de 1’espece, du type cellulaire et de la nature du
stimulus. L’autophagie peut ¢galement conduire a la mort cellulaire par apoptose ou elle peut
fonctionner en tant que partenaire avec I’apoptose ayant pour but commun la mort de la
cellule. La fonction protectrice de 1’autophagie se fait, dans de nombreuses circonstances, par
modulation négative de l'apoptose. La signalisation apoptotique, a son tour, sert a inhiber
l'autophagie. Bien que les mécanismes de cross-talk entre autophagie et apoptose ne sont pas
encore entierement compris, il existe des médiateurs communs comme Beclinl et Bel-2 / Bel-

xL [184-187].
4.1.5. Immunité

Puisque ’autophagie est un mécanisme de « ménage » important qui répond rapidement

a des contraintes environnementales, il n’est pas surprenant que l'autophagie joue un role clé
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dans l'immunité. Les grands rdles immunologiques de l'autophagie concernent aussi bien
I'i'mmunité innée qu’adaptative et se manifestent souvent dans les maladies inflammatoires.
Les effets immunitaires de l'autophagie chevauchent partiellement ses roles dans le
métabolisme et le controle de la qualité cytoplasmique [188]. L’autophagie joue directement
un role dans 'immunité innée en ¢liminant des agents pathogénes par xénophagie [40,189].
Elle est capable d’¢liminer certaines bactéries comme Strepfococcus pyogenes ou
Staphylococcus aureus [163]. L’immunité adaptative peut étre modifiée par I’autophagie. Elle
participe a la production de peptides antigéniques microbiens ou endogenes via les lysosomes
et favorise leur prise en charge par les complexes majeurs d’histocompatibilité de classe I et II
(CMH-I et CMH-II) [190]. Par exemple, I’antigéne nucléaire 1 du virus d’Epstein-Barr
EBNAI est reconnu par la machinerie autophagique. Cet antigéne est ensuite présenté par le
CMH-II a la surface des lymphocytes T CD4+ [191]. Il a été montré que I’inhibition de
I’autophagie diminue la présentation antigénique aux molécules du CMH de classe 11 [192].
Des études génétiques récentes ont identifié trois genes impliqués dans l'autophagie, qui sont
associés a la maladie de Crohn, une maladie intestinale inflammatoire chronique [193]. Il
s’agit d’IRGM (immunity-related GTPase M), de NOD2 (nucleotide-binding oligomerization
domain-containing-2), et ’ATGI16L. Ces protéines ont également été décrites pour avoir un
role dans I'induction de l'autophagie en réponse a des agents pathogenes. Il a, par exemple, été
montré qu’lIRGM joue un rdle dans I’élimination de mycobactéries par stimulation de

I’autophagie.

4.2. Roles pathologiques :

L’autophagie intervient dans plusieurs types de pathologies. Elle peut avoir un rdle
protecteur dans certaines pathologies ou son dysfonctionnement peut étre impliqué dans
d’autres. L’autophagie pourrait donc constituer une cible thérapeutique intéressante [194].

4.2.1. Les maladies de surcharges lysosomales (MSL)

Ces pathologies sont associées a un dysfonctionnement du lysosome qui ne remplit plus
sa fonction d’hydrolyse. Ces pathologies sont majoritairement autosomales récessives mais
certaines sont liées a I’X. La prévalence de ces pathologies est de 1 cas pour 5000 naissances,
bien qu’il existe des disparités géographiques et ethniques notamment dans le cas des

céroides-lipofuscinoses neuronales. A ce jour, plus de 50 formes différentes de MSL ont été
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identifiées. Elles sont caractérisées par des altérations de l’activité d’une enzyme, d’un
activateur ou d’un transporteur lysosomal qui conduisent a 1’accumulation d’un substrat
devenant toxique pour les cellules. Parmi les MSL les plus connues, peuvent étre citées la
maladie de Gaucher, la maladie de Pompe ou encore celle de Niemann-Pick [195].
4.2.2. Autophagie et cancer

L’un des premiers travaux a mettre en évidence 1I’implication des génes de I’autophagie
dans la suppression tumorale a été réalisée par Liang et son équipe sur Beclin 1 [196]. Ce géne
est retrouvé muté dans de nombreux cancers (cancer des poumons, des ovaires, du sein ou
encore de la prostate). Ils ont montré qu’une expression ectopique de ce gene a pour
conséquence, outre I’induction de I’autophagie, une baisse de la prolifération des cellules
cancéreuses in vitro et une réduction des masses tumorales in vivo [196]. D’autres genes
codant des protéines impliquées dans 1’autophagie ont été décrits comme suppresseurs de
tumeurs : ATGS, UVRAG, Bif-1 ou encore ATG4c [197-202]. Diftérents régulateurs du
processus ont été décrits comme étant modifiés au cours de la tumorigénese. De nombreux
oncogenes comme PTEN (Phosphatase and tensin homolog), TSC1 et TSC2 activent Mtor
[203-205]. Un autre régulateur de I’autophagie est le suppresseur de tumeur p53[206-207]. La
suppression des genes de l’autophagie comme Beclin 1, ATGS, ou ATG7 favorise
I’apparition des tumeurs [208]. Cependant, 1’autophagie peut contribuer a la survie des
cellules tumorales. Il a ét¢ montré que I’autophagie joue un réle protecteur car elle inhibe la
croissance des tumeurs [209]. Le mécanisme exact de ce rdle n’est pas bien connu. 11 semble
que [D’élimination d’organites endommagés et des substrats protéiques toxiques par
I’autophagie favorise la croissance tumorale. De plus, une de protéines adaptatrices
spécifiques de I’autophagie, la protéine p62 a une activité pro-tumorale [194,209]. 1l a par
exemple, €té montré récemment que I’autophagie a un double réle dans le cancer buccal
[210]. L autophagie inhibe I’initiation de la tumeur en dégradant les organites endommagés
qui s’accumulent. Inversement, lors de la progression du cancer avancé, I’autophagie rend les
cellules cancéreuses résistantes a des agents thérapeutiques. L’ inhibition de l'autophagie par

des modulateurs pharmacologiques induit la mort des cellules cancéreuses par apoptose.
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Figure 13: Voies de signalisation de I’autophagie dans le cancer [211].

En marron figurent les protéines aux propriétés oncogéniques et en bleu, les protéines

aux propriétés suppressives de tumeurs [211].

4.2.3. Le diabete et ’obésité

Récemment, plusieurs travaux ont montré une implication de ’autophagie dans la
régulation de la prise alimentaire, dans le développement du tissu adipeux, dans
I’accumulation de graisse hépatique ou encore dans I’insulino-résistance [212]. Une inhibition
de I'autophagie dans I’hypothalamus par inhibition de I’expression d’ATG7 induit chez la
souris une augmentation de la prise alimentaire et une prise de poids importante aboutissant a
une obésité¢ et un diabéte de type2 [213]. D’autres études se sont attachées a déterminer
quelles populations de neurones hypothalamiques pouvaient induire ce déréglement. Les
neurones du noyau infundibulaire et en particulier les neurones exprimant I’AgRP (agouti

related protein), induisent une diminution de la prise alimentaire associée a une baisse du
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poids des animaux lorsque leur autophagie est inhibée [214]. De plus, I’inhibition de
I’autophagie dans les neurones POMC (Proopiomelanocortin), une autre population de
neurones du noyau infundibulaire, induit une adipose, une altération de la lipolyse
périphérique et une intolérance au glucose [215]. Au niveau du tissu adipeux, une inhibition
de l’autophagie aurait un effet bénéfique, en diminuant I’accumulation de triglycérides et en
favorisant la formation de tissu adipeux brun au détriment du tissu adipeux blanc[16,217]. Le
niveau autophagique des hépatocytes est diminué¢ dans le contexte de 1’obésité. Ceci peut étre
expliqué par (1) une suractivation de mTOR due a une concentration élevée d’acides aminés
observée chez des souris modeles de I'obésité’ (2) I’hyperinsulinémie participant €¢galement a
I’inhibition de I’autophagie par la voie Akt/PKB (Protein Kinase B) et (3) ’obésité induisant
une activation des protéases calciumdépendantes telle que la calpaine 2 qui diminue
I’expression d’ATG7 et par conséquent le flux autophagique [31, 217, 218]. De plus, certaines
¢tudes suggerent que le stress réticulaire observé a la fois dans I'obésité, le diabete de type 2
et Dinsulino-résistance, serait le dénominateur commun de ces pathologies [219].
L’autophagie participe au maintien de ’homéostasie du RE. Une perturbation de 1’autophagie
dans le contexte de I’obésité favoriserait le stress réticulaire, inhiberait la sécrétion d’insuline
et augmenterait la mort des cellules  pancréatiques [218]. L’inflammation dans ce type de
pathologie est également impliquée, en particulier '[L-1B puisque cette cytokine est un

inducteur de I’autophagie, sa production étant également régulée par I’autophagie [220].
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Figure 14: Role de I’autophagie dans I’obésité [221].

4.2.4. Les maladies auto-immunes
Le psoriasis : ’autophagie semble également impliquée dans le cadre de différentes
formes du psoriasis, en particulier dans la régulation de la réaction inflammatoire. La
protéine Atgl6L1 joue un rdle important dans ’immunité en régulant la présentation
antigénique et la sécrétion de cytokines. Une étude sur 299 patients atteints de psoriasis
vulgaris ainsi que 241 patients sains a permis de découvrir 6 SNPs (single-nucleotide
polymorphism) dans le géne d’ATG16L1 retrouvés chez les patients atteints [222]. Dans
la forme de psoriasis arthritique, ’expression d’ATG16L1 est altérée dans les cellules

dendritiques [223].
Le lupus érythémateux : Une étude sur des lymphocytes T humains, issus de patients

atteints de lupus, et de deux modeles murins de cette pathologie, a permis de mettre en

¢vidence une atteinte autophagique de ces cellules [224]. Celles-ci présentaient une
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accumulation d’autophagosomes et des mitochondries de grande taille [225].
L’autophagie dans ces lymphocytes T semble suractivée. En effet, la modulation
pharmacologique par 'utilisation de la rapamycine, d’hydroxychloroquine, ou encore du
peptide P140 permet de restaurer une autophagie normale dans ces cellules [226-228].
Deux SNP proches du gene d’ATGS ont été identifiés comme étant des marqueurs du

développement de lupus [229,230].

La sclérose en plaques (SEP) est caractérisée par la démyélinisation des neurones par les
lymphocytes T. L’augmentation de I’expression d’ATGS dans les cellules sanguines de
souris modeles pour la SEP, laisse suggérer une forte induction de 1’autophagie des
cellules immunitaires qui seraient alors suractivées [231]. Les souris KO pour IRGMI1
(régulateur positif de 1’autophagie en cas d’infection, et permet la survie des
lymphocytes) étaient résistantes a 1’induction d’une SEP par injection en sous-cutané de

myéline [232].

L’arthrite rhumatoide est caractérisée par une forte concentration de la cytokine TNF-a
qui active la différenciation des ostéoclastes et induit I’autophagie dans ces cellules
favorisant ainsi la dégradation de ’os. Une étude a montré que I’inhibition de
I’expression de TNF-a dans les monocytes permettait de prévenir la dégradation de 1’os

et la multiplication des ostéoclastes[233].

La maladie de Crohn touche les cellules de Paneth au niveau de I’intestin. Deux
mutations génétiques au niveau du géne d’ATG16L1 (SNP rs 2241880) et d’IRGM1
(SNP rs 10065172) ont été¢ découvertes et permettent de lier I’autophagie a cette maladie
inflammatoire chronique [234]. A ce jour, la fonction exacte de la mutation d’ATG16L1
dans cette maladie n’est pas clairement définie. Néanmoins, il semble qu’elle bloquerait
la sécrétion de granules par les cellules de Paneth [235]. Une disparition des jonctions
serrées entre les cellules de 1’épithélium intestinal permet le passage de prolongements
des cellules dendritiques, qui au contact de I’environnement bactérien de 1’intestin,

déclenche une réaction inflammatoire qui devient incontrolée [236]. Ce phénomene est
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renforcé par le fait que ces cellules dendritiques tolérogéniques ne parviennent pas a
produire des lymphocytes T régulateurs [237].
4.2.5. Les maladies neurodégénératives
De nombreuses pathologies neurodégénératives sont associées a une atteinte du systéme
autophagique. Une altération de 1’autophagie entraine des effets néfastes sur le cerveau. Des
modeles de souris dont I’autophagie est inhibée spécifiquement dans le cerveau ont été créces
en bloquant ’expression d’ATGS5, d’ATG7 ou de FIP200 via l'utilisation d’un systeéme
Cre/Lox associé au promoteur spécifique de la nestine du SNC. Les résultats ont ainsi montré
une neurodégénérescence ainsi que I’accumulation d’inclusions de protéines ubiquitinylées

contenant p62 [166,238].
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Tableau II: Relations entre altération de ’autophagie et maladies neurodégénératives [239].

Neurodegenerative disease Proposed autophagy defect
Substrate sequestration and  Parkinson's disease RablA-mediated Atg9 mislocation
autophagosome formation

Huntington's disease Mutant huntingtin-mediated aggregation of beclin-1 or mTOR;
impaired engagement of cargo by autophagosomal membrane

Lafora's disease Decreased autophagosome formation via mTOR upregulation

Substrate recognition, Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) SQSTMI (p62) mutations
selective autophagy

Inclusion body myopathy, Paget's disease  VCP (p97) mutations lead to decreased autophagosome

of the bone and frontotemporal dementia  maturation and mitophagy

(IBMPFD)

Parkinson's disease PINK and parkin mutations lead to impaired mitophagy; LRRK2
mutations lead to decreased CMA; mutation or duplication of
synuclein-encoding genes leads to decreased CMA

Spinocerebellar ataxia (SCA) type 3 Mutations of ataxin-3 (SCA3/MJD1) impair Parkin ubiquitination

(Machado-Joseph disease) and mitophagy

Autophagosome- Lower motor neuron disease Dynactin (DCTNI) mutations lead to impaired autophagosome
lysosome-endosome fusion and lysosome transport

ALS Dynactin mutations; mutant ALS2-mediated Rab5 suppression

Perry’s syndrome Dynactin mutations impede autophagosome transport

Spinal and bulbar muscular atrophy Mutations in dynein motor complex comp ts (for example,
DYNCIHI)

Charcot-Marie Tooth type 2 (CMT2) RAB7 mutation leads to impaired amphi f ti

CMT20 Mutations in dynein (SYNCIH1) impair retrograde transport

Frontotemporal dementia CHMP28 mutation leads to impaired amphi formati

Lysosomal digestion Alzheimer's disease Presenilin 1 (PSENI) mutations cause a deficiency in vATPase,

leading to increased lysosome pH; ApoE4 variant or AB leads
to increased LMP; APP mutations or duplications, increased
cholesterol or the ApoE4 variant lead to activation of Rab5 or
Rab7 activation and substrate overload in lysosomes

Parkinson's disease Duplications or mutations of synuclein genes or ATP13A2
mutation lead to lysosome pH elevation and hydrolase inhibition;
MPTP treatment leads to increased LMP; B-glucosidase (GBA)
mutation leads to decreased lysosomal hydrolytic activity

Lysosomal storage disorders  Neuronal ceroid lipofuscinoses (NCLs) CLN3 mutation leads to decreased autolysosome maturation;
cathepsin D mutation leads to decreased proteolysis

Niemann-Pick type C (NPC) NPCI mutation leads to decreased proteolysis from stored lipid
Mucolipidosis type IV Mcolnl (TRPMLI) mutations lead to a lysosomal pH elevation
Osteopetrosis vATPase A3 subunit gene (TO/RG1) mutation leads to a lysosomal
pH elevation; PLEKHM1 mutation leads to maturation of
dosomes and amphi ; CICN7 mutation leads to altered
CI*/H* exchange, which impairs autophagosome clearance
GM1 gangliosidosis Lysosomal B-galactosidase (GLBI) mutations
Mucopolysaccharidosis I11A Lysosomal sulfamidase (SGSH) mutations lead to defective
autophagosome-lysosome fusion
Multiple sulfatase deficiency Hypomaorphic mutations in sulfatase modifying factor 1 (SUMF1)
lead to defective autophagosome-lysosome fusion
Gaucher's disease B-glucosidase (GBA) mutation leads to decreased lysosomal
hydrolysis
‘Pathological’ autophagy Hypoxic ischemic beain injury Increased signaling through mTOR
induction
6-hydroxydopamine toxicity Increased signaling through mTOR
Methyl-4-phenylpyridium (MPP+) Excessive mitophagy through ERK signaling
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La plupart des maladies neurodégénératives présentent des anomalies fonctionnelles des
différents types d’autophagie et a différentes étapes de la macroautophagie. Parmi ces
maladies, nous décrirons brievement les désordres autophagiques des maladies d’Alzheimer,

d’Huntington, de la sclérose latérale et la maladie de Parkinson.

- La maladie d’Alzheimer se caractérise par une perte neuronale associée a
I’accumulation extracellulaire de peptides B-amyloides. Elle se caractérise également
par I’accumulation intracellulaire de la protéine tau sous forme phosphorylée. Dans
cette maladie, il y a une accumulation précoce de vacuoles autophagiques immatures
dans les neurones atteints, due au blocage de la maturation des autophagosomes, ce qui
favorise la dégénérescence [240]. Il a été montré que la protéine PS1 (prénésiline) est
impliquée dans le trafic d’une certaine catégorie de protéines membranaires et qu’elle
pourrait intervenir dans le turn-over de certaines protéines (télencéphaline) par un
mécanisme d’autophagie [241]. De fagon plus générale, I’activité¢ de la PS1 est requise
pour la maturation des vésicules autophagiques. Chez la souris, Beclin 1 protége contre
la pathologie amyloide et a I’inverse sa perte la potentialise [242-244]. 11 existe des
preuves que la stimulation de I’autophagie dans les neurones est capable de les protéger
des effets toxiques du peptide B-amyloide [245]. La protéine tau endogene est dégradée
normalement par la CMA [246]. Ses formes pathologiques (hyperphosphorylées, clivées
et/ou agrégées) sont dégradées par macroautophagie [246-248]. Dans des modéles
animaux de tauopathie, I’induction de 1’autophagie permet la dégradation de cette

protéine, ce qui semble avoir un effet neuroprotecteur [247].

- La maladie de Parkinson (MP) est caractérisée par une triade symptomatique associant
rigidité, akinésie et tremblements au repos. Les formes familiales de la MP sont
associées a des mutations retrouvées a ce jour dans 6 génes dont celui codant pour 1’a-
synucléine, une protéine accumulée dans des inclusions appelées corps de Lewy. En
condition non pathologique, cette protéine sous sa forme non mutée, est dégradée par la
voie UPS et en particulier par I'autophagiec CMA sous le contréle des chaperonnes.

Néanmoins, lorsqu’elle est mutée, la CMA est inhibée, la macroautophagie prenant
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alors le relais pour éliminer cette protéine [50]. Les mutations des génes UCH-L1
(Ubiquitin carboxy terminal hydrolase L1) et LRRK2 (Leucine-rich repeat kinase 2)
conduisent a un blocage de la CMA, inhibant la dégradation de 1’a-synucléine [249-
250]. Les mutations des protéines PINK1 (PTEN-induced putative kinase 1) et parkine
sont également associées a des formes familiales de la MP. Ces deux protéines
interviennent dans la régulation de la mitophagie qui est altérée lorsque ces protéines
sont mutées, et conduisant a une accumulation de radicaux libres oxygénés [251-253].
Enfin, des mutations de DJ-1 (ou PARK?7 : parkinson protein 7) participeraient de
concert avec PINK1 et Parkine dans le déréglement de I’autophagie notamment par
I’intermédiaire du stress oxydatif [254]. Cependant, a ce jour les fonctions de DJ-1

restent a étre déterminées [255].

La maladie de Huntington est caractérisée par I’accumulation d’une protéine, la
huntingtine (HTT), provoquant une neurodégénérescence associée a des troubles
moteurs et cognitifs. Il s’agit d’'une maladie génétique rare causée par la présence
d’environ 37 répétitions du trinucléotide CAG dans le géne codant la HTT. Dans des
modeles cellulaires murins et des cerveaux de patients en postmortem, il a €té mis en
évidence une séquestration de mTOR et de Beclin-1 par les agrégats de htt induisant un
défaut d’induction de 1’autophagie [256-257]. La diminution de I’expression de Beclin-1
avec I’avancée en age participe au défaut d’induction autophagique [258]. Une ¢étude a
montré qu’un traitement par la rapamycine stimulait le flux autophagique permettant
I’¢limination des agrégats de HTT [259]. La HTT pourrait également étre dégradée par
la CMA, cette voie protéolytique étant favorisée au début de la maladie, afin de
compenser ’altération des autres systemes de dégradation [260]. Néanmoins, a ce jour,

I’implication de I’autophagie dans cette pathologie est encore mal définie.

La sclérose amyotrophique latérale (SLA) est caractérisée par une neurodégénérescence
des motoneurones aboutissant a une paralysie progressive. L’autophagie participerait a
la progression de cette maladie, des travaux ayant montré une accumulation

d’autophagosomes dans les neurones de la moelle épiniére de patients atteints de la SLA
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[261]. De plus, dans un modele murin de la SLA, il apparait que I’autophagie est
fortement induite dans la moelle épiniere a un stade pré-symptomatique puis semble Etre
altérée des les premiers stades de la maladie [262-263]. L’expression d’un mutant de
SODI1 (superoxide dismutase) qui se retrouve accumulé dans la SLA, provoque une
inhibition du transport axonal régulé par la dynéine et la dynactine, favorisant ainsi
I’accumulation d’autophagosomes [264]. De plus, les mutations du gene DCTN1 codant
pour la dynactine participe également au défaut de transport des autophagosome
favorisant leur accumulation [266]. Il a été par ailleurs montré que ’augmentation de la
dégradation de SOD1 (La superoxide dismutase [Cu-Zn]) permettait d’améliorer la

clairance des autophagosomes des motoneurones [267].

4.2.6. Maladies cardiovasculaires

L’autophagie basale joue un role essentiel dans le maintien de I’homéostasie cardiaque.
La croissance des cellules musculaires cardiaques est associ¢ée avec des changements
cellulaires afin de permettre la formation de nouveaux cardiomyocytes. L’autophagie a un
role important dans certaines pathologies cardiaques comme les cardiomyopathies,
I’hypertrophie cardiaque et au cours de I’ischémie/reperfusion. Elle peut €tre protectrice ou
delétere vis-a-vis de pathologies cardiaques. Elle joue également un réle important dans la
protection des cardiomyocytes contre le stress protéotoxique [268]. L’autophagie défectueuse
est responsable de la maladie de Danon (lysosomal glycogen storage disease with normal acid
maltase), une cardiomyopathie. L’autophagie est inhibée chez les souris atteintes de cette
maladie car déficientes en LAMP2. Elles souffrent de séveres dysfonctionnements cardiaques
[270]. De plus, I'induction de l'autophagie pourrait étre une forme d’adaptation afin de limiter
I'hypertrophie cardiaque. La déficience en ATGS dans les cellules cardiaques de souris
provoque a I’age adulte une hypertrophie cardiaque associée a une dilatation du ventricule
gauche et a un dysfonctionnement de I’activité contractile associée a l'accumulation de
protéines ubiquitinées et d’agrégations de mitochondries altérées [270]. L’autophagie joue
aussi un role essentiel dans la prévention des maladies cardiaques car elle permet la
différenciation des cardiomyocytes [271]. Au cours de I’ischémie, I’apport en nutriments et en

oxygene au myocarde est limité, ce qui va déclencher I’autophagie afin de recycler les acides
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aminés et les acides gras nécessaires pour maintenir le niveau énergétique [272]. Dans ce
contexte, l'induction de 1’autophagie semble étre protective car elle fournit les besoins
métaboliques et elle ¢limine les mitochondries endommagées qui peuvent libérer des ROS
[273]. Toutefois, au cours de la reperfusion aprés une ischémie lorsque l'oxygéne et les
nutriments sont restaurés au tissu précédemment ischémique, l'autophagie est suractivée de
maniere indépendante de I’AMPK et probablement via Beclin 1. Quand elle dépasse un seuil
critique, la dégradation excessive de protéines et organites peut endommager le myocarde ce
qui contribue a l'apparition et la progression de pathologies telles que I'insuffisance cardiaque

[274-275].

4.2.7. Les pathologies rénales

L’implication du processus autophagique en physiologie rénale est assez peu étudiée et
elle commence simplement a émerger en pathologie rénale. Huber et ses collaborateurs ont
récemment recensé les dernieres données concernant le rdle de I’autophagie dans le
développement de pathologies rénales, notamment glomérulaires et tubulaires [276].
Premiérement, les podocytes, qui sont des cellules épithéliales viscérales composant une
partie du glomérule, jouent un rdle essentiel dans le maintien de la barriere de filtration
glomérulaire. Ce sont des cellules hautement différenciées ayant une capacité de prolifération
limitée. Les 1ésions podocytaires peuvent entrainer des glomérulopathies. Elles vont produire
une glomérulosclérose, qui est, a terme, associée a une insuffisance rénale terminale. La
survie des podocytes dépend donc de leur capacité a faire face au stress. L’autophagie pourrait
jouer un rdle essentiel dans le maintien de ’homéostasie et des fonctions de ces cellules. Il a
¢té mis en évidence dans des modeles de souris transgéniques exprimant la GFP-LC3, que de
nombreux autophagosomes ¢€taient présents dans les podocytes a un niveau basal, ce qui
suggere une importante activité autophagique dans ces cellules [277]. D’autres travaux ont
montré qu’une délétion du géne ATGS dans les podocytes entraine une accumulation de
mitochondries endommageées et d’agrégats protéiques ubiquitinés signifiant que 1’¢limination
des produits a dégrader dépend de 1’autophagie [277]. De plus, dans ces mémes modeles
expérimentaux animaux d’inactivation de 1’autophagie dans lesquels une glomérulonéphrite,

se caractérisant par une protéinurie, a ¢t¢ induite, ’autophagie semble jouer un role protecteur
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et anti-protéinurique [277]. Deuxieémement, les cellules tubulaires proximales rénales sont
impliquées dans le processus de réabsorption des ¢€lectrolytes. Ces cellules consomment une
grande quantité d’énergie fournie par les mitochondries pour la réabsorption mais également
pour la dégradation de protéines telles que 1’albumine et les protéines plasmatiques de bas
poids moléculaire. Le maintien de [’homéostasie mitochondriale est donc primordial a leur
bon fonctionnement et se fait notamment par I’autophagie. En effet, dans un modele de souris
spécifiquement déficientes pour le gene ATGS dans les cellules tubulaires rénales, il a été
observé une accumulation massive de mitochondries endommagées et d’agrégats protéiques
entrainant une hypertrophie des tubules proximaux voire une destruction des cellules qui n’est
pas retrouvée chez les souris wild-type [278]. L’¢limination de ces organites et
macromolécules empéche la perméabilisation de la membrane interne mitochondriale et par
conséquent inhibe 1’apoptose, et évite la production d’ERO (espéces réactives de l'oxygene)
[279]. Les tubules rénaux sont la cible d’agressions ischémiques et toxiques. Il a été montré
que les 1ésions dues a I’IR (I’insuffisance rénale) sont plus séveres chez les souris déficientes
en autophagie que chez les souris wild-type suggérant le role protecteur de 1’autophagie vis-a-
vis des agressions ischémiques [280]. De méme, Periyasamy-Thandanvan et ses
collaborateurs ont mis en évidence, dans un modele de cellules tubulaires proximales rénales
et Takahashi et son équipe dans un modele de souris transgéniques déficientes pour le géne
ATGS, que 'autophagie permet d’améliorer la survie cellulaire lors d’une exposition au
cisplatine, une molécule utilisée dans les traitements anti-cancéreux et induisant une
insuffisance rénale aigué [281-282]. Au sein du laboratoire, il a été montré, au cours des
derniéres années, que 1’autophagie protége les cellules tubulaires rénales humaines de la
toxicité¢ induite par la CsA, un puissant immunosuppresseur utilisé en transplantation. Il a
aussi ¢té mis en évidence que le stress du RE, induit par la CsA, active I’autophagie et que
cette derniere participerait a la protection contre le stress du RE et a la survie cellulaire [283].
L’autophagie joue donc un role majeur dans le maintien de I’intégrit¢ du parenchyme rénal
dans des conditions physiologiques mais son implication en pathologie rénale n’est pas encore
totalement caractérisée [284]. Une meilleure connaissance du role de I’autophagie en
néphrologie, et plus précisément dans I’évolution de la néphropathie d’allogreffe, est

nécessaire, compte tenu des perspectives thérapeutiques possibles.
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Tableau III: Les maladies humaines associées a des défauts d’autophagie [285].

Génes Etape de
Pathologies I'autophagie Caractéristiques associées
mutés
affectée
La délétion monoallélique de Beclin 1
CANCERS Formation de est un facteur de risque qui est associé
DU SEIN, Beclinl e A un mauvais pronostic dans le cancer du
PROSTATE... phag sein, de |'ovaire, de la prostate et dans
CANCERS |
es cancers colorectaux
CANCER | | Maturstionde |2 s cancrs
COLORECTAUX I'autophagosome po
colorectaux
Leurs mutations sont associées a des
PARKIN . . . o ¥
MALADIE DE Mitophagie maladies autosomiques récessives ou a
MALADIES PARKINSON PINK1 des formes prit;orkc:'s s:z la Maladie de
e Défaut de I'Autophagie Médiée par les protéi
DEGENERATRICES X éfaut de I’Autophagie iée par les protéines
Chaperonnes
MALADIE X Défaut de I’Autophagie Médiée par les protéines
D’ALZHEIMER Chaperonnes
MALADIES . .
MALADIE DE Défaut de fusion entre les autophagosomes et les
MYO- LAMP-2A
DANON lysosomes
DEGENERATIVES
ASTHSME Les polymorphismes génétiques d’Atg5
ATGS sont associés a I'asthme et
MALADIES LUPUS Formation de augmentent le risque de développer
INFLAMMATOIRES | ERYTHEMATEUX I'autophagosome un lupus érythémateux
MALADIE DE ATG16L1 La mutatlon.'l"?,.OOA est up facteur de
CROHN risque associé a la maladie de Crohn.

Ces dernieres années, plusieurs études ont démontré que les genes ATG sont mutés
dans différentes pathologies telles que les cancers, les maladies neurodégénératives ou
encore lors de maladies inflammatoires chroniques. Les genes ATG ou les genes impliqués
dans le processus autophagique qui ont été identifie comme mutés dans ces pathologies sont

représentés dans ce tableau.
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5. Role de D’autophagie dans I’équilibre entre la survie et la mort

cellulaire

L’autophagie joue un rdle important dans nombreuses grandes fonctions cellulaires
comme la différenciation, le développement, le vieillissement, I’immunité et régule la balance
entre la survie et la mort cellulaire.

5.1. L’autophagie : un mécanisme de survie

Au niveau cellulaire, I’autophagie est essentielle au maintien de ’homéostasie: elle
assure le controle qualité de la cellule en éliminant les organelles abimés ou surnuméraires et
permet de maintenir le pool d’acides aminés et la production d’énergie pendant les carences
nutritionnelles. En cas de stress, la cellule induit donc 1’autophagie pour favoriser sa survie et
éviter I’apoptose en dégradant certains de ses régulateurs [286,287].

L’un des mécanismes les mieux décrits, par lequel ’autophagie inhibe 1’apoptose, est la
mitophagie [288]. La mitochondrie est au cceur de la signalisation de 1’apoptose: elle libere
entres autres des protéines activatrices des caspases comme le cytochrome c. Les
mitochondries endommaggées sont particuliecrement susceptibles d’activer I’apoptose, mais la
mitophagie permet de limiter le phénomeéne. Ces mitochondries endommagées ont une
diminution de leur potentiel membranaire, ce qui est synonyme, soit d’un probléme dans la
chaine respiratoire mitochondriale, soit de la perméabilisation de la membrane interne de la
mitochondrie. Ce changement de potentiel induit I’accumulation de PINK1, et I'ubiquitination
de certaines protéines présentes a la membrane de la mitochondrie (comme VDACI, MFN1
et2) par la E3 ligase PARKIN. Les organelles endommagées vont ainsi €tre ciblées par des
récepteurs autophagiques et amenées a 1’autophagosome [289].

L’autophagie peut aussi empécher la mort de certaines cellules en dégradant
sélectivement certaines protéines pro—apoptotiques afin de réduire leur abondance dans le
cytosol, comme la caspase 8 [290]. On peut aussi signaler la dégradation de p62 comme un
mécanisme pour protéger la cellule de la mort [291]. En effet, p62, quand elle est

surexprimeée, entraine la production de ROS qui peuvent mener a la mort cellulaire.
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5.2. L’autophagie en tant que mécanisme de mort cellulaire

Méme si P’autophagie reste un processus qui permet aux cellules de survivre en
conditions de stress, il a été propos€ que, dans certains cas, I’autophagie représente une forme
alternative de mort cellulaire (aussi appelée « mort cellulaire de type 2 »). Des observations
morphologiques réalisées au microscope ¢électronique ont en effet montré que la mort
cellulaire pouvait s’accompagner d’un grand nombre d’autophagosomes et des autres
marqueurs caractéristiques de 1’autophagie. Il faut néanmoins étre prudent avec ces
observations car 1’induction d’autophagie dans ces cellules peut au contraire résulter d’une
tentative de la cellule pour survivre et non pas d’une mort cellulaire autophagique. Il faut
donc bien différencier la mort « par » autophagie de la mort « avec » autophagie [181,292].

L’autophagie peut effectivement étre une forme de mort cellulaire dans les situations ou
I’apoptose est inhibée. Il faut pour cela que la mort de la cellule remplisse plusieurs criteres :

(1) elle doit se faire sans activation des caspases, (2) on doit observer une induction
d’autophagie, et (3) elle doit étre bloquée en présence d’inhibiteurs pharmacologiques de
I’autophagie [181]. Par exemple, des cellules délétées du gene BAX (une des protéines
majeures de régulation de I’apoptose), et qui ne peuvent donc pas induire d’apoptose, peuvent
quand méme mourir en réponse a différents stimuli : cette mort est d’ailleurs dépendante de
certains ATGs, car I’inhibition de ATGS et Beclin—1 est suffisante pour permettre la survie de
ces cellules [293]. On sait aussi que quand les caspases sont inhibées par des drogues, cela
induit ’autophagie et la mort cellulaire. Cette inhibition des caspases conduit en fait a la
dégradation par autophagie sélective de la catalase, qui est une enzyme du peroxysome. La
cellule n’est alors plus détoxifiée, ce qui cause une accumulation de ROS qui finit par tuer la
cellule [294]. Ces situations restent trés rares et ne correspondent pas a la réalité
physiologique de la cellule : les cellules utilisent peut étre cette voie de mort cellulaire en
I’absence d’autres options. Les processus impliqués dans cette mort cellulaire dite dépendante
de I’autophagie ne sont pas tres clairs, mais les exemples de la littérature suggerent que, dans
la plupart des cas, un facteur de survie dont I’absence conduirait a 1’apoptose, serait dégradé
par autophagie [294-295]. La mort autophagique joue aussi un rdle important dans le
remodelage tissulaire au cours de développement ainsi que dans les cellules cancéreuses

[296].
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5.3. Autophagie et apoptose : des mécanismes intimement liés

De facon intéressante, de plus en plus de travaux montrent que [’autophagie et
I’apoptose sont des processus €troitement liés. En effet, "autophagie peut étre indépendante
de I’apoptose, I’inhiber ou au contraire étre nécessaire a son induction. Cependant, les voies
de signalisation responsables de ces connexions ne sont pas claires.

Un lien moléculaire entre ces deux processus provient de 1’interaction entre la protéine
autophagique Beclin—1 et les protéines de la famille de Bcl-2. Cette interaction pourrait jouer
un role de « rhéostat » entre autophagie et apoptose et ainsi déterminer le devenir de la
cellule. On sait déja que I’interaction Beclin—1/Bcl-2 peut inhiber I’autophagie, mais elle
aurait aussi un role sur ’apoptose. En effet, Beclin—1 posséde un domaine BH3, qui lui
permet de se lier aux protéines de la famille de Bcl-2. En se liant a son récepteur, le domaine
BH3 de Beclin—1 peut, au choix, inhiber les protéines Bcl-2 et Bcl—xl qui sont
anti—apoptotiques, ou activer les protéines BAX et BAD, qui sont pro—apoptotiques. Beclin—1
peut donc a son tour réguler I’apoptose [297]. La protéine DAPK, qui est un suppresseur de
tumeur, est elle aussi capable de controler aussi bien I’apoptose que 1’autophagie via le
rhéostat Beclin—1/Bcl—2, en réponse a divers signaux de stress comme un stress du RE. Elle
agit en en phosphorylant Beclin—1 dans son domaine BH3, ce qui entraine sa dissociation de
Bcl-2 et donc I’induction de 1’autophagie.

Au cours de I’apoptose, les caspases activées peuvent cliver leurs substrats, parmi
lesquels Beclin—1. Cela a pour conséquence de perturber et d’empécher les fonctions de
Beclin—1 dans la machinerie moléculaire de I’autophagie. Le fragment de Beclin—1 ainsi
généré transloque a la mitochondrie ou il va favoriser la libération de facteurs
pro—apoptotiques [187]. Plusieurs autres ATGs (ATGS, ATG4, PI3K) sont aussi la cible des
caspases [298,299].

Des travaux ont montré que la protéine anti—apoptotique FLIP peut aussi inhiber
I’autophagie. C’est une protéine connue pour pouvoir se lier aux caspases initiatrices 8 et 10
et ainsi inhiber leur recrutement aux récepteurs de mort et leur activation. Il a ét¢ montré que
FLIP peut aussi entrer en compétition avec ATG3 pour la liaison avec ATG8. En empéchant
le systtme de conjugaison d’étre efficace, FLIP (FLICE inhibitory protein) empéche

I’¢longation des autophagosomes et donc inhibe 1’autophagie [300].
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P53 est un facteur de transcription connu, qui régule la mort cellulaire programmée : il
est activé dans de nombreuses conditions (comme des dégats a I’ADN, ou une hypoxie). 11
permet d’induire 1’apoptose en favorisant la transcription des membres pro—apoptotiques de la
famille de Bcl-2 et d’autres protéines effectrices essentielles. P53 peut aussi induire
I’autophagie en inhibant mTOR (par différentes voies) et en activant la transcription du géne
DRAMI1 (damage—regulated autophagy modulator 1) dont le produit est une protéine
lysosomale qui stimule I’autophagie [206]. La protéine p53 localisée dans le noyau est un
facteur de transcription qui active 1’autophagie mais le role de p53 semble plus ambigu
puisque, localisé dans le cytoplasme, il réprime 1’autophagie [301].

Les autophagosomes, indépendamment du flux, peuvent aussi servir de plateforme

d’activation aux caspases, et par 1a méme jouer un role dans la mort de la cellule [302].

Seuil autophagique —1 / Inhibition mutuelle \ }— Seuil apoptotique

|

Autophagl i Apoptos_g { ]
Adaptation Mort cellulaire

Figure 15: Interconnexion entre I’autophagie et ’apoptose [303].

De nombreux stress peuvent induire soit de I'apoptose soit de I'autophagie, en fonction de seuils de sensibilité
(a déterminer). L'induction exclusive de I'un ou I'autre de ces processus peut s’expliquer par le fait que I'apoptose
et l'autophagie s'inhibent mutuellement (notamment au niveau de l'interaction entre Beclin 1 et Bdl-2).
Linduction paralléle de ces deux processus a cependant également été démontrée. Il est aujourd’hui admis que
I'apoptose conduit 3 une mort cellulaire massive et irréversible, alors que I'autophagie permet I'adaptation des
cellules et leur survie face a un stress. Néanmoins, un rdle cytotoxique de I'autophagie a également été démontré
dans plusieurs modéles.
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6. Autophagie et cancers

Généraliser le role de I’autophagie dans les cancers est trées compliqué, puisque ce rdle
différe selon les contextes : ce processus cellulaire peut en effet aussi bien avoir un rdle pro-
tumoral que suppresseur de tumeur. L’autophagie peut ainsi étre mise en place par les cellules
tumorales pour disposer d’une autre source d’énergie ce qui favorise leur survie et leur
prolifération. A contrario, elle peut ¢galement étre un mécanisme de suppression tumorale par

exemple favorisant la mort cellulaire.

Chemo-and Dormancy
Tumorcell radioresistance

Escape fitness
fromstress Py

pPro-tumor effects
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Oxidative

Chromosomal stress
instability

Figure 16: L’autophagie, une arme a double tranchant dans les cancers [305].

L’autophagie peut promouvoir la tumorigenéese par plusieurs mécanismes incluant : la
résistance aux stress, notamment la carence en nutriments, la résistance aux thérapies anti-
cancéreuses et promouvoir [’entrée en dormance de cellules malignes. L ’autophagie peut
aussi exercer des fonctions anti-tumorales par plusieurs mécanismes : la préservation de la
stabilite génomique, diminuer le stress oxydatif, inhiber les processus inflammatoires et

induire la mort cellulaire ou la sénescence.
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6.1. Role anti-tumoral de ’autophagie

De nombreux travaux ont permis de mettre en lumiere un rdle oncosuppresseur de
I’autophagie. Les premieres observations suspectant un role de 1’autophagie dans le cancer
montrent que les cellules cancéreuses présentent, en général, une capacité autophagique plus
réduite que les cellules normales [305]. Cette relation est également soulignée par les travaux
de Huang son équipe indiquant que, dans les tumeurs astrocytaires, I’activité autophagique est
inversement proportionnelle au grade tumoral [306]. Ces données corrélatives sont renforcées
par des travaux menés sur la protéine Beclin-1 [196]. Des délétions mono-alléliques du gene
Beclin-1 sont fréquentes dans différents cancers humains, tels que les cancers du sein, de
I’ovaire et de la prostate (40 a 75 % des cas).

Sa surexpression dans des lignées cellulaires humaines de carcinome mammaire
restaure leur capacité autophagique et inhibe leur pouvoir tumorigene. Chez la Souris,
I’invalidation monoallélique du géne Beclin-1 conduit au développement spontané de tumeurs
dans de nombreux organes [196]. L ensemble de ces travaux suggere donc que la Beclin-1 est
un gene oncosuppresseur, agissant par un mécanisme d’haplo-insuffisance. Les travaux de
Takamura et son équipe indiquent que I’invalidation du géne codant ’ATG7 dans le foie de
Souris C57 augmente le développement spontané d’adénomes hépatiques. Ces hépatocytes,
déficients en autophagie, présentent une accumulation de la protéine p62, de mitochondries
altérées, un stress oxydant ainsi que des dommages a I’ADN [307]. Enfin, il est intéressant de
noter qu’en accord avec ces résultats, d’autres produits de genes oncosupresseurs se sont
réveélés étre pro-autophagiques. Parmi eux, nous pouvons citer les protéines de la voie de
signalisation PI3K/mTOR, telles que PTEN, TSC1 et TSC2 [308].

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer le rdle antitumoral de
I’autophagie. L’un de ces mécanismes est la prévention des dommages induits a I’ADN. Il a
ainsi ¢ét¢ démontré que, dans les conditions de stress métabolique, 1’inhibition de 1’autophagie
accroit le niveau d’especes réactives de ’oxygene ainsi que les dommages a I’ADN, ce qui se
traduit par une accélération de la croissance tumorale [291]. Dans des cellules possédant un
défaut d’apoptose, I’autophagie induite par un stress métabolique peut protéger de la mort
nécrotique, et de la réponse inflammatoire qui en résulte. Or, I’inflammation chronique dans
les tumeurs est a I’origine d’une libération de cytokines qui favorise la progression tumorale.
Ainsi, en empéchant la nécrose, I'autophagie protegerait de I’inflammation et de la

progression tumorale [309].
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Les travaux récents de Lee et son équipe suggerent que l’effet oncosuppresseur de
I’autophagie pourrait également étre relayé par une régulation de la vascularisation tumorale
[310]. Ainsi, les cellules endothéliales issues de souris invalidées pour 1'un des alleles du gene
Beclin-1 (animaux Beclin-1+/-), présentent des activités de migration, prolifération et
tubulogenese accrues. Ces auteurs observent ¢galement une vascularisation plus dense au sein
des tumeurs implantées dans des souris Beclin-1+/- par rapport a celles implantées dans des
souris sauvages. Il apparait donc qu’une réduction de 1’activité autophagique des cellules
endothéliales pourrait favoriser la néoangiogenése et de ce fait, stimuler la croissance
tumorale. Les données de la littérature indiquent donc que 1’autophagie pourrait inhiber
I’initiation tumorale en limitant les processus d’inflammation, d’instabilité génomique et les
dommages tissulaires. Il est alors envisageable qu’une stimulation de 1’activité autophagique
puisse prévenir le cancer dans certains contextes. En accord avec cette notion, il a été proposé
que les effets bénéfiques de la restriction calorique et I’activité physique sur la longévité et la

\

prévention du cancer pourraient Etre attribués a l’autophagie [168, 311,312]. De plus, le
traitement des patients a la metformine, un activateur de la voie de I’AMPK stimulant
I’autophagie, est associ¢ a une réduction du risque d’apparition de différents types de cancers
[313].
6.2. Role pro-tumoral de ’autophagie

Bien que les nombreuses ¢tudes résumées dans le paragraphe précédent plaident en
faveur d’un réle oncosuppresseur de 1’autophagie, d’autres travaux montrent que 1’autophagie
pourrait participer a la progression tumorale. C’est notamment le cas des tumeurs solides, au
sein desquelles les cellules sont exposées a un stress métabolique, du fait de la faible
vascularisation qui limite I’apport en nutriments et en oxygene. Dans ce contexte, les cellules
cancéreuses dépendraient alors du processus autophagique afin de faire face a leurs besoins
métaboliques et maintenir leur homéostasie énergétique. En accord avec cette hypothese,
I’activité autophagique est accrue dans les régions hypoxiques de certaines tumeurs et
I’invalidation de geéne codant la Beclin-1 accélére la mort cellulaire dans ces régions
[309, 314]. L’autophagie est également ¢levée dans des cellules transformées par ’oncogene
Ras, et participe a leur survie et leurs propriétés pro-tumorales [315]. Ainsi, un défaut

d’autophagie dans ces cellules, et ’accumulation de mitochondries endommagées qui en
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résulte, pourraient limiter la tumorigenese en détériorant le stock de mitochondries
fonctionnelles [261]. L’ensemble de ces données indique que I’autophagie joue un double role
au cours de la progression tumorale. De facon simplifiée, il est concevable qu’elle permette de
limiter les étapes initiales de la tumorigenese en limitant la prolifération cellulaire et les
dommages a ’ADN. Dans les étapes plus tardives de la progression tumorale, 1’autophagie
pourrait favoriser la survie des cellules carencées en nutriments et oxygene, situées dans les

régions centrales de la tumeur.
6.3. La modulation de I’autophagie pour améliorer les traitements contre

le cancer

Ces relations entre la tumorigenese et I’autophagie sont a prendre en considération dans
le contexte des thérapies anticancéreuses. Qu’ils soient déja utilisés en clinique ou encore au
stade expérimental, de nombreux traitements anticancéreux induisent I’autophagie au sein des
cellules cancéreuses. C’est par exemple le cas du tamoxiféene, de la rapamycine, du
témozolomide ou encore des radiations ionisantes [316,317]. Cette induction du processus
autophagique semble étre une forme de cytoprotection mise en place par les cellules
tumorales pour résister aux différentes thérapies. Il n’est alors pas surprenant que la
combinaison des thérapies actuelles avec une inhibition de I’autophagie soit en train
d’émerger en tant que stratégie prometteuse contre les cancers résistants. Plusieurs approches
sont alors proposées pour inhiber I’autophagie : 1) inhiber la dégradation du cargo au niveau
du lysosome 2) inhiber les composants essentiels de la machinerie autophagique. L’ approche
la plus avancée pour inhiber I’autophagie dans le contexte d’une thérapie anticancéreuse
repose sur l’utilisation de I’hydroxychloroquine (HCQ), un dérivé moins toxique de la
chloroquine. A ce jour, plusieurs essais cliniques de phase I ou II ont été réalisés. Il en ressort
qu’a des doses suffisamment basses pour ne pas Etre toxiques, I’inhibition du flux
autophagique chez les patients n’est pas systématique, soulignant la nécessité de développer
des analogues plus puissants, mais moins toxiques. Cependant, méme a ces faibles doses, la
combinaison de 'HCQ a certaines thérapies classiques s’est révélée étre étonnamment
efficace chez des patients souffrant de mélanome, de carcinome rénal, de cancer du cdlon ou
de my¢lome, suggérant que certains sous-types de cancers seraient plus sensibles a ce genre

de stratégie [318-320]. Afin d’approfondir ce concept, des dérivés plus puissant de ’'HCQ, tel
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que le Lys05, sont actuellement en cours de développement [321]. Les approches initiales,
visant la machinerie autophagique, ciblent essentiellement les enzymes qui régissent la
formation de I’autophagosome. Des inhibiteurs spécifiques de la kinase Vps34, inclue dans le
complexe PI3K-III, ont récemment été¢ développés, et sont capables de ralentir la prolifération
des cellules tumorales et d’induire leur mort [322,323]. Les protéines ULKI1 et ULK2 sont
¢galement des cibles potentielles pour lesquels des inhibiteurs sont actuellement en phase de

développement [324,325].
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Chapitre II:
Autophagie: immunité,

ﬂammation et infection.
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L'autophagie joue un ro6le dans Il'homéostasie cellulaire en dégradant des
macromolécules en condition de stress énergétique. Elle permet d'éliminer les agrégats
protéiques toxiques pour la cellule et les organelles non—fonctionnelles. Nous savons
aujourd'hui, en plus, que l'autophagie joue un réle primordial dans plusieurs mécanismes et
voies de signalisation de l'i'mmunité innée et adaptative. Ainsi l'autophagie intervient dans la
destruction des microorganismes, dans la régulation de l'inflammation et elle module
I'immunité adaptative par son impact sur la présentation antigénique, et sur 'homéostasie des
lymphocytes.

1. Autophagie et élimination des microorganismes

1.1. Xénophagie

La premicre observation de l'induction de l'autophagie en condition d'infection a été
publiée en 1984. Aujourd'’hui, il est clair que l'autophagie joue un rodle crucial dans
I'¢limination directe des pathogeénes [326,327]. La réponse de l'autophagie contre les
pathogenes intracellulaires (bactéries, virus, champignons, parasites) se nomme xénophagie.

Dans le cas d’infections bactériennes, les bactéries entieres peuvent €tre séquestrées
dans des autophagosomes et €tre ciblées vers la dégradation. Plusieurs bactéries ont été
décrites pour étre dégradées par xénophagie dont le Streptocoque de groupe A,
Mycobacterium tuberculosis, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri et Listeria
monocytogenes. A 1’'inverse, la dégradation de particules virales entieres par autophagie ne
semble pas €tre un mécanisme trés fréquent de lutte contre les infections virales. L autophagie
semble étre plus adaptée a la dégradation de composants viraux individuels tels que des

protéines virales nécessaires au cycle de réplication du virus.
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Figure 17: Induction d’autophagie par détection de pathogénes intracellulaires [328].

1.1.1. Xénophagie et le Streptocoque du groupe A

La premicre souche bactérienne pour laquelle I’élimination par xénophagie a été
démontrée est Streptococcus pyogenes, connu aussi sous le nom Streptocoque de groupe A
(GAS) [327]. Cette bactérie de Gram positif entre dans les cellules par endocytose. Au début
de l’infection elle est contenue dans des endosomes. Une heure aprés I’infection, GAS
s’échappe des endosomes en secrétant la streptolysine O qui forme des pores dans la
membrane endosomale. 11 a été montré que I’exposition de GAS dans le cytoplasme induit la
xénophagie dans des cellules HelLa qui semble étre ATGS—dépendante puisque les
fibroblastes embryonnaires murins (MEF) ou les cellules souches embryonnaires murines
déficientes pour ce géne sont incapables de dégrader GAS [327].

Une étude a montré que GAS, qui utilise CD46 comme récepteur d’entrée, comme le

fait le virus de la rougeole, est sensible a une autophagie induite par I’engagement de ce
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récepteur [329]. Aussi, I’autophagie induite par CD46 aurait pour but de retarder la réplication
de la bactérie tandis que celle induite suite a 1’exposition de la bactérie au cytosol est
dégradative. De manicre intéressante les protéines Rab7 (qui participe a la formation des
endosomes), Rab23 (qui régule le transport vésiculaire) et Rab9A (impliquée dans la fusion
des autophagosomes et lysosomes) colocalisent avec les autophagosomes qui contiennent des
GAS [330,331]. Comme Rab9A et Rab23 ne sont pas impliquées dans I’autophagie canonique
induite par la carence en nutriments, ces observations indiqueraient que ces protéines auraient
un role spécifiquement dans la xénophagie [332].

En revanche, une étude récente a montré que le sérotype M1T1 de GAS est capable de
synthétiser une protéase qui peut dégrader les récepteurs autophagiques p62, NBRI1 et
NDP52, ce qui lui permet d’échapper a ’autophagie et de se répliquer dans le cytosol [333].

1.1.2. Xénophagie et Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis infecte les macrophages alvéolaires par phagocytose et
peut y résider pendant des années en formant des granulomes (état de latence). M.
tuberculosis survit dans les macrophages grace a sa capacit¢ d’inhiber la maturation des
phagosomes et leur fusion avec des lysosomes. Cependant, divers stimuli tels que la privation
de nutriments, des ligands de TLR (Toll-like receptors), sont capables d’induire une
autophagie qui favorise la maturation des phagosomes et conduit a la dégradation de la
bactérie. Il a été montré chez la souris que ’'IFN—y induit I’autophagie par I’intermédiaire de
la protéine IRGM1 (LRG-47). L’homologue humain IRGM (immunity-related GTPase)
semble également avoir un réle dans I’induction d’autophagie permettant le contrdle de
I’infection par Mycobacterium tuberculosis dans les macrophages humains en favorisant la
maturation des phagosomes [334]. De plus, il a été décrit que I’ADN de Mycobacterium
tuberculosis peut €tre reconnu par la protéine STING (stimulator of IFN genes), ce qui
promeut I'ubiquitination de la bactérie et son ciblage vers la dégradation autophagique via les
récepteurs autophagiques p62 et NDP52. Cependant, Mycobacterium tuberculosis a
développé des mécanismes pour échapper a la xénophagie notamment en inhibant le flux

autophagique [335].
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1.1.3. Xénophagie et Salmonella Typhimurium

Salmonella typhimurium est une bactérie qui peut se répliquer en dehors ou a I’intérieur
des cellules. A I’intérieur des cellules, elle est enfermée dans une vésicule appelée SCV
(Salmonella—containing vacuole) qui fournit a la bactérie une niche de réplication. Le systéme
de sécrétion de la bactérie lui permet de former un pore dans la membrane de la SCV afin
qu’elle puisse s’échapper dans le cytosol et avoir acceés aux nutriments [336]. Elle y est
ensuite ubiquitinée et est reconnue dés lors par les récepteurs autophagiques p62, Optineurine
et NDP52 [337-339]. L’activation de la kinase TBK1 phosphoryle Optineurine ce qui
augmente son affinité pour LC3 et par conséquent 1’efficacité de recrutement de la machinerie
autophagique sur la bactérie [338]. De maniére intéressante, quand la vacuole qui contient la
bactérie est endommagée, c’est le récepteur a sucres Galectin 8 qui cible I’ensemble vacuole-

bactérie et recrute NDP52, indépendamment de 1’ubiquitine [337,340].
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Figure 18: Xénophagie de Salmonella typhimurium [341].

Aprés Ulinternalisation de Salmonella Typhimurium, deux mécanismes distincts permettent sa
xénophagie. Pour les bactéries résidant dans une vésicule d'internalisation endommagées, ces dommages
sont détectés par la Galectine 8 qui recrute NDP52. NDP52 recrute ensuite LC3C via son domaine CLIR
ce qui permet la formation d'un autophagosome autour de la bactérie. En cas d'échappement de la
bactérie dans le cytsosol de la cellule, celle-ci va étre ubiquitinée par I'E3 ligase LRSAM1 (a). Ces chaines
d'ubiquitine sont ensuite reconnues par NDP52 ou Optineurine et comme précédemment l'activité kinase
de TBK1 permet d’augmenter l'affinité d'Optineurine pour l'ubiquitine (b).
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1.1.4. Xénophagie et Shigella flexneri

Shigella est une bactérie invasive qui se réplique a I'intérieur des cellules. Shigella est a la
fois capable d’échapper a ’autophagie, en sécrétant des facteurs tels que IcsB, et d’induire ce
processus. En effet, la protéine VirG intervenant dans la motilité, induit 1’autophagie en
interagissant avec ATGS. De plus, aprés I'invasion des cellules épithéliales, la rupture des
membranes des vacuoles contenant Shigella entraine des signaux menant a 1’ubiquitination de
protéines associées a ces membranes, au recrutement de p62, TRAF6 et LC3 pour une
dégradation autophagique [342]. Il a été décrit que les septines, un composant du cytosquelette,
sont recrutées avec les protéines autophagiques et forme une « cage » permettant d’emprisonner
Shigella flexneri dans le cytosol, ce qui limite la dissémination bactérienne. De plus, p62 et
NDP52 ciblent Shigella vers une autophagie dépendante des septines [343]. Par ailleurs, une autre
¢tude indique que la protéine Tecprl (Tectonin domain-containing protein) joue un role dans la

xénophagie de Shigella en interagissant avec ATGS [345].

1.1.5. Xénophagie et Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes est une bactérie intracellulaire qui rentre dans la cellule par
phagocytose et s’échappe du phagosome grace a la sécrétion de la listeriolysine (LLO) qui est
une hémolysine formant des pores. L’autophagie joue un role important dans le contrdle de
I’infection par L. monocytogenes. En effet, la bactérie se réplique de maniere plus importante
dans des fibroblastes embryonnaires de souris déficients pour la protéine ATGS que dans des
cellules normales compétentes pour 1’autophagie [336]. Le facteur de virulence LLO est un
facteur clé dans I’induction d’autophagie [336]. Chez I’homme et la souris, les protéines
NODI et ATG16L sont recrutées a la membrane des vacuoles contenant L. monocytogenes
[345]. Afin d’échapper a la xénophagie, L. monocytogenes a développé des moyens d’inhiber
ce processus grace a différents composants bactériens. La protéine ActA (Actin assembly-
inducing protein) de Listeria monocytogenes, impliquée dans la motilité, contribue a
I’échappement de I’autophagie en recrutant les complexes cellulaires Arp2/3 et Ena/VASP qui
rendent la bactérie « invisible » pour ’autophagie cellulaire [346]. De plus, une autre protéine
de surface nommée InlK agit de maniere similaire & ActA pour promouvoir I’échappement a

I’autophagie [347].

70



1.1.6. Xénophagie et Staphilococcus aureus

Comme nous I’avons vu a plusieurs reprises, I’autophagie peut protéger I’organisme par
la dégradation de microorganismes intracellulaires. Il existe aussi un autre mécanisme de
protection qui est d’induire la tolérance envers I’agent pathogene, protégeant ainsi des
dommages causées par celui—ci ou par une réponse immunitaire trop violente. Des travaux

tres récents montrent que I’autophagie protége de I’infection par Staphilococcus aureus.

S. aureus est une bactérie a Gram positif qui induit de nombreuses pathologies
responsables d’une forte mortalité et morbidité. Curieusement, chez des souris mutantes
hypomorphes pour ATG16L1 ou déficientes pour LC3B, I'infection par S. aureus induit une
plus forte mortalité que chez les souris WT, sans augmentation de la charge bactérienne [348].
Ces résultats indiquent que I’autophagie a un effet protecteur lors de I’infection par S. aureus.
Le facteur de virulence o—toxine, secrétée par S. aureus provoque la rupture des tissus et
notamment les membranes épithéliales et endothéliales lors du contact avec son récepteur
cellulaire. Une possible explication du réle protecteur de 1’autophagie lors de I’infection par S.
aureus est 1’observation que ce récepteur est plus fortement exprimé chez les souris
hypomorphes pour ATGI6LI1. Ainsi ’autophagie serait responsable du recyclage de ce
récepteur et de son maintien a des niveaux permettant une certaine résistance a la toxine et

aux dommages tissulaires provoqués par I’infection.
1.1.7. Xénophagie et Adherent-invasive Escherichia coli

Adherent—invasive E. coli (AIEC) est une souche pathogene qui se retrouve en quantité
anormalement élevée dans les muqueuses de ’iléon des patients souffrant de la Maladie de
Crohn [349]. La maladie de Crohn est une maladie inflammatoire chronique du tube digestif
pour laquelle aucun traitement curatif n’existe et qui nécessite des chirurgies invasives pour
exciser les tissus enflammés. La pathogénese de cette maladie n’est pas encore clairement
¢lucidée, en revanche de nombreux travaux suggerent une implication de la dérégulation de
I’autophagie comme un des facteurs déclencheurs possibles [350-352]. L’infection par AIEC
peut étre prise en charge par l’autophagie qui contréle la réplication des bactéries
intracellulaires [353]. A I'inverse, la dérégulation de I’expression de genes impliqués dans la

régulation de D’autophagie tels que ATG16L1 ou IRGM conduisent a une prolifération
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anormale d’ AIEC dans des cellules épithéliales et des macrophages [350, 353,354]. De méme,
un défaut d’expression du facteur de transcription inductible par ’hypoxie HIF—1, provoque
un défaut de maturation des autophagosomes et donne lieu a une prolifération anormale

d’AIEC [355].

1.1.8. Autres bactéries:

Certaines bactéries ont développé des stratégies d’échappement ou de détournement de
I’autophagie. Nous donnerons quelques exemples dans ce paragraphe. Il existe des bactéries
capables d’inhiber I’induction de I’autophagie. Pour exemple, Legionella pneumophila secrete
un effecteur capable de cliver la liaison entre LC3 et PE et qui cible de préférence les
membranes fortement incurvées, inhibant ainsi la formation d’autophagosomes [356,357]. Un
autre moyen d’échapper a la dégradation par autophagie est d’inhiber la maturation, comme le
fait la bactérie de la cavité buccale Porphyromonas gingivalis. Les autophagosomes qui la
renferment, ne colocalisent en effet jamais avec des marqueurs des endosomes tardifs ou des

lysosomes [358].

Enfin, certaines bactéries comme par exemple Coxiella burnetti induisent 1’autophagie
afin de former des niches réplicatives au sein de vésicules portant des marqueurs
autophagiques [359]. De maniére surprenante, quand I’autophagie est induite par une carence
en nutriments ou par la Rapamycine, la bactérie est capable d’infecter plus de cellules, plus de

vacuoles contenant la bactérie sont formées et sa multiplication est augmentée [360].

1.2. Autophagie et immunité

L’immunité innée est une réponse rapide des cellules lorsque D'intégrit¢ de
I’organisme est menacée. Les cellules phagocytaires ¢éliminent des ¢éléments déléteres ; les
cellules infectées produisent des interférons antiviraux de type I (IFN-I) protégeant les
cellules voisines ; la réponse inflammatoire (via 1’activation du facteur de transcription NF-
kB ou de I'inflammasome) recrute des cellules et des composants solubles protecteurs aux
sites altérés. L’immunité adaptative, qui concerne les lymphocytes B et T exprimant un
récepteur issu d’un mécanisme de recombinaison génique (respectivement le BCR [B cell
receptor] et le TCR [T cell receptor]), est initi€ée afin de parfaire la réponse innée. Le BCR

reconnait des antigénes natifs, le TCR des peptides présentés par le complexe majeur
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d’histocompatibilité (CMH). Les peptides présentés par les molécules du CMH de classe [
(présentes sur toutes les cellules nucléées) donnent un premier signal aux lymphocytes T CD8
(cytotoxiques), indispensable a leur activation. Ceux présentés par les molécules de classe 11
(exprimées sur les cellules présentatrices d’antigenes et les cellules épithéliales thymiques)
donnent un premier signal aux lymphocytes T CD4 (auxiliaires ou helper).

La mémoire de I'immunité adaptative protége 'organisme face a de nouvelles
expositions a des éléments déja rencontrés. L’autophagie, qui est elle-méme une réponse
cellulaire contre des altérations cytosoliques, joue un role majeur dans I’immunité. I1 est des
lors peu surprenant que des dysfonctionnements de ce processus menent a des pathologies
liées a des défauts ou des exceés d’immunité.

1.2.1. Role de I’autophagie dans I’immunité innée :

La xénophagie correspond a la capture d’un micro-organisme a I’intérieur de la double
membrane formant 1’autophagosome. De nombreuses espéces bactériennes (Mycobacterium,
Shigella, Salmonella), virales (le virus d’Herpes HSV-1, le virus de la mosaique du tabac, le
VIH, le virus Sindbis) et parasites (Toxoplasma Gondii) sont dégradées sélectivement par les
autophagosomes. Ce mécanisme d’autophagie fait intervenir les récepteurs/adaptateurs de
cargos de la famille de p62 (SLR — SQSTM1/p62-like receptor) ainsi que la reconnaissance
des pathogenes par des PRR.

1.2.1.1. Xénophagie et SLRs
La dégradation des pathogeénes présents dans le cytoplasme implique leur détection par
des PRR cytoplasmiques et leur fixation par divers SLR. Trois récepteurs SLR impliqués dans
I’autophagie sélective semblent importants pour la reconnaissance de bactéries intracellulaires

: p62, NDP52 et 'optineurine.

L'¢limination sélective par l'autophagie n'est pas restreinte aux pathogenes. Elle
concerne ¢galement des agrégats protéiques et des organelles endommagées qui sont
reconnues et capturées par les protéines adaptatrices de l'autophagie [361]. Cette famille
d'adaptateurs nommées « Sequestosome 1/p62—Like Receptors » (SLR), possedent un
domaine de liaison LIR avec la protéine LC3 et reconnaissent les cibles ubiquitinylées. La

surface des microorganismes peut dans certaines conditions €tre ubiquitinylée. Dans ce cas, le

73



domaine de liaison a l'ubiquitine contenu dans les SLRs permet de créer un lien avec la
machinerie autophagique grace a son domaine LIR [362]. Les microorganismes ubiquitinylés

peuvent alors €tre adressés vers les autolysosomes ou ils seront dégradés [363].

La protéine p62 peut cibler Shigella fiexneri apres ubiquitinylation de la surface de la
vacuole qui la contient. Une fois que la bactérie est internalisée, elle perce la membrane de la
vacuole la contenant ; c'est & ce moment que la membrane endommagée de la vacuole est
ubiquitinylée. La membrane polyubiquitinylée contenant Shigella interagit avec la protéine
autophagique p62. Ainsi, celle—ci recrute la protéine LC3 facilitant la dégradation de la

bactérie via l'autophagie [339,364].

D'autres adaptateurs sont capables de reconnaitre des bactéries ubiquitinylées, telles que
NDP52 [365]. NDP52 est I'adaptateur qui est utilis¢é pour la reconnaissance de la bactérie
Salmonella enterica. Suivant le méme processus que la bactérie précédente, la vésicule qui
contient Salmonella est percée, puis ubiquitinylée pour enfin étre détectée par la protéine
autophagique LC3 grace a NDP52. Lors d'une infection par Salmonella de cellules invalidées

pour NDP52, la croissance bactérienne est accélérée.

Les données de la littérature concernant la xénophagie de particules virales sont moins
abondantes. Les virus HSV-1517, VIH et Sindbis sont retrouvés dans des autophagosomes et
dégradés [366-368]. En outre, la capside du virus sindbis est reconnue par p62 de fagon

indépendante de ’'ubiquitine [369].
1.2.1.2. Autophagie et phagocytose

Les macrophages et les polynucléaires neutrophiles ¢€liminent les bactéries
extracellulaires entre autres par phagocytose. Cette endocytose spécialisée permet
l'internalisation de particules, débris cellulaires, cellules apoptotiques et pathogenes [370]. Le
contenu d'un phagosome peut étre dégradé par la fusion du phagosome avec des endosomes
tardifs ou des lysosomes. LC3 peut étre recrutée par le phagosome [371]. La phagocytose
faisant intervenir la protéine LC3 est nommée LAP (LC3-associated phagocytosis). La LAP
dépend d'une forte activité¢ de la PI3K et d'un recrutement initial de Beclinl au niveau du

phagosome. Par la suite, la protéine LC3 peut se lier au phagosome et favoriser son
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acidification par fusion avec les lysosomes. La localisation de la protéine LC3 sur la
membrane du phagosome a été documentée par des études protéomiques afin de déterminer la
composition de la membrane du phagosome [372]. Le recrutement de la protéine LC3
peut—étre induit par les TLRs. Dans ce cas, sa localisation a la membrane du phagosome ne
dépend pas de I'induction de l'autophagie canonique. Cependant, il est difficile de déterminer
si le recrutement du LC3 se fait directement a la surface du phagosome ou par fusion rapide
avec les autophagosomes [373]. La confirmation en TEM (Transition ¢épithélio-
mésenchymateuse) de ’absence de double membrane sur les vésicules positives est donc une
condition nécessaire (mais non suffisante) pour pouvoir parler de LAP. A I’heure actuelle, les
mécanismes exacts qui décrivent la LAP ne sont pas bien connus. Son induction fait
intervenir la voie PI3K mais contrairement a 1’autophagie canonique, les protéines ULKI et
FIP200 de la voie ULK ne semblent pas nécessaires [374]. Des études sont nécessaires pour
caractériser finement les mécanismes moléculaires de la LAP et son role dans la dégradation
des pathogenes comme Burkholderia, Mycobacterium ou Salmonella ainsi que les cellules

apoptotiques et nécrotiques [375].
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Figure 19: Phagocytose associée a LC3 [376].

L’engagement de TIM4 ou de TLRY a la surface des cellules phagocytaires par des corps apoptotiques ou
Aspergillus fumigatus déclenche la phagocytose associée a LC3. (1) Le LAP est initié par la formation
d'un complexe d’initiation contenant Beclin 1, UVRAG, VPS34 et Rubicon. (2) Ce complexe d'initiation
va produire a la membrane du LAPosome des PI3P. (3) Cette production de PI3P permet le recrutement
et la stabilisation de NOX2 par Rubicon a la membrane du LAPosome. (4) NOX2 va produire des
espéces réactives de I'oxygéne (ROS) ce qui permet le recrutement des complexes de conjugaison (5).
Enfin, la conjugaison de LC3 a la membrane du LAPosome permet la fusion avec les lysosomes (6) et la
dégradation du contenu.
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1.2.1.3. Autophagie et reconnaissance via les PRRs

Tous les organismes métazoaires posseédent des récepteurs appelés PRRs (Pattern
recognition receptor) codés par l'information génétique germinale [377]. Ces PRRs
reconnaissent des signaux de danger d'origine microbienne (MAMP) ou endogénes (DAMP).
Ils permettent d'initier la dégradation des pathogenes par 1'induction de la phagocytose, par la
production de molécules antimicrobiennes, ou par l'initiation du processus inflammatoire. Ces
récepteurs permettent de détecter une menace liée a l'infection et/ou au dommage tissulaire
par reconnaissance d'un nombre fini, quoique tres diversifi¢, de structures moléculaires [378].
Les PRRs sont exprimés a la fois sur les cellules immunitaires et non immunitaires. Ils
reconnaissent des composants de la paroi ou de la membrane des bactéries, champignons et
parasites mais aussi des acides nucléiques ou des composants intracellulaires libérés lors de
dommages cellulaires. Chez les vertébrés, les cellules du SI inné jouent un réle prépondérant
dans la reconnaissance des signaux de danger. Leur activation permet de contribuer
directement a 1'¢limination des microorganismes, a la réparation tissulaire et a l'activation de
I'i'mmunité adaptative chez les vertébrés [379]. L'activation des PRRs méne a une réponse

inflammatoire dont le profil est largement orienté par la nature de I'agent infectieux.
On classe de maniere courante les PRRs en trois catégories.

La premiere inclut les protéines transmembranaires, telles que les TLRs, les récepteurs
lectine de type C (CLR) et les « cytosolic DNA sensors » (CDS) [380]. Le second groupe est
compos¢ de protéines cytosoliques, telles que les « nucleotide oligomerization domain
receptors » (NOD)-like receptors (NLR), retinoic acid—inducible gene (RIG)—I-like
receptors (RLR) et les membres de la famille pyrin, HIN domain— containing (PYHIN) [381].
La plupart des PRRs active les mécanismes de défense par sollicitation de trois facteurs de
transcription trés conservés tout au long de 1'évolution a savoir les facteurs NF—«b, AP1 et
IRF. La famille des NLRs comprend de plus des protéines formant un complexe appelé
inflammasome. Ce complexe active la caspase 1 nécessaire a la maturation des cytokines pro—
inflammatoires I'IL—1B et IL—18 [382]. La production des précurseurs de I'L—1B et de

I’IL—18 nécessite ¢galement l'activation de NF—«b.
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1.2.1.3.1. Autophagie et TLRs

Les TLRs reconnaissent des ligands microbiens ou endogenes vari¢s. Les TLRs sont
historiquement la premicre classe de PRR a avoir été intimement liée a I'autophagie [383].
L'autophagie est induite par certains signaux TLR [383-385]. L’activation des voies TLR est
impliquée dans de nombreux mécanismes antimicrobiens comme la production de cytokines
inflammatoires, la maturation des DC ou encore le burst oxydatif dans les neutrophiles [386].
Des TLR peuvent également induire 1’autophagie. En effet, I’activation du TLR4 par le LPS
dans des lignées macrophagiques induit fortement ’autophagie [387]. Cette induction permet
le ciblage des bactéries Mycobacterium présentes dans la vacuole vers les autophagosomes.
Les ARNds et I’ARNSss (retrouvés dans les génomes viraux) activent respectivement les voies
TLR3 et 7 qui induisent aussi I’autophagie [388,389]. La voie de transduction impliquée dans
I’activation de 1’autophagie dépendante des TLR fait intervenir les protéines adaptatrices
TRIF529 (TIR-domain-containing adapter-inducing interferon ) et MyD88 [388,389].
MyD88 et TRIF permettent le recrutement de Beclin 1 dans le complexe de signalisation du
TLR4 et inhibent son interaction avec Bcl-2, activant ainsi ’autophagie [390]. Cette
inhibition serait indirecte et passerait par 1’ubiquitination de Beclin 1 dépendante de TRAF6
(TNF receptor associated factor 6) qui agit en aval de MyD88 et TRIF dans la signalisation
TLR532. TRAF6 active ¢galement ULKI1 et controle ainsi les deux voies principales qui
régulent I’autophagie [391]. Dans les macrophages, une ¢tude récente montre par ailleurs que
la stimulation du TLR4 avec du LPS ou Escherichia Coli induit la transcription de p62
médiée par MyD88, TRIF, TRAF6 et Nrf2 (Nuclear factor-like 2) et conduit a la formation
d’ALIS dégradés par autophagie. En conclusion, D’activation des voies TLR induit
I’autophagie. Pourtant le role des TLRs dans le ciblage et la dégradation de pathogenes par

xénophagie reste a confirmer.
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Figure 20: Autophagie et TLR ; détection des pathogénes et inflammation [392].
1.2.1.3.2. L’autophagie et les RLRs

La détection de virus @ ARN dans le cytosol est souvent due a la reconnaissance de leur
génome par les senseurs de la famille des RLR (RIG-I Like Receptor) tel que RIG-I (Retinoic
acid-Inducible Gene 1) [380]. Une fois activés, ces senseurs activent la voie de signalisation
conduisant a la production d’interférons de type I (IFN-a et IFN-f). La délétion des protéines
ATGS et ATG7 induit une production aberrante d’IFN-I durant I’infection par le virus de la
stomatite vésiculaire. A D'inverse, la surexpression d’ATGS et d’ATG7 entraine une
diminution de la réponse IFN-I [394]. En effet, le complexe ATGS5-ATGI2 régule
négativement la production d’IFN de type I en interagissant directement RIG-I [394]. Ces
résultats suggerent que certaines protéines ATG peuvent réguler négativement la réponse

antivirale induite par les RLRs.

1.2.1.3.3. Autophagie et signalisation des TLRs et des RLRs: lien avec les
IkB kinases

Plusieurs voies de signalisation, telles que la voie des TLRs et des RLRs, importantes
dans I'immunité innée, impliquent les membres de la famille des Ixb kinases (IKK). Elles sont
divisées en deux grandes familles: les premicres, canoniques, telles que IKKa et IKK ; les

secondes, kinases proches de la famille des Ikb, telles que IKKe et TBK—1, un régulateur clé
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de la réponse IFN de type I lors d'infection virale. Cette famille de kinase peut induire
l'autophagie [338]. Dans ce cas, TBK1 phosphoryle l'optineurine, analogue de NEMO (IKKg,
qui sert de plateforme pour le complexe canonique d'1KK). L'optineurine phosphorylée qui
joue un role de SLR via son domaine d'interaction LIR avec la protéine LC3, facilite la
dégradation de pathogenes tels que Salmonella [338]. Les kinases IKK, IKKa et IKKf sont
décrites comme participant a la voie classique d'induction de l'autophagie lors de carence en
acides aminés [395,396]. Cette activation est indépendante de NF—«b3 [395,396]. Elles

engagent plusieurs voies de signalisation.

La premicre est la déplétion de la protéine pS3 cytosolique, décrite comme inhibant

l'autophagie [396].

La deuxiéme voie consiste en l'activation de 'AMPk qui est associée aux voies de
signalisation IKK, probablement via I'activation de « TGF—B—activated Kinase 1 » (TAK1).
On sait en effet que TAK1 peut activer ' AMPK [397], pouvant a son tour activer ULK1 [398].
En parallele, le complexe mTORI1 est inhibé via raptor et TCS2.

La troisieme voie est l'implication d'IKK dans l'activation de la voie JNK—1. Méme si le
mécanisme n'est pas encore totalement décrit JNK serait capable de phosphoryler Bcl-2 et de
rendre disponible la protéine autophagique Beclin 1 pour initier l'autophagie [399]. Ainsi les liens

entre autophagie et PRR sont a nouveau soulignés par les régulations via les protéines IKK.

- Autres senseurs:

La détection d’ADN cytosolique est également associée a 1’autophagie. La protéine
cGAS est capable de détecter I'ADN cytosolique et active l'axe de signalisation STING-
TBK1-IRF3 conduisant a la production d'IFN-I [400]. Le role de la voie cGAS-STING dans
I’induction de D’autophagie durant I’infection virale a récemment été démontré. cGAS
interagit avec la Beclinl, cette interaction permet de limiter la réponse IFN pendant
I’infection du HSV-1 et permet également d’induire I’autophagie afin d’¢éliminer le
virus[118]. Une autre ¢tude a démontré que la détection de M.tuberculosis par c¢GAS
permettait I'ubiquitylation de la bactérie et sa dégradation par la xénophagie induite par P62
et NDP52 [401]. En effet, en I’absence de STING, la bactérie n’est plus reconnue par les

protéines adaptatrices et donc n’est plus dégradée par I’autophagie.
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Figure 21: Modulation du signal pro-inflammatoire par I'autophagie [402].

L'interaction directe entre cGAS et Beclinl permet la suppression de la sécrétion de
cGAMP et de ce fait, la production d'IFN lors d'une infection virale ainsi que la dégradation
du pathogene cytosolique par ['autophagie. La machinerie autophagique favorise la
délivrance des PAMPs aux TLRs endosomaux. L'activation de l'inflammasome est régulée par
l'autophagie. L'autophagie, via ATG5—ATGI12 permet la régulation de l'inflammasome en
dégradant les mitochondries non fonctionnelles, qui relarguent une grande quantité de ROS

et de mtADN.
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1.2.1.3.4. Autophagie et NLR

Les récepteurs NOD qui reconnaissent des composants de la paroi des cellules bactériennes
dans le cytosol, jouent un role important dans l'induction de l'autophagie. Plusieurs études ont
montré que NODI1 et NOD2 activent l'autophagie en réponse a l'invasion bactérienne par
reconnaissance de leurs ligands [345,403]. Dans les cellules fibroblastiques MEF, NOD2 recrute
ATGI6I1 a la membrane plasmique au niveau de la zone d'entrée de la bactérie. Cela facilite le
trafic de la bactérie vers les autophagosomes et leur fusion avec les lysosomes. La dégradation de
la bactérie est alors induite ainsi que la présentation d'antigenes bactériens via le CMH II par les
DCS [345,403]. Dans ce processus, les protéines autophagiques telles qu'ATGS, ATG7, ATG1611
et le récepteur qui interagit avec la sérine—thréonine kinase 2 (RIPK2), permettant la signalisation
par NOD2, sont requis [403]. Les senseurs bactériens nodl et nod2 intracellulaires interagissent
directement avec ATG1611, favorisant a terme la dégradation des bactéries. Atgl6ll permet
¢galement de réguler I'inflammation induite par I'engagement des récepteurs NOD. Une étude
récente démontre qu'ATG16L1 diminue la réponse inflammatoire induite par les senseurs NOD et
ce, de manicre indépendante de l'autophagie [404]. ATG16L1 bloque l'activation de RIP2 en
limitant sa polyubiquitinylation et en diminuant son incorporation dans le complexe de
signalisation de NOD. Ce processus apparait comme étant spécifique d'ATG16L1 étant donné que
la délétion d'ATGS et d’ATGI9A n'affecte pas la réponse NOD, suggérant un mécanisme
non—autophagique. L'importance de la régulation de I'inflammation et de la réponse
antibactérienne par NOD2 et ATGI6l1 est reflétée par les fortes associations entre des
polymorphismes sur ces deux geénes et la maladie de Crohn. L'autophagie régule également

l'activité d'autres membres de la famille des NLRs, pouvant former I'inflammasome.
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Figure 22: NOD1/2, détection des bactéries intracellulaires et xénophagie [405].
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2. Relation entre inflammation et autophagie

L'inflammation est un processus physiologique partagé par tous les eucaryotes
supérieurs. Cet état résulte de plusieurs signaux de stress, seuls ou combinés. Premi¢rement,
une perturbation de la composition de la flore commensale peut engendrer une inflammation
des tissus. Des dommages tissulaires mécaniques seuls peuvent entrainer une inflammation
par la sécrétion de signaux de danger. Dans certains cas, des microorganismes peuvent
pénétrer au niveau du site de Iésion et participer au phénomene inflammatoire. Dans tous les
cas, l'inflammation a pour but de permettre I'entrée dans les tissus de cellules du SI, de les
activer et de favoriser la réponse immune adaptative afin de réparer les tissus 1ésés a la fin du
processus. L'inflammation est induite par des cytokines, en réponse a des signaux microbiens,
MAMP ou a des signaux de danger codés par le génome du soi, DAMP pouvant étre
constitués de composants intracellulaires libérés dans le milieu extracellulaire. Le stress
oxydatif induit par les ROS intra ou extracellulaires est également un stimulant potentiel de
l'inflammation. La réponse immunitaire induite lors de I'inflammation doit étre controlée et
stoppée a la fin de la réaction. Sans cela, il peut se mettre en place une inflammation
chronique qui mene a un exces de mort cellulaire et de dommages tissulaires, amplifiant
encore le phénomene inflammatoire. L'inflammation est donc régulée par un spectre large de
phénomenes allant du stress métabolique, au controle et a 1'élimination de pathogenes, a la

réponse immunitaire et a 'homéostasie tissulaire.

L'autophagie est décrite comme un mécanisme catabolique impliqué dans la réponse au
stress métabolique. Il est maintenant de plus en plus clair que le mécanisme autophagique est
impliqué dans d'autres réponses au stress comme par exemple I'hypoxie, la réponse a la
production de ROS, la réponse au défaut de synthese des protéines pouvant étre li¢ au stress
du RE, la réponse au stress génotoxique et a la reconnaissance et I'€limination des pathogenes
[405-408]. Toutes ces réponses sont des acteurs du processus inflammatoire et sont

impliquées dans la réponse immunitaire.
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2.1.L'autophagie et I'inflammation liée aux mitochondries

L'autophagie régule probablement l'inflammation de maniere ancestrale. En effet,
comme il a été détaillé plus haut, en plus de sa fonction de senseur du stress énergétique, elle
permet 1'€limination de pathogenes, en particulier intracellulaires. Comme également évoqué
précédemment, la xénophagie permet de séquestrer des pathogenes afin de les diriger vers la
dégradation lysosomale [409]. L'autophagie est induite dans ce cas par le stress métabolique
résultant de l'invasion du pathogeéne ou par la reconnaissance des MAMPs par les PRRs.
L'autophagie permet alors la réduction du phénomene d'inflammation en éliminant le

pathogene.

La mitochondrie est issue d'une protéobactérie ancestrale qui s'est adaptée a une vie
intracellulaire eucaryote. Il apparait possible qu'au cours de 1'évolution, l'autophagie,
initialement dédi¢e a la dégradation des pathogenes invasifs, permette encore chez les
eucaryotes I'¢limination des mitochondries, devenues organelles symbiotiques. Dans la
régulation de l'inflammation, le maintien d'une population de mitochondries fonctionnelles est
fondamental. Premiérement, 1'autophagie limite la production de ROS par les mitochondries
endommagées [19]. Deuxiemement, comme souligné précédemment, la dégradation des
mitochondries entraine la dégradation conjointe de certains PRR qui sont associés a la
membrane de celle—ci, comme RIG—I et MDAS. D'ailleurs, I'inhibition de I'autophagie meéne
a une hyper réactivité face aux ARN double brin en terme de sécrétion d'TFN-I [394].
L'autophagie est également nécessaire a la reconnaissance de 1'ADN cytosolique. Dans
certaines circonstances, I'ADN mitochondrial peut étre libéré dans le cytosol, stimulant les
PRRs appelés CDs, notamment dans les macrophages [410]. Dans cette publication, il est
rapporté qu'un senseur d'’ADN encore non identifi¢ mene a I'activation de I'inflammasome par
la protéine 3 contenant le domaine NACHT, LRR et PYD (NALP3). Il s'en suit une
production des cytokines pro—inflammatoires IL—1f et IL— 18. Une autre étude rapporte une

contribution du TLRY dans ce phénoméne [411].

A ce jour, nous pouvons suspecter I'inflammasome AIM comme étant impliqué dans la
reconnaissance d'ADN cytosolique. Un réle non—autophagique des protéines ATGS régule

¢galement l'inflammation en réponse aux ADN cytosoliques. Saitoh montre dans son étude
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que la perte d'expression de la protéine ATG9, mais non de la protéine ATG7, améliore
l'assemblage de STING lors de son induction par de 'ADN double brin, ce qui méne a une
activation aberrante de I'immunité innée [412]. Une €étude plus récente a montré que lors d'une
infection virale par le virus de la grippe, NOD2 controle la dégradation des mitochondries

endommagées par l'autophagie, limitant ainsi l'activation de l'inflammasome NLRP3 [413].
2.2. L'autophagie et I'inflammasome

Au—dela de son role dans la réponse inflammatoire liée a l'accumulation de
mitochondries endommagées, l'autophagie régule directement la sécrétion de cytokines
pro—inflammatoires, spécialement dans les cellules phagocytaires. L'une des premicres
preuves expérimentales de ce role a ¢ét¢ apportée par Saitoh et ses collegues [414]. Ils
montrent que des macrophages déficients en protéine ATG16L1 sécretent une grande quantité
d'IL—1p apres stimulation par les TLRs. Ils démontrent que cette dérégulation de la sécrétion

cytokinique est li€e a une forte activité de I'inflammasome.

L'inflammasome est un complexe protéique dans lesquelles des membres de la famille
des NLRs servent de protéines senseurs. L'inflammasome participe a 1'immunité innée en
permettant la maturation de la pro—IL—1f et de la pro—IL—18 en cytokines actives, grace a
l'activation de la caspase—1. L'un des mécanismes régulant négativement l'activation de
l'inflammasome passe par la dégradation de la pro—IL1p en réponse a une stimulation par des
TLRs. Plus précisément, il a ét€ montré que la pro—IL—1P est séquestrée dans des vésicules
positives pour la protéine LC3 lors d'une stimulation par le TLR4 [414]. De plus, la quantité
de pro—IL—1p est diminuée lors d'une stimulation de l'autophagie par de la rapamycine. Ceci
suggere que lors d'une stimulation par les TLRs, la pro—IL—1f est dégradée par l'autophagie,
permettant de réduire la quantité de cette interleukine en absence de stimulation du NLR. Le
groupe de Kehrl a quant a lui, démontré que l'assemblage de l'inflammasome résulte

d'ubiquitinylations.
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De ce fait, I'inflammasome peut étre directement dégradé apres liaison de la protéine
autophagique p62 [415]. Les sécrétions d'IL—1f et d'IL—18 sont alors limitées. On sait de plus
que l'activité d'ATG16L1 peut agir indirectement sur I'action de 1'lL—1p. Dans ce cas, ATGI
controle la quantité de TRAF6 via p62, diminuant I'expression du récepteur a I'IL—1p [416].
Comme mentionn¢ précédemment, l'autophagie limite également l'activité de I'inflammasome
indirectement en dégradant les mitochondries non fonctionnelles qui produisent des ROS

[413,417].

Certains NLRs pouvant faire partie des inflammasomes, servent a l'inverse a réguler de
maniére négative l'autophagie. NLRC4, NLRP3, NLRP4 et NRLP10 possédent un domaine
d'interaction avec la protéine Beclinl. Lors de l'invasion de la bactérie GAS, NLRP4,
normalement associ€e avec la protéine Beclinl, recrute le phagosome contenant la GAS, tout
en se dissociant de la protéine Beclinl [418]. Cette derniere peut participer a l'initiation de
l'autophagie. De plus, NLRP4 peut interagir avec le complexe de protéine vacuolaire de classe
C, ce qui résulte en I'inhibition de la maturation d'un autophagosome ou d'un endosome [419].
Ces ¢études nous indiquent qu'une balance fine co—régule l'activation des NLRs liée aux

inflammasomes et a l'autophagie.
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Figure 23: Autophagie et inflammasomme [420].

LUinflammasome est une plateforme activée en réponse aux DAMPs ou aux PAMPs. L"autophagie joue un
role double dans le processus pro-inflammatoire basé sur la régulation de I'activation de I'inflammasome
et sur la sécrétion des cytokines induites. La stimulation de l'inflammasome permet I'activation de la
caspase 1 et de la sécrétion de la cytokine IL-1B. L'inflammasome AIM2 peut étre activé par la présence
d’ADN microbien ou mitochondrial intracellulaire alors que I'inflammasome NALP3 peut étre activé par
divers DAMPs dont des ROS. L'autophagie régule de fagon négative l'inflammasome NLRP3 par la
dégradation directe de ses composants. L"autophagie inhibe I'activation des inflammasomes NLRP3 et
AIM en dégradant les mitochondries non fonctionnelles contribuant a I'activation de I'inflammasome. L'IL-
18 néosynthétisée peut également étre dégradée par I'autophagie. Enfin, la machinerie autophagique
intervient dans la sécrétion non-conventionnelle des cytokines induites par l'inflammasome telles que I'IL-
16.

mtADN, ADN mitochondrial ; SLRs, « Sequestosome 1/p62 Like Receptors »
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2.3. Cytokines et régulation de I'autophagie

L'autophagie est induite par de nombreuses cytokines, comme I'TFN—a le TNFa, I'lL-1a
et B, comme montré principalement dans les macrophages. De plus, 1'L—6 est capable
d'activer l'autophagie dans les cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMC) et le
TGFP dans des lignées cellulaires d'hépatocarcinome. L'induction de l'autophagie par le TNFa
a ét¢ démontrée comme dépendante de la génération de ROS et de la voie de signalisation de
JNK et ERK. L'induction de I'autophagie par I'lFNy chez la souris est quant a elle dépendante
de la protéine « immunity—related GTPase family m protein» (IRGM) [326]. Il est a noter qu'a
la différence de la souris, l'expression d'IRGM chez I'homme est indépendante de la quantité
d'TFNy. A l'inverse, I'L—4 et I'lL—13 sont des cytokines qui inhibent 1'autophagie, dans ce cas,
'inhibition de l'autophagie est dépendante de la voie de signalisation STAT6 et akt qui
activera mTOR. L'TL—10 enfin inhibe l'autophagie par les voies de signalisation STAT3 et
Akt [421].

L'autophagie peut également exercer un impact sur la sécrétion de cytokines. Comme
décrit précédemment, l'autophagie permet de réguler de fagon négative la sécrétion des
cytokines dépendantes de I'inflammasome, IL—1B et IL—18. L'autophagie peut aussi inhiber la
sécrétion de I'IL— 1a dans les DCs et les macrophages [422]. L'TL—1a est synthétisée sous une
pro—forme dans le cytoplasme, puis clivée par la protéase calpaine avant d'étre sécrétée par la
cellule. I1 a été montré dans un modele de souris déficiente pour l'autophagie spécifiquement
dans les cellules my¢loides, que les macrophages sécrétaient un taux important d'IL—1a. La
dégradation de la pro—IL—1a par la calpaine est induite par la génération de ROS, elle-méme
conséquente de l'augmentation du nombre de mitochondries non fonctionnelles dans les
cellules sans autophagie [423]. A l'opposé, I'autophagie permet une régulation positive de la

transcription et la sécrétion de TNFa, IL—8 et IL—6 [422].
3. Immunité adaptative

L’autophagie contribue également a 1’équilibre d’une réponse immunitaire adaptative et
mémoire. Elle régule en effet I’homéostasie lymphocytaire ou encore la présentation

antigénique.
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3.1. Autophagie et hématopoiése

L’autophagie influence le développement, la sélection, la maturation, I’homéostasie,
ainsi que la polarisation des lymphocytes T. En effet I’autophagie a un effet cytoprotecteur sur
les cellules souches hématopoiétiques [424]. De plus des défauts dans 1’autophagie modélisés
par des délétions conditionnelles d’ATG7 dans les cellules souches hématopoiétiques
perturbent 1’équilibre entre les cellules progénitrices myé¢loides et lymphoides [425].
L’autophagie participe également a la sélection positive dans le thymus [426]. Elle a aussi un
role dans la maturation des lymphocytes T, grace a la mitophagie [427]. L’autophagie
influence aussi leur polarisation. Par exemple une réponse de type THI17 est induite
préférentiellement lors de la maintenance prolongée des synapses immunologiques entre des

lymphocytes T et des cellules dendritiques déficientes pour I’autophagie [428].

L’autophagie est ¢galement importante pour la survie des lymphocytes B mémoires.
Enfin, I’absence d’autophagie dans les lymphocytes B plasmocytaires induit une sécrétion

d’anticorps anormale [429].
3.2. Effets sur la présentation d’antigénes

La présentation d’antigenes est 'un des piliers de I’immunité adaptative. L’induction de
la réponse adaptative nécessite la présentation de peptides dérivés de microorganismes
infectieux sur les molécules des complexes majeurs d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe I
ou II. Le CMH de classe I (CMH-I) est exprimé sur toutes les cellules et présente des
peptides aux cellules T CD8+ cytotoxiques. Le CMH de classe I1 (CMH-II) est exprimé a la
surface des cellules présentatrices d’antigene tels que les cellules dendritiques, les monocytes,
les macrophages, les lymphocytes b mais aussi sur des cellules épithéliales du thymus. Le
CMH-II présente des peptides aux lymphocytes T CD4+ auxiliaires, dont ’activation apres la

reconnaissance du complexe CMH—-II/peptide active des réponses de I'immunité adaptative.

Le CMH-I présente des peptides issus de la dégradation de protéines contenus dans le
cytoplasme (protéines du soi ou bien de microorganismes pathogenes). Ces protéines dites

«endogenes » sont dégradées par le protéasome, puis sont transportées dans le réticulum
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endoplasmique. Elles sont alors chargées sur le CMH—-I puis exportées a la membrane

plasmique en association avec ce dernier.

A Tinverse, le CMH-II présente généralement des peptides dérivés de protéines «
exogenes », c¢’est—a—dire qui sont internalisés par la cellule par phagocytose ou endocytose.
Les phagosomes et les endosomes fusionnent avec des lysosomes, ce qui permet la
dégradation des protéines en peptides. Ces vésicules contenant les fragments de protéines
exogenes fusionnent avec des vésicules riches en molécules CMH-II ce qui donne lieu a la
formation de complexes CMH-II/peptide. Ces complexes sont ensuite exportés a la
membrane plasmique soit par fusion directe entre la vésicule qui les contient, soit par le biais

des exosomes.

Il existe ¢galement des voies de présentation croisée de chargement de peptides

exogenes sur le CMH—I ou bien des peptides endogenes sur le CMH-II.

L’autophagie contribue a la présentation constitutive de peptides du « soi » dans le
contexte CMH II par I’épithélium thymique et par les cellules présentatrices de 1’antigene
[426,430-434]. Dans ce dernier cas, les antigénes concernés sont essentiellement cytosoliques
et nucléaires. L’autophagie contribue aussi a la présentation de peptides dérivés de

microorganismes intracellulaires [435,436].

Ainsi, I’antigéne EBNA1 du virus Epstein—Barr peut étre présenté dans le contexte
CMH 1II via un apprétement qui implique 1’autophagie canonique [191]. Chez la souris, des
cellules dendritiques dépourvues d’ ATGS perdent leur capacité a activer les cellules T CD4 in
vivo en réponse au virus HSV—1 [437]. En l'occurrence, ATGS5 joue un role dans des
phénomenes non canoniques qui contribuent a la maturation des phagosomes. La promotion
de la présentation antigénique dans le contexte CMH II peut également étre lie a la réponse
cellulaire au stress. Ceci a été¢ observé dans le cas du vaccin contre la fievre jaune. Apres
vaccination, la réponse T CD4 est réduite si les souris sont déficientes pour le facteur GCN2
qui est un détecteur de carence en aminoacides et un inducteur d’adaptation au stress. GCN2
active l’autophagie dans les cellules dendritiques en réponse a la surconsommation des
aminoacides imposée par la réplication virale et promeut la présentation de peptides viraux

dans le contexte CMH I1[438].
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La présentation antigénique dans le contexte CMH I peut aussi bénéficier de processus
autophagiques. Par exemple, dans le cas de présentation d’antigénes exogenes acquis par
endocytose/phagocytose (présentation CMH 1 croisée), il a ét€¢ montré que la présentation
d’antigénes de I'influenza—A par les cellules dendritiques est significativement améliorée si
les cellules infectées qui sont prises en charge sont en état de forte autophagie [439]. La
réponse T CDS et la présentation croisée par les cellules dendritiques étant aussi réduites chez
les souris déficientes pour le facteur GCN2, il est vraisemblable que I’autophagie associée a la
réponse au stress contribue ¢galement a la présentation de peptides du virus de la fievre jaune

dans le contexte CMH 1 [438].
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Figure 24: Mécanismes de présentation antigénique [440].
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4. Role antiviral de ’autophagie

4.1. Virophagie : dégradation de composants viraux

Nous avons vu que de nombreux types bactériens sont dégradés par autophagie dans un
processus qui s’appelle xénophagie. Cependant ’autophagie semble ne pas étre adaptée a
I’¢limination de virus complets. En effet il existe trés peu d’exemples de ce cas de figure, et
ce dans un contexte particulier. Par exemple le HSV—1 mutant pour le facteur de virulence
ICP34.5 se retrouve emprisonné dans des autophagosomes de macrophages murins [441]. Le
virus sauvage en revanche inhibe I’autophagie, ce qui indique qu’il n’est pas dégradé par

autophagie.

Dans un mode¢le d’exposition au génome d’HCV d’hépatocytes murins, la virophagie
est induite par la synthese d’IFN—B. Dans ce cas, la protéine non—structurale NS3 de ’HCV
est dégradée. Cependant, I'[FN—a, synthétisé plus tardivement, induit 1’autophagie mais
inhibe la fusion des autophagosomes avec les lysosomes. Seule la fusion entre les
autophagosomes et les endosomes et assurée, ce qui délivre des éléments viraux aux TLRs et

amplifie la réponse IFN—I[442].

Lors de I'infection par le virus du Chikungunya (ChikV) et le virus Sindbis (SINV) les
capsides virales sont reconnues par le récepteur autophagique p62 et dégradées [443]. Cette
dégradation a comme effet de protéger les cellules infectées d’une accumulation toxique de

capsides.

Dans le cas de I’infection par le VIH—1, le virus induit 1’autophagie rapidement apres
I’infection de lymphocytes T CD4+ suite aux interactions entre les glycoprotéines virales
d’enveloppe et les récepteurs cellulaires. Cette autophagie dégrade sélectivement la protéine
transactivatrice Tat suite a sa reconnaissance par p62 [444]. La reconnaissance de Tat par p62

est indépendante de 1’ubiquitine.

Cependant cet effet antiviral est rapidement contourné par le virus. Une autre ¢tude a
montré la colocalisation entre la protéine Gag du virus VIH-1 et GFP—LC3 dans des
macrophages humains. Les auteurs ont également observé des particules virales dans des

structures a double membrane qui pourraient étre des autophagosomes en microscopie
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¢lectronique a transmission [445]. Cependant dans cette étude les auteurs montrent que le
virus inhibe la maturation des autophagosomes par I’interaction de la protéine non—structurale
Nef avec Beclin—1. En outre le virus est également connu pour inhiber I’autophagie dans les
cellules dendritiques et les lymphocytes T CD4+ infectés, ce qui indique que la dégradation

du VIH ou ses composants reste un phénomene marginal [367,446].

Un exemple récent de role antiviral de ’autophagie est I'infection par le virus de
I’encéphalite japonaise. En effet dans des cellules MEF déficientes pour ATG7, le virus se
réplique de maniere sensiblement plus efficace, bien que les cellules soient plus susceptibles a
la mort induite par le virus [447]. Cependant le role de 1’autophagie n’est pas clair dans ce cas
précis. En effet bien que le complexe de réplication du virus colocalise avec LC3 endogene
aucune colocalisation n’a été observée avec la construction GFP—LC3. En outre les structures
LC3—positives qui colocalisent avec le complexe de réplication ne présentent pas de
marqueurs endosomaux ou lysosomaux, suggérant que dans ce cas LC3 aurait une fonction
indépendante de 1’autophagie. Ainsi I’effet inhibiteur de ’autophagie sur la réplication de ce

virus n’est pas li¢ a la virophagie du complexe de réplication et reste a étre déterminé.

Ces exemples montrent que I’effet antiviral de 1’autophagie serait opéré plutot par la
dégradation de composants viraux comme c’est le cas du virus du Chikungunya et du virus
Sindbis [443,448]. Cependant, dans le cas de ces virus la dégradation des capsides virales
respectives pourrait en fin de compte étre bénéfique pour les virus in vitro puisqu’elle

prévient la mort cellulaire due a leur forte accumulation.
4.2. Induction des réponses immunitaires

Comme il a déja été évoqué, I’autophagie et I’immunité sont intimement liées. Dans le
tableau ci—dessous sont résumées certaines des réponses immunitaires provoquées par

I’induction de 1’autophagie suite aux infections virales.
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Tableau IV: Liens entre autophagie et réponses immunitaires.

L'autophagie permet la présentation
d'antigénes sur CMH-I

Virus Réponse immunitaire induite Référence
Virus du Chikungunya | Dégradation de la capside [443]
Virus de Sindbis Dégradation de la capside [448]
Virus de la Stomatite | Reconnaissance par TLR—7
Vésiculaire (VSV) Production d'TFN-I dans les pDC | [449]
murines
Virus de | Reconnaissance par TLR—7 [450]
I'immunodéficience Production d'TFN-I dans les pDC
humaine (VIH) humaines [444]
Dégradation du transactivateur Tat
apres reconnaissance par p62
Virus Epstein Barr Production d'IFN—a dans les pDC | [451]
humaines
Virus respiratoire Production d’IFN—p dans les cellules | [452]
Syncytial dendritiques murines
L'autophagie augmente la maturation | [437]
Virus de I'herpés | des phagosomes contenant HSV—1 et
simplex 1 (HSV—-1) permet la présentation d'antigéne sur
CMH-1I [453]

4.3. Inhibition de I’autophagie par les virus

Lors des infections, les virus subissent constamment une pression de sélection qui
promeut la formation de mutations leur permettant de s’adapter a leur hote, notamment en

échappant a ses mécanismes de défense tels que I’autophagie. Les virus peuvent inhiber les

¢tapes d’induction de 1’autophagie ou bien les étapes de maturation des autophagosomes.
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4.3.1. Inhibition de I’initiation

Plusieurs virus échappent a I’action antivirale de 1’autophagie en inhibant sa mise en
place. Par exemple certains virus expriment des protéines semblables a la protéine Bel-2 qui
inhibe I’autophagie dans ses étapes initiales grace a son interaction avec Beclin—1. Les virus
HHV8 (human herpesvirus 8) et HV—68 (herpesvirus murin) expriment des protéines

homologues a Bcl-2 [454].

Un autre virus qui inhibe I’'initiation de I’autophagie est le virus herpes simplex 1
(HSV—1) qui effectue cette inhibition par plusieurs mécanismes. Tres tot dans le cycle viral,
le virus exprime la protéine ICP34.5 qui inhibe I’autophagie en interagissant avec Beclin—1
d’une part, et en déphosphorylant le facteur d’initiation elF2a de la traduction d’autre part
[455]. De plus, il a été récemment montré qu’une autre protéine, US11, inhibe I’initiation de
I’autophagie également [456]. Cette protéine interagit avec la PKR, ce qui empéche son
activation et I’induction de 1’autophagie. La synthese de cette protéine requiert la réplication
de I’ADN viral, ce qui signifie que son action sur ’autophagie survient lors des étapes
tardives du cycle viral. Le fait que le virus emploie deux stratégies différentes pour inhiber
I’induction de I’autophagie et ce a des moments différents de son cycle viral, souligne

I’importance de cette inhibition pour le virus.

Un autre virus inhibant I’initiation de 1’autophagie est le cytomégalovirus humain
(HCMV). Tres rapidement apres I'infection, le virus induit I’autophagie mais le role de cette
induction n’est pas encore ¢lucidé. Cependant, aprés I’expression de protéines virales la

protéine TRS1 bloque I’autophagie via sa liaison avec Beclin—1 [458].

Récemment, I’inhibition de 1’autophagie par le VIH—1 dans des lymphocytes T CD4+ a

¢té décrite pour impliquer la protéine virale Vif aprés son interaction avec LC3B [446].
4.3.2. Inhibition de la maturation

Certains virus induisent les étapes initiales du processus autophagique, tout en inhibant
les phases de maturation. Tel est le cas par exemple du virus VIH—1. En effet aprés une
induction des phases initiales de 1’autophagie par sa protéine fusogénique Env, VIH—1 bloque

la maturation des autophagosomes grace a I’interaction de la protéine non structurale Nef avec
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Beclin—1 perturbant ainsi les fonctions du complexe Beclin—1-VPS34-UVRAG [368]. De
maniere intéressante, Nef agit également sur le reste du processus autophagique. En effet une
fois que I’infection productive est établie, Nef contribue a la phosphorylation du facteur de
transcription TFEB qui reste alors séquestré dans le cytosol, ce qui limite la transcription de

genes autophagiques [458].

Le virus de la grippe A inhibe également la maturation en ciblant Beclin—1 et en

perturbant le complexe avec UVRAG grace a sa protéine de matrice M2 [459].

Le Coxsackievirus B3 promeut la formation d’autophagosomes mais inhibe leur
maturation également. Enfin le poliovirus induit 1’autophagie grace a I’action commune de ses
protéines non structurales 3A et 2BC. En revanche la protéine 3A bloque le transport des
autophagosomes le long des microtubules en se liant a la dynéine, ce qui les empéche de se

retrouver a proximité des lysosomes [460].
4.4. Role pro-viral de ’autophagie ou de protéines autophagiques

En plus des mécanismes d’échappement a I’autophagie certains virus ont développé des
stratégies pour tirer profit des moyens de défense déployés par les cellules cibles. Ainsi
certains virus ont évolu¢ afin de pouvoir détourner 1’autophagie a leur avantage. Plusieurs
virus sont capables de se multiplier de maniére plus efficace quand [’autophagie est
fonctionnelle. Nous allons donner ici quelques exemples de virus qui détournent I’autophagie

a leur avantage.
4.4.1. L’autophagie sert de plateforme de réplication

Certains virus notamment ceux a ARN de polarité positive sont connus pour se
répliquer au niveau des membranes intracellulaires. Ce mécanisme facilite la production du
virus car les complexes de réplication se retrouvent concentrés au méme endroit. Ainsi
certains virus semblent utiliser les membranes des autophagosomes comme de telles
plateformes de réplication. Le premier virus identifié a exploiter ’autophagie de telle manicre
et le poliovirus. Ce virus se réplique sur des structures a double membrane. De plus, la
protéine non structurale 3A du virus en plus de travailler de concert avec 2BC pour lipider

LC3—1 en LC3-1I, colocalise avec LC3. En outre, la stimulation de 1’autophagie augmente la
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réplication de ce virus [461]. D’autres virus utilisant les autophagosomes comme plateforme
de réplication sont le Coxsackievirus B3 [462], ainsi que I’entérovirus 71 et le FMDV [463].
Le virus de la Dengue induit I’autophagie lors de sa réplication et des ARN double brin ainsi
que la protéine non structurale NS1 colocalisent avec LC3, suggérant que ses complexes de

réplication se trouvent au niveau des autophagosomes [464].
4.4.2. L’autophagie retarde la mort cellulaire

Les virus peuvent également tirer profit de 1’autophagie quand elle prolonge la survie
des cellules infectées. Tel est le cas par exemple du virus du Chikungunya et du virus Sindbis
pour lesquels, I’induction de 1’autophagie lors de I’infection permet la dégradation des

capsides virales toxiques pour la cellule [443, 448,465].

Un autre exemple est le virus de la grippe A qui synthétise des facteurs
pro—apoptotiques. Sur la base d’observations que [D’inhibition de [’autophagie induit
davantage I’apoptose lors de I’infection par ce virus, les auteurs proposent 1’hypothése que
I’autophagie permet de diminuer son effet cytopathique [459]. 11 est intéressant de préciser
que le virus de la grippe A bloque la fusion entre les autophagosomes et les lysosomes grace a
la protéine de matrice M2. Par conséquent le flux autophagique qu’il induit est incomplet.
Ceci suggere que l’autophagie promeut la survie cellulaire et que le virus peut réguler ce

processus en bloquant la maturation des autophagosomes.

En revanche, le virus de I’encéphalite japonaise (JEV) quant a lui induit un flux
autophagique complet qui augmente sa capacité de se répliquer et protege les cellules de la
mort cellulaire. En effet I’inhibition de 1’autophagie lors de I’infection par JEV active les
caspases et meéne a la mort cellulaire [466]. En revanche I’induction de cette autophagie limite
la production de particules virales [447]. Ceci suggere que JEV manipule I’autophagie afin

d’atteindre un équilibre entre survie cellulaire et multiplication optimale.

Enfin, le parvovirus B19 induit spécifiquement la mitophagie afin de prévenir les

signaux apoptotiques que les mitochondries émettent [467].
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4.4.3. L’autophagie aide a I’assemblage et a la sortie des virus

L’autophagie peut avoir un effet pro—viral en assistant 1’assemblage des virions. Par
exemple le virus VIH—1 est capable d’induire et de contréler I’autophagie pour se répliquer de
facon optimale. En effet ’autophagie induite par VIH—1 permet le clivage du précurseur de
Gag (polyprotéine). Au contraire, I’inhibition de I’autophagie diminue la quantité d’un des
produits de ce clivage, la protéine p24. Ainsi I’autophagie favorise la production de particules
virales. Cette action ainsi que la capacité du virus d’inhiber la maturation des autophagosomes
afin d’éviter sa dégradation permettent une multiplication optimale [368]. Le virus de
I’hépatite B est un autre virus qui nécessite 1’autophagie pour accomplir son assemblage. En
effet la protéine SHB de ce virus induit ’autophagie afin de promouvoir I’acquisition d’une
enveloppe virale par le virus [468]. Enfin ’autophagie est requise par le virus de la Dengue
pour sa maturation. L’inhibition de 1’autophagie donne lieu a la production de nombreuses

particules non infectieuses [469].

L’autophagie peut également promouvoir la propagation des virus en promouvant
I’exocytose non lytique. Un virus qui utilise potenticllement 1’autophagie pour quitter la
cellule infectée par ce biais—la est le Coxsackievirus B. En effet il est libéré a I’extérieur des
cellules au sein de «microvésicules extracellulaires » sur lesquelles la forme lipidée de LC3,
LC3-1I est retrouvée préférentiellement, suggérant un role pour 1’autophagie dans ce type de

sortie [470].

Enfin la protéine de Matrice 2 (M2) du virus de la grippe interagit avec LC3 via un
domaine LIR, ce qui favorise le bourgeonnement du virus et assure la stabilité¢ du virus [471].
En effet lors du bourgeonnement LC3 est relocalisé a la membrane plasmique ou il interagit
avec la queue cytoplasmique de M2. Ainsi M2, en plus d’inhiber la maturation des
autophagosomes, détourne I’autophagie afin d’assurer une sortie efficace de la cellule

infectée.
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4.4.4. L’autophagie module favorablement le métabolisme cellulaire

Certains virus comme le virus de la Dengue sont capables de modifier le métabolisme
cellulaire afin de promouvoir leur propre réplication. Le virus de la Dengue induit une
autophagie qui dégrade les gouttelettes lipidiques (lipophagie), ce qui permet la libération
d’acides gras et leur conversion ultérieure en ATP au sein des mitochondries. L’ATP est
utilisé par le virus lors de la réplication [32]. L’inhibition de 1’autophagie ou encore de la
B—oxydation qui permet la syntheése d’ATP réduit considérablement I’efficacité de réplication
du virus. En revanche dans le cas de cellules déficientes pour 1’autophagie, I’apport exogene

d’acides gras permet au virus de se répliquer avec la méme efficacité.
4.4.5. Autophagie et induction de la mort cellulaire

Le VIH-1 est connu comme capable d’induire DI’apoptose. En effet les cellules
dendritiques infectées par le VIH—1 induisent I’apoptose dans des lymphocytes T CD4+
infectés ou non par un mécanisme impliquant les ligands TRAIL et FasL [472]. Ce
phénomene pourrait expliquer la baisse drastique du nombre de lymphocytes T CD4+
caractéristique de la maladie du SIDA. De manicre intéressante, une autre ¢tude a montré que
I’autophagie pourrait aussi jouer un role dans D’induction de 1’apoptose [473]. Les
glycoprotéines d’enveloppe gp41l et gpl20 exprimées a la surface des cellules infectées
induisent 1’autophagie dans les cellules voisines non infectées via un processus impliquant le
récepteur CXCR4 et la fusion des membranes cellulaires. Cette autophagie est nécessaire a la
mort par apoptose de ces cellules qui a son tour contribue probablement aussi a
I’immunodéficience. En revanche, dans les cellules infectées 1’induction de I’autophagie est
rapidement inhibée ce qui souligne la capacité du virus a échapper a I’activité antivirale de

I’autophagie [367,368].
4.4.6. Autres roles pro-viraux de I’autophagie

Une étude récente sur le virus du Chikungunya a révélé des roles distincts pour les deux
récepteurs autophagiques p62 et NDP52 [443]. Nous avons déja évoqué que p62 reconnait la
capside virale et la cible pour dégradation autophagique. NDP52 quant a elle reconnait la

protéine non—structurale nsP2. Cette interaction régulerait positivement la réplication de
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I’ARN viral. De plus elle prévient la mort cellulaire induite par nsP2. Enfin, cette interaction
est spécifique a NDP52 humaine et expliquerait la permissivité accrue des cellules humaines

par rapport aux cellules murines par exemple.

Comme nous I’avons déja décrit, I’autophagie peut inhiber la voie NF—«kB en dégradant
des composants de cette voie [474]. Cette stratégie est utilisée par le Cytomégalovirus humain
qui induit la dégradation autophagique de NEMO, empéchant ainsi la signalisation NF— «B
[475].

Certains virus utilisent la capacité de 1’autophagie a inhiber la réponse IFN—I a leur
avantage. En effet le virus de I’hépatite C (HCV) induit I’autophagie en déclenchant la
réponse UPR [476]. L’infection par le virus VSV induit également I’autophagie par
I’interaction entre ATGS5/ATGI12 et la protéine mitochondriale TUFM [477]. TUFM est
capable d’interagir également avec un régulateur négatif d’IPS—1, ce qui séquestre ce dernier
a la membrane mitochondriale et I’empéche de remplir ses fonctions de signalisation. Ainsi
TUFM induit I’autophagie et inhibe la réponse IFN—I en méme temps. Cependant, dans ce cas
précis il reste a déterminer si I’induction de I’autophagie inhibe directement la production
d’IFN-I. Enfin, une étude a permis I’identification de la protéine IRGM comme responsable
de I’induction de 1’autophagie suite a 1’infection par le virus de la rougeole [478]. Comme
IRGM peut étre localisée au niveau des mitochondries, une hypothése a explorer serait que

son ciblage pourrait permettre de contrdler les réponses IFN—I également [479].
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L’autophagie est apparue au cours de ces dernieres années comme un phénomene
fondamental de ’homéostasie cellulaire et de ’organisme dont la dérégulation est associ¢e a
de nombreuses pathologies. Le mécanisme de I’autophagie demeure encore trés mal compris a
ce jour. Grace au travail de nombreuses équipes de recherche, des premieres réponses ont été
apportées, tout en laissant entrevoir un mécanisme d’une extréme complexité ce qui relance
continuellement les chercheurs sur de nouvelles pistes d’étude. Ainsi ’autophagie est devenue
un enjeu majeur de recherche fondamentale en biologie, physiologie et immunologie et pour
la découverte de nouvelles pistes thérapeutiques. Parmi les maladies concernées on peut citer
notamment les maladies neurodégénératives, les cancers, le diabéte de type II, 'obésité et les
maladies infectieuses.

Par ailleurs, I’autophagie est un mécanisme essentiel de ’homéostasie a 1’échelle
cellulaire ; I’immunité est un processus fondamental de I’homéostasie a 1’échelle de
I’organisme. La régulation de 1'un par 'autre fait régulierement I’objet de démonstrations
scientifiques et I’on peut rester optimiste sur les découvertes futures contribuant a renforcer
nos connaissances sur les mécanismes de régulation sous-jacents. Nous pouvons également
étre optimiste sur le potentiel & moduler/ réparer des défaillances autophagiques afin de
rétablir des équilibres immunitaires satisfaisants dans le cadre notamment
d’immunopathologies chroniques. Mais le chemin est encore long, I'immunité étant une
réponse complexe, intégrée et dynamique : 1’étude et la manipulation possible de 1’autophagie
dans ces réponses doit donc s’intégrer dans cette dynamique.

Néanmoins, a 1’autre bout de 1’éventail des recherches sur I’autophagie se trouve la
nécessité¢ d’identifier des biomarqueurs de 1’activité autophagique pour apprécier la nécessité
et ’efficacité de sa modulation en réponse a des traitements. Comme souvent en physiologie
ou en médecine, un organisme modele apporte des réponses biologiques fondamentales et
projette ce mécanisme vers la recherche de thérapies innovantes. L’autophagie n’échappe pas
a cette regle, c’est sans aucun doute ce qui a guidé I'Institut Karolinska et I’Académie Royale

des Sciences de Suede dans I’attribution du prix Nobel au Dr Yoshinori Ohsumi.
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Résumé

Titre : Autophagie : Infection, inflammation et immunité
Auteur : BELMADANI Sarah

Mots clés : Macroautophagie, dérégulation, pathologies, infection

L’autophagie est un processus de dégradation lysosomale trés conservé dans les cellules
eucaryotes et qui est essentiel au maintien de I’homéostasie cellulaire. Ce processus occupe
une place centrale dans de nombreuses fonctions physiologiques et sa dérégulation est
associée a plusieurs pathologies. Aussi, I’étude de I’autophagie suscite un intérét majeur qui
n’a cess€ de s’accroitre au cours de ces dernieres années.

L’autophagie joue également un role prépondérant en contexte infectieux. En effet, elle
permet de lutter contre des microorganismes pathogenes intracellulaires en permettant leur
dégradation. De plus, I’autophagie participe a I’activation de réponses immunitaires innées et
adaptatives. L implication de I’autophagie dans les infections virales est cependant complexe.
En effet, de nombreux virus ont développé des stratégies pour inhiber, utiliser voire détourner
I’autophagie a leur propre bénéfice. Ainsi, ’autophagie peut exercer aussi bien des fonctions
antivirales que provirales.

En conclusion, I’autophagie, que ce soit a 1’état basal ou lorsqu’elle est induite par un
stress, est manifestement importante dans le maintien de la vie en permettant ’homéostasie
énergétique et nutritive, la clairance des protéines altérées et donc toxiques et capables

d’induire dégénérescence tissulaire, instabilité génomique, cancer et vieillissement.



Abstract

Title : Autophagy : Infection, inflammation and immunity
Author : BELMADANI Sarah

Key words : Macroautophagy, deregulation, pathologies, infection

Autophagy is a highly conserved lysosomal degradation process in eukaryotic cells that
is essential for maintaining cellular homeostasis. This process occupies a central place in
many physiological functions and its deregulation is associated with several pathologies.
Also, the study of autophagy is attracting major interest, which has increased steadily in
recent years.

Autophagy also plays a major role in an infectious context. Indeed, it allows to fight
against intracellular pathogenic microorganisms by allowing their degradation. In addition,
autophagy participates in the activation of innate and adaptive immune responses. The
involvement of autophagy in viral infections, however, is complex. In fact many viruses have
developed strategies to inhibit, use or even divert autophagy for theirown benefit. Thus,
autophagy can perform both antiviral and proviral functions.

In conclusion, autophagy, whether in the basal state or when induced by stress, is
obviously important in maintaining life by allowing energy and nutrient homeostasis, and
clearance of altered proteins and therefore toxic agents capable of inducing tissue

degeneration, genomic instability, cancer and aging.
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Serment de Galien

Je jure en présence des maitres de cette faculté :

- D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de
mon art et de leur témoigner ma reconnaisse en restant
fidele a leur renseignement.

- D’exercer ma profession avec conscience, dans I’intérét
de la santé public, sans jamais oublier ma responsabilité
et mes devoirs envers le malade et sa dignité humain.

- D’étre fidele dans I’exercice de la pharmacie a la
législation en vigueur, aux régles de ’honneur, de la
probité et du désintéressement.

- De ne dévoiler a personne les secrets qui m’auraient été
confiés ou dont j’aurais eu connaissance dans 1’exercice
de ma profession, de ne jamais consentir a utiliser mes
connaissances et mon état pour corrompre les meceurs et
favoriser les actes criminels.

- Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele
a mes promesses, que je sois mépris¢ de mes confreres si
je manquais 2 mes engagements.
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