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RESUME

La macroautophagie, plus généralement appelée autophagie, est un processus de 

dégradation lysosomale très important pour l’homéostasie cellulaire. De plus, l’autophagie 

joue un rôle clé dans l’immunité en participant directement à la dégradation de micro-

organismes pathogènes intracellulaires mais également en activant les réponses immunitaires 

innées et adaptatives. Cependant, de nombreux virus ont développé des stratégies pour 

inhiber, utiliser voire détourner l’autophagie à leur propre bénéfice. L’objectif de cette thèse a 

été d’analyser la place de l’autophagie dans l’infection par le virus de la rougeole. Ce travail 

démontre que les souches atténuées du virus de la rougeole utilisent plusieurs voies 

moléculaires successives d’induction d’autophagie dans les cellules infectées. Tout d’abord, 

les souches atténuées du virus de la rougeole sont capables d’induire l’autophagie par 

l’engagement de leur récepteur d’entrée CD46. En effet, l’une des isoformes de CD46, CD46-

Cyt-1, est directement connectée à la machinerie autophagique via son association avec la 

protéine adaptatrice GOPC, et son engagement par le virus de la rougeole induit une première 

vague d’autophagie très précoce mais transitoire. Cependant, après un bref retour à l’état 

basal, une deuxième vague d’autophagie est induite suite à l’expression des protéines virales 

par l’interaction de la protéine virale non structurale C avec la protéine cellulaire 

autophagique IRGM. La formation de syncytia, des cellules multinucléées géantes, résultant 

de la fusion de cellules infectées avec des cellules non infectées, conduit à une troisième voie 

d’induction d’autophagie qui permet de maintenir l’autophagie mise en place. Cette 

autophagie soutenue est bénéfique pour le virus de la rougeole et favorise la production de 

particules virales infectieuses. En effet, l’autophagie est exploitée par le virus de la rougeole 

afin de limiter la mort des cellules infectées, ce qui promeut la production de particules 

virales. De manière intéressante, les souches virulentes du virus de la rougeole, qui n’utilisent 

pas CD46 comme récepteur d’entrée mais une autre molécule (CD150), n’induisent pas la 

première vague d’autophagie dépendante de l’engagement du récepteur, mais induisent les 

autophagies tardives par l’intermédiaire de la protéine C et de la formation de syncytia. Cette 

autophagie est également utilisée par les souches virulentes pour favoriser la production de 

particules virales infectieuses. Ce travail de thèse montre donc que l’induction d’une 

autophagie soutenue lors de l’infection par le virus de la rougeole promeut l’infection, 

principalement en limitant la mort cellulaire. De plus, il ouvre des perspectives sur la 

compréhension de la place de l’autophagie dans l’atténuation ou la virulence de l’infection 

virale.  



TITLE

Role of autophagy in measles virus infection: mechanisms of autophagy induction and 
consequences on measles virus life cycle.  

ABSTRACT

Macroautophagy, thereafter referred to as autophagy, is a lysosomal degradation 

process essential for the maintenance of cellular homeostasis. Moreover, autophagy plays a 

key role in immunity by directly degrading intracellular pathogens but also by favouring 

innate and adaptive immune responses. However, several viruses have evolved strategies to 

inhibit, exploit or even hijack autophagy for their own benefit. The aim of this thesis was to 

analyse the role of autophagy in the course of measles virus infection. This work demonstrates 

that attenuated strains of measles virus induce successive autophagy signalling in infected 

cells, via distinct and uncoupled molecular pathways. First, attenuated measles virus strains 

are able to induce autophagy through the engagement of their cellular receptor CD46. Indeed, 

one of the isoforms of CD46, CD46-Cyt-1 is directly connected to the autophagic pathway via

its association with the scaffold protein GOPC. Thus, measles virus binding to CD46 induces 

a first early and transient wave of autophagy. Soon after infection, following expression of 

viral proteins, a new autophagy signalling is initiated by the interaction of the non-structural 

measles virus protein C with the cellular autophagic protein IRGM. Strikingly, this second 

autophagy signalling can be sustained overtime within infected cells via a third autophagy 

input resulting from cell-cell fusion and the formation of syncytia. Sustained autophagy is 

exploited by measles virus to limit the death of infected cells and to improve infectious viral 

particle formation. Interestingly, virulent strains of measles virus, which do not use CD46 as a 

cellular receptor but use CD150, are unable to induce the early autophagy wave, whereas they 

induce and exploit the late and sustained autophagy. Thus, this work demonstrates that the 

induction of a sustained autophagy during measles virus infection promotes infectivity, 

mostly by limiting cell death. Overall, this work describes an unusual and complex interplay 

between autophagy and measles virus, which might contribute to understand the involvement 

of autophagy in the attenuation or the virulence of the infection. 
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A 
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ADN : acide désoxyribonucléique 
ALIS : aggresome-like inducible structure 

ARN : acide ribonucléique 
ATG : AuTophaGy related  
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C 
CMA : autophagie médiée par les 
chaperonnes (chaperone-mediated 

autophagy)  
CMH : complexe majeur 
d’histocompatibilité 
CQ : chloroquine 

D 
DC : cellule dendritique 

cDC : cellule dendritique 
conventionnelle 

moDC : cellule dendritique dérivée à 
partir de monocyte 

pDC : cellule dendritique plasmacytoide 

E 
EBV : virus Epstein-Barr 
ECMV : virus de l’encéphalomyocardite 
eIF2  : Eukaryotic translation Initiation 

Factor 2

F 
FMDV: Foot-and-Mouth disease virus

G 
GAS : Streptocoque de groupe A 
GDP : guanosine diphosphate 
GTP : guanosine triphosphate 

H 
HCMV : cytomégalovirus humain 
HHV6: herpesvirus humain 6 
HHV8 (KSHV): herpesvirus humain 8 
HSV : Herpes simplex virus 
HTLV : virus T lymphotrope humain 
(Human T cell Leukemia Virus)  
HV-68: herpesvirus murin  

I 
IFN : interferon 
IL: interleukine 
ISG : interferon stimulated genes

K 
KSHV (HHV8) : Kaposi Sarcoma-

associated Herpesvirus 

L 
LAP : phagocytose associée à LC3 (LC3-

associated phagocytosis) 
LB : lymphocyte B 
LPS : lipopolysaccharide 
LT : lymphocyte T 

M 
3-MA : 3 méthyladénine 
MEF : fibroblastes embryonnaires murins 
(mouse embryonic fibroblasts) 
MIIC/CIIV: compartiments riches en 
molécules CMH-II 
MNV : norovirus murin 
MTOC : centre organisateur des 
microtubules (microtubule organizing 

center) 

N 
NES: signal d’export nucléaire (nuclear 

export signal)  
NK : cellule natural killer

NLR : Nod-like receptor

NLS: signal de localisation nucléaire 
(nuclear localization signal) 

O 
OAS : 2’,5’-oligoadénylate synthétase 

P 
PAMP : Pathogen Associated Molecular 

Patterns 

PAS : pre-autophagosomal structure 
PBMC : cellules mononucléées du sang 
périphérique (peripheral blood 

mononuclear cell) 
PE : phosphatydyléthanolamine 



PESS : panencéphalite sclérosante 
subaiguë 
p.i : post infection 
PI : phosphatidylinositol 
PI3K : phosphatidylinositol 3-kinase 
PI3P : phosphatidylinositol-3-phosphate 
PKR : protéine kinase R 
PRR : pattern recognition receptor

PVRL : PolioVirus Receptor-Like proteins

R 
RCA : régulateur de l’activation du 
complément (Regulatory Complement 

Activator) 
RE : réticulum endoplasmique 
RLR : RIG-like receptor

ROS : Espèces réactives de l’oxygène 
(Reactive Oxygen Species)  
RSV : virus respiratoire syncytial 

S 
SCR : Short Consensus Repeat

SCV : vacuole contenant Salmonella

(Salmonella-containing vacuole) 
SIDA: syndrome de l'immunodéficience 
acquise 
STP : région riche en Sérine, Thréonine et 
Proline 

T 
TCR: Récepteur des lymphocytes T (T cell 

receptor) 
TLR : Toll like receptor

TM: domaine transmembranaire 
Tr1: lymphocyte T régulateur de type 1 

U 
Ub : ubiquitine 
UBA : Ubiquitin-associated domain

UBAN : ubiquitin binding in ABIN and 

NEMO domain

UPR : unfolded protein response

U.V : ultraviolet 

V 
VHB : virus de l’hépatite B 
VHC : virus de l’hépatite C 
VIH : virus de l’immunodéficience 
humaine 
VLP : pseudo-particule virale (virus like 

particle) 
VR : virus de la rougeole 
VR C : virus de la rougeole déficient pour 
l’expression de la protéine C 
VSV : virus de la stomatite vésiculaire 
VZV : le virus de la varicelle et du zona 
(varicella-zoster virus) 

Z 
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L’autophagie est un processus de dégradation lysosomale très conservé dans les 

cellules eucaryotes et qui est essentiel au maintien de l’homéostasie cellulaire. Ce processus 

occupe une place centrale dans de nombreuses fonctions physiologiques et sa dérégulation est 

associée à plusieurs pathologies. Aussi, l’étude de l’autophagie suscite un intérêt majeur qui 

n’a cessé de s’accroître au cours de ces dernières années. L’autophagie joue également un rôle 

prépondérant en contexte infectieux. En effet, elle permet de lutter contre des micro-

organismes pathogènes intracellulaires en permettant leur dégradation. De plus, l’autophagie 

participe à l’activation de réponses immunitaires innées et adaptatives. L’implication de 

l’autophagie dans les infections virales est cependant complexe. En effet, de nombreux virus 

ont développé des stratégies pour inhiber, utiliser voire détourner l’autophagie à leur propre 

bénéfice. Ainsi, l’autophagie peut exercer aussi bien des fonctions antivirales que provirales.  

A mon arrivée dans le laboratoire, il avait été décrit que les souches atténuées du virus 

de la rougeole étaient capables d’induire l’autophagie. Cependant, les conséquences sur 

l’infection virale étaient totalement inconnues. Ainsi, les objectifs de cette thèse ont été de 

mieux caractériser les mécanismes d’induction d’autophagie lors de l’infection par le virus de 

la rougeole et d’étudier les conséquences de cette autophagie sur le cycle viral.  

Dans ce manuscrit, je présenterai tout d’abord dans une première partie d’étude 

bibliographique, des données générales sur le virus de la rougeole. Je décrirai ensuite 

l’autophagie, en présentant notamment ses mécanismes de régulation, ses implications dans 

l’immunité et ses relations étroites avec des agents infectieux. Ces données permettront 

d’introduire les résultats de ma thèse, présentés dans une seconde partie sous forme d’un 

article. Enfin, la troisième partie de cette thèse sera consacrée à la discussion ainsi qu’aux 

perspectives de ce travail.  



Chapitre I : Etude bibliographique 





I-A. Le virus de la rougeole 

I-A.1. Description de la rougeole  

La rougeole, maladie très grave causée par le virus du même nom, est l’une des 

maladies infectieuses les plus contagieuses. Souvent considérée à tort comme une maladie 

bénigne, la rougeole est encore aujourd’hui l’une des plus grandes causes de morbidité et 

mortalité dans le monde. En effet, malgré l’existence d’un vaccin très efficace, la rougeole 

reste une cause importante de décès du jeune enfant. On estime que 158 000 personnes, dont 

une majorité d’enfants de moins de cinq ans, sont mortes suite à l’infection par le virus de la 

rougeole en 2011 (OMS, 2013). Plus de 95% des décès surviennent dans des pays en voie de 

développement dans lesquels les infrastructures sanitaires sont déficientes (OMS, 2013). Le 

seul réservoir du virus de la rougeole est l’homme. Aussi, l’éradication de la maladie est 

possible grâce à une très forte couverture vaccinale (Antona et al., 2012). Grâce à la 

vaccination antirougeoleuse, les décès dus au virus de la rougeole dans le monde ont chuté de 

71% entre 2000 et 2011 (OMS, 2013). Cependant, malgré une couverture vaccinale 

supérieure à 90% dans les pays occidentaux, plusieurs pays européens ont dû faire face à des 

épidémies de rougeole. Ainsi, 16 466 cas de rougeole ont été déclarés en France entre octobre 

2010 et septembre 2011 (Antona et al., 2012). De ce fait, la rougeole est une maladie qui reste 

très surveillée et l’étude du virus de la rougeole représente toujours un enjeu majeur pour la 

santé mondiale.  

Les premiers symptômes de la rougeole apparaissent après une période d’incubation 

de 10 à 12 jours. Ils commencent par une phase prodomique associant fièvre, toux, 

inflammation des muqueuses avec hypersécrétion de mucus dans le nez et dans la gorge 

(catarrhe), coryza (rhume dû à l’infection des voies respiratoires), conjonctivite et/ou 

trachéobronchite (Figure 1). Ensuite, apparait le signe de Koplik correspondant à de petites 

taches blanchâtres sur la muqueuse buccale, en regard des molaires. Cet énanthème, décrit par 

le Dr Henry Köplik en 1896, est spécifique de la rougeole et permet son diagnostic avant 

même l’apparition de l’éruption cutanée ayant donnée son nom à la maladie. L’éruption 

cutanée caractérisée par un érythème maculopapuleux (taches cutanées superficielles, de taille 



variable, sans relief, pouvant s'effacer temporairement à la pression), débute au niveau du 

visage, derrière les oreilles et le cou puis gagne progressivement le tronc et les membres 

(Antona et al., 2012; Moss and Griffin, 2011). L’éruption cutanée dure entre trois et cinq 

jours. Les patients sont contagieux jusqu’à cinq jours avant et après le début de l’éruption, 

avec un maximum de contagiosité lors de la phase prodromique de la maladie.  

Figure 1: Symptômes cliniques de la rougeole 

L’infection par le virus de la rougeole (VR) donne lieu à une situation paradoxale. En 

effet, bien que l’infection entraîne le déclenchement d’une réponse immunitaire efficace 

permettant l’élimination du virus et une immunisation à vie, elle induit une 

immunosuppression transitoire (de une à six semaines) mais très sévère dans les semaines 

suivant l’élimination du virus (Figure 2). Cette immunosuppression a été décrite pour la 

première fois par von Pirquet en 1908 lorsqu’il a observé une inhibition des réponses 

d’hypersensibilité retardée lors de tests à la tuberculine chez des patients atteints de rougeole 

(von Pirquet, 1908). De plus, cette immunosuppression peut être mise en évidence par une 

inhibition de la prolifération des lymphocytes induite par des mitogènes (Hirsch et al., 1984; 

Joffe and Rabson, 1981). Au niveau cellulaire, l’immunosuppression induite par le VR est 

caractérisée par une lymphopénie transitoire mais très importante avec une réduction du 

nombre de lymphocytes T. De plus, la fonction des cellules dendritiques, qui sont des cellules 

assurant une fonction majeure dans le déclenchement de réponses immunitaires, est dérégulée. 



L’immunosuppression transitoire induite par le VR est à l’origine des complications 

les plus fréquentes puisque pendant cette période, des infections par des micro-organismes 

pathogènes opportunistes vont pouvoir se manifester et sont à l’origine de la plupart des décès 

faisant suite à la rougeole dans les pays en voie de développement. Les complications les plus 

graves sont des infections respiratoires telles que les pneumonies, des encéphalites, des 

diarrhées sévères ou des otites (OMS, 2013). Contractée pendant la grossesse, la rougeole 

peut également donner lieu à de graves complications (Antona et al., 2012). Enfin, dans 

certaines circonstances, l’élimination du VR peut ne pas être totale et le virus peut persister au 

niveau du système nerveux central entrainant à terme une maladie appelée panencéphalite 

sclérosante subaiguë (PESS) (Griffin et al., 2012). La PESS est une dégénérescence du 

système nerveux central très rare mais toujours mortelle puisqu’il n’existe aucun traitement 

efficace et que le mécanisme de sa pathogenèse reste inconnu.  

Le VR se transmet par voie aérienne mais peut également se transmettre par contact 

direct avec les sécrétions nasopharyngées des personnes infectées. Le virus entre au niveau 

des voies respiratoires, puis rejoint ensuite les ganglions lymphatiques les plus proches. Il se 

réplique alors dans les ganglions lymphatiques, ce qui conduit à une virémie importante et 

entraîne la propagation du virus à d’autres tissus lymphatiques et à d’autres organes dont la 

rate, les poumons, le thymus, le foie et la peau (Figure 2). Les premières cibles de l’infection 

dans les ganglions lymphatiques sont les cellules dendritiques (DC) ainsi que les lymphocytes 

B et T. En effet, des études faites in vivo chez le macaque ont montré que les lymphocytes B 

et T sont des cibles majeures du VR (de Swart et al., 2007). De plus, la transmission du VR 

aux lymphocytes T est favorisée par l’infection des DC. En effet, in vitro, les DC infectées 

interagissent avec les lymphocytes T grâce à la formation d’une synapse impliquant 

l’interaction de la protéine virale H dans les DC avec le récepteur du VR sur les lymphocytes 

T (Koethe et al., 2012). Ainsi, les DC pourraient servir de vecteurs de transmission du virus 

pour l’infection des lymphocytes et la propagation du virus dans les organes lymphoïdes (de 

Witte et al., 2008). Dans le sang périphérique, les monocytes constituent la majorité des 

cellules infectées (Esolen et al., 1993). Dans les poumons, les macrophages alvéolaires 



deviennent les cibles préférentielles pour la réplication du virus (Lemon et al., 2011). Le VR 

infecte également les cellules épithéliales du tractus respiratoire (Sakaguchi et al., 1986). 

Figure 2 : Propagation du virus de la rougeole et immunité 

Le virus de la rougeole a été isolé pour la première fois en 1954 par Enders et Peebles 

chez un jeune patient qui s’appelait David Edmonston. Le virus fut isolé en inoculant des 

cellules primaires de rein humaines avec un échantillon de sang du malade (Enders and 

Peebles, 1954). Par la suite, les cellules Vero, qui sont des cellules épithéliales de rein 

extraites d'un singe vert africain, ont été souvent utilisées pour isoler le VR à partir de cas 

cliniques mais avec un taux d’isolement toujours faible. Les cellules Vero ne possèdent pas le 

récepteur permettant aux souches cliniques de les infecter, ce qui explique le taux d’isolement 

très bas. Les souches du VR qui se propagent efficacement sur ces cellules sont donc des 

souches qui ont été adaptées et qui ont acquis la capacité d’utiliser un autre récepteur d’entrée. 

Ces souches, qui n’entraînent plus de pathogénicité chez l’homme, sont appelées souches de 

laboratoire et ont donné naissance aux souches vaccinales. Plusieurs souches vaccinales ont 

été obtenues par des passages successifs sur différents types cellulaires (Figure 3). Ainsi, la 

souche Edmonston B a été utilisée pour constituer le premier vaccin commercialisé sous le 

nom de Rubeovax ® en 1963 (Figure 3).  



A l’inverse, l’isolement de souches à partir de patients est très efficace sur des cellules 

B95a qui sont des cellules lymphoblastoïdes de singe très sensibles au VR. De plus, les 

souches isolées sur ces cellules ont la particularité de conserver leur pathogénicité chez les 

singes infectés expérimentalement (Kobune et al., 1990, 1996). Ces souches sauvages du VR, 

isolées de cas cliniques et propagées sur cellules B95a, sont appelées souches cliniques ou 

souches virulentes en raison de la conservation de leur pathogénicité.  

Figure 3 : Dérivation des souches vaccinales à partir de la souche Edmonston 

Représentation schématique de la dérivation des souches vaccinales du VR à partir de la souche 

Edmonston sauvage originale (adapté de Parks et al., 2001). Le type de cellules utilisées pour leur 

adaptation ainsi que le nombre de passages sont indiqués en couleur. 



I-A.2. Structure du virus de la rougeole 

Le virus de la rougeole est un virus enveloppé ayant pour génome un ARN simple brin 

de polarité négative. Il appartient au genre des Morbillivirus, à la famille des 

Paramyxoviridae et à l’ordre des Mononegavirales. Les particules virales sont 

pléiomorphiques, généralement sphériques, avec une variabilité de taille allant de 100 à 300 

nm de diamètre (Lund et al., 1984). Le génome du  VR code pour six protéines structurales 

que nous allons décrire ci-dessous et pour deux protéines non-structurales nommées V et C 

que nous décrirons dans le paragraphe I-A.4.2. L’enveloppe du VR est dérivée de la 

membrane plasmique de la cellule hôte. Il existe deux protéines d’enveloppe, 

l’hémagglutinine H qui permet l’attachement du virus à un récepteur cellulaire et la protéine 

de fusion F assurant la fusion de l’enveloppe virale avec la membrane plasmique. La protéine 

de matrice M crée une interface entre l’enveloppe virale et le core du virion. L’ARN du virus 

est compacté dans une ribonucléoprotéine hélicoïdale, ou nucléocapside, comprenant la 

nucléoprotéine N et l’ARN polymérase ARN-dépendante composée de la phosphoprotéine P 

et de la large protéine L (Figure 4). 

               

Figure 4: Structure du virus de la rougeole 

La nucléocapside est constituée par l’association de l’ARN génomique encapsidé dans 

une hélice de monomères de protéine N. Dans l’ordre des Mononegavirales, chaque 

monomère de protéine N interagit avec un nombre précis de nucléotides, ce nombre variant au 

sein des Mononegavirales mais étant spécifique à chaque famille. Pour les Paramyxoviridae, 



un monomère de protéine N interagit avec 6 nucléotides (Egelman et al., 1989). La protéine N 

est la protéine du VR la plus abondante. Elle est constituée de 525 acides aminés (aa) et 

comporte deux domaines. Le domaine Ncore (résidus 1 à 399) constitue la majeure partie de la 

protéine et soutient l’auto-assemblage et la liaison à l’ARN. Le deuxième domaine est le 

domaine C-terminal Ntail constitué de 126 aa (résidus 400 à 525). Ce domaine Ntail est 

désordonné en l'absence de partenaires protéiques (Bourhis et al., 2006; Longhi et al., 2003). 

Cependant, le domaine Ntail interagit avec la protéine virale P. Il a été également décrit que la 

protéine N interagit avec des partenaires cellulaires par le domaine Ntail comme par exemple 

hsp70 (HSP : Heat Shock Protein) (Couturier et al., 2010), hsp72 (Zhang et al., 2005) et IRF3 

(interferon regulatory factor 3) (Laine et al., 2003, 2005). 

La phosphoprotéine P joue un rôle central dans la transcription et la réplication du VR. 

Les oligomères de protéine P se lient simultanément à la polymerase L et au domaine Ntail de 

la protéine N (Johansson et al., 2003). Les mouvements progressifs de la polymérase le long 

de la ribonucléoprotéine sont assurés par une succession de cycles de liaison-dissociation de 

la protéine P avec la protéine N (Desfosses et al., 2011; Shu et al., 2012). Ainsi, la protéine P 

permet l’ancrage de la polymérase L sur la ribonucléoprotéine et agit comme un cofacteur de 

cette polymérase virale. La protéine P est constituée de deux moitiés différentes dans leur 

structure ainsi que dans leur fonction. La moitié C-terminale est très conservée au sein des 

Paramyxoviridae et contient toutes les régions nécessaires à la transcription (Bowman et al., 

1999). Au contraire, la moitié N-terminale est très peu conservée et non structurée (Karlin et 

al., 2002), et assure des fonctions supplémentaires nécessaires à la réplication telles que 

l’encapsidation (Curran, 1996; Curran et al., 1994, 1995). Le gène codant pour la protéine P 

code également pour les deux protéines non structurales V et C, grâce au chevauchement de 

cadres de lecture ouverts. Nous détaillerons la fonction de ces protéines dans le paragraphe I-

A.4.2. 



La Large protéine L du VR est une ARN polymérase ARN-dépendante qui, en 

association avec la phosphoprotéine P, assure à la fois la transcription de l’ARN et la 

réplication du génome. La protéine L possède toutes les fonctions catalytiques nécessaires à la 

synthèse de l’ARN dont la polymérisation des nucléotides, le coiffage et la polyadénylation 

des ARNm. Elle possède six domaines conservés communs aux virus de l’ordre des 

Mononegavirales et portant les activités essentielles de la protéine (Poch et al., 1990) et deux 

régions très variables nommées H1 et H2 (McIlhatton et al., 1997).  

La protéine de matrice M joue un rôle crucial dans l’assemblage et le bourgeonnement 

du VR. L’assemblage d’un virus enveloppé nécessite le transport des composants viraux au 

niveau de la membrane plasmique et la protéine M assure cette fonction. Lors d’une infection 

persistante avec un VR déficient pour la protéine M, les particules virales infectieuses sont 

incapables de bourgeonner (Cathomen et al., 1998a). A l’inverse, la protéine M seule, sans 

autre protéine virale, est capable d’assurer le relargage de pseudo-particules virales, les VLPs 

(virus-like particles) démontrant son rôle crucial dans le bourgeonnement (Pohl et al., 2007). 

La protéine M interagit avec la nucléocapside ainsi qu’avec les queues cytoplasmiques des 

glycoprotéines d’enveloppe H et F et permet leur transport à la membrane plasmique. La 

protéine M s’oligomérise et s’associe aux membranes cellulaires au niveau de radeaux 

lipidiques qui semblent être les plateformes pour l’assemblage du virus (Manié et al., 2000; 

Vincent et al., 2000), et concentre ainsi les protéines d’enveloppe H et F ainsi que la 

ribonucléoprotéine sur ces plateformes. De plus, en transportant la nucléoprotéine vers 

l’assemblage, la protéine M régule ainsi négativement la synthèse de l’ARN (Iwasaki et al., 

2009; Reuter et al., 2006; Suryanarayana et al., 1994). De même, la protéine M régule 

négativement l’activité fusogénique de la protéine F afin de promouvoir le bourgeonnement 

du virus (Tahara et al., 2007a). La protéine M peut s’associer avec la F-actine cellulaire. Cette 

interaction empêche l’interaction entre la protéine M et les protéines virales H/F et module 

ainsi la fonction de la protéine M dans la fusion entre cellules ainsi que dans le 

bourgeonnement du virus (Wakimoto et al., 2012). 



La protéine de fusion F est une glycoprotéine transmembranaire de type I. Cette 

protéine est responsable de la fusion de l’enveloppe virale avec la membrane plasmique de la 

cellule hôte lors de l’entrée du virus. Elle entraîne également la fusion de cellules infectées 

exprimant les protéines virales H et F avec des cellules non infectées exprimant le récepteur 

du VR. La protéine F s’associe à l’hémagglutinine H en formant un hétéro-oligomère. La 

formation de cet hétéro-oligomère se produit dans le réticulum endoplasmique (RE) et les 

deux protéines restent associées dans la membrane plasmique après leur transport (Plemper et 

al., 2001). La protéine F est d’abord synthétisée sous la forme d’un précurseur inactif, F0, qui 

est activé par une protéase cellulaire, la furine, dans le trans-Golgi. Après activation, deux 

sous-unités reliées par un pont disulfure sont distinguables : une sous-unité transmembranaire 

F1 et une sous-unité extracellulaire F2. La sous-unité transmembranaire F1 est responsable de 

la fusion. Elle contient le peptide de fusion à son extrémité N-terminale, deux domaines HR 

(Heptad Repeat), une partie centrale riche en cystéine, un domaine transmembranaire et une 

queue cytoplasmique à son extrémité C-terminale (Zhu et al., 2002) (Figure 5). Le domaine 

cytoplasmique joue un rôle dans l’assemblage de l’enveloppe et le bourgeonnement du virus. 

C’est également le domaine qui interagit avec la protéine M, modifiant ainsi l’activité 

fusogénique de la protéine F (Cathomen et al., 1998b).  

Figure 5 : Structure de la protéine de Fusion F 

Représentation schématique de la protéine F montrant les deux sous-unités F1 et F2 reliées par un 

pont-disulfure ainsi que les différents domaines : les domaines HR (Heptad Repeat) HRC, HRA et 

HRB, le peptide de fusion (FP) et le domaine transmembranaire (TM).  



L’hémagglutinine H est la protéine qui permet l’attachement du virus à la cellule grâce 

à son interaction avec un récepteur cellulaire. Nous décrirons les différents récepteurs du VR 

dans le paragraphe I-A.4.1. L’hémagglutinine est une protéine transmembranaire de type II, 

constituée d’une queue cytoplasmique N-terminale, d’une région transmembranaire et d’un 

ectodomaine (Figure 6). Cet ectodomaine est constitué d’une tige qui soutient une tête 

globulaire à l’extrémité C-terminale capable de se lier avec les récepteurs (Hashiguchi et al., 

2011; Santiago et al., 2010; Zhang et al., 2013). La protéine H est associée à la protéine F et 

intervient donc dans le processus de fusion (Paal et al., 2009). Suite à l’interaction de la tête 

globulaire avec le récepteur cellulaire, des changements conformationnels, encore inconnus, 

se transmettent à la tige qui contient le site d’interaction avec la protéine F. La protéine F 

subit alors à son tour des changements de conformation qui entraînent le processus de fusion. 

La queue cytoplasmique de la protéine H interagit également avec la protéine de matrice M, 

ce qui affecte à la fois l’assemblage et le degré de fusion (Cathomen et al., 1998b; Tahara et 

al., 2007a).  

Figure 6 : Structure de l’hémagglutinine H  

Représentation schématique de la protéine H avec la tête globulaire responsable de la liaison au 

récepteur cellulaire, la tige où se situe le site d’interaction avec la protéine F, le domaine 

transmembranaire (TM) et la queue cytoplasmique.  



I-A.3. Cycle du virus de la rougeole 

Le cycle de réplication du VR se décline en différentes étapes successives. Tout 

d’abord, le virus se fixe à un récepteur cellulaire par le biais de l’hémagglutinine (étape 1, 

Figure 7), ce qui déclenche la fusion de l’enveloppe virale avec la membrane de la cellule 

hôte par l’intermédiaire de la protéine F (étape 2, Figure 7). La nucléocapside est ainsi libérée 

dans le cytoplasme de la cellule. La transcription du génome permet de générer les ARNm qui 

seront traduits en protéines virales (étape 3 et 4, Figure 7). Les protéines d’enveloppe ainsi 

que les protéines de matrice M sont adressées à la membrane plasmique. Les protéines N, P et 

L vont participer à la réplication du génome. Un antigénome de polarité positive est formé à 

partir du génome de polarité négative et sert de matrice pour la production de nouveaux 

génomes viraux (étape 5, Figure 7). La dernière étape du cycle consiste en l’assemblage du 

virus à la membrane plasmique (étape 6, Figure 7). Il existe deux modes de transmission du 

virus, le premier étant le bourgeonnement (étape 7, Figure 7) et le deuxième étant la 

formation de syncytia (étape 8, Figure 7).  

Figure 7 : Cycle du virus de la rougeole 



Afin d’infecter une cellule, le VR doit tout d’abord reconnaitre un récepteur cellulaire 

(cf paragraphe I-A.4.1) et s’attacher à celui-ci par le bais de l’hémagglutinine H. La libération 

du génome viral à l’intérieur de la cellule hôte se fait grâce à la fusion de l’enveloppe virale 

avec la membrane plasmique de la cellule. Cette fusion est déclenchée par la protéine 

d’enveloppe F mais requière impérativement la présence de la protéine H (Wild et al., 1991). 

En effet, l’attachement de la protéine H à son récepteur va induire des changements de 

conformation de cette protéine qui sont transmis à la protéine de fusion en raison de leur 

interaction. La fusion du VR avec la membrane plasmique se réalise à pH neutre.  

Les changements de conformation de la protéine de fusion sont très importants. Tout 

d’abord, le peptide de fusion en N-terminale de la sous-unité F1 est exposé et s’insère dans la 

membrane plasmique de la cellule hôte. Par la suite, la protéine F subit d’autres changements 

de conformation qui conduisent à l’association des domaines HRA et HRB de la sous-unité 

F1, ce qui permet le rapprochement des membranes de la cellule et du virus, puis la fusion 

(Figure 8) (Lamb and Jardetzky, 2007).  

Figure 8 : Processus de fusion pour l’entrée du virus de la rougeole 

Le processus de fusion requière la coopération des deux glycoprotéines d’enveloppe H et F.                          

1) L’interaction de la protéine H avec un récepteur cellulaire entraîne des changements de 

conformation de la protéine F. 2) Le peptide de fusion (FP) de la protéine F est exposé et s’insère 

dans la membrane plasmique de la cellule hôte. 3) Par la suite, la protéine F subit de nouveaux 

changements de conformation qui conduisent à l’association des domaines HRA et HRB et permettent 

le rapprochement des membranes de la cellule et du virus, puis la fusion. Seule la sous-unité F1 de la 

protéine F a été réprésentée sur ce schéma. 



Après la fusion de l’enveloppe virale avec la membrane de la cellule hôte, la 

nucléocapside est délivrée dans le cytoplasme de la cellule hôte et est utilisée comme matrice 

pour la transcription en ARNm et aussi pour la réplication de l’ARN génomique. La 

transcription est initiée par un unique promoteur situé à l’extrémité 3’du génome et est 

assurée par l’ARN polymérase ARN-dépendante constituée des protéines L et P. La 

transcription des six gènes du VR se fait de manière séquentielle. A chaque jonction entre les 

gènes, la polymérase reconnait un signal de « fin de gène » et arrête la synthèse de l’ARNm 

en amont. Ensuite, soit la polymérase reconnait le signal permettant la transcription du gène 

suivant (elle reconnait le « gene start signal ») auquel cas, l’ARNm est synthétisé, soit la 

polymérase ne reconnait pas ce signal et se détache de la matrice pour recommencer la 

transcription du début. Il résulte de ce phénomène un gradient de transcription, l’ARNm de la 

nucléoprotéine étant le plus transcrit et celui de la Large protéine le moins transcrit (Cattaneo 

et al., 1987) (Figure 9). Dans certains cas, la polymérase ne s’arrête pas au niveau des 

jonctions de gènes, conduisant à la production d’ARNm bicistroniques ou polycistroniques. 

Les ARNm commencent à s’accumuler immédiatement après l’infection de façon linéaire et 

ce pendant les 5 à 6 h premières heures. Ils s’accumulent ensuite de manière exponentielle 

jusqu’à 24h d’infection. Le passage d’une accumulation linéaire à une accumulation 

exponentielle est corrélé à la synthèse de novo de la polymérase à partir des nouvelles 

matrices produites (Plumet et al., 2005). Après un signal encore mal caractérisé, la 

polymérase passe à un mode de réplication, elle ne s’arrête plus au niveau des jonctions entre 

gènes et synthétise un ARN de polarité positive correspond au génome complet. Cet 

antigénome sert de matrice pour la production de nouveaux brins d’ARN génomiques. 

L’ARN génomique nouvellement synthétisé et encapsidé est soit utilisé pour un nouveau 

cycle de transcription, soit est transporté à la membrane plasmique pour l’assemblage de 

nouveaux virions.   



Figure 9 : Structure du génome viral et gradient de transcription 

La transcription du génome du VR se fait de manière séquentielle. Du fait du détachement de la 

polymérase entre les jonctions de gènes, il existe un gradient de transcription des ARNm, les gènes 

situés à l’extrémité 3’ étant les plus transcrits et ceux en 5’ les moins transcrits. Les gènes codant 

pour les protéines non structurales V et C contenus dans le gène P n’ont pas été représenté sur ce 

schéma.  

Le virus de la rougeole étant un virus enveloppé, il s’assemble et bourgeonne à la 

membrane plasmique de la cellule hôte, ce qui permet la transmission du virus de cellule à 

cellule (Harrison et al., 2010). Ainsi, l’enveloppe du virus est dérivée de la membrane 

plasmique de la cellule dans laquelle se sont insérées les protéines d’enveloppe H et F. La 

protéine de matrice M joue un rôle crucial dans l’assemblage du virus. En effet, la protéine M 

se lie directement à la membrane plasmique et occupe une position centrale qui permet 

l’interaction à la fois avec la nucléocapside et avec les queues cytoplasmiques des 

glycoprotéines d’enveloppe. Ainsi, la protéine M sert de pont entre la ribonucléoprotéine et 

les protéines d’enveloppe. La délétion de la protéine M entraîne une abolition quasi-complète 

de la formation de particules virales démontrant le rôle clé de cette protéine dans l’assemblage 

(Cathomen et al., 1998a). Cependant, contrairement aux autres Paramyxoviridae qui 

bourgeonnent de manière très efficace, le relargage des particules virales infectieuses du VR 

par bourgeonnement est inefficace dans certaines cellules telles que des fibroblastes murins, 

les particules virales restant principalement associées à la membrane plasmique de la cellule 

hôte (Vincent et al., 1999).  

  



Le bourgeonnement n’est pas le seul mode de transmission du VR. En effet, les 

cellules infectées exprimant à leur surface les glycoprotéines d’enveloppe H et F peuvent 

fusionner avec des cellules voisines, infectées ou non, exprimant le récepteur du VR grâce à 

des mécanismes similaires à ceux mis en place lors de la fusion d’un virus avec une cellule. Il 

en résulte la formation de cellules multinucléées géantes appelées syncytia. Dans le cas d’un 

bourgeonnement inefficace, la formation de syncytia pourrait être un moyen important de 

propager le génome viral d’une cellule à l’autre. 

Les cellules multinucléées géantes ont été observées en 1931 par Warthin et Finkeldey 

dans les tissus lymphoïdes de patients atteints de la rougeole. Ainsi, ils ont donné leurs noms 

à une population de cellules multinucléées géantes appelées cellules Warthin-Finkeldey et 

retrouvées dans les organes lymphoïdes primaires et secondaires des personnes infectées par 

le VR. Dans les tissus lymphoïdes, il existe deux sortes de cellules multinucléées : de larges 

syncytia qui proviendraient de la fusion de macrophages et des petits syncytia qui 

proviendraient de la fusion de lymphocytes (McChesney et al., 1997). 



I-A.4. 

A ce jour, trois récepteurs cellulaires ont été identifiés permettant l’entrée du VR. 

Notre laboratoire a été le premier à identifier un récepteur du VR. En effet, en 1993, l’équipe 

dirigée par Chantal Rabourdin-Combe a montré que la protéine CD46 est un récepteur du VR 

(Naniche et al., 1993). Ce récepteur est utilisé uniquement par les souches atténuées du VR 

qui sont les souches de laboratoire et les souches vaccinales. Ce n’est qu’en 2000, qu’une 

autre équipe a identifié le récepteur utilisé par les souches cliniques virulentes, il s’agit de la 

protéine CD150 aussi appelée SLAM (Signaling Lymphocyte Activation Molecule) (Tatsuo et 

al., 2000). Très récemment, un troisième récepteur du VR, la nectine 4, a été identifié 

(Mühlebach et al., 2011; Noyce et al., 2011).  

La protéine CD46 est le premier récepteur du VR à avoir été identifié (Naniche et al., 

1993). Seules les souches atténuées lient ce récepteur. CD46 aussi appelée Membrane 

Cofactor Protein (MCP) a été identifié initialement pour son rôle dans la régulation du 

complément. 

CD46 est une glycoprotéine transmembranaire de type I exprimée sur toutes les 

cellules nucléées chez l’Homme. Elle appartient à la famille des régulateurs de l’activation du 

complément (RCA : Regulatory Complement Activator). La majorité des gènes appartenant à 

la famille RCA sont localisés dans un cluster sur le chromosome 1 en position q32 (CD55, 

CD35, CD21, facteur H, C4bp et CD46) (Hourcade et al., 1992). Le gène codant pour CD46 

fait 43 kb et est composé de 14 exons et 13 introns.  

Les membres de la famille RCA sont caractérisés par une structure comprenant des 

motifs de liaison aux fragments du complément appelés motifs SCR (Short Consensus 

Repeat) (Barlow et al., 1991). CD46 possède quatre motifs SCR, SCR1 à SCR4 dans sa partie 

extracellulaire N-terminale. Les motifs SCR sont suivis d’une région riche en Sérine, 



Thréonine et Proline (STP) composée de trois domaines A, B et C codés respectivement par 

les exons 7, 8 et 9. Ces exons peuvent subir des épissages alternatifs afin de donner des 

isoformes de CD46 ayant un domaine STP différent (Post et al., 1991; Purcell et al., 1991; 

Russell et al., 1992) (Figure 10). CD46 contient également une région juxta-membranaire 

appelée région U, un domaine transmembranaire et un domaine juxta-membranaire 

cytoplasmique commun à toutes les isoformes. La protéine se termine en C-terminale par une 

queue intracellulaire cytoplasmique pour laquelle il existe deux isoformes possibles appelées 

Cyt-1 et Cyt-2. La génération de ces isoformes est la conséquence d’un épissage alternatif de 

l’exon 13. En effet, cet exon code la queue cytoplasmique Cyt-1 lorsqu’il est épissé et 

présente un codon stop qui empêche la traduction de l’exon 14 codant pour l’isoforme Cyt-2. 

Lorsque l’exon 13 est excisé, l’exon 14 est traduit et l’isoforme Cyt-2 est exprimée (Post et 

al., 1991; Purcell et al., 1991; Russell et al., 1992) (Figure 10) . Il a été observé des épissages 

alternatifs permettant la génération d’isoformes Cyt-3 et Cyt-4 mais aucune protéine CD46 

avec de tels domaines intracytoplasmiques n’a été détectée à ce jour (Hara et al., 1998; 

Pollard et al., 1998; Riley et al., 2002; Russell et al., 1992).  

Les isoformes de la queue intracytoplasmique Cyt-1 et Cyt-2 sont de longueur et de 

séquences totalement différentes. L’isoforme Cyt-1 fait 16 aa alors que Cyt-2 fait 23 aa. Ces 

groupes d’isoformes intracellulaires sont co-exprimées dans une même cellule, le ratio Cyt-

1/Cyt-2 variant d’un type cellulaire à l’autre (Johnstone et al., 1993). Toutes les isoformes de 

CD46 peuvent être co-exprimées dans une même cellule mais certaines isoformes sont plus 

fréquemment retrouvées. Ainsi, les isoformes BC1, BC2, C1 et C2 (les lettres se référant au 

domaine STP et les chiffres à la région cytoplasmique Cyt-1 ou Cyt-2) sont les plus 

communément retrouvées alors que les isoformes de type ABC sont rares et généralement 

associées à des cellules cancéreuses. Les isoformes AB1, AB2, B1 et B2 et celles ne 

contenant aucun domaine STP sont majoritairement exprimées dans le placenta (Hara et al., 

1995; Johnstone et al., 1993; Russell et al., 1992). 



Figure 10: Structure du gène, des ARNm et de la protéine CD46 

(A) Représentation schématique de la structure du gène de CD46. Dans l’ARNm, les exons 7, 8 et 9 

subissent des épissages alternatifs donnant différentes isoformes de la région STP. De même, les exons 

13 et 14 codent pour la queue cytoplamique Cyt-1 et Cyt-2 respectivement. Lorsque l’exon 13 est 

épissé, l’isoforme Cyt-1 est exprimée, lorsqu’il est excisé, l’isoforme Cyt-2 est exprimée. Ainsi 

différentes isoformes de CD46 existent. Leur nom est indiqué dans la colonne « transcrits » (les lettres 

se réfèrent au domaine STP et les chiffres à la région cytoplasmique Cyt-1 ou Cyt-2). (B) 

Représentation schématique de la structure des isoformes les plus fréquemment retrouvées de la 
protéine CD46.  



CD46 fut identifié à l’origine comme étant un régulateur de l’activité du complément. 

Le système du complément est un système de défense de l’immunité innée faisant intervenir 

des facteurs solubles et des protéines membranaires. Les facteurs solubles sont activés 

directement par la reconnaissance d’un micro-organisme ou par la reconnaissance d’un micro-

organisme opsonisé par des anticorps, ce qui entraîne une cascade de réactions conduisant à la 

génération de composés ayant différentes fonctions effectrices. Ainsi, le complément 

intervient dans trois principales fonctions : 1) la lyse des micro-organismes pathogènes grâce 

à la formation du complexe d’attaque membranaire, 2) le recrutement des effecteurs de la 

réponse inflammatoire grâce à la génération d’anaphylatoxines et 3) l’opsonisation des micro-

organismes pathogènes pour faciliter la phagocytose. Il existe trois voies d’activation du 

système du complément : la voie classique, la voie dépendante des lectines et la voie alterne. 

Au cours de la cascade d’activation, les facteurs solubles inactifs appelés zymogènes sont 

clivés en deux fragments, un fragment possédant l’activité protéase servant à cliver le facteur 

suivant, et l’autre fragment étant un médiateur soluble promouvant l’inflammation. Ces 

facteurs promouvant l’inflammation, appelés anaphylatoxines, comprennent les fragments 

C5a, C3a et C4a du complément. Les trois voies d’activation du complément convergent 

toutes vers la génération de la C3 convertase, formée par les fragments C4b et C2a pour les 

voies classique et dépendante des lectines, et formée par les fragments C3 et Bb pour la voie 

alterne. La C3 convertase a pour rôle de cliver les molécules de C3 en C3a et C3b. Le clivage 

de C3 est un évènement crucial dans la cascade du complément. En effet, les molécules de 

C3b nouvellement formées peuvent s’associer avec des fragments Bb pour former de 

nouvelles C3 convertase de la voie alterne. Ainsi, il y a une forte amplification de la réponse. 

Les nombreuses molécules de C3b formées vont opsoniser les micro-organismes et ainsi 

faciliter leur phagocytose. C3b va aussi s’associer à C4b et C2a pour former la C5 convertase 

qui clive C5 en C5a et C5b. Le fragment C5b s’associe aux composants C6, C7, C8 et C9 

pour former le complexe d’attaque membranaire permettant la lyse du micro-organisme 

pathogène par choc osmotique.  

Le système du complément est un système très puissant à cause de la forte 

amplification de la réponse par la génération des fragments C3b. Les fragments C3b et C4b se 



lient de façon covalente à la surface des micro-organismes pathogènes mais également à la 

surface des cellules. Pour se protéger de l’attaque du complément, les cellules ont donc la 

nécessité de posséder des systèmes de régulation. Il existe différentes protéines qui régulent 

l’activité du complément à différents niveaux : régulation de la cascade enzymatique, de la 

formation de la C3 convertase ou de la formation du complexe d’attaque membranaire. CD46 

intervient dans la régulation de la formation de la C3 convertase. En effet, CD46 est un co-

facteur du facteur I, une protéase plasmatique qui clive les fragments C3b et C4b afin de les 

inactiver (Liszewski et al., 1996) (Figure 11). CD46 interagit avec les fragments du 

complément grâce à ses motifs SCR (Adams et al., 1991; Liszewski et al., 2000).  

Figure 11 : Rôle de CD46 dans la régulation du complément 

CD46 est un co-facteur pour le facteur I qui est une sérine protéase qui clive les molécules du 

complément C3b et C4b pour les inactiver. C3b est clivé en un fragment membranaire C3bi et en un 

fragment soluble C3f. C4b est clivé en un fragment membranaire C4d et en un fragment soluble C4c.  

En plus de son rôle dans la régulation du complément, CD46 joue plusieurs autres 

fonctions dans l’immunité. Premièrement, CD46 favorise la présentation d’antigènes sur les 



molécules du Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) de classes I et II, ce qui permet 

le déclenchement d’une réponse immunitaire adaptative en activant les lymphocytes T. En 

effet, l’expression de CD46 à la surface de cellules murines permet l’infection par le VR et est 

nécessaire pour la présentation d’antigènes protéiques dérivés du VR sur les molécules du 

CMH-I et du CMH-II (Gerlier et al., 1994a, 1994b; Rivailler et al., 1998).  

Notre laboratoire a aussi démontré que CD46 est une molécule de co-stimulation pour 

l’activation des lymphocytes T. En effet, les lymphocytes T naifs qui sont les effecteurs de la 

réponse immunitaire adaptative ont besoin de deux signaux pour être activés suite à la 

détection d’un agent pathogène. Le premier signal est la reconnaissance de l’antigène, 

présenté sur les CMH d’une cellule présentatrice d’antigènes, par le TCR qui est le récepteur 

des lymphocytes T. Le second signal requis est le signal de co-stimulation. Le plus connu est 

celui fourni par l’interaction de CD28 sur le LT avec CD80/86 sur la cellule présentatrice 

d’antigènes. Cependant, il existe d’autres signaux de co-stimulation. Notre laboratoire a été le 

premier à montrer que l’engagement du TCR et de CD46 induit une prolifération des 

lymphocytes T comparable à celle obtenue avec l’engagement de CD28 (Astier et al., 2000). 

Les lymphocytes co-stimulés par CD46 ont la particularité de se différencier en lymphocytes 

T régulateurs de type 1 (Tr1), qui sont des cellules capables de réguler négativement la 

réponse immunitaire (Kemper et al., 2003; Meiffren et al., 2006).   

Notre laboratoire a également démontré que les deux isoformes intracytoplasmiques 

Cyt-1 et Cyt-2 ont la propriété de réguler différemment les réponses lymphocytaires. Afin 

d’étudier les réponses des lymphocytes, un modèle murin d’hypersensibilité de contact a été 

utilisé en appliquant un haptène sur la peau de souris. L’hypersensibilité de contact est une 

réaction immunitaire dont les effecteurs sont les lymphocytes T CD8 et les régulateurs les 

lymphocytes T CD4. Dans ce modèle, l’isoforme CD46-Cyt-1 inhibe l’hypersensibilité de 

contact en diminuant l’activité lytique des lymphocytes T CD8 et en promouvant l’activité 

régulatrice des lymphocytes T CD4. Au contraire, l’isoforme CD46-Cyt-2 augmente 

l’hypersensibilité de contact en promouvant l’activité des lymphocytes T CD8 et en inhibant 

l’activité régulatrice des lymphocytes T CD4 (Marie et al., 2002). Ainsi, les isoformes 

intracellulaires de CD46 lui confèrent des fonctions différentes.  

Enfin, comme nous le détaillerons plus loin, la protéine CD46 est également impliquée 

dans une autre fonction biologique qui est l’induction d’autophagie.   



En plus d’être un récepteur pour le VR, CD46 est également un récepteur pour 

plusieurs autres virus et bactéries, ce qui en fait un véritable « pathogen magnet » (Cattaneo, 

2004) (Figure 12).  

Le VR est le premier virus à avoir été identifié pour lier CD46 (Naniche et al., 1993). 

CD46 est un récepteur utilisé par les souches atténuées du VR mais pas par les souches 

virulentes du VR. En effet, la protéine H des souches atténuées a une affinité forte pour 

CD46, ce qui n’est pas le cas de la protéine H des souches virulentes (Lecouturier et al., 

1996). La protéine H des souches atténuées diffère de la protéine H des souches virulentes par 

la substitution de quelques acides aminés, ce qui suffit à changer l’affinité pour les récepteurs 

cellulaires (Tahara et al., 2007b). Le site de liaison de la protéine H des souches atténuées du 

VR à CD46 se situe dans les régions SCR1 et SCR2, les autres domaines ne semblent pas 

avoir de rôle dans cette interaction (Casasnovas et al., 1999; Maisner et al., 1996; Manchester 

et al., 1997; Santiago et al., 2010) (Figure 12).   

CD46 est également un récepteur d’entrée pour des adénovirus. Les adénovirus sont 

des virus à ADN non enveloppés dont il existe 51 sérotypes différents regroupés en six 

espèces notées de A à F. Les membres de toutes les espèces utilisent comme récepteur 

d’entrée le récepteur CAR (coxsackievirus-adenovirus receptor), à l’exception des adénovirus 

du groupe B. CD46 a été identifié comme étant le récepteur d’entrée pour la plupart des 

adénovirus du groupe B, incluant Ad3, Ad7, Ad11, Ad14, Ad16, Ad21, Ad34, Ad35 et Ad50 

(Gaggar et al., 2003; Marttila et al., 2005; Segerman et al., 2003). L’adénovirus Ad37, un 

membre du groupe D, utilise également CD46 comme récepteur (Wu et al., 2004). Ces 

adénovirus se lient aux régions SCR1 et SCR2 de CD46 via la protéine virale Knob (Fleischli 

et al., 2007; Gaggar et al., 2005; Persson et al., 2009; Wang et al., 2007) (Figure 12).   

CD46 est également le récepteur d’entrée utilisé par l’herpesvirus humain 6 (HHV6), 

qui est un virus à ADN enveloppé appartenant à la famille des Herpesviridae (Santoro et al., 

1999). La glycoprotéine gH de HHV6 se lie aux motifs SCR2 et SCR3 de CD46 (Greenstone 

et al., 2002; Santoro et al., 2003) (Figure 12).   

De plus, le CD46 bovin est le récepteur du pestivirus bovin, un virus à ARN 

enveloppé du genre des Pestivirus et de la famille des Flaviviridae (Maurer et al., 2004). Ce 

virus lie CD46 grâce à la protéine virale E2  (Figure 12).  



Les virus ne sont pas les seuls agents pathogènes à utiliser CD46 comme récepteur 

d’entrée. En effet, plusieurs bactéries utilisent également ce récepteur. La bactérie 

Streptococcus pyogenes, un streptocoque de groupe A, utilise CD46 comme récepteur 

d’entrée en liant les motifs SCR3 et SCR4 via la protéine M, présente à la membrane des 

bactéries (Feito et al., 2007; Okada et al., 1995). Il a été également montré que les bactéries 

Neisseria gonorrhoeae et Neisseria meningitidis peuvent se lier à CD46 en reconnaissant les 

mêmes régions SCR que les streptocoques de groupe A (Källström et al., 1997, 2001) même 

si ceci est aujourd’hui discuté (Figure 12). 

Figure 12 : CD46, un aimant à virus et bactéries 

Tableau récapitulatif des agents infectieux liant CD46 accompagné d’un schéma montrant les sites 

d’interaction de CD46 avec les différents agents infectieux.  

CD46 est un récepteur induisant le processus autophagique, ce qui peut jouer un rôle 

important dans le contexte d’infections. En effet, quand je suis arrivée dans le laboratoire, les 

travaux en cours consistaient à mettre en évidence cette nouvelle propriété de CD46 (Joubert 

et al., 2009). Afin de mieux comprendre les voies de signalisation émanant des régions 

intracytoplasmiques Cyt-1 et Cyt-2, l’équipe avait initié une approche de crible en double 

hybride chez la levure pour identifier des partenaires moléculaires de CD46. Grâce à cette 



approche, la protéine GOPC, déjà décrite pour avoir un rôle dans d’induction d’autophagie 

chez les souris Lurcher, a été identifiée pour interagir avec CD46-Cyt-1. En effet, l’extrémité 

C-terminale de l’isoforme CD46-Cyt-1 interagit avec le domaine PDZ de GOPC. GOPC est 

une protéine d’échafaudage capable d’interagir par ses domaines coiled-coil avec la protéine 

Beclin-1 composant le complexe d’initiation de l’autophagie (l’autophagie sera détaillée dans 

la seconde partie I-B de cette introduction). L’engagement de CD46 par un micro-organisme 

ou par l’intermédiaire de son aggrégation avec des anticorps spécifiques induit la formation de 

novo de vésicules autophagiques dans les cellules (Figure 13). Comme CD46 est un récepteur 

utilisé par différentes bactéries et virus, la question qui découle de cette découverte est de 

comprendre l’impact de l’autophagie induite par CD46 sur ces agents infectieux. Ainsi, il a 

été montré qu’un sérotype de streptocoques de groupe A liant CD46, colocalise avec les 

autophagosomes et est dégradé par autophagie. Pour ces streptocoques de groupe A, 

l’autophagie induite par CD46 est donc un mécanisme de défense de la cellule permettant de 

limiter l’infection (Joubert et al., 2009; Meiffren et al., 2010). L’objectif de ma thèse et la 

question que nous discuterons dans ce manuscrit est de comprendre l’impact de l’autophagie 

lors de l’infection par le VR, un autre agent infectieux liant CD46.  

Figure 13 : CD46, un récepteur induisant l’autophagie 



Comme évoqué dans le paragraphe I-A.1.5, les souches du VR isolées à partir de cas 

cliniques n’infectent pas les cellules Vero (cellules épithéliales de rein de singe) alors qu’elles 

infectent très efficacement les cellules B95a (cellules lymphoblastoïdes de singe) et 

conservent leur pathogénicité lors des passages sur ces cellules. Ceci indique que le récepteur 

des souches cliniques du VR n’est pas exprimé sur les cellules Vero alors qu’il l’est sur les 

cellules lymphoblastoïdes. Ainsi, Tatsuo et al. ont cherché à identifier un récepteur exprimé 

spécifiquement sur des cellules lymphoïdes et ils ont décrit la protéine CD150 (SLAM) 

comme étant le récepteur du VR (Tatsuo et al., 2000). A la fois les souches virulentes et les 

souches atténuées peuvent lier ce récepteur. CD150/SLAM fait partie de la famille des 

récepteurs SLAM (Signaling Lymphocyte Activation Molecule) qui sont des molécules 

régulant l’activation des lymphocytes (Cocks et al., 1995). La famille SLAM inclue les 

molécules CD244, CD48, CD84, CD229, CD319 et CD352 (Schwartzberg et al., 2009). 

CD150/SLAM est exprimé sur les thymocytes, les lymphocytes activés, les cellules 

dendritiques matures, les macrophages et les plaquettes (Bleharski et al., 2001; Cocks et al., 

1995; Howie et al., 2002; Kruse et al., 2001). CD150/SLAM est également un marqueur des 

cellules souches hématopoïétiques (Kiel et al., 2005).    

CD150/SLAM est une protéine transmembranaire de type I de 70 kDa qui fait partie 

de la super famille des immunoglobulines. Elle est composée d’une région extracellulaire 

contenant deux domaines immunoglobuline, le domaine V et le domaine C2, d’une région 

transmembranaire et d’une queue cytoplasmique (Figure 14). C’est le domaine V qui est 

responsable de l’interaction avec la protéine H du VR (Hashiguchi et al., 2011; Ono et al., 

2001).  



                         

Figure 14: Structure de la protéine CD150 (SLAM)  

La protéine CD150/SLAM, exprimée uniquement sur des cellules du système 

immunitaire, intervient principalement dans la régulation des réponses immunes. Il a été 

démontré que CD150/SLAM joue un rôle dans l’activation des lymphocytes T CD4. En effet, 

l’engagement de CD150/SLAM augmente la prolifération des lymphocytes T CD4 suite à la 

détection d’un antigène et augmente la production de cytokines par ces lymphocytes, en 

particulier, la production d’interféron-  (Cocks et al., 1995). L’engagement de CD150/SLAM 

à la surface des lymphocytes B (LB) par des anticorps monoclonaux, permet de promouvoir la 

prolifération des LB ainsi que leur différentiation en plasmocytes sécréteurs 

d’immunoglobulines (Punnonen et al., 1997). La protéine CD150/SLAM joue un rôle crucial 

dans la cascade de signalisation émanant de la synapse immune entre un lymphocyte T et une 

cellule présentatrice d’antigènes. En effet, CD150/SLAM intervient dans la cascade de 

phosphorylation en aval du récepteur des lymphocytes T (TCR : T cell receptor). La tyrosine 

kinase Fyn est recrutée au niveau de la protéine CD150/SLAM par l’intermédiaire de la 

protéine SAP (SLAM-Associated Protein) (Chan et al., 2003; Latour et al., 2001, 2003; Li et 

al., 2003). CD150/SLAM semble aussi être cruciale pour la génération des lymphocytes T 

CD4 (Li et al., 2007). Le rôle majeur de la protéine CD150/SLAM dans le contrôle de la 

réponse immunitaire peut être souligné par le fait que cette protéine est impliquée dans 

plusieurs pathologies humaines notamment dans la maladie lymphoproliférative liée à l’X 

(XLP : X-linked lymphoproliferative) (Engel et al., 2003). De plus, CD150/SLAM est un 

récepteur capable de reconnaitre les bactéries E. coli dans les phagosomes de macrophages 

murins et régule l’activité de la NADPH oxydase en recrutant les protéines Beclin-1 et VPS34 

à la membrane des phagosomes (Berger et al., 2010).



Bien que les premières cibles de l’infection par le VR soient les macrophages 

alvéolaires CD150+, les cellules dendritiques et les lymphocytes (Lemon et al., 2011; de 

Swart et al., 2007), les cellules épithéliales du tractus respiratoire sont aussi des cibles 

privilégiées de l’infection (Sakaguchi et al., 1986). Ces cellules expriment CD46, qui peut 

servir de récepteur pour les souches atténuées du VR, mais n’expriment pas CD150/SLAM, le 

récepteur des souches cliniques. Ceci suggère donc qu’il existe un troisième récepteur pour le 

VR permettant aux souches cliniques d’infecter les cellules épithéliales. Ce récepteur a été 

identifié très récemment par deux équipes simultanément qui ont montré que la protéine 

nectine 4 est un récepteur du VR sur les cellules épithéliales (Mühlebach et al., 2011; Noyce 

et al., 2011).   

La protéine nectine 4 est un membre des protéines PVRLs (PolioVirus Receptor-Like 

proteins) qui sont des récepteurs d’adhésion de la super famille des immunoglobulines 

(Reymond et al., 2001). C’est une protéine transmembranaire de 510 acides aminés localisée 

dans les jonctions adhérentes. La nectine 4 est composée d’un domaine extracellulaire 

comprenant trois domaines immunoglobulines (un domaine V et deux domaines C), d’une 

région transmembranaire (TM) et d’une queue cytoplasmique (Figure 15).  

Figure 15 : Structure de la nectine 4 



Chez l’homme, la nectine 4 est exprimée de manière abondante sur les trophoblastes 

du placenta ainsi que sur les cellules glandulaires de l’estomac. Des quantités modérées de 

nectine 4 sont également exprimées en surface des cellules épithéliales des amygdales, de la 

muqueuse buccale, de l’œsophage, du nasopharynx et de la trachée et on trouve une faible 

expression de nectine 4 sur les macrophages alvéolaires et sur les neurones du cortex cérébral.  

La nectine 4 est une protéine constituant les jonctions adhérentes qui permettent de 

maintenir l’adhésion entre cellules. La nectine 4 permet la jonction entre cellules par des 

interactions homotypiques ou par son interaction avec le domaine V de PVRL1 (nectine 1). 

Elle n’interagit pas avec les autres membres de la famille PVRL. La queue cytoplasmique de 

la nectine 4 s’associe avec la protéine afadine, laquelle se lie à l’actine (Figure 16) (Reymond 

et al., 2001; Takahashi et al., 1999; Meng and Takeichi, 2009). 

                                           

                                            
Figure 16: Rôle de la nectine 4 dans les jonctions adhérentes 

Représentation schématique de l’implication de la nectine 4 dans une jonction adhérente. Les nectines 

4 interagissent ensemble par le domaine V du domaine extracellulaire. L’afadine permet la liaison des 

nectines 4 à la F-actine.  

La protéine H du VR interagit avec le domaine immunoglobuline V de la nectine 4 

grâce à des interactions hydrophobes. Le site d’interaction dans la protéine H pour la nectine 

4 chevauche les sites d’interaction pour CD46 et CD150 (Zhang et al., 2013). La liaison de la 



protéine H du VR sur la nectine 4 est spécifique puisque le VR n’interagit pas avec les autres 

membres de la famille PVRL. Par ailleurs, la liaison du VR sur l’homologue murin de la 

nectine 4 est peu efficace (Noyce et al., 2011).  L’absence de nectine 4 empêche l’infection 

des voies respiratoires par le VR (Mühlebach et al., 2011; Noyce et al., 2011). De plus, avant 

l’identification de la nectine 4, il avait été montré qu’un VR incapable d’infecter  les cellules 

épithéliales ne peut pas traverser l’épithélium des voies respiratoires et n’est pas transmis à 

l’extérieur de l’organisme (Leonard et al., 2008). Ceci suggère que le VR doit infecter les 

voies respiratoires pour se retrouver sous une forme d’aérosol et pour pouvoir être transféré à 

un autre individu par la toux ou l’éternuement. Ainsi, la nectine 4 est un récepteur qui permet 

la sortie du virus de l’organisme. Une caractéristique des récepteurs du VR est leur 

internalisation après l’infection par le VR. Ainsi, les expressions de CD46, de CD150/SLAM 

et de la nectine 4 à la surface des cellules sont diminuées suite à l’infection par le VR (Bartz 

et al., 1996; Krantic et al., 1995; Schneider-Schaulies et al., 1995; Tanaka et al., 2002; 

Welstead et al., 2004; Noyce et al., 2011).  

En plus du VR, d’autres virus utilisent les nectines comme récepteur d’entrée. PVR, le 

prototype de la famille PVRL a été identifié initialement comme étant le récepteur des 

poliovirus (Mendelsohn et al., 1989), PVRL1 (nectine 1) est un récepteur d’entrée pour le 

virus de l’herpès simplex (HSV) et PVRL2 peut être utilisé comme récepteur d’entrée par 

certains herpesvirus (Geraghty et al., 1998).   

Le génome du VR code pour deux protéines non-structurales nommées V et C et dont 

les séquences sont contenues dans le gène P. Ces protéines ne sont pas assemblées dans le 

virus, ce qui explique leur qualification de protéines non-structurales, mais vont servir à la 

réplication du virus en interagissant avec des protéines cellulaires. Les protéines V et C sont 

des facteurs de virulence in vivo. Il a été notamment montré que des souris transgéniques pour 

CD46 présentent des symptômes cliniques moins forts et ont un taux de mortalité plus faible 

quand elles sont infectées avec des virus déficients pour l’expression de la protéine C ou de la 

protéine V que lorsqu’elles sont infectées par un virus sauvage (Patterson et al., 2000).  



La protéine non-structurale V partage le même codon initiateur que la protéine P. 

Cependant, l’ARNm subit un processus d’édition qui rajoute un nucléotide guanosine et 

décale le cadre de lecture. Ainsi, la protéine V consiste en 231 aa identiques à ceux de la 

protéine P, auxquels sont ajoutés en C-terminale 68 aa. Ce domaine carboxy-terminal est riche 

en cystéine avec sept résidus cystéine qui sont très conservés à travers les différents 

paramyxovirus et qui forment un domaine de liaison au zinc (Cattaneo et al., 1989; Liston and 

Briedis, 1994).  

La protéine non-structurale C est une protéine de 186 aa traduite à partir d’un codon 

initiateur situé 22 nucléotides en aval de celui de la protéine P (Bellini et al., 1985). En 

conséquence, la protéine C n’a aucune homologie avec la protéine P. 

Le rôle de la protéine V est principalement de participer à la virulence du VR. En 

effet, des mutations dans la région de l’édition permettent la génération de virus mutants pour 

la protéine V, aboutissant soit à l’absence, soit à la surproduction de cette protéine. Ces 

mutations n’affectent pas la réplication du virus dans des lignées cellulaires (Schneider et al., 

1997), indiquant que la protéine V n’est pas nécessaire pour la réplication du virus. 

Cependant, la protéine V est cruciale pour la virulence. En effet, Valsamakis et al. ont étudié 

le rôle des protéines non-structurales sur l’infection in vivo grâce à un modèle de souris SCID 

greffées avec des implants de thymus et de foie humains. Dans ce modèle, l’absence de la 

protéine V conduit à une réplication retardée mais prolongée du virus, ce qui aboutit, dans les 

thymocytes humains, à des titres viraux plus faibles comparés à ceux obtenus avec une 

infection par un virus sauvage. A l’inverse, la surexpression de la protéine V entraîne une 

croissance du virus plus rapide avec des titres viraux 100 fois plus élevés dans des cellules 

Vero (Valsamakis et al., 1998). Ces résultats suggèrent que la protéine V est un facteur 

essentiel pour une réplication du virus efficace in vivo. 

Le rôle principal de la protéine V dans la virulence du VR pourrait être d’inhiber les 

réponses immunitaires de la cellule et en particulier la réponse aux interférons (IFN) de type I, 

qui sont des cytokines antivirales puissantes. Ainsi, le VR inhibe la réponse aux cytokines en 

interférant directement avec la signalisation des protéines cellulaires STAT. La protéine V 

interagit avec les protéines STAT1, STAT2, STAT3 et IRF9 et son expression empêche les 

réponses induites par les IFN , , et . De plus, la protéine V peut interférer avec la 



signalisation dépendante de l’interleukine 6. La protéine V n’interfère pas avec la 

phosphorylation de STAT1 ou STAT2 mais entraîne un défaut dans l’accumulation nucléaire 

de ces facteurs (Palosaari et al., 2003). Outre son rôle dans le contrôle de la réponse IFN, un 

travail récent a identifié un rôle de la protéine V dans l’inhibition de l’inflammasome. 

L’inflammasome est constitué de complexes protéiques dont l’activation conduit au clivage 

de la caspase 1 et à l’activation de plusieurs cytokines inflammatoires telles que l’IL-1 . 

L’infection par le VR induit la production d’IL-1  via l’activation de l’inflammasome 

NLRP3. Un VR déficient pour la protéine V induit une production d’IL-1  plus importante 

que le virus sauvage. A l’inverse, l’expression de la protéine V permet de réduire la sécrétion 

d’IL-1 . La protéine V semble interagir avec le domaine carboxy-terminal de NLRP3. Ainsi 

la protéine V est capable de supprimer la sécrétion d’IL-1  dépendante de l’activation de 

NLRP3 (Komune et al., 2011).  

La protéine V du VR régule également la synthèse des ARNm viraux. En effet, les 

protéines virales ainsi que les ARNm s’accumulent en quantité plus importante dans des 

cellules infectées avec un VR n’exprimant pas la protéine V que dans celles infectées avec un 

virus sauvage. A l’inverse, l’expression des gènes du VR est fortement diminuée dans des 

cellules après l’infection par un VR surexprimant la protéine V. De plus, il a été observé que 

l’expression de la protéine V entraîne une redistribution de la protéine N du VR dans des 

cellules doublement transfectées, suggérant que la protéine V peut former un complexe avec 

la nucléoprotéine et expliquant son implication dans la régulation de la synthèse des ARNm. 

La protéine V pourrait rentrer en compétition avec la phosphoprotéine P par son association à 

la nucléoprotéine, et réguler ainsi la synthèse des gènes viraux (Tober et al., 1998). Le 

contrôle de la synthèse des ARNm est important pour la virulence du VR. En effet, une 

synthèse trop importante d’ARNm viraux est délétère pour les cellules infectées et limite ainsi 

la propagation du virus. 

La protéine C contribue également à la virulence du VR. La réplication du virus dans 

des lignées cellulaires ne requiert pas la présence de la protéine C. En effet, un VR déficient 

pour l’expression de la protéine C (que nous appellerons VR C) ne présente pas de défauts de 

multiplication dans des cellules en culture (Radecke and Billeter, 1996). Cependant, dans une 

autre étude, il a été montré que bien que le virus VR C se réplique normalement dans les 



cellules Vero, la quantité de particules virales infectieuses produites dans des cellules 

mononuclées du sang périphérique (PBMC : peripheral blood mononuclear cell) est 

fortement diminuée. Ceci suggère que la réplication du virus dans les PBMC, lieu privilégié 

de l’infection, requière la protéine C (Escoffier et al., 1999). De plus, in vivo chez le macaque, 

le nombre de cellules infectées dans le thymus est 1000 fois plus faible suite à l’infection par 

le VR C que lors d’une infection avec un virus sauvage (Takeuchi et al., 2005), démontrant 

l’importance de la protéine C dans la réplication du VR. 

Tout comme la protéine V, la protéine C pourrait avoir un rôle dans la régulation de la 

synthèse des ARNm. En effet, en absence de la protéine C, la synthèse des ARNm viraux est 

augmentée alors qu’à l’inverse, l’expression de la protéine C permet de réduire la synthèse 

des ARNm (Reutter et al., 2001).  

Un rôle clé de la protéine C pourrait être d’inhiber la réponse aux IFN de type I. En 

effet, Shaffer et al. ont montré qu’un virus recombinant n’exprimant pas la protéine C se 

réplique moins bien que le virus sauvage dans des PBMC humains, mais que cet effet peut 

être contrecarré par l’utilisation d’anticorps anti-IFN  et  neutralisants. De plus, l’expression 

de la protéine C à partir d’un plasmide inhibe la trancription de gènes rapporteurs activés par 

l’IFN  et  et a aussi un effet modéré sur des gènes rapporteurs activés par l’IFN , indiquant 

un rôle crucial de la protéine C dans l’inhibition de la réponse aux IFN (Shaffer et al., 2003) .

De plus, une autre étude a montré qu’un VR C se réplique peu dans des cellules possédant un 

système IFN compétent. Ce défaut de réplication est associé à une traduction des protéines 

virales et une réplication du génome diminuées. L’inhibition de la traduction est associée à la 

phosphorylation du facteur eIF2  (Eukaryotic translation Initiation Factor 2). De plus, une 

production plus importante d’IFN est observée dans les cellules infectées avec le VR C 

(Nakatsu et al., 2006). 

Un autre travail a montré que la croissance des virus déficients pour la protéine C est 

réduite dans des cellules 293 exprimant le récepteur CD150/SLAM, essentiellement dans les 

étapes tardives. Enfin, le VR C induit une mort cellulaire plus importante que le virus 

sauvage. Ceci suggère un rôle de la protéine C dans l’inhibition de la mort cellulaire 

(Takeuchi et al., 2005). Le rôle potentiel de la protéine C dans le contrôle de la mort cellulaire 

a été rapporté dans un autre article dans lequel les auteurs constatent qu’une infection avec 

des virus ne possédant pas la protéine V ou la protéine C induit plus de mort cellulaire que 

l’infection par le virus sauvage (Toth et al., 2009). De plus, ils observent un défaut de 



croissance du virus VR C. De manière intéressante, une réduction de l’expression de la 

protéine kinase R (PKR) permet de restaurer partiellement la croissance du VR C sans avoir 

d’effet sur la croissance du virus sauvage ou du virus déficient pour l’expression la protéine 

V. De plus, l’infection par le VR sauvage, le virus déficient pour la protéine V ou le VR C, 

entraîne moins de mort cellulaire dans des cellules qui sont déficientes pour la PKR. 

Cependant, l’inhibition de l’apoptose induite par la PKR lors d’une infection avec le VR C, 

ne permet pas de restaurer un phénotype de croissance normale du virus. Ceci suggère que la 

PKR joue un rôle antiviral important lors de l’infection par le VR mais que le défaut de 

croissance du VR C ne se limite pas à l’induction d’apoptose par la PKR (Toth et al., 2009).

Ce travail démontre que la protéine C est capable d’exercer un rôle anti-apoptotique. Nous 

rediscuterons de ce point au cours de cette thèse. 



I-B. Autophagie 

I-B.1. Définition de l’autophagie 

Le terme autophagie vient du grec et signifie se manger soi-même : “auto”: soi-même 

et “phagie”: manger. L’autophagie est un processus de dégradation lysosomale intracellulaire 

qui a été très conservé au cours de l’évolution et qui est présent dans toutes les cellules 

eucaryotes. Ce mécanisme a été identifié en 1963 par Christian de Duve, prix Nobel de 

physiologie ou médecine en 1974 pour son travail sur les lysosomes. Christian de Duve a 

observé des vésicules à simple ou double membranes contenant des éléments du cytoplasme, 

incluant des organelles telles que des mitochondries à différents stades de digestion, et a 

utilisé le mot autophagie pour la première fois afin de décrire ce phénomène.  

Il existe trois types d’autophagie conduisant à la dégradation de portions du 

cytoplasme : la macroautophagie, la microautophagie et l’autophagie médiée par les 

chaperonnes.  

La macroautophagie, plus communément appelée autophagie, se décompose en trois 

étapes. Premièrement, lors de l’étape d’initiation, une membrane isolée appelée phagophore 

se forme dans le cytoplasme de la cellule. Lors de l’élongation, chaque extrémité du 

phagophore s’allonge jusqu’à la fusion des deux extrémités formant une vésicule à double 

membrane appelée autophagosome dans laquelle des portions de cytoplasme sont séquestrées. 

La dernière étape est la fusion de l’autophagosome avec des lysosomes. La structure ainsi 

formée est appelée autolysosome et permet la dégradation du contenu grâce aux enzymes 

lysosomales. Dans certains cas, les autophagosomes peuvent fusionner avec des endosomes, 

avant leur fusion avec les lysosomes, formant des structures appelées amphisomes (Figure 

17). Nous décrirons en détails les acteurs moléculaires dans le paragraphe I-B.2. 



. 

Figure 17 : Etapes de la macroautophagie 

Dans des conditions normales, l’autophagie dite basale permet de compléter l’action 

du protéasome en dégradant des protéines à longue durée de vie. En condition de stress 

comme lors d’une carence en nutriments, le niveau d’autophagie augmente pour générer des 

métabolites essentiels à la génération d’ATP et au maintien d’un métabolisme assurant la 

survie cellulaire. La macroautophagie a été considérée pendant longtemps comme un 

processus de dégradation non sélectif emprisonnant « au hasard » des portions du cytoplasme. 

Il est actuellement considéré qu’il existe deux types de macroautophagie : 1) une 

macroautophagie qui n’est pas ou peu sélective, comme par exemple celle activée en réponse 

à une carence en nutriments qui permet de recycler des acides aminés pour assurer la survie, 

et 2) une macroautophagie très sélective permettant d’éliminer spécifiquement des organelles 

endommagés ou des agrégats protéiques même dans un milieu riche en nutriments. Parmi ces 

autophagies sélectives, on distingue la mitophagie, la ribophagie, la pexophagie, la 

réticulophagie, la lipophagie, l’agréphagie et la xénophagie. Afin d’avoir une vue d’ensemble 

de l’importance de l’autophagie dans la physiologie, nous présenterons ici quelques 

généralités sur ces différentes autophagies. 



La mitophagie désigne la dégradation sélective des mitochondries par autophagie. 

L’élimination de mitochondries en surplus ou endommagées est essentielle pour le bon 

fonctionnement de la cellule. Ainsi, la mitophagie est cruciale pour différentes fonctions 

physiologiques (Ding and Yin, 2012). Elle est, par exemple, très importante pour limiter la 

production d’espèces dérivées de l’oxygène, communément appelées ROS pour « Reactive 

Oxygen Species », par les mitochondries. La suppression de la mitophagie conduit à une 

accumulation de ROS, ce qui active l’inflammasome NLRP3 et conduit à une réponse 

immunitaire innée exacerbée (Zhou et al., 2011b). 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. Ainsi, la mitophagie peut intervenir dans le contrôle de la mort cellulaire. Les 

mitochondries permettent également la -oxydation des acides gras. La mitophagie intervient 

donc dans la régulation de l’homéostasie lipidique (Singh et al., 2009). La mitophagie est 

également impliquée dans le développement. En effet, lors de la fécondation, les 

mitochondries paternelles sont éliminées de manière à ce que seules les mitochondries 

maternelles soient transmises à la descendance. Des études ont montré que ces mitochondries 

paternelles pourraient être éliminées par mitophagie (Al Rawi et al., 2011; Sato and Sato, 

2011; Zhou et al., 2011a). Etant donné le rôle 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 (Ding and Yin, 2012).  

Chez la levure, le ciblage sélectif des mitochondries vers la dégradation autophagique 

est réalisé grâce à la protéine Atg32. En effet, Atg32 est recrutée sur les mitochondries et 

permet leur ciblage vers les autophagosomes en interagissant avec la protéine autophagique 

Atg8. Dans les cellules mammifères, la protéine NIX (aussi appellée BNIP3L) et la protéine 

PINK1 (PTEN-induced putative kinase protein 1) sont impliquées dans le ciblage des 

mitochondries vers la macroautophagie (Youle and Narendra, 2011).  

La ribophagie est la dégradation sélective des ribosomes par macroautophagie. Elle a 

été rapportée chez la levure S. cerevisiae (Kraft et al., 2008). Cette ribophagie est dépendante 

de deux protéines, Ubp3, une protéine dé-ubiquitinase et son activateur, la protéine Bre5. Ces 



deux protéines sont requises pour la dégradation de la sous-unité 60S du ribosome en réponse 

à une privation de nutriments (Kraft et al., 2008). La ribophagie est importante pour le 

contrôle de la balance entre synthèse protéique et dégradation. Elle permet de limiter la 

synthèse protéique et la biogénèse des ribosomes, qui sont des processus très consommateurs 

d’énergie, lorsque la cellule se trouve en condition de carence (Beau et al., 2008). 

La pexophagie désigne la dégradation sélective des peroxysomes par macroautophagie 

(Manjithaya et al., 2010). Les peroxysomes sont des organites assurant la détoxification de la 

cellule en oxydant le dioxygène et le peroxyde d’hydrogène. Lors de la pexophagie, des 

peroxysomes individuels sont séquestrés dans des vésicules à double membrane appelées 

pexophagosomes qui fusionnent avec les lysosomes. La pexophagie peut être induite par des 

signaux qui répriment la biogénèse des peroxysomes. Par exemple, chez S. cerevisiae, la 

pexophagie peut être induite en remplaçant le milieu de culture contenant de l’oléate, qui 

induit la biogénèse des peroxysomes, par un milieu riche en glucose ou un milieu sans azote 

(Hutchins et al., 1999). De même, la pexophagie a un rôle important dans la croissance de 

plusieurs champignons. Chez l’homme, l’accumulation de peroxysomes a été observée dans 

des cellules vieillissantes (Legakis et al., 2002). Dans les cellules mammifères, la dégradation 

des peroxysomes par macroautophagie fait intervenir les récepteurs autophagiques p62 et 

NBR1 (Deosaran et al., 2013)(cf paragraphe I-B.2.6.2).

La réticulophagie est la dégradation du réticulum endoplasmique (RE) par 

macroautophagie. Le RE est un organite clé dans le contrôle qualité des protéines. 

L’accumulation de protéines mal conformées conduit à 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 à double membrane de 300-700 nm de 

diamètre contenant des membranes du RE et permettant de limiter l’expansion du RE induit 

par la réponse UPR (Bernales et al., 2006). La réticulophagie permet donc de réduire la taille 

du RE pour un retour à une taille normale après l’induction d’un stress. De plus, ce 



mécanisme permet la dégradation de membranes du RE endommagées ou contenant des 

agrégats protéiques (Bernales et al., 2007).  

Les triglycérides et le cholestérol sont stockés à l’intérieur de la cellule dans des 

organelles spécialisés nommés gouttelettes lipidiques. Afin de pouvoir utiliser ces lipides 

emprisonnés, les gouttelettes lipidiques doivent être dégradées. Cette fonction a été 

exclusivement attribuée aux lipases jusqu’à la découverte que la macroautophagie pouvait 

également dégrader les gouttelettes lipidiques. En effet, des petites gouttelettes lipidiques 

entières ou des portions de larges gouttelettes lipidiques peuvent être séquestrées à l’intérieur 

de vésicules à double membrane. Après fusion des autophagosomes avec les lysosomes, des 

acides gras libres, produits de la dégradation des triglycérides, sont générés et vont pouvoir 

être utilisés par la cellule. En particulier, les acides gras libres sont les substrats de la -

oxydation par les mitochondries pour la génération d’ATP. La lipophagie a été décrite 

initialement dans les hépatocytes. L’inhibition de l’autophagie dans des hépatocytes en 

culture augmente le contenu en triglycérides, ainsi que le nombre et la taille des gouttelettes 

lipidiques et entraîne une diminution de la génération des acides gras libres conduisant à un 

défaut de -oxydation dans les mitochondries (Singh et al., 2009). Ceci démontre que la 

lipophagie intervient dans le métabolisme lipidique en participant à la mobilisation des lipides 

contenus dans les gouttelettes lipidiques. En permettant la libération de substrats pour la -

oxydation, la lipophagie contribue à la résistance contre la mort cellulaire induite par des 

mitochondries dysfonctionnelles. La lipophagie permet aussi de protéger les cellules contre 

l’accumulation toxique de lipides que l’on retrouve dans certaines pathologies telles que la 

stéatose (Ding et al., 2010). Ainsi, la lipophagie a été rapportée pour avoir un rôle dans 

différents processus physiologiques (Liu and Czaja, 2013). De manière intéressante, certains 

virus utilisent la lipophagie pour moduler le métabolisme lipidique afin d’augmenter leur 

réplication (Heaton and Randall, 2010). Nous rediscuterons ce point dans le paragraphe I-

B.4.4.2. sur le détournement de l’autophagie par les virus.  



L’agréphagie désigne la dégradation sélective d’agrégats protéiques par 

macroautophagie. Il existe dans la cellule un contrôle qualité des protéines nouvellement 

synthétisées. Ce contrôle qualité est effectué par des protéines chaperonnes de choc thermique 

HSP afin de restructurer les protéines mal repliées. Lorsque les protéines ne peuvent pas être 

restructurées correctement, elles sont poly-ubiquitinées afin d’être ciblées pour une 

dégradation par le protéasome. Cependant, ces protéines mal conformées peuvent former des 

agrégats protéiques qui ne sont pas dégradés par le protéasome et qui doivent être ciblés vers 

la dégradation autophagique. 

La protéine déacétylase HDAC6 a un rôle très important dans la dégradation par 

autophagie d’agrégats protéiques. HDAC6 possède dans sa partie C-terminale, un domaine de 

fixation à l’ubiquitine (BUZ domain) et reconnait préférentiellement les chaines d’ubiquitines 

K63. HDAC6 est également capable de se lier à la dynéine, ce qui lui permet de se déplacer le 

long des microtubules. La formation de protéines cytoplasmiques agrégées et ne pouvant pas 

être dégradées par le protéasome est toxique pour la cellule. Afin de se protéger, les petits 

agrégats de protéines poly-ubiquitinées sont transportés le long des microtubules jusqu’au 

centre organisateur des microtubules MTOC (MTOC: Microtubule-Organizing Center) où ils 

sont rassemblés dans une structure périnucléaire insoluble et stable appelée agrésome qui sera 

dégradée par autophagie (Figure 18). HDAC6 est responsable du transport de ces agrégats 

protéiques poly-ubiquitinés jusqu’au MTOC et est donc impliquée dans la formation des 

agrésomes (Kawaguchi et al., 2003). En l’absence de HDAC6, les agrésomes ne sont plus 

formés mais des micro-agrégats sont observés dans le cytoplasme des cellules (Kawaguchi et 

al., 2003). La formation des agrésomes est un mécanisme de protection des cellules, la 

présence d’agrésomes étant moins toxique que celle de plusieurs petits agrégats diffus dans le 

cytoplasme. La présence d’agrégats protéiques est une caractéristique commune à plusieurs 

maladies neurodégénératives telles que les maladies de Huntington, de Parkinson et 

d’Alzheimer. Ainsi, l’agréphagie joue un rôle important dans la protection contre ces 

maladies. 



Figure 18 : HDAC6 et la formation d’agrésomes 

(A) Structure de la protéine HDAC6. La protéine HDAC6 possède deux domaines déacetylase DD1 

et DD2 qui contiennent l’activité catalytique. Elle contient un signal de localisation nucléaire (NLS) et 

deux signaux d’export nucléaire (NES). Le domaine SE14 permet l’ancrage de la protéine dans le 

cytoplasme. Le domaine DMB (dynein motor binding) permet la liaison à la dynéine et le domaine 

BUZ permet la reconnaissance de l’ubiquitine (Ub). (B) Formation des agrésomes. La protéine 

HDAC6 permet le transport des petits agrégats protéiques le long des microtubules, en reconnaissant 

les ubiquitines d’une part, et en se liant à la dynéine d’une autre part. Ainsi, les agrégats sont 

transportés près du MTOC où ils sont stockés dans une structure stable et insoluble nommée 

agrésome. L’agrésome sera dégradé par autophagie.  



La xénophagie est le terme utilisé pour désigner la dégradation sélective d’éléments 

« étrangers » à la cellule par macroautophagie. Cela concerne pour l’essentiel l’élimination de 

micro-organismes intracellulaires. Nous décrirons ce processus en détail dans le paragraphe I-

B.3.1 sur l’autophagie et immunité.  

A la différence de la macroautophagie, la microautophagie est une séquestration 

directe de portions du cytoplasme ou d’organelles à l’intérieur de la membrane des lysosomes 

sans transport dans des vésicules intermédiaires. Cette séquestration se produit grâce à des 

invaginations aléatoires de la membrane du lysosome. Ces invaginations s’allongent et se 

différencient en structures tubulaires nommées « tubes autophagiques » qui renferment les 

portions du cytoplasme. Des vésicules sont formées à l’extrémité de ces tubes et vont ensuite 

être déversées dans la lumière des lysosomes grâce à une scission des membranes (Figure 19).  

Figure 19: Microautophagie 

La microautophagie est un processus de dégradation proposé pour être non-sélectif. 

Cependant, comme pour la macroautophagie, il existe plusieurs formes de microautophagies 

sélectives qui vont dégrader spécifiquement certains organelles : la micropexophagie, la 

« piecemeal » microautophagie et la micromitophagie. La microautophagie non-sélective a été 

surtout observée dans les cellules mammifères alors que les trois formes de microautophagie 

sélective ont été décrites uniquement chez les levures (Li et al., 2011b). 



  La micropexophagie est la dégradation sélective des peroxysomes endommagés ou 

surnuméraires. A l’inverse de la microautophagie classique, lors de la micropexophagie, la 

membrane de la vacuole (équivalent des lysosomes chez la levure) va former des protrusions 

qui vont venir englober les amas de peroxysomes. La micropexophagie se décompose en trois 

étapes : 1) la vacuole à proximité des peroxysomes reçoit des signaux induisant la 

micropexophagie ; 2) En réponse à ces signaux, la membrane vacuolaire commence à 

s’invaginer puis des protrusions membranaires ressemblant à des « bras » s’allongent et 

viennent emprisonner les peroxysomes ; 3) les « bras » membranaires fusionnent entrainant 

les peroxysomes dans la lumière de la vacuole conduisant à leur dégradation (Figure 20).  

La microautophagie « piecemeal » désigne la dégradation de portions du noyau. Cette 

microautophagie requière la formation d’une jonction spécialisée (dénommée la jonction 

vacuole-noyau ou NVJ) directement entre la membrane de la vacuole et celle du noyau. Une 

partie du noyau est séquestrée à l’intérieur de l’invagination formée dans la vacuole, ce qui 

permet la formation d’une vésicule contenant du matériel nucléaire qui sera dégradé dans la 

vacuole (Figure 20).  

Enfin, la micromitophagie permet la dégradation sélective des mitochondries. Il existe 

deux types de micromitophagie. Dans la micromitophagie de type I, la vacuole séquestre 

directement la mitochondrie alors que dans la micromitophagie de type II, les membranes de 

la mitochondrie établissent des contacts avec la membrane de la vacuole pour entraîner la 

dégradation (Figure 20).  



Figure 20: Les différentes formes de microautophagies sélectives 

(A) La micropexophagie permet la dégradation des peroxysomes. La membrane de la vacuole 

commence par s’invaginer puis des protrusions membranaires vont s’allonger et venir emprisonner 

les peroxysomes qui seront dégradés dans la lumière de la vacuole. (B) La microautophagie 

piecemeal du noyau permet la dégradation de portions du noyau par incorporation d’une partie du 

noyau dans les invaginations de la membrane de la vacuole. (C) La micromitophagie permet la 

dégradation des mitochondries. La mitochondrie est soit directement séquestrée dans les 

invaginations de la membrane de la vacuole, soit il y a établissement de contacts membranaires entre 

la mitochondrie et la vacuole.  



L’autophagie médiée par les chaperonnes (CMA : Chaperone-Mediated-Autophagy) 

est une autophagie très sélective (Kaushik and Cuervo, 2012). En effet, les protéines 

dégradées par la CMA sont reconnues spécifiquement par des protéines chaperonnes 

cytosoliques qui vont les transporter jusqu’à la surface du lysosome. La CMA se décompose 

en trois étapes : 1) la reconnaissance des protéines à dégrader par les protéines chaperonnes, 

2) le transport de la protéine jusqu’à la membrane du lysosome et le dépliement de cette 

protéine, 3) la translocation de la protéine à dégrader dans la lumière du lysosome (Figure 

21). 

Figure 21: Etapes de l’autophagie médiée par les chaperonnes 

L’autophagie médiée par les chaperonnes se décompose en plusieurs étapes : a) la protéine 

chaperonne hsc70 reconnait le motif KFERQ sur la protéine cible à dégrader, b) Le complexe 

protéine cible-hsc70 se lie à LAMP-2A sur la membrane du lysosome, c) la protéine cible est dépliée 

par hsc70 et LAMP-2A se multimérise. Lys-hsp90 contribue à la stabilisation de LAMP-2A lors de sa 

multimérisation, d) la protéine cible est transloquée dans la lumière du lysosome pour y être 

dégradée, e) le complexe de translocation est dissocié par hsc70 et LAMP-2A se retrouve sous forme 

de monomères.  



Les protéines dégradées par CMA contiennent toutes un motif consensus de 5 acides 

aminés : KFERQ. La mutation de ce motif empêche la dégradation des protéines par CMA et 

inversement, l’ajout de ce motif à la séquence d’une protéine permet sa dégradation par CMA 

(Dice et al., 1986; Koga et al., 2011). Le motif KFERQ est reconnu par la protéine 

chaperonne hsc70 de la famille des « heat shock » protéines (Chiang et al., 1989). A l’inverse 

de certains signaux de dégradation protéique tels que l’ubiquitination, qui sont ajoutés au 

moment où il y a nécessité de dégrader une protéine, le motif KFERQ est constitutivement 

présent dans la séquence primaire de nombreuses protéines. Par conséquent, il existe des 

mécanismes de régulation afin de contrôler le ciblage de ces protéines vers le lysosome. Il est 

probable que la dégradation dépende de l’exposition ou non du motif qui sera accessible ou 

non à la protéine chaperonne. Par exemple, un dépliement partiel de la protéine pourrait 

favoriser la reconnaissance du motif KFERQ, inaccessible dans une protéine correctement 

conformée. De plus, il est également possible que le motif soit masqué lorsque la protéine 

interagit avec des partenaires cellulaires, ou que la localisation de la protéine dans des 

compartiments sub-cellulaires empêche sa reconnaissance. De plus, des études ont montré que 

des modifications post-traductionnelles peuvent permettre la reconnaissance d’un motif 

KFERQ dans lequel il manque un acide aminé par les protéines chaperonnes et conduire au 

déclenchement de la CMA. En effet, l’acétylation d’une isoforme de la pyruvate kinase 

permet sa reconnaissance par hsc70 malgré un motif KFERQ incomplet (Lv et al., 2011).  

Afin d’entraîner la dégradation lysosomale de la protéine, le complexe formé par 

l’association de la protéine chaperonne hsc70 avec la protéine à dégrader se lie à la queue 

cytoplasmique de la protéine lysosomale membranaire LAMP-2A (Lysosome-Associated 

Membrane Protein type 2A). La protéine cible subit alors un dépliement grâce à la protéine 

chaperonne hsc70 (Figure 21). La liaison du complexe protéine cible-hsc70 à LAMP-2A 

entraîne la multimérisation des monomères de LAMP-2, ce qui conduit à la formation d’un 

complexe macromoléculaire de 700 kDa à la membrane du lysosome (Bandyopadhyay et al., 

2008). La protéine chaperonne lysosomale hsp90 contribue à la stabilisation de LAMP-2A 

lors de sa multimérisation. Le complexe formé est alors transloqué dans la lumière du 



lysosome où la protéine substrat va être dégradée (Figure 21). Le complexe de translocation 

n’est pas stable. Ainsi, après la dégradation de la protéine substrat, LAMP-2 se dissocie à 

nouveau en monomères. Cette dissociation est un processus actif médié par hsc70 et la 

génération des monomères de LAMP-2 qui en résulte permet de maintenir des cycles de 

liaison/translocation afin de dégrader d’autres protéines cibles. La liaison du complexe 

protéine cible-hsc70 à LAMP-2 est l’élément limitant de la CMA. Ainsi, un moyen de réguler 

la CMA pour la cellule consiste à changer le niveau d’expression de LAMP-2A pour 

augmenter ou diminuer la CMA. Un autre niveau de régulation de la CMA concerne la 

stabilité du complexe de translocation. Notamment, la protéine GFAP (Glial Fibrillary Acidic 

Protein) et le facteur d’élongation EF1  interviennent dans la régulation de la stabilisation de 

ce complexe (Bandyopadhyay et al., 2010). De même, les lipides membranaires exercent un 

effet modulateur sur la CMA en affectant la stabilité de LAMP-2A à la membrane du 

lysosome. Une quantité élevée de lipides diminue la CMA en créant une instabilité de LAMP-

2A dans la membrane des lysosomes (Rodriguez-Navarro et al., 2012).  

La CMA est impliquée dans le maintien de l’homéostasie protéique et assure un rôle 

primordial de contrôle qualité des protéines par la dégradation des protéines endommagées ou 

altérées. En effet, la CMA est augmentée en réponse au stress causé par des dommages aux 

protéines ainsi que par la formation de protéines mal conformées afin de prévenir leur 

agrégation. La CMA est également induite suite à une privation de nutriments et fait suite à 

l’activation de la macroautophagie qui perdure moins longtemps dans le temps. La CMA 

intervient également dans la régulation de la transcription en dégradant un certain nombre de 

facteurs de transcription de manière tissus spécifique. Elle joue aussi un rôle dans l’immunité 

en favorisant la présentation d’antigènes sur les molécules CMH de classe II. Ainsi, la 

dérégulation de la CMA est impliquée dans plusieurs pathologies humaines dont la 

neurodégénérescence, le cancer et le vieillissement (Kaushik and Cuervo, 2012).  



I-B.2. 

Les différentes étapes de la macroautophagie, que nous appellerons autophagie dans la 

suite du manuscrit, sont finement régulées par différentes protéines ATG (pour AuTophaGy-

related) et par des partenaires associés. Nous allons décrire dans le détail tous ces acteurs 

moléculaires.  

L’autophagie est initiée par la formation dans le cytoplasme d’une membrane isolée 

appelée phagophore très riche en phosphatidylinositol-3-phosphate (PI3P). Chez la levure, les 

autophagosomes dérivent d’une membrane unique appelée le PAS (pre-autophagosomal 

structure) (Kim et al., 2002; Suzuki et al., 2001). Bien que l’autophagie ait été découverte 

depuis plus de 50 ans, l’origine de la membrane du phagophore dans les cellules mammifères 

reste largement discutée. Il semblerait que cette membrane ne soit pas synthétisée de novo

mais provienne d’organelles préexistants. Le RE a été décrit comme étant une source de 

membrane pour la formation du phagophore. Axe et al, ont identifié que la protéine DFCP1 

(double FYVE domain-containing protein1), une protéine localisée dans le RE qui est capable 

de lier le PI3P grâce à ses domaines FYVE, se retrouve localisée dans des structures 

ponctuées riches en PI3P qui colocalisent partiellement avec des protéines contenues dans les 

autophagosomes suite à une privation en acides aminés. Le changement de localisation de la 

protéine DFCP1 est dépendante de l’activité des protéines VPS34 et Beclin-1. Ces structures 

riches en PI3P et contenant des protéines du RE ont été appelées omegasomes et sont des 

sources de membranes pour l’accumulation de protéines autophagiques et pour l’expansion 

des membranes de l’autophagosome (Figure 22). En effet, les omegasomes riches en PI3P 

sont impliqués dans la biogénèse des autophagosomes. Les auteurs observent des interactions 

dynamiques entre les omegasomes et les autophagosomes en formation. Cependant, les 

omegasomes ne sont pas les seules structures à être impliquées dans la biogénèse des 

autophagosomes puisque les auteurs n’observent pas 100% de colocalisation entre les 

omegasomes et les autophagosomes (Axe et al., 2008). Par la suite, l’association du RE avec 

les phagophores a été observée en microscopie électronique (Hayashi-Nishino et al., 2009). 



La connexion des membranes du RE avec les phagophores a été prouvée par des études 

tomographiques en microscopie électronique qui ont montré d’étroites extensions reliant le 

phagophore au RE (Ylä-Anttila et al., 2009).  

La mitochondrie pourrait également être une source de membrane du phagophore. En 

effet, l’autophagosome pourrait se former le long de la mitochondrie. Les protéines 

autophagiques ATG5 et LC3 colocalisent de manière transitoire dans des structures ponctuées 

sur les mitochondries (Figure 22). Il a été observé que des lipides fluorescents marquant 

spécifiquement les mitochondries sont transférés des mitochondries aux autophagosomes. De 

plus, des expériences de photoblanchiment révèlent que les membranes des mitochondries et 

des autophagosomes sont partagées de manière transitoire (Hailey et al., 2010).  

La membrane plasmique, qui constitue un réservoir de membranes important, a 

également été montrée comme pouvant intervenir dans la biogénèse des autophagosomes 

(Ravikumar et al., 2010). En effet, dans les cellules mammifères, la chaîne lourde de la 

clathrine est capable d’interagir avec la protéine autophagique ATG16L1. L’endocytose 

médiée par les clathrines est impliquée dans la formation de précurseurs d’autophagosomes 

contenant ATG16L1 et la membrane plasmique des cellules contribue à la formation de ces 

précurseurs (Figure 22).  

Enfin, l’appareil de Golgi pourrait également être une source de membrane pour la 

formation des autophagosomes tout du moins chez la levure (Vaart et al., 2010) (Figure 22).

Il semblerait donc qu’il y ait plusieurs sources possibles de membranes pour la formation de 

l’autophagosome, lesquelles pourraient être sollicitées en fonction du stimulus qui induit 

l’autophagie.  



Figure 22 : Les différentes origines de membranes pour la formation du phagophore 

a) L’omegasome, structure riche en PI3P et contenant la protéine du RE DFCP1, pourrait être une 

source de membrane pour la formation de l’autophagosome. b) L’autophagosome pourrait aussi se 

former le long de la mitochondrie. Les protéines autophagiques ATG5 et LC3 colocalisent de manière 

transitoire dans des structures ponctuées sur les mitochondries. c) La membrane plasmique pourrait 

également être une source de formation des autophagosomes, grâce à l’endocytose dépendante des 

clathrines, au même titre que l’appareil de Golgi (d).  

Figure 23 : Acteurs moléculaires de l’autophagie 

Schéma récapitulatif des acteurs moléculaires régulant les différentes étapes de l’autophagie.  



L’étape cruciale pour l’initiation de l’autophagie est la formation de PI3P dans la 

membrane du phagophore, ce qui permet le recrutement de différentes protéines effectrices 

assurant l’élongation. La génération de PI3P est assurée par la PI3 kinase de type III VPS34 

qui intervient dans le complexe Beclin-1-VPS34-VPS15 (Figure 23). L’activité de ce 

complexe est régulée par un autre complexe composé des protéines ULK1-ATG13-FIP200-

ATG101 (Figure 23). 

Chez la levure, l’initiation de l’autophagie est contrôlée par un complexe composé des 

protéines Atg1, Atg13 et Atg17. Chez les mammifères, il existe deux homologues d’Atg1 qui 

sont les protéines kinases ULK1 et ULK2. L’homologue mammifère d’Atg17 est la protéine 

FIP200. De plus, il existe chez les mammifères une quatrième protéine nommée ATG101. Le 

complexe ULK, composé des protéines ULK1/2, ATG13, FIP200 et ATG101, est contrôlé par 

la protéine kinase à sérine/thréonine kinase mTOR (mammalian Target Of Rapamycin). 

mTOR est impliqué dans la régulation de la synthèse protéique et se retrouve dans deux 

complexes différents mTORC1 et mTORC2. Seul le complexe mTORC1, appelé par la suite 

mTOR, semble être impliqué dans la régulation de l’autophagie. mTOR est activé en aval de 

la voie Akt et régule négativement l’autophagie. L’activité de mTOR est régulée par les 

niveaux d’acides aminés et de glucose. De plus, mTOR peut être inhibé par la rapamycine, ce 

qui conduit à l’activation de l’autophagie. En présence de nutriments, mTOR phosphoryle 

ULK1/2 et ATG13, ce qui entraîne l’inactivation du complexe ULK (Figure 24). mTOR est 

inhibé par une carence en acides aminés et est alors dissocié du complexe ULK, ce qui permet 

la déphosphorylation de ULK1/2 et ATG13 (Figure 24). L’activité kinase d’ULK1/2 entraîne 

la phosphorylation de FIP200 et d’ATG13 et le recrutement du complexe sur la membrane du 

phagophore. La protéine ATG101 interagit avec ATG13 et permet sa stabilisation. A l’inverse 

de la levure chez laquelle l’inhibition de mTOR conduit à une augmentation de la liaison de la 

protéine Atg1 aux protéines Atg13 et Atg17, le complexe ULK-ATG13-FIP200-ATG101 est 

stable chez les mammifères quelles que soient les conditions de nutrition. C’est l’état de 

phosphorylation du complexe qui va être modifié par l’activité de mTOR.  



Figure 24 : Régulation du complexe ULK par mTOR 

En présence de nutriments, mTOR est activé et phosphoryle ULK1/2 et ATG13, ce qui inhibe le 

complexe ULK. En cas de carence en nutriments, mTOR est inhibé et dissocié du complexe ULK ce 

qui aboutit à la déphosphorylation de ULK1/2 et d’ATG13. ULK1/2 phosphoryle alors FIP200 et 

ATG13, ce qui conduit à l’activation de l’autophagie.  

Le complexe Beclin-1-VPS34-VPS15, dénommé complexe « core » est au centre de 

l’initiation de l’autophagie. En effet, la phase d’initiation est dépendante de l’activité de la 

phosphatidylinositol 3-kinase de type III (PI3K de type III) constituée par la protéine hVPS34 

possédant le site catalytique et de la protéine hVPS15 ayant une activité régulatrice. L’activité 

de la PI3K de type III dans l’initiation de l’autophagie est dépendante de son interaction avec 

la protéine autophagique Beclin-1 (l’orthologue mammifère de la protéine Atg6 chez la 

levure). L’activité de la PI3K de type III permet la génération de PI3P à partir de PI 

(phosphatidylinositol). Les PI3P générés vont permettre le recrutement de protéines 

effectrices contenant des domaines de liaison au PI3P comme des domaines FYVE ou PX. 

Ces protéines telles que la protéine DFCP1 et la protéine WIPI (WD-repeat protein 

interacting with phosphoinositides) vont permettre d’initier les étapes de formation des 

autophagosomes.  



La protéine AMBRA1 (Activating moleculein Beclin 1-regulated autophagy) peut 

faire partie du complexe core en se liant à Beclin-1 (Figure 23). Lorsque l’autophagie n’est 

pas induite, AMBRA1, qui est capable de se lier à la dynéine, accroche le complexe core aux 

microtubules. L’activation de l’autophagie conduit à la phosphorylation d’AMBRA1 par 

ULK1, ce qui permet le recrutement du complexe Beclin-1-VPS34-VPS15-AMBRA1 au 

niveau du RE (Bartolomeo et al., 2010).  

La protéine ATG14L ou Barkor (Beclin 1-associated ATG key regulator), 

l’homologue mammifère d’Atg14 de la levure, est également un régulateur positif du 

complexe core en interagissant avec Beclin-1 (Figure 23). L’association avec ATG14L est 

indispensable à la formation du phagophore. En effet, ATG14L est recruté dans la membrane 

du phagophore et est nécessaire à l’activité de la PI3K de type III. La déplétion d’ATG14L 

diminue l’activité de la PI3K ainsi que la formation des autophagosomes et le flux 

autophagique. A l’inverse, la surexpression d’ATG14L promeut l’activité de la PI3K et 

l’induction d’autophagie (Itakura et al., 2008; Matsunaga et al., 2010; Sun et al., 2008).      

La protéine UVRAG (UV irradiation Resistance-Associated Gene) est une autre 

protéine régulatrice de l’autophagie qui interagit avec Beclin-1 (Figure 23). De manière 

intéressante, il existe une compétition entre UVRAG et ATG14L pour la liaison à Beclin-1, 

ces deux protéines étant présentes de façon mutuellement exclusive sur le complexe core 

(Itakura et al., 2008; Matsunaga et al., 2009; Sun et al., 2008). La protéine UVRAG active 

l’initiation de l’autophagie. Elle est capable de se lier à la protéine Bif-1 (Bax-interacting 

factor 1, aussi connue sous les noms d’endophilin B1 ou de SH3GLB1), ce qui augmente 

l’activité de la PI3K et induit l’autophagie. Bif-1 est localisée dans le cytoplasme dans des 

structures ponctuées et colocalise avec ATG5 et LC3 (Takahashi et al., 2007). Il a été montré 

que la protéine UVRAG interagit également avec la protéine Rubicon et la VPS de classe C. 

Ces associations interviennent dans la régulation de la maturation des autophagosomes. Nous 

les décrirons dans le paragraphe I-B.2.3.  

Il existe également des régulateurs négatifs du complexe core. La protéine Beclin-1 a 

été identifiée initialement comme interagissant avec la protéine anti-apoptotique Bcl-2. La 

liaison de Beclin-1 à Bcl-2 empêche l’association de Beclin-1 au complexe PI3K (Pattingre et 

al., 2005). Ainsi, Bcl-2 exerce une activité anti-autophagique. L’interaction entre Bcl-2 et 

Beclin-1 peut être régulée par divers mécanismes. Notamment, la phosphorylation de Bcl-2 



par la kinase JNK entraîne sa dissociation de Beclin-1 levant ainsi l’inhibition de 

l’autophagie.  

L’élongation des membranes du phagophore nécessite deux systèmes de conjugaison 

« ubiquitin-like », le premier étant composé des protéines ATG12–ATG5-ATG16L1 et le 

deuxième de la protéine LC3 (Figure 23). L’élongation requiert aussi la présence de la 

protéine ATG9.   

La protéine Atg9 (mATG9 chez les mammifères) est impliquée dans l’assemblage du 

phagophore. C’est la seule protéine transmembranaire parmi les protéines ATG. Elle est 

localisée au niveau des endosomes tardifs et de l’appareil de Golgi chez l’Homme alors 

qu’elle est présente sur les mitochondries chez la levure. Lorsque l’autophagie est induite, 

ATG9 est recrutée au niveau du phagophore. ATG9 est indispensable à l’expansion du 

phagophore et présente des mouvements bidirectionnels constants entre le phagophore et les 

compartiments cytosoliques (Xie and Klionsky, 2007). Le rôle d’ATG9 serait de transporter 

des lipides au site d’assemblage du phagophore (Longatti and Tooze, 2009). Le mouvement 

bidirectionnel d’ATG9 est assuré par des protéines régulatrices qui permettent le passage 

d’ATG9 du phagophore au compartiment cytosolique. La protéine WIPI-1 , qui possède des 

domaines de liaison au PI3P permettrait, chez l’homme, d’assurer le retour d’ATG9 du 

phagophore jusqu’aux compartiments cytosoliques. En effet, en absence de WIPI-1 , ATG9 

s’accumule au niveau du phagophore et l’élongation est perturbée.   

Les systèmes de conjugaison sont des systèmes « ubiquitin-like » en référence au 

mécanisme de conjugaison de l’ubiquitine aux substrats qui nécessite une enzyme d’activation 

(E1), une enzyme de conjugaison (E2) et une ligase (E3). Le premier système de conjugaison 

aboutit à la formation d’un complexe multimérique composé des protéines ATG12–ATG5-



ATG16L1 (Figure 23). ATG12 est activée par la protéine ATG7 (enzyme E1-like), puis 

transférée sur ATG10 (enzyme E2-like) pour finalement se lier de façon covalente à ATG5. 

Le complexe ATG12–ATG5 recrute et s’associe de manière non-covalente à ATG16L1. Les 

complexes ATG12–ATG5-ATG16L1 s’oligomérisent via des motifs coiled-coil présents sur 

ATG16, créant de larges complexes multimériques qui s’associent à la membrane externe du 

phagophore. Après la formation des autophagosomes, ces complexes sont dissociés de la 

membrane de l’autophagosome. Le complexe ATG12–ATG5-ATG16L1 est très important 

dans l’étape d’élongation car il va agir comme une enzyme E3-like dans le deuxième système 

de conjugaison dépendant de LC3 (Romanov et al., 2012).  

La protéine LC3 (orthologue mammifère de la protéine Atg8 chez la levure) existe 

sous deux formes : une forme non lipidée cytosolique appelée LC3-I et une forme lipidée 

ancrée dans la membrane des autophagosomes appelée LC3-II. Le système de conjugaison 

dépendant de LC3 aboutit à la lipidation de LC3. La protéine LC3 est tout d’abord synthétisée 

sous une forme pro-LC3 qui est immédiatement clivée par la protéine ATG4 pour former la 

protéine LC3-I. Lors de l’induction d’autophagie, les protéines ATG7 (enzyme E1-like), 

ATG3 (enzyme E2-like) et le complexe ATG12–ATG5-ATG16 (enzyme E3-like) permettent 

la liaison covalente d’une phosphatidylethanolamine (PE) à LC3-I formant la protéine LC3-II 

(Figure 23). Grâce au PE, la protéine LC3-II s’ancre à la fois dans la membrane externe et 

interne des autophagosomes. Après complétion de l’autophagosome, les protéines de LC3-II 

fixées sur la membrane externe de l’autophagosome sont clivées par la protéine ATG4 et 

recyclées. Les protéines LC3-II liées à la membrane interne de l’autophagosome restent 

présentes jusqu’à la fusion avec les lysosomes qui entraînera leur dégradation lors de l’étape 

de maturation.  

A l’inverse de la levure chez laquelle il n’existe qu’une seule protéine Atg8, les 

cellules mammifères expriment plusieurs protéines Atg8-like qui sont regroupées en trois 

sous-familles : la famille des MAP-LC3 (microtubule-associated protein light chain 3) 

constituée des trois membres LC3A, LC3B et LC3C ; la famille GABARAP ( -amino-butyric 



acid receptor-associated protein) constituée de deux membres GABARAP et GABARAPL1 ;

la famille GATE-16 (Golgi-associated ATPase enhancer of 16 kDa) dont le seul membre est 

GATE-16 ou GABARAPL2 chez l’homme.  

Les protéines de la famille Atg8-like partagent une forte homologie de structure et 

possèdent un core « ubiquitin-like » composé de quatre feuillets  et de deux hélices  ayant 

un rôle dans les interactions protéine-protéine. Elles sont exprimées de manière ubiquitaire. 

Cependant, certaines sous-familles présentent des niveaux d’expression différents en fonction 

des tissus.   

Les protéines de la famille Atg8-like ont été initialement identifiées pour leur rôle dans 

le trafic intracellulaire. Cependant, toutes les protéines de la famille Atg8-like sont impliquées 

dans le processus autophagique et interviennent dans l’élongation et la fermeture du 

phagophore. Les différents homologues interviendraient à des étapes différentes dans 

l’élongation du phagophore : la famille MAP-LC3 serait impliquée préférentiellement dans 

l’élongation de la membrane du phagophore alors que la famille GABARAP participerait aux 

étapes de maturation (Shpilka et al., 2011).  

Tous les homologues humains d’Atg8 possèdent une glycine conservée dans leur 

partie C-terminale, permettant la conjugaison au PE. Atg4 possède quatre orthologues chez 

les mammifères : ATG4B, qui est capable de cliver tous les homologues d’Atg8, ATG4A, qui 

est spécifique aux familles GABARAP et GATE-16, ATG4C et ATG4D qui semblent être 

moins actives et dont le rôle n’a pas été bien caractérisé (Shpilka et al., 2011). 

LC3-II est la seule protéine qui reste séquestrée dans les autophagosomes après leur 

formation. Ainsi, cette protéine peut être utilisée comme un marqueur pour suivre 

l’autophagie (Klionsky et al., 2012). Parmi tous les homologues d’Atg8, LC3B, appelé par la 

suite LC3, est le marqueur d’identification des autophagosomes le mieux caractérisé et le plus 

utilisé chez les mammifères. Il existe deux techniques principales pour suivre l’autophagie 

grâce à la protéine LC3 : la microscopie et le western blot. Dans une approche de 

microscopie, le but est d’analyser la distribution de la protéine LC3 dans la cellule. Quand il 

n’y a pas d’autophagie, la protéine LC3-I est exprimée de manière diffuse dans le cytoplasme. 

A l’inverse, lorsque l’autophagie est induite, la protéine LC3-II va être localisée dans des 

structures ponctiformes qui sont les autophagosomes. Dans notre laboratoire, nous utilisons 

des cellules HeLa stablement transfectées avec une protéine de fusion GFP-LC3 afin de suivre 



l’autophagie par microscopie à fluorescence. En microscopie confocale, on observe une 

fluorescence diffuse de la protéine LC3-I lorsqu’il n’y a pas d’autophagie et l’apparition de 

dots fluorescents contenant la protéine LC3-II lorsque l’autophagie est induite. La conversion 

de la protéine LC3-I en LC3-II peut également être analysée par western blot puisque les deux 

formes de LC3 possèdent des poids moléculaires différents de 18 kDa et 16 kDa pour LC3-I 

et LC3-II respectivement. L’autophagie peut également être analysée par microscopie 

électronique afin de visualiser des autophagosomes possédant une double membrane 

(Klionsky et al., 2012).  

La dernière étape de l’autophagie est la maturation des autophagosomes qui permet la 

dégradation du contenu des autophagosomes grâce à la fusion avec des lysosomes. Cette étape 

est très importante pour obtenir un flux autophagique complet. En effet, un blocage de la 

maturation des autophagosomes conduit à une accumulation d’autophagosomes dans lesquels 

les protéines séquestrées ne sont pas dégradées. La régulation de la maturation des 

autophagosomes se fait à différents niveaux : régulation de la fusion des autophagosomes 

avec les lysosomes, régulation de l’acidification et régulation du recyclage des métabolites à 

partir des lysosomes.  

Comme nous l’avons déjà évoqué, la protéine UVRAG est capable de se lier au 

complexe Beclin-1-VPS34-VPS15 par son association avec Beclin-1. Lorsque la protéine 

UVRAG se lie également à la protéine Bif, ce complexe intervient dans l’initiation de 

l’autophagie. A l’inverse, le complexe Beclin-1-VPS34-VPS15-UVRAG interviendrait dans 

l’étape de maturation des autophagosomes en augmentant cette maturation (Figure 23 et 25). 

UVRAG est également capable de lier la protéine Rubicon (RUN domain and cysteine-rich 

domain containing, Beclin 1-interacting protein) et dans cette situation le complexe Beclin-1-

VPS34-VPS15-UVRAG-Rubicon inhibe la maturation des autophagosomes (Figure 23 et 25) 

(Matsunaga et al., 2009; Zhong et al., 2009).  



Figure 25 : Les différents rôles du complexe Beclin-1-VPS34-VPS15-UVRAG au cours de 

l’autophagie 

Le complexe Beclin-1-VPS34-VPS15-UVRAG-Bif intervient dans l’étape d’initiation de l’autophagie 

alors que le complexe Beclin-1-VPS34-VPS15-UVRAG promeut la maturation des autophagosomes. 

La liaison de Rubicon pour former le complexe Beclin-1-VPS34-VPS15-UVRAG-Rubicon permet une 

régulation négative de la maturation des autophagosomes.  

Les protéines Rab sont des protéines faisant partie de la super famille des Ras GTPase, 

capables d’hydrolyser le GTP en GDP et dont plusieurs membres contribuent à la régulation 

de l’autophagie. La protéine Rab7 joue un rôle clé dans la maturation des autophagosomes 

(Jäger et al., 2004). En plus de son rôle dans le complexe Beclin-1-VPS34-VPS15, la protéine 

UVRAG est capable d’interagir avec la VPS de classe C, une protéine impliquée dans la 

fusion des endosomes. Le complexe UVRAG-VPS de classe C stimule l’activité GTPase de 

Rab7 et promeut la fusion des autophagosomes avec des endosomes tardifs ou des lysosomes. 

Ce rôle d’UVRAG est indépendant de son interaction avec Beclin-1 (Liang et al., 2008). De 

même, la protéine Rab11 est requise pour la fusion des autophagosomes avec des endosomes 

tardifs en réponse à une autophagie induite par la privation de nutriments dans les lignées de 

cellules erythroleucémiques (Fader et al., 2008). Enfin, certaines données suggèrent que la 

protéine Rab24 intervient dans l’autophagie. En effet, Rab24 semble être redistribuée dans les 

autophagosomes en réponse à une induction d’autophagie (Egami et al., 2005; Munafó and 

Colombo, 2002).  



Les protéines ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport) sont des 

protéines clés dans le trafic endosomal et la biogénèse des endosomes tardifs. Il a été montré 

que le complexe ESCRT III est nécessaire à la fusion des autophagosomes avec les 

endosomes tardifs et les lysosomes pour la génération d’amphisomes et d’autolysosomes, 

respectivement (Lee et al., 2007b). Certaines protéines SNARE, comme par exemple VAMP3 

et VAMP7 ont été également été proposées pour avoir un rôle dans le contrôle de la fusion 

entre les autophagosomes et les endosomes tardifs ou les lysosomes (Fader et al., 2009). De 

même, les protéines lysosomales, LAMP1 et LAMP2 sembleraient être impliquées dans la 

maturation des autophagosomes (Tanaka et al., 2000). Pour finir, le contrôle de l’acidification 

des lysosomes représente une étape cruciale pour la maturation des autophagosomes 

(Mehrpour et al., 2010). Pour exemple, l’inhibition de l’activité de la v-ATPase par la 

bafilomycine A1 bloque les pompes à hydrogènes des lysosomes empêchant l’acidification et 

bloquant ainsi l’activité des enzymes lysosomales qui ne sont actives qu’à pH faible. Par ce 

moyen, le flux autophagique est inhibé. 

Le cytosquelette permet de maintenir la structure de la cellule et est impliqué dans 

différentes fonctions telles que le mouvement cellulaire, la division cellulaire et le trafic 

intracellulaire. Le cytosquelette composé de microfilaments, de filaments intermédiaires et 

des microtubules joue un rôle important dans l’autophagie. En effet, les microtubules sont des 

acteurs clés dans la formation des autophagosomes ainsi que dans leur fusion avec les 

lysosomes.  

Les autophagosomes se forment de manière aléatoire dans les régions périphériques de 

la cellule puis se déplacent de manière bi-directionnelle le long des microtubules et 

s’accumulent près du MTOC. Une étude a montré que le désassemblage des microtubules 

affecte la formation des autophagosomes (Fass et al., 2006). Les microtubules sont 

nécessaires à la fois pour la formation et pour la fusion des autophagosomes avec des 

endosomes dans des hépatocytes de rat (Köchl et al., 2006). La stabilisation des microtubules 

permet ainsi de promouvoir la maturation des autophagosomes en augmentant leur fusion 

avec les lysosomes (Yu and Marzella, 1986). 



Le mouvement centripète des autophagosomes le long des microtubules est dépendant 

de la protéine dynéine et est important pour la fusion avec les lysosomes (Jahreiss et al., 

2008). Des mutations de la dynéine conduisent à des défauts de fusion des autophagosomes. 

En effet, des mutations de la dynéine diminuent la dégradation d’agrégats protéiques 

impliqués dans des maladies neurodégénératives telles que la maladie de Huntington, en 

affectant la maturation des autophagosomes (Ravikumar et al., 2005). Après leur formation, 

les autophagosomes se déplacent le long des microtubules grâce à un moteur de dynéine et 

rejoignent le centrosome où les lysosomes sont accumulés. L’utilisation d’anticorps anti-LC3 

inhibe ce mouvement et entraîne un défaut de ciblage des autophagosomes vers les lysosomes 

(Kimura et al., 2008). Xie et al., qui ont montré que les microtubules acétylés sont requis pour 

la fusion des autophagosomes avec les lysosomes (Xie et al., 2010), ont également identifié 

que la protéine MAP1S (microtubule-associated protein 1) interagit avec LC3 et permet son 

recrutement sur les microtubules (Xie et al., 2011). La protéine FYCO1 (FYVE and coiled-

coil domain-containing protein) forme également un complexe avec les protéines LC3 et 

Rab7 et promeut le mouvement des autophagosomes le long des microtubules (Pankiv et al., 

2010). FYCO1 pourrait se lier aux moteurs moléculaires kinésines. Les auteurs de ce travail 

proposent que l’interaction de LC3 et Rab7 avec FYCO1 et les kinésines permettrait le 

mouvement des autophagosomes dans un sens (vers les extrémités positives des microtubules) 

alors que l’interaction de LC3 avec les dynactines/dynéines permettrait le mouvement dans le 

sens opposé (vers les extrémités négatives) (Pankiv et al., 2010).  

Geeraert et al. ont proposé qu’il existe deux populations de microtubules : des 

microtubules dynamiques qui recrutent spécifiquement des marqueurs de la formation des 

autophagosomes tels que la PI3K de classe III, WIPI-1, le complexe ATG12–ATG5 et LC3-

I ; et des microtubules stables sur lesquels se lient les autophagosomes matures. Dans des 

conditions nutritionnelles normales, LC3-I colocalise sur les microtubules dynamiques. 

Quand les autophagosomes se forment, ils sont recrutés sur les microtubules stables acétylés. 

Ils se déplacent vers les extrémités positives et négatives des microtubules en utilisant 

respectivement les moteurs kinésines et dynéines (Figure 26, A). En réponse à une privation 

de nutriments, la tubuline est hyper acétylée, ce qui augmente le recrutement de la kinésine 

qui transporte la protéine JIP-1 sur les microtubules. JIP-1 active la voie des MAP Kinases, ce 

qui permet la phosphorylation de JNK et son activation. En retour, JNK entraîne la 

dissociation de Beclin-1 à Bcl-2, ce qui permet son recrutement sur les microtubules où la 

formation des autophagosomes peut-être initiée (Figure 26, B). Une fois matures, les 



autophagosomes pourraient passer des microtubules dynamiques aux microtubules stables 

pour permettre aux moteurs dynéines le transport des autophagosomes le long des 

microtubules vers les extrémités négatives menant à la fusion avec les lysosomes (Geeraert et 

al., 2010). 

Figure protégée (figure 7 de Geeraert et al., 2010)

Figure 26 : Rôle des microtubules dans la formation des autophagosomes extrait de          

Geeraert et al., 2010 

Les microtubules ne sont pas les seuls éléments du cytosquelette à intervenir dans 

l’autophagie. En effet, il a été récemment décrit que la myosine VI, qui est un moteur 

moléculaire se déplaçant le long des filaments d’actine, joue un rôle crucial dans la fusion des 

autophagosomes avec les lysosomes (Tumbarello et al., 2012). La myosine VI est essentielle 



pour le mouvement et/ou la fusion des autophagosomes avec des endosomes exprimant la 

protéine ESCRT Tom-1. La protéine Tom-1 est exprimée sur les endosomes et est capable 

d’interagir avec la myosine VI. D’un autre côté, la myosine VI interagit avec les protéines 

optineurine, NDP52 et T6BP. Ces trois protéines font partie des protéines appelées récepteurs 

autophagiques car elles possèdent toutes un site d’interaction avec la protéine LC3 appelé 

domaine LIR (LC3-interacting region). Ces récepteurs autophagiques ont pour fonction 

principale de cibler des protéines vers la dégradation autophagique, notamment en 

reconnaissant des ubiquitinations sur les protéines à dégrader. Le site de liaison à la myosine 

VI sur les trois protéines optineurine, NDP52 et T6BP chevauche le site d’interaction avec les 

protéines ubiquitinées. Ainsi, ces protéines pourraient avoir une fonction double. 

Premièrement, elles peuvent servir d’adaptateurs entre les protéines ubiquitinées et les 

membranes conjuguées à LC3 pour cibler ces protéines vers la dégradation. Deuxièmement, 

elles peuvent se lier à LC3 sur la membrane externe des autophagosomes d’un côté, et à 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 (Figure 27).  

Figure protégée (figure S8C de 

Figure 27 : Modèle du rôle de la myosine VI dans la maturation des autophagosomes extrait de 

Tumbarello et al., 2012 

Schéma illustrant trois scénarios possibles pour la fonction moléculaire de la myosine VI. 1) La 

myosine VI agit en monomère, interagit avec Tom-1 et se déplace le long des filaments d’actine pour 

délivrer les endosomes exprimant Tom-1 près des autophagosomes. 2) La myosine VI agit en dimère et 

interagit avec Tom-1 sur les endosomes et avec les récepteurs autophagiques (T6BP, NDP52, 

Optineurine) sur les autophagosomes. 3) Une fois la myosine VI ciblée au niveau des autophagosomes 

grâce à l’interaction avec Tom-1, la myosine VI pourrait interagir avec les récepteurs autophagiques 

pour déplacer les autophagosomes le long des filaments d’actine et les transporter jusqu’aux 

lysosomes. E : endosomes, L : lysosomes 



Nous avons décrit les acteurs moléculaires impliqués dans le processus autophagique 

dit canonique. Cependant, il a été décrit des formes d’autophagie non canonique dans 

lesquelles seulement une partie du répertoire des protéines ATG est utilisée pour la formation 

des autophagosomes (Codogno et al., 2012). Ainsi il existe des autophagies indépendantes 

d’ATG5 et d’ATG7 dans lesquelles la protéine Rab9 est impliquée dans la formation des 

autophagosomes (Nishida et al., 2009). Récemment, il a été décrit que le raclopride, un 

antagoniste des récepteurs à dopamine, induit une autophagie indépendante d’ATG7 et 

médiée par Rab9 dans les myocytes cardiaques (Yan et al., 2013). Une autre forme 

d'autophagie, celle-ci dépendante d’ATG5 et d’ATG7 mais indépendante de Beclin-1 a été 

rapportée dans des cellules cancéreuses exposées au resveratrol (Scarlatti et al., 2008), dans 

les neurones exposés à une neurotoxine (Zhu et al., 2007) et dans des cellules exposées à l’ -

hémolysine de S. aureus (Mestre et al., 2010). La diminution de l’expression de la protéine -

SNAP dans des cellules épithéliales induit également une autophagie non canonique 

indépendante de Beclin-1 (Naydenov et al., 2012). Pour finir, une forme d’autophagie 

indépendante de l’étape d’initiation par ULK1 a été décrite en réponse à l’ammoniaque ou à 

une privation en glucose (Cheong et al., 2011). 

Comme nous l’avons expliqué, l’autophagie peut être un processus de dégradation très 

spécifique et être impliquée dans la dégradation sélective d’organelles endommagés ou en 

excès (mitophagie, ribophagie, pexophagie, réticulophagie) et dans la dégradation d’agrégats 

protéiques (agréphagie). Le ciblage de protéines ou d’organelles vers la dégradation 

autophagique est assuré par l’intermédiaire de protéines cargo faisant le lien entre les substrats 

à dégrader et la machinerie autophagique.  

Ces protéines cargo appelées récepteurs autophagiques ciblent les protéines à dégrader 

vers les autophagosomes grâce à une interaction spécifique avec LC3. En effet, elles 

possèdent un motif LIR (LC3-interacting region) permettant une liaison à LC3. La séquence 

du domaine LIR est la suivante (X-3X-2X-1W0X1X2LX3). Des résidus acides tels que l’acide 

aspartique (D) et l’acide glutamique (E) sont prévalents dans les positions X-3X-2X-1 et en 

position X1. Le résidu se liant au niveau du site tryptophane W0 est le plus généralement un 



tryptophane (W) ou une phénylalanine (F) mais certains domaines LIR contiennent une 

tyrosine (Y) à cette position. Le site leucine L est occupé par une leucine (L), une isoleucine 

(I) ou une valine (V). Ainsi, la séquence consensus du motif LIR peut être écrite de cette 

façon : D/E-D/E-D/E-W/F/Y-X-X-L/I/V. La présence d’un résidu acide en X-3X-2X-1 n’est pas 

requise de manière absolue mais généralement il y a au moins un résidu acide à l’une de ces 

positions. Lorsqu’il n’y a pas de résidus acides dans ces positions, il y en a généralement un 

en position X1 ou X2, ou les deux. A l’inverse, la présence d’un résidu aromatique au niveau 

du site W ainsi que la présence d’un résidu hydrophobe (L/I/V) au niveau du site L sont 

absolument requises (Johansen and Lamark, 2011).  

Il existe plusieurs récepteurs autophagiques possédant un motif LIR dont les protéines 

p62, NBR1, NDP52 et l’optineurine.  

La protéine p62 aussi appelée sequestosome 1 (SQSTM1) est une protéine 

d’échafaudage impliquée dans plusieurs fonctions cellulaires et notamment servant de 

récepteur autophagique afin de cibler des protéines ubiquitinées vers la dégradation par 

autophagie. C’est une protéine de 440 acides aminés constituée d’un domaine PB1 en N-

terminal, d’un domaine en doigt de zinc (ZZ), de signaux de localisation nucléaire (NLS) et 

d’export nucléaire (NES), d’un domaine LIR, d’un domaine KIR (KEAP1 interacting region) 

et d’un domaine UBA (Ubiquitin-associated domain) en C terminal (Figure 28). Le domaine 

PB1 de p62 est un domaine d’interaction protéine-protéine permettant à p62 d’interagir avec 

des partenaires mais lui permettant également de s’homopolymériser. Grâce aux signaux 

d’import et d’export nucléaire, p62 navigue entre le noyau et le cytoplasme de la cellule. Le 

domaine UBA reconnait à la fois les mono-ubiquitines et les chaînes de poly-ubiquitines K48 

ou les chaînes de poly-ubiquitines K63. La reconnaissance des chaines de poly-ubiquitines 

K63 semble être plus efficace pour le ciblage vers l’autophagie et l’ajout de ces chaînes sur 

des protéines a été corrélé à la dégradation de ces protéines par autophagie (Tan et al., 2008).  



Figure 28 : Structure de p62 

Le domaine PB1 permet l’oligomérisation de p62. Le domaine LIR est responsable de l’interaction 

avec les protéines LC3 et GABARAP (GBR). Le domaine UBA reconnait les chaines de poly-

ubiquitine (Ub : ubiquitine). 

Lorsque des protéines sont mal conformées, elles vont être reconnues et ubiquitinées 

par des protéines chaperonnes. Après reconnaissance de ces protéines ubiquitinées, la protéine 

p62 s’oligomérise et forme des agrégats appelés corps de p62 ou ALIS (aggresome-like 

inducible structure) (Figure 29). Ces structures sont ensuite dégradées par autophagie grâce à 

l’interaction de p62 avec LC3 (Pankiv et al., 2007). La protéine NBR1, également capable 

d’interagir avec LC3 semble aussi être impliquée dans la dégradation autophagique des 

structures ALIS. De même, la protéine ALFY (autophagy-linked FYVE protein), qui contient 

un domaine d’interaction à p62 ainsi qu’une région répétée WD40 lui permettant d’interagir 

avec ATG5 et un domaine FYVE permettant la liaison au PI3P, est retrouvée dans les 

structures ALIS (Johansen and Lamark, 2011).  

Figure 29 : Mécanisme de dégradation par p62 

p62 reconnait les protéines poly-ubiquitinées grâce à son domaine UBA. p62 s’oligomérise alors par 

son domaine PB1 formant des agrégats. Grâce à l’interaction de p62 avec LC3 par le domaine LIR, 

les agrégats sont ciblés vers la dégradation autophagique.  

En plus de la dégradation des protéines ubiquitinées, p62 peut également cibler des 

protéines non ubiquitinées vers la dégradation autophagique. Il a été notamment décrit qu’un 

mutant de la superoxide dismutase 1 (SOD1) entrainant des scléroses latérales 



amyotrophiques est dégradé par autophagie indépendamment des ubiquitines grâce à une 

interaction directe avec p62 (Gal et al., 2009).  

De plus, la protéine p62 a été décrite pour intervenir dans la dégradation spécifique de 

bactéries pathogènes par xénophagie. p62 a été impliquée dans la dégradation autophagique 

de bactéries Salmonella typhimurium ubiquitinées. Les protéines p62 et LC3 sont recrutées à 

la surface des bactéries ubiquitinées et la dégradation par autophagie requiert à la fois le 

domaine LIR et le domaine UBA de p62 (Zheng et al., 2009).  

La bactérie intracellulaire Shigella flexneri entre dans les cellules hôtes par 

phagocytose et pénètre dans le cytoplasme après avoir entrainé une rupture de la membrane 

des vacuoles. Il a été montré que des protéines ubiquitinées sont associées à ces membranes 

endommagées, ce qui permet le recrutement de la protéine p62 et un ciblage de ces 

membranes vers la dégradation autophagique (Dupont et al., 2009). De plus, NOD1, TRAF6 

et NEMO, intervenant dans la signalisation NF- B pour la production de cytokines 

inflammatoires, sont recrutés sur ces membranes et il semblerait que leur ciblage vers une 

dégradation autophagique permette de réguler négativement la réponse inflammatoire. Des 

composants de l’inflammasome ainsi que la caspase-1 sont également recrutées au niveau des 

membranes endommagées par Shigella, ce qui permettrait de limiter la mort par pyroptose des 

cellules infectées (Dupont et al., 2009).  

Le rôle de p62 dans le ciblage de bactéries vers la dégradation autophagique est 

appuyé par le fait que certaines bactéries ont développé des moyens pour échapper à la 

reconnaissance par p62. En effet, la protéine ActA de Listeria monocytogenes recrute les 

complexes cellulaires Arp2/3 et Ena/VASP afin de rendre la bactérie « invisible » pour la 

cellule. Des bactéries mutantes pour la protéine ActA sont incapables de recruter ces protéines 

cellulaires et sont ubiquitinées, ce qui conduit à leur reconnaissance par p62 et à leur ciblage 

vers l’autophagie (Yoshikawa et al., 2009).  

La protéine p62 est également impliquée dans la dégradation autophagique des 

protéines de capside du virus de Sindbis, ce qui permet de limiter la neurovirulence de ce 

virus (Orvedahl et al., 2010). En effet, l’infection par le virus de Sindbis induit l’autophagie et 

la protéine p62 interagit avec les protéines de capside virale, indépendamment de 

l’ubiquitination, afin de les cibler vers la dégradation. L’élimination des protéines virales par 

autophagie est essentielle pour la survie des cellules infectées. En effet, l’inhibition du gène 

ATG5 ou de p62 conduit à l’accumulation de protéines de capside virale dans les neurones de 

souris infectées, ce qui entraîne la mort de ces neurones (Orvedahl et al., 2010).  



Puisque p62 est dégradée par autophagie, cette protéine est couramment utilisée pour 

analyser le flux autophagique. En effet, l’inhibition du flux autophagique conduit à une 

diminution de la dégradation de p62 et donc à son accumulation. A l’inverse, une induction de 

l’activité autophagique augmente la dégradation de p62 entrainant une diminution de la 

quantité de cette protéine. Cependant, les interprétations faites à partir de l’utilisation de p62 

comme marqueur de la dégradation autophagique sont à analyser avec précaution car d’une 

part, l’expression de p62 peut être régulée de manière transcriptionnelle dans certaines 

conditions, ce qui peut conduire à une augmentation de la quantité d’ARNm et donc de 

protéines dans la cellule indépendamment de l’activité autophagique. D’autre part, p62 est 

également impliqué dans la dégradation par le protéasome (Klionsky et al., 2012).  

La protéine NBR1 (neighbor of BRCA1 gene) est un récepteur autophagique similaire 

à p62. C’est une protéine de 966 acides aminés qui présente une organisation similaire à p62 

avec des domaines PB1, ZZ, LIR et UBA (Figure 30). La protéine NBR1 possède également 

un domaine coiled-coil requis pour sa dimérisation ainsi qu’un domaine de fonction inconnue 

appelé NBR1 box (ou domaine FW). NBR1 ne peut pas s’oligomériser par son domaine PB1 

mais se lie à p62 par ce domaine. NBR1 contient deux domaines LIR. Celui en position Y732 

est le plus important pour la dégradation autophagique. Le domaine UBA de NBR1 peut lier 

les chaines K48 et K63 des di-ubiquitines. La protéine NBR1 est retrouvée, comme p62, 

associée à des agrégats de protéines ubiquitinées. Très récemment, il a été montré que NBR1 

est impliqué dans la pexophagie en permettant le ciblage sélectif des péroxysomes vers 

l’autophagie. Lorsque NBR1 est surexprimé, il peut agir indépendamment de p62 pour 

promouvoir la pexophagie. Cependant, dans des conditions normales d’expression de NBR1, 

p62 permet d’augmenter l’efficacité de la pexophagie médiée par NBR1 (Deosaran et al., 

2013).  

Figure 30 : Structure de NBR1 

Le domaine PB1 de NBR1 permet une interaction avec p62. NBR1 s’oligomérise grâce au domaine 

coiled-coil (CC). Le domaine LIR1 est responsable de l’interaction avec les protéines LC3 et 

GABARAP (GBR). Le domaine UBA reconnait les chaines de poly-ubiquitine (Ub : ubiquitine). 



La protéine NDP52 (nuclear dot protein 52 kDa) aussi connue sous le nom de 

CALCOCO2 a été identifiée par l’équipe de F. Randow pour être un récepteur autophagique 

permettant le ciblage de bactéries vers la dégradation autophagique. En effet, NDP52 

reconnait les bactéries Salmonella typhimurium ubiquitinées et recrute LC3 pour cibler les 

bactéries vers la machinerie autophagique (Figure 31). De plus, NDP52 recrute TBK1 (Tank-

binding kinase) impliqué dans la signalisation menant à la production d’interférons de type I, 

ce qui permet de limiter la prolifération bactérienne (Thurston et al., 2009). Par la suite, 

l’équipe de F. Randow a décrit plus précisément le mécanisme d’action de NDP52 dans la 

dégradation des bactéries intracellulaires. Comme nous l’avons déjà décrit, la rupture des 

membranes des vacuoles contenant les bactéries Shigella lors de leur passage dans le 

cytoplasme induit des signaux afin de recruter des récepteurs autophagiques et cibler les 

membranes endommagées vers la dégradation (Dupont et al., 2009). F. Randow et ses 

collègues ont identifié que la galectine 8, une lectine cytosolique, reconnait des glycanes 

exposés sur les membranes endommagées des vacuoles contenant Salmonella typhimurium 

(Thurston et al., 2012). La galectine 8 recrute alors NDP52 au niveau des membranes 

endommagées, ce qui permet leur ciblage vers la dégradation autophagique. L’ubiquitination 

de protéines contenues dans les membranes endommagées ou l’ubiquitination des bactéries, 

permet de maintenir le recrutement de NDP52 et aussi d’assurer le recrutement d’autres 

protéines cargo telles que p62 ou l’optineurine (Thurston et al., 2012) (Figure 31). NDP52 est 

composée d’un domaine SKICH, d’un domaine coiled-coil et d’un domaine en doigt de zinc 

permettant de lier l’ubiquitine (Figure 32). Cependant, le domaine d’interaction à LC3 était 

jusqu’à très récemment inconnu. L’équipe de F. Randow a identifié ce domaine et a décrit que 

NDP52 interagit spécifiquement avec LC3C grâce à un domaine LIR non canonique dans 

lequel il manque le résidu aromatique W (von Muhlinen et al., 2012). LC3C est cruciale pour 

induire une autophagie anti-bactérienne. En effet, en absence de LC3C, les autres protéines 

Atg8 sont incapables d’induire une autophagie protectrice contre Salmonella (von Muhlinen 

et al., 2012). Grâce à son domaine LIR non canonique appelée CLIR (pour LC3C LIR), 

NDP52 recrute spécifiquement LC3C pour induire une autophagie permettant le contrôle de 

l’infection bactérienne. NDP52 est donc unique parmi les récepteurs autophagiques par sa 

capacité à se lier à la galectine 8 et à recruter spécifiquement LC3C (Boyle and Randow, 

2013).  



Figure 31 : Mécanisme d’action de NDP52 dans la dégradation de Salmonella 

Lors de la sortie de Salmonella dans le cytoplasme, les membranes des vacuoles contenant la bactérie 

sont endommagées et exposent des glycanes qui sont reconnus par les galectines (Gal) 3, 8 et 9. 

NDP52 se lie à la galectine 8 et permet le ciblage vers l’autophagie en interagissant avec LC3C. De 

plus, le complexe TBK1-Nap1-Sintbad est recruté sur NDP52. L’ubiquitination de protéines contenues 

dans les membranes endommagées ou l’ubiquitination des bactéries recrute également NDP52 ainsi 

que les autres protéines cargo telles que p62 et l’optineurine (Optn) capables d’interagir avec les 

protéines LC3 et GABARAP (GBR). TBK1 phosphoryle l’optineurine, ce qui augmente son efficacité 

d’interaction avec LC3 et promeut donc le recrutement de la machinerie autophagique.  



L’optineurine est également un récepteur autophagique possédant un domaine en doigt 

de zinc et un domaine UBAN (ubiquitin binding in ABIN and NEMO domain) lui permettant 

de lier l’ubiquitine (préférentiellement les chaines d’ubiquitine K63) ainsi qu’un domaine LIR 

permettant le recrutement de protéines LC3 (Figure 32). Comme p62 et NDP52, l’optineurine 

a été décrite pour avoir un rôle dans la dégradation de bactéries, (Wild et al., 2011), et 

également pour jouer un rôle dans l’élimination d’agrégats protéiques (Korac et al., 2013). 

Figure 32 : Structure de NDP52 et de l’optineurine 

La protéine NDP52, aussi appelée CALCOCO2, est composée d’un domaine SKICH, d’un 

motif LIR non canonique appelé CLIR liant spécifiquement LC3C, d’un domaine coiled-coil 

(CC), d’un domaine de liaison à la galectine 8 (Gal8IR) et d’un domaine en doigt de zinc 

permettant la liaison à l’ubiquitine (Ub). L’optineurine est composée de plusieurs domaines 

CC, d’un motif LIR liant les protéines LC3 et GABARAP (GBR), d’un domaine en doigt de 

zinc et d’un domaine UBAN pouvant tous les deux lier l’ubiquitine (Ub). 

Comme nous l’avons décrit précédemment (cf le paragraphe I-B.2.4 sur le rôle du 

cytosquelette dans l’autophagie), NDP52 et l’optineurine interviennent également dans la 

maturation des autophagosomes grâce à leur liaison à la myosine VI (Tumbarello et al., 2012).  



I-B.3. Autophagie et Immunité 

Outre ses fonctions dans le maintien de l’homéostasie cellulaire, l’autophagie occupe 

une place importante dans l’immunité. En effet, l’autophagie est un mécanisme de défense 

universel, qui permet aux cellules immunes et également ou cellules non immunes de lutter 

contre des infections par des agents pathogènes intracellulaires en permettant leur dégradation 

directe dans des autophagosomes. De plus, l’autophagie participe à la régulation de réponses 

immunitaires innées et sert de lien pour le déclenchement d’une réponse immunitaire 

adaptative.   

La xénophagie désigne la dégradation spécifique par autophagie d’éléments 

« étrangers » à la cellule dont les micro-organismes ; et joue un rôle majeur dans le contrôle 

des infections par des agents pathogènes intracellulaires tels que des bactéries ou des virus. 

Dans le cas d’infections bactériennes, les bactéries entières peuvent être séquestrées dans des 

autophagosomes et être ciblées vers la dégradation. Plusieurs bactéries ont été décrites pour 

être dégradées par xénophagie dont le streptocoque de groupe A Streptococcus pyogenes, 

Mycobacterium tuberculosis, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri et Listeria

monocytogenes. A l’inverse, la dégradation de particules virales entières par autophagie ne 

semble pas être un mécanisme très fréquent de lutte contre les infections virales. L’autophagie 

semble être plus adaptée à la dégradation de composants viraux individuels tels que des 

protéines virales nécessaires au cycle de réplication du virus. Le terme virophagie a été 

attribué pour décrire ce processus que nous détaillerons dans le paragraphe I-B.4.2.1.  

Streptococcus pyogenes, aussi appelé streptocoque de groupe A, est la première 

bactérie ayant été décrite pour être dégradée par autophagie. Le streptocoque de groupe A 

(GAS) est une bactérie à Gram positif, principalement extracellulaire mais capable d’infecter 

les cellules non phagocytaires pour s’y répliquer dans le cytoplasme. Il a été montré que 

l’infection de cellules épithéliales HeLa par des GAS induit le processus autophagique 

(Nakagawa et al., 2004). Les GAS pénètrent dans les cellules par la voie endosomale puis 



s’échappent des endosomes en sécrétant la streptolysine O (SLO) capable de former des pores 

dans les membranes. La présence de GAS dans le cytoplasme induit l’autophagie qui permet 

la séquestration des bactéries au sein des autophagosomes et leur dégradation. En effet, dans 

des cellules déficientes pour ATG5, les GAS survivent et se multiplient alors qu’ils sont 

dégradés dans les cellules compétentes pour l’autophagie (Nakagawa et al., 2004). De plus, 

notre équipe a montré que l’isoforme Cyt-1 du récepteur CD46, utilisé par certains sérotypes 

de GAS comme récepteur d’entrée, induit le processus autophagique, lequel contribue à la 

dégradation des GAS très rapidement après l’infection (Joubert et al., 2009). L’induction 

d’autophagie par CD46 permet de contrôler rapidement l’infection mais ce n’est pas la seule 

voie permettant la xénophagie des GAS. En effet, l’inhibition de l’autophagie induite par 

CD46 n’empêche pas la dégradation des GAS par autophagie mais la retarde suggérant 

qu’une autre voie moléculaire promeut la xénophagie des GAS (Joubert et al., 2009; 

Nakagawa et al., 2004).  

Mycobacterium tuberculosis est une bactérie intracellulaire qui infecte les 

macrophages. Cette bactérie rentre dans la cellule par phagocytose mais échappe à la 

dégradation en inhibant la fusion des phagocytes avec les lysosomes. Cependant, divers 

stimuli tels que la privation de nutriments, l’interféron  (IFN ), des ligands de TLR (Toll-like 

receptors), sont capables d’induire une autophagie qui favorise la maturation des phagosomes 

et conduit à la dégradation de la bactérie. Il a été montré chez la souris que l’IFN  induit 

l’autophagie par l’intermédiaire de la protéine Irgm1 (LRG-47). L’homologue humain IRGM 

(immunity-related GTPase) semble également avoir un rôle dans l’induction d’autophagie 

permettant le contrôle de l’infection par Mycobacterium tuberculosis dans les macrophages 

humains en favorisant la maturation des phagosomes (Singh et al., 2006). De plus, il a été 

décrit que l’ADN de Mycobacterium tuberculosis peut être reconnu par la protéine STING 

(stimulator of IFN genes), ce qui promeut l’ubiquitination de la bactérie et son ciblage vers la 

dégradation autophagique via les récepteurs autophagiques p62 et NDP52 (Watson et al., 

2012). Cependant, Mycobacterium tuberculosis a développé des mécanismes pour échapper à 

la xénophagie notamment en inhibant le flux autophagique (Romagnoli et al., 2012).  



Salmonella typhimurium est une bactérie intracellulaire qui réside dans une vacuole 

dénommée SCV (Salmonella-containing vacuole) dans laquelle elle peut se répliquer. La 

sécrétion d’effecteurs par la bactérie permet, après dommage des membranes de la vacuole, la 

sortie de la bactérie dans le cytoplasme. Comme nous l’avons évoqué précédemment, les 

bactéries qui se retrouvent dans le cytosol sont ubiquitinées et sont détectées par les protéines 

cargo NDP52, l’optineurine et p62 (Thurston et al., 2009; Wild et al., 2011; Zheng et al., 

2009). De plus, S. typhimurium active la signalisation du TLR4 (Toll-like receptor 4), ce qui 

entraîne la phosphorylation de TBK1. TBK1, en interaction avec Nap1 et Sintbad, est recruté 

sur NDP52 et phosphoryle l’optineurine, ce qui augmente son efficacité d’interaction avec 

LC3 et promeut donc le recrutement de la machinerie autophagique (Thurston et al., 2009; 

Wild et al., 2011). De plus, la galectine 8 reconnait les glycanes exposés sur la membrane des 

vacuoles endommagées et entraîne le recrutement de NDP52 pour conduire à la xénophagie 

(Thurston et al., 2012) et (Figure 31).  

Shigella est une bactérie invasive qui se réplique à l’intérieur des cellules. Shigella est 

à la fois capable d’échapper à l’autophagie, en sécrétant des facteurs tels que IcsB, et 

d’induire ce processus. En effet, la protéine VirG intervenant dans la motilité, induit 

l’autophagie en interagissant avec ATG5. De plus, après l’invasion des cellules épithéliales, la 

rupture des membranes des vacuoles contenant Shigella entraîne des signaux menant à 

l’ubiquitination de protéines associées à ces membranes, au recrutement de p62, TRAF6 et 

LC3 pour une dégradation autophagique (Dupont et al., 2009). 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 (Mostowy et al., 2010). De plus, p62 et NDP52 ciblent Shigella

vers une autophagie dépendante des septines (Mostowy et al., 2011). Par ailleurs, une autre 

étude indique que la protéine Tecpr1 (Tectonin domain-containing protein) joue un rôle dans 

la xénophagie de Shigella en interagissant avec ATG5 (Ogawa et al., 2011).  



Listeria monocytogenes est une bactérie intracellulaire qui rentre dans la cellule par 

phagocytose et s’échappe du phagosome grâce à la sécrétion de la listeriolysine (LLO) qui est 

une hémolysine formant des pores. L’autophagie joue un rôle important dans le contrôle de 

l’infection par L. monocytogenes. En effet, la bactérie se réplique de manière plus importante 

dans des fibroblastes embryonnaires de souris déficients pour la protéine ATG5 que dans des 

cellules normales compétentes pour l’autophagie (Py et al., 2007). Le facteur de virulence 

LLO est un facteur clé dans l’induction d’autophagie (Birmingham et al., 2007; Py et al., 

2007). De plus, il a été montré que l’induction d’autophagie suite à l’infection par L. 

monocytogenes est importante pour protéger la Drosophile de l’infection. En effet, chez la 

Drosophile, le récepteur PGRP-LE (peptidoglycan recognition protein), capable de 

reconnaitre des peptidoglycanes de la bactérie, induit l’autophagie, indépendamment des 

voies IMD et Toll. Cette autophagie est cruciale pour limiter la croissance de la bactérie et 

assurer la survie des Drosophiles (Yano et al., 2008). Chez l’homme et la souris, les protéines 

NOD1 et ATG16L sont recrutées à la membrane des vacuoles contenant L. monocytogenes 

(Travassos et al., 2010). Afin d’échapper à la xénophagie, L. monocytogenes a développé des 

moyens d’inhiber ce processus grâce à différents composants bactériens. Comme nous l’avons 

déjà évoqué, la protéine ActA de Listeria monocytogenes, impliquée dans la motilité, 

contribue à l’échappement de l’autophagie en recrutant les complexes cellulaires Arp2/3 et 

Ena/VASP qui rendent la bactérie « invisible » pour l’autophagie cellulaire (Yoshikawa et al., 

2009). De plus, une autre protéine de surface nommée InlK agit de manière similaire à ActA 

pour promouvoir l’échappement à l’autophagie (Dortet et al., 2011).  

L’autophagie est impliquée dans la plupart des voies de signalisation conduisant à 

l’activation de réponses immunitaires innées telles que la réponse interféron, la voie NF- B 

ou l’inflammasome. Pour revue, (Richetta and Faure, 2013) en annexe I.  



La production d’interféron de type I (IFN-I) comprenant les IFN-  et  est une réponse 

cruciale pour lutter contre des infections en particulier contre les infections virales. En effet, 

les IFN-  et IFN-  sont de puissantes cytokines qui stimulent la réponse immunitaire. La 

reconnaissance de l’IFN-  et IFN-  sur leur récepteur IFNAR (IFN-I receptor) active les 

facteurs de transcription STAT1 et STAT2 qui induisent la synthèse de plusieurs centaines de 

gènes appelés ISG (interferon stimulated genes) impliqués dans la réponse immunitaire. La 

réponse IFN de type I intervient dans l’immunité antivirale de différentes façons. Par 

exemple, les IFN-I activent l’enzyme 2’,5’-oligoadénylate synthétase (OAS) qui est impliquée 

dans la dégradation des ARN viraux. Les IFN-I stimulent également l’expression de la 

protéine kinase R qui est une enzyme activée par la reconnaissance d’ARN double brin et qui 

phosphoryle le facteur eIF2  entrainant un blocage de la synthèse protéique et donc de la 

réplication virale. Les IFN-I induisent également l’expression des molécules du CMH de 

classe I à la surface des cellules, ce qui augmente la présentation des antigènes viraux aux 

lymphocytes T CD8 cytotoxiques qui vont lyser les cellules infectées. De plus, les IFN-I 

stimulent l’activité lytique des cellules NK (natural killer) qui reconnaissent les cellules 

infectées.  

La production des IFN-I est activée suite à la détection de micro-organismes 

pathogènes par des récepteurs de l’immunité appelés PRR (pattern recognition receptor) qui 

reconnaissent des motifs conservés spécifiques de micro-organismes appelés PAMP 

(Pathogen Associated Molecular Patterns). Les PRR regroupent les Toll-like receptors (TLR) 

qui sont des récepteurs exprimés à la membrane cellulaire (TLR1/2/4/5/6) ou dans les 

endosomes (TLR3/7/8/9), ainsi que les RIG-like receptors (RLR) et les Nod-like receptors

(NLR) qui sont des PRR cytosoliques. Tous les TLR, à l’exception de TLR3, recrutent la 

protéine adaptatrice MyD88 (Myeloid Differentiation factor 88) après leur engagement. TLR4 

recrute en plus, la protéine adaptatrice TRIF (TIR domain-containing adapter inducer IFN- ), 

qui est également utilisée par le TLR3. MyD88 et TRIF entraînent des cascades de 

signalisation conduisant à l’activation des facteurs de transcription IRF (interferon regulatory 

transcription factors) qui induisent la synthèse des IFN-I (Figure 33). Les RLR, RIG-I et 

MDA-5 ainsi que le NLR Nod2 interagissent avec la protéine IPS-1 (IFN promoter-



stimulating factor 1) aussi connue sous le nom de MAVS localisée sur la mitochondrie et qui 

induit une cascade de signalisation aboutissant à la production d’IFN-I (Figure 33).  

L’autophagie participe à la réponse immunitaire en promouvant la réponse IFN-I. En 

effet, les autophagosomes peuvent fusionner avec des endosomes avant leur fusion avec les 

lysosomes formant une structure appelée amphisome. Ainsi, les autophagosomes peuvent 

délivrer des PAMP, tels que des ARN viraux séquestrés par autophagie, sur les TLR 

endosomaux pour promouvoir l’activation d’une réponse IFN-I. La première contribution de 

l’autophagie dans la production d’IFN a été rapportée par Lee et al. en 2007. Ils ont montré 

que les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) murines présentent une activité 

autophagique basale très élevée, qui n’est pas augmentée suite à l’infection par le virus de la 

stomatite vésiculaire (VSV) mais qui permet la séquestration d’éléments viraux et la 

production d’IFN-I. En effet, les autophagosomes séquestrent des ARN viraux issus de la 

réplication du VSV et les délivrent au TLR7 après fusion avec des endosomes, ce qui induit la 

production d’IFN-I (Lee et al., 2007a) (Figure 33). L’autophagie a été aussi rapportée pour 

avoir un rôle dans la production d’IFN-I par les pDC humaines en réponse à une infection par 

le virus de l’immunodéficience humaine (VIH). Dans ce cas, la production d’IFN ne requière 

pas la réplication du virus (Zhou et al., 2012). Il a été également montré que l’autophagie est 

importante pour la reconnaissance d’intermédiaires de réplication du virus Epstein-Barr et 

pour la production d’IFN-  dans les pDC humaines (Severa et al., 2013). Le rôle de 

l’autophagie dans la production d’IFN-I semble être spécifique aux pDC qui sont les cellules 

spécialistes de la production d’IFN-I. En effet, alors que les cellules dendritiques 

conventionnelles (cDC) ne sécrètent pas d’IFN-  en réponse à une infection par le 

paramyxovirus simien 5, les pDC en sécrètent une forte quantité et cela requiert le processus 

autophagique (Manuse et al., 2010). Cependant, une étude a montré que l’autophagie est 

impliquée dans la sécrétion d’IFN-  dans des cellules dendritiques murines en réponse à 

l’infection par le virus respiratoire syncytial, suggérant que l’autophagie peut contribuer à la 

production d’IFN dans d’autres types cellulaires que les pDC (Morris et al., 2011).  

En plus de son rôle dans la production d’IFN-I en réponse à des infections, 

l’autophagie, plus précisément une autophagie non canonique impliquant certaines protéines 

ATG, a été décrite pour avoir un rôle dans la production d’IFN-I en réponse à la 



reconnaissance de complexes immuns contenant de l’ADN par le TLR9. En effet, après 

phagocytose de complexes immuns contenant de l’ADN de l’hôte par des pDC murines, la 

protéine LC3 est recrutée sur les phagosomes par un processus dépendant d’ATG5 et d’ATG7 

mais indépendant du complexe ULK1-ATG13-FIP200-ATG101. Ce recrutement de LC3 est 

nécessaire pour la maturation du phagosome en un compartiment tardif exprimant les 

protéines LAMP-1 et LAMP-2 dans lequel l’activation du facteur IRF-7 peut se faire et 

conduire à la sécrétion d’IFN-  (Henault et al., 2012). 

Alors que dans les pDC infectées par des virus l’autophagie promeut la production 

d’IFN-I, elle semble réguler négativement cette production dans les autres types cellulaires. 

En effet, il a été décrit que les protéines ATG5 et ATG12 interagissent constitutivement avec 

RIG-I et IPS-I dans des fibroblastes embryonnaires murins (MEF : mouse embryonic 

fibroblasts) et que cette interaction est augmentée suite à l’infection par le VSV, ce qui 

empêche l’activation de RIG-I et inhibe la synthèse d’IFN-I (Jounai et al., 2007) (Figure 33). 

De plus, l’autophagie contribue à limiter la production d’IFN-I induite par les RLR en 

éliminant les mitochondries contenant IPS-1 et les mitochondries dysfonctionnelles 

produisant des espèces dérivées de l’oxygène (ROS) (Figure 33). Lorsque les ROS ne sont 

pas éliminés, ils augmentent très fortement la signalisation des RLR (Tal et al., 2009). 

Certains virus ont trouvé le moyen d’inhiber la réponse IFN-I en promouvant 

l’autophagie. Le virus de l’hépatite C (VHC) induit l’autophagie par l’intermédiaire d’un 

stress du RE et du déclenchement d’une réponse UPR. L’autophagie induite est nécessaire 

pour promouvoir la réplication de l’ARN du virus par le biais de la suppression de la 

production d’IFN- . En effet, l’inhibition de l’autophagie ou de la réponse UPR augmente 

l’activation du promoteur de l’IFN-  induite par la détection de PAMP dérivés du VHC par 

RIG-I (Ke and Chen, 2011) (Figure 33). De manière intéressante, la protéine mitochondriale 

TUFM inhibe la production d’IFN-  tout en promouvant l’autophagie. En effet, TUFM 

interagit d’une part avec NLRX1, une protéine régulant négativement la signalisation des 

RLR en interagissant avec IPS-1, et d’autre part, TUFM interagit avec le complexe ATG5–

ATG12 et induit l’autophagie lors d’une infection par le VSV, ce qui promeut la réplication 

du virus (Lei et al., 2012). Même s’il reste à déterminer si l’induction de la production d’IFN-

I est directement inhibée par l’autophagie induite par TUFM, ce travail suggère que les virus 



peuvent avoir intérêt à cibler des protéines qui inhibent la réponse IFN-I d’une part et 

promeuvent l’induction d’autophagie d’autre part. Nous avons identifié que la protéine IRGM 

est une cible des virus à ARN qui utilisent cette protéine pour induire de l’autophagie à leur 

propre bénéfice (Grégoire et al., 2011). IRGM étant localisée dans les mitochondries, son 

ciblage pourrait permettre au virus de moduler la réponse IFN-I.  

Figure 33 : Place de l’autophagie dans la réponse IFN-I 

A gauche : Voies de signalisation conduisant à la production d’IFN de type I après activation des 

TLR ou de RIG-I. Au milieu : Rôle de l’autophagie dans la production d’IFN-I : la formation des 

amphisomes permet de délivrer des PAMP séquestrés par autophagie sur les TLR endosomaux. Ici, le 

cas du virus de la stomatite vésiculaire (VSV) a été illustré mais ce phénomène a été décrit pour 

d’autres infections virales. A droite : rôle de l’autophagie dans l’inhibition de la réponse IFN-I : 

l’autophagie, par la dégradation des mitochondries, prévient l’induction de la réponse IFN-I induite 

par les ROS et par la signalisation émanant de IPS-1. Les protéines ATG5 et ATG12 se lient à RIG-I 

et IPS-I pour inhiber la réponse IFN-I. Le virus de l’hépatite C (VHC) induit l’autophagie pour 

inhiber la réponse IFN-I induite par la détection de PAMP dérivés du VHC par RIG-I.  

Il a été décrit que les IFN-I peuvent activer l’autophagie. Notamment, il a été montré 

que l’IFN-  active le flux autophagique dans des cellules cancéreuses par une voie de 

signalisation impliquant les facteurs de transcription STAT1 et NF- B (Zhu et al., 2013). De 

la même manière, l’IFN-  peut induire l’autophagie dans des cellules de cancer du sein via

l’inhibition de mTOR et l’activation de STAT1 (Ambjørn et al., 2013). Dans un modèle 



d’infection virale, les IFN-  et IFN-  peuvent induire différentes voies autophagiques. En 

effet, l’IFN-  qui est synthétisé en premier par les hépatocytes en réponse à l’infection par le 

VSV ou en réponse au génome synthétique du VHC, induit une autophagie qui dégrade les 

protéines virales. A l’inverse, l’IFN- , produit plus tardivement, induit une voie autophagique 

dans laquelle les autophagosomes ne fusionnent plus avec les lysosomes mais fusionnent 

seulement avec les endosomes, ce qui permettrait de délivrer des composants viraux aux TLR 

endosomaux pour amplifier la réponse IFN-I (Desai et al., 2011).  

L’activation des PRR suite à la détection d’agents pathogènes, en plus de conduire à la 

synthèse d’IFN-I, active également la voie NF- B. NF- B est un facteur de transcription qui 

intervient dans différents processus biologiques notamment dans l’inflammation en activant la 

synthèse de gènes codant pour des cytokines pro-inflammatoires telles que la pro-IL1 , la 

pro-IL18, le TNF , l’IL6 ou l’IL8. L’activation de NF- B est régulée par le complexe IKK 

composé des deux sous-unités IKK  et IKK  et de la sous-unité régulatrice IKK  (aussi 

appelé NEMO). Lorsque la voie NF- B n’est pas activée, NF- B est lié à un inhibiteur 

I B qui empêche sa translocation dans le noyau (Figure 34,1). Après activation de la voie NF-

B, IKK  (NEMO) se lie à l’inhibiteur I B et IKK  phosphoryle I B, ce qui entraîne son 

ubiquitination et sa dégradation par le protéasome. Le facteur de transcription NF- B peut 

alors être transloqué dans le noyau pour activer la transcription des gènes (Figure 34,2). Il 

existe une voie d’activation de NF- B indépendante de la dégradation de I B, mais 

nécessitant l’activation de la kinase IKK .  

Figure 34 : Signalisation de la voie NF- B 



L’autophagie est capable d’induire l’activation de la voie NF- B. En effet, il a été 

décrit que l’induction d’autophagie par la privation de nutriments ou un traitement à la 

rapamycine conduit à l’activation du complexe IKK et à la phosphorylation et la dégradation 

de I B dans des fibroblastes embryonnaires murins. De plus, la signalisation de NF- B est 

bloquée dans les cellules déficientes pour ATG5 ou ATG7 (Criollo et al., 2012). L’activation 

de la voie NF- B par l’autophagie peut être un élément important dans un contexte infectieux. 

En effet, il a été montré que la stimulation de Nod2 par la reconnaissance d’un PAMP 

bactérien, induit l’autophagie et que cette autophagie est nécessaire pour l’activation de la 

voie NF- B et le contrôle de l’infection par Salmonella dans des cellules épithéliales (Homer 

et al., 2010).  

L’autophagie intervient également dans le contrôle de l’inflammation en régulant 

négativement la voie NF- B grâce à la dégradation du facteur de transcription NF- B lui-

même ou la dégradation de protéines intervenant dans la signalisation (Faure and Lafont, 

2013). Certains agents infectieux utilisent cette stratégie afin de limiter la réponse 

inflammatoire induite par la voie NF- B. Par exemple, le cytomegalovirus murin bloque la 

signalisation NF- B grâce à une protéine virale nommée M45 qui se lie à la sous-unité 

régulatrice IKK  (NEMO) pour la cibler vers la dégradation autophagique (Fliss et al., 2012). 

Il a été également décrit que l’autophagie peut dégrader la sous-unité IKK  du complexe IKK 

afin d’inhiber l’activation de la voie NF- B. En effet, la liaison de la protéine Keap1 à IKK

promeut la dégradation autophagique de ce dernier alors que la liaison de la chaperonne 

HSP90 à IKK  le protège de la dégradation par autophagie (Kim et al., 2010). De plus, 

l’autophagie contrôle l’inflammation par la dégradation constante de la protéine p62. En effet, 

en plus de son rôle de récepteur autophagique, la protéine p62 intervient dans plusieurs 

processus cellulaires et en particulier dans l’inflammation en interagissant avec un grand 

nombre de partenaires cellulaires. Notamment, p62 est capable d’activer la voie NF- B en 

s’associant à TRAF6 (TNFR-associated factor 6). Il a été décrit que l’activation du TLR2/6 

ou TLR4 dans des kératinocytes humains induit l’expression de la protéine p62 qui active la 

voie NF- B. Afin de limiter l’inflammation, la stimulation des TLR induit également 

l’autophagie qui diminue l’activation de la voie NF- B en dégradant la protéine p62 (Lee et 

al., 2011). 



La voie NF- B est capable d’exercer un contrôle positif ou négatif sur la régulation de 

l’autophagie. En effet, il a été décrit que l’activation de la voie NF- B inhibe l’autophagie 

dans des cellules cancéreuses. De même, une infection par la bactérie Escherichia coli

entraîne une activation soutenue de NF- B qui supprime l’autophagie (Schlottmann et al., 

2008). A l’inverse, dans certaines conditions, la voie NF- B peut promouvoir l’autophagie. 

En effet, le facteur de transcription NF- B est capable d’induire la transcription de certains 

gènes qui régulent l’autophagie. De plus, le promoteur de bécline 1 possède un site de liaison 

à NF- B, permettant une régulation directe du niveau d’expression de Beclin-1 par NF- B 

(Copetti et al., 2009). La voie NF- B peut conduire à l’activation de l’autophagie en contexte 

infectieux. En effet, les protéines Tax1 et Tax2 des virus T lymphotropes humains de type 1 et 

de type 2 (HTLV : Human T cell Leukemia Virus type) induisent une activation constitutive 

de NF- B en ciblant le complexe IKK. Les protéines Tax activent également constitutivement 

l’autophagie par une voie impliquant les sous-unités IKK  et IKK . De plus, Tax2 interagit 

avec Beclin-1 et VPS34 et les recrute avec le complexe IKK pour former les autophagosomes 

(Ren et al., 2012). Cependant, il reste à déterminer si NF- B est impliqué dans l’induction 

d’autophagie ou si le complexe IKK induit l’autophagie indépendamment de son rôle dans la 

voie NF- B.  

Dans certaines situations, l’autophagie et l’activation de la voie NF- B peuvent être 

régulées simultanément. Dans la signalisation émanant des PRR, les protéines TAB2 et TAB3 

(transforming growth factor -activated protein kinase 1 (TAK1)-binding protein) recrutent la 

protéine TAK1 qui active le complexe IKK. TAB2 et TAB3 peuvent également interagir avec 

Beclin-1, ce qui inhibe l’autophagie. La dissociation de TAB2 et TAB3 de Beclin-1 induit 

l’autophagie par la libération de Beclin-1 et induit également l’activation de la voie NF- B en 

libérant les protéines TAB2/3 qui peuvent alors recrutées TAK1 (Criollo et al., 2011).  

L’inflammasome est un complexe multiprotéique composé d’un récepteur appartenant 

à la famille des NLR, d’une protéine adaptatrice nommée ASC et de la pro-caspase 1. 

L’activation de l’inflammasome conduit au clivage de la pro-caspase 1 en caspase 1 active, 

qui clive alors les précurseurs pro-IL1  et pro-IL18 afin de générer des interleukines 



inflammatoires IL1  et IL18 actives (Figure 35). Il existe plusieurs récepteurs appartenant à 

la famille des NLR impliqués dans la formation de l’inflammasome : NLRP1, NLRP3, 

NLRP4, NLRC4 (IPAF), NLRP7, NLRP10, NLRP12 et AIM2.  

Figure 35 : Structure schématique de l’inflammasome

L’autophagie permet d’exercer un contrôle de l’inflammation en régulant 

négativement l’inflammasome. En effet, plusieurs études rapportent que l’inhibition génétique 

ou pharmacologique de l’autophagie augmente la sécrétion d’IL1 . L’autophagie contrôle 

l’activation de l’inflammasome de différentes manières. Tout d’abord, il a été montré que 

l’autophagie peut dégrader directement des composants de l’inflammasome. En effet, 

l’autophagie induite après stimulation de TLR est capable de dégrader des pools de pro-IL1 , 

diminuant ainsi la quantité accessible pour l’activation en IL1  active (Harris et al., 2011). De 

plus, l’activation de l’inflammasome NLRP3 et AIM2 conduit à l’activation de l’autophagie 

par l’intermédiaire de l’activation de la protéine G RalB et cette autophagie régule 

négativement l’inflammasome en dégradant l’adaptateur ASC (Shi et al., 2012). En effet, 

ASC se retrouve ubiquitiné et recruté par la protéine p62 pour un ciblage vers les 

autophagosomes. NLRP3 peut également être ubiquitiné et ne semble pas être dégradé par le 

protéasome. Cependant, il n’a pas été déterminé si l’ubiquitination de NLRP3 permet le 

recrutement d’une protéine cargo pour une dégradation autophagique (Rodgers et al., 2013).  

L’autophagie peut également prévenir l’activation de l’inflammasome en dégradant la 

source de signaux d’activation. Par exemple, les ROS produits par les mitochondries sont de 

puissants activateurs de l’inflammasome NLRP3 et l’élimination de ces ROS grâce à la 

dégradation autophagique des mitochondries contribue à limiter l’activation de 

l’inflammasome (Zhou et al., 2011b).  



Pour finir, il a été récemment décrit que l’autophagie peut diminuer la production 

d’IL1 , indépendamment de son rôle dans l’inhibition de l’activation de l’inflammasome, en 

réprimant la transcription du gène codant l’IL1  (Cri an et al., 2011).  

De manière intéressante, la protéine M2 du virus de la grippe a été décrite à la fois 

pour activer l’inflammasome et pour inhiber l’autophagie. En effet, lors de l’infection par le 

virus de la grippe, la transduction du signal induite par l’activation du TLR7 permet la 

transcription de la pro-IL1  qui est ensuite clivée en une forme active grâce à l’activation de 

l’inflammasome NLRP3 par la protéine virale M2 (Ichinohe et al., 2010). De plus, la protéine 

M2 inhibe la maturation des autophagosomes dans les cellules infectées en bloquant la fusion 

avec les lysosomes (Gannagé et al., 2009). Cependant, il reste à déterminer si le blocage de 

l’autophagie par la protéine M2 module l’activation de l’inflammasome par cette même 

protéine.  

En opposition avec son rôle inhibiteur dans l’activation de l’inflammasome, 

l’autophagie a été décrite pour promouvoir la sécrétion de l’IL1  active à l’extérieur de la 

cellule (Dupont et al., 2011). En effet, l’IL1  n’est pas sécrétée par la voie classique 

impliquant les vésicules golgiennes, et l’autophagie peut être utilisée comme une voie de 

sécrétion non conventionnelle pour la libération de l’IL1  dans le milieu extracellulaire où 

cette interleukine va exercer sa fonction pro-inflammatoire.  

L’autophagie étant capable de réguler négativement l’activation de l’inflammasome, 

un certain nombre de récepteurs NLR composant l’inflammasome sont capables d’induire 

l’autophagie, peut-être pour limiter l’emballement de la réponse inflammatoire. Par exemple, 

comme nous l’avons déjà décrit, NLRP3 et AIM2 sont capables d’induire l’autophagie en 

activant la protéine G RalB, ce qui contribue à la dégradation de l’adaptateur ASC (Shi et al., 

2012). De plus, d’autres protéines, pas impliquées dans l’inflammasome mais faisant partie de 

la famille NLR, ont été décrites pour induire l’autophagie. C’est le cas de la protéine NLRX1 

qui induit le processus autophagique en interagissant avec la protéine TUFM. Comme nous 

l’avons décrit dans la partie sur la réponse IFN-I, TUFM interagit avec le complexe ATG5–

ATG12 et induit l’autophagie lors d’une infection par le VSV (Lei et al., 2012). La protéine 

NOD2 régule également positivement le processus autophagique. NOD2 est un membre de la 



famille des NLR qui utilise la protéine adaptatrice Rip2 pour former un complexe ressemblant 

à l’inflammasome appelé « nodosome » qui permet d’activer le facteur de transcription NF-

B et donc la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. NOD2 induit la formation des 

autophagosomes en recrutant ATG16L1 et ce processus est important pour lutter contre des 

infections bactériennes (Homer et al., 2010). Il est intéressant de noter que certains allèles des 

gènes de NOD2 et d’ATG16L1 sont des facteurs de risque pour la maladie de Crohn qui est 

caractérisée par un désordre inflammatoire intestinal (Hampe et al., 2007; Ogura et al., 2001; 

Rioux et al., 2007).  

 Au lieu d’induire l’autophagie, d’autres NLR composant l’inflammasome vont 

inhiber ce processus. Les protéines NLRC4, NLRP3, NLRP4 et NLRP10 sont capables 

d’interagir avec la protéine Beclin-1 (Jounai et al., 2011). L’interaction de NLRC4 ou NLRP4 

avec Beclin-1 inhibe l’induction de l’autophagie alors que l’effet des interactions des autres 

NLR avec Beclin-1 n’a pas encore été défini. De plus, NLRP4 inhibe également la maturation 

des autophagosomes en interagissant avec la VPS de classe C. Lors d’une infection par des 

streptocoques de groupe A, NLRP4 est recruté sur les phagosomes contenant les bactéries, ce 

qui permet de le dissocier de la protéine Beclin-1 et d’induire le processus autophagique 

(Jounai et al., 2011). Ainsi, NRLP4 pourrait être un senseur de l’infection bactérienne qui 

régule l’induction d’autophagie. De même, il a été proposé que dans les macrophages, 

NLRC4 soit associé à la protéine Beclin-1, ce qui inhiberait l’autophagie. Lors de l’infection 

par Legionnella pneumophila, l’activation de NLRC4 permettrait de le dissocier de la protéine 

Beclin-1 et d’activer l’autophagie. L’activation de la caspase-1 par l’inflammasome peut 

entraîner un type de mort cellulaire appelé pyroptose. Dans ce modèle d’infection par 

Legionnella pneumophila, l’autophagie induite permet de limiter la mort par pyroptose des 

macrophages infectés (Byrne et al., 2013).  

L’interféron  ou IFN-II est une cytokine sécrétée principalement par des cellules 

effectrices de l’immunité innée, les cellules natural killer (NK), et joue un rôle clé dans les 

infections par des micro-organismes intracellulaires en activant les macrophages, les NK et en 

participant activement au développement de la réponse immunitaire adaptative. L’IFN  agit 

en se liant à son récepteur IFNGR (IFN  receptor) exprimé par la majorité des types 

cellulaires. La liaison de l’IFN  à IFNGR active les kinases JAK1 et JAK2 par 



phosphorylation. JAK1 et JAK2 phosphorylent alors le facteur de transcription STAT1 qui 

s’homodimérise et va dans le noyau pour se fixer sur les sites GAS (IFN-  activation 

sequence) au niveau des promoteurs des gènes inductibles par l’IFN- .  

L’engagement du récepteur IFNGR par l’IFN  induit l’autophagie dans des 

fibroblastes embryonnaires murins afin d’améliorer la synthèse des cytokines inflammatoires. 

L’autophagie induite permet de limiter la production de ROS par les mitochondries et ceci est 

indispensable pour la signalisation induite par l’IFN . En effet, s’ils ne sont pas éliminés, les 

ROS activent la tyrosine phosphatase SHP2 qui inhibe la signalisation émanant du récepteur 

IFNGR (Chang et al., 2010).  

Certaines protéines ATG sont impliquées dans la signalisation induite par IFN  en 

contexte infectieux. Ainsi, le complexe de conjugaison ATG12–ATG5-ATG16L1 ainsi que la 

protéine ATG7 sont requis pour l’action antivirale de l’IFN  en réponse à l’infection par le 

norovirus murin (MNV) (Hwang et al., 2012). En effet, IFN , par l’intermédiaire des 

protéines ATG12–ATG5-ATG16L1, inhibe la formation du complexe de réplication du MNV 

dans des membranes cytoplasmiques où ATG16L1 est localisé. Le rôle du complexe ATG12–

ATG5-ATG16L1 dans l’activité antivirale induite par l’IFN  est indépendant de la 

dégradation autophagique et ne requière pas le processus autophagique complet. De plus, il 

semble être spécifique à certains virus puisque ces protéines ATG ne sont pas requises lors 

d’une infection par d’autres virus sensibles à l’IFN  tels que le virus de l’hépatite murin ou le 

virus du Nil occidental (West Nile virus) (Hwang et al., 2012).  

L’IFN  a été décrit pour induire l’autophagie par l’intermédiaire de la protéine 

cellulaire IRGM, ce qui permet de lutter contre l’infection par les mycobactéries 

intracellulaires (Singh et al., 2006). Par ailleurs, nous avons montré que la protéine IRGM est 

une cible fréquente des virus à ARN qui détournent l’autophagie (Grégoire et al., 2011). 

Cependant, chez l’homme, l’expression d’IRGM ne semble pas être sous le contrôle de 

l’IFN . Il reste ainsi à mieux définir la place d’IRGM dans l’autophagie en contexte 

d’infections virales et bactériennes.  



Le déclenchement d’une réponse immunitaire adaptative efficace requière la 

présentation de peptides dérivés des agents infectieux sur les complexes majeurs 

d’histocompatibilité (CMH). Le CMH de classe I est exprimé par toutes les cellules de 

l’organisme et le complexe CMH-I/peptide est reconnu par le TCR (T cell receptor) des 

lymphocytes T CD8 qui sont des lymphocytes effecteurs capables de lyser les cellules qu’ils 

reconnaissent. Le CMH de classe II, lui, est exprimé en particulier sur les cellules 

présentatrices de l’antigène : les cellules dendritiques, les macrophages, monocytes, les 

lymphocytes B et les cellules épithéliales thymiques. Le complexe CMH-II/peptide est 

reconnu par le TCR des lymphocytes T CD4 afin d’activer la réponse immunitaire adaptative.  

Les peptides présentés sur les CMH-I sont des peptides d’origine endogène, c’est-à-

dire des peptides dérivés de la dégradation de protéines contenues dans le cytoplasme que ce 

soit des protéines du soi (protéines cellulaires) ou des protéines d’un agent infectieux. Ces 

protéines sont dégradées en peptides par le protéasome. Les peptides sont ensuite transportés 

du cytosol dans le RE par l’intermédiaire des protéines TAP (Transporter associated with 

antigen processing). Dans le RE, les peptides vont être chargés sur les CMH-I grâce à 

différentes protéines chaperonnes incluant la calréticuline, la tapasine et ERp57. Les 

complexes CMH-I/peptides sont ensuite exportés vers la membrane plasmique où ils pourront 

être reconnus par les lymphocytes T CD8 (Figure 36).  

Les peptides présentés sur les CMH de classe II sont, quant à eux, d’origine exogène, 

c’est-à-dire qu’ils proviennent de l’internalisation de protéines par phagocytose ou 

endocytose. Le chargement des peptides sur les CMH-II se réalise dans des compartiments 

acides riches en molécules CMH-II appelés MIIC ou CIIV. Après apprêtement des peptides, 

les complexes CMH-II/peptide sont exportés à la membrane plasmique soit par fusion directe 

du compartiment MIIC, soit par l’intermédiaire de vésicules appelées exosomes (Figure 36).  



En plus de ces voies de présentation classique de l’antigène, il existe des voies de 

présentation croisées qui permettent de charger des peptides d’origine exogène sur les CMH-I 

et inversement de charger des peptides endogènes sur les CMH-II. En effet, suite à la 

phagocytose d’antigènes extracellulaires exogènes, une partie des antigènes contenus dans les 

phagosomes vont être présentés sur les CMH-I. Ce mécanisme appelé présentation croisée est 

nécessaire pour que les lymphocytes T CD8 puissent reconnaître des antigènes dérivés de 

micro-organismes extracellulaires. Inversement, des peptides endogènes présents dans le 

cytoplasme peuvent être présentés sur des molécules CMH-II et l’autophagie a été décrite 

pour intervenir dans ce processus (Figure 36).    

Figure 36 : Schéma simplifié des mécanismes de présentation des antigènes 

La première évidence montrant que l’autophagie permet la présentation de peptides 

endogènes sur les CMH-II vient d’une étude de spectrométrie de masse faite à partir de 

lignées lymphoblastoïdes B humaines, montrant que 20 à 30 % des ligands des CMH-II sont 

des peptides dérivés de protéines cytosoliques ou nucléaires et que cette proportion augmente 



lorsque l’autophagie est induite par un traitement à la rapamycine (Dengjel et al., 2005). 

Ainsi, les autophagosomes pourraient fusionner avec les vésicules riches en CMH-II et 

délivrer des peptides dans ces vésicules. La fusion de la protéine de matrice du virus de la 

grippe à LC3 permet d’augmenter fortement la présentation de cette protéine sur les CMH-II, 

ce qui conduit à l’activation des lymphocytes T CD4 (Schmid et al., 2007). Ainsi, les 

autophagosomes peuvent piéger des agents pathogènes intracellulaires et fusionner avec les 

MIIC afin de présenter les peptides issus de la dégradation de ces agents pathogènes sur les 

CMH-II. Par ce biais, l’autophagie constitue un véritable lien entre l’immunité innée et 

l’immunité adaptative. Il a été par exemple démontré que la protéine EBNA1 du virus Epstein 

Barr est dégradée par autophagie pour être présentée sur les CMH-II (Paludan et al., 2005). 

De même, dans les macrophages et les cellules dendritiques infectées par Mycobacterium 

tuberculosis, l’induction d’autophagie augmente la présentation de l’antigène bactérien Ag85 

sur les CMH-II comme en témoigne la prolifération des lymphocytes T CD4 et 

l’augmentation de la localisation des mycobactéries dans les autophagosomes. De plus, 

l’immunisation de souris avec des cellules dendritiques infectées, mais préalablement traitées 

à la rapamycine, augmente très significativement la prolifération des lymphocytes T en 

réponse à une exposition aux mycobactéries (Jagannath et al., 2009).   

En plus de son rôle dans la présentation d’antigènes intracytosoliques sur les CMH-II, 

l’autophagie participe à la voie classique de présentation d’antigènes phagocytés sur les 

CMH-II in vivo. En effet, des souris possédant des cellules dendritiques ayant une délétion 

d’Atg5, présentent un défaut d’activation des lymphocytes T CD4 en réponse à une infection 

par le virus de l’Herpès simplex HSV. Les cellules dendritiques déficientes pour Atg5

présentent un défaut de présentation des antigènes phagocytés sur les CMH-II, une fusion 

réduite des phagosomes avec les lysosomes et un défaut de délivrance des cathépsines dans 

les compartiments MIIC (Lee et al., 2010). Ainsi, la machinerie autophagique est requise pour 

une fusion optimale des phagosomes avec les lysosomes, ce qui permet une présentation des 

peptides dégradés sur les CMH-II. Il a été décrit que l’engagement des TLR par une particule 

qui est en même temps phagocytée, induit le recrutement de la protéine LC3 sur les 

phagosomes. Ce recrutement de LC3 est dépendant des protéines ATG5, ATG7 et Beclin-1. Il 

n’y a pas de formation de vésicules à double membrane mais le recrutement de LC3 sur le 

phagosome optimise sa fusion avec le lysosome (Sanjuan et al., 2007). Ce processus a été 

nommé phagocytose associée à LC3 ou LAP (LC3-associated phagocytosis). De la même 

manière, la stimulation de NOD2 induit une autophagie qui est requise pour une présentation 



efficace des peptides bactériens sur les CMH-II et une activation des lymphocytes T CD4. 

Cette autophagie permet notamment d’augmenter l’expression des molécules du CMH-II 

(Cooney et al., 2010). 

Le rôle de l’autophagie dans la présentation de peptides sur les CMH-I est moins 

documenté. Cependant, l’équipe de M. Desjardins a montré que l’autophagie contribue à la 

présentation de peptides viraux sur les CMH-I dans des macrophages infectés par HSV-1. De 

manière intéressante, dans les temps précoces de l’infection (entre 6h et 8h), la glycoprotéine 

B (gB) du virus est dégradée et présentée sur les CMH-I par la voie classique de présentation 

impliquant le protéasome. Cependant, lors d’une seconde phase qui se produit 8h à 12h après 

l’infection, la présentation de l’antigène requière une autre voie qui est celle de l’autophagie. 

L’inhibition de l’autophagie entraîne une diminution de l’activation des lymphocytes T CD8 

spécifiques de l’épitope gB (English et al., 2009). De plus, des observations suggèrent que 

l’autophagie participe à la présentation de peptides sur les CMH-I in vivo. En effet, les virus 

HSV-1 ne possédant pas la protéine ICP34.5 (qui est un facteur de virulence inhibant le 

processus autophagique), induisent une réponse T CD8 beaucoup plus importante dans les 

souris que les virus sauvages (Broberg et al., 2004).  

L’autophagie a une influence sur la réponse immunitaire adaptative en intervenant 

directement dans le développement et la survie des lymphocytes B et T. En effet, en absence 

d’autophagie, les lymphocytes B et T ont un développement et une réponse immune 

dérégulée. L’autophagie participe notamment à l’éducation des lymphocytes T lors de la 

sélection positive dans le thymus et façonne donc le répertoire des lymphocytes T (Kuballa et 

al., 2012; Randow and Münz, 2012).  



I-B.4. Autophagie et virus 

Beaucoup de virus ont été décrits pour induire l’autophagie dans les cellules infectées. 

L’induction d’autophagie peut être la conséquence de la reconnaissance du virus par des 

récepteurs de l’immunité innée ou la conséquence d’un stress causé par l’infection virale. Par 

ailleurs, certains virus induisent directement l’autophagie par l’interaction de protéines virales 

avec des protéines de la machinerie autophagique.  

Plusieurs TLR ont été décrits pour induire le processus autophagique. Le premier à 

avoir été rapporté est le TLR4. TLR4 est exprimé à la membrane plasmique des cellules et 

reconnait le lipopolysaccharide (LPS) des bactéries Gram négatif et également certaines 

glycoprotéines d’enveloppe virales. La reconnaissance du LPS par TLR4 induit une voie de 

signalisation conduisant à l’activation de l’autophagie dans les macrophages alvéolaires 

humains et dans des lignées de macrophages murins. Cette autophagie requière la 

signalisation par l’adaptateur TRIF mais est indépendante de MyD88 (Xu et al., 2007). Les 

TLR les plus importants dans la lutte contre une infection virale sont les TLR endosomaux 

TLR3, TLR7 et TLR8 qui reconnaissent l’ARN double brin pour TLR3 et l’ARN simple brin 

pour TLR7 et TLR8. Le TLR7 a été décrit pour induire l’autophagie par une voie impliquant 

MyD88 (Delgado et al., 2008). De même, TLR3 et TLR8 sont capables d’initier le processus 

autophagique (Campbell and Spector, 2012; Shi and Kehrl, 2008). De plus, il a été montré que 

les adaptateurs TRIF et MyD88 interagissent directement avec Beclin-1 suite à l’activation 

des TLR. L’interaction de MyD88/TRIF avec Beclin-1 diminue la quantité de Beclin-1 

associée à Bcl-2, ce qui permet l’initiation de l’autophagie (Shi and Kehrl, 2008). In vivo, 

l’autophagie induite par les TLR peut jouer un rôle dans le contrôle d’une infection virale. En 

effet, chez la Drosophile, le Toll 7 qui est un PRR membranaire, reconnait la glycoprotéine G 

du VSV et induit l’autophagie par une voie moléculaire encore indéterminée. L’autophagie 



induite par le Toll 7 est nécessaire au contrôle de l’infection virale et à la survie des 

Drosophiles (Nakamoto et al., 2012).  

La protéine kinase R (PKR) est une protéine cytosolique induite par les IFN-I, capable 

de détecter une infection virale en étant activée par la reconnaissance d’ARN double brin. La 

PKR exerce une activité antivirale en inhibant la synthèse des protéines. En effet, la PKR 

activée phosphoryle le facteur d’initiation de la traduction eIF2  (eukaryotic initiation factor 

2), ce qui conduit à l’arrêt de la traduction protéique. La PKR induit également l’autophagie 

par la phosphorylation du facteur eIF2  (Tallóczy et al., 2002). Etant donné le rôle antiviral 

important de la PKR, de nombreux virus sont capables d’inhiber cette protéine. Ainsi, dans 

certaines infections virales, cette inhibition de la PKR permet de prévenir l’induction 

d’autophagie (voir paragraphe Echappement I-B.4.3).  

La ribonucléase L est également un facteur antiviral qui dégrade les ARN cellulaires et 

viraux. La ribonucléase L induit l’autophagie en activant les voies Junk (JNK) et en activant 

la PKR (Siddiqui and Malathi, 2012). En effet, l’inhibition de la voie JNK ou de la PKR 

conduit à une autophagie réduite dans des fibroblastes embryonnaires murins (MEF). 

L’activation de la voie JNK promeut la phosphorylation de Bcl-2, ce qui permet sa 

dissociation de Beclin-1 et l’activation de l’autophagie. Les virus de l’encéphalomyocardite 

ou le virus de Sendai induisent l’autophagie par l’activation de la ribonucléase L puisque 

l’inhibition de cette dernière diminue l’autophagie induite par l’infection. L’autophagie 

induite par la ribonucléase L contribue au rôle antiviral de cette dernière en limitant la 

réplication virale, tout du moins dans les étapes précoces de l’infection (Siddiqui and Malathi, 

2012). 

Comme nous l’avons précédemment décrit (cf paragraphe I-A.4.1.1.2.), la protéine 

CD46, qui est utilisée comme récepteur d’entrée par de nombreux micro-organismes dont les 

souches atténuées du virus de la rougeole, est capable d’induire l’autophagie par le 

recrutement de la protéine adaptatrice GOPC qui lie le complexe d’initiation de l’autophagie 

Beclin-1-VPS34 (Joubert et al., 2009). 



De nombreuses infections virales activent le processus autophagique en induisant un 

stress du réticulum endoplasmique et en déclenchant une réponse UPR. La réponse UPR fait 

intervenir trois senseurs différents localisés dans le RE : IRE-1, PERK et ATF6. Lors d’un 

stress du RE, ATF6 est clivé en un facteur de trancription actif ATF6f qui va dans le noyau 

pour activer la trancription de gènes contenant un site ERSE (ER-stress response elements) 

tels que CHOP et XBP1. L’activation de la voie IRE-1 conduit à l’épissage de l’ARNm de 

XBP1. Les protéines XBP1 et CHOP sont des facteurs de transcription qui vont activer la 

trancription de gènes ayant un site UPRE (UPR elements). Lors d’un stress du RE, PERK est 

phosphorylé et phosphoryle à son tour le facteur d’initiation de la traduction eIF2  afin 

d’inhiber la synthèse protéique. La forte synthèse de protéines virales au cours de la 

réplication des virus peut induire un stress du RE et conduire au déclenchement d’une réponse 

UPR qui active l’autophagie. Cela a été décrit pour les infections par le virus de l’hépatite C 

(VHC) (Ke and Chen, 2011), le virus de la varicelle et du zona (VZV, pour varicella-zoster 

virus) (Carpenter et al., 2011) et le virus du Chikungunya (Joubert et al., 2012). En effet, 

l’infection par le VHC conduit au déclenchement d’une réponse UPR caractérisée par le 

clivage de la protéine ATF6, l’épissage de XBP1 et la phosphorylation de PERK. De plus, la 

quantité d’ARNm codant pour la protéine CHOP est fortement augmentée. L’inhibition de 

l’expression de la protéine CHOP diminue l’induction d’autophagie (Ke and Chen, 2011). De 

même, l’infection par le virus du Chikungunya induit l’autophagie par le biais du 

déclenchement d’une réponse UPR. L’inhibition d’IRE-1 par un ARN interférent diminue 

fortement l’induction d’autophagie. De plus, pour l’infection par le virus du Chikungunya, la 

génération de ROS participe également à l’induction d’autophagie (Joubert et al., 2012). 

Certains virus sont capables d’induire l’autophagie par l’expression de leurs protéines 

virales. Par exemple, l’expression de la protéine non-structurale 2BC du poliovirus est 

suffisante pour induire la lipidation de LC3-I en LC3-II et induit la formation de vesicules à 

simple membrane (Taylor and Kirkegaard, 2007). La co-expression des protéines virales 2BC 



et 3A est nécessaire pour la formation de vésicules à double membrane (Jackson et al., 2005; 

Taylor and Kirkegaard, 2007). Cependant la protéine 3A inhibe la maturation des 

autophagosomes. De même, la protéine X du virus de l’hépatite B (HBx) induit le processus 

autophagique. Il a été proposé que HBx augmente la transcription de Beclin-1 afin d’induire 

l’autophagie (Tang et al., 2009) mais il a aussi été suggéré que cette protéine pourrait 

directement interagir avec la VPS34 pour accroitre l’activité PI3Kinase (Sir et al., 2010).  

Les protéines IRG (Immunity-related GTPase) qui sont induites par l’interféron  chez 

la souris mais pas chez l’homme, sont des GTPases impliquées dans l’immunité innée. Chez 

la souris, il existe une vingtaine de protéines IRG alors que chez l’homme, il en existe une 

seule dénommée IRGM (Immunity-related GTPase family M protein). Les protéines IRG ont 

été décrites comme participant au processus autophagique et au contrôle de l’infection, 

notamment lors de l’infection par Mycobacterium tuberculosis (Gutierrez et al., 2004; Singh 

et al., 2006). L’induction d’autophagie permettant le contrôle de l’infection par les bactéries 

intracellulaires nécessite l’interaction d’IRGM avec la cardiolipine qui est un lipide exprimé 

essentiellement sur les mitochondries (Singh et al., 2010). Cependant, nous avons montré, 

grâce à des études de crible en double hybride chez la levure, que la protéine IRGM est 

capable d’interagir directement avec quatre protéines autophagiques : ATG5, ATG10, LC3C 

et Bif-1 (SH3GLB1 : SH3-domain GRB2-like endophilin B1) (Grégoire et al., 2011). Dans ce 

travail, nous avons étudié les réseaux d’interactions entre les protéines autophagiques et les 

protéines virales de virus appartenant à cinq familles différentes de virus à ARN 

(Paramyxoviridae, Flaviviridae, Orthomyxoviridae, Retroviridae et Togaviridae). Nous avons 

ainsi identifié que la protéine IRGM est une protéine hautement ciblée par les virus à ARN 

qui l’utilisent pour induire l’autophagie. En effet, nous avons démontré que la protéine C du 

virus de la rougeole, la protéine NS3 du virus de l’hépatite C et la protéine Nef du VIH-1 

interagissent avec IRGM et que l’induction d’autophagie par IRGM favorise la production des 

particules virales pour ces trois virus à ARN. Ainsi, la protéine IRGM est un modulateur 

positif de l’autophagie utilisée par plusieurs virus pour manipuler le processus autophagique.   



Alors que de nombreux cas de xénophagie ont été décrits permettant le contrôle des 

infections bactériennes par une dégradation directe des bactéries dans les autophagosomes (cf 

le paragraphe I-B.3.1 sur la xénophagie), la dégradation de particules virales entières dans les 

autophagosomes semblent être un phénomène très rare. En effet, une seule étude a observé la 

présence de virions de HSV-1 mutants pour le facteur de virulence ICP34.5 dans des 

autophagosomes dans des MEF (Tallóczy et al., 2006). HSV-1 induit l’autophagie par la PKR 

mais le virus inhibe cette autophagie grâce à la protéine ICP34.5 qui se lie à la protéine 

Beclin-1 (cf le paragraphe I-B.4.3.1 sur l’échappement). Le virus sauvage n’est donc 

probablement pas dégradé par xénophagie. Il a été observé en microscopie confocale, une 

colocalisation de la protéine Gag du VIH-1 avec des vésicules GFP-LC3 dans des cellules 

dendritiques immatures dérivées de monocytes, suggèrant que les virions pourraient être 

dégradés par xénophagie. Cependant, le VIH-1 inhibe également l’autophagie dans les DC, ce 

qui bloque l’induction des réponses immunitaires (Blanchet et al., 2010). Ainsi, la dégradation 

de particules virales entières par autophagie pourrait exister mais cela ne semble pas être le 

mécanisme le plus adapté à la lutte contre l’infection virale. La virophagie, qui désigne la 

dégradation de composants viraux individuels tels que des protéines virales nécessaires au 

cycle de réplication du virus, semble être plus adaptée dans la lutte contre les infections 

virales. Par exemple, il a été montré que l’autophagie est essentielle pour éviter la 

neurovirulence causée par le virus de Sindbis grâce à la dégradation de la protéine de capside 

(Orvedahl et al., 2010). En effet, l’infection par le virus de Sindbis induit l’autophagie dans 

les cellules infectées et l’inhibition de cette autophagie dans les neurones augmente le taux de 

mortalité des souris suite à l’infection en promouvant la neurovirulence. La mort neuronale 

est causée par une accumulation de protéines de capside virales. Les auteurs ont montré que la 

protéine p62 interagit avec les protéines de capside, indépendamment de l’ubiquitination, 

permettant leur dégradation par autophagie et assurant ainsi la protection des neurones contre 

la mort cellulaire induite par l’accumulation de ces protéines de capside.  



Comme nous l’avons décrit dans la partie I-B.3 sur l’autophagie et l’immunité, 

l’autophagie peut avoir un rôle antiviral par l’induction de réponses immunitaires innées ou 

adaptatives (Tableau 1).  

Tableau 1 : Rôle antiviral de l’autophagie 

Tout ce qui est récapitulé dans le tableau 1 a été décrit dans la partie I-B.3 précédente. De plus, il faut 

noter que certains virus sont capables d’échapper aux réponses immunitaires en inhibant l’autophagie 

(cf paragraphe I-B.4.3 échappement de l’autophagie par les virus).  



Les virus étant des parasites intracellulaires obligatoires, ils ont dû évoluer avec le 

processus autophagique et nombre d’entre eux ont développé des mécanismes afin d’échapper 

à la dégradation autophagique. Différentes étapes de l’autophagie peuvent être ciblées par les 

virus. En effet, certains virus inhibent l’initiation de l’autophagie alors que d’autres ciblent la 

maturation des autophagosomes.  

Plusieurs virus inhibent l’initiation de l’autophagie pour échapper à l’action antivirale 

de cette dernière. HSV-1 inhibe l’initiation de l’autophagie induite par la PKR grâce à la 

protéine virale ICP34.5 qui est une protéine exprimée précocement au cours de l’infection 

(son expression ne requière pas la réplication de l’ADN viral). ICP34.5 interagit avec la 

protéine Beclin-1 d’une part, et bloque la signalisation induite par la PKR en entraînant la 

déphosphorylation du facteur d’initiation de la traduction eIF2  d’une autre part. Comme 

nous l’avons décrit, les virus mutants pour la protéine ICP34.5 sembleraient être dégradés par 

xénophagie (Tallóczy et al., 2006). Cependant, les virus possédant une protéine ICP34.5 

mutée pour le domaine d’interaction avec Beclin-1 ne présentent pas de défaut de croissance 

par rapport aux virus sauvages in vitro (Alexander et al., 2007; Orvedahl et al., 2007). Ces 

données suggèrent que la dégradation du virus par autophagie n’est pas un mécanisme 

affectant la réplication du virus dans la cellule. En revanche, l’autophagie est cruciale pour la 

protection contre la neurovirulence (Orvedahl et al., 2007) probablement par l’induction de 

réponses immunitaires adaptatives (Broberg et al., 2004; English et al., 2009). De manière 

intéressante, l’autophagie est requise dans les neurones pour limiter la replication de HSV-1 

alors qu’elle ne l’est pas dans d’autres types cellulaires (Yordy et al., 2012). Récemment, il a 

été démontré, qu’en plus de la protéine ICP34.5, HSV-1 possède une autre protéine, Us11, 

permettant l’inhibition de l’autophagie (Lussignol et al., 2013). La protéine Us11 est une 

protéine abondante produite à des étapes tardives du cycle viral (son expression nécessite la 

réplication de l’ADN). Elle empêche l’activation de la PKR en liant les ARN double brin et 

en interagissant physiquement avec la PKR. Lussignol et al. ont démontré que Us11 inhibe 

l’induction d’autophagie par divers stimuli et que le domaine d’interaction à la PKR est requis 

pour cette action. Contrairement à ICP34.5, Us11 n’interagit pas avec Beclin-1 et son activité 



anti-autophagique est médiée par son interaction avec la PKR. De plus, l’expression forcée 

d’Us11 à des temps précoces de l’infection permet de compenser l’absence de la protéine 

ICP34.5 en inhibant l’induction d’autophagie. Ainsi, HSV-1 possèdent deux protéines virales, 

ICP34.5 et Us11, qui agissent successivement pour bloquer l’induction d’autophagie au cours 

des différentes étapes du cycle viral (Figure 37).  

L’infection par le cytomégalovirus humain (HCMV) est capable de moduler 

l’autophagie dans des directions opposées. En effet, très tôt après l’infection, HCMV induit 

l’autophagie indépendamment de la réplication virale. Après expression des protéines virales, 

la protéine virale TRS1 bloque l’autophagie (Chaumorcel et al., 2012). TRS1 est une protéine 

qui lie les ARN double brin et également la PKR et qui inhibe la signalisation PKR/eIF2 . 

L’inhibition de l’autophagie par TRS1 est indépendante de son rôle sur la PKR. En effet, 

TRS1 inhibe l’autophagie en interagissant avec la protéine Beclin-1 (Chaumorcel et al., 2012) 

(Figure 37). 

D’autres virus ont été décrits pour inhiber l’induction d’autophagie par la liaison de 

protéines virales à Beclin-1. L’herpesvirus humain de type 8 (HHV8, aussi appelé KSHV : 

Kaposi Sarcoma-associated Herpesvirus), ainsi que l’herpesvirus murin HV-68 expriment des 

protéines virales homologues à Bcl-2, vBcl-2 et M11, respectivement, qui interagissent avec 

Beclin-1 et inhibent l’autophagie (Sinha et al., 2008) (Figure 37). 

Au lieu d’inhiber l’induction d’autophagie, certains virus ciblent l’étape de maturation 

des autophagosomes. La protéine M2 du virus de la grippe inhibe la fusion des 

autophagosomes avec les lysosomes (Gannagé et al., 2009). La protéine M2 est capable 

d’interagir avec Beclin-1 et par cette interaction, elle pourrait moduler la liaison de Beclin-1 

au complexe VPS34-UVRAG qui régule la fusion des autophagosomes avec les lysosomes. 

De même, la protéine Nef du VIH bloque la maturation des autophagosomes en interagissant 

avec Beclin-1 pour moduler la fonction du complexe VPS34-UVRAG (Kyei et al., 2009) 

(Figure 37).  

Le poliovirus induit d’une part l’autophagie par l’action combinée des protéines 2BC 

et 3A mais inhibe la maturation des autophagosomes par la protéine 3A (Jackson et al., 2005; 

Taylor and Kirkegaard, 2007). La protéine 3A bloque les complexes dynéine et inhibe le 



mouvement des autophagosomes le long des microtubules (Taylor et al., 2009). De même, le 

coxsackievirus B3 induit la formation d’autophagosomes qu’il utilise pour augmenter sa 

réplication mais inhibe la fusion des autophagosomes avec les lysosomes (Kemball et al., 

2010; Wong et al., 2008) (Figure 37).  

                      

Figure 37 : Mécanismes d’inhibition de l’autophagie par les virus 

Puisque les virus se répliquent dans le cytoplasme des cellules, lieu où se produit 

l'autophagie, ils sont très susceptibles de devoir faire face à ce mécanisme. Au lieu de 

simplement échapper à l’autophagie, certains virus ont développé des mécanismes pour 

détourner l’autophagie afin de favoriser leur cycle viral. L’autophagie peut être utilisée de 

manière directe pour la réplication du virus grâce à l’interaction de composants de la 

machinerie autophagique avec des composants viraux. L’autophagie peut également 

promouvoir la réplication du virus d’une manière indirecte en modifiant la physiologie de la 

cellule.  



Plusieurs virus à ARN de polarité positive ont été décrits pour utiliser les 

autophagosomes comme plateformes de réplication. En effet, une propriété commune aux 

virus à ARN de polarité positive est de se répliquer au niveau de membranes intracellulaires. 

Ces membranes sont des plateformes d’échafaudage permettant de concentrer les complexes 

de réplication viraux et permettant de fournir des lipides. Les complexes de réplication sont 

généralement composés de l’ARN-polymérase ARN dépendante, de protéines virales non 

structurales accessoires et de facteurs cellulaires. Ainsi, de nombreux virus à ARN de polarité 

positive ont détourné l’autophagie pour utiliser les membranes des autophagosomes (Figure 

38). Le poliovirus, un picornavirus qui induit l’autophagie tout en inhibant la maturation des 

autophagosomes, a été le premier virus proposé pour utiliser les membranes des 

autophagosomes. Le poliovirus se réplique sur des structures à double membrane et des 

études de microscopie confocale ont montré une colocalisation de la protéine virale 3A, qui 

est une composante du complexe de réplication, avec le marqueur des autophagosomes LC3. 

De plus, la stimulation de l’autophagie augmente la quantité de particules virales produites 

(Jackson et al., 2005). De même, d’autres picornavirus tels le coxsackievirus B3, l’enterovirus 

71, le virus de l’encéphalomyocardite (ECMV) ou le FMDV (Foot-and-Mouth disease virus) 

se répliquent sur des structures à double membrane et leur complexe de réplication colocalise 

avec des marqueurs autophagiques (Shi and Luo, 2012). L’infection par le virus de la dengue, 

un flavivirius à ARN simple brin de polarité positive, induit la formation d’autophagosomes 

qui promeuvent la réplication du virus. De plus, la protéine LC3 colocalise avec des ARN 

double brin qui sont des intermédiaires de réplication ainsi qu’avec la protéine non structurale 

NS1, suggérant la présence des complexes de réplication au niveau des autophagosomes 

(Panyasrivanit et al., 2009).    

En plus de son rôle dans la réplication des virus, l’autophagie peut favoriser 

l’assemblage ou la sortie des virus. 



Pour le virus de l’hépatite B (VHB), des études ont montré que l’autophagie est à la 

fois importante pour la réplication du virus et pour son assemblage (Li et al., 2011a; Sir et al., 

2010). En effet, une diminution de la quantité d’acides nucléiques viraux associés aux 

particules virales enveloppées a été observée dans des cellules déficientes pour l’autophagie 

(Li et al., 2011a). De plus, la protéine virale d’enveloppe HBs colocalise avec LC3-I et LC3-II 

et cette interaction pourrait être importante pour l’acquisition de l’enveloppe virale. De 

manière intéressante, les autophagosomes induits par l’infection par le VHB ne semblent pas 

fusionner pas avec les lysosomes. Ainsi, les autophagosomes pourraient être une source de 

membrane pour former l’enveloppe virale ou être un compartiment permettant le transport 

pour l’assemblage à la membrane plasmique (Li et al., 2011a) (Figure 38).  

Le VIH est capable d’inhiber ou de contrôler l’autophagie pour favoriser sa réplication 

en fonction du type cellulaire. Alors que l’autophagie est inhibée dans les lymphocytes T 

productivement infectés, elle est induite et contrôlée dans les macrophages productivement 

infectés. Les étapes non dégradatives de l’autophagie favorisent la production de virus. 

Notamment, il a été montré que le précurseur Gag co-précipite avec LC3 et est présent au 

niveau des membranes riches en LC3-II, ce qui facilite son clivage et favorise ainsi la 

production des particules virales (Kyei et al., 2009).   

Pour le poliovirus, l’autophagie n’intervient pas seulement en fournissant des 

plateformes pour la réplication des ARN. En effet, l’acidification des autophagosomes grâce à 

leur fusion avec des endosomes promeut la maturation des virions (Figure 38). La maturation 

des virions est caractérisée par le clivage de la protéine de capside et cette étape est nécessaire 

pour produire des virus infectieux. L’inhibition de l’acidification des autophagosomes 

n’affecte pas la réplication du virus mais diminue la production de virions en affectant leur 

maturation (Richards and Jackson, 2012). De plus, bien que le poliovirus soit un virus lytique 

libéré dans le milieu extracellulaire grâce à la lyse des cellules, il a été suggéré que 

l’autophagie pourrait permettre sa libération non-lytique (Figure 38). En effet, l’inhibition de 

l’autophagie a un effet plus prononcé sur la diminution de la quantité de virus extracellulaires 

que sur la quantité de virus intracellulaires et des études de microcopie électronique ont 

montré la présence de vésicules contenant LC3 et la protéine virale VP1 bourgeonnant de la 

membrane plasmique (Jackson et al., 2005).   



Le virus de l’hépatite C (VHC) est un virus à ARN de polarité positive qui induit des 

redistributions de membranes dans les cellules infectées. Des études ont montré que 

l’autophagie est nécessaire pour l’initiation de la réplication du VHC (Dreux et al., 2009). Le 

VHC induit l’autophagie à des étapes précoces de l’infection par le biais d’un stress du RE et 

du déclenchement d’une réponse UPR. Cependant, bien que les gènes ATG soient requis pour 

l’initiation de la réplication, ils ne le sont pas pour sa maintenance. Il a été montré que l’ARN 

du VHC ainsi que les protéines non-structurales NS3 et NS5A sédimentent avec LC3-II dans 

un gradient de sucrose (Ferraris et al., 2010), mais des études de microscopie suggèrent qu’il 

n y a pas de colocalisation de LC3 ou d’ATG5 avec le core du VHC ou avec les protéines 

virales, suggérant que les autophagosomes ne sont pas des sites majeurs de réplication de ce 

virus.  

Certains virus sont capables de tirer profit de l’autophagie de manière indirecte en 

influençant le métabolisme cellulaire. C’est notamment le cas du virus de la dengue qui 

modifie le métabolisme lipidique en induisant de la lipophagie. En effet, l’autophagie induite 

par le virus de la dengue permet de dégrader les gouttelettes lipidiques afin de libérer des 

acides gras qui seront utilisés pour la génération d’ATP via la -oxydation dans les 

mitochondries (Heaton and Randall, 2010) (Figure 38). La quantité de triglycérides est 

diminuée de 65 % dans les cellules infectées par rapport à des cellules non infectées et la -

oxydation est fortement augmentée. L’inhibition de la -oxydation ou de l’autophagie 

entraîne une diminution de la réplication du virus de la dengue. De plus, l’ajout exogène 

d’acides gras dans des cellules déficientes pour l’autophagie permet de restaurer la réplication 

du virus. Ceci suggère que la fonction principale de l’autophagie induite par le virus de la 

dengue est la dégradation des gouttelettes lipidiques afin de générer des acides gras libres qui 

seront utilisés pour la -oxydation dans les mitochondries afin de produire de l’ATP requis 

pour la réplication.  



Figure 38 : Mécanisme d’utilisation de l’autophagie au bénéfice des virus 

La relation entre autophagie, survie et mort cellulaire lors des infections virales peut 

être très complexe. En effet, l’autophagie en tant que mécanisme de survie, peut être induite 

afin d’inhiber l’apoptose dans les cellules infectées. Cependant dans certaines situations, 

l’induction d’autophagie va être associée à la mort des cellules infectées.  

Un certain nombre de virus ont été décrits pour induire l’autophagie afin d’augmenter 

la survie des cellules. Par exemple, le parvovirus humain B19 est capable d’induire une 

autophagie sélective, la mitophagie, afin de dégrader les mitochondries, ce qui diminue les 

signaux apoptotiques émanant de ces organelles (Nakashima et al., 2006). L’inhibition de la 

mort cellulaire par autophagie peut avoir soit une fonction provirale, soit antivirale en 

fonction du cycle viral. En effet, certains virus ont besoin de promouvoir la survie cellulaire 

afin d’augmenter leur réplication et parfois pour conduire à des infections persistantes. Par 



exemple, le virus de la dengue de type 2, qui est un flavivirus humain, ainsi que le virus de 

Modoc, qui est un flavivirus murin, induisent l’autophagie par la protéine virale NS4A, dans 

les cellules épithéliales infectées afin d’inhiber la mort cellulaire (McLean et al., 2011). En 

absence d’autophagie, la réplication de ces deux virus est diminuée dans les cellules 

épithéliales. L’autophagie induite permet de protéger les cellules contre la mort induite par 

divers stimuli. Notamment, elle protège les cellules de l’effet cytopathique induit par d’autres 

virus tel que le virus de la grippe A. Le point très intéressant est que la survie des cellules 

infectées par induction d’autophagie est spécifique à certains types cellulaires. Elle concerne 

les cellules épithéliales, ce qui va permettre la mise en place d’une infection persistante, mais 

ne concerne pas les macrophages qui sont tués par l’infection par le virus de la Dengue ou de 

Modoc. Ce phénomène corrèle avec la pathogenèse de l’infection in vivo. En effet, le virus de 

la Dengue-2 se réplique à un très fort niveau dans les macrophages, qui sont les premières 

cibles de l’infection, ce qui entraîne leur mort. Les macrophages transmettent les virus aux 

cellules épithéliales environnantes, qui restent infectées de manière persistante (McLean et al., 

2011). Le virus de l’hépatite C a également été décrit pour induire une autophagie qui inhibe 

la mort cellulaire et qui pourrait participer à la mise en place de l’infection persistante 

retrouvée chez les personnes infectées (Taguwa et al., 2011). Un rôle proviral de l’autophagie 

en promouvant la survie cellulaire a aussi été rapporté pour le virus de l’encéphalite japonaise. 

Ce virus induit un flux autophagique complet qu’il utilise pour sa réplication. La fusion des 

autophagosomes avec les lysosomes est requise pour augmenter la réplication du virus et 

l’inhibition de l’autophagie dans les cellules infectées conduit à l’activation des caspases et à 

la mort des cellules (Jin et al., 2013).  

Parfois, la relation entre apoptose et autophagie peut atteindre un équilibre plus 

complexe. Le virus du Chikungunya induit l’autophagie dans les cellules infectées par 

l’activation d’un stress du RE et par la génération de ROS. Cette autophagie permet de 

retarder l’activation de l’apoptose. En effet, dans des cellules MEF déficientes pour Atg5, 

l’apoptose est induite plus tôt au cours de l’infection. Cependant l’inhibition de l’apoptose 

limite la propagation du virus. En effet, dans les MEF Bax-/-/ Bak-/-, la quantité de protéines 

virales par cellule est plus importante mais la quantité de cellules voisines infectées est plus 

faible. A l’inverse, l’inhibition de l’autophagie conduit à une augmentation du pourcentage de 

cellules infectées. Ceci démontre que la survie cellulaire permet une meilleure réplication du 

virus au sein d’une cellule mais que la mort des cellules est nécessaire à la propagation du 

virus. Dans ce cas, l’autophagie semble avoir plutôt un rôle antiviral puisque des souris 



possédant un allèle hypomorphique pour Atg16L1 et ayant une activité autophagique réduite 

sont plus susceptibles à l’infection par le virus du Chikungunya et meurent plus (Joubert et al., 

2012). 

Il a été également décrit que le virus de la grippe A est capable de réguler la mort dans 

les cellules infectées. En effet, le virus de la grippe A est un virus ayant un effet cytopathique, 

qui code pour des facteurs pro-apoptotiques et qui est capable d’induire la mort cellulaire. La 

protéine M2 du virus inhibe la fusion des autophagosomes avec les lysosomes. Les cellules 

infectées avec un virus ne possédant pas la protéine M2 survivent plus montrant que le flux 

autophagique promeut la survie. Dans le même sens, les cellules Atg5
-/- présentent un taux 

d’apoptose plus élevé lors d’une infection par le virus de la grippe. Ceci démontre que 

l’autophagie promeut la survie cellulaire et que le virus peut réguler ce processus en bloquant 

la maturation des autophagosomes (Gannagé et al., 2009).  

L’induction d’autophagie peut être associée à de la mort cellulaire et plusieurs virus 

lytiques ont été décrits pour induire ce processus. C’est le cas par exemple de certaines 

souches du virus de la grippe. En effet, la souche H5N1 est une souche très virulente qui 

entraîne une très forte mortalité en causant des lésions sévères dans les poumons qui 

conduisent à des défauts respiratoires. Cette souche induit une mort associée à l’autophagie 

par la suppression de la voie mTOR (Ma et al., 2011). Dans ce cas, l’autophagie pourrait être 

induite par l’hémagglutinine du virus et la mort associée est spécifique à la souche H5N1 

puisqu’elle n’est pas induite pas une autre souche telle que la souche H1N1. Le blocage de 

l’autophagie dans des souris infectées permet d’augmenter leur survie en diminuant les 

lésions pulmonaires (Sun et al., 2012). L’autophagie a été également décrite pour promouvoir 

la lyse des cellules infectées par l’adénovirus de type 5 en induisant l’apoptose. La diminution 

de l’expression des protéines ATG5 et ATG10 entraîne un défaut de lyse des cellules 

infectées. L’infection par l’adénovirus induit un processus autophagique complet mais la 

formation des autophagosomes est suffisante pour induire la lyse (Jiang et al., 2011).  

Un exemple très intéressant d’induction d’autophagie pouvant entraîner la mort des 

cellules est le cas du VIH. Le développement du SIDA est caractérisé par une disparition des 

lymphocytes T CD4. Cependant, les lymphocytes qui meurent sont en majorité des 



lymphocytes qui ne sont pas infectés. Les glycoprotéines d’enveloppe gp41 et gp120 

(appelées Env) exprimées à la surface des cellules infectées induisent l’autophagie dans les 

cellules voisines non infectées, ce qui conduit à l’activation de l’apoptose. Des cellules 

transfectées avec les protéines Env sont capables d’induire l’accumulation de Beclin-1 dans 

les lymphocytes T CD4 voisins non infectés par un mécanisme impliquant la protéine CXCR4 

et la fusion des membranes. Dans les lymphocytes T productivement infectés, l’induction 

d’autophagie est bloquée afin d’inhiber la mort cellulaire (Espert et al., 2006).  

En conclusion, les virus peuvent induire soit une autophagie promouvant la survie 

cellulaire, qui aura un rôle proviral dans les infections persistantes et plutôt antiviral dans le 

cadre de virus cytopathiques, soit induire une autophagie associée à de la mort cellulaire au 

profit des virus lytiques.  



Chapitre II: Résultats 

  



  



II-A. Contexte scientifique et objectifs de la thèse 

Suite à l’identification par le laboratoire de CD46 comme récepteur d’entrée utilisé par 

les souches atténuées du VR (Naniche et al., 1993), l’équipe a focalisé ses études sur CD46 

afin de déterminer son rôle dans l’immunité. Lorsque je suis arrivée dans le laboratoire, 

l’équipe venait de mettre en évidence que l’isoforme Cyt-1 du récepteur CD46 est capable 

d’induire l’autophagie. En effet, grâce à des approches de crible en double hybride chez la 

levure réalisées dans le but d’identifier des partenaires moléculaires cytoplasmiques de CD46, 

l’équipe a identifié que la protéine GOPC, décrite préalablement pour avoir un rôle dans 

l’autophagie dans des souris Lurcher, est capable d’interagir avec CD46-Cyt-1 pour le 

connecter à la machinerie autophagique. La protéine GOPC interagit par son domaine PDZ 

avec l’isoforme CD46-Cyt-1 d’une part, et interagit avec Beclin-1 grâce à ses domaines 

coiled-coil d’une autre part. Aussi, l’engagement de CD46 par des anticorps agonistes induit 

un flux d’autophagie productif dans les cellules. De même, la liaison d’un sérotype de 

streptocoques de groupe A à CD46 induit l’autophagie, ce qui contribue à sa dégradation 

rapidement après l’infection (1h p.i). En effet, l’inhibition de GOPC par des ARN interférents 

retarde la dégradation des bactéries. Au contraire, un sérotype de streptocoques n’utilisant pas 

CD46 comme récepteur d’entrée est dégradé plus tardivement que celui utilisant CD46. Ainsi, 

pour les streptocoques de groupe A, l’autophagie induite par CD46 semble être un mécanisme 

de défense de la cellule permettant de limiter l’infection. Dans ce travail auquel je me suis 

intégrée, nous avons également démontré que la liaison des souches atténuées du VR sur 

CD46 induit une autophagie à des temps très précoces après l’infection (1.5h p.i) (Joubert et 

al., 2009) (annexe II). Cependant, les conséquences de l’autophagie induite par CD46 sur le 

VR n’ont pas été analysées dans ce premier travail. Ainsi, l’objectif principal de ma thèse a 

été d’étudier l’impact de l’autophagie lors de l’infection par le VR.  



II-B. Article 

Afin de déterminer l’impact de l’autophagie sur les souches atténuées du VR (souches 

Edmonston ou Schwarz), j’ai tout d’abord analysé la production de particules virales 

infectieuses par des cellules infectées compétentes pour l’autophagie ou des cellules infectées 

dans lesquelles l’autophagie a été inhibée en éteignant l’expression de la protéine ATG5 par 

l’intermédiaire d’ARN interférents. Ainsi, j’ai montré que la production des particules virales 

infectieuses est fortement diminuée dans les cellules déficientes pour l’autophagie indiquant 

que, contrairement aux streptocoques de groupe A pour lesquels l’autophagie est un 

mécanisme de défense, le VR utilise l’autophagie pour la production de particules virales. 

L’effet de l’autophagie sur la production de particules virales infectieuses n’étant visible qu’à 

des temps relativement tardifs après l’infection (au moins 24h p.i) alors que l’induction 

d’autophagie par CD46 a lieu très tôt après l’infection (1.5h), nous avons voulu analyser 

combien de temps perdurait l’autophagie. Pour cela, l’autophagie a été analysée sur une 

cinétique en microscopie confocale dans des cellules HeLa stablement transfectées avec la 

protéine de fusion GFP-LC3. De cette manière, j’ai démontré que les souches atténuées du 

VR induisent deux vagues successives d’autophagie par des voies moléculaires distinctes. En 

effet, l’autophagie induite suite à l’engagement du récepteur CD46 par le VR est très précoce 

mais aussi très transitoire puisque 3h après l’infection, cette autophagie n’est plus détectable. 

Cependant, 9h après l’infection, une nouvelle vague d’autophagie se met en place et est 

maintenue dans le temps. J’ai démontré que cette deuxième vague d’autophagie est 

indépendante de la signalisation de GOPC mais requière la réplication du virus ainsi que la 

synthèse de protéines virales.   

 En parallèle de ce travail, j’ai participé à une étude dont le but était d’analyser les 

réseaux d’interaction entre les protéines de virus à ARN et les protéines autophagiques. Ainsi, 

nous avons analysé la capacité de quatre-vingt trois protéines virales à interagir avec des 

protéines autophagiques en utilisant une approche de criblage d’interaction protéine-protéine 

en double hybride chez la levure. Quarante quatre protéines autophagiques ont ainsi été 

utilisées comme «appât» et criblées contre des protéines virales appartenant à cinq familles de 

virus à ARN (Orthomyxoviridae, Togaviridae, Flaviviridae, Paramyxoviridae (dont le VR) et 

Retroviridae) utilisées comme «proie». La carte d’interaction obtenue à partir de ce crible a 

permis de montrer que la protéine cellulaire IRGM est une cible commune de ces virus à 

ARN. Par ailleurs, IRGM est hautement connectée à l’autophagie puisque ce travail a permis 



d’identifier les seuls partenaires protéiques d’IRGM connu à ce jour, qui sont tous des 

régulateurs de l’autophagie : ATG5, ATG10, LC3C et Bif-1 (SH3GLB1) (Grégoire et al., 

2011). Nous avons notamment montré que la protéine C du VR, la protéine NS3 du virus de 

l’hépatite C et la protéine Nef du VIH-1 interagissent avec IRGM. De plus, la seule 

expression de protéine C du VR induit l’autophagie par son interaction avec IRGM. Dans ce 

travail, j’ai étudié l’effet de l’autophagie induite par IRGM sur la production des particules 

virales infectieuses du VR et nous avons démontré que cette autophagie favorise la production 

des particules virales. Il en est de même pour les virus de l’hépatite C et le VIH-1 (Grégoire et 

al., 2011) (annexe III).  

En raison de mes résultats démontrant que la synthèse des protéines virales est requise 

pour l’induction de la seconde vague d’autophagie et de l’étude démontrant que la protéine C 

du VR induit l’autophagie, nous avons émis l’hypothèse que la seconde vague d’autophagie 

puisse être induite suite à l’expression de la protéine C. Afin de valider cette hypothèse, j’ai 

utilisé une souche recombinante du VR déficiente pour l’expression de la protéine C. J’ai 

ainsi montré que ce virus n’induit pas la seconde vague d’autophagie dans les cellules 

mononucléées infectées, confirmant le rôle de la protéine C dans l’induction d’autophagie. 

Cependant, dans les cellules multinucléées géantes (syncytia) formées lors de l’infection par 

le VR, l’autophagie était toujours observable en absence de la protéine C. Ceci nous a 

conduits à proposer que la formation des syncytia per se induise également l’autophagie. Afin 

d’explorer cette hypothèse, la formation des syncytia a été bloquée en utilisant un peptide 

inhibiteur nommé FIP (Fusion Inhibitory Peptide) qui empêche la fusion entre les cellules lors 

de l’infection par le VR sans inhiber l’entrée du virus dans les cellules. L’inhibition de la 

formation des syncytia réduit de 50 % l’autophagie dans les cellules infectées supportant un 

rôle de la formation de ces syncytia dans l’induction d’autophagie. Par ailleurs, afin de 

déterminer si la fusion des cellules en l’absence d’infection peut induire l’autophagie, des 

cellules HeLa ont été transfectées avec des vecteurs codant pour les protéines H et F du VR. 

L’expression de ces protéines à la surface de cellules, en absence de toute autre protéine 

virale, permet d’entraîner la fusion avec des cellules exprimant les récepteurs du VR. Nous 

avons ainsi démontré que l’autophagie est augmentée dans ces cellules multinucléées géantes 

formées. En conclusion, mes résultats montrent que la deuxième vague d’autophagie est 

induite dans les cellules mononucléées par la protéine virale non structurale C et que la 

formation des syncytia permet de maintenir l’autophagie mise en place.   



Afin de savoir si l’augmentation du nombre d’autophagosomes observée suite à 

l’infection est la conséquence de l’induction d’un flux autophagique ou celle d’un blocage de 

la maturation des autophagosomes, nous avons analysé le flux autophagique par le suivi de 

l’expression de p62 ou en utilisant la sonde mRFP-GFP-LC3. Ces deux approches ont permis 

de montrer que la seconde vague d’autophagie induite par le VR correspond à une induction 

du flux. Cependant, les protéines virales semblent échapper à la dégradation par le flux 

autophagique. De plus, mes résultats montrent que la maturation des autophagosomes est une 

étape nécessaire pour favoriser la production des particules virales infectieuses. Nous nous 

sommes donc interesser aux mécanismes potentiels par lesquels le VR tire profit du flux 

autophagique et nous avons testé si l’autophagie induite pouvait moduler la mort cellulaire. 

Mes résultats ont démontré que l’autophagie est exploitée par le VR afin de limiter la mort 

des cellules infectées et ainsi promouvoir la production de particules virales au sein de ces 

cellules. En effet, la mort cellulaire est fortement augmentée dans les cellules infectées 

lorsque l’autophagie est inhibée. De plus, l’inhibition de l’apoptose dans les cellules infectées 

permet de restaurer une production de particules virales infectieuses similaires dans les 

cellules compétentes et déficientes pour l’autophagie. Ainsi, le principal rôle de l’autophagie 

dans l’infection par le VR semble être de promouvoir la survie cellulaire. 

Au cours de ce travail, nous nous sommes également demandé si les souches 

virulentes du VR, qui n’utilisent pas CD46 comme récepteur d’entrée mais CD150 (SLAM), 

sont capables d’induire l’autophagie. Les cellules HeLa n’expriment pas naturellement 

CD150, et par conséquent ne peuvent pas être infectées par les souches virulentes. Afin de 

pouvoir suivre l’autophagie suite à l’infection par la souche virulente G954 dans des HeLa 

GFP-LC3, nous avons généré des cellules HeLa CD150+ GFP-LC3+. J’ai ainsi pu démontrer 

que la souche virulente G954 du VR, n’induit que de manière très marginale la première 

vague d’autophagie (dépendante de l’engagement du récepteur), mais induit les autophagies 

tardives par l’intermédiaire de la protéine C et de la formation des syncytia. Cette autophagie 

est également utilisée par les souches virulentes pour favoriser la production de particules 

virales infectieuses.  

Ce travail de thèse suggère donc que le VR utilise plusieurs voies moléculaires 

successives d’induction d’autophagie dans les cellules infectées et que la mise en place d’une 

autophagie soutenue promeut l’infection en limitant la mort cellulaire. 
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Abstract 

The interplay between autophagy and intracellular pathogens is intricate as autophagy is an essential 

cellular response to fight against infections, whereas numerous microbes have developed strategies to 

escape this process or even exploit it to their own benefit. The fine tuned timing and/or selective 

molecular pathways involved in the induction of autophagy upon infections could be the cornerstone 

allowing cells to either control intracellular pathogens, or be invaded by them. We report here that 

measles virus infection induces successive autophagy signallings in permissive cells, via distinct and 

uncoupled molecular pathways. Immediately upon infection, attenuated measles virus induces a first 

transient wave of autophagy, via a pathway involving its cellular receptor CD46 and the scaffold 

protein GOPC. Soon after infection, a new autophagy signalling is initiated which requires viral 

replication and the expression of the non-structural measles virus protein C. Strikingly, this second 

autophagy signalling can be sustained overtime within infected cells, independently of the expression 

of C, but via a third autophagy input resulting from cell-cell fusion and the formation of syncytia. 

Whereas this sustained autophagy signalling leads to the autophagy degradation of cellular contents, 

viral proteins escape from degradation. Furthermore, this autophagy flux is ultimately exploited by 

measles virus to limit the death of infected cells and to improve viral particle formation. Whereas 

CD150 dependent virulent strains of measles virus are unable to induce the early CD46/GOPC 

dependent autophagy wave, they induce and exploit the late and sustained autophagy. Overall, our 

work describes distinct molecular pathways for an induction of self-beneficial sustained autophagy by 

measles virus.  



Author Summary 

Autophagy is an evolutionarily conserved lysosomal dependent degradative pathway for recycling of 

long-lived proteins and damaged organelles. Autophagy is also an essential cellular response to fight 

infection by destroying infectious pathogens trapped within autophagosomes and plays a key role in 

the induction of both innate and adaptive immune responses. Numerous viruses have evolved 

strategies to counteract autophagy in order to escape from degradation or/and to inhibit immune 

signals. The kinetic and molecular pathways involved in the induction of autophagy upon infections 

might determine if cells would be able to control pathogens or would be invaded by them. We showed 

that measles virus (MeV) infection induces successive autophagy signallings in cells via distinct 

molecular pathways. A first autophagy wave is induced by the engagement of the MeV cellular 

receptor CD46 and the scaffold protein GOPC. A second wave is initiated after viral replication by the 

expression of the non-structural MeV protein C and is sustained overtime within infected cells thanks 

to the formation of syncytia. This sustained autophagy is exploited by MeV to limit the death of 

infected cells and to improve viral particle formation. We describe new molecular pathways by which 

MeV hijacks autophagy to promote its infectivity.  



Introduction 

Measles is a highly infectious human disease caused by infection with measles virus (MeV), 

one of the most contagious human pathogens [1]. Measles infection takes place by the respiratory 

route and clinical symptoms include respiratory infection, fever, cough, coryza, conjunctivitis and the 

appearance of a generalized maculopapular rash, the hallmark of measles. Although MeV infection 

results in lifelong immunity, a transient but profound immunosuppression occurs by one to two weeks 

of infection and persists for several weeks [2]. MeV infection-induced complications essentially 

include secondary infections but also post-infectious encephalitis and subacute sclerosing 

panencephalitis (SSPE) [3,4]. Despite the existence of an efficient vaccine based on attenuated MeV 

strains, recent measles outbreaks highlighted that this disease is still an important cause of mortality, 

especially among children in developing countries [1,5]. The understanding of the biological interplay 

between attenuated versus virulent MeV strains and cellular components remains a challenge if we 

aim at developing tools to counter infection and use MeV as a vector for therapies. 

MeV is a negative-stranded non-segmented RNA enveloped virus that belongs to the genus 

Morbillivirus of the Paramyxoviridae family [6]. Its genome encodes six structural proteins, the 

nucleoprotein MeV-N, a phosphoprotein MeV-P, an RNA polymerase MeV-L, the haemagglutinin 

MeV-H, the fusion protein MeV-F and the matrix protein MeV-M, and for two non-structural proteins 

not present within the virion, MeV-V and MeV-C. To date three different host-cell receptors for MeV-

H attachment have been identified: CD46 which is expressed on all human nucleated somatic cells [7]; 

CD150 (also known as SLAM), expressed on immature thymocytes, activated B and T lymphocytes, 

macrophages and mature dendritic cells [8], and NECTIN-4 expressed on epithelial cells [9,10]. 

Whereas MeV-H of clinical/virulent strains of MeV attach to CD150 or NECTIN-4, MeV-H of 

vaccine/attenuated-laboratory strains bind to either CD46, CD150 or NECTIN-4 [11]. Following 

attachment, conformational modification of the MeV-F protein leads to membrane fusion and virus 

entry at the host-cell plasma membrane, but also to syncytia formation, resulting from fusion of 

infected cells with uninfected cells [12]. Subsequently to fusion, the MeV ribonucleoprotein is 

delivered into the host-cell cytosol and viral mRNAs start to accumulate linearly as soon as 5 to 6 

hours post infection before being exponentially increased until 24 hours [13]. MeV-V and MeV-C 

were shown to contribute to MeV replication by foiling innate antiviral immune responses [14], and 

newly generated ribonucleoproteins are assembled to bud from cell surfaces. 

 Among cell-host functions modulated upon MeV infection, we recently described 

macroautophagy, thereafter referred to as autophagy [15,16]. Autophagy is a catabolic process 

essential for the maintenance of cellular homeostasis, through the elimination of otherwise deleterious 

cytosolic components, and for the recycling of metabolites [17,18]. During autophagy, a cup-shaped 

isolated membrane, the phagophore, elongates within the cytosol up to generate an autophagosome 



vesicle that sequesters large portions of the cytoplasm. This content is ultimately degraded within 

autolysosomes, following maturation of autophagosome by fusion with a lysosome. At the molecular 

level, autophagy is a highly regulated process that involves numerous proteins including those 

encoded by autophagy-related (ATG) genes [19].  

  The autophagy machinery is used as a universal cell defence against intracellular microbes 

since it allows their delivery to degradative lysosomes [17]. Autophagy may also contribute to activate 

antiviral innate immunity [20,21], as well as adaptive immune response by delivering virus-derived 

peptides for presentation by major histocompatibility complex (MHC) molecules to T lymphocytes 

[22,23,24]. Although upon a wide range of viral infections autophagosome formation is observed, few 

molecular details of viral interaction with the autophagy machinery are known [21]. Nevertheless, 

numerous viruses have evolved molecular strategies to counteract autophagy in order to escape this 

process, or even to exploit it to improve their own infectivity [25]. We have previously reported that 

the binding of an attenuated strain of MeV on CD46 induces the flux of autophagy. This induction 

relies on the molecular connection of one isoform of CD46, CD46-Cyt-1, to BECLIN-1 via the 

scaffold protein GOPC [16,26]. Furthermore, we have shown that attenuated MeV can exploit 

autophagy through the physical interaction of the MeV-C protein with the autophagy-associated 

protein IRGM (immunity-related GTPase M) [27]. We wondered here how MeV regulates autophagy 

in the course of infection and how the virus exploits autophagy to its own advantage. We report that 

MeV infection induces successive autophagic signalling leading to a sustained increase of the 

autophagy flux. Whereas only attenuated MeV strains induce an early wave of autophagy dependent 

on CD46-Cyt1/GOPC, both attenuated and virulent strains induce and exploit a late but sustained 

productive autophagy wave.   



Results

The attenuated strain of MeV induces two successive but independent waves of autophagy 

We have previously reported that HeLa cell infection with the attenuated Edmonston (Ed)-

MeV strain induces autophagy as soon as 1.5 hours post infection via the engagement of the CD46-

Cyt-1/GOPC pathway [16]. We have also shown that autophagy was still detected by 24 hours of Ed-

MeV infection [27]. Therefore, we examined autophagy kinetics upon Ed-MeV infection. GFP-LC3-

HeLa cells were infected with Ed-MeV and autophagy was assessed at different time points by 

numerating GFP-LC3-labeled structures representing LC3-II-containing autophagosomes [28]. 

Strikingly, we found that Ed-MeV infection induces two successive waves of autophagosome 

accumulation (Fig. 1A). The first wave is induced as soon as 1.5 hours post infection, but this wave is 

transient and returned to basal level by 3 to 6 hours of infection. At these time points, autophagy was 

however still functional since the treatment of MeV-infected cells with chloroquine, which inhibits 

autophagosome recycling, still allowed the detection of an accumulation of autophagosomes (Fig. 1B 

and S1). This result suggests that following the transient early wave of autophagy, MeV does not 

actively inhibit autophagosome formation. Moreover, a second wave of autophagy is then induced, 9 

hours after infection, and is sustained up to 48 hours post Ed-MeV infection (Fig. 1A). Similar waves 

of autophagy induction were observed by tracking LC3-II by western blot (Fig. S2). Of note, in the 

late time points, autophagosome accumulation was measured essentially in multinucleated cells, as 

MeV infection induces the massive formation of syncytia. Thus, for each experiment, the number of 

autophagosomes was normalized to the number of nuclei within a cell. 

To investigate the molecular pathways underlining these two waves of autophagosome 

accumulation we used small interfering (si)RNAs to reduce the expression of putative key proteins. As 

expected, we found that the reduced expression of GOPC (Fig. S3) disrupted the early autophagosome 

accumulation, showing that early autophagy requires the expression of this scaffold protein (Fig. 1C, 

1.5 h p.i.). In contrast, late autophagy was not affected by the reduced expression of GOPC, although 

as expected, the treatment of cells with siATG5 prevented autophagosome accumulation (Fig. 1D, 24 h 

p.i. and Fig. S3). Since the timing of MeV-induced late wave of autophagy correlated with the 

beginning of an efficient MeV replication (9 hours post infection) [13], we wondered whether virus 

replication was important for the induction of the late GOPC-independent autophagy wave. We found 

that infection of GFP-LC3-HeLa cells with a non-replicative ultraviolet-treated Ed-MeV (UV-Ed-

MeV) still induced the early autophagosome accumulation (Fig. 1E). However, UV-Ed-MeV infection 

did not lead to the induction of the late wave of autophagy (Fig. 1F).  

Altogether these results indicated that infection with an attenuated strain of MeV induces two 

successive waves of autophagy through distinct and uncoupled molecular pathways. An early one 



involves the cellular receptor CD46 and the scaffold protein GOPC, and a late one requires viral 

replication. 

The non-structural protein MeV-C is required to induce the late wave of autophagy during MeV 

infection

The non-structural protein MeV-C is synthesised during the course of MeV infection. As we 

have recently shown that the single overexpression of MeV-C was sufficient to induce autophagy via

an  IRGM-dependent pathway [15,27], we asked whether measles viral proteins synthesised during 

viral replication were indeed involved in late autophagy induction. To this end, we used 0.5 μg/ml 

cycloheximide which strongly prevented protein translation in the course of infection (Fig. S4), and 

autophagosome accumulation was monitored in GFP-LC3-HeLa cells infected with infectious Ed-

MeV. Interestingly, whereas cycloheximide treatment did not modulate the early autophagy wave 

(Fig. 2A), it totally abolished the induction of the later one (Fig. 2B). The absence of autophagosome 

accumulation in 24 hours Ed-MeV-infected cells was not due to a limited availability of autophagy 

proteins due to cycloheximide treatment. Indeed, cells treated with rapamycin, an autophagy inducer, 

still induced autophagy in the presence of cycloheximide for the same period of time (Fig. 2A/B).  

In order to determine whether MeV-C contributes indeed to autophagy induction during the 

course of infection, we then used a recombinant virus of the attenuated strain of MeV Schwarz (Sch-

MeV) deficient for MeV-C expression (Sch-MeV C). First, we found that wild type Sch-MeV 

behaved as Ed-MeV since Sch-MeV infection induced two successive waves of autophagy, with 

similar kinetics than Ed-MeV infection (Fig. 2C). However, we found that in contrast to the wild type 

strain, Sch-MeV C did not induce autophagy 24 hours post infection (Fig. 2D). Thus, this result 

suggested that MeV-C expression is an essential prerequisite for an efficient induction of a second 

MeV-induced autophagy wave. 

Syncytia formation sustains autophagy in MeV-infected cells

MeV infection massively induces syncytia formation. However, very few syncytia were 

detected upon Sch-MeV C infection (data not shown). We therefore wondered whether, beyond 

MeV-C expression, the formation of syncytia might contribute to the induction of autophagy upon 

MeV infection. We analysed autophagosome accumulation in either mononucleated or multinucleated 

cells 24 hours after infection with either Sch-MeV or Sch-MeV C. Autophagy was analysed in MeV-

infected cells by numerating GFP-LC3+ vesicles exclusively in infected cells detected by MeV-N 

staining. Interestingly, whereas autophagy was detected in both mononucleated or multinucleated cells 

infected with Sch-MeV, autophagy was only detected in the rare multinucleated cells formed upon 



Sch-MeV C infection (Fig. 3A). Altogether, these results indicate that MeV-C is required to induce 

the late autophagy wave in infected cells that have not yet fused with other cells, but is dispensable in 

syncytia. 

To further evaluate a role of syncytia formation in autophagy induction, wild type Ed-MeV-

infected GFP-LC3-HeLa cells were cultured in the presence of a fusion inhibitory peptide (FIP) which 

inhibits syncytia formation without preventing individual infectious MeV particles entry within host 

cells [14]. Whereas the FIP treatment completely abolished MeV-induced syncytia formation (not 

shown), autophagy was still detected in 24 hours-infected mononucleated cells, although with a 50% 

reduction when compared to untreated infected cells (Fig. 3B). This reduction was neither due to a 

general effect of FIP on the autophagy process, since accumulation of autophagosomes by rapamycin 

was not affected by FIP treatment (Fig. 3B), nor to a decrease of viral protein synthesis as monitored 

by detection of similar levels of expression of MeV-N and MeV-P in the presence or not of FIP (Fig. 

S5). 

To determine whether MeV replication within infected-syncytia was required to induce 

autophagy, we analysed autophagy in multinucleated cells in absence of MeV replication. First, MeV-

H/F-co-transfected HeLa cells (Fig. S6A [29]) were co-cultured with GFP-LC3-HeLa cells leading to 

the cell-cell fusion via a viral H/F proteins dependent fusion process. In GFP+ multinucleated cells 

(those resulting from H+/F+ GFP-LC3- cells which have fused with H-/F- GFP-LC3+ cells), we found an 

increased number of autophagosomes, when compared with GFP+ mononucleated cells (Fig. 3C). The 

reduced expression of GOPC did not modulate autophagosome accumulation in these multinucleated 

cells (Fig. 3D). Moreover, multinucleated cells resulting from cell-cell fusion forced by polyethylene 

glycol (PEG) displayed an increased number of GFP-LC3+ autophagosomes (Fig. 3E). Thus, all 

together these results strongly suggested that in the course of MeV infection, the syncytia formation 

mediated by Ed-MeV-H/F viral proteins is sufficient to induce an autophagic signalling in 

multinucleated cells, independently of both viral replication and of the CD46/GOPC-dependent 

pathway.  

MeV proteins escape from degradation by sustained autophagy flux during MeV infection. 

 Autophagy is a dynamic, multi-step process that can be modulated at several levels. An 

accumulation of autophagosomes can either reflect an increase of the autophagy flux, through the 

formation of de novo autophagosomes, or a reduced turnover of autophagosomes recycling, due to an 

inhibition of their fusion with lysosomes. We previously reported that the early CD46-Cyt-1/GOPC 

dependent induction of autophagy upon MeV infection resulted from an increase of the autophagy flux 

[16]. We confirmed this observation here by showing that the level of expression of the long-lived 



protein p62, a target of autophagy degradation, was reduced during the early wave of autophagy 

induced 1.5 hours post Ed-MeV or Sch-MeV infection (Fig. 4A/B). However, p62 expression was 

equivalent in 3-6 hours infected cells and in uninfected cells (Fig. 4A/B), the time points during which 

autophagy was not detected in MeV-infected cells (Fig. 1A). 

We then asked whether the late and sustained accumulation of autophagosomes also resulted 

from an increased autophagy flux. We found a strong reduction of p62 expression in 24 hours Ed-

MeV-infected cells suggesting an increase of the autophagy flux at this late time point (Fig. 4C). To 

further determine the reason of the late autophagosome accumulation upon infection, we used stably 

expressing mRFP-GFP-LC3-HeLa cells that allow for the distinction between autophagosomes 

(GFP+RFP+ puncta) and autolysosomes (GFP-RFP+ puncta) due to the quenched signal of the GFP in 

acidic compartments [30,31]. Although we found an increased number of total autophagy vesicles in 

Ed-MeV-infected cells compared to control cells, an equivalent ratio of number of autophagosomes 

and autolysosomes was measured in infected cells and in control or rapamycin-treated cells (Fig. 4D). 

As expected, much more autophagosomes than autolysosomes were numerated in chloroquine-treated 

control cells, an inhibitor of autolysosome acidification (Fig. 4D). Thus, both the early and the late 

induction of autophagy following attenuated MeV infection induce de novo autophagosome formation 

and leads to the achievement of the autophagy process, without inhibition of autophagosome 

maturation. We therefore wondered whether this sustained autophagic flux degrades MeV proteins 

during the course of infection. We determined the level of expression of two viral proteins, the 

nucleoprotein MeV-N and the phosphoprotein MeV-P, in control cells and in cells treated with 

siATG5 in order to prevent autophagy. We found that autophagy competent or deficient cells 

expressed similar levels of MeV protein after 24 hours or 48 hours of infection (Fig. 4E/F). This result 

suggested that MeV proteins escape from autophagic degradation induced by MeV replication.  

MeV exploits the autophagy flux to replicate

Whereas several viruses take advantage of autophagy to replicate while inhibiting 

autophagosome maturation, MeV infection induces an increase of the autophagy flux. We wondered 

whether the autophagy flux was indeed required to improve viral particle production. First, we 

performed kinetics studies and, in accordance with our previous report [15], we found a strong 

impairment in Ed-MeV particle formation 24 hours to 72 hours post-infection in cells with a reduced 

expression of ATG5, as compared to control cells (Fig. 5A). Autophagy involvement in MeV particle 

formation was confirmed with the reduced expression of another autophagy essential gene ATG7 (Fig. 

S7A), which also compromised Ed-MeV production (Fig. S7B).  



We then looked at the incidence of experimental autophagy induction on MeV replication. We 

found that HeLa cells treated with the autophagy inducer rapamycin produced twice more infectious 

Ed-MeV particles than untreated cells (Fig. 5B). This result was corroborated when we analysed the 

expression of MeV proteins. We found that rapamycin treatment led to an increased level of 

expression of the two MeV proteins MeV-N and MeV-P (Fig. 5C/D). 

Importantly, the inhibition of autophagosome maturation with chloroquine decreased the viral 

particle production, when compared to control cells, highlighting the importance of the autophagic 

flux for an efficient MeV replication in HeLa cells (Fig. 5B). However, chloroquine treatment did not 

have impact on the level of expression of MeV protein (Fig. 5C/D), confirming that these proteins are 

not targeted towards autophagic degradation. Altogether, these results indicated that MeV infection 

leads to a productive autophagy which is required for an efficient production of MeV infectious 

particles. 

Autophagy induced by MeV protects cells from death 

As autophagy has no direct impact on viral protein synthesis, we wondered whether MeV 

could take benefit from autophagy by extending infected cell survival. We found that autophagy 

inhibition using siATG5 increased death of cells infected by Sch-MeV as measured by cell numeration 

(Fig. 6A). We confirmed this result by looking at the percentage of late apoptotic cells/dead cells 

determined by the double labeling for Annexin V and 7-Amino-Actinomycin (7AAD) and found twice 

more Annexin V+/7AAD+ in siATG5-treated cells than in control cells upon Sch-MeV infection  (Fig. 

6B). In contrast, the experimental induction of autophagy with rapamycin prior infection was found to 

protect Sch-MeV-infected cells from cell death (Fig. 6C/D). Moreover, the reduced expression of 

ATG5 increased Sch-MeV C-infected cell death (Fig. S8), but more slightly than wild type Sch-MeV 

(Fig. 6A). However, autophagy promotion with rapamycin protected efficiently Sch-MeV C-infected 

cells from death (Fig. S8). Taken together, these results strongly suggested that autophagy induced by 

MeV could contribute to protect infected cells from death what contributes to improve infectivity. 

Corroborating this hypothesis, we found that the inhibition of apoptosis, using the pan-caspase 

inhibitor Z-VAD, improved MeV particle production by 48 hours-infected cells (Fig. 6E). 

Furthermore, the prevention of autophagy in Z-VAD-treated cells did not modulate MeV production 

(Fig. 6E), suggesting that the main function of autophagy in the course of MeV infection is to delay 

MeV-induced apoptosis. 



A virulent strain of MeV induces and exploits the autophagic flux  

We then investigated whether a virulent strain of MeV, which does not bind CD46 but CD150 

to infect cells [8], might also induce the two waves of autophagy during infection, and exploit 

autophagy in HeLa cells. As expected, we did not detect autophagy in HeLa cells incubated with the 

virulent G954-MeV strain, since these cells do not express CD150 (Fig. S9) [8]. However, 

interestingly we found only a marginal accumulation of GFP+ dots in CD150-GFP-LC3-HeLa cells, 

1,5 hours after infection (Fig. 7A and Fig. S10). By contrast, a strong increase of the number of 

autophagosomes was observed 24 hours after G954-MeV infection (Fig. 7B). These dots corresponded 

to autophagosomes since their accumulation was abolished in cells with a reduced expression of the 

essential gene for autophagy ATG5 (Fig. S11). Additionally, we did not observe a decrease of p62 

expression 1,5 hours post G954-MeV infection, whereas its expression drops off by 24 hours of 

infection (Fig. 7C/D). Moreover, tracking RFP-GFP-LC3 in infected CD150-HeLa cells confirmed 

that the autophagy flux is increased in 24 hours G954-MeV-infected cells (Fig. 7E). Thus, these results 

suggested that virulent CD150-dependent CD46-independent MeV strain infection does mostly induce 

the productive late wave of autophagy.  

Additionally, we found that UV-G954-MeV and cycloheximide treatment prevented 

autophagosome accumulation in 24 hours G954-MeV-infected CD150-HeLa cells, indicating that, as 

for attenuated strains, neo-synthesized viral proteins are required for autophagy infection by a virulent 

MeV strain (Fig. 7F and S12). Moreover, virulent H/F co-expression on HeLa cells (Fig. S6B) co-

cultured with CD150-GFP-LC3 HeLa cells was sufficient to induce an autophagic signalling in 

multinucleated cells, independently of viral replication (Fig. 7G). Finally, we found that virulent MeV 

replicated less efficiently in siATG5-treated cells than in control cells (Fig. 7H). Altogether, these 

results indicated that a virulent MeV strain unable to induce the first CD46-dependent autophagic 

wave, induces and exploits the late autophagic wave to replicate. 



Discussion

We found that infection with attenuated MeV induces two successive waves of autophagy via

distinct molecular pathways. We have previously described the attenuated MeV receptor CD46-Cyt-1 

as a pathogen receptor able to induce an early autophagy flux, subsequently to pathogen detection, via

its association with the scaffold protein GOPC, which relies to the autophagosome formation complex 

BECLIN 1/VPS34 [16]. We show here that this autophagy induction is very transient as it probably 

stops after CD46/GOPC-mediated autophagic signalling following virus entry. Interestingly, virulent 

strains do not bind to CD46 and therefore are unable to induce the CD46-dependent early autophagy 

wave. Instead, virulent strains bind to CD150. CD150 was reported to recruit the autophagy-associated 

molecules BECLIN 1 and VPS34 to the phagosome of macrophages which uptake gram-negative 

bacteria [32]. However, whether CD150 engagement regulates the autophagy process has not been 

observed. Our results indicate that CD150 does not induce autophagy (or very marginally) upon 

virulent MeV entry. Thus, an attractive hypothesis would be that the first autophagy wave induced by 

attenuated/vaccinal MeV strains, but not triggered by virulent/clinical ones, could contribute to the 

attenuation of MeV infectivity, an issue that remains to be investigated. An immune function resulting 

from CD46-induced autophagy could be to facilitate intravesicular TLR engagement. Indeed in 

plasmacytoid dendritic cells, TLR7 gains access to viral-replication intermediates through autophagy 

to induce antiviral type I interferon (IFN-I) production [20]. Interestingly, in B cells, TLR9 is recruited 

to autophagosomes upon B cell receptor (BCR) internalization to enhance B cell activation [33]. 

Furthermore, it was shown that CD46-binding adenoviruses are routed in a pathway that allows TLR9-

dependent IFN-I induction, whereas adenoviruses using CAR as cellular receptor does not [34]. Thus, 

the immediate autophagy induction mediated by CD46 might confer an early response towards CD46-

binding MeV strains, protecting cells from massive replication by producing IFN-I prior to extended 

MeV replication, and contributing to their attenuation. HeLa cells being poor producers of IFN-I, in 

our experimental setup attenuated MeV can replicate efficiently. It will be of interest to determine 

whether autophagy induced by CD46-binding viruses is involved in early IFN-I induction. 

After few hours of infection, a new autophagy flux is induced, which is sustained over time. 

This process is independent of a CD46-Cyt-1/GOPC signalling, but requires viral replication and relies 

on the expression of the C protein of MeV. Importantly, in HeLa cells, for attenuated and virulent 

strains of MeV, we demonstrated that this second wave of autophagy is manipulated by MeV to 

increase infectious viral particle formation. We described recently the autophagy-associated protein 

IRGM as being a cellular target of MeV for both the induction of autophagy 24 hours post-infection 

(what correspond to the second autophagy wave), and to improve MeV infectivity [15]. Moreover, we 

have reported that the single expression of MeV-C, which can interact with IRGM, was sufficient to 

induce autophagy, through an IRGM dependent pathway [15]. Here, we extended these observations 

by showing that MeV deficient for the expression of the C protein (MeV C) does not induce 

autophagy in infected mononucleated cells. These results confirmed a prominent role of the MeV-C 



protein in the induction of the second wave of autophagy, subsequently to MeV replication. The exact 

role of MeV-C in MeV-induced autophagy requires further investigations. We have previously shown 

that the MeV-C partner IRGM can interact with several other human autophagy-associated proteins, 

ATG5, ATG10, LC3C and BIF-1, which could be involved in MeV-induced autophagy, consequently 

to C expression [15, 35]. Interestingly, MeV-C was also shown to interfere with host defence 

mechanisms by dampening antiviral IFN-I activation through the downregulation of viral RNA 

synthesis in order to limit their detection by IFN-I-inducing cytosolic receptor such as RIG-I or MDA5 

[36,37]. We highlight here an unrevealed role of the C protein in autophagy induction upon MeV 

infection, which is ultimately used by the virus to improve its infectivity. 

 Strikingly, whereas the expression of MeV-C is required for the induction of the late 

autophagy wave in infected mononucleated cells, its expression is not critical for the induction of 

autophagy in syncytia. Indeed, we found that whereas Sch-MeV C does not induce autophagy in 

mononucleated cells, autophagy was still observed in syncytia. Interestingly, it has recently been 

suggested that viruses of the Morbillivirus genus including MeV, could induce autophagy through a 

fusogenic dependent mechanism which requires the coexpression of MeV-F and MeV-H proteins [38]. 

Using an alternative approach to analyse autophagy, we found an increase of autophagosomes in 

multinucleated cells formed through a MeV-H/F proteins-mediated process. Furthermore, we found 

that the forced fusion between cells promoted by PEG-treatment induces autophagy. Thus, the plasma 

membrane perturbations/damages resulting from cell-cell fusion could be sufficient to trigger an 

autophagy signalling, with functions to eliminate/recycle excessive/redundant/damaged cytosolic 

materials within newly formed multinucleated cells. The upstream signals inducing autophagy 

subsequently to the fusion between cells remain to be investigated.  Interestingly, it was proposed that 

autophagy could play a role in syncytia formation [38]. Thus, an attractive hypothesis would be that 

during MeV infection, the MeV-C protein induces autophagy in infected cells through an IRGM-

dependent pathway, which could contribute to the facilitation of the syncytia formation.  In turn, 

through a fusogenic process, syncytia formation could further increase autophagy in multinucleated 

cells leading to a positive feedback loop of autophagy induction, maintained by MeV-C expression. In 

accordance with this hypothesis, the number of syncytia is strongly reduced upon infection with Sch-

MeV C compared with wild type Sch-MeV (data not shown). Thus, whereas the first wave of 

autophagy triggered by the CD46-Cyt-1/GOPC pathway would concern exclusively the primary 

infected cells by infectious attenuated viral particles, the second wave is induced following MeV-C 

expression and would be maintained over time by syncytia formation. 

 MeV-induced syncytia were reported to be dynamic entities with an unusual extended life 

span [39]. Interestingly, we found that autophagy contributes to protect MeV-infected cells from 

apoptotic cell death. Thus autophagy induction in syncytia could delay MeV-induced cell death, and 

contribute to an efficient spreading of the virus. Indeed, we report that inhibition of apoptosis strongly 

facilitates MeV replication, what is not anymore modulated by additional autophagy inhibition. 



Furthermore, in support of this hypothesis MeV C, which does not induce autophagy over basal level 

in mononucleated cells, presents a growth defect and induces more apoptosis in infected cells than 

wild type virus [40]. Thus, one way by which MeV exploits autophagy is by protecting infected cells 

from cell death which otherwise could limit viral replication and propagation of numerous infectious 

viral particles. Other viruses were recently described to manipulate autophagy in order to prevent cell 

death, as the human flavivirus dengue virus type 2 and the Chikungunya virus [41,42]. 

MeV infection induces an increase of the autophagy flux. However, MeV proteins are not 

degraded by autophagy what suggests that MeV proteins would escape from targeting towards 

autophagosomes. Indeed, colocalization between GFP-LC3 and the MeV-N protein was not observed. 

Furthermore, it has been recently reported that the Morbillivirus replication complex and 

autophagosomes do not colocalize [38]. However, we have shown that maturation of autophagosomes 

is necessary to promote the formation of infectious viral particles. Beyond delaying death of infected 

cells, productive autophagy could contribute to the generation of an excess of metabolites used by 

MeV to optimize its replication. Autophagy induced by Dengue virus infection is used to regulate 

cellular lipid metabolism to generate ATP and to promote viral replication [43]. As we found that 

MeV proteins synthesis is not modulated by autophagy, nucleic acids and/or lipids generated from 

autophagy-mediated recycling could be primary metabolites exploited to improve MeV replication 

and/or assembly. Alternatively, the different autophagy signalling triggered in the course of MeV 

infection might be required to coordinate different steps of the virus cycle. Indeed, productive 

autophagy has been shown to facilitate poliovirus replication, which gradually gets benefit of the 

complete autophagic process : whereas autophagosome formation is involved in the viral RNA 

synthesis and early phases of the virus cycle, the acidification of the autolysosomes contributes to the 

final maturation of virus particles [44]. Similarly, autophagy impacts on the final maturation of 

infectious Dengue virus particles formation, as inhibition of autophagy leads to the production of 

noninfectious particles [45]. The contribution of the different autophagy signallings in MeV 

maturation remains to be investigated.  

Our work describes the induction of successive molecular pathways contributing to 

autophagy in response to an infection by attenuated MeV. Whereas an early wave of 

autophagy induction is triggered by the host recognition of the pathogen, via CD46-Cyt-

1/GOPC, a later one seems to be the result of a direct interaction of viral proteins with the 

autophagy machinery, and is sustained within syncytia. The sustained wave is exploited by 

attenuated as well as virulent strains of MeV to promote the production of infectious viral 

particles. The complete understanding of the complex relationship between autophagy and 

MeV might allow a better understanding of the contribution of autophagy for the attenuated or 

virulent characters of a pathogen, and a better usage of MeV-derived vaccine for therapy. 



Material and methods

Ethics statement 

The experiments in this article were performed at Biological Safety Level 2 in accordance with the 

regulations set forth by the national French committee of genetics (commission de génie génétique). 

Cell Culture 

HeLa, GFP-LC3-HeLa and mRFP-GFP-LC3 HeLa cells were maintained in RPMI 1640, Vero cells 

were maintained in DMEM. All the media were supplemented with 50 μg/mL gentamicin and 10 % 

fetal bovine serum (FBS).  

MeV strains and tiration by plaque assay 

Ed-MeV was obtained from ATCC and G954-MeV was kindly provided by B. Horvat (INSERM 

U1111, France). HeLa cells were infected with MeV at the indicated MOI. After the indicated period 

of infection, cells were submitted to 5 cycles of freezing at -80°C and defrosting at 37°C and 

infectious viral particles were quantified by limiting dilution on confluent Vero cells.  

SiRNA transfection 

Smartpool siRNA targeting ATG5, ATG7 and GOPC, as well as control siRNA 

(AUACCUAACUGAUGAGACCUU) were from Dharmacon (Perbio, Brebières, France). 0.1 x 106

HeLa, GFP-LC3 HeLa cells were plated in 6-well plates 24 hours prior to transfection with 100 pmol 

si-RNA using Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen) according to manufacturer’s instructions. 

Protein expression level was assessed by western-blot three days post transfection.  

CD150 Transfection 

HeLa, GFP-LC3-HeLa and mRFP-GFP-LC3 HeLa cells were transfected with the plasmid pCAGGS-

CD150, kindly provided by Y. Yanagi (Japan) [8], using lipofectamine 2000 (Invitrogen) according to 

manufacturer’s instructions. 24 h post transfection, CD150 expression was checked by FACS analysis 

after a staining using an anti-CD150-PE antibody and as a negative control an isotype antibody. 

Generation of stable cells expressing CD150 

The lentiviral peGAET-ires-puro expression plasmids was a gift of P. Mangeot (ENS-Lyon, INSERM 

U1111, Lyon, France). To generate peGAET-cd150-ires-puro plasmid, cd150 sequence was amplified 

by PCR and replaced the tTA sequence in peGAET-ires-puro into the EcoR1 and XhoI restriction 

sites. Viral particles were commonly produced by cotransfection of 293T cells with lentiviral 

peGAET-cd150-ires-puro plasmid and the helper plasmids encoding the proteins required for vector 



packaging (Plateau AniRA Vectorologie UMS3444, US8). Supernatant was collected at days 2 post-

transfection, filtered and concentrated by ultracentrifugation. GFP-LC3-HeLa and HeLa were 

transduced with concentrated viral particles in the presence of 8 g/ml polybrene (Sigma). 

48 h post transduction, cells were treated with 1 μg/ml puromycin for 10 days. Surviving clones were 

expanded in 1 μg/ml puromycin and analysed for stable integration of the transgene and expression of 

CD150 protein by flow cytometry. 

MeV-H and MeV-F transfection 

HeLa cells were co-transfected with the plasmid pCXN2-F (Edmonston strain), and either with the 

plasmid pCXN2-H (Edmonston strain) or pCXN2-H (KA strain) [37] using lipofectamine 2000 

(Invitrogen) according to manufacturer’s instructions. 24 h post transfection, MeV-H and MeV-F 

expression were checked by FACS analysis using specific primary antibodies.  

Polyethylene glycol (PEG) treatment 

GFP-LC3-HeLa cells were seeded in 25cm² flask to be confluent the next day, in RPMI 10% FBS in 

absence of antibiotics. A PEG solution was prepared by mixing 10g of autoclaved PEG 6000 (Sigma) 

with 10ml of RPMI without FBS. The cells were washed twice with warmed PBS and then incubated 

10 min at 37°C with PEG. The PEG was then removed and RPMI free of serum was added 

progressively onto the cells. This RPMI was then removed and replaced by 5ml of RPMI 10% FBS for 

4 hours. Finally, the cells were detached with Versene (Invitrogen) and plated in 24 well-plates on 

cover slips coated with Poly-L-Lysine and treated with rapamycin for 2 hours.  

Western blot 

Cells were lysed with lysis buffer (PBS-1X, NP40 1% or 0.5% and protease inhibitor (Roche)). 

Soluble proteins were separated by SDS-PAGE (NuPAGE Novex Tris-Acetate Mini Gels, Invitrogen) 

and transferred to nitrocellulose membranes with iblot Gel Transfer System (Invitrogen). Primary 

antibodies, anti-Actin (mouse monoclonal), anti-MeV-N (mouse monoclonal), anti-MeV-P (mouse 

monoclonal or rabbit polyclonal), anti-p62 (mouse monoclonal), secondary HRP linked anti-rabbit or 

HRP linked anti-mouse antibodies were used and antigen-antibody complexes were visualized by 

enhanced chemiluminescence. 

Confocal microscopy for autophagy analysis 

After the indicated treatments, GFP-LC3-HeLa or mRFP-GFP-LC3 HeLa cells were fixed with 4% 

paraformaldehyde. For Measles nucleoprotein staining, an anti-MeV-N antibody (mouse monoclonal, 

clone 120 produced in the lab) was used at 10 g/mL, followed by secondary antibody conjugated to 



Alexa Fluor 568. Cells were analysed using a Confocal Axioplan2 LSM510 microscope (Zeiss, 

Göttingen, Germany) equipped with the LSM 510 META system (Zeiss) and mounted with an 

Axioscope 63x oil immersion lens (Zeiss). The number of GFP + was numerated from one single plan 

section per cell and normalized to the number of nuclei. In the legend, a cell profile means “per 

nucleus” because for syncytia, number of GFP+ vesicles was normalized to the number of nuclei. In 

each case, number of GFP+ vesicles was numerated from 100 to 200 cells for each experiment.  

Trypan blue exclusion test of cell viability 

Cells were mixed with 0.4% trypan blue (Gibco) and unstained (viable) and stained (nonviable) cells 

were numerated on a Bürker microscope slide (Marienfeld). For each condition, at least 100 cells have 

been numerated.  

Annexin V and 7AAD staining 

Cells were stained with the PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD Pharmingen) according to 

manufacturer’s instructions and cells were analysed by using an Accuri C6 flow cytometer and the C 

Flow software.  

Antibodies 

Anti-MeV-N (mouse monoclonal, clone 120), MeV-H (mouse monoclonal, clone 55), anti-MeV-F 

(mouse monoclonal, clone Y503), and anti-GOPC (GOPC-GST rabbit anti-serum) were produced in 

the lab, anti-MeV-P (mouse monoclonal 49.21 or rabbit polyclonal J37171) were kindly provided by 

D. Gerlier (INSERM U1111, France). Anti-Actin (A2066), anti-ATG5 (A0856), anti-MAP1LC3B 

(L7543) and anti-ATG7 (A2856) were from Sigma (St Louis, Mo, USA).  Anti-rabbit HRP (NA 934) 

or anti-mouse HRP (NA 931) were from Amersham Biosciences (Uppsala, Sweden). Anti-p62 

(SQSTM1 (D-3): sc-28359) was from Santa Cruz Biotechnology (California, USA). Anti-mouse 

Alexa Fluor 568 was purchased from Invitrogen (Molecular Probes). Anti-CD150-PE (559592) was 

from BD Pharmigen and isotype (IOTest IgG2a (Mouse)-FITC / IgG1 (Mouse)-PE) was from 

Beckman Coulter (Immunotech SAS, Marseille, France).  

Reagents 

Pharmacological reagents used were cycloheximide (C4859, Sigma), rapamycin (Calbiochem), 

chloroquine (C6628, Sigma) and Z-Val-Ala-DL-Asp(OMe)-fluoromethylketone (Z-VAD) (N-1560, 

Bachem). 
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Figures legends 

Figure 1: Attenuated strain of measles virus induces two waves of autophagy. (A) GFP-LC3-

HeLa cells were infected with the attenuated strain of MeV Edmonston (Ed-MeV) at MOI 1. 

Autophagy was monitored by the numeration of GFP+ autophagosomes at the indicated period of time 

post infection. (B) GFP-LC3-HeLa cells were infected with Ed-MeV at MOI 1 +/- 75μM Chloroquine 

(CQ) and autophagy was monitored at the indicated period of time post infection. (C-D) GFP-LC3 

HeLa cells were treated with the indicated siRNA for 48 h and infected or not with Ed-MeV (MOI 1). 

Autophagy was monitored 1.5 h (C) or 24 h (D) post infection by the numeration of GFP+ 

autophagosomes. (E-F) GFP-LC3-HeLa cells were infected with Ed-MeV or UV-treated Ed-MeV 

(MOI 3) and 1.5 h (E) or 24 h (F) post infection (p.i.) the number of GFP+ vesicles per cell was 

assessed by confocal microscopy. For each experiment, representative profiles are shown and are 

accompanied by a graph representing the number of GFP+ vesicles per cell profile (= GFP+ vesicles 

per one nucleus). For syncytia, the number of dots was normalized to the number of nuclei. Error bars, 

mean ± SD of three independent experiments for (A and C-F) and error bars, mean ± MD of two 

independent experiments for (B). Student’s t test; ***p < 0.005; **p < 0.01; *p < 0.05; #p > 0.05. 

Figure 2:  The MeV-C protein is involved in MeV-induced autophagy. (A-B) GFP-LC3-HeLa 

cells were infected or not with Ed-MeV (MOI 3) and treated or not with 0.5 μg/ml cycloheximide 

(CHX) during 1.5 h (A) or 24 h (B), in the presence of 125 nM rapamycin (Rapa) when indicated. (C) 

GFP-LC3-HeLa cells were infected with the attenuated strain of MeV Schwarz (Sch-MeV) at an MOI 

1. Autophagy was monitored by the numeration of GFP+ autophagosomes at the indicated period of 

time post infection. (D) GFP-LC3-HeLa cells were infected with the attenuated strain of MeV 

Schwarz wild-type (Sch-MeV) or deficient for MeV-C expression (Sch-MeV C). 24 h post infection, 

the total number of GFP+ vesicles per cell was assessed by confocal microscopy in infected cells 

detected by staining for the viral nucleoprotein N (MeV-N). For each experiment, graph represents the 

number of GFP+ vesicles per cell (= GFP+ vesicles per one nucleus). For syncytia, the number of dots 

was normalized to the number of nuclei. Error bars, mean ± SD of three independent experiments. 

Student’s t test; ***p < 0.005; **p < 0.01; *p < 0.05; #p > 0.05.  

Figure 3: Syncytia formation induces autophagy in MeV-infected cells. (A) GFP-LC3-HeLa cells 

were infected with the attenuated strain of MeV Schwarz wild-type (Sch-MeV) or deficient for MeV-

C expression (Sch-MeV C). 24 h post infection, the number of GFP+ vesicles within monocucleated 

or multinucleated cells was assessed by confocal microscopy in infected cells detected by staining for 

the viral nucleoprotein N (MeV-N). (B) GFP-LC3 HeLa cells were infected or not with Ed-MeV (MOI 



3) or treated with rapamycin (Rapa) (125 nM), and treated or not with the FIP peptide (10 μg/mL).  24 

h post infection, the number of GFP+ vesicles per cell was assessed by confocal microscopy. (C) HeLa 

cells were co-transfected with a vector encoding for the H protein of Ed-MeV and one encoding for 

the F protein. 24 h post transfection H/F-co-transfected HeLa cells (H+F+ HeLa) were co-cultured with 

GFP-LC3-HeLa cells to induce cell-cell fusion. The number of GFP+ vesicles within monocucleated 

or multinucleated cells was assessed by confocal microscopy after 18h of co-culture. (D) GFP-LC3 

HeLa cells and HeLa cells were treated with the indicated siRNA for 24 h. HeLa were then co-

transfected with MeV-H/F as in (C) and co-cultured with siRNA treated GFP-LC3 HeLa cells. The 

number of GFP+ vesicles within monocucleated or multinucleated cells was assessed by confocal 

microscopy. (E) GFP-LC3 HeLa cells were treated with Polyethylene Glycol (PEG) and treated or not 

with 250 nM rapamycin (Rapa) for 2 h. The number of GFP+ vesicles within monocucleated or 

multinucleated cells was assessed by confocal microscopy 6 h after PEG treatment. For each 

experiment, representative profiles are shown and are accompanied by a graph representing the 

number of GFP+ vesicles per cell (= GFP+ vesicles per one nucleus). For syncytia, the number of dots 

was normalized to the number of nuclei. Error bars, mean ± SD of three independent experiments. 

Student’s t test; ***p < 0.005; **p < 0.01; *p < 0.05; #p > 0.05.  

Figure 4: The late wave of autophagy induced by attenuated MeV is productive. (A) HeLa cells 

were infected with Sch-MeV (MOI 1). At the indicated time points post infection, cellular p62 

expression was determined by western blot. (B) HeLa cells were infected with Ed-MeV (MOI 1). At 

the indicated time points post infection, cellular p62 expression was determined by western blot. The 

graph represents the intensity of p62 over actin expression normalized to the control condition (non 

infected). Error bars, mean ± MD of two independent experiments. (C) HeLa cells were infected with 

Ed-MeV (MOI 3). 24 h p.i., cellular p62 expression was determined by western blot. Representative 

results are shown and are accompanied by a graph representing the intensity of p62 over actin 

expression normalized to the control condition (non infected). (D) mRFP-GFP-LC3 HeLa cells were 

infected with Ed-MeV (MOI 3) or treated with 250 nM rapamycin (Rapa) or 75 μm Chloroquine (CQ) 

during 2 h. 24 h p.i., the total number of autophagic vesicles (mRPP+) and the number of 

autophagosomes (mRFP+/GFP+) were assessed by confocal microscopy. The number of 

autolysosomes was determined by subtracting the number of autophagosomes (mRFP+/ GFP+) from 

the total number of vesicles (mRPP+). Representative profiles are shown and are accompanied by a 

graph representing the number of autophagic vesicles (white), autophagosomes (yellow) and 

autolysosomes (red) per nuclear profile for each condition. (E-F) HeLa cells were treated with the 

indicated si-RNA for 48 h and infected with Ed-MeV (MOI 3 (E) or MOI 0.1 (F)). 24 h (E) or 48 h (F) 

post-infection, cells were lysed and anti-N and anti-P western blot were performed to reveal MeV-N 

and MeV-P, respectively. Representative results are shown and are accompanied by a graph 



representing the intensity of MeV-N or MeV-P expression over cellular actin normalized to the control 

condition. (C-F) : error bars, mean ± SD of three independent experiments. Student’s t test; ***p < 

0.005; **p < 0.01; *p < 0.05; #p > 0.05. 

Figure 5: Ed-MeV exploits autophagy to replicate. (A) HeLa cells were treated with the indicated 

si-RNA for 48 h and infected with Ed-MeV (MOI 3). One, two or three days post infection infectious 

viral particles were titrated by plaque assay. (B-D) HeLa cells were treated or not with 125 nM 

rapamycin (Rapa) or 50 μM chloroquine (CQ) and infected with Ed-MeV (MOI 1 (B) or MOI 0.1 (C-

D)). Three days post infection infectious viral particles were titrated by plaque assay (B) or 48 h post-

infection, cells were lysed and MeV-N (C), MeV-P (D) expression were detected by western blot. (C-

D) Representative results are shown and are accompanied by a graph representing the intensity of 

MeV-N (C) or MeV-P (D) expression over actin, normalized to the non-infected condition. For each 

experiment, error bars, mean ± SD of three independent experiments. Student’s t test; ***p < 0.005; 

**p < 0.01; *p < 0.05; #p > 0.05. 

Figure 6: MeV-induced autophagy prevents cell death. (A-B) HeLa cells were treated with the 

indicated siRNA for 48 h and infected or not with Sch-MeV (MOI 0.1 for A and MOI 1 for B). (C-D) 

HeLa cells were treated or not with 250 nM rapamycin (Rapa) and infected or not with Sch-MeV 

(MOI 1). (A, C) 48 h post infection, cell death was analysed by trypan blue exclusion test. Graphs 

represent the percentage of dead cells compared to the number of total cells. Error bars, mean ± SD of 

two independent experiments made in triplicate (A) and two independent experiments made in 

duplicate (C).(B, D) 48 h post infection, cell death was analysed by Annexin V and 7AAD staining. 

Representative results of two experiments made in duplicate are shown. (E) HeLa cells were treated 

with the indicated siRNA for 48 h and infected with Sch-MeV (MOI 0.1) and treated with DMSO or 

with 50 μM Z-VAD. 48 h p.i, infectious viral particles were titrated by plaque assay. Error bars, mean 

± SD of three independent experiments. Student’s t test; ***p < 0.005; **p < 0.01; *p < 0.05; #p > 

0.05. 

Figure 7: A virulent strain of MeV induces and exploits autophagy. (A) CD150-stably-expressing 

GFP-LC3-HeLa were infected with Ed-MeV at MOI 1 or with the virulent strain of MeV G954 

(G954-MeV) at MOI 1. Autophagy was monitored by the numeration of GFP+ autophagosomes 1.5 h 

p.i.. (B) CD150-transfected GFP-LC3-HeLa cells were infected with Ed-MeV at MOI 1 or with the 

virulent strain of G954-MeV at MOI 0.1. Autophagy was monitored by the numeration of GFP+ 

autophagosomes 24 h p.i in infected cells detected by staining for the viral nucleoprotein N (MeV-N). 



(C) CD150-stably-expressing HeLa cells were infected with G954-MeV (MOI 1). At the indicated 

time points, cellular p62 expression was determined by western blot. Representative results are shown 

and are accompanied by a graph representing the intensity of p62 over actin expression normalized to 

the control condition (non infected). Error bars, mean ± SD of two independent experiments. (D) 

CD150-transfected HeLa cells were infected with G954-MeV (MOI 0.1). 24 h p.i., cellular p62 

expression was determined by western blot. Representative results are shown and are accompanied by 

a graph representing the intensity of p62 over actin expression normalized to the control condition 

(non infected). (E) CD150-transfected mRFP-GFP-LC3 HeLa cells were infected with G954-MeV 

(MOI 0.1) or treated with 250 nM Rapa or 75 μm CQ during 2 h. 24 h p.i., the autophagic vesicles 

were analysed as in figure 4D. (F) CD150-transfected GFP-LC3-HeLa cells were infected with G954-

MeV or UV-treated G954-MeV (MOI 0.1). 24 h post infection, the number of GFP+ vesicles per cell 

was assessed by confocal microscopy. (G) HeLa cells were co-transfected with a vector encoding for 

the H protein of KA-MeV (a CD150-dependent strain) and one encoding for the F protein of Ed-MeV. 

Autophagy was determined as in figure 3C. (H) CD150-transfected HeLa cells were treated with the 

indicated si-RNA for 48 h and infected with G954-MeV (MOI 0.1). Two days post infection, 

infectious viral particles were titrated by plaque assay. For each experiment (except for (C)), error 

bars, mean ± SD of three independent experiments. Student’s t test; ***p < 0.005; **p < 0.01; *p < 

0.05; #p > 0.05. 
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Supplementary figures and legends 

Figure S1: Effect of chloroquine during Ed-MeV infection. GFP-LC3 HeLa cells were infected 

with Ed-MeV at MOI 1 and/or treated with 75 μm Chloroquine (CQ). Autophagy was monitored by 

the numeration of GFP+ autophagosomes at the indicated period of time post infection. CQ was 

maintained all along during the culture. Representative profiles are shown and are accompanied by a 

graph representing the number of GFP+ vesicles per cell profile. Error bars, mean ± MD of two 

independent experiments.  



Figure S2: LC3-II expression during Ed-MeV infection. GFP-LC3-HeLa cells were infected with 

Ed-MeV (MOI 1). At the indicated time points post infection, autophagy was assessed by measuring 

LC3 conversion by western blot.  

Figure S3: Efficiency of siRNA. HeLa cells were treated with the indicated siRNA. 48 h later, the 

expression of the respective proteins were assessed by western blot. 



Figure S4: Efficiency of cycloheximide treatment. GFP-LC3 HeLa cells were infected with 

attenuated Ed-MeV (MOI 3) in the presence of 1 μg/ml or 0.5 μg/ml cycloheximide (CHX). 24 h post-

infection, cells were lysed and anti-N and anti-P western blot were performed to reveal MeV-N and 

MeV-P, respectively. Representative results are shown and are accompanied by a graph representing 

the intensity of MeV-N or MeV-P expression over cellular actin, and normalized to the control 

condition (DMSO treatment). Error bars, mean ± SD of two independent experiments. Student’s t test, 

***p < 0.005; *p < 0.05. 

Figure S5: FIP treatment does not affect MeV viral protein synthesis. HeLa cells were infected or 

not with Ed-MeV (MOI 3) and treated or not with the FIP peptide (10 μg/mL). 24 h post-infection, 

cells were lysed and anti-N and anti-P western blot were performed to reveal MeV-N and MeV-P, 

respectively. Representative results are shown and are accompanied by a graph representing the 

intensity of MeV-N or MeV-P expression over cellular actin normalized to the control. 



Figure S6: Expression of MeV-H and MeV-F on co-transfected cells. (A) HeLa cells were co-

transfected with a vector encoding for the H protein of Ed-MeV (A) or the H protein of KA-MeV (B), 

and one encoding for the F protein (A and B). 24 h post transfection, expression of MeV-H and MeV-

F was measured by FACS analysis. 



Figure S7: Ed-MeV particle formation is reduced in siATG7-treated cells. (A) the efficiency of 

siATG7 treatment is shown by western blot, for one representative experiment. (B) HeLa cells were 

treated with the indicated siRNA for 48 h and infected with Ed-MeV (MOI = 2). Two days post 

infection viral particles were titrated by plaque assays. Error bars, mean ± SD of six independent 

experiments. Student’s t test; ***p < 0.005. 

Figure S8: Autophagy protects Sch-MeV C infected cells from death. (A) HeLa cells were treated 

with the indicated siRNA for 48 h and infected or not with Sch-MeV C (MOI 0.1). (B) HeLa cells 

were treated or not with 250 nM rapamycin (Rapa) and infected or not with Sch-MeV C (MOI 1). (A, 

B) 48 h post infection, cell death was analysed by trypan blue exclusion test. Graphs represent the 

percentage of dead cells compared to the number of total cells. Error bars, mean ± SD of two 

independent experiments made in triplicate (A) and two independent experiments made in duplicate 

(B). 



Figure S9: The virulent strain of measles virus does not induce autophagy in HeLa cells. GFP-

LC3 HeLa cells were infected with attenuated Ed-MeV (MOI 1) or with virulent G954-MeV (MOI 

0.1). Autophagy was monitored by the numeration of GFP+ autophagosomes 24 h post infection in 

infected cells detected by a staining for the viral nucleoprotein N (MeV-N). Representative profiles for 

each condition are shown and are accompanied by a graph representing the number of GFP+ vesicles 

per cell profile (= GFP+ vesicles per one nucleus). For syncytia, the number of dots was reported to 

the number of nuclei. Error bars, mean ± SD of three independent experiments for no infection and 

G954-MeV and one experiment for Ed-MeV. Student’s t test; #p > 0.05. 



Figure S10: Expression of CD150 on GFP-LC3 HeLa cells. (A) GFP-LC3 Hela cells were 

transfected with a vector encoding for the expression of human CD150. 24 h post transfection, CD150 

cell surface expression was monitored by FACS. (B) GFP-LC3 Hela cells were transduced with 

concentrated viral particles (peGAET-cd150-ires-puro plasmid) and CD150 was analysed by FACS on 

stably expressing CD150+ cells.  



Figure S11: G954-MeV-induced autophagy is ATG5 dependent. GFP-LC3-HeLa cells were treated 

with the indicated siRNA for 24 h and transfected with a vector encoding for CD150. Cells were then 

infected with G954-MeV at MOI 0.1 (24 h) and autophagy was monitored by the numeration of GFP+ 

autophagosomes. Representative profiles are shown and are accompanied by a graph representing the 

number of GFP+ vesicles per cell profile (= GFP+ vesicles per one nucleus). For syncytia, the number 

of dots was reported to the number of nuclei. Error bars, mean ± SD of three independent experiments. 

Student’s t test; ***p < 0.005 

Figure S12: The second autophagic wave induced by G954-MeV requires viral protein synthesis. 

CD150-transfected GFP-LC3-HeLa cells were infected or not with G954-MeV (MOI 0.1) or treated 

with 125 nM Rapa and treated or not with 0.5 μg/ml CHX. A staining against the MeV nucleoprotein 

N indicates infected cells. Representative profiles are shown and are accompanied by a graph 

representing the number of GFP+ vesicles per cell profile (= GFP+ vesicles per one nucleus). For 

syncytia, the number of dots was reported to the number of nuclei. Error bars, mean ± SD of three 

independent experiments. Student’s t test; ***p < 0.005; **p < 0.01; *p < 0.05; #p > 0.05. 



Chapitre III : Discussion et Perspectives 

  



  



III-A. Quel est le rôle de l’autophagie induite par CD46 ? 

Ce travail de thèse montre que les souches atténuées du VR induisent deux vagues 

successives d’autophagie par des mécanismes moléculaires différents : une première vague 

d’autophagie précoce et brève, indépendante de la réplication du virus mais dépendante de 

l’engagement du récepteur d’entrée CD46-Cyt-1 ; une deuxième vague plus tardive 

dépendante de la réplication virale et maintenue dans le temps par la formation des syncytia. 

L’équipe avait préalablement décrit que CD46-Cyt-1 est un récepteur capable d’induire 

l’autophagie par son interaction avec la protéine d’échafaudage GOPC, elle-même reliée au 

complexe Beclin-1-VPS34. Lorsque les souches atténuées du VR se lient à CD46-Cyt-1, 

l’autophagie est induite par l’engagement de cette voie spécifique de signalisation. Cependant, 

cette première vague d’autophagie est très vite arrêtée puisqu’elle n’est plus détectable dès 3h 

après l’infection. Une possibilité serait que cette première vague d’autophagie soit activement 

inhibée par le VR. Cependant, le traitement des cellules infectées à la choroquine, un 

inhibiteur de la maturation des autophagosomes, à 3h ou à 6h p.i, lorsque l’autophagie induite 

n’est plus visible, conduit à une accumulation d’autophagosomes similaire à celle observée 

dans des cellules non infectées traitées à la chloroquine (Figure 1B de l’article). Ainsi, il 

existe à 3h et 6h p.i, une autophagie basale toujours fonctionnelle. Ceci suggère que 

l’autophagie n’est pas activement inhibée par le VR mais plutôt qu’elle retourne à un niveau 

basal.  

Le retour de l’autophagie à un niveau basal peut s’expliquer par l’arrêt de la voie de 

signalisation CD46-Cyt-1/GOPC. Comme tous les récepteurs du VR, CD46-Cyt-1 est 

internalisé suite à la liaison du VR, ce qui conduit à une diminution de son expression à la 

membrane plasmique de la cellule (Krantic et al., 1995). Ainsi, une hypothèse possible est que 

la signalisation médiée par la voie CD46-Cyt-1 s’arrête lorsque les récepteurs CD46-Cyt-1 

ont été internalisés suite à l’entrée du virus. Cependant, il est également envisageable que 

l’arrêt de la signalisation d’autophagie via la voie spécifique CD46-Cyt-1/GOPC soit causé 

par une protéine virale, d’autant plus si cette autophagie spécifique a un rôle antiviral (cf suite 

de la discussion). De manière intéressante, la protéine C du VR est capable d’interagir, en 

plus d’IRGM, avec GOPC en crible double hybride chez la levure (Grégoire et al., 2011). Il 

serait donc imaginable que la protéine C puisse interagir avec GOPC afin d’arrêter l’induction 

spécifique d’autophagie par la voie dépendante de CD46-Cyt-1. Ainsi, l’autophagie induite 

par CD46-Cyt-1 serait inhibée mais l’autophagie cellulaire basale serait conservée. La 



machinerie autophagique serait donc entièrement disponible pour l’induction de la seconde 

vague d’autophagie par IRGM. Pour tester, cette hypothèse, il serait intéressant de faire la 

cinétique complète du suivi de l’autophagie induite par un virus traité aux U.V. En effet, nous 

avons montré que les virus traités aux U.V induisent toujours l’autophagie à 1.5h p.i par 

l’engagement de CD46-Cyt-1, puisque le traitement aux U.V ne modifie pas la capacité du 

virus à se lier à son récepteur d’entrée. A l’inverse, il n’y a pas d’autophagie 24h p.i, puisque 

la seconde vague d’autophagie requiert la réplication virale. Cependant, nous ne savons pas si 

la première vague d’autophagie induite par CD46-Cyt-1 suit la même cinétique au cours de 

l’infection par un virus traité aux U.V, notamment si elle est aussi transitoire. Il serait donc 

intéressant de tester si cette autophagie est aussi brève ou si elle est maintenue plus longtemps 

en absence de synthèse des protéines virales. Il serait aussi pertinent d’utiliser le VR C pour 

analyser la conséquence de l’absence de la protéine C sur la première vague d’autophagie.  

 Notre travail montre que les souches virulentes du VR, qui ne peuvent pas utiliser 

CD46 comme récepteur d’entrée mais qui utilisent le récepteur CD150, n’induisent que la 

seconde vague d’autophagie dépendante de la réplication virale. CD150 a été décrit pour 

recruter les protéines Beclin-1 et Vsp34 à la membrane des phagosomes dans des 

macrophages suite à la phagocytose de bactéries. Ce recrutement de protéines autophagiques 

facilite la maturation des phagosomes (Berger et al., 2010). Cependant, il n’avait jamais été 

étudié si l’engagement du récepteur CD150 était capable de moduler l’autophagie. Nos 

résultats indiquent que la liaison de souches virulentes du VR sur CD150 n’induit pas 

d’autophagie, tout au mieux une autophagie très marginale (Figure 7A de l’article). Ainsi, la 

première vague d’autophagie semble être spécifique aux souches atténuées du VR et une 

hypothèse attrayante serait que cette autophagie pourrait être un facteur participant à 

l’atténuation de ces souches. De manière intéressante, le remplacement de la protéine H de la 

souche atténuée Edmonston par une protéine H d’une souche virulente est suffisante pour 

conférer une neurovirulence à la souche atténuée (Duprex et al., 1999). Ainsi, la liaison de la 

protéine H à CD46 permettant son utilisation comme récepteur d’entrée est fortement corrélée 

au caractère atténué des souches du VR. Il est ainsi envisageable que l’autophagie induite par 

CD46 participe au déclenchement de réponses immunitaires permettant le contrôle de 

l’infection et par ce biais, l’atténuation des virus. A cet égard, nous avons montré que 

l’autophagie induite par CD46-Cyt-1 est un mécanisme de défense lors de l’infection par les 

streptocoques de groupe A qui permet leur dégradation très rapidement après l’infection 

(Joubert et al., 2009). Il semble donc pertinent d’imaginer que cette autophagie pourrait 



également avoir un rôle antiviral lors de l’infection par le VR, notamment par la xénophagie 

des particules virales ou par la virophagie d’éléments viraux. De plus, la séquestration 

d’éléments viraux dans les autophagosomes pourrait optimiser les réponses immunitaires 

innées en favorisant par exemple la production d’IFN-I ou/et optimiser les réponses 

immunitaires adaptatives en participant à la présentation d’antigènes viraux sur les molécules 

du CMH. 

III-A.1. L’autophagie induite par CD46 a-t-elle un rôle dans la réponse IFN-I ? 

L’autophagie a été décrite pour participer à l’induction de la réponse IFN-I en 

délivrant des ARN/ADN viraux aux TLR endosomaux dans les pDC dans plusieurs modèles 

d’infections virales (cf paragraphe I-B.3.2.1.2). De plus, il a été montré que les adénovirus se 

liant sur CD46 sont transportés dans une voie vésiculaire qui permet la production d’IFN-I par 

l’activation du TLR9 alors que les adénovirus utilisant comme récepteur la protéine CAR, ne 

le sont pas (Iacobelli-Martinez and Nemerow, 2007). Ainsi, l’autophagie induite par CD46-

Cyt-1 pourrait faciliter l’induction de la réponse IFN-I en délivrant des PAMP viraux aux 

endosomes. Au cours de ma thèse, j’ai initié quelques expériences dans le but de tester cette 

hypothèse. 

Les cellules HeLa ne sont pas compétentes pour la réponse IFN-I et ne produisent 

presque pas d’IFN. Ainsi, dans notre modèle expérimental, les souches atténuées du VR se 

répliquent efficacement et il n’est pas possible d’étudier l’éventuel rôle de l’autophagie 

induite par CD46 sur la production d’IFN-I. Pour faire cette étude, il est nécessaire de 

travailler avec des cellules primaires productrices d’IFN-I telles que des cellules dendritiques. 

Ainsi, j’ai réalisé des expériences préliminaires sur des cellules dendritiques dérivées de 

monocytes humains (moDC). En premier lieu, nous avons vérifié si l’infection par les souches 

atténuées du VR induit la première vague d’autophagie dans les moDCs en suivant la 

conversion de la protéine LC3-I en LC3-II par western blot. Nos résultats préliminaires 

montrent une accumulation de LC3-II dans les moDC 1.5h après l’infection avec la souche 

atténuée Edmonston (Figure 1), suggérant que, tout comme dans les cellules HeLa, l’infection 

par le VR induit la première vague d’autophagie dans les moDC.  



Figure 1 : L’infection par les souches atténuées du VR induit l’autophagie dans les moDC 

Les moDC générées à partir de monocytes humains obtenus de poches de sang de donneurs sains ont 

été infectées ou non (ni : non infectées) par la souche Edmonston du VR (Ed-VR) et l’autophagie a été 

analysée par western blot 1.5h post infection.  

Il a été décrit que les souches atténuées du VR induisent une forte production d’IFN-I 

alors que les souches virulentes n’induisent pas ou peu de production d’IFN-I (Naniche et al., 

2000; Shingai et al., 2007). La production d’IFN-I suite à l’infection par les souches atténuées 

du VR a été décrite comme étant dépendante de la reconnaissance d’ARN viraux par RIG-I et 

MDA5 (Berghäll et al., 2006; Plumet et al., 2007). Cependant, cette production d’IFN-I a été 

observée relativement tardivement (24h p.i). Il est ainsi possible que l’autophagie précoce 

induite par CD46 favorise une réponse IFN-I rapide en délivrant les génomes viraux aux TLR 

endosomaux immédiatement après l’infection. Pour tester cette hypothèse, nous avons dosé la 

production d’IFN-  par des moDC infectées 8h p.i afin de voir si on pouvait détecter une 

production d’IFN-I à des temps précoces. Les cellules ont également été traitées au poly I:C 

qui active la production d’IFN-I par l’activation du TLR3. De manière intéressante, les moDC 

infectées par la souche atténuée Edmonston produisent de l’IFN-  dès 8h p.i alors que celles 

infectées avec les souches virulentes n’en produisent pas (Figure 2). Afin de savoir si la 

production précoce d’IFN en réponse à l’infection par les souches atténuées dépend de 

l’autophagie, les cellules ont été traitées avec de la 3 méthyladénine (3-MA), un inhibiteur de 

l’autophagie. La production d’IFN-  par les moDC infectées avec Ed-VR est inhibée suite au 

traitement avec la 3-MA suggérant que l’autophagie pourrait participer à cette production 

(Figure 2). Il est cependant important de noter que l’inhibition pharmacologique avec la 3-

MA pourrait affecter d’autres voies cellulaires. De plus, la 3-MA diminue également 

fortement la production d’IFN-I induite par le poly I:C. Ainsi, ces résultats préliminaires sont 

à prendre avec précaution et demandent à être confirmés notamment par une inhibition 

génétique de l’autophagie.  



Figure 2 : Production d’IFN  suite à l’infection par les souches atténuées ou virulentes du VR 

Les moDC ont été soit infectées par la souche atténuée Edmonston du VR ou par la souche virulente 

G954, soit traitées avec du poly I:C. De plus, les cellules ont été traitées ou non avec de la 3 

méthyladénine (3-MA). La production d’IFN  a été dosée 8h p.i par un test ELISA. Résultat de deux 

expériences faites en triplicat.  

III-A.2. L’autophagie induite par CD46 a-t-elle un rôle dans la présentation 

d’antigènes sur les molécules de CMH-II ? 

Au délà de son rôle potentiel dans la réponse IFN-I, l’autophagie induite par CD46 

pourrait également participer au déclenchement d’une réponse immunitaire en favorisant la 

présentation de peptides dérivés du VR sur les CMH-II conduisant ainsi à une activation des 

lymphocytes T CD4. De manière intéressante, il a été montré que CD46 favorise la 

présentation de peptides dérivés du VR sur les CMH-II dans des cellules murines 

transgéniques pour l’expression de CD46 (Gerlier et al., 1994a, 1994b; Rivailler et al., 1998). 

En effet, CD46 n’est pas exprimé chez la souris et les cellules présentatrices d’antigènes 

murines ne présentent pas efficacement les peptides dérivées de protéines virales suite à 

l’infection par le VR. Dans les souris transgéniques pour CD46, la présentation de peptides 

dérivés de la protéine virale H sur les CMH-II est fortement augmentée sur les cellules 

dendritiques et les lymphocytes B et permet l’activation d’hybridomes de lymphocytes T CD4 

spécifiques (Rivailler et al., 1998). De manière intéressante, la présentation de l’antigène n’est 

pas augmentée dans les macrophages suggérant que ce mécanisme peut être dépendant du 

type cellulaire. La réplication du virus n’est pas requise pour la présentation d’antigènes 

puisque cette présentation est tout aussi efficace avec un virus traité aux U.V. A l’inverse, la 



présentation de l’antigène est perturbée si la protéine virale H est dénaturée démontrant la 

nécessité d’une liaison de la protéine H à CD46. De plus, la présentation des antigènes viraux 

requiert la voie endosomale et est inhibée par un traitement à la chloroquine (Gerlier et al., 

1994a, 1994b; Rivailler et al., 1998), ce qui suggère que CD46 permet la capture du virus 

dans une voie permettant la présentation antigénique et que cette présentation nécessite des 

compartiments acides qui pourraient être des autolysosomes. Ainsi, il serait très intéressant de 

déterminer si l’autophagie induite par CD46 joue un rôle dans la présentation d’antigènes 

dérivés du VR.  

Chez l’homme, il existe une réponse immunitaire efficace à la fois contre les souches 

virulentes et atténuées du VR qui conduit à une élimination du virus et au développement 

d’une immunité à vie. Cependant, ceci n’exclut pas qu’il puisse y avoir une efficacité de 

présentation antigénique sensiblement différente lors d’une infection avec une souche 

atténuée ou virulente. Ainsi, l’autophagie médiée par CD46 pourrait induire une réponse 

immunitaire différente en permettant la présentation de peptides cryptiques. Un peptide 

cryptique est un peptide qui n’est pas généré suite à l’apprètement de l’antigène par les voies 

de présentation classique. Cependant, on peut imaginer que la dégradation autophagique 

pourrait favoriser l’émergence d’antigènes cryptiques et leur présentation. Ainsi, l’autophagie 

médiée par CD46 pourrait favoriser la présentation de peptides supplémentaires qui ne 

seraient présentés que dans le cas d’une infection par les souches atténuées du VR et non lors 

d’une infection par des souches virulentes, ce qui pourrait participer à l’atténuation en 

induisant des réponses immunitaires supplémentaires différentes. De manière intéressante, il a 

été décrit que l’autophagie permet la présentation de peptides citrullinés dérivés de la protéine 

HEL (hen egg-white lysozyme) alors que la présentation de peptides non citrullinés ne 

requière pas l’autophagie (Ireland and Unanue, 2011). Ceci suggère que l’autophagie peut 

générer des épitopes différents de ceux générés par les voies de dégradation classique.  

En conclusion, déterminer si l’autophagie induite par CD46 a un rôle dans l’infection 

par le VR notamment en participant au caractère atténué des souches virales, est une question 

primordiale qui pourrait ouvrir sur des perspectives très intéressantes.  



III-B. Mécanismes d’induction de l’autophagie soutenue 

III-B.1. Induction d’autophagie par la protéine C 

Nous avons démontré que l’infection par le VR induit une deuxième vague 

d’autophagie plus tardivement au cours de l’infection par l’expression de la protéine non 

structurale C. Cette autophagie est induite à la fois par les souches atténuées et virulentes, et 

elle est manipulée par le VR pour augmenter la production des particules virales infectieuses. 

Nous avons décrit que la protéine cellulaire IRGM était une cible du VR pour l’induction 

d’autophagie tardive 24h p.i (Grégoire et al., 2011). En effet, nous avons identifié que la 

protéine IRGM est une cible commune de plusieurs virus à ARN qui l’utilisent pour induire 

une autophagie permettant d’augmenter la production des particules virales infectieuses. De 

plus, la simple expression de la protéine C du VR, capable d’interagir avec IRGM, est 

suffisante pour induire l’autophagie. Nos travaux ont étendu ces résultats en montrant que 

l’infection avec un virus déficient pour l’expression de la protéine C n’induit plus la seconde 

vague d’autophagie dans les cellules mononucléées infectées. Ainsi, la protéine non 

structurale C joue un rôle prépondérant dans l’induction de l’autophagie tardive et il serait 

intéressant de disséquer les mécanismes moléculaires exacts de cette induction. Nous avons 

décrit que la protéine IRGM est capable d’interagir avec plusieurs protéines autophagiques 

humaines impliquées dans les phases d’initiation ou d’élongation : ATG5, ATG10, LC3C et 

Bif-1. Ainsi, ces protéines pourraient être impliquées dans l’autophagie induite par la protéine 

C du VR. IRGM est localisée dans les mitochondries, il est donc probable que l’interaction 

d’IRGM avec les protéines autophagiques se produise au niveau de la mitochondrie qui est un 

site d’initiation possible pour la formation des autophagosomes. La protéine C pourrait 

induire l’autophagie en favorisant l’interaction d’IRGM avec ses partenaires autophagiques 

mais les mécanismes précis restent à être étudiés. La protéine C est un facteur de virulence 

capable notamment d’inhiber la réponse IFN-I (cf paragraphe I-A.4.2.2). Nous avons décrit 

ici, un nouveau rôle de cette protéine dans l’induction d’autophagie. Dans la mesure où 

l’autophagie est utilisée au profit du virus, cette nouvelle fonction est en adéquation avec 

l’activité de facteur de virulence de cette protéine. Comme nous l’avons discuté dans le 

paragraphe I-B.3.2.1.3, les virus peuvent avoir intérêt à cibler des protéines qui inhibent la 

réponse IFN-I d’une part et promeuvent l’induction d’autophagie d’autre part. Puisque IRGM 

est localisée dans les mitochondries, tout comme IPS-1 impliqué dans la réponse IFN-I, il 

serait intéressant d’analyser si elle peut être impliquée dans la régulation de la réponse IFN-I. 



En effet, si la protéine IRGM intervenait dans la régulation de la réponse IFN-I, l’intérêt de 

manipuler cette protéine pour les virus serait double.  

III-B.2. Autophagie induite par la formation des syncytia 

Alors que l’expression de la protéine C est indispensable pour l’induction de la 

seconde vague d’autophagie dans les cellules mononucléées, nos résultats montrent qu’elle 

n’est pas requise pour l’induction d’autophagie dans les syncytia. En effet, le virus déficient 

pour l’expression de la protéine C n’induit pas d’autophagie dans les cellules mononuclées 

alors que l’autophagie est toujours visible dans les cellules multinucléées. Nos résultats 

suggèrent que la formation des syncytia en elle-même conduit donc à un troisième signal 

d’induction d’autophagie. En effet, le blocage de la fusion entre cellules par le peptide FIP 

diminue de 50 % l’autophagie dans les cellules infectées (Figure 3B de l’article). De plus, la 

fusion de cellules co-exprimant les protéines d’enveloppe F et H de la souche atténuée 

Edmonston du VR avec des cellules exprimant le récepteur CD46 est suffisante pour induire 

l’autophagie. De même, la simple co-expression des protéines d’enveloppe F et H d’une 

souche virulente du VR à la surface d’une cellule entrainant sa fusion avec une cellule 

exprimant le récepteur CD150, permet d’induire l’autophagie dans les syncytia formés. Ces 

résultats sont en accord avec une récente étude démontrant que plusieurs virus appartenant au 

genre des Morbillivirus incluant le VR induisent l’autophagie par un mécanisme de fusion 

impliquant les protéines d’enveloppe H et F (Delpeut et al., 2012).  

Puisque la formation des syncytia est induite par la reconnaissance de la protéine 

virale H par le récepteur CD46 ou CD150, nous avons analysé si l’induction d’autophagie 

pouvait dépendre de signaux transduits par ces récepteurs. Comme CD46 peut induire 

l’autophagie via la protéine GOPC, nous avons analysé si l’induction d’autophagie dans les 

syncytia est dépendante de cette voie de signalisation. Nous avons montré que l’autophagie 

est toujours induite dans les syncytia en l’absence de la protéine GOPC, ce qui suggère que 

cette induction n’est pas médiée par une signalisation émanant du récepteur d’entrée (Figure 

3D de l’article). Ces résultats sont en accord avec ceux indiquant que la seconde vague 

d’autophagie est indépendante de la signalisation GOPC. De plus, alors que CD150 n’induit 

pas d’autophagie, la formation de syncytia suite à l’interaction du complexe F/H avec CD150, 

induit de l’autophagie (Figure 7G de l’article). Ainsi, l’induction d’autophagie dans les 



cellules multinucléées semble être la conséquence du processus de fusion en lui-même plutôt 

que celle d’une signalisation induite par les récepteurs d’entrée. Il a été décrit que les 

protéines Env (gp41 + gp120) du VIH-1 exprimées à la surface des lymphocytes T CD4 

infectés sont capables d’induire l’autophagie dans les lymphocytes T CD4 voisins non 

infectés en interagissant avec les récepteurs CD4 et CXCR4 (Espert et al., 2006). Cependant, 

cette induction d’autophagie est indépendante des signaux médiés par CD4 ou CXCR4. En 

revanche, elle requière l’activité fusogénique de la protéine gp41 indiquant que la fusion des 

membranes est importante pour l’induction d’autophagie (Denizot et al., 2008). Ainsi, 

l’induction d’autophagie suite à la fusion de membranes cellulaires pourrait être un 

mécanisme généralisable comme le confirme nos données qui montrent que la fusion forcée 

entre cellules par le polyéthylène glycol conduit à l’induction d’autophagie dans les cellules 

multinucléées (Figure 3E de l’article). Les perturbations ou dommages membranaires 

entrainés par la fusion de cellules entre elles sembleraient donc être suffisants pour induire 

l’autophagie même si les mécanismes moléculaires sont encore à déterminer. Des médiateurs 

lipidiques sont capables de réguler l’autophagie. En effet, les céramides, des sphingolipides 

synthètisés de novo ou produits suite à l’hydrolyse des sphingomyélines, sont des activateurs 

de l’autophagie (Scarlatti et al., 2004). Ainsi, l’induction d’autophagie suite à la fusion de 

membranes lipidiques pourrait impliquée des médiateurs lipidiques. De la même façon que 

l’autophagie est induite en réponse à un stress du RE afin de limiter l’expansion des 

membranes du RE (Bernales et al., 2006), on peut imaginer que l’autophagie induite lors de la 

formation de cellules multinucléées a pour but de dégrader ou recycler les membranes en 

excès. Il serait intéressant d’analyser si la fusion d’un virus avec une cellule est aussi capable 

d’induire l’autophagie mais cela ne semble pas être le cas pour le VR. En effet, nous n’avons 

pas détecté d’autophagie lors de l’entrée des souches virulentes et l’induction d’autophagie 

lors de l’entrée des souches atténuées est induite uniquement par l’engagement du récepteur 

CD46-Cyt-1. Ainsi, l’autophagie pourrait être induite uniquement par un réarrangement de 

membranes conséquent, comme celui induit par la fusion de deux cellules.  

Il a été proposé que l’autophagie pourrait favoriser la formation des syncytia lors de 

l’infection par des Morbillivirus (Delpeut et al., 2012). En effet, lorsque des cellules infectées 

sont mises en co-culture avec des cellules non-infectées traitées avec un ARN interférent 

ciblant ATG7, la formation des syncytia est diminuée par rapport à celle observée lorsque les 

cellules infectées sont mises en co-culture avec des cellules compétentes pour l’autophagie. 

Ainsi, une hypothèse attrayante serait que l’autophagie induite par la protéine C du VR via



IRGM facilite la formation des syncytia au cours de l’infection. En retour, la formation des 

cellules multinucléées augmente l’autophagie, ce qui créerait une boucle de régulation 

positive pour l’induction d’autophagie. Pour appuyer cette hypothèse, j’ai observé que lors 

d’une infection avec le virus déficient pour l’expression de la protéine C, qui n’induit pas 

d’autophagie dans les cellules mononucléées, le nombre ainsi que la taille des syncytia étaient 

réduits contrairement à ce que l’on observe lors d’une infection avec un virus sauvage. Ainsi, 

l’expression de la protéine C puis la formation des syncytia sont deux mécanismes qui 

conduisent à la mise en place d’une autophagie soutenue au cours de l’infection par le VR.  

III-C. Utilisation de l’autophagie soutenue par le virus de la rougeole 

III-C.1. L’autophagie soutenue limite la mort cellulaire 

Le VR est un virus qui induit l’apoptose dans les cellules infectées (Esolen et al., 

1995). Cependant, les syncytia ont été décrits comme étant des entités dynamiques ayant une 

durée de vie étonnamment longue (Herschke et al., 2007). En effet, dans cette étude, les 

auteurs observent que les syncytia sont métaboliquement actifs et présentent une activité 

mitochondriale intacte même après 30h d’infection par le VR. De plus, ils décrivent que les 

syncytia sont des structures dynamiques adoptant des morphologies différentes en fonction du 

temps. Au stade initial, les syncytia sont adhérents et augmentent en taille et en nombre de 

noyaux. Des pseudopodes dynamiques se forment pour établir des contacts avec les cellules 

environnantes. Dans un second stade, les syncytia adhérents se rétractent en une structure 

sphérique hautement réfringente dans laquelle les noyaux ne sont plus visibles. Cette structure 

sphérique est capable de rouler et lorsqu’elle rencontre des cellules mononucléées saines, elle 

reforme un syncytium adhérent avec des noyaux bien visibles. Ce syncytium secondaire se 

rétracte ensuite à nouveau en une structure sphérique irrégulière qui roule aux alentours. La 

durée de chaque stade est variable mais de manière intéressante, les auteurs n’observent 

aucune mort des syncytia avant 60h d’infection et suggèrent que les syncytia pourraient avoir 

une durée de vie illimitée du moment qu’ils trouvent dans leur voisinage des cellules saines 

avec lesquelles fusionner (Herschke et al., 2007). Nos résultats montrent que la formation de 

syncytia entraîne l’induction d’autophagie. Ainsi, la durée de vie surprenante des syncytia 

pourrait être corrélée à cette induction d’autophagie qui promeut la survie cellulaire. On peut 

imaginer que chaque fusion des syncytia avec une nouvelle cellule saine entraîne un nouveau 

signal autophagique, ce qui permet de maintenir une autophagie constante et d’assurer une 



durée de vie illimitée. Ainsi, lorsque les syncytia ne rencontrent plus de cellules saines avec 

lesquelles fusionner, le signal autophagique pourrait être stoppé entrainant l’activation de 

l’apoptose.  

Pour appuyer cette hypothèse, nos résultats montrent que l’autophagie induite par le 

VR permet de protéger les cellules contre l’induction d’apoptose. En effet, nous avons 

démontré que l’inhibition de l’autophagie entraîne une augmentation de la mort cellulaire lors 

de l’infection par le VR. De même, le VR C qui n’induit de l’autophagie que dans les rares 

cellules multinucléées, a été décrit pour induire une apoptose plus précoce dans les cellules 

infectées (Takeuchi et al., 2005; Toth et al., 2009)  

Nous avons également montré que l’inhibition de l’apoptose promeut la production 

des particules virales. En effet, l’autophagie est utilisée pour la production de particules 

virales infectieuses puisque les cellules déficientes pour ATG5 produisent moins de particules 

virales infectieuses que les cellules compétentes pour l’autophagie. Lorsque l’apoptose est 

inhibée, la production des particules virales infectieuses est aussi importante dans les cellules 

déficientes pour l’autophagie que dans celles compétentes pour l’autophagie (Figure 6E de 

l’article), montrant que l’effet de l’autophagie sur la production des particules virales est 

principalement dû à la promotion de la survie cellulaire. Un des moyens par lequel le VR 

exploite l’autophagie est donc par l’inhibition de l’apoptose qui, si elle est activée trop tôt, 

pourrait limiter la réplication ou la propagation virale. En effet, si les cellules infectées et en 

particulier les syncytia qui sont des « usines » de production de virus, meurent trop tôt, cela 

limite la possibilité de produire de nouvelles particules virales infectieuses et de les 

transmettre aux cellules adjacentes. En ce sens, le VR C qui n’induit pas d’autophagie mais 

active l’apoptose présente un défaut de réplication (Takeuchi et al., 2005; Toth et al., 2009). 

De manière pertinente, d’autres virus tels que le virus de la Dengue de type 2 ou le virus de 

l’encéphalite japonaise, ont été rapportés pour utiliser l’autophagie en tant que mécanisme 

proviral inhibant la mort cellulaire (cf paragraphe I-B.4.5.1). 

Il serait intéressant pour la suite, de déterminer les mécanismes moléculaires par 

lesquels l’autophagie inhibe l’induction d’apoptose. Nous avons montré que le flux 

autophagique est nécessaire pour assurer la production des particules virales infectieuses 

puisque l’inhibition de la maturation des autophagosomes par la chloroquine diminue 

fortement la production des particules infectieuses (Figure 5B de l’article). Même si nous 

n’avons pas directement analysé l’effet du blocage du flux autophagique sur l’inhibition de la 



mort cellulaire, nous pouvons faire l’hypothèse que le flux est nécessaire pour promouvoir 

l’action anti-apoptotique. En effet, il a été décrit que le flux autophagique est important pour 

l’action anti-apoptotique de l’autophagie dans le cadre d’autres infections virales. Par 

exemple, le virus de l’encéphalite japonaise induit un flux autophagique complet qui permet 

l’inhibition de l’apoptose (Jin et al., 2013). De plus, le virus de la grippe A est capable de 

moduler la mort cellulaire en inhibant le flux autophagique grâce à la protéine M2. Lors d’une 

infection par un virus de la grippe A ne possédant pas la protéine M2, le flux autophagique 

n’est plus inhibé et les cellules infectées survivent plus longtemps (Gannagé et al., 2009). 

Ainsi, l’inhibition de l’apoptose par autophagie semble nécessiter le processus de dégradation. 

L’autophagie pourrait dégrader des facteurs pro-apoptotiques ou la source des signaux 

conduisant à l’activation de l’apoptose. Par exemple, l’autophagie induite lors de l’infection 

par le parvovirus humain B19 inhibe l’induction d’apoptose par la dégradation des 

mitochondries, ce qui diminue les signaux apoptotiques émanant de ces organelles 

(Nakashima et al., 2006). Il serait donc intéressant d’analyser quelles voies apoptotiques sont 

activées lors de l’infection par le VR. Puisque l’autophagie induite par la protéine C du VR 

passe par son interaction avec la protéine mitochondriale IRGM, il serait pertinent d’analyser 

si les mitochondries occupent une place particulière dans ce processus.  

III-C.2. Autres rôles de l’autophagie au cours de l’infection par le virus de la rougeole 

De nombreux virus à ARN de polarité positive utilisent l’autophagie à leur propre 

bénéfice notamment en utilisant les membranes des autophagosomes comme plateformes pour 

l’ancrage des complexes de réplication (cf paragraphe I-B.4.4.1.1.) (Richards and Jackson, 

2013). Le VR, qui est un virus à ARN de polarité négative ne semble pas utiliser les 

autophagosomes de cette manière. En effet, lors de marquages en microscopie confocale, nous 

n’avons jamais observé de colocalisation entre la nucléoprotéine N du VR et les 

autophagosomes GFP-LC3+, suggérant que les complexes de réplication du VR ne 

colocalisent pas avec les autophagosomes. De plus, nos résultats montrent que malgré 

l’existence d’un flux autophagique capable de dégrader la protéine p62, les protéines virales 

N et P ne sont pas dégradées par l’autophagie. Ainsi, ces protéines sont capables d’échapper à 

la dégradation autophagique et il est envisageable que ces protéines soient localisées à un 

endroit inaccessible pour les autophagosomes. Une autre étude a confirmé que les complexes 

de réplication des Morbillivirus, plus précisément la polymérase virale, ne colocalisent pas 



avec les autophagosomes GFP-LC3+ (Delpeut et al., 2012). Cependant, il faudrait confirmer 

cette observation en analysant la protéine LC3 endogène. De même, il serait intéressant 

d’analyser la localisation des autres protéines virales en particulier des protéines non 

structurales et plus précisément la localisation de la protéine C.  

Etant donné que l’autophagie peut intervenir dans l’assemblage de certains virus, il 

serait également primordial d’analyser si les protéines d’enveloppe H et F du VR colocalisent 

avec la protéine LC3 comme cela a été décrit pour la protéine d’enveloppe HBs du VHB (Li 

et al., 2011a). En effet, nos résultats montrent que la quantité de protéines virales N et P dans 

les cellules infectées est similaire dans les cellules compétentes ou déficientes pour 

l’autophagie alors que la production des particules virales infectieuses est fortement diminuée 

dans les cellules déficientes pour l’autophagie. Ainsi, l’autophagie pourrait avoir une 

implication au niveau de l’assemblage du VR.  

En plus de promouvoir la survie cellulaire, le flux autophagique pourrait également 

permettre la génération de métabolites qui seraient utilisés pour optimiser le cycle infectieux 

du VR. Par exemple, l’autophagie induite par le virus de la Dengue est utilisée pour réguler le 

métabolisme lipidique afin de générer de l’ATP nécessaire à la réplication du virus (Heaton 

and Randall, 2010) (cf paragraphe I-B.4.4.2). Ainsi, il reste à déterminer si le VR peut tirer 

profit de l’autophagie par l’utilisation de métabolites qui favoriseraient par exemple 

l’assemblage du virus. 

III-D. Conclusion 

Ce travail de thèse démontre que l’infection par les souches atténuées du VR conduit à 

l’activation de plusieurs voies moléculaires d’induction d’autophagie. La reconnaissance du 

virus par le récepteur d’entrée CD46-Cyt-1 induit une première vague d’autophagie puis une 

deuxième vague d’autophagie est induite par la protéine virale non structurale C et est 

maintenue par la formation des syncytia. Les souches virulentes du VR, qui n’utilisent pas 

CD46 comme récepteur d’entrée mais qui utilisent CD150, n’induisent que les autophagies 

tardives par l’intermédiaire de la protéine C et de la formation de syncytia. Pour les deux 

types de souches, l’autophagie soutenue est exploitée par le VR afin de limiter la mort des 

cellules infectées et ainsi promouvoir la production de particules virales infectieuses. La 

compréhension complète de la relation complexe entre l’autophagie et le VR pourra permettre 



de mieux comprendre la contribution de l’autophagie dans le caractère atténué ou virulent 

d’un agent pathogène.  

Les souches vaccinales du VR sont utilisées pour développer des vecteurs de 

vaccination contre d’autres virus. Ainsi, ce travail de thèse pourrait conduire à un meilleur 

usage du VR en vaccinologie. De plus, des études sont également menées afin de pouvoir 

utiliser les souches vaccinales du VR dans les traitements anti-cancéreux. En effet, les 

récepteurs du VR, CD46 et la nectine 4 sont sur-exprimés à la surface d’un certain nombre de 

cellules cancéreuses, ce qui permet un ciblage préférentiel de ces cellules par le VR. L’effet 

cytopathique de l’infection virale permet ainsi l’élimination des cellules cancéreuses 

(Touchefeu et al., 2012). Puisque ce travail de thèse démontre que l’autophagie induite par le 

VR peut favoriser la survie des cellules infectées, il serait intéressant d’intégrer ce paramètre 

pour améliorer les stratégies développées en oncothérapie. Par exemple, on pourrait imaginer 

associer l’infection par le VR avec un inhibiteur de l’autophagie pour rendre l’élimination des 

cellules cancéreuses plus efficace.  
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Summary

Several autonomous arms of innate immunity

help cells to combat viral infections. One of these

is autophagy, a central cytosolic lysosomal-

dependent catabolic process constitutively com-

petent to destroy infectious viruses as well as

essential viral components that links virus detec-

tion to antiviral innate immune signals. Ongoing

autophagy can be upregulated upon virus detec-

tion by pathogen receptors, including membrane

bound and cytosolic pattern recognition receptors,

and may further facilitate pattern recognition

receptor-dependent signalling. Autophagy or

autophagy proteins also contribute to the synthe-

sis of antiviral innate type I interferon cytokines as

well as to antiviral interferon g signalling. Addition-

ally, autophagy may play a crucial role during

viral infections in containing an excessive cellular

response by regulating the intensity of the inflam-

matory response. As a consequence, viruses have

evolved strategies to counteract antiviral innate

immunity through manipulation of autophagy. This

review highlights recent findings on the cross-talk

between autophagy and innate immunity during

viral infections.

Introduction

Innate immunity is a combination of essential defence

mechanisms that can be rapidly solicited to combat micro-

organism invaders. Viruses are obligatory intracellular

parasites and are detected through cellular autonomous

innate elements which synergize efficient antiviral

responses. Virus recognition is mediated by dozens of

membrane bound or cytosolic germ line-encoded pattern

recognition receptors (PRRs) which detect virus-

conserved pathogen-associated molecular patterns

(PAMPs) and transduce intracellular signals to elicit innate

immune responses.

Toll-like receptors (TLRs) are membrane-expressed

signalling PRRs. For example, TLR2 and TLR4, distrib-

uted on the cell surface, and TLR3/7/8/9, located within

endosomal compartments, can recognize viral molecular

determinants (Faure and Rabourdin-Combe, 2011). With

the exception of TLR3, all these TLRs recruit the adaptor

MyD88 upon engagement. TLR4 recruits in addition the

adaptor TRIF, which is also used by TLR3. MyD88 asso-

ciates with a serine protease to transduce signals to acti-

vate nuclear factor-kappa B (NF-kB), a transcription factor

that regulates the synthesis of inflammatory cytokines

during viral infection. TRIF relays signals leading to the

activation of type I IFN (IFN-I) regulatory transcription

factors (IRF), for IFN-I synthesis. A MyD88-dependent

signal may also trigger IFN-I production upon virus infec-

tion (Barbalat et al., 2009). Newly synthesized IFN-I are

the major effector cytokines of the host immune response

against viral infections. They bind to the IFN-I receptor

(IFNAR) which transduces signals leading to the expres-

sion of hundreds of IFN stimulating genes (ISGs) that

have a direct antiviral effect.

Detection of cytosolic-located viral PAMPs can be

achieved by PRRs of the retinoic acid-inducible gene I

(RIG-I)-like receptors (RLR) and Nod-like receptors (NLR)

families. The RLR receptors RIG-I and MDA5 which rec-

ognize RNA viral genomes are both expressed at low

level in cells but are upregulated upon viral infection or

IFN-I stimulation. Upon ligand binding, both receptors

bind to the mitochondria-associated adaptor IPS-1 which

transduces signals that ultimately activate NF-kB and IRF

for antiviral inflammatory and IFN-I cytokine synthesis.

Although essential for bacterial product detection, the

NLR receptor NOD2 can also recognize cytosolic single-

stranded (ss) viral RNA to trigger an antiviral IFN-I

response, via recruitment of IPS-1 (Sabbah et al., 2009).

In addition, the protein kinase regulated by RNA (PKR) is

also a key player in the antiviral actions, its expression

being upregulated downstream of IFNAR activation. PKR

recognizes double-stranded (ds) viral RNA PAMPs

leading to subsequent phosphorylation of the protein syn-

thesis initiation factor eIF2a thereby altering most protein
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translation in cells. Finally, viral infection may also trigger

an inflammatory response by activation of the inflamma-

some, mediated by cytosolic proteins that assemble to

trigger caspase1-dependent cleavage and maturation of

bioactive inflammatory cytokines such as IL-1b, from a

pool of pro-IL-1b induced upon PRRs/NF-kB pathway

stimulation. Secreted IL-1b binds to its own receptor in cis

whose intracellular signals amplify the antiviral inflamma-

tory response.

Although quickly triggered following virus contact/entry

into a cell, all these innate responses are delayed due

to a requirement for gene transcription. In contrast,

autophagy is an ongoing cellular process that can

trap pathogens for degradation immediately following

infection. Autophagy is a lysosomal-dependent catabolic

cytosolic process for which three major mammalian path-

ways are known: (i) chaperone-mediated autophagy

directly targets cytosolic proteins into lysosomes, (ii)

microautophagy degrades cytosolic proteins through lyso-

somal membrane invagination and (iii) macroautophagy,

usually referred to as autophagy, sequesters large com-

ponents of the cytoplasm into autophagosomes which

ultimately fuse with lysosomes. Hereafter, we will discuss

only (macro)autophagy and its associated proteins.

Autophagy was initially described as the non-selective

entrapment of bulk portions of cytoplasm under conditions

of nutrient privation, for cellular recycling and metabolite

production, contributing to cell survival. Nevertheless,

ongoing autophagy is now thought to be essential for

clearing the cytosol of senescent or damaged organelles

such as mitochondria or peroxysomes, as well as long-

lived proteins and protein aggregates. Autophagy thus

plays a crucial rheostat function to maintain cellular home-

ostasis under physiological conditions.

Autophagy engulfs cytosolic elements within double-

membraned autophagosome vesicles formed from an iso-

lation membrane called the phagophore, which ultimately

fuse with lysosomes to form autolysosomes where deg-

radation occurs (Fig. 1). In addition to yeast orthologue

autophagy-related genes (ATG) proteins, several other

autophagy-associated proteins contribute to autophagy

execution and regulation in mammalian cells. According

to the nature of the cellular stress and/or the cell type, a

phagophore could originate from several sources: the

endoplasmic reticulum, the Golgi apparatus, the plasma

membrane or the mitochondria (Mari et al., 2011).

Beyond its role in homeostasis maintenance,

autophagy is an innate mechanism that can destroy intra-

cellular microorganisms through their selective targeting.

Xenophagy is thus defined as the ability of a cell to

capture intracellular pathogens into autophagosomes for

subsequent killing (Levine, 2005). However, autophagy

Fig. 1. Initiation, elongation and maturation steps of autophagy. Under starvation, an ULK1 (the mammalian orthologue of yeast

ATG1)-including complex found at the forming phagophore and phosphatidylinositol 3-phosphate (PI3P) is produced by the

AMBRA1/ATG14L/BECLIN-1(ATG6)/VPS34/VPS15 complex. The phagophore elongates under the impulsion of two ATG5-dependent

ubiquitin-like conjugation systems. The first system involves ATG7, ATG10, ATG12, ATG5 and ATG16L1, and contributes to the activation

of the second system depending on ATG4, ATG7, ATG3 and LC3 (ATG8). During the autophagy process, the diffusely expressed cytosolic

LC3 protein is linked to phosphatidylethanolamine (PE) allowing anchoring to the extending phagophore membrane of newly formed

LC3-II. The recruitment of new lipids to the phagophore in expansion involves ATG9. The autophagosome results finally from the fusion

of both extremities of the phagophore, and matures along the endocytic pathway, finally merging with lysosomes to generate catalytic

autolysosomes. This maturation step is promoted, or inhibited, by two BECLIN-1-containing complexes: UVRAG/BECLIN-1/VPS34/VPS15 or

RUBICON/UVRAG/BECLIN-1/VPS34/VPS15 respectively (Matsunaga et al., 2009). Thus, by interacting with BECLIN-1, viruses may interfere

with the autophagy process. Eventually, prior to the formation of autolysosomes, autophagosomes may fuse with endosomes, thereby

structuring the so-called amphisomes.
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can also selectively target essential components of

pathogens. Recent studies have highlighted how cells

distinguish between bulk non-selective autophagy and

the selective autophagy of deleterious substrates such

as pathogens. Several autophagy adaptors of the

sequestosome-like receptor (SLR) family – SQSTM1

(also called p62), CALCOCO2 (also called NDP52),

NBR1 and optineurin – share similar capacities. On one

hand they can bind ubiquitinated substrates such as intra-

cellular pathogens, and on the other, they bind to LC3

through a LC3-interacting region (LIR) (Deretic, 2012).

Furthermore, beyond its direct innate immune function,

autophagy contributes to the regulation of innate immune

signalling derived from PRR engagements.

Here, we will review recent developments in our under-

standing of the role of autophagy and autophagy-

associated proteins in viral infections, how it is involved

in virus xenophagy, how it contributes to antiviral innate

immune responses and how viruses counteract

autophagy in order to escape innate immune responses.

Autophagy to promote antiviral innate immunity

Detection of viruses for autophagy induction

Several TLRs recognize viral molecular determinants

(Fig. 2). For example, the engagement of TLR4, which

binds certain exposed viral proteins, and the engagement

of TLR3, TLR7 and TLR8, which bind virus RNA genome

PAMPs, induce autophagy upon ligand binding (Xu

et al., 2007; Shi and Kehrl, 2008; Delgado et al., 2009).

Although shown in a primary study to be MyD88-

independent (Xu et al., 2007), it has since been reported

that this adaptor can also mediate autophagy (Delgado

Fig. 2. Virus sensitivity or resistance to autophagy-related innate immunity. Autophagy may relay negatively or positively innate immune

signalling emanating from cellular PRRs (membrane bound or cytosolic receptors and the inflammasome), and autophagy proteins also

contribute to IFNg signalling. Note that all mechanisms represented in the scheme have been reported in cellular models but not as yet during

virus infection. Viruses are represented in dark blue. See text for details.
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et al., 2009). Moreover, BECLIN-1 may form complexes

with both MyD88 and TRIF which trigger autophagy upon

TLR engagement (Fig. 2) (Shi and Kehrl, 2008). PKR can

also trigger autophagy upon dsRNA binding through a

pathway involving eIF2a phosphorylation (Talloczy et al.,

2002). Moreover, NOD2, which may recognize virus

ssRNA, has also been shown to trigger autophagy by

recruiting ATG16L1 (Fig. 2; Travassos et al., 2010).

Recently, autophagy induction was observed upon HSV-1

and human cytomegalovirus (HCMV) herpes virus infec-

tion (McFarlane et al., 2011). Interestingly, although viral

protein synthesis was not required for autophagy induc-

tion, the viral DNA genome was shown to promote

autophagy, suggesting that intracellular DNA sensor

PPRs, such as AIM2 or DAI, can also trigger autophagy.

Thus, several virus-detecting PRRs can induce autophagy

upon infection, but whether the majority of these PRR are

indeed solicited upon virus infection with infectious parti-

cles remains to be clearly analysed in mammalian cells

and in vivo. However, in drosophila, autophagy, which is

essential to protect adult flies from vesicular stomatitis

virus (VSV) infection, is triggered by TLR7 through its

physical interaction with the VSV glycoprotein (Nakamoto

et al., 2012). The signalling pathway linking TLR7 to

autophagy remains to be fully determined, but this study

argues for a role for PRRs in autophagy induction upon

infection with complete infectious viral particles.

Finally, beyond PRRs, other virus binding receptors

may trigger autophagy. For example, entry of attenuated

measles virus induces autophagy through the engage-

ment of its cellular receptor CD46-Cyt-1. This protein

interacts with the scaffold protein GOPC that, in

turn, binds to the autophagosome formation complex

BECLIN-1/VPS34 (Joubert et al., 2009).

Virus xenophagy and virophagy

In contrast to what has been found with bacteria, xen-

ophagy does not appear to be the main means by which

autophagy controls viral infections. To date, few reports

have observed complete viral particles within autophago-

somes. One such study showed that HSV-1 lacking

ICP34.5 (a virulent factor able to bind to BECLIN-1 in

order to inhibit autophagy) induces PKR-dependent

autophagy, and is found inside autophagosomes for ulti-

mate degradation (Talloczy et al., 2006). However, this

virus replicates in permissive cells as efficiently as wild-

type HSV-1 in autophagy-competent or -deficient cells

suggesting virus xenophagy is not an important antiviral

arm of cellular immunity (Alexander et al., 2007; Orvedahl

et al., 2007). Nevertheless, this process is potentially a

way used by cells to control viral infections immediately

following virus entry. Indeed, to enter a cell, viruses can

use different pathways, including clathrin-dependent

endocytosis and phagocytosis. Interestingly, autophagy-

associated proteins can be recruited to nascent phago-

somes to accelerate phagosome maturation and the

degradation of its content. Moreover, the clathrin-

associated plasma membrane can contribute to the for-

mation of autophagosomes (Sanjuan et al., 2007;

Ravikumar et al., 2010). Thus, both pathways might

contribute to the xenophagy of cell-entering viral

particles. Furthermore, following endocytosis, damage

on bacteria-containing vesicles is recognized through

vesicle-exposed endogenous danger signals, such as

ubiquitination, cytosolic glycans or diacylglycerol, eliciting

autophagy recruitment for bacterial degradation (Dupont

et al., 2009; Shahnazari et al., 2010; Thurston et al.,

2012). Although virus-containing endosomes exposing

subtle damage/modifications or viral proteins for selective

autophagy targeting have not yet been reported, this rep-

resents an interesting perspective. However, beyond the

capacity of virus xenophagy to limit virus infectivity,

autophagy might be more evolved to eliminate individual

viral components, such as those essential for the virus life

cycle, a process referred to as virophagy (Orvedahl et al.,

2011). For example, SQSTM1 binds to the Sindbis

virus capsid and targets this viral protein to autophagy

for degradation, thereby protecting cells from capsid

accumulation-induced cell death. However, in contrast to

most targets of SQSTM1 for selective autophagy, this

interaction appears to be independent of ubiquitination.

Thus, cellular autophagy adaptors might recognize viral

components for selective autophagy that are virus-

specific, or conserved among virus families. Indeed, a

recent mammalian genetic screen highlighted 141 genes

involved in the selective targeting of the Sindbis virus

capsid to autophagy (Orvedahl et al., 2011). These genes

belong to different cellular biological functions, suggesting

that multiple molecular pathways may contribute to

virophagy. Interestingly, one of these genes, SMURF1,

may also contribute to the targeting of HSV-1DICP34.5

to autophagosomes, suggesting that viral components

shared by different virus families might be detected

through similar molecular processes for virus selective

autophagy. Moreover, through a protein–protein interac-

tome analysis, more than 35% of 44 proteins of the

autophagy network, including SLRs, were reported to

interact with RNA virus proteins belonging to five different

RNA virus families (Gregoire et al., 2011). Interestingly,

whereas some autophagy-associated proteins are tar-

geted only by one RNA virus, others are commonly tar-

geted by several RNA virus families. Whether any of these

interactions contribute to virophagy remains to be deter-

mined, but together these high-throughput approaches

open up interesting new perspectives to identify molecular

pathways combating viral infection via selective

autophagy.
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Autophagy and antiviral interferons

The first contribution of autophagy in innate immunity

signalling was reported by Lee et al. (2007). In murine

plasmacytoid dendritic cells (pDC), ongoing autophago-

somes trap viral replication RNA from Sendai viruses or

VSVs before fusing with TLR7-containing endosomes

which signal antiviral IFN-I synthesis. In human pDC,

autophagy has also been shown to be required for

HIV-1-induced IFN-I production, however, independently

of viral replication (Zhou et al., 2012). Moreover, in

human pDC, TLR7 signalling is required first to induce

autophagy. This provides a positive loop to regulate

TLR7-dependent activation of the transcription factor

IRF7 for IFN-I production. The molecular relationship

between autophagy and IFN-I production in pDC remains

to be determined as positive regulation of IFN-I synthesis

by autophagy may concern other cell types. Recently, it

was shown that autophagy induction upon respiratory

syncytial virus (RVS) infection contributes to IFN-I pro-

duction in murine bone marrow-derived dendritic cells

(Morris et al., 2011). However, such IFN-I production

could result from in vitro differentiated contaminant pDC.

Thus, it will be important to understand the molecular

interplay between autophagy and IFN-I synthesis signal-

ling in pDC.

Beyond IFN-I, IFN-II (IFNg) also plays an antiviral

function that may compensate or substitute for the inhi-

bition of the IFN-I pathway driven by numerous viruses.

IFNg receptor (IFNGR) engagement by IFNg induces

autophagy in murine embryonic fibroblasts (MEF) to

ameliorate inflammatory cytokine synthesis. Indeed,

autophagy prevents mitochondria reactive oxygen

species (ROS) production, which otherwise activates

SHP2 tyrosine phosphatase which inhibits IFNGR sig-

nalling (Fig. 2; Chang et al., 2010). Furthermore, HSV-1

replication is sensitive to IFNg, but not in Atg5-deficient

MEFs. In accordance with this, it was recently shown

that the ATG12 conjugation system-linked ATG12/5/16L1

and ATG7 proteins are all required for the IFNg-mediated

antiviral response against murine norovirus (MNV) infec-

tion, in vitro and in vivo (Fig. 2), but not against other

IFNg-sensitive viruses such as murine hepatitis virus or

West Nile virus (Hwang et al., 2012). However, neither

the autophagy catabolic process nor the ATG4B

autophagy protein is required in this anti-MNV response,

indicating an unusual contribution of ATG proteins to the

antiviral response. ATG12/5/16L1 and ATG7 contribute

to blocking MNV infection by preventing early formation

of the virus replication complex (Fig. 2). To our knowl-

edge, this study is the first example of the use of

autophagy proteins in antiviral defence, independent

of the canonical autophagy process. However, the list

could become extended since a growing number of

studies have reported similar observations in the context

of bacterial or parasitic infections (Zhao et al., 2008;

Starr et al., 2012).

IFNg has also been described to induce autophagy via

the cellular protein IRGM, to combat intracellular myco-

bacteria (Singh et al., 2006). Interestingly, IRGM has been

identified to be a frequent target of proteins from RNA

viruses that subvert autophagy (Gregoire et al., 2011).

IRGM might play a role in viral sensing leading to an

autophagy-mediated antiviral response. Further studies

are required to fully decipher the molecular mechanism

involving IRGM during virus-induced autophagy as well as

to determine whether IRGM is associated with the IFNg-

mediated antiviral function.

Manipulation of autophagy by viruses to counteract

innate immunity

Viruses hijack autophagy to prevent

inflammatory responses

By manipulating autophagy, viruses can evade antiviral

innate immunity and thus enhance their replication. An

elegant strategy used by viruses to achieve this was

recently reported. The murine cytomegalovirus (MCMV)

M45 protein was shown to interact with the NF-kB regu-

latory subunit NEMO, thereby allowing its targeting

and degradation by autophagy (Fig. 2; Fliss et al., 2012).

As a consequence, subsequent NF-kB activation is

impaired and the antiviral loop of inflammatory cytokine

synthesis prevented. MCMV M45 protein overexpres-

sion induces protein aggregates which could be the

selective target for autophagy degradation. To dampen

the antiviral immune response, similar strategies might

be shared by other viruses inducing protein aggregate

formation.

Activation of the inflammasome is an innate antiviral

mechanism which leads to the production of inflamma-

tory cytokines such as IL-1b. Strikingly, inhibition of

autophagy results in an enhanced production of IL-1b,

whereas autophagy promotion prevents inflammasome

activation (Shi et al., 2012). Autophagy may contribute to

the attenuation of the inflammatory response in physi-

ological conditions. Moreover, autophagy is induced in

macrophages in response to activation of the AIM2 or

NLRP3 inflammasome via activation of the G protein

RalB. However, the inflammasome signal intermediate

ASC is ubiquitinated. This leads to its selective targeting

to autophagy by SQSTM1, leading to a downmodulation

of the inflammasome response (Fig. 2).

Strikingly, the proton-specific ion channel M2 protein

of influenza virus has been described to both activate

the inflammasome and inhibit autophagy (Fig. 2). During

infection by influenza virus, TLR7 signalling allows the
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transcription of pro-IL-1b which is then cleaved to a

mature form through a M2-dependent NLRP3 activation.

The ion channel activity of M2 enables export of H+

from the acidified Golgi, which allows the formation

and activation of the NLRP3 inflammasome complex

(Ichinohe et al., 2011). The influenza A M2 protein also

inhibits autophagosome maturation in infected cells

due to a blockage of their fusion with lysosomes

(Gannage et al., 2009). However, M2 proton channel

activity is not involved in this function. Whether M2-

induced autophagy maturation blockage modulates M2-

dependent inflammasome activation remains, however,

to be determined. Moreover, it has been recently shown

that autophagy can dampen IL-1b production, independ-

ently of direct inflammasome inhibition, by restricting

IL1b transcription. While the mechanism responsible for

this process remains unclear, viruses might use it to

avoid the antiviral inflammatory response (Crisan et al.,

2011).

HIV has been reported to inhibit autophagy in dendritic

cells early post infection. Inhibition of autophagy is medi-

ated by the viral envelope protein which triggers signalling

events, in part through the CD4 receptor. Following endo-

cytosis, HIV-1 is targeted to so-called immunoam-

phisomes and inhibits autophagy to escape degradation.

Indeed, downregulation of autophagy leads to an

increased HIV-1 content in DCs and enhances transfer of

HIV-1 to CD4+T cells. Most importantly, HIV-1-mediated

downregulation of autophagy in DCs impairs innate

immune responses as revealed by markedly decreased

TNF-a production upon TLR stimulation. Thus, immu-

noamphisomes in DCs engulf incoming pathogens and

appear to amplify pathogen degradation as well as TLR

responses – which may explain why HIV-1 evolved to

inhibit autophagy (Blanchet et al., 2010).

Another virus which has been shown to inhibit

autophagy in order to escape degradation and avoid acti-

vation of innate immunity is the HCMV. HCMV interacts

with autophagy at two different stages of infection. At

the early stages of infection, there is an induction of

a complete autophagy flux. This is induced by factors

independent of de novo viral protein synthesis since

UV-inactivated HCMV also induces autophagy. At later

time points of infection, HCMV blocks autophagy matu-

ration by a mechanism that requires de novo expres-

sion of the viral protein TRS1. However, blockage of

autophagosome maturation is independent of the previ-

ously reported interaction between PKR and TRS1 but it

is due to the interaction of TRS1 with BECLIN-1. Thus,

HCMV TSR1 is able to inhibit innate immunity by two

different mechanisms: first by inhibiting antiviral PKR, an

autophagy inducer, and second by directly blocking

autophagosome maturation through BECLIN-1 interac-

tion (Chaumorcel et al., 2012).

Virus-induced autophagy and prevention of

IFN-I synthesis

As discussed above, whereas in virus-infected pDC

autophagy may regulate IFN-I production positively, in

non-pDC cells autophagy proteins have been shown to

restrict virus-induced RLR-dependent IFN-I production.

Indeed, ATG5/12 has been shown to constitutively interact

with RIG-I and the signalling intermediate IPS-1 (Fig. 2).

This interaction is further increased upon VSV infection

and leads to the prevention of RIG-I-mediated activation

and subsequent IFN-I antiviral production (Jounai et al.,

2007). However, it is not yet known exactly how ATG5/12

inhibits IFN-I production, in particular whether canonical

autophagy relies on this process. Interestingly, ongoing

autophagy in MEF and murine macrophages also inhibits

RIG-I signalling by eliminating mitochondrial ROS produc-

tion which otherwise contributes to increase of intracellu-

lar IPS-1 expression and amplification of VSV-mediated

RIG-I signalling for IFN-I production (Tal et al., 2009).

Hepatitis C virus (HCV) can inhibit IFN-I production by

promoting autophagy. Indeed, HCV infection induces the

unfolded protein response (UPR) which, in turn, activates

a complete autophagy flux necessary to promote HCV

RNA replication in human hepatoma cells (Fig. 2; Ke and

Chen, 2011). This proviral role of autophagy has been

shown to be mediated by the suppression of IFN-I.

Indeed, HCV infection leads to an activation of the IFNb

promoter through the recognition of HCV-derived PAMPs

by RIG-I, and the inhibition of either autophagy or UPR

enhances IFNb promoter activation. The completion of

autolysosomes is required for this purpose since chloro-

quine treatment, which inhibits autophagosome matura-

tion, enhances IFNb promoter activation, whereas

rapamycin treatment, which promotes autophagy flux,

decreases it. This process could contribute to HCV per-

sistent infection. Similarly, it has been reported that HCV

infection or HCV-NS5A overexpression induces IFN-I pro-

duction through signalling involving ROS production by

mitochondria in autophagy-deficient cells (Shrivastava

et al., 2012). Interestingly, the NS3/4A HCV protease can

cleave IPS-1 to shut off its ability to signal within infected

cells and NS3/4A has been reported to interact with IRGM

to promote autophagy induction (Gregoire et al., 2011).

Since IRGM, like IPS-1, is located in mitochondria and

can bind to ATG5 (Gregoire et al., 2011) it might be inter-

esting to determine whether IPS-1 cleavage by NS3/4A

involves IRGM. Thus, HCV appears to have evolved

several different molecular strategies to counteract innate

immunity through exploitation of autophagy.

Autophagy and cell death in virus infection

Apoptotic death of infected cells may contribute to limiting

viral replication and propagation. As autophagy is a pro-
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survival cellular process, by preventing apoptosis, it could

play an undesirable proviral function. Indeed, the human

flavivirus dengue virus type 2 and the murine flavivirus

Modoc induce autophagy in infected epithelial cells that

allows the cells to be protected from experimentally

induced cell death (McLean et al., 2011). Inhibition of

autophagy leads to a decrease in viral replication demon-

strating the proviral role of autophagy. However,

autophagy-mediated cell death protection by dengue and

Modoc virus infections was not observed in macrophages,

suggesting a cell type-specific process. Interestingly,

dengue virus and Modoc virus infections also protect the

cell from death induced by cytopathic viral infections such

as influenza A infection. As influenza A has been reported

to inhibit autophagy maturation to regulate cell death fate

(Gannage et al., 2009), it would be interesting to analyse

autophagy function within cells coinfected with pathogens

that have evolved different strategies to manipulate

autophagy.

However, the relationship between autophagy and

apoptosis during virus infection could reach an equilibrium

more complicated than expected within infected organ-

isms. It has recently been reported that Chikungunya

virus induces autophagy in infected cells through both the

activation of endoplasmic reticulum stress and the pro-

duction of ROS (Joubert et al., 2012). Autophagy delayed

apoptosis since cell death occurs earlier in ATG5-deficient

MEFs, but prevention of apoptosis results in fewer

infected cells and limits viral propagation. Indeed,

although infected Bax-/-/Bak-/- MEFs expressed more

viral proteins per se, fewer neighbouring cells are infected

by the virus. By contrast, the percentage of infected cells

is enhanced in ATG5-/- MEFs compared with control cells.

Thus, whether the antiapoptotic role of autophagy plays

an anti- or a proviral function depends on the viral life

cycle and on the need for the virus to promote cell survival

or to induce cell death.

Conclusions

Our understanding of the relationship between viruses

and autophagy remains rudimentary, especially with

regard to innate signalling cross-talk. Several PRRs able

to recognize virus components are known to induce

autophagy, but the mechanisms remain to be clarified.

Moreover, other PRRs that can recognize viruses and

mediate virus uptake, such as the mannose receptor,

scavenger receptors and dendritic cell-specific ICAM

grabbing non-integrin (DC-SIGN), could be linked to

autophagy. In addition, more attention should be paid to

the reciprocal benefit between autophagy and innate

receptor signalling in antiviral innate immunity, as sug-

gested in recent studies. It would also be important to

investigate the role of autophagy in innate immunity

during viral coinfections. Depending on the degree of a

pathogen’s sensitivity to autophagy, the steps at which

coinfecting pathogens may counteract the process, as

well as the timing, order of infection and the cell types

involved, autophagy could turn out to be the cell biological

keystone by which early pathogen infectivity escapes the

innate immune response.
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SUMMARY

Autophagy is a highly regulated self-degradative

mechanism required at a basal level for intracellular

clearance and recycling of cytoplasmic contents.

Upon intracellular pathogen invasion, autophagy

can be induced as an innate immune mechanism to

control infection. Nevertheless, pathogens have

developed strategies to avoid or hijack autophagy

for their own benefit. The molecular pathways

inducing autophagy in response to infection remain

poorly documented. We report here that the engage-

ment of CD46, a ubiquitous human surface receptor

able to bind several different pathogens, is sufficient

to induce autophagy. CD46-Cyt-1, one of the two

C-terminal splice variants of CD46, is linked to the

autophagosome formation complex VPS34/Beclin1

via its interaction with the scaffold protein GOPC.

Measles virus and group A Streptococcus, two

CD46-binding pathogens, induce autophagy through

a CD46-Cyt-1/GOPC pathway. Thus, upon microor-

ganism recognition, a cell surface pathogen receptor

can directly trigger autophagy, a critical step to

control infection.

INTRODUCTION

Cell invasion by microorganisms is dependent on their ability to

bind to cellular receptors that promote their uptake. Among

pathogen receptors, members of the regulatory complement

activation (RCA) family, including the well-known pathogen

receptor CD46, are often used by microorganisms to enter cells

(Cattaneo, 2004; Hourcade et al., 2000). Pattern recognition

receptors (PRRs) sense pathogens by recognizing pathogen-

associated molecular patterns (PAMPs) (Medzhitov, 2007).

PRRs of the Toll-like receptor (TLR), nucleotide-binding and olig-

omerization domain (NOD)-like receptor (NLR), and retinoic acid-

inducible gene I (RIG-I)-like receptor (RLR) families signal for

innate immune responses leading to proinflammatory cytokine

synthesis, type I interferon (IFN) production, and/or rapid release

of IL-1b (Ishii et al., 2008; Medzhitov, 2007). Another innate

defense mechanism is macroautophagy, a highly conserved

degradative process shared by all nucleated cells (Xie and Klion-

sky, 2007). However, the molecular connections between path-

ogen detection and autophagy are poorly documented.

During macroautophagy (thereafter referred to as autophagy),

large portions of the cytoplasm are engulfed into double-

membraned autophagosomes that ultimately fuse with lyso-

somes to form acidic autolysosomes where degradation occurs.

Autophagy results from a cascade of reactions orchestrated by

autophagy-related genes (atg) mostly identified in yeast and for

which several orthologs have been characterized in vertebrates

(Levine and Klionsky, 2004; Xie and Klionsky, 2007). During

autophagy, an isolation membrane is formed upon the activation

of the autophagosome formation complex that includes the

class III P(I)3-kinase (VPS34) associated with Beclin1 (BECN1)

(Furuya et al., 2005; Kihara et al., 2001; Zeng et al., 2006).

Then, elongation of the isolation membrane involves two ATG5-

dependent ubiquitin-like conjugation systems: the ATG12 conju-

gation system, leading to the formation of ATG12-ATG5-ATG16

molecular complexes, and the LC3 conjugation system, resulting

in the association of the cytosolic microtubule-associated light-

chain 3-I (LC3-I) with phosphatidylethanolamine to generate a

lipidated LC3-II form. Both conjugation systems bind to the

isolation membrane and promote its elongation, leading to the

formation of autophagosomes. Finally, autophagosomesmature

by fusion with lysosomes, generating degradative single-

membraned autolysosomes.

Autophagy contributes to the innate immune response by

controlling intracellular pathogens. The physical degradation of

intracellular microorganisms is referred to as xenophagy (Levine

and Deretic, 2007). Bacterial (Birmingham et al., 2006; Gutierrez

et al., 2004; Nakagawa et al., 2004; Py et al., 2007), parasitic

(Könen-Waisman and Howard, 2007), and viral (Liang et al.,

1998; Liu et al., 2005) infection can be controlled by autophagy

in vitro and in vivo (Liang et al., 1998; Shelly et al., 2009;

Yano et al., 2008). In mice, Toxoplasma gondii clearance

involves an ATG5-dependent mechanism; however, it is via

an autophagosome-independent process (Zhao et al., 2008).

Alternatively, in vitro studies have shown that bacteria (Romano
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et al., 2007; Schnaith et al., 2007) and viruses (Jackson et al.,

2005) could induce and/or exploit the autophagic machinery to

enhance their proliferation/replication, whereas other pathogens

evolved strategies to inhibit autophagy (Orvedahl et al., 2007).

Upon intracellular microorganism invasion, autophagy can

also facilitate the recognition of cytosolic pathogen components

by endosomal TLR in order to promote type I IFN production (Lee

et al., 2007), as well as allow for the delivery of peptides derived

from cytosolic proteins to major histocompatibility complex

(MHC)-II molecules, leading to an adaptive immune response

(Paludan et al., 2005; Schmid and Munz, 2007).

Despite the important role of autophagy in immunity against

microorganisms, the upstream molecular events leading to the

selective induction of this machinery upon initial pathogen

detection is poorly identified. TLR engagement was shown to

induce autophagy through MyD88- or TRIF-dependent path-

ways (Delgado et al., 2008; Xu et al., 2007), and interaction

between MyD88 and TRIF with BECN1 were reported (Shi and

Kehrl, 2008). However, a recent study reports that autophagy

induction was not observed upon TLR engagement (Saitoh

et al., 2008), and TLR activation was shown to promote autoph-

agy-related protein recruitment to nascent phagosomes but

without formation of canonical double-membraned autophago-

somes (Sanjuan et al., 2007). InDrosophila, the intracellular path-

ogen sensor PGRP-LE was found to be crucial for the control of

L. monocytogenes growth through the induction of autophagy,

although the molecular mechanism(s) underlying this effect is

not known (Yano et al., 2008).

In the present study, we looked for the ability of the ubiqui-

tously expressed human receptor CD46 to promote autophagy.

CD46 was an interesting candidate to address for this point

because (1) it binds several pathogens such as measles virus

(MeV), adenoviruses B and D, human herpes virus 6 (HHV6),

Neisseria bacteria, and several serotypes of group A strepto-

coccus (GAS) (Cattaneo, 2004); (2) it binds GAS described to

be destroyed by autophagy (Nakagawa et al., 2004); (3) it facili-

tates endosomal TLR9 triggering by DNA adenoviruses (Iaco-

belli-Martinez and Nemerow, 2007); and (4) it promotes measles

virus-derived peptide presentation by MHC-II molecules (Gerlier

et al., 1994). In this paper, we addressed the questions of

whether and how CD46 could induce autophagy and looked at

physiological relevance of this process upon pathogen binding.

RESULTS

The Engagement of the Ubiquitous Human Receptor

CD46 Increases the Autophagic Flux

To investigate a role of CD46 in the engagement of autophagy,

we asked whether antibody-driven CD46 crosslinking could

induce autophagosome formation. We have engaged or not

CD46 on HeLa-GFP-LC3 cells and measured the formation of

GFP-LC3-labeled structures representing LC3-II-containing

autophagosomes. Compared to HeLa-GFP-LC3 cells treated

with irrelevant IgG (IgG), antibody-driven CD46 crosslinking (a-

CD46) increased the number of GFP-LC3 puncta per cell, as

did serum starvation (st.), a positive control for autophagy induc-

tion (Figure 1A). The reduced expression of the two essential

genes for autophagy ATG5 and ATG7, using short interfering

(si)RNA (Figure S1 available online), prevented CD46-induced

and starvation-induced autophagy to a similar extent (Figure 1B).

Moreover, the prevention of CD46-mediated autophagy in si-

ATG5-treated cells was reverted by overexpression of ATG5

(Figures 1C and S2 available online). An electron microscopy

analysis revealed an increased number of autophagic vacuoles

per cell section in CD46-engaged cells as compared to control

cells, which was prevented by 3-methyladenine (3-MA), an inhib-

itor of autophagosome formation (Figure 1D). Finally, we moni-

tored autophagy following the conversion of LC3-I to LC3-II by

western blot. Due to a C-terminal cleavage and association to

phosphatidyl ethanolamine, LC3-II has a molecular weight of

16 kD, whereas LC3-I is 18 kD (Klionsky et al., 2008). CD46

engagement led to an increased amount of LC3-II in cell lysates

as compared to control cells or to 3-MA-treated CD46-cross-

linked cells (Figure 1E).

To determine whether autophagosome detection subsequent

to CD46 engagement was the result of an increased autophagic

flux or an accumulation of basal autophagosomes due to the

inhibition of their degradation, we analyzed autophagy in the

presence of lysosomal inhibitors. We used pepstatin A + E64d

(P+E) or bafilomycin A1 (BAF), which inhibit lysosomal proteases

and acidification of the autolysosomes, respectively. Both inhib-

itors increased the total number of GFP-LC3 puncta in control

cells (Figure 2A), aswell as the amount of LC3-II in the total lysate

(Figure 2B). Importantly, in the presence of either P+E or BAF, the

total number of GFP-LC3 dots was further increased upon CD46

engagement (Figure 2A), as was the increase of the total amount

of LC3-II (Figure 2B). Similar results were obtained using chloro-

quine (CQ), another inhibitor of autolysosome acidification

(Figure S3).

To monitor for autolysosome formation, we then used the

mRFP-GFP-LC3 probe that allows for the distinction between

autophagosomes (GFP+RFP+ puncta) and autolysosomes

(GFP�RFP+ puncta) due to the quenched signal of the GFP in

acidic compartments (Kimura et al., 2009; Vergne et al., 2009).

Whereas we found an increased number of total autophagic

vacuoles in CD46-crosslinked cells compared with control cells

(Figure 2C), an equivalent ratio of number of autophagosomes

and autolysosomes was measured in CD46-crosslinked cells

and in control or starved cells (Figure 2C). This result indicates

that the CD46-induced pathway does not prevent autolysosome

formation. Furthermore, CD46-crosslinked cells displayed vacu-

oles with lysosomal degradative phenotype (Figure S4).

Together, these results strongly support that the engagement

of CD46 specifically induces de novo autophagosome formation

without inhibiting their maturation.

GOPC Connects CD46-Cyt-1 to the Autophagosome

Formation Complex VPS34/BECN1

To determine the molecular intermediates involved in CD46-

dependent autophagy, we have used CD46 as bait to screen

a human cDNA library by yeast two-hybrid. Due to alternative

splicing, two groups of CD46 isoforms differing by their

C-terminal intracytoplasmic domains, Cyt-1 and Cyt-2

(Figure S5), are coexpressed in all somatic cells (Riley-Vargas

et al., 2004). Therefore, Cyt-1 and Cyt-2 were used as bait to

screen human cDNA libraries. We have focused on one Cyt-1-in-

teracting protein, GOPC (also known as PIST, CAL, or FIG), that

has been previously reported to be associated with an
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Figure 1. Autophagosome Appearance in Human Cells upon CD46 Engagement

(A) GFP-LC3-HeLa cells were cultured for 4 hr in complete medium either in the presence of coated isotype control antibody (IgG), coated anti-CD46 (a-CD46), or

in nutrient-deprived media (starvation/st.). The number of GFP+ vesicles per cell was assessed by confocal microscopy. Representative profiles are shown and

are accompanied by a graph. Error bars, mean ± SD of three independent experiments.

(B) GFP-LC3-HeLa cells were pretreated with the indicated si-RNA for 3 days and then incubated and analyzed as in (A). Error bars, mean ± SD of three inde-

pendent experiments.

(C) si-Control or si-ATG5-treated GFP-LC3-HeLa cells were untransfected or transfected with an irrelevant GST-encoding vector (one experiment) or with an

ATG5-encoding vector and then incubated and analyzed as in (A). Error bars, mean ± SD of two independent experiments.

(D) HeLa cells were cultured for 3 hr in the presence of irrelevant IgG or a-CD46 ± 10 mM 3-MA (one experiment). The appearance of autophagic vacuoles was

assessed by electron microscopy. A double-membraned autophagosome is enlarged (white arrowhead), and a graph representing the percentage of cell profile

with R 3 autophagic vacuoles for each condition are shown.

(E) Starved cells or cells cultured in complete media in the presence of control IgG or a-CD46 ± 3-MA for 4 hr were lysed, and anti-LC3 western blot was per-

formed. Representative results are shown and are accompanied by a graph representing the intensity of LC3-II/actin bands normalized to the control condition.

Error bars, mean ± SD of three independent experiments.

Student’s t test; *p < 0.05; **p < 0.01; #p > 0.05.
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autophagic process (Yue et al., 2002). Twelve clones encoding

for human GOPC were found to interact with Cyt-1, but not

with Cyt-2 (Figure S5). This specific interaction was confirmed

by a yeast two-hybrid matrix using a full-length clone of GOPC

(isoform b) as a prey (Figure 3A). The specificity of the interaction

was further confirmed in HEK293T human cells by affinity copur-

ification of myc-tagged GOPC with GST-tagged Cyt-1, but not

with GST alone or GST-Cyt-2 (Figure 3B).

GOPC is a scaffold protein that contains two coiled-coil

domains (CC) and a PDZ domain (Figure 3C). To determine

Figure 2. Autophagy Induction upon CD46 Crosslinking

(A) LC3-GFP-HeLa cells were starved (st.) or cultured in the presence of a-CD46 or control IgG for 4 hr alone or in the presence of bafilomycin A1 (BAF) or

Pepstatin + E64d (P+E). The number of GFP+ vesicles per cell or per cell profile was analyzed by confocal microscopy. Error bars, mean ± SDof three independent

experiments.

(B) HeLa cells were cultured as in (A), and anti-LC3 western blot was performed. Error bars, mean ± SD of three independent experiments except for one exper-

iment for the st. + BAF condition.

(C) HeLa cells were transfected with mRFP-GFP-LC3. At 24 hr posttransfection, cells were cultured for 4 hr in complete medium either in the presence of coated

control IgG, anti-CD46 (a-CD46), or starved (st.). The total number of autophagic vacuoles (GFP+RFP+ + GFP�RFP+), autophagosomes (GFP+RFP+), and auto-

lysosomes (GFP�RFP+) per cell profiles was numerated. For each experiment, representative profiles of one experiment are accompanied by a graph. Error bars,

mean ± SD of three experiments (IgG and a-CD46) or two experiments (starv.).

Student’s t test; *p < 0.05; **p < 0.01; #p > 0.05.
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whether one of these domains was involved in the interaction

with Cyt-1, we generated mutant constructs of GOPC either

deleted for the CC domains (DCC) or for the PDZ domain

(DPDZ) (Figure 3C). In coaffinity purification experiments, the

GOPC-DCC construct could still interact with Cyt-1, whereas

the GOPC-DPDZ construct lost this ability, indicating that the

PDZ domain of GOPC is involved in the interaction with Cyt-1.

The GOPC PDZ domain is a class I PDZ domain predicted to

interact with the consensus X [T/S] X [L/I/V] C-terminal

sequences of partner proteins (Songyang et al., 1997). Such a

consensus motif was found in Cyt-1 (FTSL), but not in Cyt-2 (Fig-

ure S5). Of interest, deletion of the last four C-terminal residues

of Cyt-1 (DFTSL) abolished Cyt-1 interaction with GOPC (Fig-

ure 3D). Point mutations for an A on the critical T and/or L resi-

dues for PDZbinding (TL/AA, T/A, and L/A constructs) (Figure 3D)

had a similar disruptive effect, whereas the mutation of either of

the dispensable F or S residues (F/A or S/A constructs) did not

prevent the GOPC/Cyt-1 interaction (Figure 3D). Thus, GOPC

is a new intracellular partner of CD46 that can interact with the

Cyt-1 C-terminal tail via its class I PDZ domain.

Amurine neuron-specific isoform of GOPC, nPIST, was shown

to interact with BECN1 (Yue et al., 2002). However, GOPC/

BECN1 interaction in humancells has not been reported.Coaffin-

ity purification experiments showed that the human ubiquitously

expressed isoform b of GOPC can interact with human BECN1

(Figure 4A). Moreover, the GOPC-DCC mutant construct lost

the ability to bind toBECN1, whereas theGOPC-DPDZ construct

did not (Figure 3C and 4A). Thus, human GOPC can bind CD46-

Cyt-1 via its PDZ domain and BECN1 via its CC domains.

In transfected cells, both Myc-BECN1 and endogenous

VPS34 can be copurified with GST-GOPC, but not with GST

alone (Figure 4B), suggesting that GOPC can associate with

Figure 3. Interaction of GOPC with CD46-Cyt-1

(A) Yeast two-hybrid assay of Cyt-1 or Cyt-2 used as bait and GOPC used as prey on 3AT selective medium (one experiment representative of two).

(B) Anti-Myc and anti-GST western blots (WB) on coaffinity-purified (AP) complexes from HEK293T cells transfected with the indicated construct-encoding

plasmids (one experiment representative of three).

(C) Schematic representation of GOPC and GOPC-DPDZ (DPDZ) and GOPC-DCC (DCC) mutant constructs used in this study. HEK293T cells were transfected

with the indicated constructs, and co-AP and western blots were performed as in (B) (one experiment representative of three).

(D) Mutants of Cyt-1 C-terminal sequence used to screen the interaction with GOPC are shown. AMyc-tagged GOPC plasmid was transfected alone or in combi-

nation with the indicated plasmid encoding GST-tagged Cyt-1 mutant constructs. Co-AP and western blots were performed as in (B) (one experiment represen-

tative of three).
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the autophagosome formation complex VPS34/BECN1. To

determine whether GOPC binds VPS34 independently of

BECN1, we tested whether GOPC could directly interact with

VPS34 in a yeast two-hybrid assay. No interaction was detected

between VPS34 and GOPC, whereas VPS34/BECN1 interaction

was detected as expected (Figure 4C). We reasoned that, if

BECN1 can bridge GOPC and VPS34, then less GOPC should

be associated to VPS34 in cells in which BECN1 expression is

downregulated. Indeed, in HEK293T cells silenced for the

expression of BECN1, less-endogenous GOPC can be immuno-

precipitated with VPS34 (Figure 4D).

The Engagement of CD46-Cyt-1 Induces Autophagy

through a Direct Pathway

Molecular analysis suggested a role for the intracytoplasmic tail

of CD46-Cyt-1 and for GOPC in CD46-mediated autophagy. We

tested the involvement of the CD46-Cyt-1/GOPC/BECN1 path-

way in this process using siRNA. Real-time RT-PCR analysis

revealed that HeLa cells express both CD46-Cyt-1 and CD46-

Cyt-2 isoforms at a ratio close to that of human primary cells

(Figure 5A, compared HeLa to peripheral blood lymphocytes

[PBLs]). If the genomic organization of CD46 allows for the

design of Cyt-1-specific siRNA, it is not possible to specifically

shut down the expression of Cyt-2. si-Cyt-1 treatment of HeLa

cells downregulated the expression of the CD46-Cyt-1 mRNA,

without modifying the expression of CD46-Cyt-2 mRNA

(Figure 5B). Moreover, total surface expression of CD46 was

only slightly affected in si-Cyt-1-treated cells (Figure S6).

However, the engagement of CD46 on si-Cyt-1-treated cells

did not induce autophagy (Figure 5C). Thus, in contrast to

CD46-Cyt-1, CD46-Cyt-2 engagement does not seem to trigger

autophagy. Importantly, starvation-induced autophagy re-

mained possible in si-Cyt-1-treated cells, indicating that these

cells do not suffer from a general alteration of the autophagic

process (Figure 5C). Furthermore, CD46-induced autophagy

was abolished when GOPC expression was downregulated

(Figure S7), whereas starvation-induced autophagy remained

unchanged (Figure 5C). On the contrary, downregulation of

BECN1 expression (Figure S7) abolished both CD46 and starva-

tion-induced autophagy, showing that BECN1 is a crucial mole-

cule for both pathways (Figure 5C). These results suggest that

upstream events are not shared between CD46-induced

autophagy and starvation-induced autophagy, given that CD46-

Cyt-1-mediated autophagy is strictly dependent on GOPC.

Figure 4. Interaction of GOPC with the Autophagosome Formation Complex BECN1/VPS34

(A) Cells were cotransfected with Myc-BECN1 and GST-tagged GOPC, GOPC-DPDZ, or GOPC-DCC protein-encoding plasmids, and co-AP experiments were

performed (one experiment representative of three).

(B) HEK293T cells were cotransfected with GST and Myc-BECN1 or GST-GOPC and Myc-BECN1, and a co-AP was performed. Anti-VPS34, anti-Myc, and

anti-GST were used for western blot (one experiment representative of three).

(C) VPS34, BECN1, or GOPC were used as baits, and VPS34 was used as a prey (one experiment representative of two).

(D) HEK293T cells were either untreated or treated with BECN1-targetting siRNA. Coimmunoprecipitation experiments were performed using anti-VPS34

(IP: VPS34) or irrelevant (IP: control) antibodies. Endogenous GOPC, BECN1, and VPS34 were revealed by western blot (one experiment representative of two).
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We further found that the prevention of CD46-induced autoph-

agy in si-GOPC-treated cells was reverted upon full-length

GOPC overexpression, but not upon overexpression of GOPC-

DCC or GOPC-DPDZ constructs (Figure 5D). Moreover, the

overexpression of the GOPC-DPDZ construct promoted auto-

phagosome accumulation (as reported elsewhere [Yue et al.,

2002]) but competed with endogenous GOPC for CD46-depen-

dent induction of autophagy. On the contrary, the GOPC-DCC

construct was not efficient to compete with endogenous

GOPC. A possible explanation could be the titration of the

GOPC-DCC construct by other proteins able to bind a PDZ

domain (Figure 5D). Together, these results indicate that

GOPC is crucial in the induction of autophagy upon CD46

engagement.

Measles Virus Induces Autophagy through

a CD46-Cyt-1/GOPC Pathway

Our laboratory identified CD46 as the receptor for laboratory and

vaccinal MeV strains (Naniche et al., 1993). To determine

whether the engagement of CD46 by a natural ligand could

also induce autophagy, we infected cells with the laboratory

Edmonston strain of MeV. Early after infection (1.5 hr postinfec-

tion), we found that the amount of LC3-II in the total cell lysate

was increased compared to uninfected cells (Figure 6A). The

Figure 5. Autophagy Induction upon CD46 Crosslinking Is Dependent on the Cyt-1 Isoform and GOPC

(A) CD46-Cyt-1 and CD46-Cyt-2mRNA levels were assessed by RT-qPCR in the indicated cell lines (black histograms) and in freshly isolated human PBL (white

histogram) (one experiment).

(B) CD46-Cyt-1 and CD46-Cyt-2 mRNA expression levels in si-Cyt-1-treated HeLa cells normalized to si-control-treated cells. Error bars, mean ± SD of three

experiments.

(C) GFP-LC3-HeLa cells were treated with the indicated siRNA. Autophagy in starved HeLa cells (st.) or cells cultured in the presence of a-CD46 was analyzed as

in Figure 1. Representative labeled cells and a graph are shown. Error bars, mean ± SD of three independent experiments.

(D) si-Control or si-GOPC-treated GFP-LC3-HeLa cells were untransfected or transfected with a GOPC or GOPC-DPDZ (DPDZ) or GOPC-DCC (DCC) mutant

constructs. Cells were then either incubated with an irrelevant IgG or crosslinked for CD46, and autophagy was monitored as in Figure 1 (one experiment repre-

sentative of two).

Student’s t test; **p < 0.01; #p > 0.05).

Cell Host & Microbe

CD46 Induces Autophagy

360 Cell Host & Microbe 6, 354–366, October 22, 2009 ª2009 Elsevier Inc.



number of GFP-LC3+ autophagosomes per cell profile was also

strongly increased in MeV-infected as compared to uninfected

cells (Figure 6B), which were abolished in cells pretreated with

si-ATG5 or si-BECN1. Moreover, MeV induced de novo forma-

tion of autophagosomes, as revealed by experiments using

BAF, P+E, or CQ treatments (Figures 6C, 6D, and S8), and

such autophagosomes fully matured into autolysosomes, as

shown by experiments using the mRFP-GFP-LC3 probe (Fig-

ure 6E). Finally, the downregulation of either CD46-Cyt-1 or

GOPC expression with siRNA prevented MeV-induced autoph-

agy, as analyzed by tracking GFP-LC3+ dots (Figure 6B). Thus,

these results show that MeV infection induces autophagy upon

a CD46-Cyt-1/GOPC pathway.

The CD46-Cyt-1/GOPC Pathway Sensitizes Cells

for Autophagic Degradation of GAS

CD46 is also a receptor for several serotypes of GAS, a bacteria

destroyed by autophagy (Cattaneo, 2004; Nakagawa et al.,

2004). To investigate the role of the CD46-Cyt-1/GOPC pathway

in GAS targeting to autophagy, we incubated HeLa-GFP-LC3

cells with CD46-binding emm6+ GAS (Giannakis et al., 2002)

and analyzed colocalization of the bacteria with GFP-LC3

puncta. Whereas almost 80% emm6+ GAS colocalized with

GFP-LC3 vesicles in infected control cells, this percentage drop-

ped to less than 40% in ATG5 or BECN1 siRNA-treated cells

(Figure 7A) in accordance with a previous report (Nakagawa

et al., 2004). The reduced expression of GOPC did not impede

the GAS intracellular invasion, whereas the reduced expression

of Cyt-1 decreased by 60% GAS invasion (Figure S9). However,

the reduced expression of either GOPC or Cyt-1 strongly

compromised the intracellular GAS targeting to autophago-

somes, with less than 30% of GAS colocalizing with GFP-LC3

puncta in GOPC or Cyt-1 siRNA-treated cells (Figures 7A and

S10). To determine the impact of the CD46-Cyt-1/GOPC

pathway in GAS killing, cells were infected for 1 hr, and viable

intracellular bacteria were scored by counting colony-forming

units. In accordance with published observations (Nakagawa

et al., 2004), GAS were spared from destruction in cells treated

either with ATG5- or BECN1-targeting siRNA (Figure 7B).

Of interest, the reduced expression of either CD46-Cyt-1 or

GOPC significantly reduced the cell’s ability to destroy intracel-

lular GAS as well (Figure 7B).

GAS are efficiently degraded by autophagy in murine cells,

although these cells do not express CD46. Moreover, GAS auto-

phagic sequestration in these cells was reported to follow cyto-

solic delivery of GAS from endosomes (Nakagawa et al., 2004).

These points raised the possibility that other intracellular mole-

cules might sense GAS and trigger autophagy. In contrast to

1 hr postinfection, after 3 hr of infection, intracellular GAS were

spared from destruction in cells with reduced expression of

ATG5, but not in cells with reduced expression of either CD46-

Cyt-1 or GOPC (Figure 7C). Moreover, a GAS serotype that

does not bind CD46 (emm49+ serotype) (Darmstadt et al.,

2000) was degraded inside of invaded cells but with a significant

delay as compared with CD46-binding GAS serotype (emm6)

(Figure 7D). Thus, these results indicate that, in human cells,

CD46-Cyt-1/GOPC-dependent early autophagosome formation

signals GAS invasion to the host cell.

DISCUSSION

CD46 and Autophagy

CD46 is a type I glycoprotein expressed by all nucleated human

cells. Due to alternative splicing, 12 isoforms of CD46 can be

expressed, which mostly differ at the level of their extracellular

membrane-proximal domains (Riley-Vargas et al., 2004). Two

different cytoplasmic tails are found in CD46 isoforms, Cyt-1

and Cyt-2, which do not show any sequence similarity and are

coexpressed in human somatic cells. Both CD46-Cyt-1 and

CD46-Cyt-2 isoforms follow independent but identical internali-

zation pathways that are dependent on the degree of ligand

crosslinking (Crimeen-Irwin et al., 2003). CD46 is constitutively

internalized in clathrin-coated pits, transits to multivesicular

bodies (MVB), and is recycled to the cell surface. Of interest,

ligand-induced aggregation of CD46 leads to the extension of

membrane ruffles, which forms macropinocytosis-like vesicles

of about 0.5–1 mm in diameter and targets CD46 for intracellular

degradation. It was proposed that the ligand-induced pathway

may facilitate pathogen entry. We report here that only CD46-

Cyt-1 crosslinking induces autophagy, indicating that the issue

of the macropinocyosis-like vesicles may differ according to

the cytoplasmic isoform engaged.

The C-terminal tetrapeptide FTSL of CD46-Cyt-1 interacts

specifically with the class I PDZ domain of GOPC (Figure 3).

The PDZ domain is one of the most common protein-protein

interaction domains in humans and is a key factor in the signal

transmission within multiple cellular pathways (Craven and

Bredt, 1998; Wang et al., 2008). Moreover, the relative binding

affinities of PDZ-containing partners for receptors may influence

biological responses (Cushing et al., 2008). The FTSL domain of

Cyt-1 binds at least to another class I PDZ domain expressed by

the scaffold protein DLG4. DLG4 is responsible for its copolar-

ized expression with CD46-Cyt-1 in epithelial cells (Ludford-

Menting et al., 2002). Thus, GOPC might substitute for another

PDZ partner upon aggregation-induced CD46-Cyt-1 internaliza-

tion. The reduced expression of GOPCdid not have an impact on

GAS intracellular invasion, whereas the reduced expression of

Cyt-1 did, suggesting that GOPC is not involved in the internali-

zation process of CD46-Cyt-1. The CD46-Cyt-1/GOPC interac-

tion could confer differential structural and/or location properties

to the scaffold protein, allowing an improved stabilization of

basal VPS34/BECN1 association/activation or facilitating new

complex formation leading to autophagy. In support of this

hypothesis, whereas the overexpression of full-length GOPC

did not increase basal autophagy, overexpression of GOPC-

DPDZ construct did. GOPC is not involved in starvation- and

rapamycin-induced autophagy (Figure 5 and data not shown),

suggesting that its involvement in autophagy is dependent on

specific upstream signals.

First identified as a Golgi-associated protein, GOPC was

described to be involved in intracellular trafficking and to pro-

mote receptor recycling and degradation (Charest et al., 2001;

Cheng et al., 2004). Of interest, the association of a neuronal iso-

form of GOPC, nPIST, to a constitutively active d2 glutamate

receptor (GluRd2) in Purkinje cells of pathological lurcher mice

was shown to synergize autophagy with BECN1, possibly

responsible for neurodegeneration (Yue et al., 2002). Strikingly,

the cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
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Figure 6. CD46-Cyt-1/GOPC-Dependent Autophagy Induction by Measles Virus

(A) HeLa cells were uninfected (�) or infected by purified MeV Edmonston strain (MeV) for 1.5 hr and lysed, and an anti-LC3 western blot was performed. Repre-

sentative results are accompanied by a graph as in Figure 1. Error bars, mean ± SD of three independent experiments.

(B) GFP-LC3-HeLa cells treated with the indicated siRNA were infected with MeV for 1.5 hr, and the number of GFP+ vesicles per cell profile was assessed by

confocal microscopy. Representative results and a graph are shown. Error bars, mean ± SD of three independent experiments.

(C and D) Cells were treated as in (B) but in the presence of BAF or P+E. A starvation condition is used as a positive control for autophagy. Autophagy was moni-

tored by confocal microscopy (error bars, mean ± SD of three independent experiments) (C) or by western blot (error bars, mean ± SD of three independent exper-

iments for P+E; one experiment in the presence of BAF) (D) as in Figure 1.
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(CFTR) is subjected to lysosomal degradation when bound to

GOPC, suggesting that other cellular receptors might be con-

nected to autophagy via GOPC (Cheng et al., 2004).

CD46-Mediated Autophagy and Immune Responses

CD46 is a well-known pathogen receptor that binds to vaccine

strains of MeV, several serotypes of GAS, HHV6, adenoviruses

B and D, and Neisseria bacteria (Cattaneo, 2004). CD46 is

known to impair T cell effector function, rendering this receptor

attractive for pathogens (Kemper and Atkinson, 2007; Meiffren

et al., 2006). However, we report here that CD46 could control

early pathogen infection by xenophagy, as we show that the

CD46-Cyt-1/GOPC pathway participates in the targeting of

GAS to an autophagic degradation. This pathway induces the

formation of an early and readily available pool of autophago-

somes, which can efficiently sequester and degrade GAS

without any further delay. Our data also indicate that other intra-

cellular sensors can take over the CD46-Cyt-1/GOPC pathway

for GAS delivery to autophagosomes, suggesting that several

pathogen molecular detectors may be available to initiate au-

tophagy in order to optimize cellular innate defense against

invading pathogens.

CD46 is a regulatory complement activation (RCA) family

member that protects cells from complement autolysis by

binding C3b and C4b complement activation fragments to

allow their degradation by factor I. Thus, CD46 might also bind

C3b/C4b-opsonized bacteria (Riley-Vargas et al., 2004). Of

interest, uropathogenic C3b-opsonized Escherichia coli are

degraded inside of epithelial cells through a CD46-dependent

mechanism that could be autophagy (Li et al., 2006). Whether

the CD46-Cyt-1/GOPC-dependent pathway induces autophagy

in thecontextofotherpathogenshas tobespecifically addressed.

Some pathogens developed strategies to avoid autophagic

degradation (Kirkegaard et al., 2004; Levine and Deretic, 2007).

Whereas two C-terminal splice variants of CD46 are expressed

in most cells, only CD46-Cyt-1 induces autophagy. Of interest,

an altered regulation of the Cyt-1/Cyt-2 ratio in patients with

multiple sclerosis was reported, which correlated with altered

lymphocyte differentiation upon CD46 engagement (Astier

et al., 2006). An attractive hypothesis to investigate is whether

pathophysiological signals (for instance, pathogens themselves)

could influence autophagy by altering CD46 splice regulation.

Autophagy favors the delivery of antigenic peptides onMHC-II

and promotes adaptive immune response initiation (Schmid and

Munz, 2007). Our previous studies argued for a role of CD46 in

MeV-derived peptides’ presentation on MHC-II molecules

through a mechanism that is sensitive to lysosomal acidification

inhibition (Gerlier et al., 1994). It has to be determined whether

MeV degradation mediated by autophagy could favor MHC-II

peptide presentation, which might explain the protective immu-

nity of MeV based-vaccines versus the virulence of clinical

strains of MeV that inefficiently bind to CD46 (Manchester

et al., 2000; Schneider et al., 2002).

Despite the central role of autophagy in innate immune control

of microorganisms, the molecular events leading to the selective

induction of this machinery upon pathogen detection are still

largely unknown. TLR3, TLR4, and TLR7 in mammals, as well

as PGRP-LE in Drosophila, were reported to induce autophagy

upon ligand binding. However, the molecular connections bet-

ween these receptors and autophagy are unknown and may

require transcriptional events (Delgado et al., 2008; Xu et al.,

2007; Yano et al., 2008). We report here that the pathogen

receptor CD46 can be physically connected to the autophagic

machinery via a unique molecular intermediate. This property

confers to this receptor the potency to sense pathogens and to

initiate an innate immune response.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cells, Antibodies, and Reagents

HeLa cells were maintained in RPMI 1640 and HEK293T cells in DMEM

(Invitrogen, Cergy Pontoise, France) + 0.5 mg/ml gentamycin, 2 mM L-gluta-

mine, and 10% fetal calf serum. Cells cultured in 6-well plates were transfected

with Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen) according to manufacturer’s

instructions. HeLa cells were transfected with peGFP-LC3 plasmid, and

a stable HeLa-GFP-LC3 cell line clone was established by limited dilution in

0.05 mM geniticin-selective medium. Antibody used were: anti-GST (clone

B-14) and anti-BECN1 (clone E-8) (mouse monoclonal, Santa Cruz Biotech-

nology, CA); anti-c-Myc, anti-ATG5, and anti-MAP-LC3B (rabbit polyclonal,

Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France); anti-VPS34 (rabbit polyclonal,

Zymed/Invitrogen); anti-CD46 (mousemonoclonal, clone 20.6 produced in the

lab); anti-GOPC (GOPC-GST rabbit anti-serum, produced by the lab); and

MOPC-21 (mouse monoclonal irrelevant IgG, BD Biosciences, Le-Pont-De-

Claix, France). Pharmacological inhibitors used were 3-methyl-adenine

(10 mM), bafilomycin A1 (100 nM), chloroquine (50 mM), or Pepstatin + E64d

(10 mM) and were added 15 min prior to cell treatment and kept for the entire

duration of the experiments.

Molecular Cloning, Coaffinity Purification,

and Coimmunoprecipitation

Cyt-1 and Cyt-2 were amplified from plasmids pVZ-5.1 encoding isoform

CD46BC-Cyt-1 and pHMG-CD46 encoding isoform CD46C-Cyt-2, respec-

tively. Human monocyte cDNA served as template to clone GOPC (isoform

b) and BECN1. GST- or Myc-tagged constructs were generated with the

Gateway system (Invitrogen). Expression vectors were transfected in

HEK293T cells, and after 24 hr of culture, cells were lysed in ice-cold buffer

(1% NP-40, 40 mM Tris [pH 8], and 200 mM NaCl plus protease inhibitor

complete Mini EDTA-free [Roche Diagnostics GmbH, Mannheim Germany])

before coaffinity purification or coimmunoprecipitation. For coaffinity purifica-

tion, 30 ml of 50% slurry glutathione Sepharose 4B beads (GE healthcare, Saint

Cyr auMont d’Or, France) were added to 300 mgof total lysate proteins in a final

volume of 700 ml, incubated for 1.5 hr at 4�C, and washed five times with 500 ml

of lysis buffer before western blotting. For coimmunoprecipitation, 1 mg/ml of

anti-VPS34 or irrelevant IgG was added to 300 mg of total lysate proteins in

a final volume of 700 ml and incubated for 15 min at 4�C before adding 30ml

of 50% slurry protein GSepharose (GE healthcare). Themixture was then incu-

bated for 1.25 hr at 4�C and washed as described for coaffinity purification.

siRNA

Smartpool siRNA targeting ATG5, ATG7, BECN1, GOPC, control siRNA, and

Cyt-1-specific siRNA (AUACCUAACUGAUGAGACCUU) were all from Dhar-

macon (Perbio, Brebières, France). In some experiments, individual Stealth

ATG5 RNAi or control were used (Invitrogen). HeLa cells (50 3 103) were

(E) At 24 hr posttransfection with mRFP-GFP-LC3, HeLa cells were either untreated, infected with MeV for 1.5 hr, or starved. Maturation of autophagosomes was

estimated as in Figure 2C. Representative profiles of one experiment are accompanied by a graph. Error bars, mean ± SD of three experiments (� and MeV) or

two experiments (starv.).

Student’s t test; *p < 0.05; **p < 0.01; #p > 0.05.
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cultured in 6-well plates for 1 day in OptiMEM (Invitrogen) 10% FCS before

transfection of 30 nM siRNAwith Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen) accord-

ing to manufacturer’s instructions. mRNA expression level was assessed by

quantitative RT-PCR after 2 days (Meiffren et al., 2006) or western blotting after

3 days before using cells for experiments.

Yeast Two-Hybrid

Screens were performed as described elsewhere (Walhout and Vidal, 2001).

Autophagy Induction

Plates were precoated with 15 mg/ml 20.6 or MOPC-21 antibodies (both IgG1

isotype) in PBS for 3 hr at 37�C, washed twice with PBS, and cells cultured in

precoated plates for 2–4 hr in complete RPMI medium. Starvation for the same

period of time was used as a positive control for autophagy. Cells were

cultured in supplemented RPMI medium without FCS for 2–4 hr at 37�C. In

some experiments, 24 hr siRNA-treated HeLa-GFP-LC3 cells were transfected

with Flag-ATG5, GOPC, GOPC-DCC, or GOPC-DPDZ protein-expressing

vectors. At 48 hr posttransfection, CD46 was crosslinked and autophagy

monitored by confocal microscopy.

Confocal

HeLa-GFP-LC3 cells were fixed with 4% paraformaldehyde and then analyzed

using an Axiovert 100M microscope (Zeiss, Göttingen, Germany) equipped

with the LSM 510 system (Zeiss) and observed with a magnification of 633

(oil immersion). The number of GFP+ vesicles per cell was numerated from

12–15 Z sections collected at 0.5 mm intervals from individual cells. The number

of GFP+ vesicles per cell profile was numerated from one single plan section

per cell. In each case, the number of GFP+ vesicules was numerated from

100 to 200 cells for each experiment. For some experiments, cells were

cultured with dyes, LysoTracker (Invitrogen) (1 mM) and DQRed (10 mg/ml),

for 15 min at 37�C in culture medium, washed four times in PBS, and fixed

with 4% paraformaldehyde. The mRFP-GFP-LC3 construct was transiently

expressed in HeLa cells 24 hr prior to starvation, CD46 crosslinking, or MeV

infection. The total number of autophagic vacuoles (total: GFP+RFP+ +

GFP�RFP+), autophagosomes (GFP+RFP+), and autolysosomes (GFP�RFP+)

were determined from at least 25 cells per experiment.

Electron Microscopy

Cells were fixed in 0.1 M sodium-cacodylate and 2% glutaraldehyde buffer at

RT for 40min and washed three times in sodium cacodylate 0.2M for 10min at

Figure 7. Cell Sensitivity to Group A Streptococcus Infection upon CD46-Induced Autophagy

(A) GFP-LC3-HeLa cells treated with the indicated siRNA were infected for 2 hr with PKH26-labeled emm6+ GAS (red) and then fixed for confocal microscopy

analysis. Representative infected cells are shown, and the percentage of intracellular labeled GAS colocalized with GFP-LC3 vesicles (yellow) is represented on

a graph.

(B) Cells treated with the indicated siRNA were infected for 1 hr with emm6+ GAS strain. Cells were then washed, and extracellular GAS were killed by ampicillin

treatment (t = 0 hr). Cells were then cultured for 1 additional hr (t = 1 hr). Intracellular GAS viability at t = 1 hr is presented as the ratio of alive intracellular GAS at

t = 1 hr/t = 0 hr.

(C) Cells were treated as in (B), and a kinetic is presented.

(D) HeLa cells were infected with emm6+ or emm49+ GAS strains, and intracellular GAS viability was measured as in (B) and (C).

Error bars, mean ± SD of three independent experiments. Student’s t test; *p < 0.05; **p < 0.01; #p > 0.05).
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RT. Analyses were performed at the Centre Technologique des Microstruc-

tures de la Doua (Villeurbanne, France).

MeV Infection

HeLa-GFP-LC3 cells were infected with 1 particle-forming unit (pfu)/cell of

Vero cell-derived MeV Edmonston, and at 1.5 hr postinfection, autophagy

was monitored by confocal analysis.

GAS Strains, Labeling, Infection, and Viability Assay

Clinical GAS strains used were of emm6 and emm49 serotype (kind gifts of Pr.

POYART, French National Reference Center for Streptococci, Paris, France).

Mid-log phase grown bacteria were harvested and washed twice in PBS.

For confocal microscopy analysis, bacterial membrane was labeled with

2 mM red fluorescent dye PKH26 (Sigma) and then washed twice in PBS.

105 HeLa-GFP-LC3 cells were cultured in the presence of 3 3 105 labeled

GAS (MOI = 3) for 2 hr and then washed twice in PBS and analyzed by confocal

microscopy (100 infected cells per experiment). For intracellular GAS viability

assay, 105 HeLa cells were cultured in the presence of 50 3 105 GAS (MOI =

50) for 1 hr. Cells were then washed twice in complete RPMI medium contain-

ing 0.5% tannic acid (Sigma) and 20 mg/ml ampicillin (Euromedex, Mundol-

sheim, France) for 15 min at 37�C. Cells were then incubated in 0.5% tannic

acid and 20 mg/ml ampicilin complete RPMI for 0, 1, or 3 hr. At the indicated

time points, cells were washed in PBS and lysed in 200 ml sterile distilled water,

and serial dilutions of cell lysate were plated on Streptoccocus-selective

medium plates (Oxoid, Dardilly, France). The number of intracellular alive

GAS was determined by counting colony-forming units on plates.

SUPPLEMENTAL DATA

Supplemental Data include ten figures and can be foundwith this article online at
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Abstract

Autophagy is a conserved degradative pathway used as a host defense mechanism against intracellular pathogens.
However, several viruses can evade or subvert autophagy to insure their own replication. Nevertheless, the molecular details
of viral interaction with autophagy remain largely unknown. We have determined the ability of 83 proteins of several
families of RNA viruses (Paramyxoviridae, Flaviviridae, Orthomyxoviridae, Retroviridae and Togaviridae), to interact with 44
human autophagy-associated proteins using yeast two-hybrid and bioinformatic analysis. We found that the autophagy
network is highly targeted by RNA viruses. Although central to autophagy, targeted proteins have also a high number of
connections with proteins of other cellular functions. Interestingly, immunity-associated GTPase family M (IRGM), the most
targeted protein, was found to interact with the autophagy-associated proteins ATG5, ATG10, MAP1CL3C and SH3GLB1.
Strikingly, reduction of IRGM expression using small interfering RNA impairs both Measles virus (MeV), Hepatitis C virus
(HCV) and human immunodeficiency virus-1 (HIV-1)-induced autophagy and viral particle production. Moreover we found
that the expression of IRGM-interacting MeV-C, HCV-NS3 or HIV-NEF proteins per se is sufficient to induce autophagy,
through an IRGM dependent pathway. Our work reveals an unexpected role of IRGM in virus-induced autophagy and
suggests that several different families of RNA viruses may use common strategies to manipulate autophagy to improve
viral infectivity.
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Introduction

Macroautophagy (thereafter referred to as autophagy) is a

highly regulated self-degradative mechanism for intracellular

clearance and recycling of cytoplasmic contents [1]. During this

process large portions of the cytoplasm are engulfed into

autophagosomes that subsequently fuse with lysosomes to form

acidic autolysosomes where degradation occurs. The autophagy

process results from a cascade of reactions orchestrated by

autophagy-related genes (atg) encoding ATG proteins mostly

defined in yeast and for which numerous mammalian orthologs

have been identified [2]. However, the function of most of these atg

remains poorly characterized and several non atg mammalian

genes were also described to regulate autophagy. During

autophagy, the formation of an isolation membrane is initiated

by class III phophatidylinositol 3-kinase (PIK3C3)/Beclin1

containing complexes [3–5]. The elongation of the isolation

membrane involves two ubiquitin-like conjugation systems [6,7].

In one of them, ATG12 associates with ATG5 for the formation of

ATG12-ATG5-ATG16L1 molecular complexes that bind the

outer membrane of the isolation membrane. In the second, LC3 is

coupled with phosphatidylethanolamine to generate a lipidated

LC3-II form that is integrated in both the outer and inner

membranes of the autophagosome.

Whereas required at a basal level for cellular homeostasis

maintenance, autophagy is used as a universal innate cell defense

mechanism to fight intracellular pathogens allowing their delivery

to degradative lysosomes [8,9]. Studies involving overexpression or

knock-down of atg have demonstrated an important role for

autophagy in both innate antibacterial [10–12] and antiviral

defense [13,14]. Autophagy contributes to immune surveillance

via cytoplasmic sampling and delivery of intracellular pathogens or

components of these pathogens to endosomes and major

histocompatibility complex (MHC)-II molecules rich compart-

ments, thus promoting innate recognition by endosomal Toll-like

receptors (TLR) [15] and pathogen-adaptive immune response

PLoS Pathogens | www.plospathogens.org 1 December 2011 | Volume 7 | Issue 12 | e1002422



[16–18], respectively. However, since autophagy is a conserved

pathway, intracellular pathogens were submitted to an evolution-

ary pressure that led to the selection of pathogens with different

molecular strategies to avoid or subvert this process to their own

benefit [8].

RNA viruses include several viral species that are of major

concerns in public health such as Hepatitis C virus (HCV), human

immunodeficiency virus 1 (HIV-1), influenza A, Measles virus

(MeV) or Dengue virus. These viruses dispose of a limited number

of viral proteins to control major cellular pathways such as protein

production or degradation, cell survival and evasion from host cell

defense. Several RNA viruses have been shown to subvert

autophagy, nevertheless few viral molecular adaptations to host

autophagy have been identified [19–25]. HIV-1 and influenza A

are two viruses that block autophagosome maturation. It has been

shown that both HIV-1-NEF and influenza A-M2 proteins target

Beclin1 to prevent autolysosome formation [21,24]. The identi-

fication of new viral factors able to physically interact with

autophagy-associated proteins and the characterization of their

functional consequences on autophagy might provide insights on

the strategies used by RNA viruses to manipulate and/or subvert

this pathway.

The growing knowledge of the molecular partners underlying

the execution and the regulation of the autophagy process

prompted us to analyze whether this machinery is particularly

targeted by RNA viruses. Using a yeast two-hybrid approach and

bioinformatics analysis, we have determined how proteins from 5

different RNA virus families (Paramyxoviridae, Flaviviridae, Orthomyx-

oviridae, Togaviridae and Retroviridae) physically interact with host

autophagy-associated proteins. We have found that autophagy is a

functional network highly targeted by RNA virus proteins. In

particular, we observed that IRGM is able to interact with proteins

from 5 different RNA virus families. Although IRGM was

previously reported to play an autophagy-dependent anti-bacterial

function [26,27], the mechanisms underlying the role of IRGM in

autophagy remain poorly understood [27–29]. We found that this

protein interacts with several key proteins of the autophagy

process. Furthermore, we describe a role of IRGM in both virus-

dependent autophagy induction and virus production. Our results

suggest that different RNA virus families have a conserved way to

overcome the host autophagy pathway in order to lead to a

successful infection.

Results

RNA viruses interact with multiple autophagy-associated
proteins
To gain an insight on the molecular mechanisms by which RNA

viruses modulate the autophagy process, we tested whether viral

proteins belonging to various strains of 5 different viral families

(Paramyxoviridae, MeV, Mumps virus, Nipah virus; Flaviviridae,
HCV, Dengue virus, West Nile virus, Tick borne encephalitis virus

and Kyasanur forest disease virus; Orthomyxoviridae, Influenza A

virus; Retroviridae, HIV-1; Togaviridae, Chikungunya virus) were able

to physically interact with human autophagy proteins. We

established a list of 44 autophagy-associated proteins closely

involved in human autophagy, based on data available from the

literature showing the functional involvement of the proteins in

autophagy using either short interfering (si)-RNA shutting down

the expression of the considered protein or protein overexpression

(Figure 1A and Table S1). Proteins that despite their crucial

involvement in autophagy are broad signalling regulators of

different cellular pathways were not included in our study. From

this list 35 autophagy-associated proteins (Figure 1A in blue and

Table S2) were available to be tested pairwise in a yeast two-

hybrid array against 80 different viral proteins (Table S3). We

found 42 new protein-protein interactions (ppi) between viral

proteins and autophagy-associated proteins to which were added

the 10 ppi between RNA virus proteins and autophagy-associated

proteins described in the literature (Figure 1B and Table S4). We

further tested the ability of IRGM, GOPC and SQSTM1, the

most common RNA virus targets, to interact with three different

HIV-1 proteins (Table S3/S4). Overall, among the 17 different

autophagy-associated proteins we found to be targeted by RNA

virus proteins, 9 proteins interact with one RNA virus family, 5

interact with 2 different families (BECN1, BCL2, UVRAG,

ATG5, BNIP3), 2 interact with 3 different RNA virus families

(SQSTM1 and GOPC) and one autophagy-associated protein,

IRGM, is a common target of 5 different families of RNA viruses

(Paramyxoviridae, Flaviviridae, Orthomyxoviridae, Togaviridae, Retroviridae)

(Figure 1B, Figure S3 and Table S4).

RNA viruses target human autophagy-associated
proteins that form a highly interconnected protein
network
Here, our results show that RNA virus proteins interact with

more than 35% of the autophagy-associated proteins suggesting

that autophagy is a widely targeted functional network. This

targeting is highly significant as compared to the targeted human

proteome counterpart (exact Fisher test, p value ,2,2610216).

Nevertheless, a defined protein may play important roles in several

cellular functions; therefore a viral interaction with a particular

autophagy protein does not preclude an effect in a precise

pathway. To understand whether the proteins targeted by RNA

viruses are particularly dedicated to the autophagy process or may

be important to connect this conserved cellular function to other

cellular processes, we have established a comprehensive map of

ppi between the 44 autophagy-associated proteins (Figure 1C,

each node represents one autophagy-associated protein). We first

determined this network by systematically testing pairwise 35

autophagy-associated proteins (proteins in blue in Figure 1A) in a

Author Summary

Autophagy is a highly regulated cellular degradative
pathway for recycling of long-lived proteins and damaged
organelles. Autophagy is also used by host cells as a
defense mechanism against intracellular pathogens. Au-
tophagy can degrade pathogens or pathogen-derived
molecules trapped within specialized vesicles named
autophagosomes. Viruses and viral proteins are not an
exception. However, since autophagy is a conserved
pathway, viruses were submitted to an evolutionary
pressure that led to the selection of molecular strategies
which avoid or subvert this process to promote viral
replication. Nevertheless the molecular details of viral
interaction with autophagy remain largely unknown. We
determined the ability of 83 proteins of several families of
RNA viruses (including Hepatitis C virus (HCV), human
immunodeficiency virus 1 (HIV-1), Measles virus (MeV) and
influenza A virus) to interact with 44 human proteins
known to regulate autophagy and found that autophagy is
highly targeted by RNA viruses. Strikingly, immunity-
associated GTPase family M (IRGM), known for its role in
autophagy against bacteria, is the most targeted autoph-
agy protein. Its absence is detrimental for HCV, HIV-1 and
MeV production. Therefore, our data show that different
RNA viruses families use similar strategies to fine tune
autophagy to their own benefit.

RNA Viruses Target the Autophagy Network
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yeast two-hybrid array and incremented our own set of data with

those from the literature to build the autophagy network [30]

(Figure 1C, Table S5). Overall, the human autophagy network is

composed of a total of 150 ppi, among them we identified 23 novel

intra-autophagy network interactions (Figure 1C, blue edges).

Interestingly, the human autophagy network appears as a highly

interconnected cellular network, with a single connected compo-

nent of 40 proteins, and only four isolated proteins (ATG4D,

ATG9A, WIPI1 and HDAC6) for which to date no protein

interaction was identified within the network. This interconnec-

tivity is significantly higher than the theoretical interconnectivity

computed from resampled subnetworks (resampling test,

n = 10000, p value ,1024, Figure S1). This high significance

supports the functional consistency of the initially chosen group of

44 autophagy-associated proteins.

An important fraction of autophagy-associated proteins
are both central to the autophagy network and highly
connected to other cellular pathways
The 44 proteins of the autophagy network do not function in

isolation but interact with roughly at least 450 other cellular

proteins within the whole human protein interaction network [30].

To analyze the relative functional contribution of each of the 44

autophagy-associated proteins to the autophagic process without a

priori, we determined their respective connectivity and centrality

Figure 1. Targeting of the autophagy network by RNA viruses. (A) List of the 44 autophagy-associated proteins considered in this study.
Proteins represented in blue were used in yeast two-hybrid arrays. (B) Autophagy-associated proteins are targeted by RNA viruses. Graphical
representation of ppi network of autophagy proteins and RNA virus proteins. Red nodes represent autophagy-associated proteins. Dark grey nodes
represent RNA viral families. Blue edges represent novel ppi and gray edges represent ppi retrieved from the literature. The width of the red nodes is
proportional to the number of viral families targeting the autophagy-associated proteins. (C) RNA viruses targeted human autophagy network.
Graphical representation of the targeted human autophagy network. Each node represents one autophagy-associated protein. Black nodes are
autophagy-associated proteins with unknown RNA virus interactions and red nodes represent autophagy-associated proteins targeted by at least one
RNA virus protein. Blue edges represent novel ppi and gray edges represent ppi retrieved from the literature. The width of the nodes is proportional
to the number of autophagy-associated proteins directly interacting with the considered protein.
doi:10.1371/journal.ppat.1002422.g001

RNA Viruses Target the Autophagy Network
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within the autophagy network and within the whole human

protein interaction network (Figure 2A and Table S6) [31]. The

connectivity or degree of a protein is the number of direct

interacting partners of this protein We have defined the autophagy

context-dependent connectivity as the ratio of the protein

connectivity within the autophagy network over those within the

whole human protein interaction network [31] (Figure 2A and

Figure S2A). This highlights 10 different proteins that have more

than two thirds of their interactions inside the autophagy network,

suggesting that they might be particularly dedicated to the

autophagy network (Figure 2A, x axis.0.66). Examples include

several different ATGs (ATG3, ATG4A/B, ATG7) but also

BNIP3 and IRGM. Interestingly, half of the autophagy-associated

proteins have less than one third of their interactions within the

autophagy network i.e. are essentially connected outside this

network (Figure 2A, x axis,0.33). Examples include BCL2,

ATG5, ATG12 or BECN1, indicating that an important fraction

of autophagy-associated proteins might be involved in the crosstalk

between autophagy and other cellular pathways.

Although the number of connections of a protein is relevant, the

flux of information passing through this protein, illustrated by its

centrality or betweenness, is another critical parameter that

determines the influence of a protein in a network. We have

defined the autophagy context dependent-centrality as the ratio of

the protein betweenness within the autophagy network over those

within the whole human protein interaction network [31] (Figure 2A

and Figure S2B). Interestingly, most of the 44 autophagy-associated

proteins appear as essential components of the autophagy system

(Figure 2A, y axis.1). Among them were found most of the ATGs,

ULK1, BECN1, AMBRA1, PIK3C3 and PIK3R4, BNIP3 and

IRGM that exhibit increased betweenness values in the autophagy

network compared to the whole human interactome.

IRGM is highly targeted by RNA viruses
Our results show that RNA viruses mainly target proteins that

although central to this functional network connect autophagy to

other cellular functions (Figure 2A, y axis.1, targeted proteins

represented in red). Indeed, with the exception of three proteins

(IRGM, BNIP3 and TMEM74), all RNA virus-targeted autoph-

agy-associated proteins have more than 60% of their interactions

that take place out of the autophagy network (Figure 2A, x

axis,0.4 targeted proteins represented in red). Strikingly, IRGM

is noteworthy by being commonly targeted by 5 different families

of RNA viruses (Figure 1B and Figure S4) and by making all its

cellular protein interactions within the autophagy network

(Figure 2). These results prompted us to investigate whether

IRGM and the autophagy interactors we identified by yeast two-

hybrid (Figure 2B) could associate in mammalian cells. In co-

transfected human HeLa cells, we first found that IRGM co-

localizes with ATG10, ATG5, SH3GLB1 and MAP1LC3C

(Figure 2C). Furthermore, physical interactions between IRGM

and each of these autophagy-associated proteins were confirmed

by GST-co-affinity experiments in human cells (Figure 2D). We

found that endogenous IRGM colocalizes with endogenous

SH3GLB1 and ATG5 (Figure 2E), and that a small fraction of

endogenous ATG5 interacts with overexpressed IRGM but not

with SQSTM1 (Figure 2F and Figure S5). Together, our results

show that IRGM can interact with several autophagy-associated

proteins.

Autophagosome formation during MeV, HCV and HIV-1
infections depends on IRGM
IRGM being both particularly targeted by RNA viruses and

interacting with several autophagy-associated proteins, prompted

us to test whether this protein was involved in virus-induced

autophagy. We have found that IRGM interacts with MeV

(Paramyxoviridae family), HCV (Flaviviridae family), influenza A

(Orthomyxoviridae family) and HIV-1 (Retroviridae family) proteins

(Figure 1B, Figure S4 and Table S4), four viruses described to

induce autophagosome accumulation upon infection

[19,21,24,32]. To determine whether IRGM is involved in

autophagosome formation observed upon MeV, HCV and

influenza A infections we have abrogated IRGM expression using

specific si-RNA (Figure S6A–G), prior to infection in GFP-LC3-

HeLa cells, GFP-LC3-Huh 7.5 or GFP-LC3-A549 cells, respec-

tively. IRGM mRNA (Figure S6F) and endogenous protein

(Figure S6C–E, G) was detected in cell lines used in our studies.

The level of expression of the endogenous protein is specifically

decreased in cells treated with si-IRGM (Figure S6D/E), as

previously observed [28].

Autophagosomes were monitored by tracking the formation of

GFP-LC3-labelled structures representing LC3-II-containing au-

tophagosomes. The reduced expression of ATG5 induced by si-

RNA was used as a control for autophagy extinction (Figure S7).

First, we found that the reduced expression of IRGM did not

significantly modulate ongoing autophagy in each tested cell line

(Figure 3A/B, D/E, G/H). Second, as previously reported, we

found upon MeV (Figure 3A/B), HCV (Figure 3D/E) and

influenza A (Figure 3G/H) infections an increased number of

autophagosomes. Interestingly, the inhibition of expression of

either IRGM or ATG5 prevented the increase of autophagosomes

induced by MeV and HCV (Figure 3A/B/D/E). However,

contrarily to the reduced expression of ATG5, the inhibition of

expression of IRGM did not prevent significantly autophagosome

accumulation upon influenza A infection (Figure 3G/H).

We further tested the requirement of IRGM on MeV, HCV,

influenza A and HIV-1-dependent autophagy modulation by

monitoring the conversion of LC3-I (cytosolic form) to LC3–II

(autophagosome-bound lipidated form) by western blot in HeLa,

Huh 7.5, A549 cells and human monocyte-derived macrophages

(MDM), respectively. Without infection, we found that si-IRGM-

treated cells do not display modulation of the total amount of LC3-

II when compared to si-control treated cells (Figure 3C/F/I/J).

We next found that MeV infection did not lead to an increased

amount of LC3-II in si-control treated cells but instead a decrease,

when compared with uninfected si-control-treated cells. This

results might be the consequence of the increase of the autophagy

flux induced upon MeV infection leading to the formation of

productive autolysosomes, as we already reported [32]. Neverthe-

less, diminished IRGM expression reduced MeV-induced LC3-II

amount, similarly to si-ATG5 treatment (Figure 3C). HCV,

influenza A and HIV-1 were all reported to inhibit autophago-

some maturation [21,24,33]. We found that infection with these

viruses lead to an increased amount of LC3-II, when compared to

uninfected cells. Moreover, the diminished expression of IRGM

reduced HCV and HIV-1-increased LC3-II amount, similarly to

si-ATG5 treatment (Figure 3F/J), whereas it has no effect on

influenza A infection (Figure 3I).

Finally, we determined autophagy modulation during MeV,

HCV, influenza A and HIV-1 infections in the presence of

bafilomycin A1 (BAF), which inhibits acidification of the

autolysosomes (Figure S8). We found that upon BAF treatment

the total number of GFP-LC3 dots in MeV-infected cells was

further increased when compared with untreated MeV-infected

cells, and no further increased was observed upon HCV or

influenza A infections (Figure S8A–F). Upon HIV-1 infection a

slight increase of the total amount of LC3-II was detected in BAF-

treated cells when compared with uninfected cells (Figure S8G).
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Figure 2. IRGM, a protein that is highly targeted by RNA viruses, co-localizes and interacts with several autophagy-associated
proteins. (A) Autophagy-associated proteins contribute differently to the autophagy network. Autophagy-associated proteins are plotted according
to their context connectivity and context centrality. Autophagy context connectivity (x axis) is the ratio of interaction in autophagy network over the
interaction in the whole human protein interaction network. Autophagy context centrality (y axis) is the ratio of betweenness (log normalized values)
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Interestingly, the reduced expression of IRGM prevented the

accumulation of autophagosomes upon MeV, HCV or HIV-1

infections, but not upon influenza A virus infection in BAF-treated

cells (Figure S8).

Thus, altogether these results indicate that IRGM is involved in

MeV, HCV and HIV-1-mediated autophagosome accumulation.

IRGM modulates MeV, HCV and HIV-1 infectious particle
formation
We next evaluated whether IRGM could modulate MeV, HCV,

influenza A and HIV-1 infectious particle formation. To this end,

we have impaired IRGM expression by si-RNA, infected HeLa

cells, Huh 7.5 cells, A549 cells or human MDM with the

appropriate viruses and evaluated its effect on viral particle

formation. Looking at MeV infectivity, we first found that shutting

down the expression of the autophagy essential gene ATG5

impaired the production of infectious particles by more than

65%, indicating that MeV hijacks autophagy to its own benefit

(Figure 4A). Importantly, MeV infectious particle production was

equally compromised in absence of IRGM expression (Figure 4A).

Similar results were obtained concerning HCV infectivity for which

the involvement of autophagy in the formation of viral particles was

previously reported [20]. Interestingly we found that the absence of

IRGM compromised the production of infectious HCV particles by

more than 70%, similarly to the absence of ATG5 (Figure 4B). In

contrast, the reduced expression of IRGM does not impair influenza

A particle production (Figure 4C). Down regulation of ATG5 has

also no influence on the viral production, as previously reported

[21]. Finally, it was recently shown that autophagy modulates HIV

production in humanMDM [24,34]. We found here that absence of

IRGM compromised the production of HIV-1 particles by more

than 30%, similarly to the reduced expression of ATG5 (Figure 4D).

Overall our results show that IRGM is involved in the production of

viral particles of at least three different RNA viruses, MeV, HCV

and HIV-1.

MeV-C, HCV-NS3 and HIV-NEF proteins interact with
IRGM and induce autophagosome accumulation via a
molecular process involving this protein
To get a deeper insight on the molecular mechanisms

underlining IRGM’s role in both virus induced autophagy and

viral particle formation we have first analysed whether IRGM and

its putative viral MeV, HCV or HIV interactors could associate in

human cells. In co-transfected human HeLa cells, we found that

IRGM co-localizes with MeV-C, HCV-NS3 and HIV-NEF,

(Figure 5A). Furthermore, we confirmed the physical interaction

between IRGM and MeV-C, HCV-NS3 and HIV-NEF using

GST-co-affinity experiments (Figure 5B). Thus IRGM interacts

with proteins from several different RNA virus families.

We then determined whether the viral proteins able to interact

with IRGM, could modulate autophagosome formation. To this

end, MeV-C, HCV-NS3 or HIV-NEF were expressed in GFP-

LC3-HeLa cells and autophagy analyzed by tracking GFP+

autophagosomes. We found that each of these viral proteins

induced a significant increase of the number of autophagosomes

compared to the overexpression of GST, used as a control

(Figure 6A/B). Importantly, impairment of IRGM expression

leads to a decrease of the number of autophagosomes observed

upon overexpression of each of the three viral proteins, as the

reduced expression of ATG5 (Figure 6C/D/E/F). Thus, our

results show that the MeV-C, HCV-NS3 and HIV-NEF proteins

promote autophagosome accumulation via a molecular process

involving IRGM.

Discussion

Interactome RNA viruses/autophagy
We found that the autophagy network is highly and significantly

targeted by RNA viruses suggesting that this cellular process plays

an important role in virus biology. Our data suggest that RNA

viruses target proteins that although central to autophagy also

present a high number of physical connections with proteins

involved in other cellular functions. A recent analysis of the global

organization of the autophagy network revealed that this

conserved cellular function is connected to other cellular functions

such as proteolysis, signal transduction, phosphorylation and

vesicle transport [35]. Thus, molecular bridges between autophagy

and other cellular functions might be preferentially targeted by

RNA viruses. The ability to manipulate multifunctional proteins

might empower RNA viruses with the ability to fine-tune different

complementary cellular functions which are necessary for

successful virus infection and replication. A major challenge

remains to determine how these viral/cellular protein interactions

translate into functional changes imposed by RNA viruses on

autophagy and/or other connected cellular functions.

Interaction between viral proteins and autophagy-associated

proteins can be explained either by a viral adaptation to this

cellular function or alternatively autophagy-associated proteins

might be devoted to detection/binding of pathogen proteins to

promote anti-viral function. For instance, SQSTM1 (also called

p62) brings cargos of ubiquitinated proteins to autophagy

in autophagy network over the betweenness in the human protein interaction network. A protein with high degree and high betweenness ratios is
respectively defined as highly devoted and highly central in the autophagy context. Proteins in red represent autophagy-associated proteins targeted
by at least one RNA virus protein. The four proteins that are not connected to the autophagy network are not represented. (B) IRGM interacts with
ATG10, ATG5, SH3GLB1 and MAP1LC3C. IRGM was tested by yeast two-hybrid against 35 different autophagy-associated proteins. Positive
interactions with ATG10, ATG5, SH3GLB1 and MAP1LC3C were found. A reduced yeast two-hybrid matrix containing positive interactions and the
appropriate empty vector controls is shown. One experiment representative of three is shown. (C) IRGM co-localizes with autophagy-associated
proteins. GFP-IRGM was expressed in HeLa cells together with FLAG-ATG10, FLAG-ATG5, FLAG-SH3GLB1 or FLAG-MAP1LC3C. Fixed cells were then
stained with an anti-FLAG antibody and GFP-IRGM and FLAG-tagged proteins co-localisation was visualized on merged images by confocal
microscopy. Scale bars, 5 mM. (D) IRGM interacts with autophagy-associated proteins. HEK293T cells were co-transfected with GST and GST-tagged
expression vectors encoding the indicated proteins and FLAG-IRGM. Interaction was assayed by co-affinity purification (AP) using glutathione-
sepharose beads. FLAG-IRGM was detected using anti-FLAG antibody after (AP-GST, WB: FLAG) and before (total cell lysate-TCL, WB: FLAG) co-AP. GST
alone and GST-tagged proteins were detected by using anti-GST antibody (AP-GST, WB: GST). One experiment representative of two is shown. (E)
Endogenous IRGM co-localizes with endogenous SH3GLB1 and ATG5 in MeV infected cells. HeLa cells were infected with MeV Edmonston (MOI = 1)
for 24 hrs. Cells were fixed in acetone and both IRGM and/or SH3GLB1 or ATG5 were detected using specific antibodies. IRGM/SH3GLB1 or IRGM/
ATG5 protein co-localisation was visualized on merged images obtained by confocal microscopy. Scale bars, 5 mM. (F) Endogenous ATG5 interacts
with FLAG-IRGM. HeLa cells were transfected or not with FLAG-IRGM encoding vector and infected with MeV (MOI = 1) 24 hrs post-transfection. Cells
were lysed 24 hrs post-infection. Flag-tagged IRGM was immunoprecipitated and endogenous ATG5 binding was detected by western blot (top
panel). Overexpression and immunoprecipitation of FLAG tagged IRGM was confirmed by a western blot using (bottom panel).
doi:10.1371/journal.ppat.1002422.g002
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Figure 3. MeV, HCV and HIV-1-induced autophagosome accumulation is dependent on IRGM. (A–C) MeV-induced autophagy is
dependent on IRGM. GFP-LC3-HeLa (A–B) or HeLa cells (C) were treated with si-control, si-ATG5 or si-IRGM and either left uninfected or infected with
MeV Edmonston (MOI = 3) for 24 hrs. Autophagy was monitored either by evaluating the number of GFP-LC3+ vesicles per cell profile by confocal
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microscopy (A, B) or by detection of LC3-I and LC3-II by western-blot (C). Representative profiles for each condition (A) and the corresponding graph
representing the number of GFP-LC3+ vesicles per cell profile (B) are shown, error bars, mean 6 SD of three independent experiments. (C) One
experiment representative of three is shown. (D–F) HCV-induced autophagy is dependent on IRGM. GFP-LC3-Huh7.5 (D–E) or Huh7.5 (F) cells were
treated with the indicated si-RNA and either left uninfected or infected with HCV JFH-1 (MOI = 1) for 24 hrs. Autophagy was monitored as above. (E)
Error bars, mean6 SD of three independent experiments. (F) One experiment representative of two is shown. (G–I) Influenza A-induced autophagy is
not impaired by IRGM absence. GFP-LC3-A549 (G–H) or A549 (I) cells were treated with the indicated si-RNA and either left uninfected or infected
with influenza A/H1N1/New Caledonia (MOI = 1) for 24 hrs. Autophagy was monitored as above. (H) Error bars, mean 6 SD of two independent
experiments. (I) One experiment representative of two is shown. (J) HIV-1-induced autophagy is dependent on IRGM. Monocyte-derived
macrophages (MDM) were treated with the indicated si-RNA and were either left uninfected or infected with HIV-1 for 24 hrs. LC3-I and LC3-II
detection was carried out by western-blot as in C, F, I. One experiment representative of two is shown with the quantification number representing
the intensity of LC3-II/GAPDH bands normalized to the uninfected condition. Student’s t test; * p,0.05; ** p,0.01; # p.0.05.
doi:10.1371/journal.ppat.1002422.g003

Figure 4. IRGM reduced expression efficiently decreases MeV, HCV and HIV-1 viral particles production. (A) IRGM is necessary for MeV
infectious particle production. HeLa cells were treated with the indicated si-RNAs. Cells were infected with MeV (MOI = 3) for 24 or 48 hrs. Results
display average total infectious titers expressed as plate-forming units (pfu)/ml. Error bars, mean6 SD of three independent experiments. (B) IRGM is
required for HCV JFH-1 infectious particle production. Huh-7.5 cells were treated with the indicated si-RNAs prior to cell infection with HCV JFH-1
(MOI = 1). The infectivity of the virus-containing cell supernatants was determined at 24 and 48 hrs post-infection. Results display average infectious
titers. Error bars, mean6 SD of respectively three (24 hrs) or two (48 hrs) independent experiments. (C) IRGM-reduced expression does not modulate
influenza A infectious particle production. A549 cells were treated with the indicated si-RNAs prior to cell infection with Influenza A/H1N1/New
Caledonia (MOI = 0.1). The infectivity of the virus-containing cell supernatants was determined at 24 hrs post-infection. Results display average
infectious titers. Error bars, mean 6 SD of two independent experiments. (D) IRGM-reduced expression modulates HIV-1 production. MDM were
treated with the indicated si-RNAs prior to cell infection with HIV-1. The infectivity was determined at 24 hrs post-infection. Results correspond to one
experiment in triplicate, representative of four independent experiments. Student’s t test; * p,0.05; ** p,0.01; # p.0.05.
doi:10.1371/journal.ppat.1002422.g004
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degradation [36]. Recently, SQSTM1 was shown to protect mice

against Sindbis virus infection by promoting autophagy-dependent

but ubiquitination-independent capsid protein degradation [13].

We found here that SQSTM1 has a potential to bind proteins of at

least 3 different families of human-infecting RNA viruses. Whether

these interactions act in the host cellular defense or are viral

subversive pathways has to be tested in specific virus/host cell

contexts. GOPC is another highly targeted autophagy-associated

protein. However, GOPC appears to be poorly dedicated to

autophagy suggesting that its targeting might essentially affect non-

autophagy cellular processes.

Only two highly autophagy-dedicated proteins were found to

interact with RNA virus proteins, BNIP3 and IRGM. Another

targeted autophagy-associated protein, TMEM74 is exclusively

connected to the autophagy network, since we found it interacts

with BNIP3. BNIP3 and TMEM74 are involved in stress-induced

autophagy regulation [37,38]. Interestingly we found that BNIP3

is able to interact with a large number of proteins within the

autophagy network acting at different steps of the autophagic

process. This suggests that under specific conditions this protein

might allow the coordination and the concerted action of di-

fferent sub-networks necessary for autophagy progression/

inhibition. Whether BNIP3 and TMEM74 are effective during

viral infection is unknown, although they might both (co)-regulate

cellular responses to viral infection through autophagy

induction.

Figure 5. Co-localisation and physical interaction of IRGM with MeV-C, HCV-NS3 and HIV-NEF proteins. (A) IRGM co-localises with MeV-
C, HCV-NS3 and HIV-NEF. GFP-IRGM was expressed in HeLa cells together with FLAG-MeV-C or FLAG-HCV-NS3 or FLAG-HIV-NEF. Co-localisation
between GFP-IRGM and FLAG-tagged proteins was visualized as in figure 2B. Scale bars, 5 mM. (B) IRGM physically interacts with MeV-C, HCV-NS3 and
HIV-NEF. HEK-293T cells were co-transfected with expression vectors encoding FLAG-IRGM and GST alone or GST fused to the indicated viral proteins.
Co-purification of IRGM with viral proteins was assessed as in figure 2C. One experiment representative of two is shown.
doi:10.1371/journal.ppat.1002422.g005
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Figure 6. MeV-C, HCV-NS3 and HIV-NEF proteins modulate autophagy via IRGM. (A–B) Overexpression of MeV-C, HCV-NS3 and HIV-NEF
modulates autophagosome formation. (A–B) GFP-LC3 HeLa cells were transfected with a GST encoding vector (control) or a vector encoding MeV-C,
HCV-NS3 and HIV-NEF proteins. Twenty four hours post transfection the number of autophagic vesicles was determined by confocal microscopy.
Representative profiles for each condition (A) and the corresponding graph representing the number of GFP-LC3+ vesicles per cell profile (B) are

RNA Viruses Target the Autophagy Network

PLoS Pathogens | www.plospathogens.org 10 December 2011 | Volume 7 | Issue 12 | e1002422



IRGM, an autophagy-associated protein highly targeted
by RNA viruses
We focused our functional work on IRGM since our data

support that this protein might be an important regulator of

autophagy. We would thus expect that the interaction of a viral

protein with IRGM might trigger a functional and specific effect

on this cellular function. Many immunity associated GTPases

(IRG) exist in mammals and these proteins play an important role

in defense against intracellular pathogens [39]. Only two IRG

exist in humans, IRGC and IRGM [40]. IRGM is a genetic risk

factor in Crohn’s disease and tuberculosis [41–43]. Human IRGM

is constitutively expressed, contrarily to its mouse homolog Irgm1,

and it was shown to regulate both IFN-c- and rapamycin-induced

autophagy in human macrophages [27]. Nevertheless the

molecular mechanism underlying its function in autophagy

remains poorly understood. A recent study reported a role of

IRGM in mitochondrial fission important for autophagic control

of intracellular mycobacteria [29]. Furthermore loss of tight

regulation of IRGM expression compromises the control of

intracellular replication of Crohn’s disease-associated adherent

invasive Escherichia coli by autophagy [28]. However, prior to our

study no molecular protein connection of IRGM with autophagy

has been reported. We found that IRGM is able to directly

interact with several autophagy proteins, whereas we did not find

any other IRGM interacting human proteins through a yeast two-

hybrid screen against a normalized human spleen cDNA library

(data not shown). IRGM molecular partners in the autophagy

network are involved in the initiation/elongation phases (ATG5,

ATG10, MAP1CL3C and SH3GLB1) suggesting that IRGM

would modulate the initial steps of autophagy. As previously

described [29], we found that IRGM is located in the

mitochondrial fraction (Figure S9). This suggests that IRGM

interactions with autophagy-associated proteins might take place

at the mitochondria, in initial phases of the autophagic process. At

least two of the potential IRGM interactors might be partially

located at the mitochondria under particular cellular contexts.

ATG5 was shown to be able to physical associate with a

mitochondria located protein IPS-1/MAVS [44]. Additionally, a

fraction of SH3GLB1 is located in the mitochondria and is

required for the maintenance of mitochondrial morphology

[45].

IRGM is known to play a protective role against bacterial

infection favoring IFNc-mediated autophagy elimination of

Mycobacterium bovis in macrophages [27] and anti-bacterial

autophagy responses in epithelial cells against Salmonella thyphymur-

ium [26] and adherent-invasive Escherichia coli [28,46]. However,

we found that in the context of RNA virus infections, IRGM does

not contribute to a protective role but instead promotes virus

replication. Virus/host co-evolution might have lead to subversion

of an initial protective mechanism initiated by IRGM/viral

protein interaction. Indeed, autophagy induction involving IRGM

is ultimately exploited by MeV, HCV and HIV-1 and favours viral

infectious particle production. Thus for viruses able to inhibit

autophagy maturation, additional molecular virus/autophagy

interaction would be necessary to block this specific step. In line

with this hypothesis, HIV was recently shown to inhibit

autophagosome maturation in 293T and we also found here that

HIV-1 may partially inhibit autophagosome maturation in human

MDM (Figure S8G). HIV-1-mediated inhibition of autophagy

maturation was described to involve HIV-NEF via its interaction

with BECN-1 [24]. HCV infection was also reported to prevent

autophagosome maturation at an early time of infection ([33] and

Figure S8C/D). Alternatively, viral proteins may specifically target

IRGM to promote autophagy. Importantly, IRGM-interacting

viral proteins MeV-C, HCV-NS3 and HIV-1-NEF, induce

autophagy in an IRGM-dependent pathway. Viral proteins might

facilitate IRGM interaction with its autophagy partners, by

facilitating its relocalization to or stabilization with autophagy-

associated proteins involved in the initiation phases of autophago-

some formation. Interestingly, the mouse IRGM homolog, Irgm1

was found to bind specific phosphoinositides, through a

carboxy (C)-terminal amphipathic helical segment, allowing

the recruitment of Irgm1 on nascent and early phagosomes

[47].

Although we found that IRGM can interact with influenza A

proteins, we found that its absence does not influence influenza A-

induced autophagy. Cell infection by influenza A was reported to

inhibit autophagy maturation, what we also observed using BAF-

treatment (Figure S8E/F) [21]. It is possible that interaction might

either not be engaged upon influenza A infection or be involved in

other not yet identified IRGM-associated cellular process.

Autophagy is a process that has the potential to degrade

pathogens or pathogen-derived molecules trapped within autop-

hagosomes. Viruses and viral proteins are not an exception.

Nevertheless its ability to promote cell survival under stress

conditions might be beneficial to virus since a major defense

mechanism against viral infection is cell death. Overriding this

mechanism can give rise to infected cell survival and further viral

spread. Furthermore autophagy might provide membranous

surfaces required for viral replication. Therefore the molecular

analysis of the interplay between viruses and autophagy as well as

of its consequences on viral and cellular biology might be of

importance to control viral infection. We highlight here and

unrevealed role of IRGM in autophagy subversion by RNA

viruses. Our semi-global interactome approach opens many doors

for a better understanding of the interplay between autophagy and

RNA viruses by suggesting many possible molecular targets of

RNA viruses among the autophagy-associated proteins.

Materials and Methods

Ethics statement
The experiments in this article were performed at Biological

Safety Level 2 and 3 in accordance with the regulations set forth

by the by the national French committee of genetic (commission

de génie génétique). Venous blood from anonymous healthy

human volunteers was obtained from the blood bank (Etablisse-

ment Français du Sang) in accordance with its guidelines,

published in the French Journal Officiel, with informed written

consent from each volunteer.

Plasmids and Gateway cloning
All constructions were performed with a Gateway recombina-

tional cloning system (Invitrogen).

shown, error bars, mean6 SD of three independent experiments. (C–F) MeV-C, HCV-NS3 and HIV-NEF modulate autophagosome formation partly via
IRGM. (C) GFP-LC3 HeLa cells were treated with si-control, si-ATG5 or si-IRGM 24 hrs prior transfection with vector encoding for MeV-C, HCV-NS3 or
HIV-NEF. After an additional 24 hrs, cells were fixed and the number of autophagosome was determined by confocal microscopy. Representative
profiles for each condition (C) and the corresponding graph representing the number of GFP-LC3+ vesicles per cell profile (D–F) are shown, error bars,
mean 6 SD of three independent experiments. Student’s t test; * p,0.05; ** p,0.01.
doi:10.1371/journal.ppat.1002422.g006
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Autophagy-associated proteins ORFs
Complete cDNA for 35 autophagy-associated proteins were

purchased from several providers (Table S2). Most cDNAs were

available in a pDONR vector (Gateway technology, Invitrogen).

For ATG4D, ATG9A, BECN1, IRGM and ULK1, a PCR

product containing attB sites was generated. Primers used in

Gateway cloning are available upon request. These attB-PCR

products were used in a BP recombination reaction (Invitrogen).

Viral ORFs
All 80 viral ORFs used are available in ViralORFfeome

ORFeotheque in a gateway pDONR vector [48] (Table S3). For

the HIV-1 ORFs NEF, VPR, VIF a PCR product containing attB

sites was generated.

Yeast two-hybrid array (autophagy vs autophagy and
viruses vs autophagy)
35 autophagy-associated cDNAs were transferred by in vitro

recombination from a pDONR into both pGBKT7 and pACT2.

These constructs were respectively transformed in both bait strain

AH109 (Clontech) and prey strain Y187 (Clontech). Viral ORFs

(baits) (Table S3) were transferred by in vitro recombination from a

pDONR into the yeast expression vector pGBKT7 and trans-

formed into the yeast bait strain AH109. Autophagy-associated

ORFs (prey) were transferred into pACT2 and transformed into

the yeast strain Y187. Yeast cells were mated and subsequently

plated on a selective medium lacking histidine to test the

interaction-dependent transactivation of the HIS3 reporter gene.

Protein-protein interaction from the literature
All binary interactions between human autophagy proteins were

extracted from the VirHostNet knowledge base and manually

checked in each original paper. Protein-protein interaction

network graphics were performed using the networks GUESS

tool (http://graphexploration.cond.org).

Networks metrics
The degree k of a node v in a graph G is the number of edges

that are incident to this node. The betweenness b of a node v in a

graph G can be defined by the number of shortest paths going

through the node v and is normalized by twice the total number of

protein pairs in the graph G (n*(n-1)). The equation used to

compute betweenness centrality, b(v), for a node v is:where gij is

the number of shortest paths going from node i to j, i and j, V and

gij(v) the number of shortest paths from i to j that pass through the

node v:

b(v)~
1

n|(n{1)
|

X
i,j,v[V
i=j=v

gi j(v)

gi j

Interconnectivity significance
The overall statistical significance of the observed autophagy-

associated proteins interconnectivity (number of protein-protein

interactions) was assessed by a random resampling testing

procedure (n = 10,000 permutations).

Cells
HeLa and GFP-LC3-HeLa cells were maintained in RPMI

1640 supplemented with 0,5 mg/mL gentamicin, 2 mM L-

glutamine and 10% fetal calf serum. HEK293T, Huh7.5, GFP-

LC3-Huh7.5, A549, GFP-LC3-A549, Vero cells and MDCK were

maintained in DMEM supplemented with 0,5 mg/mL gentami-

cin, 10% fetal calf serum. Additionally Huh7.5 and Huh7.5-GFP-

LC3 were supplemented with 1% of non-essential amino acids.

Monocytes were purified from the blood of healthy human donors.

Human monocytes were cultured in RPMI 1640 supplemented

with 10% fetal calf serum and differentiated into macrophages

using 10 ng/mL of rh-M-CSF during 6 days (Immunotools,

Friesoythe, Germany).

Transfection
HEK293T cells were transfected using jetPEI (PolyPlus, Illkirch,

France) according to manufacturer’s instructions. HeLa, GFP-

LC3-HeLa, Huh 7.5, GFP-LC3-Huh 7.5 were transfected using

lipofectamine 2000 (Invitrogen). A549 and GFP-LC3-A549 were

reverse transfected using lipofectamine 2000.

Antibodies
Anti-Glutathione-S-Transferase (GST) peroxidase (A7340), anti-

FLAG M2 peroxidase (A8592), anti-MAP1LC3B (L7543), anti-

Actin (A2066), anti-Myc (C3956), anti-ATG5 (A0856) and anti-

eGFP (G6795) were from Sigma (St Louis, Mo, USA). Anti-IRGM

(NT) antibody PK-AB718-4543 was purchased from PromoKine

(Heidelberg, Germany) was used for immunofluorescence studies.

Anti-IRGM (ab93901) purchased from abcam (Cambridge, UK)

was used to detect IRGM by western blot. Anti-ATG5 mouse

monoclonal antibody clone 177.19 from Millipore was used to

detect endogenous ATG5 by immunofluorescence. Anti-

SH3GLB3 mouse monoclonal purchased from Sigma (St Louis,

Mo, USA) was use to detect endogenous protein by immunoflu-

orescence. Anti-cytochrome c mouse monoclonal was purchased

from BD Biosciences (Le Pont de Claix, France) and the anti-

GAPDH mouse monoclonal from Santa Cruz Biotechnology

(Santa Cruz, USA). Anti-rabbit HRP (NA 934) was from

Amersham Biosciences (Uppsala, Sweden). Anti-mouse Alexa

Fluor 568 and 488 was purchased from Invitrogen (Molecular

Probes).

Confocal microscopy
HeLa cells were co-transfected with GFP–IRGM and FLAG

tagged ATG10, ATG5, SH3GLB1, MAP1LC3C, MeV-C, HCV-

NS3 or HIV-NEF. After 24 h cells were fixed with 2%

paraformaldehyde stained using an anti-FLAG antibody followed

by secondary antibody conjugated to Alexa Fluor 568. For

endogenous IRGM detection by immunofluorescence, MeV

infected HeLa cells were fixed in cold acetone and IRGM was

detected using an anti-IRGM polyclonal antibody from Promo-

Kine (Heidelberg, Germany) followed by a secondary antibody

conjugated to Alexa Fluor 488. Endogenous ATG5 or SH3GLB1

were detected respectively using an anti-ATG5 mouse monoclonal

antibody clone 177.19 from Millipore or an anti-SH3GLB3 mouse

monoclonal from Sigma (St Louis, Mo, USA). Virus infected GFP-

LC3-expressing cells were fixed with 4% paraformaldehyde.

Bafilomycin A1 for flux experiments was purchased from Sigma

(St Louis, Mo, USA SIGMA). GFP-LC3 HeLa cells and GFP-LC3

A549 were treated for 5 hrs with 100 nM of bafilomycin while

GFP-LC3 Huh 7.5 cells were treated for 24 hrs. The number of

GFP+ vesicles per cell profile was numerated from one single plan

section per cell. In each case, number of GFP+ vesicules was

numerated from 100 to 200 cells for each experiment. All the cells

were analyzed using a Axiovert 100 M microscope (Zeiss,

Göttingen, Germany) equipped with the LSM 510 system (Zeiss)

and observed with a magnification of 636 (oil immersion).
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Co-AP purification
1.5 mg of each expression vector were transfected in HEK293T

cells. Cell lysis was done 48 hrs post-transfection. Glutathione-

sepharose 4B beads (GE healthcare, Saint Cyr au Mont d’Or,

France) were used for the co-AP purification. For the indicated

experiments HEK293T cells were transfected with both pCi-neo-

3X FLAG and pDESTmyc expression vectors. Protein G

sepharose 4B beads coated with 1 mg of anti-Myc antibody were

used for a co-AP.

106106 HeLa cells were transfected or not with pCi-neo-3X

FLAG IRGM and infected with MeV (MOI= 1) 24 hrs post-

transfection. Cells were lysed 24 hrs post-infection. Protein G

sepharose 4B beads coated with 1 mg of anti-FLAG mouse

monoclonal antibody were used for a co-AP of the FLAG tagged

IRGM. Endogenous ATG5 associated to FLAG-tagged IRGM

was detected using anti-ATG5 from Sigma (A0856).

Small interfering RNA experiments
Smartpool si-ATG5, si-IRGM and control si-RNA were from

Dharmacon (Perbio, Brebières, France). 1.105 HeLa, HeLa-GFP-

LC3, Huh 7.5, Huh 7.5-GFP LC3 cells were plated in 6-well plates

24 hrs prior to transfection with 100 rmol si-RNA using

Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen) according to manufactur-

er’s instructions. A549 cells and GFP-LC3-A549 were reverse

transfected. Human MDM were transfected with 3 mg of si-RNA

using Amaxa Human Macrophage Nucleofector Kit according to

manufacturer’s instructions.

Preparation of mRNA and cDNA synthesis
Total RNA was extracted from 106106 cells, isolated by using

total RNeasy isolation kit Qiagen and treated with DNAse (DNase

Ambion Turbo DNA free, Ambion) to remove genomic DNA

according to manufacturers instructions. Oligotex Direct mRNA

isolation kit (Qiagen) was used to isolate mRNA from total RNA

and cDNA was synthesized using mRNA (0.5 mg) by High

Capacity RNA-to-cDNA Master Mix (Applied BioSystems)

according to manufacturers instructions.

mRNA quantification
IRGM mRNA was quantified with a quantitative real-time

polymerase chain reaction (qRT-PCR). qRT-PCR reactions were

performed with the StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied)

using the FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) (Roche).

cDNA was synthesized using the mRNA from the cells as template,

and RT2 qPCR Primer Assay for Human IRGM (Qiagen) was used.

The amount of measured transcripts was normalized to the amount

of the Ribosomal protein S9 transcript. Melting curve analysis was

performed after each run to analyse specificity of primers. We

assessed the presence of contaminating genomic DNA using a

minus-reverse transcriptase control in qRT-PCR experiments.

Endogenous IRGM detection by western blot
106106 HeLa or Huh 7.5 cells were treated with Smartpool si-

IRGM and control si-RNA were from Dharmacon. After mRNA

extraction as previously described 4 volumes of cold (220uC) acetone

was added to cell lysates and incubated for 60 min at220uC. Solution

was centrifuged 20 min at 13,000 x g. Supernatant was discarded,

pellet was dried and ressupended in NuPage LDS sample buffer

(Invitrogen) with bond-breaker TCEP solution (Thermo Scientific).

MeV strain infection and titration
HeLa cells were infected with the MeV Edmonston strain 6 h

post-seeding at MOI of 3 for 24 or 48 hrs. Following 5 cycles of

freezing at 280uC and defrosting at 37uC total infectious particles

were quantified by limiting dilution on confluent Vero cells.

HCV strain infection and titration
Huh-7.5 cells were infected with HCV JFH1 strain 6 h post-

seeding at a MOI of 1. The level of virus particles present in

culture supernatants was determined by end-point dilution and

Core-specific immunofluorescence staining as described 24 or

48 hrs post-infection [49].

Influenza A strain, infection and titration
A549 cells were infected with influenza virus A/New Caledonia

(H1N1) at a MOI of 0.1. Cell supernatants were harvested at

24 hrs post-infection and samples were titrated by plaque assay

(PFU) in MDCK cells under agar overlay.

HIV-1 strain and infection
HIV-1 infections were performed with normalized amounts of

supernatants of R5 HIV-1-transfected cells. MDM were infected

with 250 mL of a viral solution containing 170 ng/mL p24 for

2 hrs at 37uC. Cells were then centrifuged during 5 minutes at

1200 rpm and the supernatant was removed. The cells were

cultured for 1 day in 1 mL of complete medium containing M-

CSF. Infection was followed by measuring HIV-1 gag p24 in the

supernatants of the infected cells using a p24 antigen capture

ELISA (Innogenetics).

Supporting Information

Figure S1 Interconnectivity distribution. The resampled

number of ppi between the 44 proteins of the autophagy network

(interconnectivity) was computed n=10.000 times based on a

random resampling procedure. The observed interconnectivity

inside the autophagy network (n = 150) appears significantly

greater than the maximum number obtained after resampling.

Similar interconnectivity was observed excluding our own yeast

two-hybrid data set (n = 123).***p,0.0001.

(TIF)

Figure S2 Autophagy-associated proteins contribute
differently to the autophagy network. Autophagy-associated
proteins are plotted according to their context connectivity (A), or

context centrality (B), corresponding to the x and y axis of the

Figure 2A, respectively.

(TIF)

Figure S3 Targeting of human autophagy network by
different RNA virus families. (A) Human autophagy network

targeted by proteins from the Paramyxoviridae family (MeV,

Mumps). (B) Flaviviridae (Kyasanur forest disease virus, HCV,

Tick-borne encephalitis virus. (C) Orthomyxoviridae (influenza A).

Each node represents one autophagy-associated protein. Black

nodes represent autophagy-associated proteins with unknown

RNA virus interactions and red nodes represent autophagy-

associated proteins targeted by at least oneviral protein from a

particular family. Blue edges represent novel ppi. Gray edges

represent ppi retrieved from the literature. The width of the nodes

is proportional to the degree of the proteins in the autophagy

network context, i.e. the number of autophagy-associated proteins

directly interacting with the considered protein.

(TIF)

Figure S4 Interaction of IRGM with RNA viruses
proteins. IRGM was tested by yeast two-hybrid against 83 viral

proteins from 5 different RNA virus families. Positive interactions

with proteins from viruses of the Paramyxoviridae, Flaviviridae,

RNA Viruses Target the Autophagy Network

PLoS Pathogens | www.plospathogens.org 13 December 2011 | Volume 7 | Issue 12 | e1002422



Orthomyxoviridae, Togaviridae and Retroviridae family were found. One

experiment representative of three is shown.

(TIF)

Figure S5 Endogenous ATG5 interacts with overex-

pressed IRGM. HeLa cells were transfected with 0.5 mg of

expression vector encoding FLAG-SQSTM1 or FLAG-IRGM.

Cells were lysed and an affinity purification with an anti-FLAG

antibody was performed. A) Affinity purified samples (AP) and

total lysate were probed with an anti-ATG5 (A) or with and anti-

FLAG antibody (B).

(TIF)

Figure S6 Endogenous IRGM expression and si-IRGM

efficiency. (A) si-IRGM efficiency on exogenous eGFP IRGM

expression in HeLa, Huh7.5 and A549 cells. Cells were transfected

with 1.5 mg of expression vector encoding eGFP-IRGM and

simultaneously treated with control or IRGM specific si-RNAs for

48 hrs. Cells were lysed and analyzed by western-blot for the

expression of eGFP (top panel) and actin (bottom panel) detection.

(B) Anti-IRGM antibody recognition of Flag tagged IRGM. HeLa

cells were transfected with 0.5 mg of expression vector encoding

FLAG-IRGM and simultaneously treated with control or IRGM

specific si-RNAs for 24 hrs. Cells were lysed and analyzed by

western-blot for the expression of IRGM. (C) Full-length protein

gel with size markers showing endogenous IRGM expression in

Huh7.5 and A549 cells side to side with overexpressed IRGM

silenced by si-IRGM. (D) Huh7.5 cells treated with si-control or si-

IRGM. (E) si-IRGM efficiency on endogenous IRGM. HeLa and

Huh 7.5 cells were treated with control or IRGM si-RNAs for 24

hrs. Cells were lysed and analyzed by western-blot for IRGM (top

panel) and actin (bottom panel) detection. (F) si-IRGM efficiency

on endogenous IRGM mRNA. 106106 cells HeLa, Huh 7.5 and

A549 cells were treated with control or IRGM si-RNAs for 24 hrs.

Total RNA was extracted, mRNA was isolated and cDNA was

synthesized. IRGM mRNA was quantified with a quantitative

real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR). The amount of

measured transcripts was normalized to the amount of the

Ribosomal protein S9 transcript. (G) Endogenous IRGM

expression (red) was assessed by immunofluorescence in HeLa

and Huh 7.5 cells treated with si-control or si-IRGM. Nuclei were

labelled with DRAQ5 (blue).

(TIF)

Figure S7 si-ATG5 efficiency. (A-B-C) si-ATG5 efficiency in

HeLa (A), Huh7.5 (B) and A549 (C) cells. Cells were treated with

control or ATG5 si-RNAs for 48 hrs and were either uninfected or

infected with MeV (MOI= 3), HCV JFH-1 (MOI=1) or influenza

A/H1N1/New Caledonia (MOI= 1) for 24 hrs. Cells were lysed

and analyzed by western-blot for the expression of ATG5 (top

panel) and actin (bottom panel) detection.

(TIF)

Figure S8 MeV, HCV and HIV-1-induced autophago-

some accumulation is dependent on IRGM. (A-B) MeV-

induced autophagy is dependent on IRGM. GFP-LC3-HeLa were

treated with si-control, si-ATG5 or si-IRGM and either left

uninfected or infected with MeV Edmonston (MOI= 3) for 24 hrs.

Cells were treated with 100 nM bafilomycin during the last 5 hrs

of infection. Autophagy was monitored by evaluating the number

of GFP-LC3+ vesicles per cell profile by confocal microscopy.

Representative profiles for each condition (A) and the correspond-

ing graph representing the number of GFP-LC3+ vesicles per cell

profile (B) are shown, error bars, mean 6 SD of duplicates. One

experiment representative of three done in duplicate is shown. (C-

D) HCV-induced autophagosome accumulation is dependent on

IRGM. GFP-LC3-Huh7.5 were treated with si-control, si-ATG5

or si-IRGM and either left uninfected or infected with HCV JFH-

1 (MOI= 1) for 24 hrs. Cells were treated with 100 nM

bafilomycin during infection. Autophagy was monitored by

evaluating the number of GFP-LC3+ vesicles per cell profile by

confocal microscopy. Representative profiles for each condition

(C) and the corresponding graph representing the number of GFP-

LC3+ vesicles per cell profile (D) are shown, error bars, mean 6

SD of duplicates. One experiment representative of three done in

duplicate is shown. (E-F) Influenza A-induced autophagosome

accumulation is not impaired by IRGM absence. GFP-LC3-A549

were treated with si-control, si-ATG5 or si-IRGM and either left

uninfected or infected with influenza A/H1N1/New Caledonia

(MOI= 1) for 24 hrs. Cells were treated with 100 nM bafilomycin

during the last 5 hrs of infection. Autophagy was monitored by

evaluating the number of GFP-LC3+ vesicles per cell profile by

confocal microscopy. Representative profiles for each condition (E)

and the corresponding graph representing the number of GFP-

LC3+ vesicles per cell profile (F) are shown, error bars, mean 6

SD of duplicates. One experiment representative of three done in

duplicate is shown. (G) HIV-1-induced autophagosome accumu-

lation is dependent on IRGM. Monocyte-derived macrophages

(MDM) were treated with the indicated si-RNA and were either

left uninfected or infected with HIV-1 for 24 hrs. Cells were

treated with 100 nM bafilomycin during infection. Cells were lysed

and analyzed by western-blot for the detection of LC3-I and LC3-

II (top panel) and GADPH (bottom panel). One experiment

representative of three is shown with the quantification number

representing the intensity of LC3-II/GAPDH bands normalized to

the uninfected condition.

(TIF)

Figure S9 IRGM is located at the mitochondria. HeLa

cell cytosol or mitochondria fractions (Qproteome Mitochondria

Isolation Kit) were probed for the presence of IRGM, cytochrome

c or GAPDH.

(TIF)

Table S1 Autophay-associated proteins. 44 different

proteins were considered as autophagy-associated proteins based

on the PMID demonstrating protein role in autophagy (third

column of the table). The Ensembl gene identifier, official name,

synonym(s) and Ensembl description are indicated. Gene names

indicated in italic are the usual names found in the literature.

(XLS)

Table S2 Autophagy-asscociated proteins used in ex-
perimental work. Complete cDNA for 35 autophagy-associat-

ed proteins were purchased from several different providers

referenced in this table. Ensembl gene identifier, official name,

supplier and purchased vector are indicated.

(XLS)

Table S3 Viral proteins used in experimental work.
GenBank identifier of the viral proteins tested, ViralORFeome

clone identifier, viral strain, viral protein domain, virus, viral

family are indicated.

(XLS)

Table S4 Protein/protein interactions of virus/autoph-
agy-associated proteins by yeast two-hybrid array. Each
individual virus/autophagy-associated proteins ppi is represented

as an individual line of the table. For each interaction, the

autophagy-associated protein official name and Ensembl gene

identifier are indicated. GenBank identifier of the viral protein

involved in the interaction as well as the ViralORFeome clone

identifier, viral strain, viral protein domain, virus, viral family are
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indicated under the same table line. The PMID of the interactions

found in the literature is indicated.

(XLS)

Table S5 Protein/protein interactions between autoph-
agy-associated proteins by yeast two-hybrid array. Each
individual ppi among autophagy-associated proteins is represented

as an individual line of the table. For each interaction, the two

autophagy-associated proteins involved are given with their official

names and Ensembl gene identifiers. The PMID of the

interactions found in the literature is indicated.

(XLS)

Table S6 Autophagy network metrics. For each of the

autophagy-associated proteins its official name and Ensembl gene

identifier, its degree in the human interactome, its adjusted

betweenness in the human interactome, its degree in the

autophagy network and its adjusted betweenness in the autoph-

agy-network are indicated.

(XLS)
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