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RÉSUMÉ 

Ces dernières années, l'autophagie a été grandement étudiée dans le but de trouver de 
nouvelles cibles thérapeutiques pour lutter contre le VIH. L'autophagie consiste en la 
dégradation de matériel intracellulaire par les lysosomes et ce matériel est livré par une 
structure nommée autophagosome. Il a été démontré que l'exposition au VIH-l active 
l'autophagie dans les cellules humaines. TRIM5a est une protéine intracellulaire 
antirétrovirale qui lie la capside des rétrovirus et induit la dégradation des rétrovirus 
lorsqu'ils pénètrent dans une cellule. De plus, des études récentes suggèrent que cette 
protéine stimule l'autophagie dans les cellules humaines. Le but de cette étude est donc 
de déterminer l'impact de TRIM5a sur l'autophagie dans des lignées cellulaires cibles du 
VIH-l , soit dans les THP-l et les Jurkat. Pour ce faire, nous avons étudié le rôle de 
TRIM5a sur le flux autophagique basal. Nous croyons que TRIM5a tient un rôle dans 
l'initiation de l'autophagie dans les THP-l et dans la régulation du flux autophagique. 
Puis, nous avons infecté ces cellules avec des vecteurs du VIH pour déterminer le rôle de 
TRIM5a sur l'autophagie en présence de rétrovirus. Nous démontrons également que 
TRIM5a tient un rôle dans le flux autophagique dans les THP-l et les Jurkat lors 
d'infections rétrovirales. Les recherches sur TRIM5a et l'autophagie pourraient conduire 
à identifier un moyen de rendre la protéine plus efficace dans son rôle de reconnaissance 
des rétrovirus qui mène à la dégradation de ces derniers . Les recherches sont également 
indispensables pour comprendre comment l'autophagie est impliquée lors d'une infection 
au VIH. 

Mots-clés: TRIM5a, VIH-l , autophagie, autophagie sélective 
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CHAPITRE 1 

INTRODUCTION 

1.1 Le virus de l'immunodéficience humaine 

1.1.1 Historique 

Dans les années 1980-1981, avant même qu'il y ait un nom pour cette maladie, 

cinq hommes homosexuels ont été hospitalisés pour des infections pulmonaires rares à 

Pneumocystis carinii1
• Le U.S. Centers for Disease Control and Prevention (CDC) 

était alors alerté. Le diagnostic de pneumonie Pneumocystis a été confirmé pour les 

cinq patients et ils montraient tous des signes d'immunosuppression. D'autres cas 

similaires ont été observés dans plusieurs autres pays et le terme AIDS (syndrome 

d'immunodéficience acquise) fut adopté. C'est en 1983 que le virus du VIH-l fut isolé 

pour la première fois, initialement appelé LAV (Lymphadenopathy Associated Virus) ou 

HTLV-IIl (Hum an T-Lymphotropic Retrovirus IIlf 

1.1.1.1 Problématique actuelle 

Depuis le début de l'épidémie au VIH, c'est plus de 40 millions de personnes qui 

sont mortes du SIDA et plus de 80 millions de personnes qui ont été infectées3
. 

Les recherches effectuées et les thérapies antirétrovirales sont donc essentielles pour 

diminuer le nombre d'infections et de décès par an. De nos jours, avec les thérapies 

antirétrovirales, le taux de mortalité relié au SIDA a diminué, mais les recherches ne font 

qu'augmenter pour produire un vaccin ou tenter de trouver un remède permettant de guérir 

les patients atteints du VIH3
. Le VIH représente un énorme défi pour les chercheurs étant 

donné sa grande vitesse de réplication, ses fréquentes mutations et sa capacité à éviter 

d'être dégradé par les cellules humaines (entre autres, en évitant d'être dégradé par le 

processus de l'autophagiel 
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1.1.2 Description 

1.1.2.1 Structure 

Le génome du VIH est composé de deux molécules d'ARN simple brin identiques, 

mais non complémentaires, qui sont enveloppés par un noyau à l'intérieur de la particule 

virale4
. Il appartient au genre Lentivirus, dans la famille Retroviridae5

. Son ARN code 

pour trois polyprotéines (gag, pol et env), deux protéines régulatrices (tat et rev) et 

quatre protéines accessoires (vif, vpr, vpu et nef)6,7 (Figure 1.1) Les deux extrémités du 

génome viral contiennent deux longues séquences répétitives terminales (LTR), 5'-LTR 

et 3'-LTR respectivement6. 

IS'. LTR 1 

L--.....:..,.g8:-,-g --,=1-1, ___ J...,-I ~vif p=L1 ---,JJ .... rev .•.• D 

l 
.L-__ ......iP:;..;;O.:....' __ ----JI 1 vpr P --_. tat - - _. 0-

1 env 

113'r l 
nef 

Figure 1.1 Génome du VIH-1. 
(Adaptée de Nkeze et al., 2015.) 

Les rétrovirus ont la capacité de rétrotranscrire l' ARN en ADN suite à l'entrée du 

virus dans une cellule hôte grâce à l'enzyme Transcriptase Inverse (RT). L' ARN est 

protégé par une enveloppe (incluant les glycoprotéines de surface gp120 et gp41) 

composée d'une bicouche lipidique qui provient de la cellule hôte lors du bourgeonnement 

du virus8. À l'intérieur se trouve une capside (CA) formée par la protéine p24. (Figure 1.2) 



Figure 1.2 

'p I.!tI 'fi Il 

R , - -++-'n"'-t1:-V' 

pHI 
J'n 1 .t 

Structure du VIH-1. 
(Adaptée de Dadar et Dhama, 2016.) 

1.1.2.2 Cycle viral 

3 

Le cycle viral du VIH peut être divisé en deux phases, soit la phase précoce et la 

phase tardive. La phase précoce est caractérisée par l'attachement du virus à la cellule 

cible, par la fusion du virus, la décapsidation et transcription inverse, puis le transport 

nucléaire et l'intégration. La phase tardive est amorcée par la synthèse d 'ARN, l' épissage, 

l' export nucléaire, la production de protéines, l'assemblage, le bourgeonnement et la 

maturation du virus9 (Figure 1.3). 

L'entrée du VIH-l dans les cellules cibles requiert une interaction avec les protéines 

de l'enveloppe du VIH-l , le récepteur cellulaire CD4 et un corécepteur (CCR5 ou 

CXCR4)10,11. Le VIH est alors attaché à la cellule cible. Il est à noter que le virus utilise 

principalement le CCR5 au début de l' infection alors que le CXCR4 est favorisé plus tard 

dans l'évolution de la maladie12. Suite à l' attachement du virus, une cascade de 

changements est initiée et aboutit à la fusion entre le virus et la membrane de la cel1ule 

hôte9,13. La capside du VIH est alors relâchée dans le cytoplasme de la cel1ule. 

Ainsi, plusieurs enzymes incluant la transcriptase inverse (RT) et l'intégrase (IN) sont 

libérés dans le cytoplasme en plus de l'ARN génomique viral qui est protégé par la capside 
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virale (CA). Cette étape est suivie de la décapsidation de la CA afin de libérer l' ARN viral 

et le rendre accessible pour la prochaine étape, soit la transcription inverse. L'enzyme 

transcriptase inverse relâchée plus tôt dans le cytoplasme peut alors convertir l' ARN viral 

en ADN viral, ce qui va permettre au virus de s'intégrer au génome de la cellule hôte. 

Enfin, l'ADN viral est transporté jusqu'au noyau. Une fois à l'intérieur de ce dernier, 

l'intégrase permet l'intégration de l'ADN viral dans l'ADN de la cellule hôte. 

Cette dernière étape met fin au cycle viral précoce du VIH. Le cycle tardif n'est pas 

expliqué en détail, puisqu'il n'est pas pertinent à la présente étude. 

Figure 1.3 Cycle viral du VIH. 
(Adaptée de Musumeci et al. , 2015 .) 

1.1.3 Cellules cibles 

Les cellules sangumes se divisent en trois catégories, soit les leucocytes, 

les érythrocytes et les thrombocytes. Les érythrocytes transportent de l'oxygène et les 

thrombocytes tiennent un rôle important pour la coagulation sanguine. Les cellules 

pertinentes à cette étude sont les leucocytes, puisque ce sont des cellules du système 

immunitaire en partie responsable de la protection du corps contre les virus et bactéries 

envahisseurs. Ils interviennent dans la réponse immunitaire innée et la réponse 

immunitaire adaptative. La réponse immunitaire innée est la première réponse de 
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l'organisme lors de l'invasion par un pathogène. Diverses cellules sont principalement 

impliquées dans cette réponse (les macrophages, les monocytes, les cellules NK, 

les cellules dendritiques, etc.) et participent à l'élimination du pathogène. La réponse 

immunitaire adaptative fait suite à la réponse immunitaire innée. Celle-ci se base sur 

la reconnaissance et la mémorisation des agents pathogènes et implique principalement 

deux types de cellules, soit les lymphocytes T et les lymphocytes B. 

Ce sont les cellules exprimant le CD4 et un des corécepteurs mentionnés 

précédemment (CCR5 ou CXCR4) qui peuvent être infectées par le VIH. Parmi ces 

cellules, on retrouve les lymphocytes T CD4+, les monocytes, les macrophages et les 

cellules dendritiques . Lorsque l'enveloppe du virus reconnaît le CD4 et le corécepteur à 

la surface de la cellule, il s'y attache et fusionne avec la membrane de la cellule. 

Cette fusion permet de libérer la capside virale dans le cytoplasme de la cellule et la 

poursuite du cycle viral à l'intérieur de la cellule hôte. 

1.1.3.1 Lymphocytes T CD4+ 

Les lymphocytes T CD4+, également appelés lymphocytes T auxiliaires, sont des 

leucocytes. Leur principal rôle est de diriger et d 'activer les autres cellules de l'immunité. 

Ils aident à la maturation ces lymphocytes B et à l'activation des lymphocytes T 

cytotoxiques et des macrophages. Pour les activer, il faut qu'une cellule présentatrice 

d'antigène (CPA) présente, via le CMH de classe II, des antigènes peptidiques. Ces CPA 

sont des macrophages, des monocytes, des cellules dendritiques, ou des lymphocytes B. 

Une fois activées, les lymphocytes T CD4+ sécrètent des cytokines pour réguler et aider 

à la réponse immunitaire. 

Il est connu que les lymphocytes T CD4+ sont la cible privilégiée par le VIH. 

La pathogenèse de l'infection à VIH-l se caractérise par une déplétion drastique du taux 

de lymphocytes T CD4+ comme observé initialement dans les premiers cas de patients 

infectés par le VIH. Le nombre total de lymphocytes T CD4 circulant dans le sang des 

patients VIH+ est l'outil le plus utilisé pour surveiller la gravité de la maladie I 4
. 
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Leur fonction est vitale pour le système immunitaire adaptatif, pour moduler le système 

immunitaire inné et pour la survie de l'individu l s. 

1.1.3.2 Monocytes 

Les monocytes sont de grosses cellules phagocytaires de la famille des leucocytes. 

Ils jouent un rôle autant dans le système immunitaire adapté qu'inné I6
. Alors que les 

cellules T CD4 + sont les principales cibles du VIH, les monocytes sont également infectés 

en grand nombre. Avec la progression de la maladie, les lymphocytes T CD4+ diminuent 

en nombre et les monocytes infectés deviennent un réservoir important du VIH 17
,18. 

Les réservoirs latents du VIH sont les cellules qui sont infectées, mais ne produisent pas 

activement de nouveau VIH. Les réservoirs peuvent être réactivés et se remettre à produire 

activement du VIH. 

Actuellement, ces réservoirs sont le principal obstacle dans la découverte d'un 

traitement ou vaccin efficace afin d'éradiquer le VIH, puisque les traitements ciblent 

uniquement les cellules qui produisent activement de nouvelles copies du VIH. 

Ces réservoirs sont toujours mal compris, difficiles à détecter et à éliminer l8
. Les patients 

vivant avec le VIH doivent prendre des médicaments antirétroviraux q~otidiennement 

pour maintenir leur charge virale à un faible niveau. Les médicaments incluent 

principalement des inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (NRTI) , 

des inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (NNRTI) et/ou des 

inhibiteurs d' intégrase I 9
. Si un patient cesse la prise de ses médicaments, les réservoirs 

latents peuvent recommencer à produire des copies du VIH et leur charge virale va 

augmenter à nouveau. 

1.1.4 Contrôleurs élites 

La majorité des patients ont une charge virale détectable et vont progresser vers 

le SIDA s'ils ne prennent aucun traitement. Cependant, une petite portion des patients a 

une charge virale très faible ou même indétectable pendant plusieurs années sans même 

prendre de médication2o-22 • Ces rares patients sont appelés contrôleurs élites. 
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Les critères qui définissent les contrôleurs élites peuvent cependant varier d'une 

étude à une autre. Plusieurs facteurs peuvent être en cause en ce qui concerne la capacité 

de ces patients à maintenir une charge virale faible ou indétectable. La présence de certains 

facteurs de restriction pourrait être en cause pour expliquer la résistance contre le VIH 

chez les contrôleurs élites tels que TRIM5a23
, APOBEC3G24 and SAMHD 125

. 

1.1.5 Facteurs de restrictions 

En cas d'infection, les cellules ont à leur disposition des protéines antivirales qui 

constituent une première ligne de défense pour bloquer les pathogènes entrants. 

Ces protéines antivirales capables de lutter contre les pathogènes sont appelées facteurs 

de restriction. Ils agissent à différentes étapes critiques du cycle viral (Figure 1.3) et leurs 

effets diffèrent d'un type cellulaire à l'autre21
• Plusieurs protéines, incluant TRIM5a, 

APOBEC3G, SAMHDl, tetherin et Mx2, jouent ce rôle dans les cellules humaines. 

Parmi ces facteurs de restriction, certaines études suggèrent que TRIM5a pourrait être 

responsable de l'immunité naturelle chez certains des contrôleurs élites26
,27 . Il est donc 

pertinent de continuer d'approfondir les recherches sur TRIM5a et d'en découvrir plus 

sur ses différents rôles. 

1.1.6 TRIM5a humain et VIH-I 

Une des stratégies du VIH-l pour éviter la dégradation par TRIM5a est la mutation 

de sa capside ce qui empêche la reconnaissance par le facteur de restriction lorsqu ' il 

pénètre dans les cellules de l 'hôte21
• TRIM5a humain reconnaît faiblement le VIH-l. 

Les personnes infectées par le VIH présentent une grande variation de la progression de 

la maladie et de leur charge virale28 . Cette différence chez les patients s'observe par le 

niveau de virus Girculant dans leur plasma dans la phase asymptomatique (ce qui précède 

la progression vers le SIDA). Alors que certains patients resteront dans la phase 

asymptomatique pendant plusieurs années, d'autres patients progressent rapidement vers 

le SIDA. 
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1.2 TRIM5a 

1.2.1 Historique 

Tripartite motif-containing protein 5 alpha isoform (TRIM5a) a été décrit 

initialement dans des études comparant la prolifération du VIH et du SIV (virus de 

l'immunodéficience simienne) dans les lignées cellulaires de singes29
• TRIM5a fait partie 

de la famille des TRIMs (TRipartite Motif). 

1.2.2 Structure 

TRIM5a contient un domaine RING en N-terminal, B-box 2 et coiled-coil. 

Le domaine RING est responsable de l' activité E3 ubiquitine ligase, le domaine B-box 2 

est nécessaire pour la trimérisation des dimères de protéines et le coiled-coil sert à la 

dimérisation3o. 

1.2.3 Rôles 

TRIM5a est une protéine intracellulaire cytoplasmique antirétrovirale qui reconnaît 

et lie la capside des rétrovirus et induit la dégradation des rétrovirus lorsqu'ils pénètrent 

dans une cellule3 1,32 . Plusieurs mécanismes peuvent potentiellement être utilisés par 

TRIM5a pour éliminer les rétrovirus entrants, soit la dégradation médiée par le 

protéasome, l'accélération de la décapsidation, l'altération du transport intracellulaire et 

la stimulation de l'autophagie (Figure 1.4). 



Figure 1.4 

autophagie ." , 
l N , 
., " . . ...... _.-. 

Les mécanismes d'inhibition rétrovirale par TRIM5alpha. 
(Adaptée de Mérindol et Berthoux, 2015.) 

1.2.3.1 Mécanismes d'inhibition 

9 

Comme expliqué plus tôt, TRIM5a lie spécifiquement la capside des rétrovirus 

après leur entrée dans le cytoplasme dans la phase précoce du cycle viral. TRIM5a permet 

ensuite le désassemblage des virus via divers mécanismes, dont la dégradation par le 

protéasome2 1
,33 . Le protéasome est un complexe enzymatique formé de protéases qui 

sert à dégrader des protéines. Les protéines à dégrader sont marquées par une 

chaîne d'ubiquitine ce qui permet au protéasome de les reconnaître et d'entraîner leur 

dégradation34
. Dans le cas de TRIM5a, pour que le protéasome soit recruté, 

le domaine RING qui est responsable de l'activité E3 ubiquitine ligase est nécessaire35
,36. 

Le domaine E3 peut s'auto-ubiquitiner, ce qui résulte en sa dégradation par le 

protéasome37
. Sans ce domaine (par suppression ou mutation du domaine RING), 

on observe une perte significative d'efficacité de la restriction causée par la perte de la 

dégradation par le protéasome36
. Un autre rôle de la ligase E3Ub associée au domaine 

RING est de stimuler la synthèse de chaînes d'ubiquitine (Ub). Ces chaînes Ub se lient à 

diverses protéines et conduisent à l' activation de facteurs de transcription tels que NF-KB 

et AP-l dans le cadre de la restriction du vœ2 1
. 
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En plus de la dégradation par le protéasome, TRlM5a induit l'accélération de la 

décapsidation de la capside du rétrovirus après l'entrée du virus dans le cytoplasme 

(avant même l'étape de la transcription inverse du cycle viral)38. Ce mécanisme est peu 

connu. En effet, on ignore toujours pourquoi la décapsidation accélérée de la capside nuit 

à l'infection et l'on ignore aussi comment TRlM5a favorise ce rôle. 

Un autre rôle connu de TRlM5a est l'altération du transport cellulaire. TRlM5a 

reconnaît la capside et cela peut éventuellement perturber le cycle viral, soit empêcher la 

fonction de la RT via le protéasome comme expliqué auparavant ou soit en masquant 

les motifs d'importation au noyau, donc cela empêche le trafic du complexe de 

pré-intégration (PIC) qui contient l'ADN vers le noyau de la cellule hôte39. Le transport 

cellulaire du virus est alors altéré par TRlM5a dû à son autre rôle de décapsidation. 

De plus, un autre rôle proposé, mais moins connu de cette protéine est qu'elle stimule 

l'autophagie dans les cellules humaines et entraîne les rétrovirus vers la dégradation 

autophagique via des interactions avec diverses protéines de l'autophagie2
\ ,32. 

1.3 Autophagie 

1.3.1 Historique 

C'est en 1967 que le phénomène d'autophagie est nommé par Russel L. Deter et 

Christian de Duve. Ces chercheurs observaient la dégradation des mitochondries à 

l'intérieur des lysosomes et ont observé des vacuoles autophagiques qui fusionnent avec 

les lysosomes4o . Plus récemment, l'autophagie a été grandement étudiée dans le but de 

trouver de nouvelles cibles thérapeutiques pour lutter contre le VIH. Les rôles de 

l'autophagie pendant une infection au VIH sont variés et diffèrent d'un type cellulaire à 

l'autre, mais les différentes études semblent indiquer que l'infection par le VIH peut 

déclencher et/ou restreindre l' autophagie4
\ dépendamment des lignées cellulaires 

étudiées. 
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1.3.2 Types d'autophagie 

Il existe trois types d'autophagie qui ont tous en commun la dégradation de protéines 

cytosoliques : la macroautophagie, la microautophagie et l'autophagie médiée par les 

chaperones. Ce qui diffère entre ces types d'autophagie, c'est la manière dont les protéines 

sont acheminées à l'intérieur des lysosomes. 

1.3.2.1 Macroautophagie 

La macroautophagie implique la dégradation de larges protéines mal repliées, 

d'organites endommagés, de mitochondries, etc. Ce qui doit être dégradé est séquestré par 

une double membrane lipidique qui va ensuite former l'autophagosome et fusionner 

avec un lysosome pour former l'autophagolysosome (ou autolysosome)42. Il s'agit de la 

principale forme d'autophagie et la plus étudiée. C'est également la seule forme 

d'autophagie qui mène à la formation d'autophagosome. Le manque de nutriments est un 

activateur important de ce type d' autophagie, tout comme la présence d'organites 

endommagés (macroautophagie sélective). La macroautophagie sera nommée simplement 

"autophagie" tout au long de ce mémoire pour simplifier l'appellation. 

1.3.2.2 Microautophagie 

En ce qui concerne la microautophagie, le lysosome capture directement les 

composantes cytosoliques cibles par l'invagination de sa membrane43 . L'autophagosome 

n'est donc pas impliqué et le lysosome ne fusionne pas avec une autre vacuole. 

L'invagination se fait dans la lumière du lysosome et forme une petite vacuole. 

Cette vacuole se détache de la membrane externe pour ensuite être dégradée par 

les enzymes Iysosomales. 

1.3.2.3 Autophagie médiée par les chaperones 

L'autophagie impliquant les chaperones (CMA, chaperone-mediated autophagy) 

conduit à la dégradation de protéines solubles spécifiques qui portent le motif particulier 
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KFERQ (Lys-Phe-Glu-Arg-Gln), ce qui leur permet d'interagir et d'être reconnu par la 

protéine membranaire Iysosomale LAMP2A (Lysosome-associated membrane protein 2) 

et la protéine HSC70 (Heat shock cognate chaperone de 70 kDa)44. La protéine mal repliée 

est alors dépliée et transloquée à l'intérieur du lysosome où elle est dégradée par les 

enzymes lysosomales. 

1.3.3 Conditions de la macroautophagie 

1.3.3.1 Basal 

L'autophagie basale survient à tout moment dans une cellule. Ce processus est 

normal dans une cellule saine pour permettre le maintien et la survie de la cell ule. 

L'autophagie basale implique divers adaptateurs pour dégrader le matériel intracellulaire 

pour l'acheminer à l'intérieur de l'autophagosome. De base, il y a toujours un minimum 

d'autophagie dans une cellule saine, mais le processus d'autophagie peut être induit de 

diverses façons. Ce processus est important pour le renouvellement des composantes 

cytoplasmiques essentielles à la cellule45 . 

1.3.3.2 Sélectif 

L'autophagie sélective reconnaît et dégrade des substrats spécifiquement reconnus 

(entre autres des protéines agrégées, des pathogènes intracellulaires ou des organites 

endommagés) par des récepteurs sélectifs d'autophagie tels que p62/SQSTM l , 

CALCOC02 et NBRI 46,47. Les récepteurs sélectifs permettent d 'acheminer le matériel 

à dégrader (tels que des protéines mal repliées, des bactéries, des organites endommagés, 

etc.) à l'intérieur de ce qui va former l' autophagolysosome. Pour se faire, il doit y avoir 

un signal de dégradation (des chaînes de poly-ubiquitine attachés à la surface des cargos 

à dégrader), puis la reconnaissance de cargo via un récepteur d 'autophagie sélective et 

enfin, une liaison avec les protéines de la famille ATG8 lorsqu ' ils sont localisés dans la 

membrane de l'autophagosome pour une éventuelle dégradation du cargo via la liaison 

avec les lysosomes46,48. 
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1.3.3.3 Autophagie induite par un manque de nutriments 

Dans des conditions de manque d'éléments nutritionnels, la cellule doit dégrader 

des macromolécules intracellulaires pour survivre. Ce manque de nutriments induit un 

stress pouvant survenir dans les systèmes biologiques. La dégradation induite par cet état 

de famine est régulée par des processus autophagiques qui dégradent le matériel 

intracellulaire et fournissent de l'énergie et des acides aminés pour soutenir les processus 

cellulaires de base49
. Tout comme les autres processus, le matériel est acheminé dans 

l'autophagosome pour dégradation et recyclage des substrats. 

1.3.4 Marqueurs autophagiques 

1.3.4.1 Le3 

LC3 (Microtubule-associated proteins lA/lB light chain 3B) est le marqueur 

le plus utilisé pour étudier l'autophagie. Il existe sous deux formes dans le cytosol, 

soit LC3-1 et LC3-II. LC3-1 est converti en LC3-II par l'ajout d'un groupement 

phosphatidylethanolamine. Cette conversion permet à LC3-II de s'insérer dans la 

membrane de l'autophagosome. Après fusion de l'autophagosome avec le lysosome et 

dégradation du matériel cytosolique, LC3-II est soit dégradé ou soit recyclé. 

1.3.4.2 Récepteurs sélectifs 

p62 (SQSTMl) 

P62 (aussi appelée p62/SQSTMl) est le récepteur sélectif d'autophagie le plus 

étudié et le plus connu. Il reconnaît le matériel à dégrader (protéines, bactéries, organites, 

etc.) et livre des cargaisons polyubiquitinées dans ce qui va former l'autophagosome47
. 

Une fois l'autophagolysosome formé, p62 est également dégradé par des enzymes 

hydrolases45
• Ces enzymes permettent de dégrader le contenu séquestré dans 

l'autophagolysosome. Cette dégradation du récepteur dans le processus de l'autophagie 

permet de l'utiliser comme marqueur de l'autophagie. 
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CALCOC02 (NDP52) 

CALCOC02 (aussi appelée NDP52) est un autre récepteur sélectif d'autophagie 

qUi peut être utilisé comme marqueur d'autophagie. La xénophagie est une forme 

d'autophagie sélective visant à dégrader des bactéries et des pathogènes viraux. 

CALCOC02 est connu pour reconnaître et se lier aux bactéries ubiquitinées et à LC3 

pour amener la dégradation de bactéries. Il est donc considéré comme un récepteur de 

xénophagie50,5 1. CALCOC02 joue deux fonctions dans l'autophagie, soit le rôle de la 

reconnaissance des pathogènes pour les acheminer vers 1'autophagie grâce à son activité 

de récepteur sélectif d'autophagie et son rôle dans la fusion de l' autophagosome avec le 

lysosome (assurée par sa fonction régulatrice et de maturation)52,53 . Il est également 

dégradé dans le processus de l'autophagie, ce qui en fait un marqueur autophagique 

possible pour étudier l'autophagie. 

NBR 1 est un autre récepteur sélectif de l'autophagie dont la structure est similaire à 

p6254. Il lie les protéines ubiquitinées pour permettre leur dégradation en se liant à LC3 . 

Tout comme p62, il reconnaît le matériel à dégrader, l'amène jusqu' à l'autophagosome et 

est dégradé après fusion avec le lysosome ce qui permet de l'étudier comme marqueur 

autophagique55. 

1.3.5 Processus et protéines impliquées 

L'autophagie consiste en la dégradation de matériel intracellulaire par les 

lysosomes, et ce matériel est livré par une structure nommée autophagosome56-58. 

(Figure 1.5) Le matériel à dégrader est reconnu par des récepteurs dont le sequestosome-l 

(SQSTM1 aussi appelé p62), NBR1 et CALCOC02. Ces récepteurs sélectifs lient et 

acheminent le matériel à dégrader (organites endommagés, protéines dégradées, bactéries, 

etc.) dans ce qui va former l'autophagosome59. Dans le cas d'un manque de nutriments 

induisant un stress dans la cellule, la littérature suggère plutôt que les récepteurs sélectifs 
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d'autophagie sont dégradés via la microautophagie afin de permettre à la cellule de 

pratiquer la macroautophagie en masse dans un cas de manque de nutriments prolongés6o. 

La formation de l'autophagosome débute avec la formation de phagophore et 

nécessite un complexe nommé ULK formé par des régulateurs d'autophagie dont ATG 13, 

ULKI et ULK261 ,62. Ce complexe permet de phosphoryler un autre complexe formé par, 

entre autres, PI3K-III (PIK3C3) et Beclin-l. Ensuite, la membrane est allongée pour 

former l'autophagosome. Ce processus est régulé par diverses protéines, dont Atg5 et 

Atg12 qui forment un complexe et interagit de manière non covalente avec Atg16. 

Le complexe formé avec Atg16 permet de recruter les protéines de la famille Atg8 

(dont LC3)62. 

Ensuite, LC3-1 est recruté et converti en LC3-II et s' incorpore à l'autophagosome. 

Alors que le complexe Atg5-Atg12-AtgI6 se localise aux phagophores et se dissocie des 

autophagosomes une fois ces derniers formés, LC3-II reste associé aux autophagosomes. 

Le lysosome fusionne ensuite avec l' autophagosome pour finalement former 

l'autophagolysosome, où le matériel intracellulaire est dégradé ou recyclë3
. LC3-II est 

en partie recyclé et en partie dégradé alors que les récepteurs autophagiques (p62, NBRI 

et CALCOC02) sont entièrement dégradés par l'autophagosome64. Ces protéines sont 

donc des marqueurs très utilisés pour étudier l'autophagie. 
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Figure 1.5 Voie de l'autophagie. 

1.3.6 Flux autophagique 
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Le flux autophagique est la mesure de l'activité de dégradation autophagique 

qUI permet de mesurer la vitesse de formation des autophagosomes par rapport à 

leur dégradation. Différentes méthodes peuvent être utilisées pour mesurer le flux 

autophagique, mais aucune ne permet de déterminer le flux autophagique de façon 

absolument précise65
. Par contre, tous les experts s'entendent sur le fait que l'utilisation 

de marqueurs autophagiques tels que LC3-II doit être réalisée pour estimer le flux 

autophagique global et son débit66
. L'étude du flux autophagique permet de déterminer 

la quantité de protéines d'intérêt qui est dégradée par le processus autophagique. 

Nous pouvons arrêter le flux autophagique à un moment donné par un procédé 

pharmaceutique, puis déterminer l'accumulation de ce que l'on désire étudier, 

soit un organite, une protéine, etc. 
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1.3.7 Virophagie 

Un modèle propose que TRIM5a est un récepteur d'autophagie sélective 

(voir sous-section 1.3.3.2 Sélectif) qui dirige le rétrovirus vers l'autophagie pour sa 

dégradation67,68. Ce modèle est appelé virophagie. Le modèle supporte l'idée que TRIM5a 

interagit avec divers marqueurs de l'autophagie tels que p6232
. Il est suggéré que TRIM5a 

reconnaît directement la capside rétrovirale et l'achemine vers les membranes de ce qui 

va former l' autophagosome puis être dégradé par fusion avec les lysosomes (Figure 1.6)69. 

Ce modèle présente plusieurs limitations d'où sa controverse dont le fait qu'il a été 

étudié dans une seule lignée cellulaire soit les cellules de Langerhans (des macrophages 

retrouvés dans le tissu cutané et les muqueuses) non pertinentes à l'étude des rétrovirus 

(comme le Vlli) impliquant TRIM5a. Ces cellules rie sont pas facilement infectées par le 

Vlli. De plus, après l'entrée du virus dans les cellules de Langerhans, le virus se fait 

dégrader par les granules de Birbeck. Ces granules sont retrouvées uniquement dans les 

cellules de Langerhans. Ainsi, il est difficile de comparer les résultats trouvés dans 

l'article avec d'autres lignées cellulaires. Ce modèle est donc possible, mais il reste encore 

beaucoup à découvrir pour le confirmer dans les cellules infectées par le VIH. 

Autre que ce modèle, certains liens entre le Vlli et l 'autophagie sont connus dans la 

littérature. Des études suggèrent que le Vlli prend contrôle de l'autophagie pour éviter sa 

dégradation et son élimination. La protéine virale Nef se lie à Beclin 1 et bloque ainsi la 

maturation de l'autophagosome7o. Dans le cas des protéines de l'enveloppe du Vlli, 

elles activent mTOR ce qui, à son tour, inhibe l'autophagie et entrave la dégradation et 

élimination du virus68 . 



Figure 1.6 Virophagie. 
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(Adaptée de Sparrer, PLoS Pathogens, 2018.) 

1.4 Hypothèse et objectifs 
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Plusieurs questions restent sans réponse concernant l'impact de l'autophagie et de 

TRIM5a sur le vœ21
. Jusqu'à présent, il a été proposé que TRIM5a module l'autophagie 

et agit comme un récepteur sélectif d'autophagie32
. De ce fait, la littérature suggère que le 
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knockdown de TRIM5a inhiberait l'autophagie alors que la surexpression de TRIM5a 

stimulerait l'autophagie71
• 

Quelques études ont proposé que TRIM5a interagisse avec le récepteur sélectif 

d'autophagie p6232,72 . Il a aussi été proposé que TRIM5a stimule l'immunité innée73 . 

Cependant, l'autre fonction de TRIM5a, soit celle de lier la capside des rétrovirus, 

ne nécessite pas l'intervention du processus de l'autophagie31
• Il est donc pertinent de se 

demander pourquoi TRIM5a interagit avec p62 et ainsi module l'autophagie, et si cette 

interaction a un impact lors d'une infection virale par un rétrovirus. Notre étude fait le lien 

entre TRIM5a, l'autophagie et les rétrovirus. Ces expériences sont essentielles, 

puisque certaines des techniques ou certains des produits pharmaceutiques employés ne 

sont pas documentés dans les cellules cibles du VIH. De plus, les études récentes n' ont 

pas travaillé avec TRIM5a endogène. L'étude simultanée de TRIM5a en présence de virus 

et de l'impact sur le flux autophagique de façon n'a pas été étudiée par le passé d'où 

l'importance de ce projet. Notre hypothèse est que TRIM5a est important pour l'initiation 

de l'autophagie lors d'une infection virale. 

Objectif général: L'objectif de cette étude est donc de démontrer l'importance de 

TRIM5a dans la régulation de l'autophagie basale et induite par le VIH. 

Objectifs spécifiques: 

1. Déterminer l'impact de TRIMSa endogène sur le flux autophagique basal. 

Nous avons donc réalisé le knockout du gène de TRIM5a et mesuré le flux 

autophagique dans les cellules pertinentes à l'étude. 

2. Déterminer le rôle de TRIMSa dans l'autophagie en présence de vecteurs 

viraux. Pour cet objectif, nous avons infecté nos cellules avec des vecteurs 

viraux et analysé le flux autophagique dans les cellules knockout de TRIM5a. 



CHAPITRE II 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 

2.1 Culture cellulaire 

Les cellules THP-l, Jurkat, HEK293T (obtenues de J. Luban, University of 

Massachussetts Medical School) ont été cultivées dans du milieu RPMI 1640 (HyClone). 

Les cellules CRFK ont été cultivées dans du milieu DMEM (HyClone). Tous les milieux 

de culture ont été supplémentés avec 8 % de sérum fœtal bovin (FBS) (HyClone), 

de la penicilline-streptomycine (HyClone) et de la plasmocine (InvivoGen). Toutes les 

cellules sont maintenues à 37 oC avec 5 % de C02. 

2.2 Knockout de TRIMSa 

Le knockout a été décrit dans J'article de Natacha Mérindol23 . Le vecteur 

d'expression lentivirale pientiCRISPRv2 (pLCv2) a été fourni par Feng Zhang de 

Massachusetts Institute of Technology (Addgene plasmid 52961 )74. Le plasmide exprime 

simultanément l'ARN guide ciblant l'exon 1, la nucléase Cas9 et PuroRpour permettre la 

sélection dans les cellules THP-l et Jurkat. Les plasmides pLCv2-CAG (pour le 

contrôle)75 ou pLCv2-T5gRNA2 (pour le KO de TRIM5a, p~R8 .9 et pMD2G ont été 

cotransfectés dans des cellules HEK293T à 90 % de confluence avec du polyethylenimine 

PEI (polysciences, Niles, IL). Le milieu de culture a été changé 6 heures après la 

transfection et les vecteurs viraux ont été récoltés 24 h plus tard, purifiés par centrifugation 

de 10 min à 3000 rpm et le surnageant contenant les vecteurs viraux (contenant le 

CRISPR-Cas9) ont été conservés à -80 oC. Les cellules cibles (THP-l et Jurkat) ont été 

transduites par vecteur lentiviral tel de décrit par Merindol et al. 23,76 Les cellules 

transduites avec succès ont été sélectionnées avec de la puromycine à 1 /J.g/ml (Invivogen) 

et séquencées tel que décrit par Mérindol et al. 23 
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2.3 Valid ation du knockout 

Les cellules TRIM5a knockout ont été validées par restriction du rétrovirus 

N-MLV par TRIM5a (la validation par Western-Blot n'étant pas possible). Pour vérifier 

le KO, les cellules contrôles et les cellules KO de TRIM5a ont été dénombrées, puis mises 

en plaque de 96 puits (10000 cellules par puits). Les cellules ont été infectées par des 

dilutions de N-MLV (MOI variant de 0.1 à 2). Après 48 heures d ' incubation, les cellules 

ont été fixées dans 3 % formaldéhyde (Fisher Scientific) et 10000 cellules ont été 

analysées par le FC500 MPL cytometer (Beckman Coulter) en utilisant le programme FCS 

express 6 software (De novo software). Le pourcentage de cellules GFP positives a été 

déterminé et a permis de valider le KO de TRIM5a. 

2.4 Production de vecteurs viraux 

Le plasmide incapable de réplication pNL4-30FPLlEnvLlNef77 (appelé simplement 

NL4-30FP) a été produit tel que décrit par Merindol et al. dans lequel une suppression a 

provoqué un changement de cadre dans le gène env et dans lequel gfp remplace le 

gène nef3. Les séquences de capsides de EC5-1 ont été amplifiées et insérées dans 

pNL4-30FP en utilisant l'ADN ligase T4 (New England Biolabs) tel que décrit par 

Merindol et al. 23 Des bactéries JM 109 ont été électroporées telles que décrites par 

Merindol et al. 23, avec le plasmide et mises en culture sur géloses de LB Broth (Miller). 

Le plasmide a été purifié en utilisant le Qiagen MidiPrep kit. Le plasmide a été digéré 

pendant une heure à 37 oC par l'enzyme HindIII (Thermo Fisher) puis migré sur gel de 

1 % d'agarose pour vérifier si le plasmide comprend les bonnes constructions. 

Le plasmide NL4-30FP a aussi été digéré et migré comme contrôle positif. Le plasmide 

NL4-30FP contenant EC5-1 a été cotransfecté avec le plasmide pMD2G (VSV-G) dans 

des cellules HEK293T à 90 % de confluence avec du polyethylenimine PEI (polysciences, 

Niles, IL)78. Pour le contrôle négatif, le plasmide pMD2G (VSV-G) a été transfecté dans 

les HEK293. Le milieu de culture a été changé 6 heures après la transfection et le virus et 

le contrôle négatif ont été récoltés 24 h, 48 h et 72 h plus tard, purifiés par centrifugation 

de 10 min à 3000 rpm et les surnageants contenant le virus ou le contrôle ont été conservé 



22 

à -80 oC. La multiplicité d'infection (MOI) du rétrovirus a été déterminée par titration 

dans des cellules de chats permissives aux virus (CRFK). Pour le virus N-ML V, 

les plasmides pMD2G (VSV-G), pCNCG (GFP) et pCIG3-N ont été cotransfectés dans 

des cellules HEK293T à 90 % de confluence comme décrit pour EC5-1 précédemment. 

La MOI a également été déterminée pour N-ML V dans les CRFK. Dans le cas du virus 

B-ML V, le plasmide pCIG3-B remplace pCIG3-N et le reste de la technique demeure 

la même. 

2.5 Sensibilité du rétrovirus à TRIM5a 

Pour mesurer la sensibilité de EC5-1GFP à TRIM5a, les cellules contrôles et les 

cellules KO de TRIM5a ont été dénombrées, puis mises en plaque de 96 puits 

(10 000 cellules par puits). De l'IFN-~ recombinant humain a été ajouté (concentration 

finale de 10 ng/ml) (PeproTech). Seize heures plus tard, les cellules ont été infectées par 

des dilutions de EC5-1 (MOI variant de 0.1 à 2). Après 48 heures d'incubation, les cellules 

ont été fixées dans 3 % formaldéhyde (Fisher Scientific) et 10 000 cellules ont été 

analysées par le FC500 MPL cytometer (Beckman Coulter) en utilisant le programme FCS 

express 6 software (De novo software). Le pourcentage de cellules GFP positives a été 

déterminé. Une fois le virus considéré bel et bien restreint dans les cellules, il peut être 

utilisé pour les traitements cellulaires. 

2.6 Traitements des cellules et infections virales 

Les cellules THP-l et Jurkat CAG et T5KO ont été dénombrées, puis mises en 

plaques de 6 puits (500000 cellules par puits). Le virus EC5-1 ou du contrôle négatif 

(PMD2G) ont été ajoutés dans les puits. Dans les THP-l, le MOI est de 0.5 et, 

dans les Jurkat, le MOI est de 0.05. Le volume des puits a été complété à 2 ml/puits 

avec du RPMI (250 000 cellules/ml). Les plaques ont été incubées pendant 7 heures. 

De la bafilomycine Al (Sigma-Aldrich) ou de l' éthanol 70 % (contrôle) ont été ajoutés 

dans les puits et l'incubation a été poursuivie pendant une heure. Cent )lI de chaque puit 

est prélevé et transféré dans une plaque 96 puits pour poursuivre l' infection pendant 
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40 heures supplémentaires. Les cellules en plaque 6 puits ont été récoltées et lavées au 

Phosphate Buffured Saline (PBS) (Hyclone). Les cellules ont ensuite été lysées dans un 

tampon de lyse à 2 % SDS et chauffées à 95 oC pendant 10 minutes. Quarante-huit heures 

après le début de l' infection, les cellules en plaque 96 puits ont été fixées dans 3 % 

formaldéhyde (Fisher Scientific) et 10 000 cellules ont été analysées par le FC500 MPL 

cytometer (Beckman Coulter) en utilisant le programme FCS express 6 software 

(De novo software). Le pourcentage de cellules GFP positives a été déterminé et devait 

être d'environ 10 % après 48 h pour déterminer que toutes les cellules étaient exposées au 

virus au moment de la récolte des cellules. Si 10 % des cellules expriment la GFP après 

48 heures d'infection, cela correspond à une exposition de 100 %, puisqu'une seule petite 

partie des vecteurs sont infectieux (de 1 sur 100 à 1 sur 10 millions dépendamment des 

études). Cependant, une bonne portion des virions non-infectieux parviennent tout de 

même à rentrer dans les cellules 79. 

2.7 Analyse par Western-Blot 

Au moment désiré, les cellules ont été récoltées, lavées au PBS et lysées dans 30 III 

de tampon de lyse (2 % SDS, 0.0625M Tris-HCl). Six III de chaque échantillon ont été 

analysés par SDS-PAGE sur gel de 12 % acrylamide (Biorad 1610158) suivi par le 

transfert sur membrane de nitrocellulose (Biorad) et blocage dans 5 % de lait en poudre. 

Les anticorps primaires utilisés sont p62 (dilution de 1/5000) (Abcam), LC3 (dilution de 

1/5000) (Novus), CALCOC02 (dilution de 1/1000) (Santa Cruz), NBR1 (dilution de 

1/100) (Santa Cruz). L'anticorps anti-bêta-actine conjugué HRP est également utilisé à 

1/10000 (Abcam). Les anticorps secondaires utilisés sont l'anti-souris (dilution de 1/3000) 

(Cell Signaling Technology) et l'anti-Iapin (dilution de 1/3000) (Ce Il Signaling 

Technology). L'échelle de marqueur moléculaire utilisé est le BLUelfPrestained Protein 

Ladder (GeneDireX). Les membranes ont été développées en utilisant le SuperSignal 

West Femto Kit (Thermo Fisher) et les images ont été visualisées en utilisant le Chemidoc 

imaging system (Biorad). La quantification des western-blot est réalisée avec Image 1. 
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2.8 Analyses statistiques 

Toutes les statistiques ont été calculées avec le logiciel R. Les tests utilisés sont 

Anova ou le pairwise T test. Une différence significative a été considérée pour des valeurs 

de p < 0.05. 



CHAPITRE III 

RÉSULTATS 

3.1 Validation KO et vecteurs viraux 

3.1.1 KO 

Afin de démontrer l'importance de TRIM5a dans le processus d'autophagie basal 

(sans infection) et lors d'une infection vira le, nous avons tout d'abord généré des knockout 

de TRIM5a par CRISPR-Cas9 tel que décrit par Mérindol et al.23 dans les THP-l 

(monocytes) et les Jurkat (lymphocytes T CD4+). Les monocytes et les lymphocytes T 

CD4+ sont principalement infectés par le VIH, donc ces cellules sont pertinentes à l'étude 

de ce virus. Dans le cas des cellu les knockout pour TRIM5a (T5KO), l' ARN guide permet 

de guider l'enzyme Cas9 jusqu'à la séquence ciblée (dans ce cas-ci, le gène de TRIM5a) 

et la nucléase peut alors cliver la séquence. Ces cellu les n'expriment donc pas la protéine 

TRIM5a. Pour ce qui est des cellules contrô les CAG, CRISPR-Cas9 recherche une 

séquence qui n'existe pas dans les cellules humaines, c'est-à-dire une séquence qui existe 

uniquement dans les cellules de poulets qui cib le un promoteur de ~-actine de poulet 

modifié nommée CAG75
. Ainsi, CRISPR-Cas9 ne clive pas de séquences d 'ADN dans 

les cellules CAG et l'enzyme Cas9 est produite ce qui en fait un bon contrô le pour 

nos expériences. 

Étant donné que l'anticorps de TRIM5a ne donne pas de bons résultats par 

Western-Blot, nous avons validé le knockout de TRIM5a par restriction de deux virus de 

la leucémie murine, soit N-MLV et B-MLV (N-tropic et B-tropic) (Figure 3.1). 
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THP- l infectées par N-ML V ou B-ML V pendant 48 heures puis 
l' infectivité a été mesurée par F ACS (A) THP-l CAG infectées par 
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N-ML V sensible à TRIM5a. (B) THP-l T5KO infectées par le virus 
N-MLV. (C) THP-l CAG infectées par B-MLV non sensible à TRIM5a. 
(D) THP-I T5KO infectées par B-ML V. (E) Quantification de A à D. 

N-MLV est restreint par TRIM5a humain, alors que B-MLV ne l'est pas80. 

En temps normal. TRIM5a reconnaît la capside des virus, mais B-ML V Y échappe par 

une altération d'un acide aminé de sa capside80. Les particules virales sont produites avec 

l'enveloppe VSV-G qui contient le génome viral ainsi que le génome permettant 

d'exprimer la GFP. La protéine G du virus de la stomatite vésiculeuse (VSV-G) est une 

protéine de fusion virale qui permet l'entrée du vecteur viral par fusion avec la membrane 

de la cellule hôte81 ,82 . Dans le cas du virus B-ML V, le génome viral est différent, mais le 

reste de la technique demeure la même. Ainsi, les vecteurs B-ML V et N-ML V codent tous 

les deux pour la protéine fluorescente verte (GFP) ce qui permet de dénombrer par analyse 

par FACS le nombre de cellules infectées après 48 heures d'incubation avec le virus 

(GFP+ étant la mesure d' infectivité)83. 

Lorsque le virus infecte la cellule, s' il n'est pas restreint, il intègre le génome de la 

cellule et dans ce cas-ci, la protéine GFP (initialement présente dans le génome du virus) 

est alors produite par la cellule. Les pourcentages de cellules GFP+ présentés sont le 

pourcentage de cellules infectées après 48 heures d'incubation avec le virus. 

N-MLV est restreint par TRIM5a alors que B-MLV sert de contrôle, puisqu'il n'est 

pas sensible à TRIM5a. Dans la figure lA, les cellules CAG qui expriment TRIM5a 

étaient incubées en présence du vecteur N-MLV. On a observé un très faible nombre de 

cellules GFP+ (0.12 %), soit un très faible nombre de cellules qui ont été infectées, 

puisque TRIM5a étant normalement produit dans les cellules permettant de restreindre 

N-ML V. Par contre, dans la figure 1 B, un peu plus de cellules T5KO étaient GFP+ 

(4.06 %). N-MLV étant sensible à TRIM5a et la protéine étant absence dans la très grande 

majorité des cellules considérées T5KO, le virus peut alors infecter les cellules sans être 

restreint par TRIM5a. Nous avons remarqué une augmentation de cellules infectées de 

33 .8 fois en absence de TRIM5a. 
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B-MLV n'est pas sensible à TRIM5a (il sert donc de contrôle), ce qui explique le 

pourcentage plus élevé de cellules infectées que TRIM5a soit présent ou non dans les 

cellules. Donc, dans la figure 1 C, plus de cellules étaient GFP+ (10.42 %) dans les CAG 

et, dans la figure ID, encore un peu plus de cellules ont été infectées (12.31 %). 

Cela représente une augmentation de cellules infectées de 1.18 fois en absence de 

TRIM5a. On observait donc un peu plus de cellules infectées dans les T5KO, car même 

si la théorie affirme que B-MLV n'est pas restreint par TRIM5a, ill 'est tout de même très 

légèrement de façon significative (c'est pourquoi un peu moins de cellules ont été 

infectées dans les CAG). 

Un Western-Blot n'étant pas possible pour l'anticorps de TRIM5a, cette expérience 

a donc validé que les cellules T5KO sont bel et bien knockout du gène cible, puisque la 

déplétion de TRIM5a a causé une augmentation importante du nombre de cellules 

infectées par un virus sensible à TRIM5a (N-MLV), indiquant que TRIM5a est absent de 

ces cellules. Le knockout a également été confirmé par TIDE assay dans l'article de 

Natacha Mérindol23
. 

3.1.2 Restriction par du vecteur viral EC5-1TRIM5a 

Une fois le KO validé, nous avons vérifié que le vecteur du Vlli pertinent à l'étude, 

soit EC5-1oFP, est bel et bien restreint par TRIM5a. Les séquences de la capside d ' un 

contrôleur élite EC5-l (qui est connue par TRIM5a) ont été amplifiées et insérées dans le 

plasmide incapable de réplication pNL4-3 0FP dans lequel la perte de nucléotides 

a provoqué un changement de cadre de lecture dans le gène env et le gène gfjJ remplace 

le gène nef Le génome du vecteur produit se retrouve dans une enveloppe VSV-G78 . 

Le vecteur du Vlli alors produit est nommé simplement EC5-1 pour faciliter l'appellation. 

Le vecteur viral EC5-1 produit est donc incapable de réplication et exprime la GFP 

lorsqu ' intégré dans le génome de la cellule hôte. Comme pour la figure 3.1, les cellules 

ont été incubées 48 heures avec le virus, mais cette fois-ci seulement avec le virus à l'étude 

(EC5-1). Le pourcentage de cellules infectées a été déterminé à plusieurs volumes de 

VIruS. 
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Validation de la restriction d'EC5-1 (virus du VIH atténué GFP+) 
dans les lignées cellulaires. 
THP-l et Jurkat infectées par EC5-1 pendant 48 heures puis l'infectivité 
a été mesurée par FACS. (A) THP-l CAG et T5KO infectées par EC5-1. 
(B) Jurkat CAG et T5KO infectées par EC5-1. 

Dans la figure 3.2, les cellules THP-l et J urkat ont été infectées par le virus EC5-1 

pour valider sa restriction dans les cellules. Dans les deux lignées cellulaires et à divers 

volumes de virus, les cellules T5KO sont toujours plus infectées par le rétrovirus que les 

CAG. En effet, EC5-1 étant restreint par TRIM5a, les cellules CAG exprimant la protéine 

permettent de restreindre plus efficacement le virus comparativement aux cellules T5KO 

qui n'expriment pas TRIM5a et donc ne restreint pas le virus. 

Cette figure permet donc de valider que EC5-1 est restreint par TRIM5a. 

Le rétrovirus peut alors être utilisé pour étudier le lien entre TRIM5a, l'autophagie et 

l'infection virale. 

3.2 Régulation de TRIM5a par autophagie 

Dans le but d'étudier l'impact de TRIM5a sur le flux autophagique, nous avons 

incubé nos cellules sans virus, puis nous les avons lysées et les lysats ont été utilisés et 

analysés par western-b lot pour étudier plusieurs marqueurs de l'autophagie, soit LC3 qui 
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est présent dans la membrane de l'autophagosome, p62, NBRI et CALCOC02 qui sont 

des marqueurs sélectifs d'autophagie. 

3.2.1 THP-l 
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Marqueur d'autophagie dans les THP-l sans infection. 
Les THP-I sont traitées avec la bafilomycine pendant une heure, puis les 
marqueurs autophagiques sont analysés par Western-Blot. (A) Exemple de 
Western-Blot dans les THP-l. (B) Quantification du marqueur LC3-II 
dans les THP-l. (C) Ratio baf+/baf- de LC3-II dans les THP-l. 
(D) Quantification du marqueur p62 dans les THP-l. (E) Ratio baf+/baf­
de p62 dans les THP-l. (F) Quantification du marqueur NBRI dans les 
THP-l. (G) Ratio baf+/baf- de NERI dans les THP-l. (H) Quantification 
du marqueur CALCOC02 dans les THP-l. (1) Ratio baf+/baf- de 
CALCOC02 dans les THP-I. 

Dans le but de déterminer l'impact de TRIM5a endogène sur le flux autophagique 

basal, nous avons quantifié le marqueur le plus étudié dans le domaine de l'autophagie, 

soit LC3-II dans les cellules contrôles et knockout de TRIM5a dans les THP-l. 

La différence du niveau de LC3-II entre les échantillons en présence et en absence 

d'un inhibiteur lysosomal (bafilomycine Al) représente la quantité de LC3 qui est délivrée 

aux autophagolysosomes pour dégradation (c'est-à-dire un flux autophagique)84. 

Si l'on bloque la dégradation de LC3-II avec la bafilomycine Al , il s' accumule. 
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Nous avons observé que le substrat autophagique LC3-II s'accumule en présence de 

bafilomycine comme le démontre l'exemple de western-blot et la quantification de 

multiples expériences (Figure 3.3A-B). Le flux autophagique a été calculé en divisant 

l'intensité de la bande de LC3-II en présence de bafilomycine par celle sans bafilomycine 

(Figure 3.3C). 

Nous avons observé une différence dans le niveau de LC3-II dans les cellules CAO 

et les cellules knockouts TRIM5a (T5KO). En effet, le niveau de LC3-II était plus bas 

dans les T5KO que les cellules CAO dans les mêmes conditions sans aucun traitement 

(sans virus et sans bafilomycine) dans les THP-l (Figure 3.3B). Ces résultats suggèrent 

que la perte de TRIM5 module l'autophagie dans les THPI. Cependant comme une baisse 

de LC3-II pourrait être la conséquence d'une inhibition de l'initiation de l'autophagie ou 

d'une augmentation du flux autophagique, nous avons déterminé le flux autophagique 

dans les cellules contrôles et les cellules knockout de TRIM5a. Dans la figure 3.3C, 

le flux autophagique (le ratio de baf+/baf-) est inchangé si l'on compare les cellules CAO 

avec les cellules T5KO. Le ratio est d'environ 2 dans les deux lignées cellulaires, 

ce qui veut dire qu 'i l y a deux fois plus de LC3-II après traitement avec la bafilomycine 

qu'avant le traitement. Ainsi, lorsque la bafilomycine inhibe le flux autophagique, 

le LC3-II qui aurait normalement été dégradé dans l'autophagolysosome est récupéré 

(ce qui est appelé le turnover de LC3 84). On a observé que le ratio, soit le flux 

autophagique, était inchangé dans tous les cas dans les THP-l. Cela veut dire que TRIM5a 

n'influence pas le flux autophagique de LC3-II. Ainsi, TRIM5a régule l'initiation de 

l'autophagie dans les THP-l et non le flux autophagique si l'on se fie uniquement 

à ce marqueur. 

Dans tous les cas, en ce qui concerne le marqueur LC3-II les observations que nous 

avons faites dans les THP-l sont consistantes avec le rôle proposé de TRIM5a dans la 

littérature (la littérature suggère que TRIM5a stimule l'autophagie7l
), mais il est difficile 

de tirer des conclusions en observant un seul marqueur de l'autophagie. 

Comme le marqueur LC3 est insuffisant pour tirer des conclusions, nous avons 

étudié d'autres marqueurs, soit des récepteurs sélectifs de l'autophagie (p62, NBRI et 
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CALCOC02). Nous débutons avec le marqueur p62, car il est la seconde protéine la plus 

utilisée pour étudier l'autophagie (en plus de LC3). 

Lorsque l'on inhibe l'autophagie (dans ce cas-ci, avec la bafilomycine), les niveaux 

de substrats devraient augmenter puisque leur dégradation dans l'autophagolysosome est 

arrêtée. Cependant, on n'a observé aucune variation significative dans la figure 3.3D et E. 

Le niveau de p62 basal et le ratio baf+/baf- de p62 (le flux autophagique de p62) n'est pas 

affecté par TRIM5a. De plus, la bafilomycine n'occasionne pas une augmentation du 

niveau de p62 dans les cellules, ce qui suggère que la protéine p62 ne tient pas un rôle 

majeur d'autophagie sélective dans les THP-I. 

En ce qui concerne p62, les observations sont différentes de ce qui a été observé 

dans d'autres types cellulaires66
, puisque p62 n'est pas augmenté par la bafilomycine. 

Dans nos cellules hématopoïétiques, p62 ne semble pas être dégradé par autophagie, 

ce qui rend impossible son utilisation comme marqueur de flux autophagique. 

C'est pourquoi nous avons mesuré les niveaux d'autres marqueurs d'autophagie sélective, 

soit NERI et CALCOC02. 

NBRI étant un autre récepteur sélectif ayant un rôle similaire à p62, ses niveaux 

devraient également être augmentés par un inhibiteur de l'autophagie comme la 

bafilomycine. Par contre, aucune variation significative de NERI n'a été observée, 

puisque les niveaux de NBRI basal et les ratios baf+/baf- de NBRI (le flux autophagique 

de NBRI) ne sont pas affectés par TRIM5a (Figure 3.3F-G). De plus, la bafilomycine 

n'a pas occasionné une augmentation du niveau de NERI dans les cellules (Figure 3.4F). 

Tout comme p62, le niveau de NERI n'est pas induit par la bafilomycine. Cela suggère 

que p62 et NBRI ne sont pas dégradés par le processus de l'autophagie dans les THP-l. 

Nous avons donc décidé d'étudier un autre récepteur sélectif, soit CALCOC02 

afin d'observer si le phénomène est le même pour tout ce qui concerne l'autophagie 

sélective dans ces lignées cellulaires. En utilisant un inhibiteur de l'autophagie, on devrait 

également causer l'accumulation du récepteur sélectif CALCOC02. Tout comme nous 

avons observé pour p62 (Figure 3.3D et E), le niveau basal de CALCOC02 est inchangé 
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pour les cellules contrôles CAG et T5KO (Figure 3.3H et 1). Cependant, l'ajout de 

bafilomycine A 1 a causé une augmentation importante de CALCOC02 dans les cellules 

T5KO chez les THP-l (Figure 3.3H). De plus, l'absence de TRIM5a a stimulé le flux 

autophagique dans les THP-l indépendamment de l'initiation (Figure 3.31). L' initiation 

de l'autophagie serait affectée s'il y avait une augmentation ou diminution entre les 

niveaux basaux de CALCOC02 dans les CAG et T5KO, mais l' on observe qu ' en 

l'absence de TRIM5a et sans bafilomycine, le niveau de CALCOC02 est le même que 

dans les CAG. De plus, comme le flux autophagique est significativement augmenté dans 

les T5KO, cela nous permet de dire que la présence de TRIM5a module le flux 

autophagique dans les THP-l . 

Suite à ces observations faites dans les THP-l (monocytes), nous avons voulu 

vérifier si les phénotypes sont similaires dans une autre lignée hématopoïétiques cibles du 

VIH, soit des lymphocytes T CD4+. Nous avons donc étudié le rôle de l' autophagie et de 

TRIM5a dans les Jurkat (lymphocytes T CD4+). 

3.2.2 Jurkat 
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Marqueur d'autophagie dans les Jurkat sans infection. 
Les Jurkat sont traitées avec la bafilomycine pendant une heure, puis les 
marqueurs autophagiques sont analysés par Western-Blot. (A) Exemple de 
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Western-Blot dans les Jurkat. (B) Quantification du marqueur LC3-II dans 
les Jurkat. (C) Ratio baf+/baf- de LC3-II dans les Jurkat. (D) Quantification 
du marqueur p62 dans les Jurkat. (E) Ratio baf+/baf- de p62 dans les Jurkat. 
(F) Quantification du marqueur NBRI dans les Jurkat. (G) Ratio baf+/baf­
de NBRI dans les Jurkat. (H) Quantification du marqueur CALCOC02 
dans les Jurkat. (1) Ratio baf+/baf- de CALCOC02 dans les Jurkat. 

Dans le cas des Jurkat, nous avons également inhibé l'autophagie à l' aide de la 

bafilomycine dans le but de causer une accumulation du marqueur LC3-II qui peut alors 

être mesurée et quantifiée. Nous avions observé que TRIM5a régule l' initiation de 

l'autophagie dans les THP-l (Figure 3.3), mais ce n' est pas le cas dans les Jurkat, 

puisque nous n'avons pas observé de variation du niveau de LC3-II entre les CAG et les 

T5KO (Figure 3.4B). De plus, le flux autophagique est resté inchangé entre les CAG et 

les T5KO qu' il y ait présence ou absence de TRIM5a (Figure 3.4C), puisque le flux 

autophagique est en moyenne d'environ 4 pour les CAG et les T5KO. Cela veut dire qu'il 

ya quatre fois plus de LC3-II lorsque le flux autophagique est inhibé par la bafilomycine 

et que le LC3-II normalement dégradé ne l'est pas, mais nous n'avons pas observé de 

différence causée par l'absence de TRIM5a. La perte de TRIM5a n' affecte donc pas 

l'autophagie basale ni le flux autophagique si l'on se fie uniquement à ce marqueur dans 

les Jurkat. 

Il est alors pertinent de se demander si les récepteurs sélectifs sont augmentés 

lorsque l'autophagie est inhibée par la bafilomycine chez les Jurkat. Comme dans le cas 

des THP-l (Figure 3.3D), la bafilomycine n'a pas augmenté le niveau de p62 dans ces 

cellules (Figure 3.4D). Le flux autophagique dans les CAG et T5KO était d'environ l , 

ce qui veut dire que la quantité de p62 après l'ajout de bafilomycine était le même que 

sans bafilomycine (Figure 3.4E). Ainsi, l'inhibition du flux autophagique n' a pas causé 

l'accumulation de p62 dans ces cellules, donc p62 n'est pas dégradé par le processus de 

l'autophagie dans les Jurkat. Ainsi, le niveau de p62 basal et le ratio baf+/baf- de p62 

(le flux autophagique) n' est pas affecté par TRIM5a (Figure 3.4D et E). 

Par la suite, nous avons étudié un autre récepteur sélectif dans les Jurkat, soit NBRI . 

Nous observons les mêmes résultats que dans les THP-l (Figure 3.3G et H), soit que 
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la bafilomycine n'a pas causé d'augmentation du nIveau de NBRI dans les Jurkat 

(Figure 3.4F) et que le flux autophagique n'est pas affecté par la présence ou l'absence de 

TRIM5a (Figure 3.40). 

Les résultats de p62 et NBRI étant à nouveau différents de ce qui a été observé dans 

d'autres types cellulaires, nous avons donc étudié CALCOC02 à nouveau, puisque c'est 

ce récepteur qui semblait dégradé par autophagie dans les THP-l et nous avons voulu 

vérifier si c'est également le cas dans les Jurkat. Pour répondre à la question, nous avons 

analysé le récepteur CALCOC02 qui a montré que le niveau basal est inchangé 

(Figure 3.4H), mais le flux autophagique (Figure 3.41) est augmenté dans les T5KO 

par rapport aux CAO. Ainsi, nous avons observé les mêmes résultats que dans les THP-l 

(Figure 3.3H et 1), soit que le niveau basal de CALCOC02 est inchangé entre les CAO et 

les T5KO, mais que le flux autophagique est augmenté dans les T5KO en l'absence de 

TRIM5a (Figure 3.41). Ces observations suggèrent que la présence de TRIM5a module le 

flux autophagique dans les THP-I. 

Jusqu'à présent, les deux lignées ont en commun que p62 et NBRI ne sont pas des 

substrats majeurs de l'autophagie. Pour la suite de mon travail, nous nous sommes donc 

concentrés uniquement sur les marqueurs LC3 et CALCOC02 étant donné que ce sont les 

seules protéines qui ont des variations en présence de bafilomycine ou en absence de 

TRIM5a. Une autre ressemblance entre les lignées que nous avons observée est que le 

flux autophagique de CALCOC02 est augmenté dans les T5KO par rapport aux CAO. 

Cependant, nous avons observé des différences au niveau du marqueur LC3 entre les 

deux lignées. TRIM5a semble réguler l'initiation de l'autophagie dans les THP-I si l' on 

se fie uniquement à LC3-II, mais ce n'est pas le cas dans les Jurkat. Nos observations sont 

donc différentes d'une lignée cellulaire à l' autre d'où l'intérêt d'étudier les deux lignées 

cellulaires dans des conditions d'infections. 
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3.3 Régulations de TRIM5a par autophagie suite à une infection 

Le modèle de la virophagie suggère que TRIM5a pourrait agir comme récepteur 

sélectif d'autophagie. Nous avons donc émis l'hypothèse que TRIM5a est important pour 

l'initiation de l'autophagie lors d' une infection virale. Pour valider cette hypothèse, 

nous avons infecté nos cellules et étudié le rôle de TRIM5a sur l'autophagie. 

Notre étude a permis d'observer l'interaction possible entre TRIM5a, l'autophagie et 

le Vlli. Jusqu'à présent, la littérature suggère que TRIM5a est lié à l'autophagie et que 

les virus échappent au processus autophagique des cellules hôtes, mais nous nous 

questionnons sur le rôle du virus par rapport à TRIM5a et l 'autophagie56,85. Ainsi, toujours 

dans le but d'étudier l'autophagie et TRIM5a, mais cette fois-ci dans un contexte 

d'infection par le Vlli, nous avons infecté les cellules contrôles et knockouts par le 

rétrovirus EC5-1 GFP ou par le rétrovirus N-ML V GFP. Ces virus sont VSV -0 et le gène Env 

est absent (N-MLV ne contient pas le gène Nef), réduisant ainsi la possibilité que 

le vecteur lui-même module l'autophagie, puisqu'il a été suggéré dans la littérature que 

Env et Nef inhibent l' autophagie86,87. Pour déterminer l'effet d'une infection sur 

l'autophagie, nous avons infecté des cellules CAO et T5KO pendant huit heures, 

dont la dernière heure en présence de bafilomycine pour mesurer le flux autophagique. 

Les marqueurs autophagiques ont ensuite été analysés et quantifiés séparément dans les 

THP-l et Jurkat par Western-Blot pour permettre l'analyse de l'autophagie basale 

(sans bafilomycine) et du flux autophagique (ratio avec bafilomycine/sans bafilomycine) 

en présence ou absence de virus. 
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Figure 3.5 Marqueur d'autophagie dans les THP-l et Jurkat avec infection par 
EC5-1 et N-MLV. 
Les THP-l et Jurkat sont infectées avec EC5-1 ou N-MLV pendant 
huit heures au total et traitées avec la bafilomycine pendant la dernière 
heure, puis les marqueurs autophagiques sont analysés par Western-Blot 
(A) Quantification du marqueur LC3-II dans les THP-l avec infection par 
EC5-1. (B) Ratio baf+/baf- de LC3-II dans les THP-l avec infection par 
EC5-1. (C) Quantification du marqueur LC3-II dans les Jurkat avec 
infection par EC5-1. (D) Ratio baf+/baf- de LC3-II dans les Jurkat avec 
infection par EC5-1 (E) Quantification du marqueur LC3-II dans les THP-l 
avec infection par N-ML V. (F) Ratio baf+/baf- de LC3-II dans les THP-l 
avec infection par N-MLV. (G) Quantification du marqueur CALCOC02 
dans les THP-l avec infection par N-MLV. (H) Ratio baf+/baf- de 
CALCOC02 dans les THP-l avec infection par N-ML V. 

Nous avons étudié uniquement LC3-II et CALCOC02, puisque nous avons 

déterminé, au préalable, dans un contexte sans infection que p62 et NBRI ne sont pas 

des substrats importants de l'autophagie dans les THP-l et les Jurkat. Pour répondre au 

second objectif, nous avons infecté les cellules avec des vecteurs viraux, puis analysé les 

marqueurs pertinents. L'expérience a montré une diminution significative du niveau de 

LC3-II dans les T5KO en l'absence de virus (Figure 3.5A) (tout comme il était le cas dans 
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la figure 3.3B). En présence du virus EC5-1, on observe cette même diminution du niveau 

de LC3-II que ce soit dans les CAO ou dans les T5KO. Ce qui suggère que l' absence de 

TRIM5a diminue le niveau basal de LC3-II dans les THP-l sans virus et que la présence 

de virus cause cette même diminution dans les THP-l. 

En analysant le flux autophagique, l'expérience a montré une augmentation 

significative du flux autophagique dans les CAO infectées par EC5-1 comparativement 

aux T5KO infectées (Figure 3.5B). Ces observations suggèrent que le vecteur EC5-1 et 

TRIM5a augmentent le flux autophagique et que si l'on perd TRIM5a, on perd ces effets 

dans les THP-l. Ainsi, ces résultats suggèrent que l'infection virale par EC5-1 module 

l'autophagie d'une façon dépendante de TRIM5a dans les THP-l. 

Pour ce qui est des Jurkat, l'infection a été répétée dans cette lignée cellulaire. 

L'expérience a montré que les échantillons traités par la bafilomycine sont 

significativement augmentés (Figure 3.5C). Uniquement le flux autophagique est 

augmenté significativement dans les CAO infectés comparativement aux T5KO infectés 

(Figure 3.5D) comme il était également le cas dans les THP-l (Figure 3.5B). On peut donc 

émettre la même conclusion que pour les THP-l , c ' est-à-dire que l'infection virale par 

EC5-1 stimule l'autophagie d'une façon dépendante de TRIM5a dans les Jurkat. 

Cependant, comparativement aux observations faites dans les THP-l, le niveau basal de 

LC3-II sans l'ajout de bafilomycine (que ce soit dans les CAO ou dans les T5KO et 

en présence ou absence de virus) est constant. Cela suggère que ni TRIM5a ni le virus ne 

jouent un rôle dans le niveau basal de LC3-II. 

Pour confirmer nos résultats obtenus avec EC5-1 et possiblement obtenir de plus 

grands écarts dans les quantifications, nous avons infecté les cellules avec un virus encore 

plus restreint par TRIM5a qu'EC5-1 , soit N-MLV. Les cellules CAO et T5KO ont été 

infectées par le rétrovirus N-ML V GFP pendant huit heures et traitées à la bafilomycine 

pendant la dernière heure tout comme c'était le cas avec EC5-1. 

LC3-II a été quantifié et analysé suite à l'infection par N-MLV. Nous avons observé 

la même variation dans le cas d'infections par EC5-1 , c ' est-à-dire qu 'on a observé 
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une diminution du niveau de LC3-II dans les cellules T5KO et en présence de virus 

(Figure 3.5E). Dans la figure 3.5F, le flux autophagique de LC3-II est augmenté entre les 

cellules CAG et les cellules CAG infectées par N-MLV. De plus, le flux autophagique est 

diminué entre CAG infectées par N-ML V et T5KO infectées par N-ML V. Ces résultats 

suggèrent que l' absence de TRIM5a et/ou la présence de virus diminuent le niveau basal 

de LC3-II et que l ' infection virale par N-MLV stimule l'autophagie d'une façon 

dépendante de TRIM5a dans les THP-l. 

En ce qui concerne CALCOC02, la figure 3.5G a montré que le niveau basal ne 

varie pas lorsqu'infecté par N-ML V. Cependant, ces résultats diffèrent des observations 

faites dans des conditions sans infection (Figure 3.3H). Ces observations pourraient être 

causées par le fait que le temps d' incubation n'est pas le même. Dans le cas sans infection, 

les cellules sont incubées seulement une heure alors que lors d'une infection, nous avons 

incubé les cellules pour un total de huit heures. Il est donc possible que la durée de 

l'expérience ait un impact sur l'autophagie dont nous ignorons les causes. En ce qui 

concerne le flux autophagique, la figure 3.5H a montré que le flux autophagique de 

CALCOC02 est constant en l'absence ou présence de virus et de TRIM5a. Encore une 

fois, ces observations sont différentes de ce qui a été précédemment observé dans d'autres 

lignées cellulaires 66,88 . Nos infections virales par N-MLV n'ont pas affecté l'expression 

du marqueur CALCOC02 et l'absence de TRIM5a non plus. De plus, la bafilomycine n'a 

pas causé d'accumulation de CALCOC02 comparativement à ce que nous avions observé 

précédemment (Figure 3.3H et 1). 

Si l'on se fie uniquement à LC3-II, les résultats suggèrent que, dans le cas 

d'une infection, TRIM5a stimule le flux autophagique et qu 'en l'absence de TRIM5a, 

on observe une diminution significative du flux autophagique. Cependant, si l' on observe 

CALCOC02, dans le cas d'une infection, le flux autophagique du récepteur est inchangé. 

Ces résultats suggèrent que TRIM5a stimule l'initiation (uniquement dans les THP-l) et 

le flux autophagique (dans les THP-] et Jurkat) dans une situation d' infection, mais qu'il 

ne régule pas les récepteurs autophagiques sélectifs. 



CHAPITRE IV 

DISCUSSION ET CONCLUSION 

4.1 Discussion 

Le SIDA est l'une des plus grandes pandémies connues dans l'histoire de l' homme3. 

À ce jour, aucun traitement permettant de guérir du Vlli n'a été découvert. Des études 

récentes ont fait des progrès dans l'exploration des rôles de l'autophagie dans l'infection 

par le Vlli41 ,68,89 et de l'implication possible de TRIM5a69. L'un des rôles connus de 

TRIM5a est de lier les rétrovirus entrants et d'entraîner leur dégradation par diverses 

méthodes38
. Cependant, le TRIM5a endogène humain ne limite pas le Vlli-l de façon 

significative9o. Malgré cela, des chercheurs ont mis en lumière le fait que, chez certains 

progresseurs lents, la capside du rétrovirus présente des mutations qui la rendent plus 

sensible à TRIM5a26
• Les recherches sur TRIM5a sont donc indispensables pour peut-être 

trouver un moyen de rendre la protéine plus efficace dans son rôle de reconnaître la 

capside des rétrovirus et d'induire la dégradation du Vlli-l. Actuellement, les rôles de 

TRIM5a et de l'autophagie dans des cellules infectées par le Vlli ne sont pas tous 

identifiés, et encore moins compris. Les recherches sur TRIM5a sont donc indispensables 

pour trouver un moyen de rendre la protéine plus efficace dans son rôle qui consiste à 

reconnaître la capside des rétrovirus et d'induire la dégradation du Vlli -1. Toutes ces 

recherches pourraient ainsi mener à la découverte d 'une nouvelle approche antivirale pour 

lutter de façon préventive ou précoce contre le Vlli-l ou d'autres virus. Cette nouvelle 

approche antirétrovirale pourrait permettre de réduire la quantité de virus chez les patients, 

d'améliorer leur qualité de vie et d'augmenter leur espérance de vie. 

Dans le cadre de mon projet, nous avons émis l 'hypothèse que TRIM5a est 

important pour l' initiation de l'autophagie lors d'une infection virale. Pour confirmer 

notre hypothèse, nous avons divisé le projet en deux objectifs soit: de déterminer l'impact 

de TRIM5a endogène sur le flux autophagique basal et de déterminer le rôle de TRIM5a 
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dans l'autophagie en présence de vecteurs viraux. Nos résultats démontrent que TRIM5a 

joue un rôle dans l' initiation de l'autophagie ou/et dans la régulation du flux autophagique 

dépendamment de la lignée cellulaire. De plus, nos résultats suggèrent que les rétrovirus 

testés (EC5-1 et N-MLV) stimulent l'initiation et le flux autophagique d' une manière 

dépendante de TRIM5a. 

4.1.1 TRIM5a régule l'initiation de l'autophagie dans les THP-l et régule le flux 
autophagique 

Pour répondre au premier objectif qui était de déterminer le rôle de TRIM5a sur 

le flux autophagique basal, nous avons analysé par western-blot différents marqueurs 

autophagiques lorsque l'autophagie est inhibée et en absence de TRIM5a. Dans les 

THP-l , en absence de TRIM5a, il ya moins de LC3-II si l'on compare avec les cellules 

contrôles CAO qui expriment TRIM5a. On observe la même diminution de LC3-II dans 

les cellules CAO et les cellules KO en présence de rétrovirus. Le flux autophagique n'est 

pas affecté, donc cela suggère seulement une diminution de l'initiation du processus 

autophagique, soit une inhibition de la formation de l'autophagosome (Figure 3.3). 

Mais nous n'avons pas observé cette variation du niveau de LC3-II entre les CAO et les 

T5KO chez les Jurkat (Figure 3.4). Cette différence pourrait s'expliquer par le fait que 

LC3-II est régulé de base au niveau transcriptionnel, donc il pourrait y avoir un effet 

transcriptionnel différent d'un type cellulaire à l'autre. Une autre explication à ce 

phénomène est qu'il pourrait y avoir une augmentation de l' initiation de l'autophagie dans 

les cellules contrôles CAO de THP-l ou une inhibition de l'initiation de l'autophagie dans 

les T5KO de THP-l. Il serait aussi possible que TRIM5a interagisse avec LC3-II dans les 

THP-l, c'est-à-dire que l'absence de TRIM5a bloque la transcription de LC3 ou qu'à 

l'inverse la présence de TRIM5a stimule la transcription de LC3 qui est par la suite 

convertie en LC3-II (Figure 4.1). Une autre différence notable que nous avons observée 

est celle du flux autophagique basal qui varie entre les THP-l et les Jurkat. Le flux 

autophagique dans les THP-l était de 1,7 (écart type de 0,6) alors qu'il était de 3,8 

(écart type de 2,3) dans les Jurkat. En effet, en ajoutant la bafilomycine, nous avons 

observé une plus grande augmentation du niveau de LC3-II dans les Jurkat que dans les 
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THP-l d'où le flux autophagique plus élevé dans les Jurkat. Il est donc possible que le 

flux autophagique soit variable dépendamment de la lignée hématopoïétique, soit les 

monocytes (THP-l) versus les lymphocytes T CD4+ (Jurkat) dans notre étude. 

Cela pourrait potentiellement expliquer la différence d'effet de TRIM5a sur l'initiation de 

l'autophagie entre les deux lignées cellulaires. CALCOC02 est aussi affecté par TRIM5a. 

En effet, nous avons observé que le flux autophagique est significativement augmenté 

dans les T5KO indépendamment de l'initiation, puisque les niveaux basaux de 

CALCOC02 n'étaient pas affectés. Ainsi, à l'inverse, la présence de TRIM5a inhibe le 

flux autophagique dans ces cellules (Figure 4.1). 

LC3-1 
~ 

Figure 4.1 

(CALCOC02 
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J 

Schéma de l'autophagie dans les THP-l. 
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Davantage d'expériences doivent être réalisées pour permettre de bien comprendre 

pourquoi le niveau de LC3-II dans l'autophagie basale est inchangé dans les Jurkat et 

expliquer les différences observées entre les deux lignées en ce qui concerne l'autophagie 

et le rôle de TRIM5a. 
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4.1.2 Les rétrovirus testés régulent l'initiation et la régulation du flux autophagie 
dépendamment de TRIM5a 

Dans le cas d'une infection, nos résultats suggèrent que les rétrovirus testés sensibles 

à TRIM5a, soit EC5-1 et N-ML V, stimulent l' initiation de l 'autophagie et le flux 

autophagique dépendamment de TRIM5a (Figure 4.2). En effet, nous avons démontré que 

TRIM5a affecte l'autophagie de base et celle induite par des rétrovirus sensibles à 

TRIM5a (Figure 3.5), puisque nous observons une diminution significative du niveau de 

LC3-II dans les T5KO en l'absence de virus et l' on observe cette même diminution du 

niveau de LC3-II en présence de virus. Nous avons également montré que TRIM5a 

est requis pour l'activation du flux autophagique par des rétrovirus (Figure 3.5), 

puisque le flux autophagique est augmenté dans les cellules contrôles CAG infectées 

comparativement aux cellules T5KO. 

Par rapport aux résultats disponibles dans la littérature, nos données sont nouvelles, 

mais vont dans le même sens que le modèle proposé de la virophagié7,68, puisque nous 

suggérons que le virus module l'autophagie dépendamment de TRIM5a. Il est reconnu 

que les virus tentent d 'échapper au processus d ' autophagie ou d'en prendre le contrôle 

pour assurer leur survié1• Les trois rôles plus connus de TRIM5a afin d'éliminer les 

rétrovirus entrants sont la dégradation médiée par le protéasome, l'accélération de la 

décapsidation et l'altération du transport intracellulaire. Au cours des dernières années, 

le rôle de TRIM5a dans la stimulation de l'autophagie a été proposé2 1,32 , mais peu exploré 

et nos résultats sont prometteurs puisqu'ils supportent ce rôle potentiel. 

Dans les 1 ignées hématopoïétiques (cellules à l'origine des cellules sangumes, 

soit les lignées myéloïdes et lymphocytaires), nous avons démontré que ni la protéine p62 

ni la protéine NBRI ne sont des substrats autophagiques majeurs dans ces cellules même 

dans le cas d'une infection. Cela ne correspond pas aux interactions entre p62 et TRIM5a 

observées dans d ' autres lignées cellulaires. Il est possible que p62 ne soit pas un substrat 

autophagique majeur dans ces cellules, soit les lignées myéloïdes et lymphocytaires. 

La littérature démontre que p62 et NBRI peuvent interagir ensemble, mais que dans des 

cellules déficientes p62, NBRI peut tout de même exercer son rôle de récepteur sélectif 
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d'autophagie54
,91. Cependant, dans notre situation même si p62 n'est pas un substrat de 

l'autophagie dans ces cellules, NBRI ne vient pas compenser son rôle. 

Nos résultats avec CALCOC02 sont en contradiction de nos résultats observés avec 

LC3-II, puisque les niveaux de CALCOC02 ne sont pas affectés par l'absence de 

TRIM5a ni par l' infection par un vecteur du VIH. Cette observation pourrait s'expliquer 

par un changement dans ce qui est dégradé, c'est-à-dire qu' il est impliqué en absence de 

virus comme démontré précédemment, mais qu ' il n'est pas un substrat important en 

présence de virus. Une étude a suggéré que CALCOC02 pourrait être inhibé par le virus 

de la peste porcine c\assique88
. Nous n'avons pas observé cette inhibition avec le vecteur 

du VIH, mais il n' est pas impossible que ce virus ait un effet différent sur CALCOC02 

dans les cellules pertinentes à l'étude du VIH. Peu de recherches ont été effectuées sur le 

VIH et l'étude de l' autophagie avec des marqueurs autophagiques autres que LC3 et p62 

qui sont les plus utilisés. 
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Schéma de l'autophagie avec infection par ECS-l dans les THP-l. 
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Il serait pertinent d'étudier d'autres marqueurs sélectifs d'autophagie pour voir si 

ceux-ci sont des substrats autophagiques majeurs dans les monocytes et lymphocytes. 

Les marqueurs LC3 et p62 sont ceux les plus étudiés dans un contexte de flux 

autophagique, mais il pourrait être intéressant de voir si d'autres marqueurs sélectifs 

d ' autophagie comme l'optineurine (OPTN), TAXIBPI , etc. , sont plus impliqués et 

compensent pour le rôle de p62 dans d ' autres lignées cellulaires comme les HeLa72. 

Notre projet présente certaines limitations. Nous avons tenté d ' induire le flux 

autophagique pour déterminer le rôle potentiel de TRIM5a dans le cadre d'une induction 

de l'autophagie, mais sans succès. Nous avons essayé une privation en nutriments avec le 

milieu de culture EBSS (Earle's balanced salt solution) comme il est réalisé dans diverses 

études pour observer l'effet sur LC3-U92
. Cependant, nos cellules éclataient au moment 

de la récolte par centrifugation. Même à de faibles centrifugations, le stress subit aux 

cellules était trop important et entraînait rapidement la mort des cellules lors de la récolte. 

Cette expérience a été répétée avec de plus courts temps de traitements, mais sans succès. 

Nous avons alors essayé une autre méthode, soit celle de l' induction de l'autophagie avec 

la Torin 193
. La Torin 1 avait peu d'effets sur nos cellules, même en testant à diverses 

concentrations et avec divers temps de traitements. L'induction de l'autophagie a donc été 

abandonnée pour notre projet, mais pourrait être relancée dans le futur avec d'autres 

produits pharmaceutiques comme Tat-beclin 194
. Notre projet est également limité par le 

choix de nos lignées cellulaires. Nous n'avons pas utilisé des cellules primaires 

(macrophages et lymphocytes) qui seraient plus pertinentes à l'étude du VIH. Étant donné 

que nous avons choisi d ' étudier le rôle de TRIM5a par knockout du gène, cela ne serait 

pas possible dans des cellules primaires qui ont une courte durée de vie. Par contre, 

l'utilisation de knockout par CRISPR-Cas9 génère d'autres potentiels problèmes. 

Lorsque produit de façon excessive, l' ARN guide pourrait avoir des effets hors cibles95
, 

mais pour éviter cela, nous avons fréquemment jeté et décongelé de nouvelles cellules 

pour éviter cette non-spécificité à long terme. Un aspect important à prendre en 

considération pour le projet est le fait que notre vecteur pourrait moduler l'autophagie 

malgré le fait que les gènes env et nef ne sont pas exprimés, puisqu'il est possible que 

l'activation de différentes voies de l' immunité par le vecteur active l'autophagie sans 



46 

impliquer TRIMSa. Le sujet de l'immunité innée devrait être étudié pour vérifier s'il a un 

impact sur les résultats que nous avons observé. En plus des vecteurs sensibles à TRIMSa 

utilisés, il serait pertinent d'étudier des vecteurs non-sensibles à TRIMSa tels que B-MLV 

ou NL4-3 avec capside sauvage. Ainsi, nous pourrions vérifier si la modulation de 

l'activité autophagique est vraiment reliée à la restriction par TRIMSa. On s'attendrait à 

ce qu'il n'y ait pas de modulation de l'autophagie qui dépend de TRIMSa, donc pas de 

différence entre les cellules KO et CAG, mais l'hypothèse reste à confirmer dans des 

expériences futures. 

4.1.3 Perspectives 

À plus long terme, nos résultats apportent un nouvel intérêt pour le processus 

d'autophagie pour lutter contre les rétrovirus. Toutes les recherches effectuées sur 

l'autophagie et le Vll-I pourraient peut-être, un jour, permettre de développer un traitement 

pour guérir du Vll-I ou pour prévenir les infections aux rétrovirus. Mes résultats suggèrent 

que le Vll-I inhibe l' autophagie. Donc si un traitement permettant de stimuler l'effet de 

TRIMSa sur le virus afin de diminuer la quantité de virus était développé et était 

administré de façon précoce aux patients ayant été exposés au Vll-I, cela pourrait agir 

comme un traitement préventif pour prévenir le risque d'infection par le Vll-I96
. De plus, 

si le traitement était administré de façon précoce aux patients séropositifs, il pourrait 

permettre d'améliorer la santé des personnes atteintes en réduisant la quantité de virus 

dans leur sang, en réduisant le risque qu'ils transmettent le Vll-I à d'autres individus et en 

réduisant le risque de progresser vers le SIDA97
. Il est donc très important de continuer 

les recherches sur TRIMSa et l'autophagie, puisqu'un traitement au VIH aurait de 

nombreux bénéfices pour les patients. 

4.2 Conclusions 

Mes travaux de maîtrise s'inscrivent dans un projet de recherche plus large des 

Drs Marc Germain et Lionel Berthoux visant à étudier l'interaction entre TRIM5a et 
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l'autophagie dans l'activation de la réponse immunitaire innée au Vlli-l. Mes recherches 

concernent plus particulièrement le lien entre TRIM5a, l'autophagie et le Vlli-l, 

sans étudier de la réponse immunitaire innée. Mes résultats suggèrent que TRIM5a tient 

un rôle dans l'initiation de l'autophagie oulet dans la régulation du flux autophagique 

dépendamment de la lignée cellulaire et que les rétrovirus testés stimulent l'initiation et le 

flux autophagique d'une manière dépendante de TRIM5a. Tous ces résultats vont dans le 

même sens que le quatrième rôle suggéré de TRIM5a, soit de stimuler l'autophagie. 

Encore peu d'études ont été faites afin d'approfondir ce rôle et son implication afin 

d'éliminer ou restreindre des virus entrants. Ce projet a donc permis d'approfondir les 

connaissances sur ce quatrième rôle de TRIM5a. 

Il serait pertinent de poursuivre les recherches dans d'autres lignées cibles du Vlli, 

soit des macrophages et des cellules dendritiques. Tout comme il serait également 

pertinent de vérifier si les observations faites dans les THP-l et Jurkat s'appliquent à 

d'autres monocytes et lymphocytes T CD4+. D'autres recherches pourraient également se 

pencher sur la question de vecteurs du Vlli non-restreints par TRIM5a et de comparer les 

résultats obtenus avec les nôtres. 

En temps normal, le VIH échappe à la reconnaissance par TRIM5a sauf chez 

certains progresseurs lents chez qui TRIM5a reconnaît la capside virale mutée et leur 

permet d'avoir une charge virale basse ou indétectable sans la prise d'aucun traitement. 

Il est donc pertinent de comprendre comment la stimulation de l'autophagie via TRIM5a 

par le VIH contribue à son élimination dans la cellule et toutes les recherches sur le sujet 

dans le futur permettront de comprendre mieux ce rôle. L'étude de cette nouvelle voie 

thérapeutique pourrait possiblement permettre de développer un traitement pour guérir 

duVlli. 
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