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Résumé

L’autophagie est un processus cellulaire catabolique qui a été conservé durant 1’évolution
de la levure a I’homme. Cet important mécanisme consiste en une dégradation des
composants cytoplasmiques dans une structure lytique, le lysosome. Il existe trois types de
I’autophagie : la microautophagie, 1’autophagie médiée par les chaperones et la
macroautophagie nommée « autophagie ».

I a ét¢ démontré que lors de [’autophagie, le matériel cytoplasmique (protéines
cytosoliques et organites) est séquestré dans 1’autophagosome qui finit par fusionner avec le
lysosome, formant ainsi 1’autophagolysosome. Le matériel séquestré et la membrane
interne de l’autophagosome seront dégradés par les hydrolases lysosomales. Plusieurs
¢tudes se sont focalisées sur la détermination de la machinerie moléculaire et les
mécanismes de 1’autophagie. 1l a ¢été démontré I’implication de 31 molécules Atg
essentielles dans le processus de I’autophagie. L’identification de ces protéines a permis de
déceler le role de I’autophagie non seulement dans le maintien de I’homéostasie cellulaire
mais aussi dans la défense contre les agents pathogenes. En effet, 1’autophagie joue un rdle
important dans I’immunité innée conduisant a controler 1’évasion des pathogeénes dont les
bactéries et les virus. Egalement, ’autophagie est impliquée dans 1’immunité adaptative en
favorisant la présentation des antigeénes viraux par le CMH de classe II aux cellules T
CD4". De plus, une étude récente suggére que 1’autophagie contribue a la présentation
antigénique par le CMH de classe I aux cellules T CD8" durant une infection virale par le
virus HSV-1 (Herpes simplex type 1). Toutefois, certains virus y compris HSV-1 ont pu
développer des mécanismes pour contourner et inhiber en partie le role protecteur de
I’autophagie. Récemment, une étude dans notre laboratoire a mis en évidence, lors d’une
infection virale par HSV-1 des cellules macrophages BMA, la présence d’une nouvelle
structure autophagique dans une phase tardive de I’infection. Cette nouvelle structure est
différente des autophagosomes classiques a double membrane et est caractérisée
morphologiquement par quatre membranes dérivées de 1’enveloppe nucléaire interne et
externe. Peu de choses ont été rapportées sur cette nouvelle voie autophagique qui peut tre
un mécanisme de défense cellulaire quand 1’autophagie classique dans le cytosol est inhibée

par HSV-1.
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Il devient donc intéressant de caractériser les molécules impliquées dans la formation de
ces autophagosomes issus du noyau par spectrométrie de masse. Pour ce faire, il était
impératif d’établir un outil d’isolation des noyaux a partir de macrophages infectés par
HSV-1 dans lesquels les autophagosomes issus des noyaux seront formés. La validation de
cette méthode d’isolation a été effectuée en déterminant la pureté et I’intégrité des noyaux
isolés a partir des cellules non infectées (contrdle) et infectées par HSV-1. La pureté des
préparations de noyaux isolés a été caractérisée par I’absence de contaminants cellulaires et
un enrichissement en noyaux. Egalement, il a fallu déterminer la cinétique de formation des
autophagosomes issus des noyaux pour les deux lignées cellulaires de macrophages
utilisées dans ce projet. Dans une perspective future, I’analyse protéomique a partir des
échantillons purs des noyaux isolés (non infectés et infectés) ménera a identifier les
protéines impliquées dans la formation des autophagosomes dérivés des noyaux, ce qui
permettra ultérieurement d’effectuer des études sur les mécanismes moléculaires et les

fonctions de cette nouvelle voie autophagique.

Mots clés : autophagie, autophagosome, Herpes simplex type 1, macrophage, isolation des

noyaux, contamination cellulaire, protéomie.



Abstract

Autophagy is a catabolic cellular process that has been conserved during evolution from
yeast to humans. More specifically, it consists of the degradation of cytoplasmic
components within a lytic structure, the lysosome. There are at least three distinct types of
autophagy; microautophagy, chaperone-mediated-autophagy, and macroautophagy wich
often referred to simply as “autophagy” in the literature.

It has been shown that during this type of autophagy, cytoplasmic material (cytosolic
proteins and organites) are sequestrated in autophagosomes which fuse with lysosomes,
forming autophagolysosomes where the sequestered material and the internal membrane of
the autophagosomes are degraded by lysosomal hydrolases.

Many studies have focused on understanding the molecular machinery and mechanism of
autophagy. It has been shown that 31 autophagy proteins (Atg) are implicated and essential
in the autophagic process. More importantly, the identification of these proteins has
permitted the discovery of the role of autophagy not only in the maintenance of cellular
homeostasis but also in host defense against pathogenic agents. Autophagy plays an
important role in innate immunity by clearing and destroying intracellular pathogens like
bacteria and viruses. Autophagy is also implicated in adaptive immunity, by promoting the
presentation of viral antigens on CMH class II molecules to CD4" T cells. A recent study
has shown that autophagy also contributes to antigen presentation on CMH class I
molecules to CD8" T cells during infection with Herpes simplex virus type 1 (HSV-1).
Certain viruses including herpes viruses have developed mechanisms to inhibit autophagy.
Interestingly, a recent study in our lab revealed the presence of a new autophagic structure
that occured during the late phase of viral infection of BMA macrophages with HSV-1.
These structures are different from the classic double membrane autophagosomes, and are
morphologically characterized by four membranes emerging from the inner and outer
nuclear envelope.

Very little was known about this novel nuclear-membrane autophagy pathway, which might
function as a cellular defense mechanism when classic autophagy in the cytosol is inhibited
by the virus. It is therefore of great interest to characterize the proteins involved in the

formation of these autophagosomes from the nucleus by mass spectrometry. In order to do
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so, it was imperative to establish a protocol for the isolation of nuclei from HSV-1 infected
macrophages which carry nuclear autophagosomes on their envelope. The validation of this
isolation method was carried out by determining the purity of isolated nuclei in uninfected
(mock) and infected macrophages. The purity of isolated nuclei was characterized by the
absence of cellular contaminants derived from other cellular organites and enrichment in
nuclei. Moreover, the kinetic of autophagosome formation on the nuclei during infection
had to be determined for the two macrophage cell lines used during this project. As a future
perspective, a proteomic analysis of pure samples of isolated nuclei (uninfected and
infected) should identify proteins implicated in the formation of autophagosomes derived
from the nuclei, and thus allow further studies of the molecular mechanism and functions of

this novel autophagy pathway.

Key words: autophagy, autophagosome, Herpes simplex type 1, macrophage, nuclei

isolation, cellular contamination, proteomics.
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1. L’autophagie :

1.1 Définition et différents types de ’autophagie

1.1.1 Définition de ’autophagie

Chez les cellules eucaryotes, il existe deux voies principales pour éliminer les constituants
cytoplasmiques devenus obsolétes : 1’autophagie et le systéme ubiquitine-protéasome
(Periyasamy-Thandavan et al., 2009). Le protéasome assure une dégradation constitutive
des protéines menant a un renouvellement continu des protéines de courte durée de vie
(Glickman et Ciechanover, 2002; Periyasamy-Thandavan et al., 2009). Pour I’autophagie,
des constituants intracellulaires sont délivrés au lysosome pour aboutir a leur dégradation
(De Duve et Wattiaux, 1966). Ainsi, I’autophagie constitue une voie alternative qui cible la
dégradation des protéines essentiellement de longues durées de vie (Henell et al., 1987;
Seglen et al., 1990; Reggiori et Klionsky, 2002; Bampton et al., 2005). L’autophagie est un
processus catabolique cellulaire conservé au cours de I’évolution de la levure a ’homme
(Shintani et Klionsky, 2004) qui aboutit a la dégradation des composants cellulaires
incluant le cytosol et les organites cellulaires par 1’autophagolysosome (Levine et Klionsky
2004; Cuervo 2004; Klionsky 2005; Inoue et al., 2006; Akiko et al., 2007; Crotzer et Blum,
2010). Ce processus d’autodigestion est induit a un niveau basal et sous des conditions de
stress physiologique pour assurer la survie et le maintien de I’homéostasie cellulaire,
notamment par le recyclage des nutriments essentiels a la cellule et 1’élimination des
protéines nocives et endommagées (Klionsky et Emr, 2000). Le mécanisme de 1’autophagie
est observé non seulement chez la levure et les cellules de mammiferes, mais il se produit

aussi chez la plante (Chen et al., 1994; Moriyasu et Oshumi, 1996).

1.1.2 Les différents types de ’autophagie

I1 existe trois types majeurs de 1’autophagie, soit la microautophagie, 1’autophagie médiée
par des protéines chaperones et la macroautophagie (Figure 1). Cette dernicre représente la
forme majeure de 1’autophagie et elle peut étre subdivisée en différentes sous catégories,

notamment la mitophagie, le péxophagie, la « RE-phagy », la crinophagie et la xénophagie.
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Figure 1 : Les deux formes de ’autophagie : la microautophagie et ’autophagie médiée par

les protéines chaperones.

Durant la microautophagie, des invaginations de la membrane lysosomale engloutissent une partie
du cytoplasme, entrainant sa dégradation. Dans le cas de 1’autophagie médiée par des protéines
chaperones, des protéines du cytosol entrent dans le compartiment lysosomal via I’interaction avec
les chaperones cytoplasmiques, menant ainsi a leur digestion par les hydrolases lysosomales (image

provenant de Knecht et al., 2009).

1.1.2.1 La microautophagie

Chez la levure, la microautophagie a ¢été largement documentée tandis que peu d’études
concernent la microautophagie des cellules de mammiféres. Durant la microautophagie, des
invaginations de la membrane lysosomale engloutissent du matériel cytoplasmique et
subséquemment des vésicules (corps autophagiques) bourgeonnent dans le lumen du
compartiment lysosomal, menant ainsi a la dégradation de ces composants cytoplasmiques
internalisés (Kunz et al., 2004; Crotzer et Blum, 2010). Des études récentes ont identifi¢
deux molécules clés qui agissent durant la microautophagie, apocalmoduline et le
« vacuolar transporter chaperone » (VTC) (Deretic 2008). La microautophagie favorise la

dégradation des composants cytosoliques solubles et la digestion d’une portion nucléaire.



Cette forme de 1’autophagie, nommée piecemeal microautophagy of the nucleus (PMN), a
été observée seulement chez la levure Saccharomyces cerevisiae et correspond a une
directe invagination et scission de la membrane nucléaire dans une vacuole résultant d’une
dégradation par les hydrolases (Roberts et al., 2003; Uttenweiler et al., 2005). Le PMN se
produit en plusieurs stades sous des conditions de carence en nutriments. En effet, la
jonction noyau-vacuole (NV) est formée par I’interaction de la protéine nucléaire Nvjl et la
protéine vacuolaire Vac8 (stade I). Le bourgeonnement de la jonction NV donne lieu a une
invagination dans la membrane vacuolaire (stade II), suivie par une formation d’une bulle
nucléaire attachée a la vacuole (stade III). Aprés la fusion avec les extensions de la
membrane vacuolaire (stade IV), une vésicule limitée par trois membranes est lachée dans
le lumen vacuolaire afin de la dégrader (stade V) (Figure 2). Une autre forme de
microautophagie appelée micropexophagie a été uniquement caractérisée chez la levure
méthylotrophique, Pichia pastoris, entrainant la dégradation du peroxysome (Farré et

Subramani, 2004; Dunn et al., 2005; Sakai et al., 2006 ).

La microautophagie peut induire aussi la dégradation hydrolytique sélective des organites
tels que la mitochondrie. Cette forme de microautophagie est nommée la micromitophagie.
Durant la micromitophagie, la mitochondrie est directement assimilée par le lysosome et/ou

la vacuole (Todde et al., 2009).
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Figure 2 : Les étapes de PMN chez S. cerevesiae (image adaptée de Krick et al., 2008).

1.1.2.2 L’autophagie médiée par des protéines chaperones :

L’autophagie médiée par les chaperones (CMA) est une voie autophagique sélective qui
permet le transfert spécifique des protéines cytosoliques vers les compartiments
lysosomaux ou les endosomes (Figure 3) (Massey et al., 2006). Contrairement a la
microautophagie et a la macroautophagie, 1’autophagie médiée par des protéines
chaperones n’implique pas un trafic membranaire pour la dégradation du matériel
cytoplasmique dans les lysosomes.

Cette forme de D’autophagie est activée dans les cellules de mammiféres sous des
conditions prolongées de stress comme une carence en nutriments ou un stress oxydatif
(Cuervo et al., 1995; Kiffin et al., 2004; Mizushima et al., 2004; Ravikumar et al., 2004;
Iwata et al., 2005; Scherz-Shouval et al., 2007; Crotzer et Blum, 2010). La CMA joue un
role important pour la survie cellulaire en fournissant les acides aminés essentiels a la
survie cellulaire en cas de déficience de nutriments pour des longues durées et en prévenant
la dégradation des protéines indispensables pour le maintien de I’intégrité des cellules sous
des conditions de stress (Cuervo et al., 1995).

Des études ont montré qu’il existe une interaction directe entre la macroautophagie et la
CMA. Cette derniere est activée lorsque la macroautophagie est bloquée sous des

conditions de stress ou basales (Kaushik et al., 2008). Ce type de 1’autophagie dépend d’un



complexe multiprotéique formé de chaperones moléculaires. Les mécanismes de la CMA
ont été largement étudiés (Chiang et al., 1989 ; Agarraberes et Dice, 2001 ; Majeski et Dice,
2004; Massey et al., 2004) (Figure 3). La CMA cible entre autres la dégradation des
protéines cytosoliques qui contiennent la séquence pentapeptide KFERQ (Dice 1990;
Knecht et al., 2009). Ce motif KFERQ est reconnu par la chaperone Hsc70 (Chiang et al.,
1989). Cette interaction entre protéine cytoplasmique et Hsc70 est modulée par des
protéines co-chaperones du cytosol, incluant hsp40, hsp90, hip, hop et bag-1 (Agarraberes
et Dice, 2001). Toutefois, le role spécifique de ces co-chaperones demeure encore inconnu.
Le complexe protéine cytosolique-Hsc70 est ainsi transloqué a la membrane lysosomale
tout en nécessitant I’activation de la chaperone Hsc73 pour atteindre le lumen lysosomal
pour assurer la dégradation (Cuervo et al., 1997). Ce complexe protéine-Hsc70 transféré au
lysosome interagit avec une protéine associée a la membrane lysosomale, LAMP-2a
(Cuervo et Dice, 2000a; Kaushik et al., 2008). LAMP-2a est un récepteur lysosomal qui
contient un résidu chargé positivement indispensable a la liaison au complexe protéine-
Hsc70 (Cuervo et Dice, 1996; Cuervo et Dice, 2000b). Ce mécanisme de la CMA semble
étre en corrélation directe avec les niveaux de LAMP-2a en fonction du taux de
dégradation, de la distribution et de la synthése de novo du récepteur LAMP-2a (Cuervo et

al., 2003; Cuervo et Dice, 2000a; Kiffin et al., 2004).
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Figure 3 : Autophagie médiée par les chaperones (CMA).

Des protéines cytosoliques cibles présentant le motif KFERQ sont reconnues par les protéines
Hsc70. Ce complexe protéine-Hsc70 est transporté au compartiment lysosomal. Cette interaction est
modulée par des protéines co-chaperones telles que Hsp90. Le complexe ainsi interagit avec une
protéine transmembranaire, LAMP-2a, trouvée dans le lysosome. Une fois les protéines transférées
dans le lumen lysosomal, elles sont dégradées par les protéases cathépsines (image adaptée de

Crotzer et Blum, 2010).

1.1.2.3 La macroautophagie

La macroautophagie constitue la forme majeure de 1’autophagie et est souvent nommée
autophagie. Ce type de 1’autophagie est différent des deux autres types, car il implique la
formation d’une vésicule spécifique qui transporte les composants cytoplasmiques aux
lysosomes. La macroautophagie constitue un processus non spécifique dans lequel une
portion du cytosol ou des organites sont séquestrés dans une vésicule dite autophagosome
formée par une double membrane lipidique. L’autophagosome fusionne avec une organelle

lytique, lysosome chez les cellules de mammiferes, conduisant ainsi a la dégradation du



contenu séquestré par les hydrolases acides lysosomales (Figure 4) (Dunn 1994; Kundu et
Thompson 2005; Inoue et al.,, 2006). Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, un
épuisement en carbone ou en azote stimule la voie macroautophagique non sélective (Baba
et al., 1994; Egner et al., 1993; Takeshige et al., 1992). L’induction de la macroautophagie
chez cette levure implique la formation de I’autophagosome, constitu¢ d’une double
membrane qui séquestre du matériel cytoplasmique ou les organites. Ainsi, la membrane
externe de 1’autophagosome fusionne avec une vacuole en présence des certains facteurs
(Darsow et al., 1997, Sato et al., 1998). Subséquemment, ce corps autophagique est libéré
dans le lumen de la vacuole, ou il subit une dégradation par les hydrolases (Jones et al.,

1997).

LYSOSOME/VACUOLE

Autophagosome Mature Fusion with the
formation autophagesome Lysosome/vacuole

Degradation of inner autophagosomal
membrane and autophagosome content

Figure 4 : Répresentation schématique du processus de la macroautophagie.

Une fois que 1’autophagie est stimulée, une vésicule comportant une double membrane appelée
autophagosome est formée. L’autophagosome séquestre le matériel intracellulaire, incluant les
protéines cytoplasmiques altérées et les organites endommagés. L’autophagosome ainsi formé

fusionne par la suite avec le lysosome ou vacuole, entrainant la dégradation de son contenu et de la



membrane interne de 1’autophagosome par les hydrolases (image provenant de Marifio et Lopez-

Otin, 2004).

La macroautophagie est classifiée en différentes catégories en se basant sur le composant
cellulaire ciblé : mitophagie, RE-phagie, nucléophagie, xénophagie et péxophagie.

La mitophagie repose sur la dégradation sélective des mitochondries chez les cellules de
mammifeéres et de levure (Clark 1957; Takeshige et al., 1992). Le mécanisme de la
mitophagie chez la levure implique la séquestration de la mitochondrie dans une structure
spécifique qui fusionne avec la vacuole, ou la dégradation des composants séquestrés
s’effectue (Figure 5). Concernant la levure, des études ont montré que la protéine Uthl est
requise pour la dégradation des mitochondries sous des conditions de carence en azote
(Kundu et Thompson, 2005). La caractérisation du gene Uthl et la détection de la perte du
potentiel membranaire de la mitochondrie ont mis en évidence la dégradation spécifique
des protéines mitochondriales par la mitophagie (Kissova et al., 2004; Priault et al., 2005).
Toutefois, chez les cellules de mammiféres, les molécules spécifiques qui ciblent la
mitophagie ne sont pas encore identifiées.

La mitophagie joue un role primordial dans le maintien des fonctions et de I’intégrité des
mitochondries (Kanki et Klionsky, 2008). Des recherches récentes avancent qu’une
déficience de la mitophagie pourrait entrainer une accumulation des mitochondries

endommagées et une augmentation des dommages oxydatifs (Zhang et al., 2007).
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Figure 5 : Le processus de la macromitophagie (mitophagie) dans la levure.

Sous des conditions de carence en azote, de réduction du potentiel de la membrane mitochondriale,
un traitement a la rapamycine ou le déclenchement de la phase stationnaire, la mitophagie est
induite. Une fois que la mitophagie est stimulée, plusieurs protéines sont recrutées telles que Atgll,
qui lie la protéine mitochondriale Atg32. Atgl1 permet le recrutement de la mitochondrie dans une
structure dite PAS. Cette derni¢re, qui séquestre la mitochondrie, fusionne avec la vacuole.
Subséquemment, la mitochondrie est dégradée dans la vacuole par les hydrolases (image adaptée de

Kanki et Klionsky, 2010).

Le « RE-phagie » implique la dégradation sélective du RE. Aussi, cette forme de
I’autophagie repose sur la génération d’un autophagosome qui inclut sélectivement les
membranes du RE. Cette classe de la macroautophagie est impliquée dans le controle de
I’homéostasie cellulaire (Bernales et al., 2007). Il reste encore a déterminer les mécanismes
de la séquestration sélective du RE a I’intérieur des autophagosomes.

En ce qui concerne la nucléophagie, cette classe de 1’autophagie permet la dégradation des
composants nucléaires endommagés chez les cellules de mammiféres. Cette catégorie de la
macroautophagie contribue a la réparation rapide des membranes nucléaires altérées (Park
et al., 2009).

La xénophagie est une autre classe spécifique de 1’autophagie qui joue un rdle important
dans le mécanisme de défense contre les pathogénes intracellulaires incluant les parasites,
les bactéries et les virus en limitant la réplication et la pathogenése. Cette catégorie de

I’autophagie implique la dégradation des composantes virales en favorisant la mort des
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cellules infectées ou leur survie (Orvedahl et Levine, 2008). La xénophagie joue un role
dans la réponse immunitaire contre les agents pathogenes en les ¢liminant et en augmentant
la reconnaissance immunitaire des cellules infectées via la génération de peptides
antigéniques permettant 1’activation de I’'immunité adaptative. Une telle voie autophagique
est impliquée dans 1’apprétement des antigeénes viraux endogenes pour leur présentation par
le complexe majeur d’histocompatibilité de classe II (CMH II) aux lymphocytes T CD4"
(Nimmerjahn et al., 2003; Schmid et Munz, 2007). Egalement, ce processus semble avoir
un réle dans le chargement des peptides antigéniques sur le CMH de classe I conduisant
ainsi a stimuler les lymphocytes T CD8" (English et al., 2009).

La péxophagie est aussi une autre forme de la macroautophagie qui implique la dégradation
du peroxisome par le compartiment lysosomal. Chez les levures Y. lipolytica et S.
cerevisiae, le peroxisome est séquestré spécifiquement et individuellement dans une
vésicule multimembranaire dite pexophagosome (Figure 6). Cette derniére fusionne avec le
compartiment vacuolaire, ou le peroxisome est exposé aux hydrolases (Sakai et al., 2006).
La péxophagie assure le recyclage sélectif des peroxysomes en cas de conditions de

répression des peroxysomes (Dunn et al., 2005; Monastyrska et klionsky, 2006).
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Figure 6 : Modé¢le schématique de la macropéxophagie (péxophagie).

Sous des conditions de stress, plusieurs protéines sont recrutées pour 1’achévement de la
péxophagie. Le peroxisome est séquestré par une structure appelée le pexophagosome. La
membrane externe du pexophagosome fusionne avec la membrane de la vacuole. Ainsi, le matériel
séquestré est dégradé par les hydrolases présentes dans le lumen vacuolaire (image tirée de Farré et

Subramani, 2009).

1.2 Biogenése des autophagosomes

Dans les cellules de mammiféres, la biogenése des autophagosomes commence, aprés
I’induction par différents stimuli, par une étape d’initiation (nucléation) caractérisée par la
formation du phagophore ou de la membrane isolée qui séquestre le matériel
cytoplasmique. Apres 1’¢longation du phagophore, une vésicule a double membrane
appelée autophagosome englobe complétement le matériel cytoplasmique (Longatti et

Tooze, 2009) (Figure7). Les autophagosomes subissent une maturation incluant la fusion
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avec les endosomes formant les amphisomes et les lysosomes donnant ainsi les
autolysosomes, ou le contenu séquestré est dégradé (Seglen et al., 1990; Dunn 1994). Pour
que la fusion puisse s’effectuer, une acidification des autophagososmes et/ou des lysosomes
est indispensable (Yamamoto et al.,, 1998). Suite a 1’événement de fusion des
autophagosomes et les lysosomes, la membrane interne des autophagosomes aussi bien que
les composants cytoplasmiques trouvés a l’intérieur sont dégradés par les hydrolases

lysosomales (Noda et Yoshimori, 2009).
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Figure 7 : Biogenése des autophagosomes dans les cellules des mammifeéres.

(a, b) Une portion cytoplasmique incluant les organites est séquestrée par le phagophore ou la
membrane isolée. Suite a 1’élongation du phagophore, une vésicule a double membrane,
I’autophagosome, est formée (c). Subséquemment, I’autophagosome fusionne avec les lysosomes
pourque le matériel séquestré ainsi que la membrane interne de 1’autophagosome subissent une

dégradation par les hydrolases lysosomales (d,e) (image adaptée de Xie et Klionsky, 2007).
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Dans la levure, ’équivalent du phagophore est la structure pré-autophagosomale (PAS).
Elle constitue le site initial de recrutement de la machinerie autophagique. Cependant, ce
site PAS n’a pas été observé chez les cellules de mammiféres et joue un réle fondamental
dans la régulation du développement des membranes autophagosomales. Toutefois, dans les
cellules de mammiferes, 1’origine de la portion membranaire formant le phagophore et la
création des autophagosomes demeure encore ambigué. Diverses recherches suggerent que
le RE présente la source primaire de celle-ci (Figure 9) (Axe et al., 2008; Reggiori et
Tooze, 2009). D’autres études démontrent la contribution du RE en détectant un contact
direct et physique entre la membrane isolée et le RE. (Hayashi-Nishino et al., 2009; Yla-
Antilla et al, 2009). Un modele postulant la contribution du RE suggére que
I’autophagosome est formé a partir d’une structure dite omegasome (« cradle ») connectée
au RE rugueux (Figure 8). Toutefois, la contribution du RE dans la formation des
autophagosomes reste débattue. Récemment, des études proposent 1’implication des
mitochondries dans la formation des autophagosomes durant des conditions de famine dans
les cellules de mammiféres (Hailey et al., 2010).

En effet, les autophagosomes peuvent étre formés a partir de la membrane externe de la
mitochondrie. Les lipides phosphatidylserine sont transloqués du RE vers la mitochondrie,
ou une enzyme spécifique les transforme en phatidylethanolamine (PE). Il est ainsi
incorpor¢ dans les autophagosomes en cours de formation, ou des protéines (complexe
Atg5-Atgl2-Atgl6 et la protéine LC3) seront conjuguées avec le PE. Par la suite, le
complexe protéique Atg5-Atgl2-Atglé se dissocie de I’autophagosome et la double
membrane lipidique se ferme. Finalement, 1’autophagosome mature se détache de la
mitochondrie (Figure 8). En dépit de ces recherches, I’origine des autophagosomes

demeure encore imprécise.
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Figure 8: Modéle schématique de D’origine des autophagosomes dans les cellules de

mammiféres (figure tirée de McEwan et Dikic, 2010).

1.3 Mécanismes moléculaires de ’autophagie

Bien que l’autophagie ait été premicrement élucidée en se basant sur les aspects
morphologiques dans les cellules de mammiféres, ses mécanismes moléculaires ont été
d’abord décrits et caractérisés chez la levure. A ce jour, 31 protéines dites Atg sont
associées a ’autophagie et ont été¢ identifiées chez la levure. Ces protéines agissent au
niveau de la régulation et de I’exécution de 1’autophagie (Xie et Klionsky, 2007). Parmi ces
protéines, 18 sont impliquées dans la formation des autophagosomes (Klionsky et al., 2003;
Kabeya et al., 2007; Suzuki et ohsumi, 2007). Ces protéines gouvernent les différentes
¢tapes du processus de I’autophagie, incluant la formation des autophagosomes, la fusion
avec les lysosomes et ainsi la dégradation du matériel séquestré. En fait, aprés 1’induction
de I’autophagie, I’étape de nucléation de la membrane isolée repose sur I’implication des

protéines hypophosphorylées ULK1 et Atgl3. La nucléation est aussi favorisée par
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’activation des phosphatidylinositol-3-phosphate kinases classe III (PIK III) (Vps34 chez
la levure) qui s’associent avec Béclin 1, Atgl4 et VPS15. L’¢étape de I’¢longation nécessite
I’intervention de deux complexes de conjugaison, soient le Atg5-atgl2-Atgl6L et le
complexe LC3-PE. Apres le transport des autophagosomes complétement formés vers les
lysosomes, la fusion se produit, donnant ainsi un autolysosome, ou le matériel séquestré et
la membrane interne des autophagosomes sont dégradés par les hydrolases (Figure 9). Les
molécules intervenant dans le processus de 1’autophagie jouent un role défini dans

I’autophagie (Tableau 1).

Autophagy ULK1-Atg13-FIP200 Class 1l PI3K Complex
Induction

Isolation
Membrane
l Ubiquitin-Like Conjugation Systems
Autophagosome (Pagieai). ~a12 Abg 12
Er ARgT2 S
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Figure 9 : Les protéines impliquées dans les différentes phases de I’autophagie.
Les proteines ULk1 et Atgl3 et des phosphatidylinositol-3-phosphate kinases classe III activées
sont impliquées dans I’étape de la nucléation de la membrane isolée. Ensuite, deux complexes de

conjugaison, soient 1’Atg5-Atgl2-Atgl6L et le complexe LC3-PE, interviennent dans 1’¢longation
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et la formation de l’autophagosome. Finalement, I’autophagosome fusionne avec le lysosome
résultant en la dégradation de la membrane interne de I’autophagosome et du matériel sequestré
dans 1’autophagosome par les hydrolases du lysosome (image provenant de Kudchodkar et Levine,

2009).
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Tableau 1 : Les protéines clés impliquées dans le processus de I’autophagie

Les protéines
chez la levure

Homologues chez
les mammiféres

Localisation cellulaire

Fonction dans I’autophagie

Atgl ULK1,2 Cytoplasme Phosphorylation d’Atg13 et Atgl7,
impliquée dans 1’étape de la nucléation
Atg2 Atg2a,b Cytoplasme Forme un complexe avec Atg9 et Atgs,
probablement intervient dans la nucléation
Atg3 Atg3 Cytoplasme E2-like enzyme impliquée dans la formation
du complexe conjugué LC3/Atg8-PE
Atg4 Atgda,b Cytoplasme Une protéase qui permet le clivage d’Atg8
avant sa liaison avec PE et la libération du
PE du complexe conjugué LC3-PE
Atg5 Atg5 Cytoplasme, vacuole Forme un complexe avec Atgl2 puis Atgl2-
autophagique Atg5 lie Atgl6, requise pour le recrutement
du deuxiéme systeme de conjugaison
Atg6(Vps30) Béclin 1 Fraction membranaire Sous unité du complexe PI3K I et 111,
impliquée dans la nucléation de la
membrane autophagosomale
Atg7 Atg7 Cytosol et fraction El-like system enzyme intervient dans la
membranaire conjugaison du complexe LC3-PE
Atg8 LC3 Membrane de la vacuole | Ubiquitin —like protein dans le systéme de
autophagique conjugaison LC3-PE, impliquée dans la
(autophagosome) formation de I’autophagosome
Atg9 Atg9a, b Membrane de PAS ou | Proteine transmembranaire impliquée dans
(APGIL1, Phagophore la formation de 1’autophagosome
APGIL2)
Atgl0 Atgl0 A déterminer E2-like system impliqué dans la formation
du complexe Atgl2-Atg5
Atgl2 Atgl2 Fraction membranaire Se lie a Atgl2 formant le complexe Atgl2-
Atg5
Atgl3 Atgl3(Harbil) Extrinséque a la Module I’activité d’Atgl et nécessaire pour
membrane I’initiation de 1‘autophagie
Atgl4d Barkor ou Membrane de PAS ou | Fait partie du complexe PI3K III, impliquée
mAtgl4 phagophore dans la formation de 1’autophagosome
Atgl6 Atgl6 Membrane de PAS ou | Associée a Atg5 et Atgl2 formant le
phagophore complexe Atg5-atgl2 —Atgl6
Atgl7 - Membrane de PAS ou | Modifie I’activité d’Atgl, impliquée dans la
phagophore I’initiation de I’autophagie
Atgl8 Wipil Cytosol Probablement impliquée dans la phase de
nucléation
Atg29 - Membrane de PAS ou Requise pour le recrutement d’autres
phagophore, cytosol protéines Atg tel qu’Atgl7 pour PAS ou
phagophore
Atg31 - A déterminer Recrutement d’Atgl7 et agit avec Atgl7

permettent 1’expansion de la membrane
autophagosomale
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Plusieurs cascades de signalisation et de protéines semblent étre impliquées dans 1’étape de
nucléation. Lorsque la protéine mTOR est inactivée, la protéine ULk1 (I’équivalent d’Atgl
chez la levure) est active et elle s’associe avec les protéines Atgl3 et FIP200 (Atgl7 chez la
levure) (voir Figure 10). Des études suggérent que les protéines ULKs (ULK1 et ULK?2)
permettent la phosphorylation d’Atgl3 et FIP200 et les ULKs effectuent leur
autophosphorylation (Jung et al., 2009; Chan et al., 2009). Les protéines ULK1 et Atgl3
sont maintenues hypophosphorylées, stimulant ainsi I’expansion de la membrane isolée
(Kudchodkar et Levine, 2009). Le complexe ULK1-Atgl3-FIP200 permet le recrutement
de diverses protéines au niveau de la membrane isolée pour induire I’initiation de la
formation de I’autophagosome. Egalement, ’activation du PI3K III ou Vps 34 chez la
levure est importante dans I’étape d’initiation de la nucléation de la membrane isolée afin
de former I’autophagosome. L’activation du PI3K III dépend de son interaction avec un
complexe multiprotéique contenant essentiellement la protéine Béclin 1 (orthologue d’Atg6
chez les mammiféres) localisée sur la membrane transgolgienne. La liaison de PI3K III
avec Béclin 1 est stimulée par des cofacteurs qui interagissent avec Béclin 1, tels
quUVRAG (UV radiation Resistance Associated Gene) et AMBRAI1 (Activating
Molecules in Béclin 1 Regulated Autophagy) (Liang et al., 2006; Fimia et al., 2007). Les
protéines mAtgl4 ou Barkor (Atgl4 chez la levure) et la kinase p150 (Vpsl5 chez la
levure) font aussi partie du complexe multiprotéique qui s’associe avec PI3K III (He et
Klionsky, 2009). PI3K III complexant avec Béclin 1 permet la formation des
phosphatidylinositol-3-phosphates (PI3Ps) au niveau des endomembranes, favorisant ainsi
I’autophagie en terme de recrutement des protéines indispensables a la génération des
autophagosomes (Obara et al., 2008).

En outre, PI3K III semble étre un facteur important pour déclencher la formation des
autophagosomes. En effet, un agent pharmacologique identifi¢ comme inhibiteur de la
formation des autophagosomes, la 3-méthyladénine agit en inhibant les PI3K de classe III

(Seglen et Gordon, 1982).
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Figure 10 : Les protéines impliquées dans I’étape d’initiation de la nucléation de la membrane

isolée.

Sous des conditions de carence en nutriments, la protéine mTOR est inactivée. Ainsi, Atgl3 se lie a
Atgl (ULK1 chez les mammiféres) puis se forme le complexe Atgl-Atgl3 -Atgl7 (appelée FIP200
chez les mammiféres). Ce complexe est maintenu hypophosphorylé, favorisant ainsi 1’autophagie.
En absence de nutriments, la PI3K III (Vps34 chez la levure) est activée, permettant la formation
des phosphatidylinositol-3-phosphates (PI3Ps). Cela favorise le recrutement des protéines

essentielles a la formation des autophagosomes (image tirée de Marino et Lopez-Otin, 2004)

La formation des autophagosomes implique deux systémes de conjugaison : Atg5-Atgl2 et
LC3 (Atg8)-PE. Atgl2 activée par Atg7 est transférée vers AtglO et, par la suite, Atgl2
s’attache a Atg5. Le complexe de conjugaison Atg5-Atgl2 s’associe avec Atgl6, formant
par oligomérisation un complexe héterotrimétrique Atg2-Atg5-Atgl6 qui est associé a la
membrane externe des autophagosomes en cours de formation a partir du phagophore (He
et Klionsky, 2009). Le complexe Atg5-Atgl2-Atgl6 permet aussi le recrutement du second
complexe de conjugaison. Le second complexe, LC3-PE, résulte du clivage de LC3

(microtubule-associated protein 1 light chain 3), qui est un orthologue d’Atg8 chez les
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mammiféres, par Atg7 et la protéase Atg4. Apres le clivage du résidu glycine en C-
terminal, LC3 clivé se lie a la phosphotidylethanolamine (PE) donnant ainsi le complexe
LC3-PE ou LC3-II (Kudchodkar et Levine, 2009). Ce dernier joue un réle de pivot dans
I’¢longation et la formation des autophagosomes. Aprés la formation compléte de
I’autophagosome, la protéine LC3 associée a sa membrane externe est recyclée, tandis
qu’une partie du complexe LC3-II li¢ a sa membrane interne demeure associée a la
membrane jusqu'a 1’étape de dégradation par les hydrolases lysosomales.

Une fois la formation des autophagosomes achevée, ils sont transportés vers les lysosomes
avec lesquels ils fusionnent pour former les autolysosomes (Levine et Kroemer, 2008).
L’étape de fusion nécessite la maturation des autophagosomes avant leur transfert vers les
lysosomes. Cependant, peu de choses sont connues sur le mécanisme de ces étapes. Chez la
levure, la fusion des autophagosomes avec la vacuole requiert plusieurs facteurs qui sont
impliqués dans différents types de transport vésiculaire. La machinerie SNARE est
indispensable pour la maturation des autophagosomes. D’autres protéines telles que Vam3,
Vam?7, la famille Rab « GTP-binding protein Ypt7 » (homologue de Rab7) et Sec 18
médient la fusion des autophagosomes avec les lysosomes chez la levure (Darsow et al.,
1997, Mayer et Wickner, 1997; Sato et al., 1998 ; Ishihara et al., 2001). Chez les
mammiferes, la fusion des autophagosomes et des lysosomes est beaucoup plus complexe,
car elle nécessite plusieurs étapes de maturation incluant diverses phases de fusion
membranaire avec les compartiments endosomaux et lysosomaux. Certaines études ont
contribué a identifier des molécules clés dans le processus de fusion. Parmi ces protéines,
des GTPases tels que Rab7, Rab22, et Rab24 sont requises pour acquérir la maturation des
autophagosomes (Mesa et al., 2001; Munafo et Colombo, 2002; Wang et Klionsky, 2003;
Jager et al., 2004). Aussi, SKDI s’avére nécessaire pour la maturation des autophagosomes.
En fait, une surexpression d’une forme mutée de la protéine SKD1 ATPase (SKD1 AAA
ATPase), incapable d’hydrolyser ’ATP, provoque un dysfonctionnement des endosomes,
causant I’apparition d’une morphologie anormale des endosomes et une altération du
transport endosomal (Nara et al., 2002). Cette perturbation peut causer une accumulation
massive des autophagosomes précoces, menant ainsi a une diminution de leur fusion avec

les compartiments lysosomaux (Nara et al., 2002).



22

En plus, les microtubules, les éléments du cytosquelette et les protéines NSF (N-
ethylmaleimide sensitive fusion protein) peuvent étre impliqués dans la maturation et la
fusion des autophagosomes avec les lysosomes. Egalement, [I’acidification des
autophagosomes semble €tre essentielle pour la fusion avec le lysosome (Kovacs et al.,
1982; Yamamoto et al., 1998). Apres la fusion de la membrane externe des
autophagosomes avec la membrane lysosomale, les hydrolases dégradent le matériel

cytoplasmique séquestré dans 1’autophagosome (Kudchodkar et Levine, 2009).

1.4 Régulation et contréle de I’autophagie

Il existe de multiples stimuli qui induisent I’autophagie. Chez la levure, une carence en
apport d’azote organique constitue le stimulus le plus puissant. Dans les cellules de
mammiferes, plusieurs inducteurs de 1’autophagie ont ¢été caractérisés, incluant
principalement une déficience nutritionnelle (facteurs de croissance, hormones), un manque
d’acides aminés, en particulier les acides aminés essentiels (Esteban et al., 2007), ou une
période de stress intracellulaire (stress énergétique, ER stress ou une infection par des
pathogenes). Tous ces stimuli impliquent différentes voies de signalisation qui modulent

I’autophagie.

1.4.1 La voie mTOR Kinase

Chez les mammiferes, la sérine-thréonine kinase (mTOR) constitue le principal régulateur
de ID’initiation de I’autophagie. mTOR inhibe 1’autophagie en présence de nutriments
incluant les acides aminés et les facteurs de croissance. mTOR controle le niveau de
phosphorylation des protéines ULK1. En effet, en cas de suffisance en nutriments, mTOR
phosphoryle indirectement ULK1 ou indirectement deux autres protéines qui régulent la
transduction du signal : 4 E-BP1 et S6K1 (Knecht et al., 2009).

mTOR agit en prévenant la formation du complexe Atgl-Atgl3-Atgl7 chez la levure et
ULK1-Atgl3-FIP200 chez les mammifeéres, empéchant ainsi le déclenchement de
I’autophagie (Mizushima et al., 2001; Suzuki et al., 2001; Kim et al., 2002).

Il y a deux complexes mTOR : mTORCI et mTORC2. mTORCI1, qui est sensible a
I’inhibition par la rapamycine, phosphoryle 4 E-BP1 et S6K1.



23

Le complexe mTORC?2, dont I’activité n’est pas bloquée par la rapamycine, phosphoryle la
protéine Akt (Knecht et al., 2009). Des études faites sur la drosophile et les mammiferes
suggerent qu’en réponse aux acides aminés, la protéine Rag induit 1’activation de
mTORCI. En effet, la protéine Rag agit en médiant la translocation de mTORCI1 vers un
compartiment spécifique comportant I’activateur spécifique de TORCI1, Rheb (Figurel2)
(Kim et al., 2008). Aussi, la présence d’acides aminés peut activer mTOR en stimulant
Vps34 ou PI3K III (Figuell) (Byfield et al., 2005; Nobukuni et al., 2005). Toutefois, cela
parait contradictoire aux études qui indiquent le role positif de PI3K III dans I’induction de
la formation des autophagosomes.

En présence d’insuline ou des facteurs de croissance, I’activité de la protéine kinase mTOR
est controlée par PI3K classe I, entrainant ainsi son activation.

Un apport élevé en ATP/AMP induit une activation de I’AMPK (AMP-dependent kinase).
L’activation de I’AMPK engendre une phosphorylation et une activation du complexe
TSC2-TSCI1, conduisant a une inhibition de mTOR et I’induction de I’autophagie (Inoki et
al., 2003). Egalement, dans des conditions de stress du RE, I’AMPK peut étre activée par
CaMKK§ (calcium-activated calmodulin dependent kinase-B), qui a été stimulé par une
augmentation du niveau du calcium intracellulaire (Hoyer-Hansen et al., 2007). Aussi, une
stimulation d’AMPK induite par une activation de la protéine p53 cause une inhibition de

mTOR et, par conséquent, une augmentation de I’autophagie (Feng et al., 2005).
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Figure 11 : Régulation négative de I’autophagie par ’activation de la protéine kinase mTOR.
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En présence des acides aminés et des facteurs de croissance et/ou d’insuline, la protéine kinase
mTOR est activée, menant & une inhibition du déclenchement de 1’autophagie. La kinase mTOR
peut étre activée via la cascade de signalisation PI3KI, PI3K III et la protéine Rag (image provenant

de He et klionsky, 2009)

1.4.2 La voie de signalisation PI3K de classe I/Akt

La PI3K de classe I est impliquée dans le controle de 1’autophagie via la modulation de
I’activit¢ de mTOR. En effet, la PI3K I phosphoryle le phospholipide PI-4-P
(phosphatidylinositol-4-phosphate) et le PI-4,5-P, (phosphatidylinositol-4,5-diphosphate)
pour donner du PI-3,4-P, (phosphatidylinositol-3,4-diphosphate) et du PI-3,4,5-P;
(phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate). Le produit de la PI3KI, PI-3,4,5-P; , permet le
recrutement & la membrane plasmique de la protéine kinase PKB/Akt et son activateur
PDKI, entrainant 1’activation et la phosphorylation de PKB/Akt par PDK1. La protéine
kinase PKB/Akt activée favorise la phosphorylation de TSC2 (tuberous sclerosis complex

2). La phosphorylation de TSC2 provoque une dissociation du complexe formé par
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I’interaction de TSC2 avec TSC1 (Manning et al., 2002; Meley et al., 2006). Par
conséquent, ’activité GTPase de la protéine Rheb est bloquée, 1’effet inhibiteur sur mTOR
est levé, et mTOR deviendra en conséquence activée. La présence de facteurs de croissance
et d’insuline induit 1’activation de la voie de signalisation PI3K I, ce qui méne a I’activation
de mTOR, résultant ainsi en 1’abolition de I’autophagie. Toutefois, 1’effet inhibiteur de
I’autophagie de PI3KI est renversé par la protéine PTEN, qui induit la déphosphorylation
du produit lipidique de PI3K I, causant une inactivation de PKB/Akt et donc une induction

de I’autophagie (Arico et al., 2001).

1.4.3 La protéine Bcl-2

La protéine antiapoptotique Bcl-2 interagit avec le domaine BH3 au niveau de Béclin 1, qui
favorise 1’induction de I’autophagie (Maiuri et al., 2009). Cette interaction entre Bcl-2 et
Béclin 1 induit une inhibition de 1’autophagie, en séquestrant la protéine Béclin 1, ce qui
interrompt la formation du complexe indispensable pour I’initiation de I’autophagie,
Vps34-Vps15-Béclin 1.

Il a été¢ suggéré que I’activité inhibitrice de Bcl-2 pouvait étre supprimée durant des
situations de stress. En effet, la kinase JNK1 (c-Jun N-terminal kinase) est activée et
stimule la phosphorylation de Bcl-2. Ceci engendre la dissociation de Bcl-2 et de Béclin 1,

et, conséquemment 1’induction de I’autophagie (Wei et al., 2008).

1.4.4 La voie de signalisation médiée par le facteur d’initiation eucaryotique 2a
(elF2a).

Durant un stress du RE et en réponse a une infection virale, la phosphorylation d’elF2a
provoque le déclenchement de 1’autophagie. Chez la levure, il y a une seule kinase elF2a,
GCN2 (general control nondepressible-2), alors que, chez les cellules de mammiféres, on a
montré I’existence de quatre kinases (GCN2, PKR, PERK et HRI) responsables de la
phosphorylation d’elF2a. Chez la levure et les cellules MEFs (murine embryonic
fibroblasts), GCN2 est requise pour la phosphorylation d’elF2a durant des situations de
carence et la phosphorylation d’elF2a est médiée par PKR en réponse a une infection virale
(Talloczy et al., 2002). La phosphorylation et I’activation d’elF2a peuvent engendrer une

traduction sélective des facteurs de transcription, ce qui évoque une expression du geéne
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Atgl2 et ainsi la formation du complexe Atgl2-Atg5-Atgl6 essentiel a la formation des
autophagosomes lors de I’autophagie (Kouroku et al., 2007).

1.4.5 La voie de signalisation MAPKs

La famille MAPKs (Mitogen- activated protein kinases), incluant ERK1, ERK2, p38 et
JNK, est impliquée dans le processus de 1’autophagie (Meijer et Codogno, 2006; Corcelle
et al.,, 2007). En effet, ERK1 et ERK2 activent 1’autophagie et inhibent le maintien du
complex TSCI1-TSC2 (Knecht et al., 2009). Aussi, durant un stress dii a une carence
alimentaire, les kinases ERK1 et ERK2 sont activées, et une inhibition de ERK1/ERK2

pourrait entrainer une abolition de I’autophagie induite par la famine (Petiot et al., 2000).

1.5 Réles de ’autophagie

1.5.1 Fonctions physiologiques de I’autophagie

L’autophagie constitue un mécanisme bénéfique assurant la survie cellulaire. Une
inhibition de I’autophagie engendre une mort cellulaire (Boya et al., 2005). Ce phénomeéne
physiologique est nécessaire pour le maintien de I’homéostasie de la cellule qui fait appel a
I’¢limination des agrégats protéiques et des organites endommagés en réponse a des
conditions de stress de longue durée. Sous des conditions de stress, cette voie dégradative
est largement augmentée pour contourner des conditions de stress en fournissant 1’énergie
et les macromolécules via un catabolisme des composants intracellulaires (Kudchodkar et
Levine, 2009). De plus, durant des conditions de famine, 1’autophagie permet de maintenir
le pool des acides aminés. Des études précédentes ont démontré que sous des situations de
famine 1’autophagie est importante pour la survie de Saccharomyces cerevisiae,
Dictyostelium discoideum et Drosophila melanogaster (Tsukada et Oshumi, 1993; Otto et
al., 2003; Scott et al., 2004). En plus de I’implication de I’autophagie dans le maintien de la
production des acides aminés, I’autophagie de base joue un rdéle prépondérant dans le
controle de la qualité intracellulaire. Des études génétiques faites sur des souris ont révélé
I’importance cruciale de 1’autophagie de base dans le contrdle de la qualité intracellulaire a
travers le recyclage constitutif des composants cytoplasmiques (Levine et al., 2009). Les
fonctions physiologiques de 1’autophagie ne sont pas restreintes seulement aux fonctions

mentionnées ci-dessus : 1’activité autophagique est également un déterminant critique pour
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le développement de différents organismes et la suppression des tumeurs (Levine et al.,

2009).

1.5.2 Autophagie et 'immunité

Diverses recherches approfondies portant sur la machinerie moléculaire impliquée dans le
processus autophagique ont permis de dévoiler aussi bien I’'importance de 1’autophagie
dans le maintien de I’homéostasie cytoplasmique que son role critique dans la défense
contre les agents pathogénes. Bien que [’autophagie permette la séquestration et la
dégradation des pathogenes, elle favorise aussi la présentation antigénique par le CMH de
classe II et de classe I, le développement et la survie des lymphocytes et I’activation de la
production d’interféron de type I via la stimulation de la voie de signalisation TLR7 (Figure

12).
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Figure 12 : L’implication de I’autophagie dans plusieurs mécanismes immunitaires.
L’autophagie est impliquée dans la présentation antigénique, dans 1’activation et la production
d’interféron par les cellules dendritiques, dans la dégradation des agents pathogénes envahisseurs et

dans le développement des lymphocytes (image tirée de Virgin et Levine, 2009).

L’autophagie participe a la dégradation des bactéries intracellulaires présentes dans les
phagosomes, notamment le Mycobactérium tuberculosis, dans les vacuoles endommagées
tel que la bactérie Salmonella enterica, et celles localisées dans le cytosol, par exemple

Streptococcus groupe A (Levine et al., 2009). Egalement, diverses études ont montré le role
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clé de D’autophagie in vitro pour controler [’évasion immunitaire des pathogenes
envahisseurs, notamment dans le cas de Shigella flexneri et Salmonella typhimurium...etc
(Munz 2009; Orvedahl et Levine, 2009).

Les virus ont développé des stratégies pour échapper a la dégradation protéosomale
(Tortorella et al., 2000). Toutefois, certaines études ont révélé le role protecteur de
I’autophagie contre les infections virales. L’autophagie peut limiter la réplication virale du
virus TMV et du virus Sindbis (Liu et al., 2005; Schmid et Munz, 2007; Orvedahl et al.,
2010). Pourtant, certains virus, comme les picornavirus et les coronavirus, ont pu
contrecarrer 1’activité protectrice de D’autophagie en bloquant la fusion entre les
autophagosomes et les lysosomes et en se répliquant a la surface des autophagosomes

(Schmid et Munz, 2007) (Figure 13).
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Figure 13 : Evasion de certains virus de ’immunité innée contrélée par ’autophagie.
Les picoronavirus et les coronavirus interférent avec la fusion de I’autophagosome avec les
lysosomes et les endosomes tardifs afin d’assurer leur réplication a la surface des membranes

autophagosomales (image tirée de Schmid et Munz, 2007).

Durant une infection virale, un autre role de 1’autophagie consiste a délivrer les constituants
des pathogeénes aux récepteurs endosomaux tels que les TLRs, stimulant ainsi I’immunité
innée (Lee et al., 2007).

En effet, ’autophagie est requise pour la signalisation cellulaire médi¢e par les TLRs (Lee

et al., 2007). Dans les cellules dendritiques, la protéine autophagique AtgS est
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indispensable pour le transfert du matériel génétique du virus de Sendai et du virus de la
stomatite vésiculaire (VSV) du cytoplasme vers les récepteurs TLR7 localisés au niveau
des compartiments vacuolaires (Lee et al., 2007). La reconnaissance du matériel génétique
viral par TLR7 entraine la synthése d’INF-a, renforgant ainsi la réponse immunitaire vis-a-
vis de I’infection virale. Aussi, il a ét¢ démontré que le recrutement de TLR9 au niveau des
autophagosomes engendre une amplification de la cascade de signalisation des TLRs et du
récepteur des cellules B (BCR) (Chaturvedi et al., 2008).

L’engagement de TLR7 et de TLR3 induit I’initiation de I’autophagie, favorisant la
résistance contre les pathogenes (Shi et Kehrl, 2008; Delgado et al., 2008). Une inhibition
des protéines adaptatrices MyDS88 et TRIF de la cascade de signalisation des TLRs induit
une suppression de 1’autophagie (Shi et Kehrl, 2008). Cependant, les mécanismes, qui lient
I’autophagie et ’'immunité innée médiée par les TLRs ne sont pas encore clairs. Mis a part
I’implication de la signalisation TLR dans I’activation de 1’autophagie, on note que les
PRRs (pattern-recognition-receptors) stimulent I’autophagie (Yano et al., 2008).

En plus de I’implication de la digestion autophagique dans I’immunité innée, 1’autophagie
joue aussi un role indubitable dans I’immunité adaptative en favorisant la présentation des
antigeénes viraux par le CMH de classe II aux cellules T. Les autophagosomes permettent le
transport des protéines cytosoliques virales au CMH de classe II, menant a une présentation
antigénique aux cellules T CD4" (Paludan et al., 2005; Schmid et al., 2007; Nimmerjahn et
al., 2003; Zhou et al., 2005). Citons I’exemple de la présentation de 1’antigéne viral EBNA-
1 du virus d’Epstein Barr qui requiert I’autophagie (Paludan et al., 2005). Egalement, on a
mis en évidence que I’induction de la voie autophagique par le traitement a la rapamycine
induisait une augmentation de la présentation antigénique de ’antigéne Ag85B chez les
cellules macrophages et les cellules dendritiques infectées par M. tuberculosis (Levine et
al., 2009). En plus, I’apprétement des antigénes pour la présentation par le CMH de classe |
a été démontrée par une autre étude. Cette derniére suggere que la présentation antigénique
par le CMH de classe I aux cellules T CD8" durant une infection virale par HSV-1 est
augmentée par I’autophagie (English et al., 2009). 11 est intéressant de noter que cette étude
confirme I’implication de 1’autophagie dans 1’apprétement et la présentation des peptides
viraux endogenes associés aux CMH de classe I en détectant une réduction de la capacité a

stimuler les cellules T CD8" par les macrophages dans lesquels I’autophagie est réprimée
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par une interférence par ARN contre la protéine Atg5. Aussi, ’implication de 1’autophagie
dans I’apprétement vacuolaire et la présentation antigénique par le CMH de classe I de
I’antigéne gB est soutenue par des observations indiquant une amélioration de la
stimulation des cellules T CD8" lors du traitement des macrophages infectés par HSV-1 4 la

rapamycine, un inhibiteur de mTOR.

2. Caractéristique du virus Herpes simplex type 1 (HSV-1)

2.1 Caractéristique morphologique du HSV-1

HSV-1 est un agent infectieux qui est composé par une nucléocapside comprenant I’ADN
viral, une capside icosahédrale qui recouvre le core, un tégument qui entoure la capside, et
une enveloppe lipidique exposant des glycoprotéines virales. Le diameétre de la capside
virale est d’environ 125 nm tandis que la taille du virus mature peut atteindre 225 nm

(Knipe et Howley, 2007).

2.2 Xénophagie et mécanisme d’évasion de HSV-1

La xénophagie, un type de ’autophagie, sert entre autre de stratégie de défense antivirale.
L’induction de la xénophagie permet de réduire la réplication de certains pathogenes (Rich
et al., 2003; Andrade et al., 2006). D'autre part, elle permet le transport des particules
virales aux compartiments lysosomaux pour les dégrader (Georgescu et Goruppi, 2009).
Egalement, la xénophagie intervient dans la réponse immunitaire adaptative en contribuant
a Paugmentation de la présentation antigénique par le CMH I et I (Crotzer et Blum, 2005;
Dengjel et al., 2005; English et al., 2009). Malheureusement, HSV-1 a pu développer des
stratégies pour atténuer la réponse immunitaire adaptative médiée par les cellules T CD4"
et T CD8". La protéine virale ICP47 peut lier la molécule de transport des peptides viraux
(TAP) et provoquer son inhibition, menant ainsi a une diminution importante de
I’expression des antigénes viraux par le CMH I & la surface des cellules infectées
(Glodsmith et al., 1998; Orr et al., 2005). De plus, ICP47 inhibe directement 1’interaction
entre les cellules T CD8" et les neurones infectés par HSV-1 en contribuant a empécher
I’expression de CMH 1 par les neurones infectés (Goldsmith et al., 1998).

Egalement, HSV-1 a développé des stratégies pour contourner la défense antivirale médiée

par la xénophagie (Alexander et Leib, 2008). Le virus bloque I’activité autophagique afin
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d’éviter la dégradation des particules virales suite a la fusion des xénophagosomes avec le
lysosome, ce qui permet de créer un environnement favorable a sa réplication. Néanmoins,
des études récentes ont conclu que suite a une infection des macrophages par HSV-1, la
capacité du virus HSV-1 a atténuer 1’autophagie durant une phase précoce de I’infection est
contrebalancée lors d’un stade tardif de ’infection par une réponse cellulaire impliquant
I’induction d’une forme d’autophagie distincte de 1’autophagie « classique » (English et al.,
2009). Cette nouvelle forme de I’autophagie est caractérisée par la formation d’une
structure formée par quatre feuillets membranaires dérivés de 1’enveloppe nucléaire
(English et al., 2009). De plus, cette nouvelle structure vacuolaire participe a I’apprétement
des antigénes viraux pour la présentation antigénique par le CMH I, conduisant ainsi une
stimulation de la réponse immunitaire adaptative.

L’inhibition de I’autophagie par HSV-1 fait appel a plusieurs mécanismes qui
contrecarrent ainsi la réponse immunitaire innée (Figure 14). En effet, I’expression de la
protéine ICP34.5 encodée par HSV-1 permet d’inhiber 1’activit¢ de la kinase PKR.
ICP34.5 interagit avec la protéine phosphatase 1o (PPla) par son domaine C-terminal
(Pasieka et al., 2006). Cette inetraction entraine la déphosphorylation de elF2a (He et al.,
1997). 11 est intéressant de noter que ICP34.5 peut lier Béclin 1, qui est requise pour la
formation des autophagosomes (Orvedahl et al., 2007). Des recherches suggérent que les
acides aminés 68-87 d’ICP34.5 interagissent avec Béclin 1, bloquant ainsi ’autophagie
(Kudchodkar et Levine, 2009). Une délétion du domaine BBD (Béclin 1-binding domain)
présent dans ICP34.5 engendre une incapacité du virus a contrecarrer 1’autophagie et une
diminution de sa pathogénicité (Orvedahl et al., 2007).

ICP34.5 médie une réplication virale efficace et la neurovirulence du HSV-1(Bolovan et
al., 1994; Liu et al., 2003; Leib et al., 2009). L’importance de cette protéine virale dans
I’inhibition de I’autophagie a été soutenue par plusieurs travaux.

De plus, HSV-1 peut induire une inhibition de I’autophagie via I’action de la glycoprotéine
virale gB. En effet, lors d’une infection par HSV-1, la protéine gB peut se lier a « PKR-like
ER-localized elF2a kinase » (PERK), un senseur de stress, situé au niveau de RE pour
contrer son action de phosphorylation d’elF2a et par conséquent maintenir une apparence
d’homéostasie dans le RE (Mulvey et al., 2007). D'autre part, des recherches ont souligné le

role de gB pour bloquer le déclenchement de 1’autophagie en réduisant la phosphorylation
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d’elF2a (Lee et al., 2009). Cependant, dans notre laboratoire, lors d’une infection virale des
macrophages par HSV-1, une nouvelle forme de 1’autophagie se déclenchait pendant une
phase tardive de I’infection (English et al., 2009). Toutefois, la machinerie moléculaire
responsable de cette nouvelle réponse autophagique demeure inconnue. Etant donné que
I’isolation des organites est une étape cruciale pour leur étude protéomique, il est fortement
utile d’isoler les noyaux afin de caractériser les protéines impliquées dans cette voie

autophagique nouvellement découverte.
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Figure 14: Inhibition de I’autophagie par HSV-1.
ICP34.5 bloque I’activité de Béclin 1, menant a une inhibition de la formation des autophagosomes.
Aussi, ICP34.5 atténue 1’activité de la protéine kinase PKR en induisant une déphosphorylation

d’elF2a (image tirée de Kudchodkar et Levine, 2009).

3. Isolation des organites

Les cellules eucaryotes possédent plusieurs types d’organites qui effectuent diverses
fonctions spécifiques. Par exemple, le RE permet la synthése de certaines protéines et les
mitochondries assurent la génération d’ATP et interviennent dans la régulation des
certaines voies de signalisation telle que I’apoptose (Dimmer et Scorrano, 2006).
L’identification des protéines et la connaissance de leur localisation dans les différents
compartiments cellulaires sont capitales pour la compréhension de leurs fonctions
physiologiques. Toutefois, la protéomie, les analyses biochimiques et 1’étude de la structure
et les fonctions de ces organites exigent l’utilisation d’échantillons purs. La nécessité
d’isoler les organites pour faire une analyse protéomique de l’organite en question par
spectrométrie de masse implique la séparation de I’organite d’autres compartiments de la
cellule (Pandey et al., 2006; Sweetlove, 2006). Malheureusement, certains contaminants
peuvent rester associés physiquement aux organites durant les étapes de purification. Donc,
il est impératif d’avoir le plus de pureté possible, car lors d’une étude protéomique par
spectrométrie de masse, les protéines localisées au niveau de 1’organite d’intérét et les
contaminants seront identifiés (Wiederhold et al., 2010).

Des études précédentes ont analysé des protéines a partir des organites isolées de
Saccharomyces cerevisiae, vu que c’est un organisme eucaryote (Yin et al., 2005; Inadome
et al., 2005; Sarry et al., 2007; Wiederhold et al., 2009; Mosley et al., 2009).

Pareillement, plusieurs études protéomiques des organites ont eu recours a I’isolation des
organites de cellules eucaryotes (Huber et al., 2003; Andersen et al., 2002; Hicox et al.,
2010). Plusieurs méthodes d’isolation des noyaux ont été développées par fractionnement
cellulaire (Novikoff et Holtzman, 1976; Alberts et al., 1989; Darnell et al., 1990).

Cette technique, basée sur les propriétés physiques (charge, densité), consiste en une

centrifugation différentielle suivie d’une centrifugation sur gradient de densité, aboutissant
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ainsi a la séparation de différentes fractions (noyau, mitochondries, lysosomes, RE...etc.)
(Huber et al., 2003). Citons aussi I’exemple de la matrice nucléaire, qui a été isolée a partir
de noyaux provenant du tissu de foie de souris par fractionnement cellulaire (Berezney et
Coftey, 1977).

Aussi, plusieurs études ont pu isoler des mitochondries de différents tissus, incluant des
fibroblastes en culture, le foie, les muscles squelettiques et les cellules cancéreuses du
colon (Thiede et al., 2002 ; Frezza et al., 2007). Egalement, les noyaux ont été séparés
d’autres organites dans quelques études. Cependant, les recherches ont ét¢ surtout faites sur
des noyaux issus de cellules de foie (Blobel et Potter, 1966 ; Fleischer et Kervina, 1974;
Berezney et Coffey, 1977; Howell et al., 1989; Greenberg et Bender, 1997 ; Farrell et
Robert, 1998).

4. Introduction au projet de recherche

Des études précédentes ont permis d’identifier la machinerie moléculaire nécessaire a la
formation des autophagosomes classiques formés par une double membrane. En effet, 31
molécules Atg ont ét¢ identifiées comme étant essentielles pour ce processus cellulaire
(Klionsky et al., 2003; Huang et Klionsky, 2007). L’identification de ces protéines chez la
levure et la détection de leurs orthologues chez autres organismes montrent la conservation
de I’autophagie chez les eucaryotes. La découverte de ces molécules impliquées dans le
mécanisme de 1’autophagie a permis d’établir le role de I’autophagie dans la réponse
immunitaire innée et adaptative (Deretic 2005; Schmid et al., 2007).

Tout récemment, dans notre laboratoire, durant une infection virale par HSV-1 des
macrophages murins, une nouvelle structure autophagique a été¢ détectée dans une phase
tardive de I’infection en plus des autophagosomes classiques (English et al., 2009). La
caractérisation morphologique de cette nouvelle forme par microscopie ¢électronique a mis
en évidence la présence de quatre membranes connectées a 1’enveloppe nucléaire. Cette
structure semble étre issue par un processus dit de « coiling » de la membrane nucléaire
interne et externe, formant ainsi un compartiment a quatre feuillets qui peut engloutir une
portion cytoplasmique (Figure 15). Ce compartiment peut encercler des particules virales
présentes dans le cytoplasme. Cette structure autophagique n’a pas été observée chez des

cellules non infectées par HSV-1 et des cellules traitées a la rapamycine, ce qui suggere
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I’implication de cette nouvelle structure dans la défense contre le virus. Egalement, cette
recherche a confirmé la nature autophagosomique de cette structure en détectant
I’accumulation du marqueur de 1’autophagosome LC3, tant au niveau de la structure qui
émerge de la membrane nucléaire que dans la structure a quatre membranes relachée de
I’enveloppe nucléaire et située dans le cytoplasme (English et al., 2009). Les résultats de
cette recherche ont aussi indiqué une faible localisation de LC3 conduisant a la formation
de cette nouvelle forme de I’autophagosome lors d’infection des macrophages par HSV-1
mutant (A34.5) inapte a induire une inhibition de 1’autophagie comparativement au HSV-1
WT. Cela laisse supposer que certaines protéines, telles que Béclin 1, impliquées dans la
formation des autophagosomes « classiques », ne sont pas requises pour la formation des
autophagosomes issus de 1’enveloppe nucléaire. Toutefois, la présence de LC3 au niveau de
cette structure dérivée du noyau présage la participation partielle de la machinerie
moléculaire de I’autophagie «classique » dans le développement de cette nouvelle forme de
I’autophagie suite a I’infection par HSV-1.

A la lumiére de ces travaux, mon projet de recherche consistait a développer et optimiser un
outil d’isolation des noyaux de macrophages pour servir a une étude protéomique des
autophagosomes issus du noyau lors d’une infection par HSV-1. Il était nécessaire d’établir
un protocole d’isolation des noyaux des macrophages puisqu’il n’existait pas dans la
littérature aucun protocole d’isolation des noyaux de ces cellules. Cependant on a tenté
d’appliquer les techniques d’isolation qui existent déja pour les autres cellules, mais ces
techniques n’aboutissaient pas a un enrichissement en noyaux et un degré de pureté
acceptable. Par conséquent, en premier lieu, une technique a été développée pour isoler des
noyaux a partir des macrophages infectés et non infectés par HSV-1. En second lieu, 1’état
de la pureté des préparations de noyaux isolés et la cinétique de la formation des
autophagosomes issus des noyaux ont été €tudiés dans les deux lignées cellulaires de
macrophages employées dans 1’é¢tude de English et al. Finalement, a long terme, a partir des
¢chantillons de noyaux infectés, il sera possible de caractériser et qualifier les molécules
impliquées dans la formation des autophagosomes dérivés de 1’enveloppe nucléaire par une
approche de protéomique.

Ce mémoire présente donc le développement d’un nouveau protocole d’isolation des

noyaux adapté aux macrophages qui constitue un outil indispensable pour la
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compréhension de la machinerie moléculaire impliquée dans la formation des

autophagosomes émergés du noyau durant une infection par HSV-1.

Figure 15 : Visualisation par microscopie électronique des autophagosomes dérivés du noyau
lors d’une infection par HSV-1.

(a-b-c-d) processus de « coiling » de la membrane nucléaire interne et externe, résultant en la
formation d’une structure a quatre membranes qui émerge du noyau des cellules infectées par HSV-

1. VP: particule virale; N: noyaux (image tirée de English et al., 2009).



Matériels et Méthodes
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1. Culture cellulaire

Les lignées cellulaires de macrophage de souris (RAW kb et BMA Clone 11) ont été
développées dans notre laboratoire. Les cellules RAW kb ont été obtenues par une
transfection des macrophages RAW 264.7 (ATCC, TIB-71) par un plasmide avec un
promoteur fort qui code pour I’allele Kb du CMH. Les cellules RAW kb, qui expriment
I’allele kb de fagon stable et constittutive, ont été séletionnées par la résistance a un facteur
de sélection (antibiotique G418). Les cellules BMA Clone 11 ont été issues du sous clonage
des macrophages BMA3.1A7 dérivées de souris C57BL/6 (Kovacsovics et Rock, 1995) par
une dilution limitée. Ces cellules ont été cultivées dans un milieu DMEM complet (Wisent)
avec 10% de FBS inactivé a la chaleur (56°C), des antibiotiques soit la pénicilline
(100unité/ml) et la streptomycine (100pg/ml) et la glutamine (2mM). Les cellules ont été

cultivées a 37°C avec 5% de CO; dans des pétris de diamétre 100 mm.

2. Virus et infection des cellules

La souche F du HSV-1 de type sauvage (WT) (ATCC, VR733), a été utilisée pour infecter
les macrophages. Ce virus fut fourni gracieusement par le Dr Roger Lippé (département de
pathologie et biologie cellulaire, Université de Montréal).

Les macrophages ont été infectés par une incubation pendant 30 minutes avec HSV-1 WT
dilu¢ avec du DMEM complet pour avoir une MOI de 10. Apres I’aspiration du milieu

contenant les virus, les cellules ont ét¢ incubées dans du DMEM frais pendant 8 heures.

3. Immunofluorescence des macrophages

Les cellules non infectées (controles) et les cellules infectées par HSV-1 WT présentes dans
une plaque a 24 puits ont été incubées avec du paraformaldéhyde 4% (présent dans PBS a
pH7.4) pendant 2 minutes a la température de la picce. Aprés Daspiration du
paraformaldéhyde, les macrophages contrdles et infectés par le virus étaient fixés et
perméabilisés avec une solution CytoFix/Cytoperm (BD Bioscience) durant 20 minutes a
4°C. Apres, les cellules étaient incubées avec 1’anticorps primaire anti-LC3a clivé fait chez
le lapin (ABGENT) dilué 1 : 200 et I’anticorps primaire anti-VpS5 fait chez la souris (MAB
H4.1) dilué 1 : 1000 pendant 2 heures a la température de la piece. La dilution des anticorps
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primaires est faite dans une solution contenant FBS et saponine fournie par le Kit
CytoFix/Cytoperm (BD Biosciences) et diluée a 1:10 dans I’eau. Aprés I’incubation des
cellules avec les anticorps primaires, les cellules étaient incubées dans les anticorps
secondaires, AlexaFluor568 goat-anti-rabbit et Alexa Fluor488 goat anti-mouse
(Invitrogen), dilués a 1 : 1000 pour visualiser respectivement LC3a et VPS5 dans les cellules
infectées et les cellules contrdles. Les cellules ont été analysées par confocal laser-scanning

microscope (LSM 510Meta Axiovert; Carl Zeiss).

4. Isolation des noyaux

La méthode utilisée pour I’isolation des noyaux des cellules de macrophages fut adaptée de
la technique utilisée par le groupe du laboratoire du Dr Roger Lippé pour les cellules Hela
en suspension (Rémillard-Labrosse et al., 2006). Les cellules récoltées aprés deux reprises
de lavage avec du PBS 1X ont été homogénéisées a 1’aide d’'une méthode mécanique. En
effet, les cellules ont été resuspendues dans un tampon hypotonique RSB pH7.4 modifié¢ de
Penman (Penman 1966) (NaCl 10 mM, Tris-HCI 10 mM pH 7.4, MgCl, 5SmM) qui
engendre un gonflement des cellules pour faciliter le cassage. Ensuite aprés la vérification
de I’état du gonflement des cellules par microscope photonique, les cellules ont été cassées
dans un ratio de 2x10’cellules/ml par un Cell craker a I’aide d’une bille de taille 7.978mm.
Egalement, une autre taille de bille (8.002 mm) a été testée pour le type cellulaire utilisé
pour cette étude. Aprés le cassage, I’osmolarité du lysat cellulaire a été¢ rééquilibrée en
ajoutant deux volumes d’une solution contenant PBS 1X et MgCl, SmM. Par la suite, la
solution de lysat cellulaire a été déposée sur un coussin d’optiprep 40 % et une
centrifugation a basse vitesse (800 g) a été appliquée pendant 15 minutes. Les différentes
concentrations d’optiprep ont été obtenues a partir de la dilution de la solution dite working
solution WS 50% d’optiprep avec le milieu d’homogénéisation HM pH7.8 (0.25M sucrose,
KCI 25Mm, MgCl2 5mM, Tris-HC] 20mM) pour avoir le pourcentage voulu. Le matériel
situé sur le coussin d’optiprep a été récupéré par une pompe péristaltique et diluée dans une
solution HM ou I’optiprep 40% pour avoir une concentration d’optiprep 25%. Finalement,
un gradient d’optiprep composée de quatre concentrations différentes a été fait. D’abord,
une couche d’optiprep 35% placée au fond du tube SW41 a été recouverte par une couche

d’optiprep 29 %. Puis une couche d’optiprep 27% a été ajoutée. Subséquemment, une
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couche d’optiprep 25%, contenant les noyaux résultants de la centrifugation a basse vitesse,
a été placée a la surface du gradient. Le gradient était centrifugé a 10,000 g pour 20
minutes. Les noyaux prélevés a ’interface 29/35 du gradient d’optiprep ont été dilués dans
du Laemmli 1X pour faire des études de la pureté des préparations de noyaux. Egalement,
le rendement des noyaux obtenus a été examiné en comptant le nombre final de noyaux
colorés au bleu de trypan par I’hématimetre par rapport au nombre initial de cellules. Aussi
cette méthode a été réalisée en effectuant d’autres techniques de cassage de cellules
notamment par un homogénéisateur Dounce et par une aiguille a microémulsion. En outre,
pour cette technique d’isolation des noyaux, un tampon HB (8% sucrose, 3mM imidazole
pH7.4, 2mM DTT, cocktail d’inhibiteur des protéases 1X) a été testé pour resuspendre les
cellules avant de les briser avec Dounce dans un ratio 2x10’cellules/ml. Par la suite, les
étapes procédées pour I’isolation des noyaux ont été effectuées selon la description ci-
dessus.

Toutefois, plusieurs modifications ont été réalisées pour cette méthode afin de mettre au
point et d’adapter 1’isolation des noyaux aux types cellulaires employés pour cette étude.

En premier lieu, un nombre limité de cellules (entre 1x107et 3x107) a été récupéré aprés
deux lavages avec PBS 1X. Plus tard, les cellules ont été cassées en utilisant 10 ml d’un
tampon de lyse (Kit Sigma-Aldrich; NUC-201) dont du Triton X-100 0.1 %, du
dithiothreitol (DTT) 1mM et des inhibiteurs de protéases complete 1X (Roche) ont été
ajoutés. Apres une incubation de 3, 5 et 7 minutes, le lysat cellulaire a été resuspendu dans
un volume de 28ml de sucrose 1.8M (sucrose 2M et sucrose cushion (Kit d’isolation des
noyaux ; Sigma), et a été mis au dessus d’un coussin de 10ml de sucrose 1.8M. Les noyaux
ont été obtenus aprés une centrifugation de 30,000 g pour 45 minutes (rotor SW28
Beckman). L’état de lyse a été examiné par un microscope optique. Le culot de noyaux
récoltés a été utilis€ pour détecter la pureté et vérifier le rendement en noyaux

Un autre modele expérimental utilisé a été développé pour maximiser et mettre au point
I’isolation des noyaux (Figure 16). En effet, lors de I’isolation des noyaux, toutes les étapes
s’effectuaient a une température de 4°C et les solutions utilisées sont aussi ajustées a 4°C.
L’isolation des noyaux a €té faite a partir des macrophages non infectés (contrdles) et des
macrophages infectés par HSV-1 (WT) pour 8 heures. Un nombre maximal de 3x10’ de

cellules comptées par I’hématimetre a été récolté par tube dans le milieu DMEM. Apres



43

une étape de centrifugation pendant 5 minutes a 500 g, le culot des cellules récolté a été

lavé deux fois dans le PBS 1X (Wisent).

4.1 Homogénéisation des cellules

L’isolation des noyaux requiert I’homogénéisation des cellules. Celle-ci est réalisée a 1’aide
d’un détergent et d’une technique mécanique. D'abord, le culot de cellules a été¢ incubé
environ 5 minutes dans un tampon de lyse froid (Kit Sigma-Aldrich) renfermant du Triton
X-100 0.1%, du dithiothreitol (DTT) ImM et des inhibiteurs de protéases complete 1X
(Roche) ont été ajoutés. Subséquemment, les cellules ont été brisées aussi mécaniquement
par cavitation en utilisant un cell cracker dans lequel une bille de taille 8.002mm a été
placée au lieu d’une bille de taille 7.978mm.

Pour les cellules non infectées, 1 a 2 passages ont été nécessaire pour assurer efficacement
le cassage des cellules alors que pour les cellules infectées 2 passages s’avéraient essentiels
pour le cassage. La qualité de la lyse a été vérifiée par microscopie photonique (Zeiss
Axiovert 25). Egalement, la vérification des noyaux intacts colorés au bleu de trypan a été
effectuée par observation au microscope optique. Une fois les cellules brisées, 10ml de
sucrose 1.8M (sucrose 2M et sucrose cushion (Kit d’isolation des noyaux; Sigma- Aldrich)
est ajouté au lysat cellulaire résultant pour arréter la lyse cellulaire et éviter ainsi de

détériorer les noyaux.

4.2 Purification des noyaux

La purification des noyaux requiert des étapes de centrifugation en réalisant un gradient
discontinu de densité. Ces étapes de centrifugation permettent un fractionnement cellulaire
séparant ainsi les noyaux d’autres constituants cellulaires. Premi¢rement, un gradient de
sucrose a ¢t¢ fait dans des tubes d’ultracentrifugation SW28. Ce gradient est composé d’une
couche de 10 ml de sucrose 1.8M recouverte d’une autre solution formée de 10ml de
cellules lysées auquel un volume 18ml de sucrose 1.8M est additionné. Le gradient a été
centrifugé pendant 45 minutes a 13000 rpm (30,000 g) en utilisant un rotor SW28
(Beckman). La pureté du culot de noyau prélevé apres la centrifugation a été examinée par
immunobuvardage et par microscopie ¢lectronique. Deuxiément, un autre gradient

discontinu a ét¢ établi en utilisant une solution d’optiprep.
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Le gradient discontinu d’optiprep est constitué de trois couches : 25%, 30% et 35%. Ces
différentes concentrations sont obtenues a partir de la solution dite working solution (WS)
de 50 % d’optiprep qui a été diluée avec le milieu d’homogénéisation HM pH7.8 (0.25M
sucrose, KCI 25Mm, MgCl, 5SmM, Tris-HCl 20mM) pour avoir le pourcentage adéquat. La
solution (WS) est obtenue en mélangeant 5 volumes de la solution stock d’optiprep
commercialisé¢ 60% (Axis-Shield) avec un volume de diluant pH7.8 (KCl 150Mm, MgCl,
30Mm, Tris-HCl 120Mm). Dans des tubes SW41, 2.2 ml d’optiprep 35% a été placé au
fond du tube, suivie de 2.89 ml d’optiprep 30 %. Puis, le culot de noyau obtenu par la
centrifugation du gradient de sucrose a été resuspendu dans Sml d’optiprep 25% et déposé a
la surface du gradient d’optiprep. Ensuite, le gradient a été centrifugé a 7600 rpm (10,000
g) (rotor SW41-Ti Beckman) pendant 20 minutes. A la fin de la centrifugation, les noyaux
ont été récoltés au fond du tube au lieu d’étre au niveau d’interface 30/35% selon autre
protocole utilisant un gradient d’optiprep, ou les noyaux n’ont pas été prélevés au fond du
tube (Graham, 2001). Pour augmenter la pureté des noyaux, les culots des noyaux ont été
encore resuspendus dans 10ml de PBS 1X froid et ultracentrifugés pendant 30 minutes a
15000 rpm (rotor SW41-T1 Beckman). Le surnageant obtenus a été éliminé et les culots de
noyaux ont été placés dans un volume appropri¢ de tampon Laemmli 1X (0.05M Tris-HCI
pH6.8, SDS 1%, glycérol 10%, 0.005% bleu du bromophénol, mercapthoéthanol 1%) pour
réaliser certaines expériences, notamment I’analyse de la pureté des préparations de noyaux
par immunobuvardage avant 1’identification des protéines par spectrométrie de masse.
Egalement, les noyaux récoltés ont été resuspendus dans du PBS 1X et centrifugés pendant
5 minutes & 15000 rpm pour analyser morphologiquement la pureté des noyaux par la
microscopie électronique. Aussi, on a testé si le nombre cellulaire utilisé peut influencer le

rendement et 1’état de pureté des préparations de noyaux obtenus par cette méthode.
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Figure 16 : Méthode utilisée pour I’isolation des noyaux de macrophages.
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5. Préparation du lysat cellulaire total (TCL)

Les cellules de macrophages cultivées (non infectées et infectées par le HSV-1) dans des
pétris 100mm ont été récoltées par centrifugation a 500 g (rotor GS-6R Beckman) pendant
5 minutes a 4°C. Apres deux lavages des cellules avec le PBS 1X, le culot obtenu a été
resuspendu dans Iml du Laemmli 1X contenant de la benzonase nucléase (250 unités/ml)

(Novagen).

6. Dosages des protéines par la méthode EZQ (Invitrogen)

La technique de la détermination de la concentration des protéines implique en premier lieu
la préparation de la courbe standard, le lysat cellulaire total (TCL) des cellules infectées et
non infectées, et les échantillons des noyaux recueillis dans le tampon Laemmli 1X aprés
I’isolation des noyaux.

Pour ce faire, une courbe standard a été effectuée en diluant avec le tampon Laemmli 1X
une solution de 2mg/ml d’ovalbumine afin d’obtenir plusieurs concentrations notamment
Omg/ml, 0.05mg/ml, 0.Img/ml, 0.2 mg/ml, 0.5mg/ml, 1mg/ml, 1.5mg/ml et 2mg/ml. Ces
dilutions composant la courbe standard, les échantillons des noyaux et les TCLs ont été
chauffés a 95°C pendant 5 minutes pour dénaturer les protéines. Les TCLs chauffés et les
¢échantillons de noyaux ont été dilués 1 :10 avec Laemmli 1X. Ensuite, 1ul de tous les tubes
a doser a été chargé par puits en triplicata sur un papier a essai déposé sur une plaque de 96
puits. Puis, le papier a été séché et incubé avec du méthanol pendant 5 minutes a la
température de la picce. Ensuite, apres le séchage du papier, les protéines ont été¢ colorées
avec un composant A (Kit EZQ ; Invitrogen) pendant 30 minutes en agitant. Par la suite, le
papier a été rincé trois fois dans une solution de lavage (10% méthanol et 7% acide
acétique) puis le papier a été séché. La lecture de la concentration protéique est effectuée
par la mesure de la fluorescence a 418nm d’excitation et a une longueur d’onde 650nm

d’émission au moyen d’un spectrofluométre (SpectraMax Gemini EM).



47

7. Etude de la pureté des noyaux isolés

7.1 Immunobuvardage de type western blot

7.1.1 Electrophorese et transfert

Les échantillons des noyaux récoltés par 1’isolation des noyaux et les TCLs dénaturés a
95°C pendant 5 minutes, et le marqueur Standard de poids moléculaire connus ( Precision
Plus Biorad) ont été chargés sur un gel de SDS-polyacrylamide 4-12% (Biorad). Ensuite,
I”¢lectrophorese est utilisée sous un voltage constant de 200V dans un tampon de migration
(Tris 25mM, glycine 192mM, SDS 0.1%) pendant 30 minutes a la température de la piece.
Apres la migration des protéines en fonction de leur poids moléculaire, les protéines ont été
transférées sur une membrane de PVDF (polyvinylidene fluoride) 0,22um qui a été
émergée dans le méthanol 100% durant 5 minutes et dans le tampon de transfert pendant 5
minutes sous agitation. L’¢électro-transfert est réalis€ a un courant constant 300 mA pendant
30 minutes dans un tampon de transfert contenant Tris 50mM, glycine 380mM, SDS 0.1%
et méthanol 20%. Pour I'immunobuvardage de I’anticorps primaire anti-LC3 (faible poids

moléculaire), le transfert a été effectué pendant 20 minutes au lieu de 30 minutes.

7.1.2 Hybridation des protéines avec les anticorps

Apres 1’étape de transfert des protéines, la membrane PVDF est incubée pour une heure
sous agitation douce et a la température de la piece dans une solution de blocage constituée
de PBS 1X, Tween 20 0.2% et 5% de lait écrémé en poudre. Cette étape permet d’éviter les
liaisons non spécifiques des anticorps a la membrane. Ensuite, la membrane a été coupée en
fonction du poids moléculaire de 1’anticorps primaire a tester et a été incubée dans
I’anticorps primaire dilué avec la solution de blocage avec agitation pendant une heure a la
température de la piece. Les anticorps primaires utilisés sont mentionnés dans le tableau

suivant :



Tableau 2: Les anticorps

noyaux isolés.
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utilisés pour I'immunobuvardage des échantillons de

Anticorps Poids Anticorps
organites rimairl:s moléculaire | dilution | secondaire Distributeur
P (KDa) (espece)
E t | Lamp-1
: r;il)(s)(s)(r)nrze ¢ rae;mp Development
Y monoclonal ( 110 1:200 rat studies hybridoma
12G2a) bank (DSHB)

Noyau p62

nucleoporin .
BD
souris 62 1:250 souris #6 ISOC:;;C)GS
monoclonal
(IgG2b)
N Lamine A
i s:frl:: e 70 12000 | souris | DD sciences
' (#612163)

monoclonal

Mitochondrie Tim23
Souris BD sciences

2 1:2 i
monoclonal 3 500 SOUTIS | 611222)
(IgG2a)

Mitochondrie Prohibitin
souris . Neomarker
monoclonal 30 1:400 sourts (#MS 261-P1)
(IgG1)

RE (RE) Calnexine Fourni par le
lapin 90 1:3000 lapin laboratoire du Dr.
polyclonal Jean Bergeron

Membrane Annexine 2

plasmique (A2) souris . BD sciences

1:1
monoclonal 36 000 1 souris 1 4610068)
(IgG1)

Enveloppe virale | gB clone 10B7

HSV-1 souris 100 1:500 souris Abcam (#ab6506)
monoclonal

Capside virale VPS5 H1.4

HSV-1 Souris 155 1:200 souris Acris Antibodies
monoclonal
(IgG1)

Autophagosomes | LC3 T etll
souris . MBL
monoclonal 17 1:500 sourts (#M115-3)
(IgG)

o Is)oCI\rUz o 36 1:1000 | souris | Chemicon

. ' Y (#CBL407)

monoclonal
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(IgG 2a)

Appareil de golgi | GOSR-1 Lifespan
souris 28 1:1000 souris (#LS
monoclonal C1567/10928)

Autophagosomes | APg8b . Abgent
cleaved 17 1:100 lapin (#Ab-1806)
(MAPILC3B)

Apres D’exposition des membranes avec les anticorps primaires, les membranes ont été
lavées pour 10 minutes a six reprises dans la solution de blocage a la température de la
piece pour éliminer les anticorps non liés. Par la suite, les membranes ont été exposées a
I’anticorps secondaire dirigé contre 1’anticorps primaire a une dilution 1:3000 dans la
solution de blocage contenant PBS 1X, Tween 20 0.2% et 5% de lait écrémé en poudre. Les
anticorps secondaires utilisés ont été couplés a la peroxydase de raifort (horse radish
peroxydase (HRP)). Subséquemment, les membranes ont été rincées avec la solution de
blocage pendant 10 minutes quatre fois avec agitation, suivie de trois lavages pour 5
minutes avec agitation avec le PBS 1X. Par la suite, le signal HRP est révélé en exposant la
membrane a une réaction chimiluminescence avec la solution ECL (NEL105, Perkin Elmer
life Sciences) pendant une minute a la température de la piece. Finalement, les membranes
ont été exposées sur des films BioMax Kodak. Ces derniers ont ét¢ développés avec le
développeur 100-plus automic X-Ray apres différentes durées d’exposition allant de

quelques secondes a trois minutes.

7.2 Microscopie électronique
7.2.1 Fixation des échantillons
Apres I’isolation des noyaux, les échantillons des noyaux issus des cellules non infectées et
les cellules infectées par HSV-1 WT ont été lavés deux fois par une solution de cacodylate
0.1M, suivi d’une centrifugation a 15000 rpm pendant 5 minutes a 4°C. Apreés 1’élimination
du surnageant, les culots de noyaux ont été fixés avec une solution de glutaraldéhyde 2.5%,

0.1M cacodylate durant la nuit a 4°C.
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7.2.2 Osmication et imprégnation des membranes

Suite a la fixation, les culots de noyaux ont été resuspendus avec le tampon cacodylate
0.1M et centrifugés pendant 5 minutes a 15000 rpm a 4°C. Ce lavage a été effectu¢ 3 fois.
Ainsi, les culots de noyaux obtenus, aprés le dernier lavage, ont été osmifiés avec une
solution d’osmium OsO4 1%, cyanure férique de potassium 1.5% et cacodylate 0.1M
pendant une heure a 4°C. Puis, aprés la centrifugation des échantillons pendant 5 minutes a
15000 rpm, les culots de noyaux ont été lavés a trois reprises pendant 5 minutes dans la
solution Maléate-NaOH 0.05M pH6. Par la suite, les échantillons ont ét¢ imprégnés dans de

I’acétate d’Uranyl 2%, Maléate 0.125M durant une heure a 4°C.

7.2.3 Déshydratation des échantillons et enrobage avec 1’épon

Apres ’imprégnation des membranes, les échantillons ont été lavés dans le Maléate-NaOH
0.05M pH6 trois fois pendant 10 minutes a 4°C, suivi d’une déshydration pendant 10
minutes dans 1’éthanol 70% puis dans 1’éthanol 90%. Par la suite, les échantillons ont été
exposés a 1’éthanol 100% trois fois pendant 10 minutes, suivi d’un enrobage a 2 parts/ 3
parts de I’épon/ éthanol 100% pendant une heure avec inversion. Subséquemment, les
¢échantillons ont été enrobés avec 3 parts/ 2 parts d’épon/ éthanol 100% pendant une heure
avec inversion a la température de la piéce. Finalement, les échantillons ont été enrobés
dans I’épon pur et polymérisés a 60°C pendant 72 heures. Ainsi, les échantillons ont été
préts a découper a raison de 90 nanométre d’épaisseur et a observer au microscope

¢lectronique.



Résultats
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1. Etude de la cinétique de la formation des autophagosomes issus des noyaux
L’isolation des noyaux infectés par HSV-1 F WT a nécessité de déterminer la cinétique de
la formation des autophagosomes dérivés des noyaux pour spécifier la durée de I’infection
pour laquelle la formation des autophagosomes émergés des noyaux était remarquable.
Pour ce faire, des anticorps contre les protéines virales (gB et Vp5) et des marqueurs
spécifiques aux autophagosomes (LC3b et LC3a) ont été utilisés. Les résultats de la
cinétique de la formation des autophagosomes a partir des noyaux RAW kb infectés ont
montré un fort signal du marqueur des autophagosomes LC3b et de la protéine virale gB a
8hpi (Figure 17). Toutefois, pour détecter les autophagosomes issus des noyaux, un
marquage des macrophages infectés pour 6, 8, et 10 heures avec un marqueur qui semble
spécifique a ces autophagosomes, LC3a, a ¢été¢ réalisé. Les résultats de
I’immunofluorescence ont montré une induction de ’expression de LC3a et de la protéine
virale Vp5 apres 6 et 10 heures d’infection (Figure 18). Cependant, aucun signal LC3a et
LC3b n’été détecté en absence d’infection.

Vu que le taux d’infection des cellules BMA Cl11 est ¢levé, on a utilisé cette lignée
cellulaire qui sera le sujet de 1’isolation des noyaux et de I’étude protéomique des protéines
impliquées dans la nouvelle forme de 1’autophagie issue du noyau. Concernant ces cellules
BMA Cl11, la microscopie a immunofluorescence pour I’expression de LC3b et gB a
indiqué un signal remarquable de LC3b et la gB aprés 8 heures d’infection et aucune
expression de ces marqueurs en absence d’infection (Figure 19). En ce qui concerne la
visualisation du marqueur spécifique des autophagosomes issus des noyaux, on a pu
observer une forte réponse autophagique manifestée par un puissant signal de LC3a apres 8
heures d’infection des macrophages BMA C11 (Figure 20). Apres 10 heures d’infection, le

signal présenté par LC3a a diminué, ce qui peut étre du a une mort cellulaire.
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Figure 17 : Microscopie a fluorescence de I’expression de L.C3b et de la glycoprotéine virale gB
par les cellules macrophages RAW kb infectées par le virus HSV-1 F WT a divers temps

d’infection (6, 8 et 10 heures) et par les cellules macrophages non infectées (contréle).
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Figure 18 : Analyse par fluorescence de la cinétique de la formation de I’autophagosome issu

de noyaux en détectant le signal de LC3a.

Les cellules macrophages RAW kb ont été¢ infectées par HSV-1 F WT pour des intervalles

d’incubation de 6 et 10 heures. Des macrophages non infectés sont visibles comme controles
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Figure 19 : Immunofluorescence envers les marqueurs LC3b et gB chez les cellules BMA C11
infectées par HSV-1 F WT pour 6, 8, et 10 hpi. Ces images montrent un fort signal du LC3Db et de
la gB a 8 hpi.
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Figure 20 : Analyse par la microscopie a fluorescence du LC3a et Vp5S dans les cellules
macrophages BMA C11 infectées par HSV-1 F WT pour une variété de temps d’infection (6, 8
et 10 hpi). Ces figures montrent un signal optimal du marqueur spécifique des autophagosomes
issus des noyaux, LC3a, a 8 hpi. Une forte expression de ’anticorps anti-VP5 et anti-LC3a a été
observée apreés 8 heures d’infection. Des cellules BMA C11 non infectées (mock) sont visibles
comme contrdles. Un tres faible signal de LC3a a ét¢ visualisé pour les cellules macrophages non

infectées.
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2. Isolation des noyaux des cellules macrophages

2.1 Comparaison des rendements en noyaux en fonction des différentes méthodes
d’isolation appliquées

Plusieurs méthodes ont ét¢ explorées pour aboutir a I’obtention d’un rendement en noyaux
le plus ¢élevé possible tout en préservant la pureté des préparations de noyaux. Dans un
premier temps, la méthode d’isolation des noyaux fut adaptée du groupe du laboratoire du
Dr Roger Lippé. Cette approche se déroulait en présence d’un milieu hypotonique RSB
avec un cassage mécanique par le cell cracker (bille 7.978 mm), et finalement avec une
séparation des noyaux d’autres constituants cellulaires sur un gradient discontinu
d’optiprep. Cette approche a été réalisée aussi en utilisant un autre milieu
d’homogénéisation, HB, et un cassage mécanique a ’aide d’'un homogénéisateur Dounce
et une aiguille a microémulsion. Dans un second temps, une autre technique a été testée qui
consistait a utiliser un tampon de lyse, qui contient un détergent, et la purification des
noyaux par un gradient de sucrose. Cette technique a subi des modifications en essayant
premiérement d’ajouter une étape de cassage par le cell cracker et par la suite en
additionnant une étape de purification supplémentaire par une centrifugation d’un gradient
d’optiprep contenant le culot de noyaux obtenu par le gradient de sucrose.

Le rendement en noyaux a été obtenu en comptant par I’hématimeétre le nombre de noyaux
colorés au bleu de trypan isolés par diverses méthodes par rapport au nombre initial de
cellules macrophages utilisées pour 1’isolation des noyaux. L’évaluation du rendement en
noyaux a démontré qu’un pourcentage ¢élevé (50%) des noyaux a été récolté en employant
un tampon de lyse pour briser les cellules et le gradient de sucrose. Egalement, 1utilisation
d’un cell cracker et le tampon de lyse pour casser les cellules et la purification par un
gradient de sucrose a permis d’avoir le plus grand pourcentage des noyaux (60%) (Figure
21.A). Aussi la méthode, qui se base aussi bien sur la lyse de cellule avec le cell cracker et
le tampon de lyse contenant un détergent et sur un fractionnement cellulaire par un gradient
discontinu de sucrose et d’optiprep, constitue une condition favorable pour obtenir un
rendement assez important en noyaux (40%) (Figure 21.A). Bien que les techniques
mentionnées ci-dessus donnent un haut rendement en noyaux, ces résultats ne sont pas

concluants et il a fallu visualiser I’état de pureté des noyaux isolés par chaque méthode.
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Le rendement des noyaux obtenus par la lyse des cellules resuspendues dans le milieu HB
par l’aiguille 2 microémulsion ou par Dounce, et purifiés via la centrifugation sur un
gradient d’optiprep, était trés faible comparativement aux autres techniques essayées
(Figure 21.A).

Le rendement en noyaux colorés au bleu de trypan est plus élevé lorsque les cellules ont été
homogénéisées avec un cell cracker dans lequel une bille de taille 8.002 mm a été déposée.
Il ressort de ces résultats qu’une utilisation d’une bille de taille 8.002 mm est plus efficace
(Figure 21.B). Toutefois, il est important d’examiner la pureté des préparations de noyaux
isolés par les différentes techniques afin de s’assurer de I’absence des contaminants lors de

la séparation des noyaux d’autres organites cellulaires.
Yy
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Figure 21 : Rendements en noyaux des cellules macrophages RAW kb isolés.

(A) Rendement en noyaux en fonction des différentes méthodes d’isolation des noyaux. 1 :

Méthode d’isolation des noyaux utilisant le tampon HB et Dounce effectuée en duplicata. 2 :



60

Méthode d’isolation des noyaux utilisant le tampon HB et une aiguille a microémulsion, a été
réalisée en duplicata. 3 : Méthode d’isolation des noyaux adaptée du groupe du Dr Roger Lippé
utilisant le RSB et le cell cracker, réalisée en quadriplicata. 4 : Méthode d’isolation des noyaux
utilisant le tampon de lyse et un gradient de sucrose, effectuée en duplicata. 5: Méthode d’isolation
des noyaux utilisant le tampon de lyse, cell cracker et gradient de sucrose, réalisée en duplicata. 6 :
M¢éthode d’isolation des noyaux utilisant le tampon de lyse, cell cracker, gradient de sucrose et le
gradient d’optiprep, réalisée plusieurs fois. (B) Rendements en noyaux en fonction de la taille de la

bille utilisée dans le cell cracker pour briser les cellules.

2.2 Etude de la pureté des préparations de noyaux

Le principe d’isolation des organites communément suivi se base sur la lyse cellulaire et la
purification par un fractionnement et une centrifugation sur gradient de densité. En premier
lieu, on a testé en triplicata I’isolation des noyaux par la lyse des cellules RAW kb non
infectées via leur suspension dans un milieu d’homogénéisation HB et 1’utilisation de
Dounce puis la purification des noyaux a été effectuée par un gradient discontinu
d’optiprep. La fraction récoltée a I’interface 29/35% devrait contenir les noyaux selon des
¢tudes antérieures. On a voulu examiner la pureté des échantillons de noyaux obtenus par
cette méthode d’isolation en prenant comme contrdle le lysat cellulaire total (TCL). Les
résultats d’immunobuvardage des échantillons de noyaux situés dans la fraction 29/35% ont
montré un enrichissement en noyaux (p62) mais malheureusement cette fraction contenait
des endosomes et des lysosomes (Lamp-1), des mitochondries (Prohibitin), de la membrane
plasmique (Annexine 2), de I’appareil de Golgi (GOSR-1) et du RE (Calnexine) (Figure
22.A). Afin de confirmer ces résultats, on a vérifié 1’état de pureté des préparations de
noyaux par microscopie ¢lectronique en prenant comme controle le lysat cellulaire total. En
observant la figure 23, on peut remarquer une contamination par les mitochondries et autres
structures membranaires. Il est donc clair que cette méthode d’isolation des noyaux
n’aboutissait pas a I’obtention des noyaux dépourvus de contaminants. On a tenté d’isoler
les noyaux non infectés en lysant les cellules resuspendues dans le milieu HB par 1’aiguille
a microémulsion et en réalisant un gradient d’optiprep. Cependant, le matériel trouvé a

I’interface 29/35% était trop faible pour ne pas étre récupéré et analysé.
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Figure 22 : Immunobuvardage des noyaux trouvés a la fraction 29/35% d’optiprep.

Une quantité de 10 pg de protéines des échantillons de noyau et du TCL a été chargée sur un gel 4-
12 % de polyacrylamide et examinée par immunobuvardage contre les différents marqueurs des
organites cellulaires. (A) Les noyaux non infectés ont été isolés par la lyse des cellules RAW kb par
HB et Dounce et la purification par le gradient de densité d’optiprep. (B) Les noyaux non-infectés
ont été obtenus aprés la lyse des cellules RAW kb non infectées, par le milieu RSB et par
I’homogénéisateur Dounce, et un fractionnement cellulaire sur un gradient discontinu d’optiprep.

Ces résultats constituent un exemple représentatif de trois expériences indépendantes.

Figure 23 : Images par la microscopie électronique des noyaux RAW kb isolés par différentes

méthodes.
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(A) Lysat cellulaire. (B.C) noyaux non infectés isolés par une lyse avec HB et Dounce et par la
purification par centrifugation a basse vitesse et centrifugation sur gradient optiprep. Le
grossissement original de ces images est 11,500X (A), 5,200X(B) et 9,200X (C). N : noyau; M :
mitochondrie. Ces résultats de microscopie électronique sur les noyaux isolés par cette méthode

sont un exemple représentatif de trois expériences indépendantes.

On a aussi essay¢ une autre méthode d’isolation des noyaux en utilisant une lyse cellulaire
en condition hypotonique par le RSB et mécaniquement par Dounce. Il était nécessaire de
faire plus de 30 coups avec Dounce pour avoir une grande portion des cellules lysées. Puis,
le lysat cellulaire résultant a ét¢é mis dans un gradient discontinu d’optiprep. L’analyse
d’immunobuvardage de la fraction 29/35% obtenue en comparaison avec le TCL a permis
de déduire un enrichissement en lysosomes (Lamp-1) et endosomes, en mitochondries
(Tim23 et prohibition), en RE (Calnexine) et un appauvrissement important en noyaux
(p62) (Figure 22.B). Ces résultats de I’'immunobuvardage ont été¢ confirmées par la
microscopie ¢lectronique de ces préparations de noyaux obtenus par cette technique en
détectant la présence de mitochondries et autres structures adjacentes aux noyaux (Figure

24).
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Figure 24 : Visualisation par la microscopie électronique de la pureté des noyaux isolés.

Les cellules macrophages RAW kb resuspendues dans un tampon hypotonique RSB ont été cassées
par un homogénéisateur Dounce, suivi d’une purification des noyaux par un gradient discontinu
d’optiprep. Le matériel récolté a I’interface 29/35% a été fix¢ a la glutaraldéhyde 2.5% puis a été
enrobé par une résine d’épon et visualisé par la microscopie électronique (11,500X). N : noyau; M :
mitochondrie. Ce résultat est représentatif d’un des échantillons obtenus par une expérience

indépendante réalisée en triplicata.

En outre, on a tenté, a plusieurs reprises, d’adapter la méthode d’isolation des noyaux
appliquée par le groupe du Dr Roger Lippé sur les cellules Hela en suspension aux cellules
macrophages RAW kb. En effet, les cellules ont été lysées mécaniquement en utilisant un
autre outil, le cell cracker, dans lequel une bille de taille 7.978 mm a ét¢ déposée.
L’homogénat obtenu par le cassage des cellules a subi une centrifugation a basse vitesse sur
un coussin d’optiprep 40%, puis le matériel prélevé au-dessus du coussin d’optiprep a été
dilué, comme mentionné dans le chapitre précédent, et a été mis dans un gradient
d’optiprep. La fraction récoltée a I’interface 29/35% a été évaluée par immunobuvardage et
par la microscopie ¢électronique pour vérifier I’état de pureté des préparations de noyaux
obtenues. Il ressort des résultats d’immunobuvardage pour les noyaux non infectés

I’observation d’un enrichissement en noyaux (Lamine et p62) et [’abondance des
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contaminants notamment : les mitochondries (Prohibitin), les endosomes et les lysosomes
(Lamp-1) et le RE (Calnexine) (Figure 25.A). De méme, on a appliqué cette technique
d’isolation des noyaux aux cellules RAW kb infectées par le virus HSV-1. La détection des
anticorps spécifiques aux organites cellulaires a mis en évidence la présence des noyaux,
une forte contamination par les mitochondries et le RE et une diminution de la
contamination par la membrane plasmique par rapport aux techniques notées ci-dessus.
Aussi, on a pu déceler la présence d’autophagosomes (APg8b) dans ces préparations de
noyaux (Figure 25.B). De plus, la microscopie électronique a prouvé les résultats qui
découlaient de I’analyse par I'immunobuvardage en distinguant la présence de
mitochondries et des structures qui entouraient les noyaux (Figure 26). Aussi, la
microscopie électronique des noyaux infectés isolés par cette méthode a permis d’observer
des noyaux intacts et des structures qui émergeaient de I’enveloppe nucléaire et
englobaient des particules virales (Figure 26). Malgré 1’observation des noyaux et des
autophagosomes issus de I’enveloppe nucléaire par 1’application de cette méthode, la
présence d’un enrichissement considérable en organites contaminantes n’est pas
souhaitable dans le cadre d’une étude protéomique de protéines composantes les
autophagosomes issus des noyaux. Pour cette raison, on a taché d’établir une autre méthode
d’isolation des noyaux en jouant sur des facteurs clés de la séparation des noyaux des autres
organites cellulaires, particuliérement, au niveau de la lyse cellulaire et la purification des
noyaux. D'abord, on a tenté de lyser les cellules en utilisant un tampon de lyse contenant un
détergent pour différents temps d’incubation (3, 5, 7 et 10 minutes), puis la purification des
noyaux a été effectuée par un gradient discontinu de sucrose. Selon des études antérieures,
les noyaux devraient culotter dans le tube de gradient de sucrose. L’évaluation de
I’enrichissement en noyaux et le degré de pureté des noyaux a montré une absence
complete de contamination avec les lysosomes et les endosomes (Lamp-1) et en
enrichissement en noyaux (Lamine A/C) pour les différents temps d’incubation. Toutefois,
un enrichissement en mitochondrie (Prohibitin) et en membrane plasmique (Annexine 2) a
été observé (Figure 27). Quant a la microscopie électronique des noyaux non infectés isolés
par cette technique, on n’a pas pu percevoir la présence de mitochondries, mais on a
observé plusieurs structures membranaires probablement résultantes de débris de

mitochondries endommagées, d’appareil de golgi ou du RE (Figure 28). Donc, on a pu
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conclure que cette méthode n’est pas adéquate pour le type cellulaire utilis¢ dans ce projet
en raison de I’existence d’une énorme contamination. Toutefois il aurait était intéressant

d’appliquer cette technique sur les cellules HeLa pour la valider.
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Figure 25 : Visualisation par immunobuvardage de I’état de pureté des noyaux.

Lamine A/C

Prohibitin

(A) Les noyaux des cellules RAW kb non infectées récoltés a 1’interface 29/35% ont été isolés par
la lyse mécanique des cellules resuspendues en RSB avec le cell cracker, par la centrifugation a
basse vitesse et par suite par la centrifugation dans un gradient d’optiprep. (B) L’isolation des
noyaux infectés par HSV-1 WT a été effectuée par un cassage mécanique en condition hypotonique
(RSB) des cellules par le cell cracker et la centrifugation dans un gradient de densité d’optiprep
aprés la dilution du matériel trouvé au-dessus du coussin d’optiprep 40%. Le résultat est

représentatif des quatre expériences indépendantes (A) et deux expériences indépendantes (B).
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Figure 26 : Images par la microscopie électronique des noyaux isolés de cellules macrophages
RAW kb par la méthode d’isolation des noyaux adaptée du groupe du Dr Roger Lippé
(Rémillard-Labrosse et al., 2006).

(A.B) Noyaux non infectés visualisées par la microscopie électronique respectivement a 21,000X et
8,900X. (C.D) Noyaux infectés par le virus HSV-1 WT observés par la microscopie électronique a
un grossissement de 15,500X pour C et 52,000X pour D. Il est possible d’observer des noyaux non
endommagés et beaucoup de contaminants en particulier des mitochondries qui accompagnent les

noyaux isolés. La pointe de la fleche indique des structures qui dérivent de I’enveloppe nucléaire
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comportant de particule virale. N : noyaux; M : mitochondrie; VP : particule virale. Les résultats
obtenus constituent un des quatre résultats représentatifs des expériences indépendantes d’isolation

des noyaux (A). L’expérience B a été faite une seule fois.

On a appliqué cette technique avec quelques modifications en améliorant I’efficacité de la
lyse de cellule avec la combinaison du cassage mécanique par le cell cracker a la lyse par
le détergent et en optimisant la purification des noyaux par ’ajout d’une étape
d’ultracentrifugation dans le PBS 1X du culot de noyaux, obtenu par le gradient de sucrose,
pour limiter davantage la contamination mitochondriale. On a remarqué, par le microscope
optique, que la lyse des cellules par I’incubation dans un tampon de lyse pendant 7 minutes
et par le cell cracker a entrainé un trés bon cassage des cellules, donnant ainsi une grande
proportion des noyaux intacts colorés au bleu de trypan.

L’évaluation de la pureté des préparations de noyaux par I’immunobuvardage a dévoilé une
diminution remarquable de la contamination par les mitochondries et une absence de la
membrane plasmique (Figure 29). Egalement, ’analyse par I’immunobuvardage de ces
préparations de noyaux a montré un contenu protéique dénué¢ des endosomes et des
lysosomes et riche en noyaux (Lamine A/C) comparativement au lysat cellulaire total, ce
qui était trouvé par la technique précédente utilisant le tampon de lyse et le gradient de
sucrose (Figure 27). On peut donc remarquer une nette amélioration de 1’état de pureté des
noyaux isolés par cette technique relativement aux autres techniques essayées (Figure 29).
Aussi, on a tenté de faire la technique d’isolation des noyaux pratiquée par le groupe du Dr
Roger Lippé en additionnant une étape de centrifugation sur un gradient de sucrose de
I’interface 29/35% d’optiprep contenant des noyaux selon les résultats précédents (Figure
25) et une étape finale d’ultracentrifugation dans le PBS 1X. Toutefois, 1’étude de la pureté
des préparations de noyaux obtenus par cette méthode a révélé encore une forte
contamination par les endosomes et les lysosomes et une faible présence de contaminants
provenant de mitochondries et de la membrane plasmique (Figure 29). Bien que cette
technique semble conduire a un enrichissement en noyaux et a une diminution de la
contamination par les mitochondries, beaucoup de contamination par les endosomes et les
lysosomes et la persistance de la présence de la membrane plasmique rendent cette

technique indésirable.
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Figure 27 : Immunobuvardages des noyaux obtenus par le cassage des cellules RAW kb avec
un tampon de lyse incluant le détergent Triton X-100 0.1% et la purification sur un gradient

de sucrose.

7 ug de protéines de chaque échantillon de noyaux et de TCL a été analysé aprés 1’électrophorése
par immunobuvardage contre différents marqueurs spécifiques aux organites cellulaires. Ce résultat

est représentatif de deux expériences indépendantes.
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Figure 28 : Analyse par la microscopie électronique des noyaux non infectés isolés par la lyse
avec un tampon de lyse et le cell cracker et la purification par la centrifugation sur un

gradient de sucrose.

(A.B) Sur ces images, il est possible d’observer que les noyaux ne sont pas endommagés et que
plusieurs débris cellulaires accompagnent les noyaux isolés. Les figures ont été prises a un
grossissement 2,200X (A) et 15,500X (B). Ces figures de microscopie électronique représentent un

résultat représentatif des quatre expériences indépendantes. N : noyau; Nu : nucléole.

Noyaux Noyaux  TCL
2 1
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Figure 29 : Visualisation par immunobuvardage des noyaux isolés.

Noyaux 1 : I’isolation des noyaux des cellules RAW kb a été faite selon le protocole adapté du

groupe du Dr Roger Lippé avec une étape additionnelle de centrifugation dans un gradient de
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sucrose et une ultracentrifugation dans le PBS 1X du matériel culotté au fond du tube du gradient de
sucrose. Noyaux 2 : Noyaux des cellules RAW kb ont été isolés par la lyse cellulaire par le biais
d’un tampon de lyse avec détergent et le cell cracker et par la purification dans un gradient de
sucrose et une ultracentrifugation dans le PBS 1X du culot résultant du gradient de sucrose. 7 pg de
protéines des échantillons de noyaux et du TCL ont été chargés sur un gel de polyacrylamide 4-
12 % et analysés par immunobuvardage contre des anticorps propres a 1’endosomes et lysosomes
(Lamp-1), noyaux (Lamine A/C), mitochondries (Tim23), RE (Calnexine) et la membrane
plasmique (Annexine 2). Ce résultat est représentatif d’une expérience d’isolation des noyaux

indépendante effectuée en duplicata.

On a voulu maximiser la technique d’isolation des noyaux qui emploie le cassage des
cellules, par le biais d’un détergent et par cavitation avec le cell cracker, et la purification
par un gradient de densité discontinu de sucrose et par une ultracentrifugation dans le PBS
1X. Pour ce faire, le culot de noyaux de cellules RAW kb non infectées obtenu par le
gradient de sucrose a été¢ purifié¢ par un autre gradient d’optiprep. On a remarqué par la
réalisation de cette opération en quadriplicata qu’aucun matériel n’était présent a 1’interface
30/35 % d’optiprep comme c¢’était supposé et qu’il existait un culot. Ce dernier a été
resuspendu dans le PBS 1X et ultracentrifugé. L’analyse du contenu de ce culot a été faite
par 'immunobuvardage. Les résultats d’immunobuvardage ont démontré une absence
compléte de contamination par les endosomes et les lysosomes, des mitochondries et des
membranes plasmiques et une faible intensité de la bande de Calnexine vis-a-vis du TCL
(Figure 30). Aussi, un enrichissement en noyaux en regard du TCL a été noté (Figure 30).
On peut en déduire que le culot obtenu par cette méthode d’isolation des noyaux contenait
tel que désiré un enrichissement en noyaux et un excellent degré de pureté marqué par
I’absence de contamination (les mitochondries, endosomes et lysosomes et membrane
plasmique) et un appauvrissement en RE. Par conséquent, on a pu mettre en marche un
protocole d’isolation des noyaux approprié aux cellules macrophages RAW kb. Cette

méthode a été envisagée pour 1’isolation des noyaux.



71

Noyaux TCL
(culot)

Lamp-1

" Lamine A/C
_ S Tim23
— - Calnexine

WS Annexine 2

Figure 30 : Analyse par immunobuvardage du matériel obtenu dans le culot.

Les noyaux ont été isolés par 1’utilisation d’un tampon de lyse et le cell cracker pour briser les
cellules et d’un gradient de sucrose et d’optiprep pour la purification des noyaux. 5 pg de
I’échantillon et du TCL ayant subi une électrophorése ont été testés par immunobuvardage contre
les anticorps anti Lamp-1, Lamine A/C, Tim23, Calnexine et Annexine 2. Ce résultat présente un
exemple représentatif des résultats d’immunobuvardage des expériences d’isolation des noyaux

indépendantes faites quatre fois.

Etant donné que cette technique d’isolation des noyaux fonctionnait trés bien, on a voulu la
valider pour les noyaux de la lignée cellulaire BMA, puisque ces cellules montraient
précédemment un trés grand intérét en termes de taux d’infection par HSV-1 et de
formation des autophagosomes issus du noyau. L’isolation des noyaux des cellules BMA
C11 par ce protocole en utilisant un nombre croissant de cellules au départ de
I’expérimentation (1x107, 2x10” et 3x10cellules) a montré la présence d’un matériel culotté
dans le gradient d’optiprep et d’une faible quantité de matériel dans la fraction d’optiprep
30/35%. Cependant, concernant 1’isolation des noyaux des cellules RAW kb, aucun
matériel n’a été observé a I’interface 30/35% d’optiprep. Les analyses d’immunobuvardage
ont confirmé les résultats précédents obtenus pour les cellules RAW kb en notant dans le
culot pour les différentes quantités de cellules initiales utilisées un enrichissement en
noyaux (p62), une absence totale de contamination par les mitochondries, les endosomes et

les lysosomes et la membrane plasmique et un désenrichissement en RE (Figure 31). En
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outre, on a pu remarquer que plus le nombre initial des cellules était élevé, plus il y avait un
enrichissement en noyau sans affecter négativement le degré de pureté des préparations de
noyaux (Figure31). Pour I’interface 30/35% d’optiprep, le contenu était dénudé de noyaux,
pourtant, la quantité des cellules initiales était de plus en plus élevée (Figure 31). Aussi, on
a constaté que le matériel trouvé a I’interface 30/35% était pauvre en contaminants en
fonction du nombre initial de cellules (Figure 31), mais cela a été accompagné par une
absence de noyaux, ce qui n’était pas 1’objectif visé. Pour s’assurer que le matériel récolté
au culot contenait principalement des noyaux et était dépourvu au maximum de
contaminants cellulaires, on a réalis¢ des tests de microscopie ¢électronique sur des
préparations de noyaux isolés en duplicata par cette technique. Il est possible d’observer,
dans la figure 32, que le matériel trouvé au fond du gradient d’optiprep contenait des
noyaux inteégres et était désenrichi en contamination, notamment par les mitochondries. Par
conséquent, on peut inférer que le culot obtenu aprés la centrifugation du gradient
d’optiprep présente 1’échantillon typique de noyaux non infectés isolés tout en préservant
un idéal degré de pureté des préparations de noyaux .

Aussi pour optimiser les résultats ultérieurs a obtenir pour I’étude protéomique des
protéines impliqués dans la formation des autophagosomes par spectrométrie de masse des
préparations de noyaux, on a pensé d’éliminer davantage des contaminants nucléaires
provenant de noyaux non infectés et infectés en incubant les noyaux isolés dans un Tampon
TP (10mM Tris-HCl pH7.4, 10mM Na,HPO,4 et un cocktail d’inhibiteur de protéase)
contenant 250 pug/ml d’héparine, 1 mM de NazVO,s, 10 mM de NaF et 400 unités de
benzonase nucléase. Les résultats d’immunobuvardage ont confirmé les analyses
précédentes en ce qui concerne 1’enrichissement en noyau et le bon degré de la pureté des
noyaux trouvé dans le culot du gradient d’optiprep (Figure 33). Par contre, pour les culots
de noyaux non infectés et traités avec le tampon TP, on a remarqué une importante baisse
d’enrichissement en noyaux (PCNA) (Figure 33). Cela était dans nos attentes, mais il existe
un grand risque de perdre une grande quantité des noyaux et d’endommager la membrane

nucléaire et ainsi perdre les autophagosomes dérivés de 1’enveloppe nucléaire.
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Figure 31 : Analyse par immunobuvardage du culot et de la fraction a I’interface 30/35% des
préparations de noyaux isolés a partir de différentes quantités initiales de cellules BMA C11

non infectées.

A. Culot 1x10, culot 2x107 et culot 3x10” : Noyaux récoltés dans le culot trouvé dans le gradient
d’optiprep respectivement a partir de 1’isolation de noyaux de diverses quantités de cellules
BMACI1 1x107, 2x107 et 3x107. B.I 1x107, 1 2x10” et I 3x10’ : Préparations de noyaux prélevées a
I’interface 30/35% d’optiprep respectivement lors de 1’isolation des noyaux non infectés a partir
d’un nombre de cellule 1x107, 2x10” et 3x10. 5 pg de protéines de chaque échantillon de noyaux et
de TCL ont été analysés par le western blot contre des marqueurs spécifiques des organites

cellulaires. Cette expérience a été réalisée une seule fois.
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Figure 32 : Microscopie électronique des noyaux des cellules BMA C11 isolés.

(A.B) Les noyaux ont été isolés par le biais d’un cassage des cellules par un tampon de lyse et le
cell cracker, ou une bille de taille 8.002 a été mise. La purification des noyaux a été effectuée par la
centrifugation d’un gradient discontinu de sucrose et d’optiprep. Le culot obtenu par le gradient
d’optiprep a été resuspendu dans PBS 1X et ultracentifiugé. Il paraissait que les noyaux étaient
intacts et qu’aucune structure mitochondriale n’a été présente. N : noyaux. Les images ont été prises
a un grossissement 6,610X (A,B). Ces images correspondent a un résultat représentatif de deux

expériences réalisées de manicre indépendante.

Pour vérifier et valider si la technique d’isolation des noyaux non infectés testée (Figure 16)
fonctionne trés bien en cas de I’isolation des noyaux infectés par HSV-1, on a réalis¢ des
immunobuvardages du culot obtenu du gradient d’optiprep non traité et traité avec le
tampon TP. Cependant, I’isolation des noyaux infectés a révélé la présence d’une quantité
considérable de matériel a l'interface 30/35% d’optiprep. Pareillement, on a réalisé
I’immunobuvardage de ce matériel (traité¢ et non traité¢ avec le tampon TP) pour s’assurer
que les noyaux sont présents essentiellement au niveau du culot du gradient d’optiprep tel
qu’observait lors de I’isolation des noyaux non infectés. La figure 34 d’immunobuvardage
a confirmé les résultats trouvés par les analyses d’immunobuvardage des noyaux non

infectés présentés par les figures 31 et 33. Les culots des préparations de noyaux non
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infectés et infectés par HSV-1 (incubés et non incubés avec TP) ont été enrichis en noyaux
(PCNA) et dépourvus de contamination par les endosomes, les lysosomes et la membrane

plasmique.

Noyaux
(culots)

TCL +T1P TP

Lamp-1 -— Endosome et lysosome
Calnexine —-_— —— ER
PCNA — — Noyaux

TIM-23 — Mitochondries

. F
Annexine2 |

Membrane plasmique

Figure 33 : Analyse par western blot des préparations de noyaux isolés non infectés présents

dans le culot et traités avec le tampon TP.

5 pg de chaque échantillon et du TCL ont été chargés sur un gel de polyacrylamide 4-12 % et
analysés par immmunobuvardage contre les protéines Lamp-1, Calnexine, Tim23, PCNA et

Annexine 2. Ce résultat présente un exemple de trois expériences indépendantes.

Il est intéressant de remarquer pour les culots des noyaux infectés qu’il en reste une minime
contamination avec les mitochondries (Tim23) et une absence totale des lysosomes et des
endosomes. Aussi, il existait un enrichissement de la LC3 (I et II) spécifique aux
autophagosomes et en protéines virales (VPS5 et gB) (Figure 34). Ces résultats sont en
concordance avec ceux de la microscopie électronique qui permettent d’observer la
présence de structures qui accompagnent les noyaux infectés isolés (Figure 35). D'ailleurs,
on a observé au microscope photonique pour les cellules infectées brisées la présence de
beaucoup de structures qui peuvent étre d’origine cellulaire ou virale en comparaison avec
les cellules non infectés brisées. De plus, pour les noyaux BMA Cl11 infectés isolés par
cette méthode, la microscopie électronique a mis en évidence la présence des structures
membranaires qui entourent les noyaux et la présence, a fort grossissement, d’une structure

a quatre membranes qui correspond a la morphologie typique des autophagosomes issus du
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noyau (Figure 35). D'autre part, on a pu détecter le processus d’enroulement de 1’enveloppe
nucléaire aboutissant a la formation des autophagosomes émergés du noyau (Figure 35). 1l

nous était difficile d’avoir une préparation de noyaux infectés par HSV-1 sans le moindre

contaminant.
HSV-1 + HSWV-1 -
MNoyaux MNoyaux
Culot  Interface Culot
TCL TP TP TP TP TCL TP TP
+ -+ - —+ — i
Lamp-1 o - Endosomes et lysosomes
PONA  — e - e Noyaux
Tim23 e -— Mitochondrie
Annexineg 2 we— Membrane plasmique
Calnexine Wl s s s - . ER
zB .M Proteine virale ( enveloppe)
Ledl - = ng#’ E | h leav d uncleaved
Lo3II a2 % A Autophagosomes ( cleaved (1I) and uncleaved (1))
VPs - — — capside virale

Figure 34 : Analyse par immunobuvardage des préparations de noyaux infectés par HSV-1 et

non infectés.

Les noyaux non infectés et infectés ont été isolés en utilisant deux modes de cassage de cellules
(tampon de lyse et cell cracker) et deux matrices différentes de gradient. Pour I’isolation des noyaux
infectés, une quantité de 5 pg du matériel récupéré a I’interface 30/35% d’optiprep traité et non
traité par la solution TP, de culot obtenu par le gradient d’optiprep et ultracentrifugé dans le PBS
1X et du TCL infecté ont été examinés par I’immunobuvardage contre Lamp-1, PCNA, Tim23,
Annexine 2, Calnexine, des protéines virales (gB et VP5) et LC3 (I et II). Concernant la préparation
des noyaux non infectés, le culot obtenu du gradient d’optiprep puis ultracentrifugé dans le PBS 1X
et le TCL non infecté ont migré a raison de 5 ug de protéines dans un gel de polyacrylamide 4-12 %
puis ont été analysés par immunobuvardage. Ce résultat est représentatif de deux expériences

indépendantes.
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Figure 35 : Observation par la microscopie électronique des autophagosomes issus des noyaux

BMA C11 infectés par HSV-1 WT isolés a partir des cellules macrophages infectés pour 8 hpi.
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Les noyaux ont été isolés par la méthode utilisant le tampon de lyse et le cell cracker pour le
cassage et la séparation des noyaux d’autres organites cellulaires par le gradient discontinu de
sucrose et d’optiprep. (A.B) Une structure a quatre membranes, qui émerge de 1’enveloppe
nucléaire, a ¢été localisée dans les préparations de noyaux isolés. (C.D.E.F). L’induction du
mécanisme d’enroulement de 1’enveloppe nucléaire par I’infection des macrophages par HSV-1 a
été détectée dans les noyaux infectés isolés. Il est possible d’observer des structures membranaires
avoisinantes des noyaux isolés. Le grossissement des images est 15,500X (A), 39,000X (B),
21,000X (C), 28,500X (D), 15,500X (E) et 11,500X (F). N : noyau; VP : particule virale. Les
pointes de fleches indiquent des structures membranaires formées par I’enroulement de I’enveloppe
nucléaire. Ces figures sont représentatives de deux expériences indépendantes d’isolation des

noyaux infectés.
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L’autophagie est un processus biologique fondamental par lequel une portion du
cytoplasme et des organites endommagés sont internalisés dans 1’autophagosome pour étre
dégradés par les hydrolases lysosomales aprés la fusion de [’autophagosome et du
lysosome. De point de vue évolutif, ce processus a été conservé de la levure a ’homme.

Tel qu’évoqué précédemment, I’autophagie est impliquée dans la réponse immunitaire
innée et adaptative en luttant contre les pathogénes envahisseurs, notamment les bactéries
et les virus. Bien que 1’autophagie joue un rdéle prépondérant dans la défense immunitaire,
la fonction de I’autophagie a englobé d’autres fonctions. En effet, 1’autophagie joue un role
critique dans I’enclenchement de la mort cellulaire. Cette dernicre est caractérisée par une
abondance des vacuoles autophagiques dans le cytoplasme (Knecht et al., 2009).
L’observation de la mort cellulaire autophagique a été documentée par des études récentes
qui utilisent des fibroblastes génétiquement modifiés. En plus, un déréglement du
fonctionnement de I’autophagie est associé¢ a plusieurs maladies, notamment les pathologies
neurodégéneratives, le cancer et les maladies infectieuses (Hara et al., 2006; Degenhardt et
al., 2006; Komatsu et al., 2006). La détermination de la machinerie moléculaire de
I’autophagie a essentiellement contribué a définir les diverses fonctions de 1’autophagie, en
particulier I’¢limination des agents pathogenes.

Récemment, des travaux faits dans notre laboratoire ont permis de découvrir un nouvel
aspect morphologique de I’autophagie lors d’une infection des cellules macrophages par le
HSV-1. Une nouvelle structure autophagique a quatre membranes dérivées de 1’enveloppe
nucléaire a été détectée durant la phase tardive de I’infection. Cette structure posseéde une
nature autophagique puisqu’on y détecte le marqueur de 1’autophagosome LC3. Egalement,
cette nouvelle structure peut, éventuellement, participer a atténuer 1’infection virale, vu
qu’elle n’a pas été décelée chez les cellules non infectées par HSV-1 et les cellules traitées
a la rapamycine, et elle participe ainsi a 1’apprétement autophagique des particules virales

endogenes (English et al., 2009).

La présente étude porte sur le développement d’une méthode d’isolation des noyaux des
macrophages non infectés et infectés par HSV-1. Ce protocole sert un outil nécessaire qui

va étre utilisé pour 1’étude a long terme du protéome des autophagosomes issus du noyau,
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par la spectrométrie de masse, pour mieux comprendre la composition des molécules
impliquées dans la formation des autophagosomes issus de I’enveloppe nucléaire interne et

externe durant une infection par HSV-1.

1. Etude de la cinétique de la formation des autophagosomes issus des noyaux chez les
cellules macrophages durant une infection par le virus HSV-1

Il est trés important de faire le suivi de I’infection pour différents temps d’infection pour
déterminer la cinétique de la formation des autophagosomes dérivés du noyau en évaluant
le signal du marqueur autophagique LC3 obtenu par immunofluorescence lors d’infection
des cellules RAW kb et BMA C11 par la souche virale HSV-1 F.

L’ensemble de nos résultats, pour ’infection virale des cellules RAW kb et BMA Cl11,
montre un trés faible signal pour LC3b dans les macrophages non infectés et une forte
colocalisation du marqueur non spécifique LC3b des autophagosomes et de la
glycoprotéine virale gB entre 8 hpi et 10 hpi (Figure 17 et 19). Cette colocalisation mene a
hypothétiser que ces autophagosomes ont séquestré des protéines virales durant une phase
tardive de I’infection. Toutefois, cette accumulation du marqueur LC3b ne précise pas s’il
s’agissait des autophagosomes issus de la voie classique de [’autophagie et/ou
d’autophagosomes dérivés des noyaux. Pour s’assurer de la présence des autophagosomes
issus des noyaux au cours de I’infection par HSV-1 WT, selon des résultats obtenus dans
notre laboratoire, on a utilisé¢ un marqueur qui semble spécifique a ces autophagosomes qui
sont connectés a I’enveloppe nucléaire, LC3a. Les résultats d’immunofluorescence
appliquée sur les cellules BMA C11 ont démontré une intense accumulation du marqueur
LC3a autour des noyaux aprés 8 heures d’infection (Figure 20). Egalement, pendant cet
intervalle, un fort signal de la protéine virale Vp5 a été détecté proche des noyaux,
suggérant que cette nouvelle forme des autophagosomes issus des noyaux cible les
protéines virales pour entrainer leur dégradation par les hydrolases lysosomales. Aprés 10
heures d’infection, on a noté une baisse du signal LC3a, ce qui peut étre interprété comme
une dégradation du marqueur LC3a apreés la fusion des autophagosomes avec les

lysosomes.
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Avant la réalisation du protocole d’isolation des noyaux, il était essentiel d’effectuer en
paralléle des analyses d’immunofluorescence sur les cellules BMA C11 infectées par HSV-
1 WT. Cette étape est vitale pour s’assurer de la formation des autophagosomes issus des
noyaux et de leur présence dans les préparations de noyaux afin de déceler la composition
protéique par spectrométric de masse. Nos résultats d’immunofluorescence,
d’immunobuvardage et de microscopie électronique sont en concordance et mettent en
évidence la formation et la présence des autophagosomes émergés de I’enveloppe nucléaire

dans les échantillons de noyaux isolés (Figure 20, 34 et 35).

2. Isolation des noyaux de macrophages

Comme ce fut mentionnée précedemment, les différents protocoles d’isolation ont été
principalement ¢élaborés pour isoler les noyaux de cellules de foie. Le principe de ces
protocoles consiste en cassage des cellules, soit mécanique ou par détergent, suvi d’une
centrifugation sur un gradient de sucrose ou d’optiprep. On a essayé d’appliquer ces
techniques pour les noyaux de macrophages. Toutefois, ils n’ont pas permis d’obtenir un
rendement elevé et un échantillonage pur en noyaux. Par conséquent, Il était impératif de
développer un protocole d’isolation adapté aux macrophages afin de parfaire la purification
des noyaux et d’augmenter davantage le rendement en noyaux.

2.1 Rendements en noyaux obtenus par les différentes techniques testées

Les techniques d’isolation des noyaux testées, qui se basent sur le cassage de macrophages
par la resuspension dans un milieu hypotonique HB dépourvu de détergent et ensuite
I’homogénéisation par Dounce ou une aiguille & microémulsion, et la purification des
noyaux par un gradient d’optiprep, ont abouti a un rendement trés faible en noyaux. Ce
résultat s’explique par une inefficacit¢ d’homogénéisation des cellules qui peut affecter
I’étape de purification des noyaux. Quant a la technique d’isolation des noyaux adaptée du
groupe du Dr Roger Lippé appliquée sur les cellules Hela, le nombre de noyaux de
macrophage récoltés par rapport au nombre des cellules utilisées au départ était acceptable
(Figure 21). Cela peut étre interprété par le fait que le milieu hypotonique RSB confére un
gonflement aux cellules, ce qui facilite leur cassage par le cell cracker en restreignant
probablement la rigidité du cytosquelette. Toutefois, en observant les cellules cassées par ce

biais, on détecte au microscope photonique beaucoup de matériels cellulaires collés aux
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membranes nucléaires. Cette observation confirme les résultats de la microscopie
¢lectronique et d’immunobuvardage, dont la présence de plusieurs contaminants dans les
préparations de noyaux de macrophages obtenues par cette approche expérimentale (Figure
25 et 26).

Les résultats du rendement en noyaux isolés par plusieurs techniques ont mis en évidence
trois modeles d’isolation des noyaux qui générent un haut pourcentage de noyaux.
L’utilisation d’un tampon de lyse contenant un détergent a permis de visualiser, par la
microscopie optique, un nombre considérable de noyaux colorés au bleu de trypan (50%).
Ces derniers ont été séparés des autres organites cellulaires en fonction de leur densité par
une centrifugation sur un gradient discontinu de sucrose. Cependant, une augmentation treés
importante du rendement en noyaux, qui ont sédimenté au fond du tube de gradient de
sucrose, a €té notée lors de I’utilisation d’un cassage des cellules par un tampon de lyse
comportant un détergent et par cavitation en utilisant un cell cracker dans le quel une bille
de taille 8.002 mm a été placée. Le grand pourcentage en noyaux isolés (60%) obtenu par
cette technique peut étre expliqué par le fait que le cassage des macrophages par ce moyen
¢tait plus efficace. En fait, les cellules ont subi un premier cassage en les exposant a un
tampon de lyse hypotonique incluant un détergent Triton X-100 0.1 % puis en brisant
davantage les cellules gonflées non cassées en les serrant dans la chambre de cassage du
cell cracker. Par conséquent, la lyse des cellules par le biais d’un cassage mécanique par
cell cracker et par un tampon de lyse pourvu de détergent est mieux adaptée pour 1’isolation
des noyaux du type cellulaire employé pour cette présente ¢tude.

De méme, un rendement acceptable en noyaux (40%) a été obtenu en explorant une autre
technique d’isolation des noyaux. Cette derniére emploie un tampon de lyse pourvu d’un
détergent, le cell cracker pour briser les cellules, et deux matrices de gradient discontinu de
densité, soit le sucrose et 1’optiprep, pour purifier les noyaux. Cette diminution du
rendement en noyaux obtenu par ce protocole comparativement aux rendements en noyaux
résultant des deux techniques mentionnées ci-dessus peut avoir été causée par la perte des
noyaux lors de I’étape supplémentaire de centrifugation (un gradient de densité discontinu
d’optiprep). Bien qu’il y ait une possibilité¢ de perdre des noyaux lors de I'utilisation du

gradient d’optiprep, plusieurs contaminants cellulaires seraient mieux séparés des noyaux.
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2.2 Etude de la pureté des préparations de noyaux isolés de cellules macrophages
Lorsqu’on a effectué les essais d’isolation des noyaux en utilisant un cassage mécanique
avec Dounce, des macrophages resuspendus dans le milieu HB ou le milieu RSB dépourvu
de détergent et une purification par un gradient d’optiprep, on s’est rendu compte qu’il est
difficile de séparer les noyaux des cellules RAW kb récolté a I’interface 29/35% des autres
organites cellulaires. En effet, en microscopie électronique, on a détecté plusieurs structures
présentes autour des noyaux, essentiellement des mitochondries (Figure 23 et 24).

Ces ¢évidences morphologiques ont €té confirmées par 1I’immunobuvardage contre les
marqueurs de différents organites cellulaires contaminants. Ces tests d’immunobuvardage
montrent, en plus des noyaux (p62), un enrichissement en contaminants cellulaires dont les
endosomes et les lysosomes (Lamp-1), 1’appareil de Golgi (GOSR-1), les mitochondries
(Prohibitin et Tim 23), la membrane plasmique (Annexine 2) et le RE (Calnexine). La
présence du RE peut étre expliquée par sa continuité avec la membrane nucléaire externe. Il
était aussi possible de trouver des mitochondries et des lysosomes dans les préparations de
noyaux prélevées a I’interface 29/35 % d’optiprep, puisque la densité des mitochondries
(1.15-1.20g/cm’) et des lysosomes (1.10-1.15g/cm’) dans un milieu de faible osmolarité est
similaire aux noyaux (1.21-1.24g/cm®) (Spector et Leinwand, 1998).

On a aussi tenté a plusieurs reprises d’adapter la méthode d’isolation des noyaux appliquée
sur les cellules Hela par le groupe du laboratoire du Dr Roger Lippé sur les macrophages
RAW kb. Il était clair que le degré de contamination des noyaux non infectés et infectés par
HSV-1 par les organites cellulaires était trés €levé. Nos résultats d’immunobuvardage
démontrent un enrichissement important en lysosomes et endosomes, en mitochondries et
en RE. L’ immunobuvardage des noyaux infectés par HSV-1 a montré aussi un signal de
I’anticorps LC3 contre les autophagosomes. Par conséquent, cette approche semble
maintenir les membranes nucléaires intactes, et ainsi préserver les autophagosomes dérivés
de P’enveloppe nucléaire. En outre, ces résultats sont en concordance avec les résultats

obtenus par la microscopie ¢électronique des préparations de noyaux (Figure 26).
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Cependant, cette technique d’isolation des noyaux n’assure pas un faible degré de
contamination des noyaux isolés. Il est a noter qu’il est indispensable d’avoir un excellent
degré de pureté de noyaux afin de faire une caractérisation protéique des autophagosomes
issus des noyaux avec la spectrométrie de masse.

Pour pallier a ces contraintes, il était nécessaire d’établir une autre technique d’isolation.
D'abord, on a utilisé un tampon de lyse qui contient un détergent afin de casser les cellules.
Aprés I’incubation des cellules RAW kb a divers intervalles d’exposition, le lysat cellulaire
a ¢t¢ mis dans un gradient de sucrose. Le sucrose est une matrice fréquemment utilisée
pour le fractionnement des organites cellulaires y compris le noyau (Fleischer et kervina,
1974; Berezney et Coffey, 1977; Florens et al., 2008). Une amélioration de la pureté des
noyaux a été remarquée par I’immunobuvardage et la microscopie électronique. En effet,
un enrichissement en noyaux (Lamine A/C) a été observé et aucune trace de lysosomes et
d’endosomes (Lamp-1) n’a été détectée dans les préparations (Figure 27). Cela peut étre
justifié par le fait que la densité des noyaux (>1.30g/cm’) et la densité des lysosomes (1.19-
1.21 g/em’) et des endosomes (1.06-1.16g/cm’) sont considérablement différentes dans un
milieu caractérisé par une hyperosmolarit¢ comme le sucrose. Toutefois, on a noté un fort
degré de contamination par la membrane plasmique et les mitochondries. Le RE demeure
encore présent dans les préparations de noyaux vu sa densité (1.18-1.26g/cm’), qui est trés
proche de celle des noyaux dans le sucrose, et du fait qu’il est attaché a la membrane
nucléaire. Il ressort de ces résultats que cette technique d’isolation des noyaux n’est pas
convenable pour les noyaux des macrophages bien que son rendement flit important. Il
appert que le cassage des cellules seulement par le tampon de lyse contenant le détergent et
I’utilisation d’un fractionnement subcellulaire par un gradient de sucrose sont inadaptés
pour briser les cellules et séparer les noyaux sans avoir une contamination par les organites.
Afin d’améliorer la pureté des préparations de noyaux, on a entrepris de casser les cellules
en conditions hypotoniques dans un tampon de lyse comportant un détergent non ionique
(Triton X-100) et avec cavitation par le cell cracker contenant la bille de taille 8.002 mm.
Cette technique peut engendrer un meilleur cassage des cellules, tout en gardant les noyaux
intacts et en les mettant en suspension avec les autres organites. Par la suite, la purification
des noyaux est réalisée par une centrifugation en un gradient de sucrose. En observant les

résultats obtenus par I’immunobuvardage sur des préparations de noyaux contre les
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marqueurs de différents organites, on a remarqué une régression de la contamination par les
mitochondries, par la membrane plasmique et par le RE (Figure 29). De plus, ces résultats
indiquent un enrichissement en noyaux et une absence totale de contaminants d’origine
lysosomale et endosomale. En parall¢le, un autre test d’isolation des noyaux consistant a
utiliser la méthode adaptée du groupe du Dr Roger Lippée (Rémillard-Labrosse et al.,
2006), a laquelle a été ajoutée une étape de centrifugation d’un gradient discontinu de
sucrose contenant la fraction de noyaux a I’interface 29/35 % d’optiprep, a été effectué.
Bien que cette méthode présente deux étapes de purification, un enrichissement en
endosomes et lysosomes dans les préparations de noyaux par rapport au TCL a été repérée
par immunobuvardage (Figure 29). D’autre part, une baisse du degré de contamination par
les mitochondries, les membranes plasmiques et le RE a été notée. Malgré 1’enrichissement
en noyaux obtenus par ces diverses méthodes, on était face au défi d’¢éliminer la persistance
remarquable des contaminants. Par conséquent, on a tent¢ de développer une autre
technique d’isolation.

En se basant sur les essais précédents et les résultats attribués a ces tests, on a réalisé
qu’une homogénéisation des cellules par un tampon de lyse hypotonique renfermant un
détergent, combinée a un cassage mécanique avec le cell cracker, et suivie d’une
purification des noyaux par un gradient discontinu de sucrose confeére une énorme
amélioration de I’isolation des noyaux des macrophages au niveau du rendement (60%) et
au niveau d’appauvrissement en contaminants cellulaires.

Toutefois, il a fallu optimiser cette technique pour ¢liminer au maximum les contaminants.
Conséquemment, des étapes de purification supplémentaire a la centrifugation du gradient
de sucrose ont été effectuées par une centrifugation d’un gradient de densité d’optiprep et
une centrifugation dans le PBS 1X du matériel pour minimiser davantage la contamination
mitochondriale. Contrairement a une autre étude qui montre que les noyaux devraient étre
trouvés au-dessus de la couche 35 % d’optiprep (Graham et al, 1994), les noyaux des
cellules RAW kb ont sédimenté au fond du gradient dans plusieurs expériences
indépendantes.

Pour vérifier ’enrichissement en noyaux et la pureté du matériel récolté, des tests

d’immunobuvardage ont été effectués. En outre, pour s’assurer que le matériel sédimenté
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au fond du gradient comporte réellement des noyaux, la microscopie électronique a été faite
sur ces préparations de noyaux.

Les résultats d’immunobuvardage et de microscopie électronique des préparations de
noyaux de macrophages RAW kb isolés plusieurs fois par ce protocole étaient tres
convaincants. En effet, aucune bande immunoréactive de Tim23, d’ Annexine 2 et de Lamp-
1 n’a été révélée par I’'immunobuvardage contre ces marqueurs spécifiques des organites
contaminantes. D’ailleurs, une diminution notable de la présence du RE et un
enrichissement en noyaux ont ¢été dévoilés par I’immunobuvardage (Figure 30). Il s’avere
donc qu’il est nécessaire pour atteindre une purification maximale des noyaux d’effectuer
deux centrifugations isopycniques sur deux différentes matrices qui séparent les noyaux
d’autres organites cellulaires en fonction des différences de densité. Il est clair que notre
technique d’isolation des noyaux est appropriée pour le type de cellule RAW kb employé
dans la présente étude. Ainsi, on a décidé d’utiliser cette technique d’isolation avec des
macrophages.

Selon des ¢études antérieures, le taux d’infectiosité et le signal de formation des
autophagosomes induits par I’infection par HSV-1 sont plus ¢élevés chez la lignée cellulaire
de macrophage BMA que chez les macrophages RAW kb. C’est pour cette raison qu’on a
choisi d’utiliser la lignée BMA C11 pour I’isolation des noyaux afin d’analyser la
composition protéique des autophagosomes issus des noyaux isolés. Il était inévitable de
tester la technique d’isolation des noyaux adaptée aux macrophages RAW kb, décrite ci-
dessus, sur les cellules BMA Cl11. L’isolation des noyaux de BMA Cl11 a montré la
présence d’une quantité minime de matériel a ’interface 30/35% et d’une trés grande
quantité¢ de matériel qui a sédimenté au fond du gradient d’optiprep. On a tenté d’analyser
par immunobuvardage la composition du matériel récolté a I’interface de deux couches
d’optiprep. Les analyses d’immunobuvardage contre les marqueurs spécifiques de noyau et
des organites cellulaires ont témoigné de la présence d’une bande imperceptible du
marqueur des noyaux (p62) comparativement a la bande de p62 détectée dans le lysat
cellulaire (TCL), ainsi que la présence d’une contamination par les mitochondries et le RE
(Figure 31). Toutefois, aucune contamination par la membrane plasmique, les endosomes et
les lysosomes n’était présente. Il est, donc, clair que I’interface 30/35% est pleinement

exemptée des noyaux et contenait plutdt des mitochondries.
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L’essai du protocole d’isolation des noyaux validé pour les cellules RAW kb et BMA Cl11
a soutenu ’efficacité de cette méthode d’isolation des noyaux pour les cellules BMA C11
non infectées et infectées par HSV-1. Les immunobuvardages du matériel non infecté
récolté au fond du tube de gradient d’optiprep montrent un enrichissement considérable en
noyaux (PCNA) et une absence compléte d’une contamination par les mitochondries, les
lysosomes, les endosomes et la membrane plasmique (Figure 33 et 34). Néanmoins, une
faible quantité protéique du RE par rapport au TCL a été trouvée dans ces préparations. Il
faut prendre en considération qu’il est presque impossible d’avoir un degré de pureté¢ des
noyaux de 100 % pour des raisons physiques et biologiques. Le RE est en continuité avec la
membrane nucléaire et I’élimination absolue d’une contamination par RE va risquer la perte
de l’intégrit¢ des noyaux. La figure 32 démontre également 1’absence de structures
contaminantes telles que les mitochondries. Toutefois, en microscopie €lectronique, on a
retrouvé des débris qui entourent les noyaux, ce qui peut étre probablement de I’ADN des
noyaux brisé€s. Concernant 1’isolation des noyaux infectés, on a constaté un enrichissement
en noyaux et une absence entiére des contaminants provenant de la membrane plasmique,
des lysosomes et des endosomes. Cependant, il reste une trés faible contamination par les
mitochondries et le RE. Cette faible contamination peut étre détectée par des techniques
quantitatives protéomiques qui permettent la distinction entre les contaminants et les
protéines propres de 1’organelle en question et qui aident a 1’évaluation de la localisation
cellulaire des protéines identifiées (Foster et al., 2003; Marelli et al., 2004; Dunkley et al.,
2006). Les résultats d’immunobuvardage ont été confirmés par la microscopie électronique.
Il est possible que cette contamination provenant essentiellement des membranes du RE et
des mitochondries, puisqu’on n’a pas détecté la présence de mitochondries entiéres en
microscopie électronique. Cette contamination peut étre expliquée par le fait que I’infection
par le virus peut affecter la structure des noyaux en les rendant plus fragiles et sensibles
(Schwartz et Roizman, 1969).

Il est trés intéressant de signaler que l’infection des cellules BMA C11 par HSV-1 a
provoqué une formation des autophagosomes dérivés du noyau visualisés par les tests
d’immunofluorescence (Figure 20). Cet événement a été démontré par la détection du
marqueur des autophagosomes dans les préparations de noyaux par immunobuvardage

(Figure 34). En outre, cette évidence a été accentuée par les résultats de microscopie
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¢lectronique qui montrent des structures a plusieurs membranes qui émergeaient de
I’enveloppe nucléaire selon un processus d’enroulement de I’enveloppe nucléaire. Ces
structures deviendraient par la suite des autophagosomes issus du noyau a quatre
membranes (Figure 35). De toute évidence, notre méthode d’isolation des noyaux a
contribué¢ a obtenir, principalement, dans le matériel récupéré au fond du tube de gradient
d’optiprep, un enrichissement en noyaux infectés et non infectés, un maintien de I’intégrité
de I’enveloppe nucléaire et ainsi que la présence des autophagosomes issus de 1’enveloppe
nucléaire. Par conséquent, des échantillons de noyaux isolés par cette méthode seront
utilisables pour 1’étude protéomique des protéines impliquées dans la formation des
autophagosomes issus des noyaux. Dans une perspective future, il sera intéressant d’établir
un outil d’isolation des membranes nucléaires adapté aux cellules BMA Cl11 afin d’avoir
une caractérisation plus spécifique de la constitution protéique des autophagosomes issus

du noyau.
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Conclusion

Durant une infection par HSV-1, la découverte d’une nouvelle forme de I’autophagie
caractérisée par la formation des autophagosomes a quatre membranes issus de I’enveloppe
nucléaire pousse au questionnement et a I’interrogation concernant la machinerie
moléculaire responsable de leur formation. Dans le but d’identifier les protéines impliquées
dans ce mécanisme par une approche protéomique, il était nécessaire de développer un outil
d’isolation des noyaux de macrophages. L’objectif principal de cette étude était d’établir un
protocole d’isolation des noyaux de macrophages infectés et non infectés par HSV-1 tout
en préservant 1’intégrité de la membrane nucléaire et la pureté des préparations de noyaux.
Les résultats présentés dans cette recherche suggérent notre réussite a établir un nouveau
protocole d’isolation des noyaux adapté aux macrophages qui assure a la fois un
enrichissement en noyaux non endommagés et un degré négligeable de contamination par
les organites cellulaires. Notre méthode sera un outil indispensable pour des études futures
nécessitant des échantillons de noyaux.

Quoique ce protocole forme une base solide pour la caractérisation des protéines
impliquées dans 1’induction et la formation des autophagosomes dérivés des noyaux par
spectrométrie de masse, il est important de développer un outil d’isolation des membranes
nucléaires a partir des échantillons de noyaux isolés afin de déterminer, d’une fagon trés
spécifique et concluante, 1’identité protéique des autophagosomes. La détermination des ces
protéines impliquées dans ce type de I’autophagie meénera a une meilleure compréhension
de cette nouvelle voie de I’autophagie et possiblement au développement de thérapies

nouvelles contre les souches virales résistantes aux médicaments.
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