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

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

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

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

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

permettent de restreindre plus efficacement le virus comparativement aux cellules T5KO 

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

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

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

l'infection virale. 

3.2 Régulation de TRIM5a par autophagie 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

(Figure 3.3C). 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

à ce marqueur. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

majeur d'autophagie sélective dans les THP-I. 

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

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

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

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

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

soit NERI et CALCOC02. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

autophagique dans les THP-l . 

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

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

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

TRIM5a dans les Jurkat (lymphocytes T CD4+). 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

les Jurkat. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

TRIM5a (Figure 3.40). 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

flux autophagique dans les THP-I. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

LC3-II dans les T5KO en l'absence de virus (Figure 3.5A) (tout comme il était le cas dans 



38 

la figure 3.3B). En présence du virus EC5-1, on observe cette même diminution du niveau 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

augmenté significativement dans les CAO infectés comparativement aux T5KO infectés 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

dépendante de TRIM5a dans les THP-l. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

précédemment (Figure 3.3H et 1). 

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

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

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

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

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

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

ne régule pas les récepteurs autophagiques sélectifs. 



CHAPITRE IV 

DISCUSSION ET CONCLUSION 

4.1 Discussion 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

dépendante de TRIM5a. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

flux autophagique dans ces cellules (Figure 4.1). 

LC3-1 
~ 

Figure 4.1 

(CALCOC02 
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J 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

comparativement aux cellules T5KO. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

qui sont les plus utilisés. 

Figure 4.2 
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Schéma de l'autophagie avec infection par ECS-l dans les THP-l. 
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Il serait pertinent d'étudier d'autres marqueurs sélectifs d'autophagie pour voir si 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

pour éviter cette non-spécificité à long terme. Un aspect important à prendre en 

considération pour le projet est le fait que notre vecteur pourrait moduler l'autophagie 

malgré le fait que les gènes env et nef ne sont pas exprimés, puisqu'il est possible que 

l'activation de différentes voies de l' immunité par le vecteur active l'autophagie sans 
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impliquer TRIMSa. Le sujet de l'immunité innée devrait être étudié pour vérifier s'il a un 

impact sur les résultats que nous avons observé. En plus des vecteurs sensibles à TRIMSa 

utilisés, il serait pertinent d'étudier des vecteurs non-sensibles à TRIMSa tels que B-MLV 

ou NL4-3 avec capside sauvage. Ainsi, nous pourrions vérifier si la modulation de 

l'activité autophagique est vraiment reliée à la restriction par TRIMSa. On s'attendrait à 

ce qu'il n'y ait pas de modulation de l'autophagie qui dépend de TRIMSa, donc pas de 

différence entre les cellules KO et CAG, mais l'hypothèse reste à confirmer dans des 

expériences futures. 

4.1.3 Perspectives 

À plus long terme, nos résultats apportent un nouvel intérêt pour le processus 

d'autophagie pour lutter contre les rétrovirus. Toutes les recherches effectuées sur 

l'autophagie et le Vll-I pourraient peut-être, un jour, permettre de développer un traitement 

pour guérir du Vll-I ou pour prévenir les infections aux rétrovirus. Mes résultats suggèrent 

que le Vll-I inhibe l' autophagie. Donc si un traitement permettant de stimuler l'effet de 

TRIMSa sur le virus afin de diminuer la quantité de virus était développé et était 

administré de façon précoce aux patients ayant été exposés au Vll-I, cela pourrait agir 

comme un traitement préventif pour prévenir le risque d'infection par le Vll-I96
. De plus, 

si le traitement était administré de façon précoce aux patients séropositifs, il pourrait 

permettre d'améliorer la santé des personnes atteintes en réduisant la quantité de virus 

dans leur sang, en réduisant le risque qu'ils transmettent le Vll-I à d'autres individus et en 

réduisant le risque de progresser vers le SIDA97
. Il est donc très important de continuer 

les recherches sur TRIMSa et l'autophagie, puisqu'un traitement au VIH aurait de 

nombreux bénéfices pour les patients. 

4.2 Conclusions 

Mes travaux de maîtrise s'inscrivent dans un projet de recherche plus large des 

Drs Marc Germain et Lionel Berthoux visant à étudier l'interaction entre TRIM5a et 
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l'autophagie dans l'activation de la réponse immunitaire innée au Vlli-l. Mes recherches 

concernent plus particulièrement le lien entre TRIM5a, l'autophagie et le Vlli-l, 

sans étudier de la réponse immunitaire innée. Mes résultats suggèrent que TRIM5a tient 

un rôle dans l'initiation de l'autophagie oulet dans la régulation du flux autophagique 

dépendamment de la lignée cellulaire et que les rétrovirus testés stimulent l'initiation et le 

flux autophagique d'une manière dépendante de TRIM5a. Tous ces résultats vont dans le 

même sens que le quatrième rôle suggéré de TRIM5a, soit de stimuler l'autophagie. 

Encore peu d'études ont été faites afin d'approfondir ce rôle et son implication afin 

d'éliminer ou restreindre des virus entrants. Ce projet a donc permis d'approfondir les 

connaissances sur ce quatrième rôle de TRIM5a. 

Il serait pertinent de poursuivre les recherches dans d'autres lignées cibles du Vlli, 

soit des macrophages et des cellules dendritiques. Tout comme il serait également 

pertinent de vérifier si les observations faites dans les THP-l et Jurkat s'appliquent à 

d'autres monocytes et lymphocytes T CD4+. D'autres recherches pourraient également se 

pencher sur la question de vecteurs du Vlli non-restreints par TRIM5a et de comparer les 

résultats obtenus avec les nôtres. 

En temps normal, le VIH échappe à la reconnaissance par TRIM5a sauf chez 

certains progresseurs lents chez qui TRIM5a reconnaît la capside virale mutée et leur 

permet d'avoir une charge virale basse ou indétectable sans la prise d'aucun traitement. 

Il est donc pertinent de comprendre comment la stimulation de l'autophagie via TRIM5a 

par le VIH contribue à son élimination dans la cellule et toutes les recherches sur le sujet 

dans le futur permettront de comprendre mieux ce rôle. L'étude de cette nouvelle voie 

thérapeutique pourrait possiblement permettre de développer un traitement pour guérir 

duVlli. 
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