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[Ca2+ (cyto)] concentration cytoplasmique en Ca2+ 
AcbA  Acyl coenzyme A binding protein 
AMPK  AMP-activated protein kinase 
ARN (+) ARN à polarité positive  
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ARNdb  ARN double brin 
ARNsb  ARN simple brin 
ASK1  apoptosis signal-regulating kinase 1 
ATF4  Activating Transcription Factor 4 
ATF6  Activating transcription factor 6 
ATG   AuTophaGy-related protein 
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CaMKK! Ca2+/calmodulin-dependent kinase kinase-! 
CFTR  Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator  
CHOP  C/EBP homologous protein 
CMH  Complexe Majeur d’Histocompatibilité  
CNX  Calnexine membranaire  
COPII  Coat Protein complex II 
CReP  Constitutive Repressor of eIF2! Phosphorylation 
CRT  Calréticuline 
DPP IV  dipeptidyl peptidase IV 
DFCP1  Double FYVE-Containing Protein 1 
DLP  particule à double couche 
DMV  vésicules à double membrane 
EDEM  ER Degradation-Enhancing !1,2-Mannosidase-like  
eIF2!  Sous unité ! du facteur d’initiation de la traduction eIF2 
eIF4G  Facteur d’initiation de la traduction  
ER-ManI ER !1,2-Mannosidase I  
ERAD  ER-associated degradation 
ERdj  ER-localized DnaJ proteins 
ERES  ER exit sites 
ERGIC  ER-Golgi intermediate compartment 
ERGIC53 ER-Golgi intermediate compartment 53  
ERK  Extracellular signal-regulated kinase  
ERQC  ER Quality Control 
ERSE  ER stress response element  
FGF-1  Fibroblast Growth Factor-1  
FIP200  Focal adhesion kinase family Interacting Protein of 200 kDa 
FKBP  FK506-binding proteins  
GABARAP GABA Receptor-Associated Protein 
GAD  GRASP and Autophagy-Dependent 
GADD34 Growth arrest and DNA damage-inducible gene 34 
GADD153 Growth arrest and DNA damage-inducible gene 153 
GATE-16  Golgi-associated ATPase Enhancer of 16kDa 
GEA  Gastro-entérites aigües 
GI et GII  Glucosidase I et II  
GRASP Golgi Re-assembly and Stacking Protein  
GRP  Glucose-related protein 
GT  UDP-glucose-Glycoprotein Glucosyl Transferase  
HCV  Virus de l’hépatite C humain 
HMGB1 High Mobility Group Box 1 protein  
HRD1  HMG-CoA Reductase Degradation protein 1 
Hsp  Heat shock protein  
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IFN  Interféron 
IRE1  Inositol-requiring enzyme 1  
JNK  c-Jun N-terminal kinase  
LAMP  Lysosomal-Associated Membranes Proteins 
LC3  Microtubules-associated protein-light chain 3 
LIR   LC3-interacting region 
LKB1  Liver kinase B1 
MAM  Mitochondria-Associated Membranes 
MAPK  Mitogen-activated protein kinase 
mTORC1 Mammalian Target Of Rapamycin Complex 1 
MVB  Corps multivésiculaires 
NBR1  Neighbor of BRCA1 gene 
NEF  Nucleotide Exchange Factors  
NF-"B  Nuclear factor-kappa B 
Nrf2  NF-E2-related factor 2 
NSP  Protéine non structurale 
OS9  Osteosarcoma amplified 9 
OST  Oligosaccharyl Transferase  
p38MAPK p38 mitogen-activated protein kinase  
P-eIF2! eIF2! phosphorylé  
PABP  PolyA-Binding Protein 
PDI  Protein Disulfide Isomerases  
PDZ  Domaine PSD95/Dlg1/ZO-1"
PE  Phosphatidyl-éthanolamine 
PERK  PKR-like ER kinase  
PFU  Plate forming unit 
PI3P  Phosphatydil-Inositol-3-phosphate 
PI3K  Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase 
PKR  Protein Kinase R  
PPI  Peptidyl Prolyl cis-trans Isomerases  
PP1C  Protein phosphatase 1C 
RE  Réticulum Endoplasmique 
REL  RE lisse 
RER  RE rugueux 
RIDD  IRE1-dependent mRNA decay  
S1P  Site-1 protease  
S2P  Site-2 protease 
SEL1L  Sel-1 suppressor of lin-12-like 
SI  Saccharase-isomaltase 
SLP   Particule simple couche  
SQSTM1 Séquestosome 1 
SV40  Virus simien 40 
TGN  Réseau trans-golgien 
TLP  Particule à triple couche 
TLR  Toll-like receptors 
TSC1/2  Tuberous Sclerosis Complex 1/2 
TRAF2  TNF receptor-associated factor 2  
UBA  Domaine ubiquitin-associated 
ULK1/2 Unc-51-like kinase 1/2 
UPR  Unfolded Protein Response  
VIH-1  Virus de l’immunodéficience humaine 
VIP36  Vesicular integral membrane protein 36 
VIPL  VIP36-like protein 
VP  Protéine structurale 
VSV  Virus de la Stomatite Vésiculaire 
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WIPI  WD-repeat protein Interacting with PhosphoInositides 
XBP1  X-box binding protein-1  
XTP3B  XTP3-transactivated gene B protein 
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$3D3D3":M1JGEF[/+",NO/N+"GF-"I+2".EFG+-J00+2R",/.-JFM1JGEF[/+"+1",F.-JFM1JGEF[/+"33333333"&#"

$3D3!3":M1JGEF[/+"0J0"2NI+.1/^+"+,-.'."FM1JGEF[/+"2NI+.1/^+"33333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"&$"
$3!3"9F.E/0+-/+"FM1JGEF[/LM+"3333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"&&"

$3!3D3"BM.INF1/J0"OM"GEF[JGEJ-+"33333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"&&"

$3!3!3"8IJ0[F1/J0"OM"GEF[JGEJ-+"+0"FM1JGEF[J2J,+"H"O+M]"2W21X,+2"O+".J0eM[F/2J0"
'/)0')&)(12)3,"333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"&("

$3!3#3":GGJ-12",+,Y-F0F/-+2"GJM-"IF"bJ-,F1/J0"O+"ITFM1JGEF[J2J,+"333333333333333333333333333333333333333333"'!"

$3!3$3"81FG+2"1F-O/^+2"O+"ITFM1JGEF[/+"3333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"'#"

$3!3%3"9N.F0/2,+2"FI1+-0F1/b2"O+"bJ-,F1/J0"O+2"FM1JGEF[J2J,+2"333333333333333333333333333333333333333333333333333"'$"

$3#3"_J/+2"O+"2/[0FI/2F1/J0"-N[MIF01"ITFM1JGEF[/+"333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"'$"

$3#3D3":.1/^F1/J0"O+",;5*CD"GF-"I+2"bF.1+M-2"O+".-J/22F0.+"+1"I+2"F./O+2"F,/0N2"33333333333333333333"'%"

$3#3!3"<0E/Y/1/J0"O+",;5*CD"GF-":94c"3333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"'&"

$3#3#3"*N[MIF1/J0"O+"IT/01+-F.1/J0"+01-+"6+.I/0SD"+1"6.IS!"333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"''"

$3#3$3"<0OM.1/J0"O+"ITFM1JGEF[/+"GF-"I+"21-+22"OM"*8"3333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"''"

$3$3"9JOMIF1/J0"O+"ITFM1JGEF[/+"GF-"I+2"^/-M2"3333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"'("

CEFG/1-+"_"H"*J1F^/-M2"33333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"(V"

%3D3"4EW2/JGF1EJIJ[/+"OM"-J1F^/-M2"3333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"(V"

%3D3D3"<,GJ-1F0.+",NO/.FI+"OM"-J1F^/-M2"33333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"(V"

%3D3!3";-JG/2,+".+IIMIF/-+"+1"GEW2/JGF1EJIJ[/+"O+2"O/F--EN+2"OM+2"FM]"-J1F^/-M2"33333333333333333333"(D"

%3!3"QN0J,+"+1"21-M.1M-+"OM"-J1F^/-M2"333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"(#"

%3!3D3"QN0J,+"^/-FI"333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"(#"

%3!3!3"A1-M.1M-+"O+2"^/-/J02"33333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"(#"

%3#3"9JOXI+2".+IIMIF/-+2"GJM-"N1MO/+-"I+"-J1F^/-M2"3333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"(%"

%3$3"CW.I+"-NGI/.F1/b"OM"-J1F^/-M2"333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"(%"

%3$3D3"801-N+"+1"ON.FG2/OF1/J0"GF-1/+II+"3333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"(&"

%3$3!3"AW01EX2+"+1"1-FOM.1/J0"O+2":*B,"^/-FM]"333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"('"

%3$3#3"*NGI/.F1/J0"OM"[N0J,+"+1"ONYM1"OTF22+,YIF[+"O+2"^/-/J02"`eM2LMTFM"21FO+"?74a"33333333"()"

%3$3$3"6JM-[+J00+,+01"O+2"?74"OF02"I+"*8"+1"F.LM/2/1/J0"O+"_4'"33333333333333333333333333333333333333333333333333")V"

%3$3%3":.LM/2/1/J0"O+"IF"G-J1N/0+"O+"2G/.MI+"_4$"H"O+M]",JOXI+2".J01-FO/.1J/-+2"333333333333333333333")!"

%3$3&3"AJ-1/+"O+2"^/-/J02"O+"IF".+IIMI+"EK1+"H"2J-1/+"IW1/LM+"+,-.'."0J0"IW1/LM+"33333333333333333333333333333")$"
%3$3'3"*KI+"O+"IF".J0.+01-F1/J0".W1JGIF2,/LM+"+0"CF!f"OF02"IF",J-GEJ[N0X2+"^/-FI+"3333333333333")&"

%3%3"9JOMIF1/J0"O+"IT>4*"+1"O+"ITFM1JGEF[/+"GF-"I+"-J1F^/-M2"3333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333")&"
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%3%3D3"*J1F^/-M2"+1">4*"3333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333")&"

%3%3!3"*J1F^/-M2"+1"FM1JGEF[/+"33333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333")'"

56g8C;<dA"8;"A;*:;8Q<8A"?>";*:_:<7"33333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"))"

*8A>7;:;A"3333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"DVV"

CEFG/1-+"<"H"3333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"DVD"

D3" *N2M,N"O+2"-N2MI1F12"333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"DVD"

!3" 9F0M2.-/1"33333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"DV!"

CEFG/1-+"<<"H"33333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"D$!"

D3" *N2M,N"O+2"-N2MI1F12"333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"D$!"

!3" 9F0M2.-/1"33333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"D$#"

CEFG/1-+"<<<"H"3333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"D'%"

D3" 8?89D".JSIJ.FI/2+"F^+."I+2".J,GJ2F012"O+2"^/-JGIF2,+2"33333333333333333333333333333333333333333333333333"D'%"

!3" 7T/0b+.1/J0"GF-"I+"-J1F^/-M2"/0OM/1"IF"ON2J-[F0/2F1/J0"O+"Q*:A4%%"33333333333333333333333333333333"D')"

?<AC>AA<5B"8;"48*A48C;<_8A"33333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"D(D"

D3"7T>4*"OF02"IF",J-GEJ[N0X2+"OM"-J1F^/-M2"3333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"D(!"

D3D3":.1/^F1/J0"+1",JOMIF1/J0"O+"IT>4*"GF-"I+"-J1F^/-M2"333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"D(!"

D3!3"*KI+"bJ0.1/J00+I"O+2"^J/+2"<*8D"+1"48*c"OF02"IF",J-GEJ[N0X2+"OM"-J1F^/-M2"33333333333333"D(#"

!3"7TFM1JGEF[/+"OF02"IF",J-GEJ[N0X2+"OM"-J1F^/-M2"3333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"D(%"

!3D3"CEF0[+,+01"OM"21F1M1"FM1JGEF[/LM+"O+2".+IIMI+2"CF.JS!"FM".JM-2"O+"IF"O/bbN-+0./F1/J0
"3333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"D(%"

!3!3"7T/0b+.1/J0"h"-J1F^/-M2"YIJLM+"IF"bJ-,F1/J0"+1"IF",F1M-F1/J0"O+2"FM1JGEF[J2J,+2"33333"D(&"

!3#3"7T/0b+.1/J0"h"-J1F^/-M2"/0OM/1"M0+"I/G/OF1/J0"O+"7C#"0J0"-+I/N+"h"ITFM1JGEF[/+R"
M0/LM+,+01"OF02"I+2".+IIMI+2"CF.JS!"0J0"O/bbN-+0./N+2"33333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"D('"

!3$3"7F"I/G/OF1/J0"O+"7C#"/0OM/1+"GF-"I+"-J1F^/-M2"OF02"I+2".+IIMI+2"CF.JS!"0J0"O/bbN-+0./N+2"
+21".J--NIN+"F^+."ITFGGF-/1/J0"O+"bJ-,+2".I/^N+2"OT:;Q#"3333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"D(("

!3%3"B/"ITFM1JGEF[/+R"0/"IF"I/G/OF1/J0"O+"7C#"/0OM/1+"GF-"I+"-J1F^/-M2R"0+"2J01"/,GI/LMN+2"OF02"
IF",J-GEJ[N0X2+"^/-FI+"333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"D(("

#3"4J1+01/+II+"/,GI/.F1/J0"O+"8?89D"OF02"IF",J-GEJ[N0X2+"OM"-J1F^/-M2"333333333333333333333333333333333333"D)V"

$3"4J1+01/+II+"/,GI/.F1/J0"O+2"G-J1N/0+2"Q*:A4"OF02"I+"1-Fb/."/01-F.+IIMIF/-+"OM"-J1F^/-M2"3333"D)V"

%3"CJ0.IM2/J02"+1"G+-2G+.1/^+2"O+"-+.E+-.E+"33333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"D)D"

%3D3"CF-F.1N-/2F1/J0"OM"-KI+"O+2"F.1+M-2"O+"IF"^J/+"8*:?"OF02"IF"2J-1/+"OM"*8"OM"-J1F^/-M2
"3333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"D)!"

%3!3"CF-F.1N-/2F1/J0"OM",N.F0/2,+"O+"I/G/OF1/J0"O+"7C#"/0OM/1+"GF-"IT/0b+.1/J0"h"-J1F^/-M2"
OF02"I+2".+IIMI+2"CF.JS!"0J0"O/bbN-+0./N+2"33333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"D)!"

%3#3"CF-F.1N-/2F1/J0"O+"ITFM1JGEF[/+"FM".JM-2"O+"IF"O/bbN-+0./F1/J0"O+2".+IIMI+2"CF.JS!"333333"D)#"

*8d8*8BC8A"6<67<5Q*:4@<=>8A"3333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"D)$"

:BB8U8A"333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333"!D'"
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 Les virus ont très tôt été utilisés comme outils originaux et performants pour explorer 

de nouveaux champs de la biologie des cellules eucaryotes. Ainsi, c’est grâce à l’observation 

du bourgeonnement basolatéral du Virus de la Stomatite Vésiculaire (VSV) et du 

bourgeonnement apical du virus Influenza que les premières données sur le trafic polarisé 

dans les cellules eucaryotes ont vu le jour (Rodriguez Boulan and Sabatini, 1978). Le 

rotavirus, agent étiologique majeur des gastro-entérites aiguës chez les jeunes enfants et les 

jeunes animaux, semble présenter des potentialités tout aussi intéressantes que VSV ou 

Influenza pour élucider, cette fois, de nouvelles voies de trafic atypiques. En effet, ce virus 

possède une morphogénèse originale : il s’agit d’un virus nu qui s’assemble dans des usines 

virales, les viroplasmes, puis dans le réticulum endoplasmique (RE). Les virions sont ensuite 

relargués de manière polarisée au niveau du pôle apical des entérocytes selon une voie de 

trafic qui ne passe pas par l’appareil de Golgi, pourtant reconnu comme organite central du tri 

polarisé des protéines. Bien que de très nombreux travaux aient été consacrés à ce virus 

(connaissances exhaustives de ses gènes, de sa structure ou de l’immunologie du virus), son 

assemblage et son trafic restent bien mystérieux. L’une des raisons de ce constat réside 

probablement dans le fait que la plupart des études réalisées, l’ont été dans des modèles 

cellulaires qui n’ont que des ressemblances lointaines avec l’entérocyte, la cible privilégiée du 

rotavirus.  

Mon travail de thèse s’inscrit directement dans cette problématique : étudier 

l’assemblage et le trafic polarisé du rotavirus dans des cellules entérocytaires, et plus 

spécifiquement tenter de répondre à deux questions : (1) comment les virions sortent du RE 

au cours du processus d’assemblage et (2) par quelle voie de trafic atteignent-ils la membrane 

apicale des entérocytes sans passer par l’appareil de Golgi ? Pour tenter d’y répondre, j’ai 

étudié deux processus cellulaires : l’Unfolded Protein Response (UPR) et la macro-

autophagie, au cours de l’infection à rotavirus. 

 (1) L’UPR, comme son nom l’indique, est la réponse cellulaire spécifique face à une 

perturbation du repliement des protéines dans le RE, condition appelée « stress du RE ». Le 

RE est doté d’une machinerie complexe qui procède au repliement des protéines de la voie 

sécrétoire, contrôle leur qualité, adresse les protéines correctement repliées vers l’appareil de 

Golgi ou au contraire celles définitivement mal/non repliées vers la dégradation. Lors du 

stress du RE, la mise en place de l’UPR permet de renforcer cette machinerie. Les interactions 

d’une protéine avec la machinerie de repliement et de contrôle qualité dans le RE 
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conditionnent son devenir. Si elle est identifiée comme protéine à dégrader, elle sera extraite 

du RE et dégradée dans le protéasome ou dans les lysosomes. Ainsi, les mécanismes de 

dégradation des protéines du RE représentent des voies de sortie de ce compartiment, 

différentes de celle dirigée vers l’appareil de Golgi.  

 (2) La macroautophagie, par la suite désignée par autophagie, permet la séquestration 

de portions du cytoplasme dans des vésicules à double membrane, les autophagosomes, qui 

vont fusionner avec les lysosomes et y déverser leur contenu. Elle constitue l’un des 

mécanismes de dégradation des protéines du RE, en séquestrant et dégradant les protéines 

ayant été extraites du RE ou des portions du RE lui-même. De manière intéressante, 

l’autophagie, de par la mobilisation et le remaniement des membranes intracellulaires qu’elle 

induit, a été récemment impliquée dans des voies de sécrétion non conventionnelles qui ne 

passent pas par l’appareil de Golgi. 

   
Mes travaux de thèse visent donc à étudier les étapes d’assemblage intra et post-

réticulaires du rotavirus. La problématique sera présentée dans les 5 chapitres de la section 

INTRODUCTION, organisée de façon suivante : 

• Le chapitre I abordera la machinerie de repliement et de contrôle qualité des protéines 

dans le RE, en portant une attention particulière aux voies de sortie du RE 

• Le chapitre II discutera des voies de sécrétion non conventionnelles 

• Le chapitre III présentera le stress du RE, l’UPR et ses impacts fonctionnels sur le RE 

• Le chapitre IV traitera de l’autophagie en privilégiant l’aspect mécanistique de ce 

processus  

• Enfin, le chapitre V, dédié au rotavirus, insistera sur les traits atypiques de sa 

morphogénèse . 

 
Après avoir récapitulé les objectifs de la thèse et défini les stratégies de travail, je 

présenterai les données obtenues dans la section RESULTATS, qui sera organisée en 3 

chapitres : 

• Le chapitre I portera sur les relations du stress du RE et de l’UPR avec l’infection à 

rotavirus et sera présenté sous forme d’un manuscrit actuellement soumis pour 

publication 

• Le chapitre II traitera des interactions du rotavirus avec la machinerie autophagique et 

sera aussi présenté sous forme d’un manuscrit en cours de soumission. 
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• Le chapitre III présentera les résultats complémentaires ne figurant pas dans les deux 

manuscrits des chapitres I et II. 

 
  Enfin, dans la section DISCUSSION et PERSPECTIVES, je discuterai de 

l’ensemble des résultats afin de les replacer dans le contexte global de la problématique et je 

proposerai des perspectives de recherches. 

 
Les REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ainsi qu’un document ANNEXE 

(publication sur le sujet de génétique inverse du rotavirus) clôtureront ce manuscrit.  
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5LBH:?=<$%$U$Repliement et contrôle qualité des protéines dans le RE$
 

Le RE est le lieu de biosynthèse et de repliement d’un ensemble de protéines qui 

comprend : (i) des protéines résidentes des compartiments de la voie sécrétoire (RE, ER-Golgi 

intermediate compartment (ERGIC), appareil de Golgi, réseau trans-golgien) ; (ii) l’essentiel 

des protéines des compartiments endo-lysosomaux ; (iii) des protéines intégrales de la 

membrane plasmique et (iv) des protéines sécrétées. Ces protéines possèdent un peptide 

signal à l’extrémité N-terminale qui permet leur translocation co-traductionnelle dans le RE. 

Elles sont regroupées sous le terme général de « protéines de la voie sécrétoire 

conventionnelle ». Nous verrons par la suite qu’il existe d’autres voies de sécrétion, dite non 

conventionnelles, qui concernent, sauf exception, des protéines dépourvues de peptide signal 

(cf chapitre II p38). 

Le RE possède une machinerie complexe composée notamment de chaperonnes 

moléculaires, de lectines et d’enzymes qui aident au repliement et procèdent au contrôle 

qualité des protéines. Les protéines correctement repliées/assemblées seront exportées vers 

l’appareil de Golgi, ou, lorsqu’il s’agit de protéines résidentes du RE, maintenues ou 

rapatriées dans ce compartiment. Au contraire, les protéines mal/non repliées et les sous-

unités protéiques non assemblées, dont l’accumulation dans le RE peut être toxique pour la 

cellule, seront extraites du RE et dégradées dans le cytoplasme. Ces observations sous-

entendent que le RE est capable de reconnaître et de séparer physiquement, grâce à la 

compartimentation du RE, des protéines présentant différents états de repliement.  

 

*N*N$#<$=<H7:<G<9?$K<>$H=J?@:9<>$$
 Le repliement d’une chaîne polypeptidique en une structure tridimensionnelle unique 

est un processus au cours duquel la chaîne polypeptidique « teste » de manière stochastique 

un ensemble de conformations jusqu’à ce qu’elle atteigne la conformation native (Dobson, 

2003). Cette dernière est définie comme la conformation thermodynamiquement la plus stable 

dans les conditions physiologiques, c’est-à-dire celle qui possède le niveau d’énergie libre le 

plus bas (Fig 1). Le repliement d’une protéine est dirigé par des interactions covalentes telles 

que les liaisons peptidiques et les ponts disulfures, ainsi qu’un ensemble de liaisons non 

covalentes telles que les liaisons hydrogènes, les interactions électrostatiques, les forces de 

Van der Waals et les interactions hydrophobes. Outre l’influence du squelette carboné lui-

même, le repliement d’une protéine est dicté majoritairement par les interactions 

hydrophobes. En effet, elles orientent le repliement des protéines vers les conformations dans 
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lesquelles les résidus hydrophobes sont enfouis à l’intérieur tandis que les résidus hydrophiles 

sont exposés à la surface, ce qui stabilise les protéines dans l’environnement intracellulaire 

aqueux.  

 Par ailleurs, une caractéristique des protéines dans le RE est que la plupart d’entre 

elles sont glycosylées sur un résidu Asn d’une séquence consensus Asn-X-Ser/Thr (processus 

de N-glycosylation, N étant le code à une lettre de l’Asn) (Chavan and Lennarz, 2006). De par 

leur caractère hydrophile, les chaînes N-glycaniques favorisent les repliements qui les 

exposent à la surface des glycoprotéines. De ce fait, la N-glycosylation fait partie intégrante 

du processus de repliement. 

 Si théoriquement les informations contenues dans la chaîne polypeptidique sont 

suffisantes au repliement d’une protéine, les contraintes biologiques in vivo imposent 

cependant que le repliement soit aidé par une machinerie de protéines spécifiques, les 

chaperonnes moléculaires et les enzymes de repliement (foldases).  

 

 

 

Figure 1. Représentation schématique de l’énergie libre de l’ensemble des conformations 
adoptées par une protéine au cours de son repliement (adapté de Dobson, 2003) 
Les différentes conformations non natives sont situées en haut de « l’entonnoir énergétique de 
repliement ». L’unique conformation native, définie comme conformation ayant l’énergie 
libre la plus basse, est située au fond de « l’entonnoir ». Le point de transition représente la 
barrière énergétique à franchir au cours du repliement vers la structure native. 
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Deux réseaux de chaperonnes moléculaires existent dans le RE (Gidalevitz et al., 

2013) (voir Tableau 1). Le premier réseau est constitué des Glucose-Related Proteins (GRP), 

GRP78/BiP et GRP94/Endoplasmine, qui sont les représentants réticulaires des familles des 

Heat Shock Protein (Hsp) 70 et Hsp90, respectivement. Le deuxième réseau est composé de 

chaperonnes spécifiques des glycoprotéines, des lectines à activité chaperonne : la Calnexine 

(CNX) membranaire et son homologue soluble, la Calréticuline (CRT). Les chaperonnes 

interagissent de manière non covalente et transitoire avec les protéines en cours de repliement 

grâce à la reconnaissance de séquences ou motifs spécifiques (séquences hydrophobes pour 

BiP ou chaînes N-glycaniques pour CNX/CRT) (Flynn et al., 1991; Vassilakos et al., 1998). 

Ces interactions aident au repliement des protéines, d’une part en réduisant leur espace de 

repliement et donc le nombre de conformations potentielles, d’autre part en favorisant 

certaines conformations plus que d’autres, favorisant ainsi l’acquisition par les protéines 

d’une conformation native (Gidalevitz et al., 2013). Par exemple, la liaison de BiP aux 

séquences hydrophobes sur les protéines en cours de repliement retarde l’enfouissement de 

ces dernières afin que le repliement local soit coordonné avec le repliement général de la 

protéine, conduisant à la structure native. La liaison de CNX/CRT aux glycoprotéines réduit 

la liberté conformationnelle du squelette carboné à proximité des chaînes glycaniques, de telle 

sorte que les acides aminés hydrophobes proches des chaînes glycaniques se retrouvent avec 

celle-ci à la surface de la protéine. Par ailleurs, la liaison des chaperonnes empêche 

l’agrégation des protéines en cours de repliement.  

A la différence des chaperonnes, les enzymes de repliement modifient leur substrats de 

manière covalente. Les Peptidyl Prolyl cis-trans Isomerases (PPI) isomérisent la liaison 

peptidique précédant une proline (liaison peptidyl-prolyl) et les Protein Disulfide Isomerases 

(PDI) catalysent la formation de ponts disulfures, réaction adaptée à l’environnement oxydant 

du RE (Gidalevitz et al., 2013). Non seulement ces modifications covalentes stabilisent les 

intermédiaires de repliement, mais elles contribuent également à dicter le repliement de la 

protéine, en imposant des contraintes structurales. 

 Dans la partie qui suit, les différents acteurs du repliement des protéines seront 

présentés. Il est à noter que la plupart de ces acteurs participent également au contrôle qualité 

des protéines, ce qui fait que ces deux processus sont étroitement liés et concomitants. 

Cependant, pour des raisons de clarté, je décrirai tout d’abord le repliement des protéines, 

puis je présenterai ultérieurement le contrôle qualité.  
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*N*N*N$O:A-Q"A,VW$><>$IJDILBH<=J99<>$<?$78<9KJH7B>G:9<-Q"AXY$

O:A-Q"A,V$
La chaperonne BiP est une protéine essentielle et sa délétion est létale aux stades 

embryonnaires précoces (Luo et al., 2006). BiP possède un domaine à activité ATPase en N-

terminal et un domaine de liaison aux peptides en C-terminale (Bukau et al., 2006) (Fig 2A). 

La reconnaissance par BiP de séquences de 7 à 11 acides aminés dont la majorité sont 

hydrophobes lui confère un large spectre de protéines « clientes » (Flynn et al., 1991; Blond-

Elguindi et al., 1993). L’association et le détachement de BiP de ces dernières dépendent de 

son cycle d’hydrolyse de l’ATP. L’hydrolyse de l’ATP stabilise la liaison de BiP aux 

peptides, tandis que l’échange de l’ADP contre l’ATP favorise son détachement (Fig 2B) 

(Mayer and Bukau, 2005).  

 

 

 

Figure 2. Structure et fonctionnement des chaperonnes de la famille Hsp70 (adapté de 
Bukau, 2006) 
A. La structure 3D de Hsp70 montre le repliement caractéristique d’un domaine de fixation 
des nucléotides (NBD) articulé, grâce à un « linker », au domaine de liaison des protéines 
« clientes » (SBD), principalement constitué de feuillets #.  
B. Le fonctionnement de cette famille de chaperonnes implique des échanges ADP/ATP. La 
liaison des protéines « clientes » au domaine SBD des Hsp70 implique l’hydrolyse de l’ATP, 
stimulée par les co-chaperonnes (protéines J).  
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#<>$IJDILBH<=J99<>$K<$O:A$U$7<>$!"KZ$
L’activité ATPase de BiP nécessite une stimulation par des cofacteurs. Ces derniers 

agissent comme des co-chaperonnes. Ils appartiennent à la famille des Hsp40 et possèdent un 

domaine J qui permet leur interaction avec les Hsp70, d’où leur autre nom « protéines J » 

(Awad et al., 2008). Dans le RE, ces co-chaperonnes de BiP sont au nombre de sept et sont 

nommées ER-localized DnaJ proteins (ERdj) 1 à 7. Elles modulent les différentes fonctions 

de BiP : translocation co-traductionnelle des peptides (ERdj1 et 2), repliement (ERdj1, 2, 3 et 

6) et rétro-translocation de protéines destinées à la dégradation (ERdj4 et 5). Les fonctions de 

ERdj7 sont encore mal comprises (Otero et al., 2010).  

L’échange de l’ADP contre l’ATP est réalisé par des Nucleotide Exchange Factors 

(NEF) comme Bap/Sil1 (Shomura et al., 2005) ou Grp170 (Dragovic et al., 2006). L’équilibre 

entre les ERdj et les NEF serait important pour réguler l’activité chaperonne de BiP du moins 

sur certaines protéines « clientes » (Zhao et al., 2010).  

 

!9KJH7B>G:9<-Q"AXY$
GRP94 est le seul représentant de la famille des Hsp90 dans le RE. Le spectre de 

protéines « clientes » de GRP94 est plus restreint que celui de BiP, et toutes les protéines ne 

nécessitent pas l’activité chaperonne de GRP94 (Eletto et al., 2010). Aucune séquence ou 

motif structural n’a été identifié comme élément consensus reconnu par GRP94. Dans le 

processus de repliement des protéines, GRP94 agirait après BiP en se liant aux intermédiaires 

de repliement plus avancés (Eletto et al., 2010), ce qui rappelle la séquence d’action des 

Hsp70 et Hsp90 dans le cytoplasme (Wegele et al., 2006). La coordination fonctionnelle de 

GRP94 et de BiP est soulignée par le fait que quand l’une des deux chaperonnes est absente 

génétiquement ou inactivée par des moyens pharmacologiques, l’autre est up-régulée (Eletto 

et al., 2012).  

Comme BiP, le fonctionnement de GRP94 dépend des cycles d’hydrolyse de l’ATP 

(Ostrovsky et al., 2009), cependant aucun cofacteur accélérant l’activité ATPase, ni aucun 

NEF n’a été identifié pour GRP94.  

 

*N*N.N$#<>$7<I?:9<>$5&[$<?$5"1$
 La CNX, une protéine transmembranaire et son homologue soluble CRT sont des 

lectines intra-réticulaires qui se lient aux chaînes glycaniques polymannoses des N-

glycoprotéines lorsque les deux glucoses périphériques ont été clivés par les enzymes 

Glucosidases I et II (GI et GII) (Vassilakos et al., 1998) (Fig 3) (cf §1.2.1 p23). CNX se lie 
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plutôt aux glycoprotéines transmembranaires, tandis que CRT se lie préférentiellement aux 

glycoprotéines solubles (Wada et al., 1995). CNX/CRT sont impliquées dans le repliement 

des glycoprotéines à la fois directement en tant que chaperonnes, et indirectement en recrutant 

ERp57, une enzyme de la famille des PDI qui catalyse la formation de ponts disulfures 

(Oliver et al., 1999). 

 

*N*N0N$#<>$A3%$<?$7<>$AA%$$
 La famille des PDI, dont les principaux membres sont présentés dans le Tableau 1, est 

composée d’oxydoréductases qui catalysent l’oxydation des groupements thiols des cystéines 

(formation de ponts disulfure), leur réduction (coupure) ou leur isomérisation (réarrangement) 

(Oka and Bulleid, 2013). La déficience de l’un des membres de cette vaste famille peut 

généralement être compensée, partiellement ou totalement, par l’activité des autres 

(Rutkevich et al., 2010). Les PDI ne sont pas redondantes pour autant de par (i) leur 

spécificité de substrats (Jessop et al., 2009), (ii) leur activité préférentielle en tant qu’oxydase 

ou réductase, en fonction de leur potentiel de réduction standard (Määttänen et al., 2010) et 

(iii) leurs activités autres qu’enzymatique. Par exemple, certaines PDI possèdent, en plus de 

leur activité oxydoréductase, une activité chaperone-like (Määttänen et al., 2010). 

 Les PPI, aussi appelées rotamases, forment une autre famille d’enzymes de repliement 

qui catalysent l’isomérisation cis-trans des liens peptidyl-prolyl entre un acide aminé 

quelconque et une proline (Gidalevitz et al., 2013). Dans le RE, deux branches de la famille 

des PPI sont représentées : les cyclophilines et les FK506-binding proteins (FKBP), dont les 

membres les plus étudiés sont présentés dans le Tableau 1.  

 



!!"
"

Tableau 1. Principaux membres de la machinerie de repliement, de contrôle qualité et 
de dégradation des protéines dans le RE.  
 

Famille Principaux membres Fonctions 
Hsp70 BiP/GRP78 Chaperonne  

Contrôle qualité des protéines 
Hsp90 Endoplasmine/GRP94 Chaperonne 
Hsp40 ERdj1-ERdj7 Co-chaperonnes de BiP 

ERdj5 : activité réductase 
Lectines CNX, CRT Chaperonne  

Contrôle qualité des glycoprotéines 
EDEM 1, 2, 3 Elagage des mannoses de la chaîne N-glycanique 
OS9, XTP3B Reconnaissance des protéines à dégrader 

(glycoprotéines et probablement également les 
protéines non glycosylées)  

Enzymes modifiant la 
chaîne N-glycanique 

GI, GII Coupure des résidus glucose de la chaîne N-
glycanique 

GT Contrôle qualité des glycoprotéines 
ER-ManI Elagage des mannoses de la chaîne N-glycanique 

PDI PDI (PDIA1) 
ERp57 (PDIA3) 
ERp72 (PDIA4) 
P5 (PDIA6) 

Formation, rupture et isomérisation des ponts 
disulfures 

PPI Cyclophiline B 
FKBP13, 23, 65 

Isomérisation cis-trans des liaisons peptidyl-prolyl 

 
 

*N.N$5J9?=\7<$]CB7:?@$K<>$H=J?@:9<>$$
 L’importance cruciale d’un repliement adéquat des protéines a conduit à la mise en 

place, au cours de l’évolution, d’un système de contrôle qualité visant à vérifier la 

conformation des protéines pendant et à l’issue des étapes de repliement. Le contrôle qualité 

est basé sur la reconnaissance des séquences hydrophobes par deux principaux 

« examinateurs » : la chaperonne BiP (Flynn et al., 1991) et l’enzyme UDP-glucose-

Glycoprotein Glucosyl Transferase (GT) (Caramelo et al., 2003). Tant qu’une protéine expose 

des parties hydrophobes, elle sera retenue dans le RE pour compléter son repliement et 

atteindre sa conformation native. Elle subira des contrôles répétitifs jusqu’à ce qu’elle soit 

correctement repliée. A la fin de chaque contrôle, soit la protéine est correctement repliée et 

pourra être transportée vers l’appareil de Golgi, soit elle est identifiée comme définitivement 

mal/non repliée et sera adressée vers les voies de dégradation.  

 Il existe deux systèmes de contrôle qualité des protéines dans le RE. Le premier, basé 

sur la reconnaissance des séquences hydrophobes par BiP, est commun à toutes les protéines, 

qu’elles soient glycosylées ou non. Le deuxième est propre aux glycoprotéines car il est basé 

à la fois sur la reconnaissance des séquences hydrophobes par la GT et sur la structure de la 

chaîne N-glycanique. Ce dernier système, nommé « système basé sur le code glycane », est 
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bien mieux décrit que le premier basé sur BiP. De ce fait, il sera présenté en premier afin de 

servir d’exemple pour illustrer les principes de fonctionnement d’un système de contrôle 

qualité des protéines. 

 

*N.N*N$'^>?MG<$K<$IJ9?=\7<$]CB7:?@$_B>@$>C=$7<$`$IJK<$E7^IB9<$a$
 Dès que la chaîne peptidique, en cours de traduction, émerge dans la lumière du RE, le 

complexe enzymatique Oligosaccharyl Transferase (OST), associé au translocon, transfère en 

bloc une chaîne glycanique de formule unique : Glc3-Man9-GlcNAc2 (Fig 3 et Fig 4) sur le 

résidu Asn de la séquence consensus Asn-X-Ser/Thr (Chavan and Lennarz, 2006). Ce 

processus de N-glycosylation est distinct du processus de O-glycosylation dans l’appareil de 

Golgi, qui consiste en l’ajout successif de sucres individuels sur les groupements –OH des 

acides aminés Ser et Thr (Stanley, 2011). Ce chapitre n’abordant que la glycosylation des 

protéines dans le RE, la N-glycosylation sera par la suite désignée par glycosylation. 

La chaîne glycanique transférée en bloc est rapidement modifiée par les enzymes GI et 

GII, conduisant à une structure mono-glucosylée Glc-Man9-GlcNAc2 reconnue par les 

lectines-chaperonnes CNX/CRT (Vassilakos et al., 1998) (Fig 3). La GII coupe aussi le 

dernier résidu glucose, générant la chaîne déglucosylée Man9-GlcNAc2 qui n’est plus 

reconnue par CNX/CRT. A l’inverse, l’enzyme GT rajoute un résidu glucose, régénérant la 

chaîne glycanique reconnue par CNX/CRT (Caramelo et al., 2003). La GT ne reconnaissant 

son substrat que s’il expose des patches hydrophobes, seules les glycoprotéines 

incomplètement repliées sont de nouveau adressées vers le complexe CNX/CRT-ERp57 afin 

de poursuivre leur repliement. L’ensemble de ces événements constitue le cycle CNX/CRT, 

qui peut se répéter plusieurs fois pour une même glycoprotéine. 
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Figure 3. Modifications des chaînes N-glycaniques des glycoprotéines dans le RE (adapté 
de Benyair et al., 2011) 
Dans la chaîne glycanique de formule unique (à gauche) transférée sur un résidu Asn, les 
résidus Glc, Man et GlcNAc sont représentés respectivement par des triangles, des ronds et 
des carrés. Les deux résidus Glc en blanc sont coupés par les enzymes glucosidases I et II (GI 
et GII), donnant la structure monoglucosylée reconnue par CNX/CRT (au milieu). Le résidu 
Glc en rouge peut être coupé par la GII ou rajouté à nouveau par l’UDP-glucose-Glycoprotein 
Glucosyl Transferase (GT). Les résidus !1,2-Man en bleus sont ceux qui peuvent être coupés 
par les protéines réticulaires à activité mannosidase.  
 

Afin d’éviter les cycles répétitifs et les tentatives inutiles de repliement, les 

glycoprotéines définitivement mal/non repliées sont retirées du cycle CNX/CRT et adressées 

vers la dégradation, cela par le processus d’élagage des résidus mannoses !1,2 (mannose 

trimming) de la chaîne glycanique (résidus en bleu dans la Fig 3). Les enzymes responsables 

de l’élagage des mannoses sont la ER !1,2-Mannosidase I (ER-ManI) (Tremblay and 

Herscovics, 1999) et les protéines ER Degradation-Enhancing !1,2-Mannosidase-like 

(EDEM 1, 2 et 3 chez les mammifères) (Hirao et al., 2006; Hosokawa et al., 2010). Les 

protéines EDEM sont des lectines qui accélèrent l’élagage des mannoses probablement en 

stimulant l’activité mannosidase de la ER-ManI et/ou en étant elles-mêmes des mannosidases. 

Les lectines EDEM reconnaitraient les chaînes glycaniques dont un ou plusieurs résidus 
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mannose ont été coupés par la ER-ManI (Hosokawa et al., 2001), cependant la nature exacte 

de ces structures n’est pas encore bien caractérisée.  

Plus une glycoprotéine séjourne longtemps dans le RE, plus grand sera le nombre de 

résidus mannose !-1,2 de sa chaîne glycanique coupés, jusqu’à la génération de structures 

Man6-5GlcNAc2 (Hosokawa et al., 2003). L’élagage des mannoses agit comme un 

« minuteur » du contrôle qualité des glycoprotéines (Fig 4) par plusieurs mécanismes.  

• La coupure progressive des mannoses réduit l’efficacité de reglucosylation par la GT, 

même si le résidu mannose (a) (cf Fig 3) est toujours présent (Sousa et al., 1992). Cela 

permet d’éviter l’association répétitive de la glycoprotéine à CNX/CRT.  

• Plus l’élagage des mannoses est avancé, notamment les résidus de la branche D1 (cf 

Fig 3), moins la glycoprotéine a de chance d’être reconnue par les lectines comme ER-

Golgi intermediate compartment 53 (ERGIC53), Vesicular integral membrane protein 

36 (VIP36) et VIP36-like protein (VIPL), qui servent de récepteurs pour concentrer les 

protéines dans les vésicules recouvertes d’un manteau protéique de type Coat Protein 

complex II (COPII) en route pour l’appareil de Golgi (Kamiya et al., 2008) (cf §1.3 

p27).  

• Les structures Man7-5GlcNAc2 issues d’un élagage extensif des mannoses sont 

reconnues préférentiellement par les lectines spécifiques de la dégradation comme 

l’Osteosarcoma amplified 9 (OS9) et la XTP3-transactivated gene B protein (XTP3B) 

(Frenkel et al., 2003; Hosokawa et al., 2009a).  

 
 En résumé, une glycoprotéine reconnue par les lectines/mannosidases EDEM sera 

extraite progressivement des cycles CNX/CRT et identifiée comme protéine à dégrader quand 

elle sera reconnue par les lectines OS9 ou XTP3B (Groisman et al., 2011).  
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Figure 4. Contrôle qualité des protéines dans le RE (adapté de Määttanen, 2010) 
Pour des raisons de simplicité, le contrôle qualité (CQ) des protéines est illustré selon qu’elles 
sont glycosylées (à droite) ou non (à gauche). L’intervention de BiP dans le contrôle qualité 
des glycoprotéines n’est pas présentée. 
 

*N.N.N$'^>?MG<$K<$IJ9?=\7<$]CB7:?@$_B>@$>C=$O:A$
Comparé au système basé sur le « code glycane », le système de contrôle qualité basé 

sur la reconnaissance des séquences hydrophobes par BiP reste moins bien décrit. Moins une 

protéine est repliée, plus elle expose des séquences hydrophobes qui seront reconnues par BiP 

(Flynn et al., 1991), ce qui retient la protéine dans le RE. La décision entre la poursuite du 

repliement ou l’adressage vers les voies de dégradation dépendrait de la stabilité de la liaison 

de BiP, car il a été montré que l’association in vitro de BiP à des modèles de protéines mal 

repliées est plus stable comparée aux protéines normales (Sörgjerd et al., 2006). Cette stabilité 

semblerait être modulée par les co-chaperonnes de BiP. En effet, ERdj3 (Jin et al., 2009) et 
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ERdj4 (Dong et al., 2008) peuvent se lier directement aux protéines « clientes » 

indépendamment de BiP, ce qui laisse penser que ces co-chaperonnes pourraient elles aussi 

reconnaître l’état de repliement de la protéine et influencer la stabilité de la liaison de BiP à 

ses « clientes », et donc leur devenir.  

 Par ailleurs, plusieurs modèles de protéines destinées à la dégradation co-précipitent 

avec BiP et les composants du complexe de rétro-translocation (Dong et al., 2008; Okuda-

Shimizu and Hendershot, 2007) (cf §1.4.1 p29). Cela suggère que l’association prolongée de 

BiP aux protéines non/mal repliées constituerait un mécanisme de contrôle qualité et 

d’adressage vers les voies de dégradation.  

Les mécanismes de contrôle qualité des protéines non glycosylées semblent en fait 

encore plus complexes dans la mesure où il a été montré que ces dernières peuvent aussi être 

reconnues par les lectines XTP3B, OS9 et EDEM, sans que les bases moléculaires de ces 

interactions aient pu être établies (Christianson et al., 2008; Cormier et al., 2009; Tang et al., 

2014). 

 

*N0N$!bHJ=?B?:J9$K<>$H=J?@:9<>$IJ==<I?<G<9?$=<H7:@<>$;<=>$78BHHB=<:7$K<$QJ7E:$
 L’exportation des protéines du RE vers l’appareil de Golgi se fait par l’intermédiaire 

de transporteurs vésiculaires recouverts d’un manteau protéique de type COPII qui 

bourgeonnent à partir du RE (Fig 5). L’empaquetage des cargos dans les vésicules COPII 

peut suivre deux modèles non exclusifs : le modèle « bulk flow » dans lequel certains cargos 

sont empaquetés de manière non spécifique et le modèle « sélection et concentration de 

cargos » qui fait intervenir des récepteurs (Barlowe, 2003). Les cargos transmembranaires 

sont recrutés vers les sites de bourgeonnement grâce aux motifs d’export dans leur partie 

cytoplasmique, qui permettent l’interaction avec le manteau COPII (Mancias and Goldberg, 

2008). Pour les cargos solubles, ils sont reconnus par des récepteurs de cargos, qui eux sont 

transmembranaires et peuvent interagir avec le manteau. Ces récepteurs sont de trois types : la 

famille des L-type lectines (qui regroupe ERGIC53, VIPL et VIP36) (Nufer et al., 2003), la 

famille des protéines p24 (Strating and Martens, 2009) et la famille des ER-derived Vesicle 

proteins (Belden and Barlowe, 2001). Quelques déterminants sur les cargos solubles qui 

permettent l’interaction avec les récepteurs ont été identifiés, dont certaines structures 

glycaniques (Kamiya et al., 2008).  
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Figure 5. Concentration des cargos dans les vésicules COPII (adapté de Venditti et al., 
2014) 
Sec12, situé à la membrane du RE, catalyse l’échange du GDP contre un GTP sur la petite 
GTPase Sar1. Sar1-GDP est soluble tandis que Sar1-GTP est ancrée à la membrane du RE. 
Sar1-GTP recrute Sec23/Sec24, puis Sec13-Sec31, l’ensemble formant le manteau COPII. 
Les cargos transmembranaires sont incorporés dans la vésicule COPII grâce à leur interaction 
avec Sec24. Les cargos solubles sont reconnus par les récepteurs de cargos qui eux sont 
transmembranaires et peuvent interagir avec le manteau (ces récepteurs ne sont pas 
représentés dans la figure). 
  

Comment le RE s’assure-t-il que seules les protéines correctement repliées sont 

exportées? Plusieurs mécanismes ont été proposés. 

• Le modèle général est plutôt la rétention dans le RE de tout ce qui n’est pas « prêt » à 

être exporté. La machinerie de contrôle qualité qui interagit avec les protéines 

réduirait leur mobilité et ainsi leur accès aux sites de bourgeonnement. Elle peut aussi 

générer des gênes stériques ou masquer les signaux d’export, ce qui empêche les 

protéines mal/non repliées d’être capturées dans les vésicules COPII (Ellgaard and 

Helenius, 2003).  

• Il pourrait exister un contrôle qualité exercé directement par les récepteurs de cargos, 

basé sur l’identification d’un déterminant conformationnel sur le cargo, comme dans 

le cas de l’interaction de la procathepsine Z avec ERGIC53 (Appenzeller-Herzog, 

2005).  

• L’empaquetage dans les vésicules COPII pourrait demander une combinaison de 

signaux d’export sur le cargo. Ainsi, les protéines exposeraient plus ou moins de 

signaux d’export, en fonction de leur état de repliement, et de ce fait interagiraient 

avec plus ou moins d’affinité avec les récepteur de cargos (ou les composants du 

manteau) (Barlowe, 2003)."
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 L’absence de protéases dans le RE implique que les protéines à dégrader, luminales ou 

membranaires, soient extraites du RE et adressées soit vers le protéasome soit vers les 

lysosomes. Les protéines mal/non repliées et identifiées comme protéines à dégrader sortent 

du RE par plusieurs mécanismes. 

• La plupart sont rétro-transloquées vers le cytoplasme via un canal protéique assemblé 

dans la membrane du RE, appelé « rétro-translocon » ou « dislocon », et seront prises 

en charge par le protéasome (un phénomène appelé « rétro-translocation », ou 

« dislocation »). Pour des raisons historiques, le terme « ER-associated degradation » 

(ERAD), malgré son sens large, est restreint à ce mécanisme de dégradation. En 

conséquence, le terme « dégradation des protéines du RE » est utilisé pour désigner 

l’ensemble des mécanismes de dégradation. 

• Les protéines qui ont tendance à former des agrégats dans le RE, ou des complexes 

multiprotéiques préassemblés, en raison de leur grande taille, ne peuvent pas être 

rétro-transloqués via un canal protéique, ni être dégradés dans la cavité protéolytique 

20S du protéasome. Ces entités sont ségrégées du RE par l’intermédiaire des 

autophagosomes (voie de la réticulophagie) ou par une catégorie de vésicules 

contenant la lectine EDEM1 (voie des vésicules EDEM) et dégradées dans les 

lysosomes.  

 

*NYN*N$FJ:<$!"63$
La voie ERAD consiste en la rétro-translocation des protéines, leur ubiquitination et 

leur dégradation dans le protéasome. Le complexe de rétro-translocation est un complexe 

multiprotéique organisé à la membrane du RE, qui implique des protéines transmembranaires, 

luminales et cytosoliques (Merulla et al., 2013) (Fig 6). Il permet de coordonner spatialement 

et temporellement la réception, la rétro-translocation proprement dite et l’ubiquitination du 

substrat avant sa dégradation par le protéasome 26S. Chez la levure comme chez les 

mammifères, il existe différents complexes de rétro-translocation. Chaque substrat de la voie 

ERAD a une préférence plus ou moins stricte pour un type particulier de complexe, selon 

l’endroit où se situe le défaut de repliement (partie luminale, transmembranaire ou 

cytosolique), quoique cette affirmation soit moins évidente chez les mammifères (Carvalho et 

al., 2006). Par ailleurs, les protéines glycosylées et non glycosylées requièrent des facteurs 

distincts de la voie ERAD (Okuda-Shimizu and Hendershot, 2007).  
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Figure 6. Organisation du complexe de rétro-translocation autour de son substrat, 
exemple du complexe HRD1 (adapté de Merulla et al., 2013) 
Les protéines mal/non repliées sont reconnues par EDEM1, OS9, XTP3B ou BiP, qui 
interagissent avec SEL1L. En présence de Herp, le complexe s’assemble autour du substrat. 
La protéine à dégrader est rétro-transloquée vers le cytoplasme par l’intermédiaire du canal 
protéique formé par Derlin. Ce processus est assisté par BiP, des PDI et des PPI du côté 
luminal et VCP/p97 du côté cytoplasmique. Dès que la protéine émerge dans le cytoplasme, 
elle est ubiquitinylée par HRD1, ce qui conduit à sa dégradation dans le protéasome.  

 

La première étape de la voie ERAD consiste en l’identification des substrats à 

dégrader. Les défauts de repliement situés dans la partie luminale des protéines sont reconnus 

par BiP et les lectines spécifiques de la voie ERAD comme EDEM, OS9 ou XTP3B 

(Groisman et al., 2011). Quant aux défauts de repliement situés dans la partie cytoplasmique 

d’une protéine transmembranaire du RE, ils sont reconnus par les chaperonnes cytosoliques 

comme Hsp70 (Grove et al., 2011).  

Ces lectines et chaperonnes délivrent ensuite la protéine à dégrader à un composant du 

complexe de rétro-translocation qui joue le rôle de récepteur de substrats. Par exemple, dans 

le cas du complexe organisé autour de l’Ubiquitine ligase HMG-CoA Reductase Degradation 

protein 1 (HRD1), la réception du substrat est assurée par la protéine Sel-1 suppressor of lin-

12-like (SEL1L). Cette dernière interagit avec EDEM1, OS9, XTP3B et BiP (Christianson et 

al., 2008; Cormier et al., 2009; Hosokawa et al., 2008). Suite à la réception du substrat par 

SEL1L, le complexe de rétro-translocation s’assemble grâce à la protéine Endoplasmic 

Reticulum stress-inducible protein (Herp) (Leitman et al., 2014).  
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Plusieurs candidats ont été proposés comme jouant le rôle de canal de rétro-

translocation en se basant sur leur structure polytopique et leur interaction directe avec les 

substrats : la famille des Derlins (Lilley and Ploegh, 2004), Sec61 qui est aussi le canal de 

translocation co-traductionnelle des protéines dans le RE (Plemper et al., 1997), et 

l’Ubiquitine ligase HRD1 (Carvalho et al., 2010).  

Des deux côtés de la membrane, plusieurs facteurs assistent à la rétro-translocation du 

substrat. Au niveau luminal, BiP et les membres de la famille des PDI et PPI contribuent à 

déplier le substrat, du moins partiellement (Dong et al., 2008; Bernasconi et al., 2010). Au 

niveau cytoplasmique, le complexe enzymatique VCP/p97, recruté par le complexe de rétro-

translocation, utilise l’hydrolyse de l’ATP probablement pour déplier les substrats et 

également les « tirer » physiquement vers le cytoplasme. VCP/p97 est présent dans tous les 

complexes de rétro-translocation et est indispensable à la voie ERAD (Rabinovich et al., 

2002; Ye et al., 2005).  

 Le substrat est ubiquitinylé au fur et à mesure qu’il émerge dans le cytoplasme grâce à 

des enzymes de type E2 et E3 du système ubiquitine qui font partie intégrante du complexe de 

rétro-translocation (Kostova et al., 2007). Chez les mammifères, il existe plusieurs E3 ligases 

dont beaucoup sont encore mal caractérisées mais qui semblent agir de manière substrat-

spécifique (Kostova et al., 2007). L’ubiquitinylation du substrat mène à sa dégradation dans le 

protéasome 26S. 
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 La réticulophagie est une forme particulière de l’autophagie, qui séquestre de manière 

sélective des portions du RE dans des autophagosomes selon un mécanisme encore mal 

caractérisé (Bernales et al., 2007) (Cebollero et al., 2012). Sachant que le RE est l’une des 

sources membranaires des autophagosomes (cf §4.2.3 p72), il est proposé qu’au cours de la 

réticulophagie, la membrane du RE soit localement remodelée de sorte que les parties du RE à 

dégrader seront enveloppées dans les membranes du même compartiment avant d’être 

détachées du reste du RE et dégradées dans les lysosomes (Fig 7). 
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Figure 7. Visualisation par microscopie électronique d’un autophagosome contenant des 
portions du RE (Bernales et al., 2007)  
On note la présence de ribosomes à la fois sur les deux couches de membrane qui délimitent 
l’autophagosome et sur la membrane contenue dans celui-ci, ce qui suggèrent que ces 
membranes dérivent, du moins partiellement, du RE. 
 

 Plusieurs études ont montré que les agrégats protéiques qui se forment dans le RE ne 

sont pas dégradés par la voie ERAD mais par réticulophagie car :  

• l’inhibition de la machinerie autophagique augmente le nombre d’agrégats protéiques 

au sein du RE, ce qui suggèrent que ces agrégats sont normalement séquestrés dans les 

autophagosomes directement à partir du RE, sans passer par une étape intermédiaire 

dans le cytoplasme (Kruse et al., 2006; Kruse, 2005; Kamimoto et al., 2006). "

• ces agrégats co-localisent à la fois avec des protéines résidentes du RE et avec un 

marqueur des autophagosomes (Kamimoto et al., 2006).  

• des portions du RE ont été visualisées, en microscopie électronique, dans un 

autophagosomes qui contient la protéine à dégrader (Teckman and Perlmutter, 2000).  

 
De manière intéressante, la dégradation par l’autophagie ne serait pas simplement un 

moyen pour remédier aux contraintes de taille qui empêchent la dégradation par la voie 

ERAD. Le mutant E90K du récepteur gonadotropin-releasing hormone receptor, même s’il 

ne forme pas d’agrégats, est résistant à la dégradation par la voie ERAD, et est dégradé 

spécifiquement par la voie de l’autophagie (Houck et al., 2014). Cela suggère que la 

dégradation par réticulophagie pourrait être spécifique du substrat (Fig 8).  

ER-Phagy

with this notion, various other mutants of known autophagy genes, 
which are viable under normal growth conditions, died upon UPR 
activation. A mutant lacking functional vacuolar proteases, however, 
survived. This finding indicates that the primary benefit of ERAs 
formation in the face of severe folding stress is the selective sequestra-
tion rather than the degradation of parts of the ER.

Thus, our study revealed an important link between the UPR 
and autophagy and has identified a new branch of autophagy, which 
we term ER-phagy. This discovery extends the group of organ-
elle-selective modes of macroautophagy: pexophagy for engulfing 
peroxisomes, mitophagy for engulfing mitochondria, and ER-phagy 
for engulfing ER membranes. Physiologically, the role of ER-phagy 
may be two-fold: (1) the formation of ERAs during folding stress 
may serve to sequester parts of the ER that are damaged or contain 
protein aggregates that cannot be disposed of in other ways, and 
(2) ER-phagy may reduce the size of the ER back to normal once 
the folding stress subsides. ER-phagy could therefore represent an 
important degradative functionality of the UPR and be an integral 
player in achieving homeostatic control. In this regard, ER-phagy 
may be analogous to the regulation of peroxisome abundance, 
whose biogenesis is balanced by pexophagy, and to the regulation of  
mitochondrial abundance, whose biogenesis is thought to be 
balanced by mitophagy.6,7

Our conclusions are in agreement with a series of recent studies, 
both in yeast and in mammalian cells, that have revealed different 
aspects of the connection between the UPR and autophagy described 
above. In yeast, work from Ohsumi’s group first suggested that ER 
components can be delivered to the vacuole by starvation-induced 
autophagy.8 Two studies using overexpression of proteins that are 
prone to aggregation in the ER then discovered that autophagy is 
involved in the clearance of misfolded proteins,9,10 and another 
report showed that UPR activation induces autophagy.11 In mamma-
lian cells, autophagy also seems to be needed to rid the ER of protein 
aggregates,12 and ER stress triggers LC3 lipidation, suggesting 
that autophagy is activated.13 Finally, two further studies showed 
that UPR activation induces the accumulation of autophago-
somes.14,15 Intriguingly, autophagosomes elicited by folding stress 
“often contained multi-lamellar structures” that were not observed 
in starvation-induced autophagosomes.14 This finding raises the 
possibility that ER stress causes the generation of ERAs also in 
mammalian cells.

ER-phagy promises to shed new light on general questions 
concerning the mechanisms of autophagy. First, the origin of 
the limiting double membrane of autophagosomes has been a 
long-standing open question.16 The ER has been suspected to serve 
as a membrane source, but evidence for this proposal has not been 
conclusive.17,18 Our study now shows that the ER membrane can 
indeed by used to build autophagosomes. Second, the events that 
occur between the completion of an autophagosome and its fusion 
with the degradative compartment, the vacuole in yeast and lyso-
somes in mammalian cells, are poorly understood. In mammalian 
cells, autophagosomes may fuse with endosomes before they reach 
lysosomes.19 No intermediate steps during the delivery of completed 
autophagosomes have so far been identified in yeast. However, ERAs 
apparently remain in the cytosol under UPR-inducing conditions, 
suggesting that fusion with the vacuole can be regulated (or at least 
temporarily be suspended). Third, the identification of the molecules 
involved in ER-phagy, which already include many of the known 

Figure 1. ER-containing autophagosomes (ERAs). Electron micrograph image 
of a representative UPR-induced wild-type cell that contains ERAs. Nuclei and 
cytoplasm are indicated as N and C, respectively.

Figure 2. Visualization of ERA membranes. High-pressure freezing/freeze 
substitution image of an ERA to reveal the membrane content. Note that both 
content and delimiting membranes contain bound ribosomes, and therefore 
are at least partially derived from the ER.
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Tout comme les remodelages membranaires au cours de la réticulophagie, les 

mécanismes par lesquels les protéines réticulaires à dégrader sont concentrées dans les 

autophagosomes restent inconnus.  

 

 
Figure 8. Modèle des différentes voies de dégradation des protéines du RE (adapté de 
Buchberger, 2014 et de Le Fourn et al., 2013)  
Les protéines natives (en vert clair) sont exportées vers l’appareil de Golgi. Les protéines 
mal/non repliées dans le RE (dont quelques exemples sont notés dans la figure sont dégradées 
par différentes voies. 1. La plupart (en rouge) sont dégradées par la voie ERAD. 1a. 
L’exemple présenté concerne une protéine transmembranaire avec des défauts de repliement 
dans la partie cytosolique, reconnus par les chaperonnes Hsp70 (cytosolique) (en marron) et 
JB12 (transmembranaire du RE) (forme notée J en orange). La protéine est ubiquitinylée par 
l’ubiquitine ligase RMA1 (en violet) et dégradée dans le protéasome. 1b. Si après rétro-
translocation la protéine forme des agrégats dans le cytoplasme, ceux-ci seront dégradés par 
agréphagie. 2 et 3. Certaines protéines mal/non repliées ayant tendance à former des agrégats 
(2) ou non (3) (en bleu sombre) seraient dégradées par réticulophagie. Bien que la protéine 
E90K (en bleu sombre) se retrouve dans le complexe de rétro-translocation (Derlin et RMA1), 
elle n’est pas ubiquitinylée ni rétro-transloquée. Le complexe Vps35/Beclin-1 (Bec-1), un des 
complexes qui initient la formation des autophagosomes, interagit avec la chaperonne JB12. 
4. Les vésicules EDEM, qui contiennent EDEM1 (en turquoise) permettent d’extraire 
certaines protéines du RE (en vert foncé). Les mécanismes menant à la dégradation du 
contenu des vésicules EDEM dans les lysosomes restent en débat (présence du signe « ? »). 
En effet, soit la vésicule EDEM fusionne directement avec les lysosomes, soit il y a une 
dissolution de sa couche lipidique selon un mécanisme inconnu, et les protéines 
précédemment contenues dans les vésicules seront dégradées par agréphagie. 
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Des travaux récents ont identifié une nouvelle catégorie de vésicules bourgeonnant du 

RE. Ces vésicules (i) ne sont pas recouvertes de manteau COPII et (ii) sont distinctes des 

autophagosomes car elles possèdent une simple membrane et sont recouvertes de la forme I 

de la protéine Microtubules-associated protein-light chain 3 (LC3-I), et non de la forme LC3-

II, qui est un marqueur des autophagosomes (Zuber et al., 2007; Calì et al., 2008) (la 

conversion de la forme LC3-I à LC3-II est détaillée dans la partie cf §4.2.2 p68). Ces 

vésicules ont été nommées « EDEMosomes », ou « vésicules EDEM » car elles contiennent, 

entre autres, la lectine EDEM1. Elles ont aussi été nommées « vésicules de régulation 

d’ERAD (ERAD tuning) » car elles permettent de ségréger certains acteurs de la machinerie 

ERAD tels que EDEM1, OS-9 et SEL1L hors du RE et de les mener à la dégradation dans les 

lysosomes, contrôlant ainsi la quantité d’acteurs disponibles dans le RE pour l’activité ERAD 

(Bernasconi et al., 2012) (détaillé dans le §1.5.3 p36). De manière intéressante, les vésicules 

EDEM peuvent aussi contenir des protéines mal/non repliées (Zuber et al., 2007) ou des 

complexes multiprotéiques (Le Fourn et al., 2013) à dégrader. Ainsi, les vésicules EDEM 

constituent une autre voie de dégradation des protéines du RE, à côté de la voie ERAD et de 

la voie par réticulophagie.  

Le mécanisme qui mène à la dégradation du contenu des vésicules EDEM dans les 

lysosomes n’est pas clairement établi. Le groupe de Roth a montré que dans le cytoplasme, la 

couche lipidique des vésicules EDEM est dissoute selon un mécanisme inconnu, et que les 

protéines précédemment contenues dans ces vésicules sont dégradées par agréphagie, une 

forme d’autophagie qui cible de manière sélective les agrégats protéiques (Le Fourn et al., 

2013; Fourn et al., 2009; Park et al., 2014) (cf §4.1.2 p64 pour les différentes formes 

d’autophagie sélective). Par contre, d’autres études ont montré que la machinerie 

autophagique n’était pas nécessaire pour la dégradation du contenu des vésicules EDEM, et 

ont proposé que ces dernières fusionnent avec les lysosomes (Calì et al., 2008; Reggiori et al., 

2010). 

 

*N+N$5JGHB=?:G<9?B?:J9$KC$"!$
 L’ensemble des données présentées précédemment suggère que le RE ne doit pas être 

considéré comme un compartiment homogène. Les diverses fonctions du RE (repliement et 

contrôle qualité des protéines, exportation des protéines correctement repliées vers l’appareil 

de Golgi et dégradation des protéines mal/non repliées) sont effectivement très 

compartimentées (Leitman et al., 2013) (Fig 9). 
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Figure 9. Modèle de compartimentation du RE (adapté de Leitman et al., 2013)  
Le RE rugueux (RER) se distingue du RE lisse (REL) par l’association des ribosomes à leur 
membrane. 1. Le RER est le lieu de translocation co-traductionnelle et de début de repliement 
des protéines de la voie sécrétoire conventionnelle. 2. Le cycle CNX/CRT assure le contrôle 
qualité des glycoprotéines (Le contrôle qualité des protéines non glycosylées n’est pas 
représenté). 3. Si la protéine atteint sa conformation native, elle sera dirigée vers les sites ER 
exit sites (ERES) pour être exportée vers l’appareil de Golgi. 4. L’élagage des mannoses 
permet d’extraire la protéine des cycles CNX/CRT si elle n’arrive pas à atteindre sa 
conformation native. La protéine identifiée comme définitivement mal/non repliée sera 
transportée de la périphérie du RE vers le sous-compartiment ERQC situé dans la région péri-
centrosomale, avec l’aide de Bap31 et probablement de CNX/CRT et des protéines EDEM. 
D’autres acteurs de la voie ERAD comme OS9, XTP3B, SEL1 et le complexe de rétro-
translocation sont concentrés dans le sous-compartiment ERQC. La dégradation des protéines 
par la voie de l’autophagie n’est pas restreinte au sous-compartiment ERQC et n’est pas 
présentée dans cette figure. 5. EDEM1, OS9 et SEL1L sont ségrégés du RE dans des 
vésicules recouvertes de LC3-I, et seront dégradés dans les lysosomes. 
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 Les sites ER exit sites (ERES) sont des sites particuliers du RE d’où bourgeonnent les 

vésicules COPII en route pour l’appareil de Golgi (Hammond and Glick, 2000). Plusieurs 

bourgeonnements peuvent être initiés à partir d’un site ERES, grâce au recyclage des 

composants du manteau COPII. Les ERES sont localisés dans les zones du RE dépourvues de 

ribosomes. Ils sont situés dans la région périnucléaire, mais aussi répartis vers la périphérie. 

Les raisons de leur localisation restreinte ne sont pas complètement comprises. Il a été montré 



#&"
"

que Sec16 joue un rôle d’échafaudage dans l’organisation des ERES, et participe ainsi à la 

définition de leur localisation (Watson et al., 2006). 
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L’inhibition de la voie ERAD ou la perturbation du repliement des protéines conduit à 

une accumulation de protéines mal/non repliées dans un sous-compartiment spécifique du RE, 

situé dans la région péri-centrosomale. Dans ces conditions, CNX/CRT, EDEM1 ainsi que 

des composants du complexe de rétro-translocation comme Herp, HRD1, Derlin-1, VCP/p97 

se concentrent dans ce sous-compartiment alors que BiP, PDI, ERp57 et GT restent 

distribuées de manière homogène dans le RE (Kamhi-Nesher et al., 2001; Frenkel et al., 2004; 

Kondratyev et al., 2007). De manière intéressante, OS9 et ER-ManI sont constitutivement 

localisés dans ce sous-compartiment (Avezov et al., 2008; Ron et al., 2011). Ces observations 

suggèrent qu’il s’agit d’un sous-compartiment où se déroule la dégradation des protéines par 

la voie ERAD, avec des acteurs présents en permanence, et d’autres acteurs qui y sont 

recrutés pour renforcer l’activité ERAD lors d’une accumulation de protéines mal/non 

repliées.   

Lorsqu’il a été mis en évidence, ce sous-compartiment a été nommé sous-

compartiment ER Quality Control (ERQC) car il était considéré comme le site où a lieu 

« l’ultime » contrôle qualité d’une protéine avant que celle-ci ne soit adressée vers la 

machinerie de dégradation (Kamhi-Nesher et al., 2001). Ce nom historique sera conservé dans 

la suite de ce manuscrit. 
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 Le processus ERAD tuning consiste en la dégradation rapide des acteurs de la voie 

ERAD, donnant un avantage cinétique aux protéines en cours de repliement afin qu’elles ne 

soient pas dégradées. Tandis que HRD1 et Herp sont dégradées dans le protéasome (Hori et 

al., 2004; Iida et al., 2011), EDEM1, OS9 et SEL1L sont dégradées par un mécanisme 

similaire mais distinct de l’autophagie. Il a été montré que EDEM1 et OS9 quittent le RE de 

manière sélective dans des vésicules recouvertes de la protéine LC3-I, et seront dégradés dans 

les lysosomes (Calì et al., 2008; Reggiori et al., 2010). Le recrutement d’EDEM1 et d’OS9 

dans ces vésicules est médié par SEL1L, qui interagit avec EDEM1 et OS9 via sa partie 

luminale et avec LC3-I via sa partie cytoplasmique (Bernasconi et al., 2012). Ces vésicules, 
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appelées EDEMosomes, sont distinctes des autophagosomes et des vésicules COPII (Calì et 

al., 2008).  

 En résumé, les protéines en cours de repliement, qui se trouveraient hors du sous-

compartiment ERQC, seraient protégées de la dégradation par deux mécanismes : d’une part, 

la ségrégation de la machinerie d’ERAD dans le sous-compartiment ERQC et d’autre part, le 

processus ERAD tuning, qui permet de contrôler la disponibilité des acteurs d’ERAD dans les 

zones hors du sous-compartiment ERQC.  
 

 
Le RE est un organite hautement compartimenté, doté d’une machinerie complexe de chaperonnes moléculaires, 

de lectines et d’enzymes qui assurent le repliement et le contrôle qualité des protéines glycosylées et non 

glycosylées de la voie sécrétoire conventionnelle. Les protéines correctement repliées/assemblées sont exportées 

vers l’appareil de Golgi dans les vésicules de transport de type COPII. Au contraire, les protéines mal/non 

repliées et les sous-unités protéiques non assemblées sont adressées vers le cytoplasme où elles seront dégradées 

dans le protéasome ou dans les lysosomes. Les voies de dégradation des protéines du RE (voie ERAD, voie 

impliquant la réticulophagie ou voie impliquant les vésicules EDEM) constituent des voies originales de sortie 

du RE distinctes des vésicules COPII. Elles peuvent ainsi représenter le début de voies de sécrétion non 

conventionnelles, c’est-à-dire des voies de sécrétion qui ne passent pas par l’appareil de Golgi.  
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 Les protéines destinées à la voie sécrétoire, qui portent un peptide signal, sont 

synthétisées dans la lumière du RE puis transportées vers l’appareil de Golgi. Elles y 

subissent d’autres modifications post-traductionnelles et sont alors triées vers leur destination 

finale en fonction des signaux qu’elles portent. Cet ensemble d’événements constitue la voie 

de sécrétion conventionnelle.  

Un certain nombre d’observations indique que d’autres protéines dépourvues de 

peptide signal sont pourtant sécrétées hors de la cellule à partir du cytoplasme. De plus, 

certaines protéines transmembranaires, synthétisées dans le RE, atteignent la membrane 

plasmique sans pour autant passer par l’appareil de Golgi. Ces observations ont conduit à 

l’émergence du concept de voies de sécrétion non conventionnelles. Bien que ces voies soient 

pour l’instant très incomplètement caractérisées, quelques-unes de leurs propriétés communes 

ont pu être mises en évidence. Il s’agit notamment de leur caractère inductible par des 

situations de stress cellulaire, l’implication de la machinerie de l’autophagie et des protéines 

Golgi Re-assembly and Stacking Protein (GRASP). Ce chapitre est dédié aux voies non 

conventionnelles de sécrétion, avec au préalable un bref survol de la voie conventionnelle.  
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Dans la voie de sécrétion conventionnelle, les protéines synthétisées au niveau du RE 

sont d’abord transportées à travers le compartiment intermédiaire ERGIC puis rejoignent les 

citernes de l’appareil de Golgi avant d’atteindre leur destination finale : la membrane 

plasmique (apicale versus basolatérale dans les cellules polarisées), le milieu extracellulaire 

ou les endosomes tardifs/lysosomes (Szul and Sztul, 2011) (Fig 10). La voie sécrétoire n’est 

pas à sens unique : le trafic du RE vers la membrane plasmique est appelé trafic antérograde, 

tandis que celui dans le sens contraire est dit rétrograde. Le trafic rétrograde assure le retour 

du matériel vers les compartiments précédents, comme par exemple le recyclage des 

récepteurs de cargos vers le compartiment d’origine. Il permet ainsi de maintenir l’identité et 

le fonctionnement des compartiments de la voie sécrétoire. Il permet également de concentrer 

progressivement les cargos de la voie antérograde.  

Le transport de protéines entre ces différents compartiments se fait par le biais de 

vésicules de transport qui bourgeonnent à partir du compartiment donneur puis fusionnent 

avec le compartiment accepteur. Les vésicules COPII bourgeonnent à partir du RE et assurent 
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le transport antérograde des protéines correctement repliées vers ERGIC ou la citerne cis-

Golgi (la citerne la plus proche du RE) (Szul and Sztul, 2011). Les vésicules COPI 

bourgeonnent d’ERGIC et de l’appareil de Golgi et assurent : (i) le transport dans les deux 

sens entre ERGIC et la citerne cis-Golgi, (ii) le transport rétrograde d’ERGIC et de la citerne 

cis-Golgi vers le RE et (iii) le transport rétrograde, et probablement aussi antérograde entre 

les citernes golgiennes. Les vésicules à clathrine assurent le transport entre le réseau trans-

golgien (TGN) et les endosomes, ainsi que du TGN et des endosomes vers la membrane 

plasmique (Rodriguez-Boulan and Müsch, 2005).  

 

 
Figure 10. Organisation de la voie sécrétoire conventionnelle (adaptée de Szul and Sztul, 
2011) 
 

 La partie la plus distale de l’appareil de Golgi, le TGN, joue le rôle de centre de tri qui 

adresse les protéines vers leur destination finale, en fonction de leur(s) signal (signaux) 

d’adressage (Rodriguez-Boulan and Müsch, 2005). Les protéines peuvent aussi être 

transportées du TGN vers les endosomes précoces ou les endosomes de recyclage où elles 

sont mélangées aux protéines provenant de l’endocytose. Dans ces endosomes, les cargos de 
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la voie sécrétoire et ceux de la voie endocytique sont alors triés soit vers la membrane 

plasmique, soit vers les endosomes tardifs/lysosomes. Pour les cargos de la voie sécrétoire, on 

parle de tri post-Golgi, tandis que pour les cargos de la voie endocytique, on parle soit de voie 

de recyclage soit de voie de dégradation.  
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La voie de sécrétion impliquant le trafic RE-Golgi étant considérée comme 

conventionnelle, toutes les voies de sécrétion qui en diffèrent sont dites non conventionnelles. 

De manière intéressante, beaucoup de ces dernières ne sont pas constitutives mais sont 

déclenchées par des stress cellulaires. Par exemple, la sécrétion du Fibroblast Growth Factor-

1 (FGF-1) est induite par le choc thermique (Prudovsky et al., 2002). La carence en azote 

induit la sécrétion de l’Acyl coenzyme A (CoA) binding protein (AcbA) chez l’amibe D. 

discoideum (Kinseth et al., 2007) et son homologue Abc1 chez les levures S. cerevisiae et P. 

pastoris (Duran et al., 2010; Manjithaya et al., 2010), qui sont nécessaires à la sporulation des 

deux organismes. L’inflammation induit la sécrétion des cytokines IL-1ß et IL-18 ainsi que 

l’alarmine High Mobility Group Box 1 protein (HMGB1) (Dupont et al., 2011). Le stress 

mécanique survenant dans l’épithélium folliculaire de la drosophile à un stade de 

développement précis induit le dépôt de l’intégrine !PS1 à la membrane basolatérale 

(Schotman et al., 2008). L’acheminement du mutant "F508 de la protéine transmembranaire 

Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator (CFTR) vers la membrane apicale 

n’a lieu qu’en cas du stress du RE (Gee et al., 2011). Tous ces exemples soulignent le fait que 

des conditions de stress peuvent activer des machineries qui permettent la sécrétion non 

conventionnelle de cargos spécifiques. 

La majorité des protéines secrétées de manière non conventionnelle sont dépourvues 

de peptide signal et sont donc solubles dans le cytoplasme. Leur sécrétion ne passe ni par le 

RE, ni par l’appareil de Golgi. Il existe de rares exemples de protéines transmembranaires, 

synthétisées dans le RE, qui atteignent la membrane plasmique sans passer par l’appareil de 

Golgi. Plusieurs exemples de protéines sécrétées de manière non conventionnelle sont 

présentés dans le Tableau 2. 
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Tableau 2. Liste non exhaustive de cargos sécrétés de manière non conventionnelle 

 
Cargos Transport non vésiculaire Transport vésiculaire 

Protéines 
cytosoliques 

Facteur MAT! 
(S.Cerevisiae) 

Transporteur ABC (Kuchler et 
al., 1989)  

 

FGF-1  
FGF-2 

Franchissement direct de la 
membrane plasmique 
(Prudovsky et al., 2002; Ebert 
et al., 2010)  

 

Tat (VIH-1) Franchissement direct de la 
membrane plasmique (Chang 
et al., 1997)  

 

Galectine-1  
Galectine-3 

Ectocytose (Cooper and 
Barondes, 1990; Mehul and 
Hughes, 1997)  

 

Acb1 (S.Cerevisiae et 
P.pastoris) 
AcbA (D.Discoideum) 

 Implication de GRASP et de 
l’autophagie (Duran et al., 
2010; Manjithaya et al., 
2010; Kinseth et al., 2007)  

IL-18  Implication de GRASP et de 
l’autophagie (Dupont et al., 
2011) 

HMGB1  Implication de GRASP et de 
l’autophagie (Dupont et al., 
2011) 

IL1-ß  Implication de GRASP et de 
l’autophagie (Dupont et al., 
2011) 
Sécrétion par les lysosomes 
(Andrei et al., 1999) 

Protéines 
transmembranaires 

Intégrine !PS1 
(D.melanogaster) 

 Implication de GRASP 
(Schotman et al., 2008) 

"F508-CFTR  Implication de GRASP et de 
l’autophagie (Gee et al., 
2011) 
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Certains cargos cytosoliques sont sécrétés sans passer par aucun compartiment 

endomembranaire. Ils peuvent traverser directement la membrane plasmique avec ou sans 

l’assistance d’un transporteur protéique à la membrane (Fig 11, voie b). D’autres sont 

transportés hors de la cellule dans des vésicules qui bourgeonnent directement de la 

membrane plasmique (processus d’ectocytose) (Fig 11, voie d). 

Les autres cargos cytosoliques sont sécrétés de manière non conventionnelle par 

l’intermédiaire de vésicules de transport, qui sont d’ailleurs définies différemment par rapport 

aux vésicules utilisées dans la voie conventionnelle. En effet, dans la sécrétion 

conventionnelle, le RE, l’ERGIC et l’appareil de Golgi sont considérés comme des 

compartiments stationnaires par rapport aux vésicules à manteau qui en bourgeonnent, d’où la 
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notion de compartiment versus vésicules. Dans la sécrétion non conventionnelle qui ne passe 

ni par le RE ni par l’appareil de Golgi, la notion de vésicules de transport désigne toutes les 

structures endomembranaires qui peuvent contenir des cargos. De manière générale, la 

sécrétion non conventionnelle requiert les machineries impliquées (i) dans la formation des 

autophagosomes, (ii) dans la génération de corps multivésiculaires (MVB) à partir 

d’endosomes, et (iii) dans les événements de fusion au niveau des endosomes (Duran et al., 

2010; Manjithaya et al., 2010; Bruns et al., 2011; Dupont et al., 2011; Gee et al., 2011). Ceci 

suggère que les autophagosomes, les endosomes et MVB, ainsi que les amphisomes issus de 

la fusion autophagosome-endosome, sont tous de potentiels transporteurs des cargos en 

question. Cependant, le trajet emprunté par ces cargos n’est pas bien défini et reste pour 

l’instant hypothétique.  

 

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 11. Différentes voies de sécrétion des protéines (adapté de Zhang and Schekman, 
2013) 
a. La voie de sécrétion conventionnelle impliquant le RE et l’appareil de Golgi. b-h. Les 
voies de sécrétion non conventionnelles. Les points rouges représentent les cargos internalisés 
dans une vésicule de transport par franchissement de sa membrane. Les points bleus 
représentent les cargos internalisés dans une vésicule de transport par invagination de sa 
membrane ou les cargos séquestrés dans un autophagosome.  
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Deux raisons rendent difficile la caractérisation des voies de sécrétion non 

conventionnelle. (1) D’une part, les mécanismes par lesquels les cargos non conventionnels 

entrent dans un compartiment endomembranaire, et de ce fait rejoignent la voie sécrétoire, 

restent inconnus. Une protéine cytosolique peut entrer dans un compartiment 

endomembranaire soit via un canal protéique, soit par invagination de la membrane du 

compartiment en question, soit par sa séquestration dans une structure pré-autophagosomale 

(ou phagophore) qui formera ensuite en l’autophagosome (cf §4.2 p66). Les exemples 

actuellement connus de sécrétion non conventionnelle ne fournissent pas d’information, ni sur 

le premier compartiment endomembranaire qui internaliserait le cargo (le site d’entrée du 

cargo dans la voie sécrétoire), ni sur les mécanismes qui confèreraient une spécificité à cette 

internalisation. (2) D’autre part, la caractérisation du trafic non conventionnel d’un cargo est 

rendue complexe car les compartiments endomembranaires sont dynamiques, fusionnant entre 

eux et avec la membrane plasmique. Par exemple, après son internalisation dans un 

endosome, un lysosome ou un autophagosome, le cargo peut être délivré directement à la 

membrane plasmique (Fig 11, voies e, c et h). Le cargo peut aussi passer par un 

compartiment « hybride » issu de la fusion de deux compartiments endomembranaires qui va 

à son tour fusionner avec la membrane plasmique. Ces compartiments « hybrides » peuvent 

être des amphisomes ou des autolysosomes, issus de la fusion entre un autophagosome avec 

un endosome ou un lysosome, respectivement. (Fig 11, voies f et g).  

Les cargos non conventionnels semblent emprunter préférentiellement les 

autophagosomes et les amphisomes pour atteindre la membrane plasmique, alors que la 

sécrétion à partir des lysosomes serait restreinte à des cargos spécifiques résistants aux 

conditions protéolytiques des lysosomes (Andrei et al., 1999). Même s’il n’est pas 

directement prouvé que les autophagosomes soient des transporteurs de cargos, il est de plus 

en plus admis que la machinerie autophagique est impliquée dans les voies de sécrétion non 

conventionnelles (références dans le Tableau 2). Un autre point commun émerge des 

différents exemples de sécrétion non conventionnelle. Il s’agit de l’implication des protéines 

GRASP, connues paradoxalement pour leur rôle dans le maintien de la structure de l’appareil 

de Golgi (Giuliani et al., 2011). Le fait que ces deux phénomènes soient souvent observés en 

parallèle laisse penser qu’ils feraient partie d’un même mécanisme de sécrétion non 

conventionnelle, le mécanisme GRASP and Autophagy-Dependent (GAD). Ce mécanisme 

concerne non seulement des protéines cytosoliques, mais aussi les protéines 

transmembranaires (cf Tableau 2).  
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De manière intéressante, la machinerie autophagique impliquée dans la sécrétion non 

conventionnelle concerne des protéines requises pour la formation de l’autophagosome et 

pour la fusion avec les endosomes, mais pas celles requises pour la fusion avec les lysosomes 

(Duran et al., 2010; Manjithaya et al., 2010; Gee et al., 2011). A partir de cette observation, 

deux modèles non exclusifs de sécrétion non conventionnelle médiée par les autophagosomes 

ont été proposés. Dans le premier modèle, l’autophagosome contenant le cargo fusionne 

directement avec la membrane plasmique (Fig 11, voie h). Dans le deuxième, 

l’autophagosome fusionne d’abord avec les endosomes ou les MVB, donnant les amphisomes 

qui vont ensuite fusionner avec la membrane plasmique (Fig 11, voie f).  

Si ces deux modèles sont exacts, il reste à expliquer pourquoi les autophagosomes qui 

transportent les cargos ne fusionnent pas avec les lysosomes? S’agirait-il d’un type distinct 

d’autophagosomes? Bruns et collègues ont suggéré que les autophagosomes impliqués dans la 

sécrétion non conventionnelle de l’Abc1 chez S. cerevisiae constitueraient un type spécifique 

d’autophagosomes que les auteurs ont appelé « autophagosomes sécrétoires ». Malgré certains 

acteurs communs, la formation des autophagosomes sécrétoires semble être distincte de celle 

des autophagosomes de dégradation (Bruns et al., 2011). Ainsi, le pivot de l’autophagie entre 

son rôle dans la sécrétion non conventionnelle et son rôle dans la dégradation doit reposer sur 

une régulation fine de la machinerie autophagique, tant au niveau de la formation de 

l’autophagosome qu’au niveau des événements de fusion vésiculaire.  
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 Les protéines GRASP (GRASP65 et GRASP55 chez les mammifères) ont été 

initialement identifiées comme protéines d’échafaudage qui maintiennent l’empilement des 

citernes golgiennes (Barr et al., 1997; Shorter, 1999). GRASP possède deux domaines 

PSD95/Dlg1/ZO-1 (PDZ) conservés (Kinseth et al., 2007). Les domaines PDZ sont des 

domaines d’interaction protéine-protéine, interagissant avec des motifs appelés « ligands du 

domaine PDZ » (Ye and Zhang, 2013). La localisation de GRASP à la membrane des citernes 

golgiennes repose sur : (i) l’interaction avec des protéines golgiennes comme par exemple 

GM130, via le domaine PDZ2 en C-terminale (Barr et al., 1997; Short et al., 2001), et (ii) une 

ancre lipidique en N-terminal (Bachert and Linstedt, 2010) (Fig 12A). Ce double ancrage de 

GRASP permet d’orienter la protéine de manière à favoriser une interaction en trans entre les 

protéines GRASP sur les deux membranes opposées (trans-oligomérisation). La trans-

oligomérisation de GRASP impliquerait les deux domaines PDZ, selon un modèle dans lequel 
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le domaine PDZ2 d’une molécule fournit le « ligand » qui se lie au domaine PDZ1 de la 

molécule sur la membrane opposée (Fig 12A). Ce serait par ce mécanisme que GRASP 

maintiendrait l’empilement des citernes golgiennes (Sengupta et al., 2009; Bachert and 

Linstedt, 2010). (

%

%
Figure 12. Modèle d’arrimage de deux membranes grâce à la trans-oligomérisation de 
GRASP (adapté de Giuliani, 2011)%
A. Modèle de trans-oligomérisation de GRASP (en bleu), permettant le maintien de 
l’empilement des citernes golgiennes. La protéine golgienne GM130 (en jaune) joue le rôle de 
récepteur de GRASP au niveau de la membrane des citernes golgiennes.%
B. Modèle hypothétique du rôle de GRASP dans la sécrétion non conventionnelle en tant que 
protéine permettant l’arrimage du transporteur de cargos avec la membrane plasmique. Les 
récepteurs équivalents à GM130 sont inconnus (protéines en vert et orange).%
%

Dans la sécrétion non conventionnelle, GRASP pourrait jouer un rôle similaire à son 

rôle d’échafaudage décrit dans l’appareil de Golgi, c’est-à-dire intervenir en tant que protéine 

d’arrimage, permettant l’attachement des transporteurs de cargos avec la membrane 
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plasmique ou celle d’un compartiment intermédiaire sur le trajet vers la membrane plasmique 

(Giuliani et al., 2011). Ce rôle potentiel de GRASP correspondrait au changement de 

localisation intracellulaire de cette protéine observé dans les conditions d’induction des voies 

non conventionnelles de sécrétion (Dupont et al., 2011), dont une localisation membranaire 

observée lors de la sécrétion de l’intégrine !PS1 chez la drosophile (Schotman et al., 2008). 

L’arrimage pourrait se faire par la trans-oligomérisation de deux protéines GRASP sur les 

deux membranes opposées via leurs domaines PDZ (Fig 12B), ou par l’interaction de GRASP 

avec une autre protéine d’arrimage. De ce point de vue, il est intéressant de noter que, dans les 

cellules épithéliales, les protéines à domaines PDZ sont retrouvées au niveau des jonctions 

serrées, à proximité du pôle apical (Fanning et al., 1998). Il serait envisageable que GRASP 

permette un trafic polarisé de certains cargos de la voie de sécrétion non conventionnelle. 

Alternativement, GRASP pourrait ne pas être impliqué directement en tant qu’élément 

présent sur les vésicules qui contiennent les cargos de la voie non conventionnelle. Selon un 

modèle proposé par Malhotra, concernant la sécrétion d’Acb1 chez la levure, GRASP 

permettrait de générer une structure membranaire nécessaire à la formation de vésicules de 

trafic non conventionnel, sans forcément être présent sur ces vésicules de transport (Malhotra, 

2013). Par ailleurs, une autre possibilité serait que GRASP soit requis non pas pour le trafic 

du cargo proprement dit, mais pour le trafic de la machinerie d’arrimage/de fusion qui sert à 

la sécrétion non conventionnelle du cargo, cette machinerie pouvant tout à fait suivre un trafic 

conventionnel (Levi and Glick, 2007). En effet, même si de manière générale GRASP n’est 

pas indispensable à la sécrétion conventionnelle (Vinke et al., 2011), certaines protéines 

spécifiques, comme le TGF-! ou Frizzled-4, suivent un trafic conventionnel qui dépend de 

GRASP (Kuo, 2000; D’Angelo et al., 2009). %

%

%

A côté de la voie conventionnelle de sécrétion qui débute dans le RE et qui se poursuit vers l’appareil de Golgi, 

les cellules eucaryotes utilisent de multiples voies alternatives pour délivrer des protéines solubles et 

membranaires à la surface cellulaire. Généralement, les cargos suivant ces voies non conventionnelles ne sont 

pas sécrétés de manière constitutive, mais en situation de stress cellulaire. Toutes les voies de sécrétion non 

conventionnelles contournent l’appareil de Golgi mais en suivant des mécanismes très différents. Si certains 

cargos peuvent franchir directement la membrane plasmique, d’autres utilisent des transporteurs vésiculaires. 

Dans ces derniers cas, la caractérisation du trafic des cargos est rendue difficile par la complexité et la 

dynamique du système endomembranaire. Malgré cela, un mécanisme potentiel commun de sécrétion non 

conventionnelle est défini par l’implication de la machinerie autophagique et des protéines GRASP.    
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5LBH:?=<$%%%$U$Stress du RE et UPR$
 

Nous avons vu dans le chapitre I que l’une des fonctions fondamentales du RE est la 

synthèse et le repliement des protéines qui y sont synthétisées. L’exécution de cette fonction 

est le reflet d’une bonne homéostasie du RE dans la mesure où le repliement correct des 

protéines dépend de l’intégration de nombreux paramètres tels que : le niveau d’ATP et la 

concentration intra-réticulaire en Ca2+ (nécessaires au fonctionnement des chaperonnes et 

enzymes de repliement), le niveau de glucose (nécessaire à la N-glycosylation des protéines), 

l’environnement oxydant (nécessaire à la formation des ponts disulfures).  

Le stress du RE est déclenché quand cette homéostasie est perturbée. Ce stress se 

matérialise par une accumulation de protéines mal/non repliées dans ce compartiment, qui est 

détectée, chez les mammifères, par le domaine luminal de trois protéines transmembranaires 

du RE : l’Inositol-requiring enzyme 1 (IRE1), la PKR-like ER kinase (PERK) et l’Activating 

transcription factor 6 (ATF6). Via leur domaine cytoplasmique, ces trois protéines 

déclenchent trois voies de signalisation regroupées sous le terme d’UPR, qui constitue la 

réponse cellulaire spécifique au stress du RE.  

 L’UPR permet de résoudre le stress du RE par trois moyens : (i) la diminution de la 

charge protéique entrant dans le RE, (ii) le renforcement des machineries de repliement et de 

contrôle qualité des protéines et (iii) l’augmentation de la dégradation des protéines mal/non 

repliées par la voie ERAD et par l’autophagie. Si le stress du RE reste insurmontable, l’UPR 

conduit à l’induction de l’apoptose. 

 Dans le contexte d’une infection virale, la synthèse de protéines virales et/ou 

l’assemblage de particules virales dans le RE peuvent provoquer les stress du RE et induire 

l’UPR. Comme toute réponse cellulaire, l’UPR est modulée par de nombreux virus le plus 

souvent dans le but d’optimiser leur cycle réplicatif. 
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IRE1, PERK et ATF6 sont trois protéines transmembranaires du RE qui possèdent un 

domaine luminal qui détecte le stress du RE (concrétisé par l’accumulation de protéines 

mal/non repliées) et un ou plusieurs domaines cytoplasmiques qui initient les cascades de 

signalisation de l’UPR. Ces trois protéines, senseurs du stress du RE, permettent ainsi de 

relayer l’information sur l’état de repliement des protéines dans le RE vers le cytoplasme et le 

noyau pour réguler la machinerie de traduction et le profil d’expression des gènes. A la 

différence des mammifères, la levure ne possède qu’un seul senseur de stress du RE, Ire1p, 
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qui gouverne la seule voie de signalisation de l’UPR chez cet organisme. De par sa 

conservation de la levure jusqu’à l’homme, la voie IRE1 est de loin la plus étudiée.  

Avant d’aborder les cascades de signalisation initiées par IRE1, PERK et ATF6, cette 

partie traitera la question concernant la toute première étape de l’UPR : comment les senseurs 

sont-ils activés par l’accumulation de protéines mal/non repliées dans le RE ?  
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IRE1 et PERK se ressemblent en ce qui concerne leur organisation en domaines 

fonctionnels. Les domaines luminaux de ces deux senseurs sont d’ailleurs expérimentalement 

interchangeables (Bertolotti et al., 2000). La partie cytoplasmique d’IRE1 comprend un 

domaine kinase et un domaine à activité endoribonucléase (Tirasophon et al., 1998; Haze et 

al., 1999). PERK possède un domaine cytoplasmique à activité sérine/thréonine kinase, 

similaire au domaine kinase de la Protein Kinase R (PKR) (Harding et al., 1999).  

L’activation d’IRE1 implique plusieurs événements : dimérisation, oligomérisation et 

trans-phosphorylation, ce qui induit des changements conformationnels permettant d’activer 

son domaine endonucléase. Le mécanisme d’activation de PERK est similaire à celui d’IRE1 

dans le sens où il implique dimérisation et trans-phosphorylation (Gardner et al., 2013; Taouji 

et al., 2013).  

Concernant les mécanismes par lesquels les domaines luminaux d’IRE1 et de PERK 

détectent les protéines mal/non repliées, deux modèles non exclusifs sont actuellement 

proposés : un mécanisme indirect via l’intermédiaire de la chaperonne réticulaire BiP et un 

mécanisme direct par la liaison des protéines mal/non repliées (Fig 13A). 
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Il a été montré que IRE1 et PERK sont associés à la chaperonne réticulaire BiP dans 

les conditions normales, mais que BiP se dissocie des senseurs dans les conditions où le 

repliement des protéines est perturbé (conditions de stress du RE) (Bertolotti et al., 2000; 

Okamura et al., 2000). Ainsi, il a été proposé un premier modèle d’activation des senseurs qui 

implique des interactions compétitives entre le domaine luminal des senseurs, BiP et les 

protéines mal/non repliées. La liaison de BiP aux domaines luminaux d’IRE1 et de PERK les 

maintient inactifs en les empêchant de former des structures dimériques et oligomériques. 

Quand les protéines mal/non repliées s’accumulent en quantité importante dans le RE, elles se 

lient de manière compétitive à BiP. Cette dernière se dissocie ainsi d’IRE1 et de PERK, ce qui 

permet leur activation (Bertolotti et al., 2000; Ma et al., 2002).  
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Les études chez la levure ont montré que BiP n’était pas le seul régulateur d’Ire1p et 

que les protéines mal/non repliées pouvaient être des ligands directs activant le senseur 

(Kimata et al., 2004; Gardner and Walter, 2011). Notamment, la structure d’un dimère d’Ire1p 

présente un sillon partagé par les deux monomères, où pourrait se positionner un peptide, de 

façon similaire au sillon du Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) (Credle et al., 

2005; Gardner and Walter, 2011) (Fig 13B). Ire1p serait activé en deux étapes : la 

dissociation de BiP permet sa dimérisation, puis la liaison des protéines mal/non repliées au 

niveau du sillon formé par le dimère d’Ire1p permet son activation par oligomérisation 

(Kimata et al., 2007).  

Cependant, ce modèle reste en débat pour les senseurs de stress du RE des 

mammifères. En effet, il est peu probable que le sillon formé par le dimère d’IRE1 des 

mammifères puisse loger un peptide, étant donné sa taille étroite et l’enfouissement de 

certains résidus critiques (Zhou et al., 2006) (Fig 13B). D’ailleurs, une étude a montré que 

l’activation d’IRE1 ne dépend que de la dissociation de BiP (Oikawa et al., 2009). 

 

 

 
Figure 13. Modèles proposés pour l’activation d’IRE1 (adapté de Ron and Walter, 2007 et 
de Gardner and Walter, 2011)"
A. Trois modèles d’activation d’IRE1 : activation directe par la liaison des protéines mal/non 
repliées (1), activation indirecte par la dissociation de la chaperonne BiP (2) et le modèle 
« hybride » (3) des modèles (1) et (2). Les structures oligomériques d’IRE1 ne sont pas 
montrées. 
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B. Structure de la partie luminale d’un dimère d’Ire1p (S. cerevisiae) (1) et d’IRE1 (H. 
sapiens) (2). Chaque monomère est coloré de rouge à bleu, de l’extrémité N-terminale vers 
l’extrémité C-terminale. L’interface de dimérisation est composée de feuillets ß qui forment le 
« plancher » du potentiel sillon de liaison des peptides (la position d’un éventuel peptide dans 
le sillon est représentée par la ligne en pointillé). Dans le cas d’IRE1 (2), les hélices ! 
forment des « parois » qui limitent la longueur du sillon.  
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L’activation du troisième senseur suit un mécanisme très différent. La dissociation de 

BiP du domaine luminal d’ATF6 démasque son signal d’adressage à l’appareil de Golgi et 

permet son trafic vers celui-ci dans des vésicules COPII (Shen et al., 2002; Nadanaka et al., 

2004). La partie cytoplasmique d’ATF6 est ensuite clivée par deux enzymes résidentes de 

l’appareil de Golgi, Site-1 protease (S1P) et Site-2 protease (S2P) (Ye et al., 2000), libérant 

un fragment de 50 kDa. Ce fragment d’ATF6 est appelé p50ATF6 pour le distinguer de la 

protéine entière de 90 kDa aussi appelée p90ATF6. p50ATF6 est un facteur de transcription 

de type basic leucine zipper (bZip) dont la principale cible est constituée de gènes codant 

pour les chaperonnes et enzymes de repliement dans le RE (Yoshida et al., 1998; Haze et al., 

1999).  

Dans les conditions normales, ATF6 existe dans la membrane du RE sous forme de 

monomère mais aussi de dimère ou d’oligomère, grâce à la formation de ponts disulfures 

intermoléculaires (Nadanaka et al., 2007). Il a été montré que la forme d’ATF6 transportée 

vers l’appareil de Golgi était monomérique, dont les ponts disulfures ont été réduits, et 

hypoglycosylée (Nadanaka et al., 2007; Hong et al., 2004). Il a ainsi été suggéré que les 

perturbations dans la formation des ponts disulfures ou dans la glycosylation des protéines, 

qui sont des inducteurs du stress du RE, peuvent être directement détectés par ATF6 via l’état 

de ses propres ponts disulfures (intra et intermoléculaires) et son propre statut de 

glycosylation, respectivement. 

 
En résumé, les trois senseurs de stress du RE IRE1, PERK et ATF6 partagent un 

même régulateur, la chaperonne réticulaire BiP. Malgré la remise en question d’une activation 

directe d’IRE1 et de PERK, et éventuellement d’ATF6 par les protéines mal/non repliées, il 

est admis que BiP ne peut pas être le seul régulateur de l’activation des senseurs. En effet, il a 

été montré que non seulement la cinétique mais également l’ordre d’activation des trois 

senseurs dépend de l’agent inducteur du stress du RE. L’activation sélective des senseurs ne 

peut pas reposer uniquement sur des affinités différentes entre BiP et chaque senseur, car 
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sinon quel que soit l’agent inducteur de stress, l’ordre d’activation des senseurs serait le 

même (DuRose, 2006). 
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 Suite à leur activation, les trois senseurs initient des cascades de signalisation qui 

conduisent (i) à la régulation de la charge protéique dans le RE, (ii) à l’activation de facteurs 

de transcription spécifiques qui vont réguler l’expression d’un ensemble de gènes cibles de 

l’UPR et (iii) à l’activation de voies de signalisation dont certaines ne sont pas spécifiques de 

l’UPR, mais qui contribuent à réguler la balance survie-apoptose (Fig 14).  

 

 
Figure 14. Les trois voies de l’UPR (adapté de Hetz et al., 2013) 
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Le domaine endonucléase d’IRE1, une fois activé, est responsable de l’épissage dans 

le cytoplasme de l’ARNm codant pour la X-box binding protein-1 (XBP1), homologue de 

Hac1 chez la levure (Yoshida et al., 2001a). Ce processus enlève un intron de 26 nucléotides 

et les deux extrémités de l’ARNm XBP1 épissé sont ensuite reliées par une ligase. 

Contrairement à la levure dont l’ARNm Hac1 non épissé n’est pas traduit (Rüegsegger et al., 

2001), les deux formes de l’ARNm XBP1 sont traduites, donnant deux formes de la protéine 

XBP1 : pXBP1(U) et pXBP1(S), issues des ARNm non épissé et épissé, respectivement. En 

raison du décalage du cadre de lecture engendré par l’épissage, ces deux protéines diffèrent 
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dans leur séquence d’aminoacides. Seule la forme pXBP1(S) est un facteur de transcription 

actif de type bZIP (Yoshida et al., 2001a), qui promeut la transcription des gènes codant pour 

les chaperonnes réticulaires et les composants du système ERAD (cf §3.3.3 p57). La protéine 

pXBP1(U), quant à elle, est un régulateur négatif de pXBP1(S) car le complexe pXBP1(U)-

pXBP1(S) est dégradé dans le protéasome (Yoshida et al., 2006). Sauf mention contraire, 

XBP1 fait référence à la forme transcriptionnellement active pXBP1(S). 
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Outre l’ARNm XBP1, IRE1 dégrade un ensemble d’ARNm de manière séquence 

spécifique, ce qui contribue à diminuer l’influx peptidique dans le RE. Cette activité d’IRE1, 

appelée IRE1-dependent mRNA decay (RIDD), est indépendante de l’épissage de l’ARNm 

XBP1 (Hollien et al., 2009; Oikawa et al., 2010). Les mécanismes qui régulent 

différentiellement ces deux activités de IRE1 ne sont pas encore bien décrits (Maurel et al., 

2014). 
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La phosphorylation du domaine cytoplasmique d’IRE1 permet le recrutement des 

protéines adaptatrices spécifiques pour induire l’activation des protéines de la famille des 

Mitogen-activated protein kinase (MAPK) telles que l’Extracellular signal-regulated kinase 

(ERK), la c-Jun N-terminal kinase (JNK) et la p38 mitogen-activated protein kinase 

(p38MAPK) (Nguyen, 2004). La cascade d’activation la mieux caractérisée est celle impliquant 

la protéine adaptatrice TNF receptor-associated factor 2 (TRAF2), qui active ensuite 

l’Apoptosis signal-regulating kinase 1 (ASK1), menant à l’activation de JNK (Urano et al., 

2000).  

Le recrutement de TRAF2 au domaine cytoplasmique d’IRE1 joue également un rôle 

dans l’activation du facteur de transcription Nuclear factor-kappa B (NF-"B) selon un 

mécanisme pour l’instant mal caractérisé (Kaneko et al., 2003; Tam et al., 2012).  

La signalisation via les MAPK ou NF-"B n’est pas spécifique de l’UPR mais 

contribue à déterminer le devenir de la cellule en cas de stress du RE : survie ou apoptose 

(Darling and Cook).  
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Toujours via TRAF2, la voie IRE1 active la Caspase-12 localisée à la membrane du 

RE. Ceci constitue l’un des mécanismes par lesquels l’UPR induit l’apoptose en cas de stress 

du RE insurmontable (Yoneda et al., 2001).  

 

0N.N.N$FJ:<$A!"f$

%9L:_:?:J9$E@9@=B7<$K<$7B$?=BKCI?:J9$
Par l’activité de son domaine kinase, PERK activé phosphoryle la sous unité ! du 

facteur d’initiation de la traduction eIF2 (eIF2!) au niveau de la Ser 51 (Harding et al., 1999). 

Le facteur eIF2! phosphorylé (P-eIF2!) inhibe la formation du complexe ternaire (eIF2-

GTP-tRNAinitiateur chargé) et inhibe ainsi l’initiation de la traduction, permettant d’alléger 

rapidement la charge protéique dans le RE.  
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Tandis que la traduction est globalement inhibée suite à la phosphorylation de eIF2!, 

l’ARNm codant pour l’Activating Transcription Factor 4 (ATF4) est, au contraire, 

préférentiellement traduit (Harding et al., 2000), grâce à des éléments régulateurs particuliers 

en amont de la région codante (Lu, 2004). ATF4 est un facteur de transcription dont les gènes 

cibles sont impliqués dans une large gamme de fonctions, comprenant, entre autre, le 

transport et la synthèse des acides aminés, la réponse au stress oxydant et l’apoptose (Harding 

et al., 2003; Ameri and Harris, 2008).  

L’un des gènes activés par ATF4 est celui codant pour la C/EBP homologous protein 

(CHOP), aussi nommé Growth arrest and DNA damage-inducible gene 153 (GADD153) 

(Harding et al., 2000). Comme l’ARNm ATF4, l’ARNm CHOP est aussi traduit 

préférentiellement en présence d’une quantité importante de P-eIF2! (Palam et al., 2011). 

CHOP est un facteur de transcription et un acteur majeur de l’induction de l’apoptose si le 

stress du RE ne peut être résolu par la cellule, en induisant l’expression de certaines protéines 

pro-apoptotiques et en réprimant celle de la protéine anti-apoptotique B cell lymphoma 2 (Bcl-

2) (Oyadomari and Mori, 2004). Bien que les voies IRE1 et ATF6 induisent aussi l’expression 

de CHOP, cela reste essentiellement dépendant de la voie PERK (Harding et al., 1999; 

Yoshida et al., 2000). 

Il est à noter que la cascade eIF2! / ATF4 / CHOP décrite ci-dessus, qui conduit à une 

inhibition globale de la traduction et à l’expression d’un ensemble de gènes cibles, n’est pas 
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spécifique de l’UPR. En effet, la phosphorylation d’eIF2! peut également être induite par 

l’activation d’autres kinases telles que la General Control Non-derepressible 2 (GCN2) en cas 

de carence en acides aminés, la Protein Kinase R (PKR) suite à la détection d’ARN double 

brin viral ou l’Heme Regulated Inhibitor (HRI) en cas de stress oxydant ou stress thermique 

(Proud, 2005). C’est pourquoi les événements consécutifs à l’activation de P-eIF2! et 

d’ATF4 sont rassemblés sous l’appellation de réponse cellulaire intégrée ou Integrated Stress 

Response (ISR).  
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L’inhibition générale de la traduction induite par la voie PERK via P-eIF2!, qui 

permet d’alléger la charge protéique dans le RE, est régulée temporellement de sorte à ne pas 

empêcher la traduction des gènes cibles de l’UPR. En effet, une boucle de rétrocontrôle 

négatif conduit à la déphosphorylation de eIF2! et la reprise de la traduction (Fig 15). ATF4 

active la transcription du gène codant pour la protéine Growth arrest and DNA damage-

inducible gene 34 (GADD34), qui forme un complexe avec la Protein phosphatase 1C 

(PP1C) pour déphosphoryler eIF2! (Novoa et al., 2001; Ma and Hendershot, 2003). Par 

ailleurs, eIF2! est aussi déphosphorylé par le complexe formé de la protéine Constitutive 

Repressor of eIF2! Phosphorylation (CReP) et de la PP1C. Si l’expression de GADD34 est 

inductible, la CReP, elle, est exprimée de manière constitutive (Jousse, 2003).  
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Figure 15. Régulation de la phosphorylation d’eIF2!  au cours de l’UPR (Hetz et al., 
2013)  
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Le facteur de transcription NF-E2-related factor 2 (Nrf2) fait partie des facteurs de 

transcription de la réponse au stress oxydant et peut être phosphorylé et activé par PERK 

(Cullinan et al., 2003). Via Nrf2, l’UPR est associée à la réponse au stress oxydant, qui 

permet de limiter l’accumulation des espèces réactives de l’oxygène (ROS) générées lors du 

stress du RE (Cullinan and Diehl, 2006). Parmi les gènes activés par Nrf2 se trouvent ceux 

codant pour les sous-unités du protéasome (Kwak et al., 2003). L’augmentation de l’activité 

du protéasome est importante pour assurer la dégradation des protéines mal/non repliées dans 

le RE via le système ERAD (Lee et al., 2012).  

La voie PERK contribue également à l’activation de NF-"B, qui est normalement 

maintenu inactif dans le cytoplasme par la liaison à son inhibiteur Inhibitor "B. L’arrêt 

général de la traduction induit par P-eIF2! conduit à une diminution de l’expression de I"B 

car cette protéine a une demi-vie courte (Deng et al., 2004), ce qui permet l’activation de NF-

"B et sa translocation nucléaire.  
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 L’effecteur de la voie ATF6 est le domaine cytoplasmique de cette protéine elle-

même, c’est-à-dire le facteur de transcription p50ATF6. Les gènes cibles de p50ATF6 sont 

principalement ceux qui codent pour les chaperonnes et enzymes de repliement (Yoshida et 

al., 2001a). p50ATF6 participe aussi, avec XBP1, à l’induction de la transcription de gènes 

codant pour certains acteurs de la voie ERAD (Yamamoto et al., 2007).  
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Afin de résoudre le stress du RE, non seulement l’UPR allège le RE en limitant la 

charge protéique entrant dans ce compartiment, mais elle remodèle aussi considérablement le 

RE au niveau fonctionnel, principalement en renforçant les machineries de repliement, de 

contrôle qualité et de dégradation des protéines. L’action coordonnée des trois voies de l’UPR 

conditionne le devenir cellulaire : soit la cellule, en renforçant les fonctions du RE, s’adapte 

aux nouvelles conditions physiologiques ou pathologiques (c’est-à-dire qu’elle parvient à 

résoudre le stress du RE), soit elle ne parvient pas s’adapter et meurt par apoptose. 
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 En cas de stress du RE, la phosphorylation d’eIF2! constitue la première ligne de 

défense de la cellule pour limiter rapidement la charge protéique dans le RE de manière non 

spécifique par l’inhibition générale de la traduction. A côté de cela, l’activité RIDD d’IRE1 

permet de limiter plus spécifiquement la quantité de protéines entrant dans le RE. En effet, la 

dégradation des ARNm par IRE1 ne concerne que des ARNm situés à proximité de la 

membrane du RE, ciblant ainsi ceux codant pour les protéines qui vont transloquer dans ce 

compartiment (Hollien et al., 2009; Oikawa et al., 2010).  
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Pour faire face à une surcharge protéique dans le RE, l’activation de l’UPR permet de 

renforcer les fonctions primordiales du RE : le repliement et le contrôle de qualité des 

protéines de la voie sécrétoire conventionnelle. L’augmentation de l’expression des 

chaperonnes et enzymes de repliement réticulaires est assurée par les facteurs de transcription 

XBP1 et p50ATF6. Ceux-ci se lient à la séquence consensus ER stress response element 

(ERSE) dans la région promotrice de ces gènes. Cet élément cis-régulateur, identifié 

initialement dans le promoteur des gènes codant pour BiP, GRP94 et CRT, est nécessaire à la 
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transcription accrue des chaperonnes réticulaires par XBP1 et p50ATF6 en cas de stress du 

RE (Yoshida et al., 1998, 2000, 2001a, 2001b). 
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L’induction de l’UPR stimule l’activité ERAD d’abord en induisant l’expression des 

composants de la machinerie ERAD tels que EDEM1-3, Derlin1-3, Herp, HRD1, SEL1L 

(Oda, 2006). Par ailleurs, la protéine Herp (Ma and Hendershot, 2004), fortement induite par 

l’UPR, coordonne le recrutement des acteurs de la voie ERAD dans le sous-compartiment 

ERQC du RE, afin d’optimiser l’assemblage et le fonctionnement du complexe de rétro-

translocation (Kondratyev et al., 2007; Leitman et al., 2014). 

Il est important pour la cellule qu’une dégradation accrue des protéines dans le RE soit 

étroitement liée au renforcement du repliement et du contrôle qualité des protéines, afin 

d’éviter que celles en cours de repliement soient adressées par erreur à la dégradation. Les 

deux groupe de gènes, l’un codant pour les chaperonnes et enzymes de repliement et l’autre 

codant pour les acteurs de la voie ERAD, sont sous le contrôle de XBP1 et de p50ATF6 

(Wang et al., 2000; Yoshida et al., 2001a; Yamamoto et al., 2004). XBP1 est principalement 

responsable de l’induction de l’expression des acteurs de la voie ERAD, tandis que p50ATF6 

est plutôt responsable de l’induction de l’expression des acteurs du repliement/contrôle 

qualité (Yoshida et al., 2001a). Il est à noter que p50ATF6 exerce une régulation sur XBP1 

par deux mécanismes. Premièrement, p50ATF6 stimule la transcription du gène codant pour 

XBP1 (Wang et al., 2000). Deuxièmement, la transcription optimale des gènes codant pour 

certains composants d’ERAD comme EDEM, HRD1 et Herp dépend à la fois de XBP1 et de 

p50ATF6 (Yamamoto et al., 2007). La régulation qu’exerce p50ATF6 sur XBP1 assure que 

l’expression des acteurs de la voie ERAD soit en adéquation avec celle des chaperonnes et 

enzymes de repliement.  
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 Il a été présenté dans la partie 1.4.2 (p31) du chapitre I que la réticulophagie (une 

forme spécifique de l’autophagie ciblant le RE) est, à côté de la voie ERAD, un mécanisme de 

dégradation des protéines mal/non repliées dans le RE. Cette forme d’autophagie est stimulée 

par l’UPR, par plusieurs mécanismes qui ciblent les différentes étapes de la formation des 

autophagosomes (Sano and Reed, 2013). Afin de faciliter la compréhension, les liens 

mécanistiques entre l’UPR et l’autophagie seront présentés ultérieurement dans la partie 
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4.3.4 (p77) du chapitre IV dédié à l’autophagie, après que les acteurs de l’autophagie aient été 

présentés.     

 Au cours de l’UPR, le RE subit une expansion pour s’adapter à une importante 

synthèse de protéines et pour répondre à la demande accrue en membrane imposée par 

l’activité sécrétoire. Cette expansion du RE repose sur XBP1, qui induit l’expression de gènes 

critiques dans la synthèse d’acides gras et de phospholipides (Lee et al., 2008; Sriburi et al., 

2004, 2007). La réticulophagie, outre son rôle dans la dégradation des protéines du RE, est 

importante dans le maintien de l’homéostasie de ce compartiment car elle permet de réajuster 

sa taille, une fois le stress du RE résolu (Bernales et al., 2006).  
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 L’UPR n’est pas une activation linéaire et homogène des trois voies de signalisation 

via IRE1, PERK et ATF6. Au contraire, il s’agit d’une réponse modulable, au cours de 

laquelle la cinétique, l’amplitude et la durée de chacune des voies de l’UPR forment un 

ensemble de paramètres qui conditionne le devenir de la cellule : adaptation et survie versus 

apoptose. 

D’un point de vue fonctionnel, le déroulement de l’UPR pourrait être divisé en 4 

phases (Woehlbier and Hetz, 2011) (Fig 16). Les deux premières phases sont des phases 

d’adaptation. Pendant la première phase, l’inhibition générale de la traduction et l’activité 

RIDD d’IRE1 permettent de limiter la charge protéique entrant dans le RE (phase 1). Cela 

permet d’alléger rapidement le stress du RE en attendant que le programme d’expression des 

gènes se mette en place (phase 2). Lors d’un stress chronique du RE, la voie IRE1 est atténuée 

(Lin et al., 2007; Rutkowski et al., 2006). L’atténuation du signal émanant d’IRE1 est le 

résultat de la régulation exercée par les partenaires qui se lient à la partie cytoplasmique du 

senseur et qui forment un interactome complexe nommé « UPRosome » (Hetz and Glimcher, 

2009). Au contraire, la voie PERK est maintenue. Le facteur pro-apoptotique CHOP est 

instable et son accumulation dépend de la persistance du signal émanant de PERK 

(Rutkowski et al., 2006). Ainsi, la phase de transition (phase 3) correspond à la phase 

d’accumulation de CHOP. Celui-ci est un facteur de transcription qui régule positivement 

l’expression de certaines protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 comme BIM, PUMA, 

NOXA (Oyadomari and Mori, 2004), dont l’accumulation correspond à la phase apoptotique 

de l’UPR (phase 4). 
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Il est à noter que CHOP n’est pas la seule composante pro-apoptotique de l’UPR et 

que la phase de transition est bien plus complexe, intégrant d’autres signaux activés au cours 

de l’UPR comme l’activation de la Caspase-12 (par IRE1), la signalisation via les MAPK 

dont JNK, NFkB, etc (cf §3.2 p51). La décision de la cellule entre adaptation et apoptose 

dépend du « rapport de force » entre les facteurs pro-survie et pro-apoptotiques. Les 

paramètres qui régulent cette balance ne sont toujours pas compris.  

 

 
Figure 16. Différentes phases de l’UPR : adaptation–transition–apoptose (selon 
Woehlbier and Hetz, 2011) 
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 La synthèse des protéines virales et l’assemblage des virions dans le RE perturbent 

généralement l’homéostasie de ce compartiment et sont à l’origine du stress du RE. Certains 

aspects de l’UPR peuvent être bénéfiques à la morphogénèse virale, tandis que d’autres sont 

néfastes. Il n’est donc pas surprenant que les virus aient développé un panel de moyens pour 

moduler de manière différentielle les trois voies de l’UPR, tant au niveau des senseurs qu’au 

niveau de leurs effecteurs (He, 2006).  

 De nombreux virus inhibent la voie PERK afin d’éviter l’inhibition générale de la 

traduction ainsi que l’apoptose induite par CHOP. Par exemple, la protéine E2 du virus de 

l’hépatite C humain (HCV) se lie à PERK et l’inhibe (Pavio et al., 2003). La protéine $134.5 

du virus herpès simplex 1 (Cheng et al., 2005) et la protéine DP71L du virus de la peste 

porcine africaine (Zsak et al., 1996) sont des homologues viraux de GADD34 et 

déphosphorylent activement eIF2!. Le virus de la Dengue (Pena and Harris, 2011) et le virus 

du Nil occidental inhibent la voie PERK tout en orientant l’UPR vers les voies ATF6 et XBP1 
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pour bénéficier de la production de protéines chaperonnes et de l’augmentation de la surface 

membranaire du RE qui sert de support à la réplication de leur génome (Ambrose and 

Mackenzie, 2010). Au contraire, le cytomégalovirus humain (Isler et al., 2005) et murin (Qian 

et al., 2012) activent spécifiquement la voie PERK, induisant l’expression d’ATF4 qui est 

nécessaire à la réplication de leur génome et l’expression de leur gènes tardifs.  

 Les effecteurs de la voie IRE1 sont aussi la cible de plusieurs virus afin d’éviter la 

dégradation des composants viraux par la voie ERAD. Par exemple, HCV bloque la 

traduction de l’ARNm XBP1 épissé en facteur de transcription actif (Tardif, 2004). Au 

contraire, certains acteurs de la voie ERAD sont indispensables à la morphogénèse des virus 

non enveloppés de la famille des Polyomaviridae, comme le virus simien 40 (SV40) (Bennett 

et al., 2013; Geiger et al., 2011). En effet, ces virus atteignent le RE par endocytose, puis 

doivent en ressortir sous forme de particule intacte pour débuter leur réplication dans le 

cytoplasme (Inoue and Tsai, 2011). Etant donné la taille d’une particule virale, il est très peu 

probable que leur sortie du RE emprunte le complexe de rétro-translocation. Cet exemple est 

particulièrement intéressant car il suggère l’existence des mécanismes de sortie du RE 

indépendants de la rétro-translocation mais dépendants des acteurs de la voie ERAD (Ploegh, 

2007).  

 Certains virus modulent l’apoptose via la modulation de l’UPR. Tandis que 

l’inhibition de l’apoptose aux stades précoces de la morphogénèse virale assure la réplication 

du génome viral et l’assemblage des virions, l’induction de l’apoptose aux stades tardifs peut 

constituer un moyen de sortie des virus de la cellule hôte et est associée à leur pathogénicité. 

Ainsi les virus de l’encéphalite japonaise (Su et al., 2002) et de la diarrhée virale bovine 

induisent l’apoptose via l’UPR (Maeda et al., 2009).  
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 Le dysfonctionnement du RE est un facteur important dans la progression de 

nombreuses pathologies comme le diabète, les maladies neurodégénératives et les cancers. 

Etant donné que la survie ou la mort cellulaire est déterminée par une modulation fine de 

l’UPR, une des stratégies adoptées par les recherches pharmacologiques est le screening de 

molécules qui modulent spécifiquement les différents niveaux de l’UPR et au final 

promeuvent le rôle pro-survie ou pro-apoptotique de l’UPR (Hetz et al., 2013). Une des 

stratégies de mon travail de thèse consiste à tirer bénéfice de ce large choix de composés 
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chimiques pour étudier la contribution de chacune des voies de l’UPR à la morphogénèse du 

rotavirus.  
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 Le 4#8c (Cross et al., 2012) et la toyocamicine (Ri et al., 2012) inhibent 

spécifiquement l’activité endonucléase de IRE1, bloquant l’épissage de l’ARNm XBP1 et 

l’activité RIDD. Le 4#8c fait partie d’un groupe de molécules qui ciblent le résidu lysine 907 

dans le site catalytique du domaine endonucléase d’IRE1 (Fig 17A).  
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 Le GSK2606414 (ou Composé 38) se fixe au site catalytique du domaine kinase de 

PERK et inhibe l’activité de ce dernier (Axten et al., 2012) (Fig 17B).  

 Au contraire, le Salubrinal et le Guanabenz renforcent les effets de la voie PERK en 

maintenant eIF2! dans l’état phosphorylé. Le Salubrinal inhibe l’activité des deux complexes 

qui déphosphorylent eIF2!, le complexe GADD34-PP1C induit par l’UPR et le complexe 

CReP-PP1C constitutif (Boyce et al., 2005). Le Guanabenz se lie spécifiquement à GADD34 

et non à CReP, empêchant GADD34 de former un complexe avec la PP1C (Tsaytler et al., 

2011). 
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 Le 16F6 est un inhibiteur de PDI, qui, de manière indirecte, inhibe efficacement 

l’activation d’ATF6 (Higa et al., 2014). En effet, PDI est requise pour la réduction des ponts 

disulfures dans le domaine luminal d’ATF6, ce qui permet le transport de ce dernier vers 

l’appareil de Golgi (Nadanaka et al., 2007; Higa et al., 2014). 

 



&!"
"

"

Figure 17. Inhibiteurs pharmacologiques spécifiques d’IRE1 ou de PERK (Hetz et al., 
2013; Axten et al., 2012) 
A. 1. Structure du composé 4#8c, inhibiteur de l’activité endonucléase d’IRE1. 2. Modèle de 
liaison covalente du composé 4#8c au résidu K907 du site catalytique du domaine 
endonucléase d’IRE1 via une liaison imine (désignée par la pointe de flèche). 
B. 1. Structure du composé GSK2606414 (ou Composé 38), inhibiteur de l’activité kinase de 
PERK. 2. Structure cristallographique du composé GSK2606414 (en rouge) fixé au site 
catalytique du domaine kinase de PERK. 
 

  

L’UPR est la réponse cellulaire spécifique au stress du RE consécutif à une accumulation de protéines mal/non 

repliées dans ce compartiment. L’UPR regroupe trois voies de signalisation, initiées par trois protéines 

transmembranaires du RE qui jouent le rôle de senseur de stress : IRE1, PERK et ATF6. L’action coordonnée de 

ces trois voies tend à résoudre le stress du RE en allégeant la charge protéique dans ce compartiment et en 

renforçant les fonctions du RE dans le repliement, le contrôle qualité et la dégradation des protéines. 

L’augmentation de l’expression des chaperonnes et enzymes de repliements par l’UPR est généralement 

bénéfique pour les virus qui s’assemblent dans le RE. Quant à l’induction des voies de dégradation des protéines 

du RE, elle serait bénéfique pour certains virus dans le sens où elles représentent des voies de sortie du RE pour 

les virions. Les composés chimiques qui modulent spécifiquement chacune des trois voies de l’UPR constituent 

un outil efficace pour étudier la contribution de chacune de ces voies dans la morphogénèse des virus.   
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 L’autophagie (du grec « se manger soi-même ») est un processus catabolique qui 

conduit à la dégradation de constituants cytoplasmiques dans les lysosomes (ou vacuole chez 

la levure et les plantes). L’autophagie a aussi une fonction de recyclage, car les métabolites 

issus de la dégradation lysosomiale sont recyclés vers le cytoplasme, où ils sont réutilisés 

dans le métabolisme cellulaire. Un niveau basal d’autophagie est nécessaire au maintien du 

turn-over des protéines et organites cellulaires. Diverses conditions de stress activent des 

voies de signalisation menant à l’activation de l’autophagie qui, généralement, contribue à 

rétablir l’homéostasie cellulaire. Malgré l’identification des acteurs impliqués dans 

l’autophagie, l’aspect mécanistique de ce processus reste incomplètement caractérisé.  

 L’autophagie fait partie de la réponse immunitaire antivirale. Cependant, par la 

mobilisation des membranes intracellulaires qu’elle induit, elle participe également à la 

morphogénèse de certains virus. Les stratégies des virus pour inhiber l’autophagie ou 

détourner ce processus à leur profit ne cessent d’être découvertes.  
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Il existe plusieurs types d’autophagie qui diffèrent par la façon dont les constituants 

cytosoliques sont délivrés dans les lysosomes (Fig 18).  

• La macroautophagie se traduit par la séquestration des constituants cytoplasmiques 

dans des vésicules à double membrane, les autophagosomes, qui vont fusionner avec 

les lysosomes (Klionsky and Codogno, 2013). Ce type d’autophagie permet de 

dégrader un large ensemble de « substrats » incluant des agrégats protéiques, des 

organites entiers ou des pathogènes intracellulaires.  

• L’autophagie médiée par les chaperonnes consiste en la translocation de protéines 

cytosoliques dans les lysosomes, avec l’assistance de la chaperonne cytosolique 

Hsc70, via un canal formé dans la membrane lysosomale par l’oligomérisation de la 

protéine transmembranaire LAMP-2A (Dice, 2007).  

• La microautophagie consiste en la délivrance de « substrats » dans les lysosomes 

directement par invagination de la membrane de ce compartiment (Mijaljica et al., 

2011).  
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Figure 18. Différents types d’autophagie (Boya et al., 2013)  
 

Mon travail de thèse s’est intéressé exclusivement à la macroautophagie, qui est, 

comme précisé dès le début de ce manuscrit, désignée par autophagie pour des raisons de 

simplicité. 
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L’autophagie a longtemps été considérée comme un processus non sélectif, 

séquestrant de manière aléatoire des portions du cytoplasme dans les autophagosomes (on 

parle de bulk autophagy, ou autophagie non sélective). Cependant, de nombreuses évidences 

ont démontré que l’autophagie peut aussi être sélective, permettant l’englobement d’un cargo 

spécifique dans des autophagosomes qui contiennent peu de cytoplasme (Johansen and 

Lamark, 2011). Différents types d’autophagie sélective sont d’ailleurs distingués selon le 

cargo ciblé : les agrégats protéiques (l’agréphagie), les mitochondries (la mitophagie), les 

peroxisomes (la pexophagie), les pathogènes intracellulaires (la xénophagie), les ribosomes 

(la ribophagie), des portions du RE (la réticulophagie), les gouttelettes lipidiques (la 

lipophagie), etc.  



&%"
"

Le caractère sélectif de l’autophagie repose sur des protéines adaptatrices qui 

interagissent d’une part avec un déterminant spécifique sur un cargo et d’autre part avec une 

protéine présente à la membrane de l’autophagosome (Johansen and Lamark, 2011). Ces 

adaptateurs constituent le lien physique entre le cargo et la membrane autophagique qui se 

forme autour de celui-ci. Les déterminants qui permettent la sélection des cargos ne sont pas 

clairement identifiés pour toutes les formes d’autophagie sélective. La ribophagie et la 

réticulophagie sont notamment les formes d’autophagie sélective les moins bien caractérisées 

(Cebollero et al., 2012). 

L’ubiquitine est l’une des « étiquettes » qui permet la séquestration d’agrégats 

protéiques, d’organites et de pathogènes dans les autophagosomes (Johansen and Lamark, 

2011). Ces cargos ubiquitinylés sont reconnus par des adaptateurs tels que la protéine p62, 

aussi appelée séquestosome 1 (SQSTM1), et la protéine Neighbor of BRCA1 gene (NBR1) 

(Fig 19). D’une part, elles possèdent un domaine de liaison à l’ubiquitine (UBA) qui permet 

leur interaction avec les résidus mono-ubiquitine ou les chaînes poly-ubiquitine présents sur 

les cargos. D’autre part, le motif LC3-interacting region (LIR) leur permet d’interagir avec la 

protéine LC3 présente sur la membrane autophagique.  

Actuellement, même si le schéma global de la machinerie de formation des 

autophagosomes est relativement bien caractérisé, il n’a pas été établi que des différences 

puissent exister entre les mécanismes de formation des autophagosomes dans l’autophagie 

non sélective et dans l’autophagie sélective.  

 

 

 
Figure 19. Autophagie sélective dépendant de p62 (ou de NBR1) (Lamb et al., 2013)  
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La formation des autophagosomes débute par la formation d’une structure 

membranaire en forme de croissant, appelée phagophore ou membrane d’isolement. Le 

phagophore s’allonge et se referme sur lui-même, donnant naissance à l’autophagosome (Fig 

20A). La caractérisation des mécanismes moléculaires de l’autophagie a débuté il y a moins 

d’une quinzaine d’années avec l’identification des protéines AuTophaGy-related (ATG) par 

screening génétique chez la levure. A ce jour on compte plus de 30 protéines ATG chez la 

levure, dont la majorité est conservées chez les mammifères.  

Dans les paragraphes suivants, je décrirai successivement les étapes qui conduisent à 

la formation de l’autophagosome chez les mammifères : nucléation du phagophore, 

élongation du phagophore, apports membranaires pour la formation de l’autophagosome et 

étapes tardives de l’autophagie. Je terminerai en abordant les mécanismes alternatifs de 

formation des autophagosomes. 
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 L’autophagie est régie par un master regulator qui est le complexe Mammalian Target 

Of Rapamycin Complex 1 (mTORC1) contenant la sérine/thréonine kinase mTOR (Díaz-

Troya et al., 2008). L’inactivation de mTORC1 (par divers stimuli qui seront présentés 

ultérieurement dans la partie 4.3 p74) permet l’activation et le recrutement de différents 

acteurs vers le site de nucléation du phagophore (Fig 20B). Il s’agit de multiples sites 

spécifiques localisés à la membrane du RE, enrichis en Phosphatydil-Inositol-3-phosphate 

(PI3P), appelés omégasomes (Axe et al., 2008; Hayashi-Nishino et al., 2009).  

Deux acteurs sont recrutés très précocement au niveau de l’omégasome : le complexe 

contenant la kinase Unc-51-like kinase 1/2 (ULK1/2) et le complexe contenant la kinase 

hVps34, qui est une Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3K) de classe III (Fig 20B).  

• La kinase ULK1/2 est associée aux protéines partenaires ATG13, Focal adhesion 

kinase family Interacting Protein of 200 kDa (FIP200) et ATG101, dans un complexe 

désigné par complexe ULK1/2 (Jung et al., 2009). Celui-ci est normalement maintenu 

inactif grâce à la phosphorylation de ULK1/2 et de ATG13 par mTOR (Jung et al., 

2009; Hosokawa et al., 2009b). Quand mTOR est inhibé, la non-phosphorylation de 

ULK1/2 sur les sites ciblés par mTORC1 permet son activation (Mizushima, 2010). 

Les mécanismes de recrutement du complexe ULK1/2 vers l’omégasome ne sont pas 

bien établis. 
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• Il existe plusieurs complexes contenant la PI3K de classe III hVps34, dont un seul est 

impliqué dans la formation des autophagosomes (Vanhaesebroeck et al., 2010). Le 

complexe en question, désigné par complexe PI3K, contient la PI3K hVps34 associée 

aux protéines partenaires hVps15 (ou p150), Beclin-1 et ATG14L. ATG14L est 

nécessaire au recrutement du complexe PI3K vers l’omégasome (Matsunaga et al., 

2010), entre autres en interagissant avec la protéine ATG13 du complexe ULK1/2 

(Itakura and Mizushima, 2010; Jao et al., 2013). Au niveau de l’omégasome, le 

complexe PI3K produit des PI3P qui sont indispensables à la formation de 

l’autophagosome car ils servent de sites d’amarrage pour le recrutement d’autres 

acteurs de la machinerie autophagique. Malgré de nombreuses études qui positionnent 

le complexe ULK1/2 en amont du complexe PI3K dans la nucléation de 

l’autophagosome, l’interdépendance de ces deux complexes n’est pas totalement claire 

(Karanasios et al., 2013).  

 
Les effecteurs recrutés à l’omégasome par la liaison au PI3P sont la protéine Double 

FYVE-Containing Protein 1 (DFCP1) (Axe et al., 2008) et la famille des protéines WD-repeat 

protein Interacting with PhosphoInositides (WIPI 1-4) (Proikas-Cezanne et al., 2004) (Fig 

20B). Ils seraient nécessaires pour la progression du phagophore en autophagosome. Par 

exemple, WIPI-2 est nécessaire à la lipidation de la protéine LC3 (Polson et al., 2010) (cf § 

4.2.2 p68). Cependant, les mécanismes d’intervention de DFCP1 et des protéines WIPI sont 

encore mal connus.  
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Figure 20. Modèle de formation de l’autophagosome à partir de la membrane du RE 
(selon Tooze and Yoshimori, 2010) 
A. Des sites spécifiques de la membrane du RE appelés omégasome supportent la nucléation 
du phagophore, ou membrane d’isolement (en rouge), cette dernière se retrouvant en 
« sandwich » entre deux « citernes » du RE. Le phagophore s’allonge et se ferme sur lui-
même pour former l’autophagosome, qui se détache de l’omégasome. 
B. Le complexe contenant la kinase ULK1/2 (en violet) et celui contenant la PI3K de classe 
III (en bleu) sont recrutés précocement au niveau de l’omégasome. Les PI3P générés par la 
PI3K servent à recruter les effecteurs WIPI et DFCP1, ainsi que les deux systèmes de 
conjugaison ubiquitin-like qui vont lipider LC3 (non représentés).  
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 L’élongation et la fermeture du phagophore en autophagosome repose sur l’ancrage 

spécifique des protéines de la famille des ATG8 à la membrane du phagophore (Weidberg et 

al., 2010). Cette famille de protéines regroupe plusieurs membres identifiés comme 

homologues d’Atg8 chez la levure, et divisés en 2 sous-familles :  

• la sous-famille des protéines LC3, impliquée dans l’étape d’élongation du phagophore. 

Des trois membres LC3-A, -B et -C, seul le rôle de LC3-B dans l’autophagie a été 

bien établi. Par la suite, LC3-B sera désignée simplement par LC3 sauf précision 

contraire. De par sa présence spécifique sur le phagophore, l’autophagosome et 

l’autolysosome, LC3 est utilisée comme un marqueur de référence de ces structures 

autophagiques, tant en biochimie qu’en imagerie.  
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• la sous-famille des protéines GABA Receptor-Associated Protein (GABARAP) / 

Golgi-associated ATPase Enhancer of 16kDa (GATE-16), qui intervient plus 

tardivement, dans l’étape de fermeture du phagophore en autophagosome.  

 
Les protéines ATG8, normalement cytosoliques, s’ancrent à la membrane du 

phagophore en croissance grâce à leur conjugaison à la phosphatidyl-éthanolamine (PE) 

(Kabeya et al., 2004). Cette conjugaison spécifique, ou lipidation, requiert deux systèmes de 

conjugaison qui ressemblent à la conjugaison de l’ubiquitine aux protéines substrats, d’où le 

nom de systèmes de conjugaison ubiquitin-like (Fig 21). 

• Le premier système consiste en la conjugaison de LC3 (ou de GABARAP/GATE-16), 

considérée comme équivalent à l’ubiquitine, à son substrat, la PE. Normalement LC3 

est soluble dans le cytoplasme sous la forme de pro-LC3. La pro-LC3 est clivée par 

ATG4, donnant la forme LC3-I qui expose un résidu glycine en C-terminale (Tanida 

et al., 2004). LC3-I est alors activée par ATG7 (équivalente à l’enzyme E1 dans la 

conjugaison de l’ubiquitine), puis transférée sur ATG3 (équivalente à l’enzyme E2) 

(Geng and Klionsky, 2008). Enfin, le complexe ATG12-ATG5-ATG16L1, considéré 

comme équivalent à l’enzyme E3, conjugue LC3-I à la PE (Hanada et al., 2007; Fujita 

et al., 2008). La forme de LC3 conjuguée à la PE est dite forme LC3-II et se retrouve 

sur les membranes interne et externe de l’autophagosome (Kabeya, 2000; Kabeya et 

al., 2004; Kirisako et al., 1999). La lipidation de LC3 est réversible car ATG4 peut 

aussi délipider LC3 in vitro (Kabeya et al., 2004).  

• Le complexe ATG12-ATG5-ATG16L1 est lui-même formé selon un système de 

conjugaison ubiquitin-like, dans lequel ATG12 est l’équivalent de l’ubiquitine. 

ATG12 est activée par ATG7 (enzyme E1), puis transférée sur ATG10 (enzyme E2), 

et enfin conjuguée à son substrat ATG5 (Geng and Klionsky, 2008). Aucune protéine 

équivalente à l’enzyme E3 n’a été identifiée dans cette dernière étape de conjugaison. 

La liaison entre ATG12 et ATG5 est covalente et irréversible, tandis qu’ATG5 

interagit de manière non covalente avec ATG16L1 (Mizushima et al., 2003; Fujioka et 

al., 2010). Le domaine coiled-coil d’ATG16L1 permet sa dimérisation puis la 

formation d’un complexe multimérique composé d’un dimère d’ATG16L1 associé 

chacun à un complexe ATG5-ATG12. Des études de microscopie électronique ont 

montré que le complexe ATG5-ATG12-ATG16L1 est majoritairement présent à la 

face externe du phagophore et s’en détache lorsque l’autophagosome est 

complètement formé (Mizushima et al., 2001).  
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Figure 21. Deux systèmes de conjugaison ubiquitin-like impliqués dans la formation de 
l’autophagosome (adapté de Li and Vierstra, 2012)  
   

 Les mécanismes qui assurent la restriction spatiale de LC3 sur les membranes 

autophagiques ne sont pas complètement compris. Il a été montré que le site membranaire où 

se trouve la forme lipidée de LC3 (LC3-II) est dicté par la localisation du complexe ATG5-

ATG12-ATG16L1 (Fujita et al., 2008). Le recrutement de ce complexe vers le site de 

formation des autophagosomes reposerait sur l’interaction directe d’ATG16L1 avec FIP200 

du complexe ULK1/2 (Gammoh et al., 2012; Nishimura et al., 2013). Ensuite, LC3 est 

recrutée, sous forme conjuguée à ATG3, vers le complexe ATG5-ATG12-ATG16L1 via 

l’interaction directe d’ATG3 avec ATG12 (Noda et al., 2012) (Fig 22). ATG3 possède une 

hélice amphipathique en N-terminal qui détecte le niveau de courbure membranaire et 

restreint la lipidation de LC3 aux membranes fortement courbée telles que les extrémités du 

phagophore en croissance (Nath et al., 2014). 
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Figure 22. Modèle d’action du complexe ATG5-ATG12-ATG16L1 dans la lipidation de 
LC3 au niveau de la membrane du phagophore (adapté de Noda et al., 2012) 
Le complexe ATG5-ATG12-ATG16L1 est recruté à la membrane du phagophore grâce à 
ATG16L1. D’une conformation initialement fermée, il acquiert une conformation ouverte en 
présence de LC3 conjuguée à ATG3. Dans la conformation ouverte, ATG12 interagit 
directement avec ATG3 et favorise la conjugaison de LC3 à la PE présente à la membrane du 
phagophore. 
 

Bien que la lipidation de LC3 soit indispensable à la formation des autophagosomes, 

on ne sait pas exactement comment l’ancrage de LC3 à la membrane du phagophore permet 

son expansion. Une étude a montré que, in vitro, la forme LC3-PE est capable de provoquer 

l’agrégation des liposomes et faciliter leur hémifusion (Nakatogawa et al., 2007). D’ailleurs, 

la quantité de LC3 dans la cellule n’influence pas le nombre d’autophagosomes, mais joue sur 

leur taille (Xie et al., 2008). Ces observations suggèrent que LC3 contrôle la phase 

d’élongation du phagophore probablement grâce à ses capacités à promouvoir l’attachement 

et la fusion de vésicules.  
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Figure 23. Apports membranaires pour l’élongation du phagosphore (adapté de Shibutani 
and Yoshimori, 2014) 
 

 La formation de l’autophagosome implique des événements de fusion de vésicules de 

différentes origines avec le phagophore (Fig 23), qui font intervenir de nombreuses protéines 

Rab (Szatmári and Sass, 2014) et des protéines Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor 

Attachment protein REceptor (SNARE) (Moreau et al., 2013). Plusieurs compartiments 

intracellulaires autres que le RE ont été identifiés comme fournisseurs de membranes à 

l’autophagosome :  

• Les mitochondries : La membrane externe des mitochondries a été identifiée comme 

lieu de nucléation de l’autophagosome (Hailey et al., 2010). Par la suite, l’étude de 

Hamasaki et collègues a permis de réconcilier les origines mitochondriales et 

réticulaires du phagophore en démontrant que la formation de celui-ci a lieu au niveau 

des sites de contact entre le RE et les mitochondries, les sites Mitochondria-

Associated Membranes (MAM) (Hamasaki et al., 2013). Etant donné que la membrane 

mitochondriale est riche en PE, il est supposé que ce lipide indispensable à la 

formation des autophagosomes est transféré des mitochondries vers le RE via les 

MAM.  

• Le compartiment intermédiaire ERGIC : ce compartiment a été récemment identifié 

par Ge et collègues comme étant aussi un site potentiel de nucléation de 

l’autophagosome (Ge et al., 2013). 
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• L’appareil de Golgi et les endosomes : ATG9 est la seule protéine transmembranaire 

parmi les ATG. ATG9 est localisé dans la région juxtanucléaire correspondant au 

TGN, et aussi au niveau des endosomes en région périphérique (Young et al., 2006; 

Orsi et al., 2012). Quand l’autophagie est induite, des structures tubulo-vésiculaires 

contenant ATG9 sont mobilisées vers les sites de formation des autophagosomes. 

• La membrane plasmique : ATG16L1 et ATG9 sont endocytés à partir de la membrane 

plasmique et rejoignent les endosomes de recyclage, d’où vont émaner des structures 

tubulo-vésiculaires contenant ces deux protéines et qui constituent une source de 

membrane au phagophore en croissance (Puri et al., 2013).  
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 Les étapes tardives de l’autophagie consistent en la fusion des autophagosomes avec 

les compartiments lytiques et la dégradation du contenu des autophagosomes, ce qui complète 

le flux autophagique. Les autophagosomes peuvent fusionner avec les endosomes, donnant 

naissance à l’amphisome qui va ensuite s’acidifier, ou fusionner directement avec les 

lysosomes, devenant alors des autolysosomes. Certains acteurs de la machinerie d’arrimage et 

de fusion impliquée dans le trafic intracellulaire ont été identifié comme étant impliqués dans 

ces étapes tardives de l’autophagie, comme les petites GTPases Rab11 et Rab7 (Szatmári and 

Sass, 2014), la t-SNARE Vti1b et les v-SNARE VAMP3 et VAMP7 (Moreau et al., 2013). 

Par ailleurs, le changement des partenaires dans le complexe Beclin-1–hVps34 régule 

l’autophagie à différents niveaux : tandis que le complexe contenant Beclin-1–hVps34–

ATG14L régule la nucléation de l’autophagosome, celui contenant Beclin-1–hVps34–

UVRAG régule la fusion de ceux-ci avec les endo/lysosomes (Liang et al., 2008). 

A côté des acteurs de la machinerie d’arrimage et de fusion, la fusion des 

autophagosomes avec les lysosomes requiert également les protéines Lysosomal-Associated 

Membranes Proteins (LAMP) 1 et 2, présentes à la membrane des lysosomes (Eskelinen, 

2005). Du côté de l’autophagosome, l’étape de fusion est facilitée par le retrait des protéines 

LC3 ancrées à la membrane externe de celui-ci, par le processus de délipidation, médié par 

ATG4 (Yu et al., 2012). 
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 Récemment, différentes études ont décrit des mécanismes alternatifs, ou non 

canoniques, de formation des autophagosomes, qui n’impliquent pas la totalité des acteurs de 

la voie canonique décrite ci-dessus (Codogno et al., 2012).  

 En général les mécanismes non canoniques sont indépendants de l’un ou l’autre des 

deux complexes ULK1/2 et PI3K. L’autophagie indépendante d’ULK1/2 a été décrite dans le 

cas de carence en glucose (Cheong et al., 2011). L’autophagie indépendante de Beclin-1, qui a 

lieu par exemple dans les cellules cancéreuses exposées au Resveratrol (Scarlatti et al., 2008), 

est le mécanisme non canonique le plus communément décrit (Codogno et al., 2012). Dans 

ces cas-là, l’acteur responsable de la production de PI3P n’est pas connu (Mauthe et al., 

2011).  

Une caractéristique qui semble être commune à certaines formes d’autophagie non 

canonique serait la dépendance à l’apport membranaire provenant des endosomes et de 

l’appareil de Golgi. Par exemple, une étude récente a mentionné une forme d’autophagie non 

canonique qui ne dépend ni du complexe ULK1/2, ni du complexe PI3K, mais qui dépend 

d’ATG9 (Chen et al., 2013). Une autre étude a décrit une forme d’autophagie indépendante de 

la lipidation de LC3 mais qui implique la petite GTPase Rab 9, qui assure le trafic entre les 

endosomes tardifs et l’appareil de Golgi (Nishida et al., 2009).  
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L’autophagie existe dans la cellule à un niveau basal qui assure le turn-over des 

protéines et organites cellulaires. Elle peut être induite en cas de carence en nutriments, de 

déplétion en énergie ou lors de divers stress cellulaires. L’induction de l’autophagie dans ces 

conditions permet généralement de restaurer l’homéostasie cellulaire et d’éviter l’apoptose 

(Kroemer et al., 2010).  

Les voies de signalisation qui régulent l’autophagie sont complexes. Elles s’articulent 

principalement autour du complexe mTORC1. Les grandes voies de signalisation régulant 

l’autophagie sont présentées dans la Figure 24. Les voies de signalisation qui relient le stress 

du RE à l’autophagie sont présentées dans la Figure 25. 
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Figure 24. Voies de signalisation régulant l’autophagie (adapté de Yang and Klionsky, 
2010)  
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 L’activation de mTORC1 repose sur l’intégration d’un ensemble de signaux qui reflète 

les statuts nutritionnel (présence de facteurs de croissance et d’acides aminés) et énergétique 

(ratio AMP/ATP) de la cellule. La sensibilité de mTORC1 au statut énergétique de la cellule 

sera discutée séparément car elle passe par la voie AMP-activated protein kinase (AMPK) qui 

intègre elle-même d’autres signaux que le ratio AMP/ATP.  

 La liaison des facteurs de croissance à leurs récepteurs membranaires stimule la voie 

Ras – PI3K de classe I – Akt/PKB (Yang and Klionsky, 2010). Une fois activée, la kinase 

Akt/PKB phosphoryle et inhibe l’activité du complexe Tuberous Sclerosis Complex 1/2 

(TSC1/2) qui présente une activité GAP favorisant l’hydrolyse du GTP sur la petite GTPase 

Rheb. Or, Rheb-GTP est nécessaire à l’activation de mTORC1. Ainsi, l’inactivation du 
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complexe TSC1/2 par Akt/PKB permet à Rheb d’activer mTORC1 et de réprimer 

l’autophagie. 

 mTORC1 est également activé par la présence d’acides aminés. L’activation de la 

MAPK ERK via la cascade Raf-MEK-ERK peut activer l’autophagie, or Raf est inhibée en 

présence d’acides aminés (Yang and Klionsky, 2010). Par ailleurs, la présence d’acides 

aminés active mTORC1 via la petite GTPAse Rag (Kim et al., 2008). 
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 L’AMPK est un senseur du niveau énergétique de la cellule. AMPK est activée de 

manière allostérique par la liaison de l’AMP, tandis qu’elle est inhibée par l’ATP (Hardie, 

2004). Lors d’une déplétion énergétique, le ratio AMP/ATP élevé contribue à activer AMPK. 

L’activation optimale d’AMPK requiert l’activité de la Liver kinase B1 (LKB1), une AMPK 

kinase qui phosphoryle AMPK au niveau de la boucle d’activation (Hawley et al., 1996). 

Cette phosphorylation activatrice est d’ailleurs dépendante de la liaison de l’AMP à AMPK.  

La voie LKB1–AMPK permet l’inhibition de mTORC1 et l’induction de l’autophagie 

en réponse à la déplétion énergétique. AMPK inhibe mTORC1 de manière indirecte, en 

activant le complexe TSC1/2 répresseur de mTORC1 (Corradetti et al., 2004), et de manière 

directe en phosphorylant la sous-unité Raptor du complexe mTORC1 (Gwinn et al., 2008). 

 D’autres conditions de stress activent l’autophagie via l’activation d’AMPK. Par 

exemple, la concentration élevée en Ca2+ dans le cytoplasme active la Ca2+/calmodulin-

dependent kinase kinase-β (CaMKK!), qui phosphoryle et active AMPK (Høyer-Hansen and 

Jäättelä, 2007). La protéine suppresseur de tumeur p53 active aussi AMPK selon un 

mécanisme inconnu (Feng et al., 2005).  

 Il est intéressant de noter que LKB1, la kinase qui active AMPK, est un master 

regulator de la polarisation cellulaire. Dans les cellules intestinales humaines Caco-2, il a été 

montré que l’activation de LKB1 suffit à induire la polarisation d’une cellule isolée (Baas et 

al., 2004). Il semble donc raisonnable de penser que la polarisation et la différenciation 

cellulaire soient en relation avec le niveau basal de l’autophagie. Nous y reviendrons dans la 

mesure où les cellules intestinales Caco-2 polarisées et différenciées sont le modèle de 

référence que nous utiliserons parce qu’il se rapproche de la cible naturelle du rotavirus. 
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 L’interaction entre Beclin-1 et Bcl-2 constitue un autre nœud de régulation de 

l’autophagie. Beclin-1 est normalement « piégé » par l’interaction directe avec la protéine 

Bcl-2 (Pattingre et al., 2005), ce qui l’empêche de s’associer avec la PI3K hVps34. Plusieurs 

voies de signalisation activent l’autophagie en induisant la dissociation de Beclin-1 de Bcl-2. 

Par exemple, la kinase JNK, activée dans de nombreuses conditions de stress, dont le stress du 

RE, phosphoryle Bcl-2, l’empêchant d’interagir avec Beclin-1 (Wei et al., 2008).  
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 Le stress du RE induit généralement l’autophagie. Cette connexion repose sur la 

signalisation médiée par le Ca2+ et sur la signalisation médiée par l’UPR (Fig 25).  

 

 
Figure 25. Induction de l’autophagie lors du stress du RE (selon Sano and Reed, 2013) 
L’autophagie est connectée au stress du RE par la signalisation via le Ca2+ et la signalisation 
de l’UPR. Les régulations positives de l’autophagie au niveau transcriptionnel sont 
représentées par des flèches grises. Tous les autres mécanismes de régulation sont représentés 
par des flèches (activation) ou barres (inhibition) noires. 
 

 Hoyer-Hansen et collègues ont montré que le relargage du Ca2+ du RE vers le 

cytoplasme lors du stress du RE active la CaMKK!, qui active AMPK et inhibe mTORC1 

(Høyer-Hansen and Jäättelä, 2007). La kinase JNK, activée par IRE1, phosphoryle Bcl-2 de 
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sorte que cette dernière se dissocie de Beclin-1 (Ogata et al., 2006; Wei et al., 2008). Par 

ailleurs, les facteurs de transcription activés par l’UPR régulent positivement l’autophagie au 

niveau transcriptionnel : XBP1, ATF4 et CHOP promeuvent respectivement l’expression de 

Beclin-1, ATG12 et ATG5 (Margariti et al., 2013; Kouroku et al., 2007; Rouschop et al., 

2010).  
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 L’autophagie est impliquée dans les réponses immunitaires innée et adaptative. Elle 

peut être néfaste pour la réplication des virus en dégradant les particules virales ou composés 

viraux dans les lysosomes (xénophagie) (Levine, 2005). Par ailleurs, l’autophagie contribue à 

la réponse interféron (IFN) anti-virale en délivrant le matériel génétique viral aux Toll-like 

receptors (TLR) endosomaux (Jordan and Randall, 2012). L’autophagie participe aussi au 

chargement des peptides sur le CMH-I et le CMH-II (Jordan and Randall, 2012; English et al., 

2009).  

 Les virus ont développés de nombreux mécanismes qui inhibent l’autophagie, ciblant 

toutes les étapes de ce processus. La protéine Env du virus de l’immunodéficience humaine 

VIH-1 inhibe l’induction de l’autophagie dans les cellules dendritiques infectées en activant 

mTORC1 (Blanchet et al., 2010). Certains membres de la famille des Herpesviridae codent 

pour des protéines virales qui interagissent directement avec Beclin-1 et « piègent » celle-ci 

de la même manière que la protéine cellulaire Bcl-2, l’empêchant de s’associer à la PI3K 

hVps34, ce qui bloque la nucléation des autophagosomes (Orvedahl et al., 2007; Sinha et al., 

2008). L’herpes virus Gamma responsable du sarcome de Kaposi code pour une protéine 

homologue à la FLICE-like inhibitor protein qui inhibe l’élongation du phagophore en 

empêchant la liaison de LC3 à ATG3 (Lee et al., 2009).  

Au contraire, d’autres virus exploitent les remaniements membranaires liés à 

l’autophagie, ou du moins en relation avec la machinerie autophagique, pour leur 

morphogénèse. Tous les virus à ARN simple brin à polarité positive (ARNsb (+)) induisent un 

remaniement considérable des membranes intracellulaires, produisant des structures à double 

membrane (DMV), qui servent de support physique à la réplication du génome viral. Ces 

DMV sont semblables morphologiquement aux autophagosomes, d’où leur appellation de 

membranes autophagic-like. Bien que l’identité des DMV en tant qu’autophagosomes reste en 

débat, il a été montré dans certains cas comme ceux du poliovirus (Taylor and Kirkegaard, 

2007) ou du coxakievirus B3 (Wong et al., 2008), que la machinerie autophagique est 
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clairement impliquée dans la formation de ces structures. Dans le cas du coronavirus, les 

structures membranaires ne sont pas des autophagosomes mais sont en fait dérivées des 

EDEMosomes et sont recouvertes de la protéine LC3 non lipidée (LC3-I) (Reggiori et al., 

2010). Outre le cas des virus à ARNsb (+), l’autophagie favorise les étapes d’assemblage 

et/ou de sortie de certains virus comme le VIH-1 (Kyei et al., 2009) ou le virus de l’hépatite B 

(Li et al., 2011). De manière intéressante, le poliovirus, un virus non enveloppé, induit non 

seulement la formation de membranes de type autophagique qui servent de support pour la 

réplication de son génome, mais utiliserait également les autophagosomes pour sortir de la 

cellule hôte de manière non lytique (Jackson et al., 2005). En général, les virus qui tirent 

bénéfice des membranes autophagiques bloquent le flux autophagique à l’étape tardive, c’est-

à-dire la fusion des autophagosmes avec les lysosomes (Wong et al., 2008; Sir et al., 2008; Li 

et al., 2011). On parle alors de détournement du processus autophagique.  

 
 

 

Malgré la découverte continue de nouveaux acteurs impliqués dans l’autophagie, le mécanisme global de ce 

processus reste à élucider. De nombreuses situations de stress cellulaires convergent vers l’induction de 

l’autophagie, ce qui rend complexe l’analyse des rôles physiologiques de ce processus. Il est cependant clair que 

les divers rôles de l’autophagie reposent d’une part sur sa fonction de dégradation, et d’autre part sur la 

mobilisation et le remaniement des membranes intracellulaires qu’elle induit. L’autophagie en tant que processus 

de dégradation est généralement inhibée par les virus. Par contre, les membranes autophagiques ou une partie de 

la machinerie autophagique peut promouvoir la réplication de certains virus. 

   

 

 

 

 

 

  



(V"
"

5LBH:?=<$F$U$Rotavirus$
 

+N*N$AL^>:JHB?LJ7JE:<$KC$=J?B;:=C>$

+N*N*N$%GHJ=?B9I<$G@K:IB7<$KC$=J?B;:=C>$
 Les rotavirus constituent un genre appartenant à la famille des Reoviridae et sont 

nommés ainsi en raison de leur morphologie en forme de roue observée en microscopie 

électronique (« rota » signifie « roue » en latin). Ces virus ont initialement été isolés à partir 

de biopsies de muqueuses duodénales provenant d’enfants atteints de gastro-entérites non 

bactériennes (Bishop et al., 1973) ou d’échantillons de fèces de veaux, souriceaux ou poulains 

souffrant de diarrhée (Flewett et al., 1975). Il s’agit d’un virus non enveloppé, dont le génome 

est constitué de 11 segments d’ARN double brin (ARNdb). 

Les rotavirus sont considérés comme l’agent étiologique majeur responsable de gastro-

entérites aigües (GEA) chez les jeunes enfants et jeunes animaux. Le mode de transmission 

est la voie oro-fécale. Chez les enfants, les principaux signes cliniques sont : diarrhée, 

douleurs abdominales, vomissements, fièvre modérée. La gravité est liée à la déshydratation. 

Dans de rares cas, une virémie atteignant le système nerveux central provoque des 

complications neurologiques graves (Goldwater et al., 2001). Quasiment tous les enfants âgés 

de 5 ans ont connu une infection à rotavirus avec un pic d’incidence de la première infection 

entre 12-18 mois. Les formes sévères de la maladie surviennent généralement lors de 

l’infection primaire, les réinfections provoquant des symptômes de moindre importance 

jusqu’à la forme asymptomatique chez les adultes (Ward, 1996).  

Il n’existe actuellement aucun traitement curatif spécifique contre les GEA à rotavirus. 

La déshydratation provoquée par les diarrhées est compensée par un apport de solutions 

aqueuses équilibrées en électrolytes, ce qui permet une guérison en 3 à 4 jours. Ce type de 

soins est délivré dans des structures hospitalières qui peuvent se révéler difficiles d’accès aux 

populations des pays les moins industrialisés, expliquant le nombre encore important 

d’infections fatales dans ces régions. 

 Avant l’introduction du programme de vaccination anti-rotavirus à l’échelle mondiale, 

les GEA dues aux rotavirus causaient plus de 450.000 décès par an chez les enfants de moins 

de 5 ans, dont la majorité concerne les pays en développement (Tate et al., 2012) (Fig 26). 

Dans les pays industrialisés, les GEA à rotavirus évoluent généralement vers la guérison, 

grâce à la facilité d’accès aux soins. Cependant, elles sont à l’origine d’enjeux majeurs de 

santé publique dû à l’impact des coûts de consultation et d’hospitalisation pédiatriques. Chez 
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les animaux, l’infection à rotavirus engendre des conséquences économiques non 

négligeables.  

 

 
Figure 26. Répartition géographique de la mortalité infantile due à l’infection par le 
rotavirus avant l’introduction du programme de vaccination à l’échelle mondiale 
(données de 2008) (Tate et al., 2012) 
Le nombre total de décès infantiles dans le monde était de 453.000. Le taux de mortalité est 
calculé par pays et par tranche de 100.000 enfants. 
 

Actuellement, deux vaccins anti-rotavirus sont commercialisés dans de nombreux pays 

dont la France : RotaTeq% (Merk-Sanofi Pasteur MSD) et Rotarix% (Glaxo Smith Kline 

Biologicals). Tous les deux utilisent des souches vaccinales atténuées (Glass and Parashar, 

2006). Ces vaccins ont largement démontré leur efficacité car dans les pays avec une 

couverture vaccinale de plus de 80%, on observe une diminution de plus 80% des cas de GEA 

dues au rotavirus (Patel et al., 2011). Cependant, ils possèdent certains inconvénients: d’une 

part, la généralisation de la vaccination dans les pays en développement est freinée par le coût 

des vaccins et d’autre part, la réversion de l’atténuation est possible dans les souches 

vaccinales, d’autant plus que les bases moléculaires de l’atténuation ne sont pas connues. 

Pour ces raisons, la compréhension de la biologie du rotavirus nécessite toujours une attention 

particulière afin d’élaborer des traitements anti-rotavirus efficaces à long terme, tant au 

niveau curatif qu’au niveau préventif.  
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L’analyse de biopsies issues de jeunes animaux (Majerowicz et al., 1994; Mebus et al., 

1978; Salim et al., 1995; Snodgrass et al., 1979; Torres-Medina and Underdahl, 1980) et 
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d’enfants infectés par le rotavirus (Bishop et al., 1973; Davidson et al., 1975) montre que 

l’infection cible préférentiellement l’intestin grêle, au niveau du jéjunum et de l’iléon (Fig 

27). La surface de l’intestin grêle forme des villosités séparées par des cryptes (Ramig, 2004). 

Le rotavirus a un tropisme marqué pour les entérocytes qui se situent au sommet des villosités 

(Davidson et al., 1975). Il s’agit des cellules épithéliales les plus différenciées, non 

prolifératives et spécialisées dans la digestion et l’absorption des nutriments.  

 

 
Figure 27. Tropisme du rotavirus pour les entérocytes matures de l’épithélium intestinal 
(Boshuizen et al., 2005). 
Les protéines du rotavirus (A) ainsi que les ARN viraux (B) ont été détectés respectivement 
par immunohistochimie et hybridation in situ sur des coupes d’iléon de souriceaux sacrifiés 
24 heures après le début de l’infection par la souche de rotavirus EDIM. Les cellules 
marquées positivement sont situées au sommet des villosités intestinales, correspondant à des 
cellules parfaitement différenciées en entérocytes.  

 

Les mécanismes par lesquels l’infection à rotavirus induit la diarrhée sont multiples 

(Ramig, 2004). L’un d’entre eux est la diminution de la capacité d’absorption de l’épithélium, 

dû à l’altération des fonctions entérocytaires. Cela conduit à un milieu hyperosmotique dans 

la lumière intestinale, induisant une fuite de fluides, correspondant à une diarrhée osmotique.  

La diarrhée induite par l’infection à rotavirus est aussi une diarrhée de type sécrétoire. 

La protéine virale NSP4 est clivée, sécrétée dans le milieu extracellulaire et agit de manière 

paracrine comme une entérotoxine (Zhang et al., 2000). Dans les cellules des cryptes, qui sont 

responsables des fonctions de sécrétion, l’action paracrine de NSP4 induit une sécrétion de Cl-

, ce qui contribue à l’augmentation de la force osmotique au niveau de la lumière intestinale 

(Morris et al., 1999). D’autre part, l’activation du système nerveux entérique lors de 

l’infection expliquerait pourquoi l’infection des entérocytes au sommet des villosités 

provoque une sécrétion massive de Cl- et d’eau par les cellules de la crypte (Kordasti et al., 

2004).  

VP4 mRNA level was low at 2 dpi, and a second peak of
replication was observed at 4 dpi. Thereafter replication
decreased to very low (7 dpi) and finally undetectable

levels (14 dpi). As in our previous studies, the extend of
virus replication in the ileum was more extensive than in
the jejunum.

Number of goblet cells during rotavirus infection

We performed AB-PAS staining on intestinal tissue
sections and counted the number of goblet cells per villus
in duodenum, jejunum, and ileum. In control mice, the
number of goblet cells per villus in the duodenum,
jejunum, and ileum remained constant during develop-
ment in the second week after birth (i.e., 6 hpi to 7 dpi,
Fig. 2). We however observed a difference in goblet cell
numbers during infection, when the duodenum and
jejunum were compared to the ileum. During infection,
the number of goblet cells in the duodenum and jejunum
was significantly decreased at 1 and 2 dpi and 1, 2, and
4 dpi, respectively. In contrast, in the ileum, numbers of
goblet cells in infected animals remained comparable to
controls during infection. Thus, in the proximal parts of
the small intestine, there seems to be an early loss of
goblet cells. In order to detect apoptotic goblet cells in
the different regions of the small intestine in control and
infected mice, we performed a double staining of alcian
blue and the apoptotic marker (cleaved) caspase-3. With
this double staining, however, we never observed apop-
totic goblet cells (i.e., caspase-3 positive AB staining
cells, data not shown) after screening numerous intestinal
sections.

Rotavirus infection alters goblet cell survival and migration
kinetics

In order to investigate the effects of rotavirus infection
on goblet cell survival and migration in the small intestine,
mice were injected with BrdU just before inoculation with
rotavirus. Goblet cell kinetics were analyzed by combined
AB staining of the goblet cells and detection of incorpo-
rated BrdU in epithelial cells. BrdU-labeled goblet cells are

Fig. 2. The numbers of goblet cells per villus in the duodenum, jejunum, and ileum of control mice (hatched bars) and during rotavirus infection (solid bars).

During infection, goblet cell numbers in the duodenum and jejunum were significantly decreased at 1 and 2 dpi and 1, 2, and 4 dpi, respectively. In the ileum,

goblet cell numbers in infected animals were only significantly decreased at 4 dpi. Data from 3 animals at each time point are expressed as mean number of

goblet cells per villus as analyzed after AB-PAS staining T SEM. Statistical significance in the infected tissue relative to the control tissue is indicated per time

point per tissue, *P < 0.05, **P < 0.01 using Student’s t test.

Fig. 1. Rotavirus replication in the mouse small intestine. Rotavirus protein

(panel A) and VP4 RNA (panel B) expressions in ileum at 1 dpi were

detected by immunohistochemistry and in situ hybridization, respectively.

Virus replication was solely confined to the upper villus epithelium.

Quantitative expression of VP4 RNA at several days postinfection was

analyzed by RNA dot-blotting (panel C). VP4 showed two peaks of

expression at 1 and 4 dpi in both jejunum and ileum. At 1 dpi, the level of

VP4 RNA was significantly higher in the ileum compared to the jejunum,

*P < 0.05 (using Student’s t test). No VP4 RNAwas detected beyond 7 dpi

in any part of the small intestinal epithelium. Error bars in panel C

represent T SEM.
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Comme tous les virus de la famille des Reoviridae, le génome du rotavirus est 

segmenté et formé d’ARN bicaténaire. La taille totale du matériel génétique est d’environ 

18,5kb répartis en 11 segments d’ARNdb coiffés à l’extrémité 5’ (Imai et al., 1983) et non 

polyadénylés à l’extrémité 3’ (McCrae and McCorquodale, 1983). Chaque segment code pour 

une protéine, à l’exception du segment 11 qui permet la synthèse de deux protéines à partir de 

deux cadres ouverts de lecture (Mattion et al., 1991). Dans les régions non codantes en 5’ et 

3’ qui encadrent la région codante, on retrouve : d’une part, des séquences consensus 

communes à tous les segments, qui permettent leur transcription et leur réplication par la 

même polymérase virale et d’autre part, des séquences spécifiques de chaque segment, qui 

permettent l’encapsidation d’une seule copie des 11 segments dans la capside (Li et al., 2010).  

Le génome du rotavirus code ainsi douze protéines : six protéines structurales VP 

(VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 et VP7) et six protéines non structurales NSP (NSP1 à NSP6). 

Les protéines structurales sont celles qui forment le virion, tandis que les protéines non 

structurales ne sont pas présentes dans le virion mais sont impliquées dans la morphogénèse 

virale.  
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La structure du virion du rotavirus ainsi que celles des intermédiaires d’assemblage 

ont été résolues par de nombreuses études utilisant la cristallographie à rayons X et la 

reconstitution à partir d’images de cryomicroscopie (Trask et al., 2012) (Fig 28).  

La capside du rotavirus est composée de trois couches protéiques concentriques. Au 

cours de l’assemblage du rotavirus, on distingue trois types de particules virales. 

• Les particules à simple couche (SLP pour « Single layered particles » ou core), 

formées du génome encapsidé dans la couche interne de la capside.  

• Les particules à double couche (DLP pour « Double layered particles »), ayant acquis 

en plus la couche intermédiaire de la capside.  

• Les particules à triple couche (TLP pour « Triple layered particles »), qui sont la 

forme mature et infectieuse des virions.  
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Fig 28. Structure du rotavirus (selon McClain et al., 2010; Trask et al., 2012)  
A. Structure du virion complet, reconstituée à partir de données de cryomicroscopie. 
L’intérieur de la capside, qui comporte le génome viral associé au complexe VP1/VP3 n’est 
pas présenté. VP2 (en bleu) et VP6 (en vert) forment respectivement les couches interne et 
intermédiaire de la capside. Les deux protéines de la couche externe de la capside sont VP7 
(en jaune) et VP4 (en rouge). La coupe transversale montre que la base de VP4 est 
profondément enfouie jusque dans la couche intermédiaire. 
B. Organisation d’un décamère de VP2. Deux types de monomères, VP2-A (en bleu foncé) et 
VP2-B (en bleu clair), occupent des positions légèrement différentes autour de l’axe de 
symétrie d’ordre 5. La couche interne de la capside est formée de 12 assemblages de ce type. 
Chaque décamère de VP2 est associé à une molécule de VP1 (en rose) et une molécule de 
VP3 (non montrée).  
C. Coupe transversale montrant la position des trimères de VP7 sur chaque trimère de VP6 
(VP4 n’est pas montrée) et le canal formé par la partie N-terminale des molécules de VP2, 
positionné le long de chaque axe de symétrie d’ordre 5, indiqué par la ligne en pointillés. Il a 
été suggéré que les ARN (+) viraux sortiraient par ces canaux pour être traduits dans le 
cytoplasme de la cellule hôte.  
"

La couche interne de la capside est formée de 120 molécules de VP2 (McClain et al., 

2010). Un décamère de VP2 occupe chacun des douze sommets de l’icosaèdre, autour des 

axes de symétrie d’ordre 5 (les 6 axes de symétrie qui relient deux sommets opposés d’un 

icosaèdre) (Fig 28B). Dans chaque décamère, la partie N-terminale des molécules de VP2 se 

projette vers l’intérieur de la capside et est supposée former un canal le long de l’axe de 

symétrie d’ordre 5 (Fig 28C). Le complexe réplicatif viral est formé de VP1, la polymérase 

virale (Valenzuela et al., 1991) et de VP3, l’enzyme qui ajoute la coiffe à l’extrémité 5’ des 

ARN (+) (Chen et al., 1999). Il y a 11 complexes VP1/VP3, chacun associé à un exemplaire 

des 11 segments d’ARNdb du génome, avec éventuellement un complexe VP1/VP3 

supplémentaire non associé à l’ARN (Prasad et al., 1996; Estrozi and Navaza, 2010; McClain 

et al., 2010). Ils occupent les 11 (ou 12) sommets de la capside interne icosaédrique. Lors de 

l’étape de transcription du génome viral (cf § 5.4.2 p87), les brins d’ARN (+) synthétisés par 
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VP1 sortent du core via les canaux formés par la partie N-terminale de VP2 afin d’être 

traduits dans le cytoplasme de la cellule hôte (McClain et al., 2010).  

Deux cent soixante trimères de VP6 (Mathieu et al., 2001; McClain et al., 2010) et 260 

trimères de VP7 (Chen et al., 2009) forment respectivement les couches intermédiaire et 

externe de la capside. Chaque trimère de VP7 est posé sur chaque trimère de VP6, formant 

ainsi une capside perforée (Chen et al., 2009) (Fig 28C). La stabilité de la couche VP7 

dépend de la liaison des ions Ca2+ (2 ions Ca2+ par molécule de VP7) (Aoki et al., 2009).  

De la couche VP7, se projettent 60 spicules formés par 60 trimères de VP4 (Prasad et 

al., 1990), grâce auxquelles les virions s’attachent aux récepteurs cellulaires et pénètrent dans 

la cellule hôte (cf § 5.4.1 p86). La base des trimères de VP4 est profondément enfoncée dans 

la couche intermédiaire (composée de VP6) de la capside (Fig 28A).  
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Les cellules les plus couramment utilisées pour cultiver et étudier le rotavirus sont les 

cellules MA104, qui sont des cellules épithéliales de rein de singe vert (Cercopithecus 

aethiops). Ces cellules demeurent cependant éloignées des cellules cibles naturelles de ce 

virus, qui sont les entérocytes différenciés de l’intestin grêle, tant au niveau morphologique 

(non polarisées) que fonctionnel. 

Les cellules humaines Caco-2, issues d’un adénocarcinome colique, se différencient 

spontanément en culture après avoir atteint la confluence et expriment des caractéristiques 

morphologiques et fonctionnelles des entérocytes matures telles que la présence d’une 

bordure en brosse, où sont localisées des hydrolases intestinales comme la saccharase-

isomaltase (SI) ou la dipeptidyl peptidase IV (DPP IV) (Chantret et al., 1988). Pour ces 

raisons, les cellules Caco-2 constituent un modèle enterocyte-like de choix pour étudier les 

interactions entre les pathogènes et l’épithélium intestinal. Il est d’ailleurs à souligner que 

dans ces cellules intestinales, la morphogénèse du rotavirus diffère radicalement de celle 

observée dans les cellules MA104 concernant l’étape de sortie des virions (cf § 5.4.6  p94) 

 

+NYN$5^I7<$=@H7:IB?:e$KC$=J?B;:=C>$ $
Une vue d’ensemble du cycle réplicatif du rotavirus est présentée dans la figure 29. 

Chaque étape sera détaillée dans les paragraphes qui suivent, et certains événements seront 

illustrés par une figure plus détaillée. Une attention particulière sera portée aux étapes tardives 

de la morphogénèse virale, qui sont l’acquisition des deux protéines de la couche externe de la 
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capside (VP7 et VP4), ainsi que la sortie des virions de la cellule hôte. Enfin, le rôle de la 

concentration cytoplasmique en Ca2+, dans plusieurs étapes de la morphogénèse virale, sera 

présenté.  

 

 

 
Figure 29. Cycle réplicatif du rotavirus (selon Trask et al., 2012) 
Le cycle viral est décrit dans le texte. La numérotation (en rouge, entourée) des étapes de la 
morphogénèse virale correspond à celle des paragraphes ci-dessous. Cette figure illustre le 
modèle selon lequel la protéine de spicule VP4 serait acquise lors du bourgeonnement des 
DLP dans le RE. Un autre modèle d’acquisition de VP4, qui a lieu dans une étape post-
réticulaire, est discuté dans le §5.4.5  (p92) du texte. 
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 A la différence de l’entrée des virus enveloppés dans leur cellule hôte qui implique des 

événements de fusion membranaires, les virus non enveloppés doivent franchir les 

membranes cellulaires pour atteindre le cytoplasme. Dans le cas du rotavirus, on ne sait pas 

encore clairement si la membrane cellulaire franchie est la membrane plasmique ou la 

membrane de l’endosome après l’endocytose des virions. Le modèle d’entrée par endocytose 

puis perméabilisation de la membrane endosomale rassemble cependant plus de preuves 
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directes (Sanchez-San Martin et al., 2004; Gutierrez et al., 2010; Wolf et al., 2012; Silva-

Ayala et al., 2013).  

La protéine de spicule VP4 est le principal acteur qui permet à la fois l’attachement 

(ou l’adsorption) des virions à la surface de la cellule hôte et la perméabilisation de la 

membrane de l’endosome, permettant la libération des virus endocytés dans le cytoplasme de 

la cellule hôte. L’infection nécessite le clivage de VP4 par la trypsine, présente in vivo dans la 

lumière intestinale (Estes et al., 1981). Ce clivage ferait que les spicules passent d’une 

conformation flexible à une conformation ordonnée nécessaire à leur fonction dans l’étape 

d’entrée (Crawford et al., 2001). L’attachement des virions à la surface de la cellule hôte, 

ainsi que les étapes post-attachement engageraient plusieurs récepteurs cellulaires enrichis 

dans les microdomaines membranaires de type raft tels que les intégrines et les acides 

sialiques présents sur les glycoprotéines et glycolipides, et qui interviendraient de manière 

séquentielle (López and Arias, 2004).  

Les données structurales et biochimiques ont proposé un modèle selon lequel les 

changements conformationnels des spicules VP4 permettent l’exposition d’un peptide 

fusogène et la rupture des membranes cellulaires (Dormitzer et al., 2001, 2004; Kim et al., 

2010). VP7 serait le principal élément influençant la fonction fusogène de VP4. La couche 

VP7 stabiliserait VP4 dans la conformation « redressée », nécessaire à l’attachement des 

virions à la surface cellulaire (Settembre et al., 2011). La stabilité des trimères de VP7 étant 

dépendante de la liaison des ions Ca2+ (Aoki et al., 2009), la faible concentration en Ca2+ dans 

les endosomes provoque la dissolution de la couche externe de la capside (décapsidation 

partielle) (Ludert et al., 1987; Chemello et al., 2002). L’absence de VP7 induirait des 

changements conformationnels de VP4 permettant la rupture de la membrane de l’endosome 

et le relargage des virions dans le cytoplasme. D’ailleurs, la forme de VP7 non associée aux 

virions perméabilise aussi les membranes in vitro, ce qui suggère que VP7 pourrait aussi 

contribuer à la perméabilisation de la membrane de l’endosome (Charpilienne et al., 1997). 
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 VP1, la polymérase virale, est une ARN polymérase ARN dépendante (Valenzuela et 

al., 1991). La perte de la couche externe de la capside entraine des changements 

conformationnels des couches intermédiaire (VP6) et interne (VP2), ce qui constituerait un 

switch activant VP1 et permettant la synthèse des brins ARN (+) à partir des brins ARN 

négatifs (ARN (-)) du génome (Libersou et al., 2008; Chen et al., 2009). On parle d’activité 
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transcriptase de VP1, car une partie du pool d’ARN (+) synthétisé jouera le rôle d’ARNm 

viraux, tandis que l’autre partie constituera le génome des nouveaux virions (cf § 5.4.3 p89). 

VP3, qui est associée à VP1, ajoute une coiffe à l’extrémité 5’ des brins ARN (+) (Chen et al., 

1999). Les données structurales ont montré qu’en absence de la couche externe de la capside, 

les canaux situés le long des axes de symétrie d’ordre 5 adoptent une conformation dilatée, ce 

qui permet non seulement l’afflux de nucléotides nécessaires à la synthèse des ARN (+), mais 

aussi la sortie de ces derniers vers le cytoplasme (Libersou et al., 2008; Chen et al., 2009) (cf 

§5.2.2 p83).  

 Tous les ARNm viraux sont traduits par les ribosomes dans le cytoplasme, sauf ceux 

codant pour les glycoprotéines VP7 et NSP4 qui sont traduits par les ribosomes associés à la 

membrane du RE (cf §5.4.4 p90). La protéine NSP3 détourne la machinerie de traduction 

cellulaire vers la traduction des ARNm viraux (Fig 30). La traduction efficace des ARNm 

cellulaires nécessite la formation de structures pseudo-circulaires grâce au rapprochement des 

extrémités 3’ et 5’ de l’ARNm. Cela repose sur l’interaction du facteur d’initiation de la 

traduction eukaryotic Initiation Factor 4G (eIF4G), qui se lie à la coiffe en 5’, avec la PolyA-

binding protein (PABP) qui recouvre la queue poly A en 3’ (Mangus et al., 2003). Quant aux 

ARNm viraux, ils possèdent une coiffe en 5’ (Imai et al., 1983) mais pas de queue poly A en 

3’ (McCrae and McCorquodale, 1983). La protéine virale NSP3 joue un rôle similaire à celui 

de la PABP : d’une part, elle se lie à la séquence consensus 5’-UGACC-3’ à l’extrémité 3’ des 

ARNm viraux via son domaine N-terminal (Poncet et al., 1994) ; d’autre part, elle interagit 

avec eIF4G via son domaine C-terminal (Piron et al., 1998, 1999). En déplaçant la PABP de 

eIF4G, NSP3 dirige la machinerie cellulaire vers la traduction des ARNm viraux et provoque 

une inhibition générale (ou shutoff) de la traduction des ARNm cellulaires.   
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Figure 30. Similarité fonctionnelle entre la protéine virale NSP3 et la protéine cellulaire 
PABP  
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 La réplication du génome viral, c’est-à-dire la synthèse de l’ARNdb à partir de l’ARN 

(+) comme matrice, ainsi que le début d’assemblage des virions, ont lieu au sein de structures 

particulières appelées viroplasmes ou « usines virales » (Estes). Ces structures, qui 

apparaissent au microscope électronique sous forme d’inclusions cytoplasmiques denses en 

électrons et dépourvues de membrane, sont des sites de concentration de l’ARN viral et des 

protéines structurales VP1, VP3, VP2 et VP6, qui ensemble vont s’assembler en DLP (Petrie 

et al., 1982, 1984). Les protéines cellulaires associées aux viroplasmes n’avaient pas été 

caractérisées jusqu’à récemment (voir le chapitre I de la section Résultats p100). 

La formation des viroplasmes est initiée très tôt au cours de l’infection par deux 

protéines non structurales, NSP2 et NSP5 (Fabbretti et al., 1999; Contin et al., 2010). Les 

interactions complexes protéines-protéines et protéines-ARN au sein des viroplasmes régulent 

et coordonnent les processus de réplication du génome viral et d’assemblage de la capside 

(Berois et al., 2003; Vende et al., 2003). Par ailleurs, NSP2 est directement impliquée dans 

l’encapsidation du génome viral probablement (i) en étant un moteur moléculaire de 

l’encapsidation grâce à l’énergie qui résulte de son activité nucléoside triphosphatase 

(Taraporewala et al., 1999) et (ii) en défaisant les structures secondaires dans les brins ARN 

(+) avant leur encapsidation (Taraporewala and Patton, 2001). 
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Selon le modèle actuel, les 11 brins d’ARN (+) seraient encapsidés avec le complexe 

VP1/VP3 dans la couche interne de la capside (VP2) avant d’être répliqués par VP1 en 11 

segments d’ARNdb (Silvestri et al., 2004) (Fig 31). VP1 reconnaît une séquence consensus 

située en 3’ des ARN (+) et forme 11 complexes différents avec les 11 brins ARN (+) (Lu et 

al., 2008; Patton, 1996). A ce stade, VP1 est inactif. L’assemblage de VP2 autour du 

complexe VP1/VP3 – ARN (+) stimule l’activité réplicase de VP1, initiant la synthèse du brin 

ARN (-).  

 

 
Figure 31. Modèle d’assemblage des DLP dans les viroplasmes (selon McClain et al., 
2010)  
VP1 (en rouge) s’associe à VP3 (en jaune) et à l’ARN (+) viral (en violet). Cinq dimères de 
VP2, chacun formé d’un monomère VP2-A (en bleu foncé) et VP2-B (en bleu clair), 
rejoignent le complexe VP1-VP3 – ARN (+) pour former l’unité d’assemblage fondamentale. 
Douze unités d’assemblage de ce type, chacune comportant un segment d’ARN (+) différent, 
sauf une qui ne comporte aucun ARN, s’assemblent pour donner le core du virion, au sein 
duquel se fait la synthèse du brin ARN (-). L’ARNdb viral est finement organisé dans le core 
(structures compactes en violet, les brins ARN (+) et (-) étant représentés par une même 
couleur). L’assemblage de VP6 sur le core n’est pas montré.  
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 Les DLP, assemblés dans les viroplasmes, sortiront ensuite de ces inclusions 

cytoplasmiques pour poursuivre leur morphogénèse dans le RE, en l’occurrence acquérir la 

protéine VP7 de la couche externe de la capside. Le bourgeonnement dans les compartiments 

endomembranaires est rarement observé dans la morphogénèse des virus non enveloppés, qui 

Fig. 11.
Model for DLP assembly, VP2 is in blue (dark and light for A and B conformers, as in Fig.
2); VP1, in red; VP3, in orange; RNA segments, in magenta. VP1 recruits (+)-RNA and
VP3, and these components come together with five VP2 dimers to form the fundamental
assembly unit. Twelve such units (one lacking RNA and potentially lacking VP1 and VP3)
come together to form a DLP; synthesis of ( )-RNA inside the particle reels in the (+)-
strand. The mechanism by which one of each RNA segment is incorporated remains
unspecified.
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généralement se passe dans le cytoplasme. La compartimentation de VP7 dans le RE aurait 

probablement pour rôle d’éviter l’assemblage précoce de VP7 sur les DLP. Si lors de l’étape 

d’entrée des virions la perte de la couche externe de la capside permet l’activation de 

l’activité transcriptase de VP1, l’assemblage précoce de VP7 sur les DLP pourrait inhiber 

l’activité réplicase de VP1, compromettant la synthèse du brin ARN (-) (Chen et al., 2009; 

Libersou et al., 2008). 

 Des 12 protéines structurales et non structurales du rotavirus, seules NSP4 et VP7 sont 

synthétisées par les ribosomes associés à la membrane du RE. NSP4 est une protéine intégrale 

de la membrane du RE, formant des oligomères, ce qui est crucial pour son activité en tant 

que viroporine, une classe de protéines virales qui forment des canaux dans les membranes et 

perturbent l’homéostasie ionique (Hyser et al., 2010). VP7, quant à elle, n’est pas une 

protéine intégrale mais une protéine associée à la membrane du RE. Il est connu que VP7 

reste associée, du côté de la lumière du RE, au peptide signal en N-terminal qui a permis sa 

translocation (Stirzaker and Both, 1989; Clarke et al., 1995). Cependant, la topologie exacte 

de VP7 n’est pas clairement établie.   

 Via sa partie cytosolique, NSP4 interagit avec VP6 et joue rôle de récepteur des DLP 

sortant des viroplasmes et bourgeonnant dans le RE (O’Brien et al., 2000). Au cours de ce 

bourgeonnement, les DLP acquièrent une enveloppe transitoire. Cette dernière sera par la 

suite dissoute, probablement grâce à l’activité de perméabilisation des membranes de VP7 et 

de NSP4, tel qu’il a été observé in vitro (Browne et al., 2000; Charpilienne et al., 1997). Par 

un mécanisme totalement inconnu, VP7, qui était associée à l’enveloppe transitoire, 

s’assemble sur les DLP. L’intégrité de la couche VP7 acquise par les DLP dépend de la 

concentration en Ca2+ dans le RE (Ruiz et al., 2007).  
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 Les étapes complexes la morphogénèse du rotavirus dans le RE (bourgeonnement et 

assemblage) impliquent l’assistance de la machinerie cellulaire de repliement des protéines 

dans ce compartiment. Il a été observé que l’expression des chaperonnes BiP/GRP78 et 

Endoplasmine/GRP94 augmentait dans les cellules infectées (Xu et al., 1998). BiP/GRP78, 

CNX, CRT et PDI sont requis pour la morphogénèse virale, tandis que Endoplasmine/GRP94 

et ERp57 ne le seraient pas (Maruri-Avidal et al., 2008). De nombreuses chaperonnes et 

enzymes de repliement interagissent avec VP7 et NSP4 (Xu et al., 1998; Mirazimi and 

Svensson, 1998; Mirazimi et al., 1998). La formation des ponts disulfures intramoléculaires 

dans VP7, ainsi que la glycosylation de VP7 et de NSP4 sont importantes pour l’assemblage 
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intra-réticulaire du rotavirus. Ainsi, les drogues chimiques comme le DTT (qui provoque la 

réduction des ponts disulfures), la tunicamycine (qui inhibe la glycosylation des protéines) ou 

la Brefeldine A (qui provoque le collapsus de l’appareil de Golgi vers le RE, entraînant la 

modification de l’état de glycosylation de VP7 et de NSP4 par les enzymes golgiennes), 

conduisent à l’accumulation de particules immatures enveloppées dans le RE (Svensson et al., 

1994; Delmas et al., 2004; Mirazimi et al., 1996). La concentration en Ca2+ dans le RE, qui 

stabilise la couche VP7 (Michelangeli et al., 1995; Ruiz et al., 2007), aurait aussi un impact 

indirect sur la morphogénèse virale via la régulation du fonctionnement des chaperonnes.  

 Ces nombreux travaux ont mis en évidence l’importance des chaperonnes et enzymes 

de repliement réticulaires dans l’assemblage du rotavirus (i) de manière globale, comme par 

exemple en montrant l’impact négatif des drogues qui perturbent le repliement des protéines 

et celui du knock-down d’une chaperonne/enzyme de repliement sur la production virale, ou 

(ii) de manière ciblée sur la relation repliement-fonction des protéines virales NSP4 et VP7 

qui sont associées au RE. Cependant, la participation des chaperonnes et enzymes de 

repliement dans le processus d’assemblage lui-même, c’est-à-dire l’interaction avec les 

intermédiaires d’assemblage, n’a pas encore été étudiée (voir le chapitre I de la section 

Résultats p100). "
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Actuellement, l’ordre d’acquisition de VP4 et de VP7, ainsi que le site d’acquisition 

de VP4, restent en débat. 

VP4 est une protéine cytosolique, qui, dans les cellules Caco-2 polarisées, est localisée 

principalement à la membrane apicale, cela dès les temps précoces de l’infection et 

indépendamment des autres protéines virales (Sapin et al., 2002; Delmas et al., 2004; Gardet 

et al., 2006). La localisation apicale de VP4 repose sur : (i) son association aux 

microdomaines lipidiques de type rafts, enrichis à la membrane apicale des cellules 

épithéliales polarisées (Sapin et al., 2002; Delmas et al., 2004) et (ii) son association au 

cytosquelette d’actine de la bordure en brosse (Gardet et al., 2006, 2007). Il est probable que 

la présence de VP4 dans les rafts soit directement dépendante de son association avec le 

cytosquelette d’actine, ce dernier interagissant avec les composants lipidiques et protéiques 

des rafts au niveau de la membrane apicale (Chichili and Rodgers, 2009). Plus tard au cours 

de l’infection, les particules infectieuses sont elles aussi adressées vers la membrane apicale 

(Jourdan et al., 1997) grâce à leur association avec les rafts (Sapin et al., 2002). A partir de 
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ces données, il a été proposé un modèle selon lequel les particules ayant acquis VP7 ressortent 

du RE pour acquérir VP4 au niveau d’un site extra-réticulaire qui pourrait être la membrane 

apicale. Ce modèle rend compte du fait que les néovirions sont relargués de manière polarisée 

au niveau du pôle apical des cellules Caco-2 (Jourdan et al., 1997), et que les rafts (Sapin, 

2002 ; Cuadras, 2003) et le mouvement de VP4 sur le cytosquelette d’actine (Gardet et al., 

2007) ont un rôle fonctionnel dans la sortie polarisée des virions des cellules Caco-2. 

D’ailleurs, aux temps tardifs de l’infection, VP4 s’accumule en quantité suffisante pour 

désorganiser le cytosquelette d’actine de la bordure en brosse, ce qui faciliterait le relargage 

des virions (Gardet et al., 2006).  

D’autres observations soutiennent ce modèle d’assemblage post-réticulaire de VP4 sur 

les virions. Dans les cellules Caco-2, le traitement par la tunicamycine (qui inhibe la 

glycosylation des protéines) bloque la maturation des virions au stade de particules 

enveloppées dans le RE sans affecter l’association de VP4 aux rafts ni son trafic vers la 

membrane apicale, ce qui suggère que VP4 serait assemblée sur les virions dans une étape 

post-réticulaire (Delmas et al., 2004). Déctor et collègues ont isolé des particules contenant 

VP7 mais sans VP4, produites dans des cellules MA104 transfectées par un siRNA dirigé 

contre VP4. Cela suggère que l’acquisition de VP4 ne serait pas un prérequis à la sortie du RE 

des virions (Déctor et al., 2002). D’un point de vue structural, l’assemblage de VP4 sur les 

particules ayant acquis VP7 confère aux virions une structure plus compacte (Déctor et al., 

2002). 

Cependant, un autre faisceau de données propose que VP4 serait acquise avant VP7, 

lors du bourgeonnement des DLP dans le RE (Fig 29). Des études d’imagerie ont localisé 

VP4 dans le RE (Petrie et al., 1984; Poruchynsky and Atkinson, 1991; González et al., 2000). 

VP4 serait recrutée au niveau de la face cytoplasmique de la membrane du RE via 

l’interaction avec NSP4 (Au et al., 1993). L’assemblage de VP4 sur les DLP pourrait ainsi 

avoir lieu juste avant ou au cours du bourgeonnement du complexe DLP – NSP4 – VP4 dans 

le RE. Quand l’expression de VP4 est inhibée par ARN interférence, les particules virales 

s’accumulent dans le RE, ce qui suggère, à la différence des observations de Déctor et ses 

collègues (Déctor et al., 2002), que VP4 serait un prérequis à la sortie du RE des virions 

(Cuadras et al., 2006). Selon ce modèle, il existerait donc deux pools distincts de VP4 dans les 

cellules infectées : (i) le pool de VP4 localisé à proximité du RE, qui serait ensuite assemblé 

sur les DLP, et (ii) le pool de VP4 associé au cytosquelette d’actine et aux rafts (dans les 

cellules Caco-2 polarisées, ce deuxième pool est localisé à la membrane apicale).  
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Si ce deuxième modèle est remis en question par le fait que certaines études n’ont pas 

détecté VP4 dans le RE des cellules Caco-2 infectées (Delmas et al., 2004; Jourdan et al., 

1997), il est favorisé par plusieurs données structurales. Selon la structure des virions 

observée en cryomicroscopie, la base du spicule VP4 est trop volumineuse pour être insérée 

dans les espaces entre les molécules de VP7 si celles-ci étaient déjà assemblées sur les DLP 

(Settembre et al., 2011). L’assemblage in vitro de la couche externe de la capside sur les DLP 

nécessite l’ajout de VP4 avant VP7 pour produire des particules infectieuses, l’ordre inverse 

excluant VP4 de l’assemblage (Trask and Dormitzer, 2006). 
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 Dans les cellules MA104, les virions seraient retenus dans le RE jusqu’à ce que la 

cellule hôte soit lysée, relarguant ainsi les virions dans le milieu extracellulaire (Musalem and 

Espejo, 1985). Bien que les éléments qui induisent la lyse cellulaire ne soient pas bien 

compris, il s’agirait de l’augmentation de la concentration cytoplasmique en Ca2+ induite par 

l’infection (Pérez et al., 1998).  

Cependant, comme mentionné précédemment, les cellules MA104 sont éloignées des 

cellules cibles naturelles du rotavirus tant au niveau morphologique que fonctionnel. Dans les 

entérocytes d’enfants infectés ou dans des modèles animaux d’infection par le rotavirus, il ne 

semble pas exister de lyse cellulaire, du moins dans les premiers jours de l’infection (voir Fig 

27) (Boshuizen et al., 2005; Guérin-Danan et al., 2001). Dans le modèle de cellules 

épithéliales intestinales polarisées Caco-2, l’effet cytopathique n’est observé que tardivement, 

après que les virions soient relargués, ce qui suggère que les virions sortent de la cellule hôte 

sans induire de lyse cellulaire (Svensson et al., 1991; Halasz et al., 2010). Jourdan et 

collègues ont d’ailleurs montré que les virions sont sécrétés de manière polarisée au niveau du 

pôle apical, par une voie de trafic non conventionnelle qui ne passe pas par l’appareil de 

Golgi et sans lyse cellulaire (Jourdan et al., 1997). La conclusion selon laquelle cette voie de 

trafic non conventionnelle serait une sécrétion atypique provient de la seule observation, en 

microscopie électronique, de virions dans des vésicules proches de la membrane apicale. 

Cependant, aucun événement de fusion n’a pu être visualisé, et il n’y a pas d’informations sur 

l’identité de ces vésicules contenant les virions. De ce fait, sachant que VP7 et VP4 peuvent 

toutes deux perméabiliser les membranes in vitro (cf §5.4.1 p86), il est possible que les 

virions matures ne sortent pas par le biais d’une sécrétion, mais par franchissement de la 

membrane plasmique sans provoquer de lyse cellulaire.  
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La combinaison des données sur les mécanismes de sortie des virions et celles sur les 

mécanismes d’acquisition de la protéine de spicule VP4 a permis d’émettre plusieurs modèles 

possibles concernant l’étape tardive post-réticulaire de la morphogénèse du rotavirus dans les 

cellules Caco-2, qui restent à conforter. 

 
• VP4 s’associe avec les rafts et le cytosquelette d’actine à la membrane apicale, 

indépendamment des autres protéines virales. Les virions ayant acquis VP7 ressortent 

du RE et, par une voie de trafic pour l’instant inconnue qui ne passe pas par l’appareil 

de Golgi, rejoignent la membrane apicale, où ils acquièrent VP4, puis sortent de la 

cellule hôte. Dans ce modèle, le relargage polarisé des virions au pôle apical repose 

sur la localisation apicale de VP4 (au préalable de son assemblage sur les virions). 

 
• La population de rafts qui contient VP4 et qui servirait de plateforme d’assemblage 

des virions pourrait provenir de vésicules/structures membranaires intracellulaires, en 

route vers la membrane apicale. Dans les cellules de mammifères, il est généralement 

admis que les rafts se forment à partir de l’appareil de Golgi (Meer and Lisman, 

2002). On peut alors envisager que VP4 s’associe aux rafts des membranes 

intracellulaires dérivant de l’appareil de Golgi, cela hors de l’apparel de Golgi lui-

même, vu que VP4 est absent de ce compartiment. Les virions ayant acquis VP7 

sortent du RE et rejoignent VP4 au niveau de ces plateformes rafts, puis sont dirigés 

vers la membrane apicale. L’association des protéines aux rafts est connue comme un 

signal qui contribue à l’adressage apical (Rodriguez-Boulan and Müsch, 2005). 

D’ailleurs, il est intéressant de noter que VP4 possède un domaine dont le repliement 

est similaire au domaine de liaison aux hydrates de carbones des galectines, une 

famille de lectine liant les ß-galactosides (Dormitzer et al., 2002), qui sont des 

protéines cytosoliques secrétées de manière non conventionnelle selon une voie de 

trafic qui ne passe pas par l’appareil de Golgi (Hughes, 1999). 

 
• VP4 est acquis lors du bourgeonnement des DLP dans le RE. Les particules matures 

(ayant acquis VP7 et VP4) ressortent du RE, puis sont dirigées vers la membrane 

apicale probablement grâce à l’association de VP4 aux rafts. 

 
Que VP4 soit acquise dans une étape post-réticulaire, ou qu’elle soit déjà acquise lors 

du bourgeonnement des DLPs dans le RE, il reste à déterminer : (i) comment les virions 

sortent du RE et (ii) comment ils atteignent la membrane apicale sans passer par l’appareil de 
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Golgi. La première question s’applique aussi aux cellules MA104 d’où les virions sortent par 

lyse cellulaire, car si VP4 est assemblée sur les virions dans une étape post-réticulaire, quel 

que soit le mode de sortie des virions (lytique versus non lytique), les particules virales 

doivent ressortir du RE. 
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 L’infection à rotavirus induit une augmentation de la concentration cytoplasmique en 

Ca2+ ([Ca2+ (cyto)]), qui est non seulement cruciale pour la morphogénèse virale, mais 

intervient également dans les mécanismes complexes d’induction de la diarrhée (Michelangeli 

et al., 1991; Ruiz et al., 2000). L’augmentation nette de la [Ca2+ (cyto)] dans les cellules 

infectées provient de l’efflux de Ca2+ du RE vers le cytoplasme et de l’influx de Ca2+ 

provenant du milieu extracellulaire. Le fragment (112-175) de NSP4 est sécrété et agit comme 

une entérotoxine virale, activant la phospholipase C, produisant le messager secondaire IP3 

qui se lie à son récepteur IP3R à la membrane du RE, ce qui provoque le relargage de Ca2+ du 

RE (Dong et al., 1997; Zhang et al., 2000). Quant à la forme de NSP4 à la membrane du RE, 

elle provoque l’efflux calcique du RE en agissant comme une viroporine, une classe de 

protéines virales capables de former des canaux dans les membranes (Hyser et al., 2010). Il se 

pourrait que NSP4 forme également un tel canal ionique à la membrane plasmique, par lequel 

aurait lieu l’influx de Ca2+ (Ruiz et al., 2005). Par ailleurs, la déplétion du réservoir réticulaire 

en Ca2+ induit l’activation des canaux calciques situés à la membrane plasmique, par le 

mécanisme appelé Store-Operated Calcium Entry (Díaz et al., 2012; Hyser et al., 2013). 

 L’augmentation de la [Ca2+ (cyto)] intervient dans différentes étapes de la 

morphogénèse virale. Premièrement, elle régulerait la formation des viroplasmes via 

l’induction de l’agrégation de NSP5, composant clef des viroplasmes et qui possède des sites 

de liaison aux ions Ca2+ (Sen et al., 2007). Deuxièmement, la [Ca2+ (cyto)] élevée induit la 

formation de structures punctiformes par NSP4, qui seraient des protrusions de la membrane 

du RE, enveloppant les viroplasmes afin de faciliter le bourgeonnement des DLP dans le RE 

(Berkova et al., 2006; Hyser et al., 2010; Crawford et al., 2012).  
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Il a été montré que le rotavirus induit le stress du RE et active les voies IRE1, ATF6 

(Trujillo-Alonso et al., 2011) et probablement aussi la voie PERK de l’UPR (Zambrano et al., 
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2011). Cependant, la mise en place de l’UPR serait bloquée par différents mécanismes: (i) 

d’une part, dû aux modifications morphologiques du RE, les senseurs de l’UPR seraient 

recrutés au niveau des viroplasmes qui sont proches du RE ; (ii) d’autre part, les effecteurs de 

l’UPR qui sont dans le cytoplasme comme CHOP, GADD34, Nrf2, seraient aussi séquestrés 

dans les viroplasmes selon un mécanisme pour l’instant inconnu (Zambrano et al., 2011). 

Trujillo et collègues ont également évoqué un blocage de l’UPR au niveau traductionnel dû au 

shutoff général de la traduction des ARNm cellulaires provoqué par la protéine virale NSP3 

(cf §5.4.2 p87) (Trujillo-Alonso et al., 2011). Ces études n’ont cependant pas évalué l’impact 

de l’UPR sur la morphogénèse virale, qui sera discutée dans la première partie de mes travaux 

(voir le chapitre I de la section Résultats p100).  
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Crawford et collègues ont montré que l’infection par le rotavirus induit l’autophagie. 

La protéine virale NSP4, qui agit comme une viroporine, induit le relargage du Ca2+ du RE 

vers le cytoplasme, ce qui active la CaMKK!, qui active ensuite AMPK et induit l’autophagie 

(Crawford et al., 2012). La fusion des autophagosomes avec les lysosomes est bloquée selon 

un mécanisme inconnu. Les autophagosomes auraient probablement comme rôle de délivrer 

NSP4 et VP7, deux protéines transmembranaires du RE, vers les viroplasmes, le site 

d’assemblage précoce des particules virales (Berkova et al., 2006; Crawford et al., 2012).  

Une autre étude a suggéré que l’infection par le rotavirus induit une lipidation de LC3 

qui ne dépend pas de l’autophagie (Arnoldi et al., 2014). Cette lipidation de LC3, et non 

l’autophagie proprement dite, est nécessaire à la morphogénèse virale.  

Le rôle de l’autophagie dans la morphogénèse du rotavirus, qui reste pour l’instant en 

débat, sera abordé dans la deuxième partie de mes travaux de thèse, en utilisant le modèle 

cellulaire Caco-2 proche de la cible naturelle du rotavirus (voir le chapitre II de la section 

Résultats p100). 
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Le rotavirus est l’agent étiologique majeur responsable de gastro-entérites aiguës virales infantiles à travers le 

monde. Dans l’étude de sa morphogénèse, notamment des étapes tardives, le modèle de cellules épithéliales 

intestinales humaines Caco-2 s’avère le plus judicieux car il se rapproche de la cible naturelle du rotavirus. La 

morphogénèse du rotavirus présente plusieurs caractéristiques atypiques : (i) c’est un virus non enveloppé, mais 

une étape clef de son assemblage se déroule dans le RE ; (ii) les virions doivent très probablement ressortir du 

RE pour compléter leur assemblage; (iii) les virions sortent de manière polarisée au niveau du pôle apical des 

cellules Caco-2, en empruntant une voie de trafic non conventionnelle qui ne passe pas par l’appareil de Golgi. 

Cela soulève des questions fondamentales non seulement pour la morphogénèse du rotavirus, mais aussi plus 

largement en biologie cellulaire, en particulier en ce qui concerne : les voies de sortie du RE qui n’empruntent 

pas la voie classique dirigée vers l’appareil de Golgi ; et les voies de trafic non conventionnelles et polarisées qui 

ne passent pas par l’appareil de Golgi.  
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De nombreux travaux visant à comprendre l’assemblage du rotavirus dans le RE ont 

(i) caractérisé les interactions entre les protéines virales et la machinerie de repliement et de 

contrôle qualité des protéines dans le RE et (ii) démontré l’importance de l’exécution correcte 

de cette fonction du RE dans la morphogénèse virale. Par ailleurs, quelques travaux récents 

ont mis en évidence l’induction et la modulation de l’UPR par le rotavirus. En remodelant les 

fonctions du RE, l’UPR pourrait impacter directement l’assemblage viral. Notamment, les 

mécanismes de dégradation des protéines du RE, renforcés par l’UPR, pourraient être 

impliqués dans la sortie des particules virales de ce compartiment. Cependant, le rôle 

fonctionnel de l’UPR dans la morphogénèse du rotavirus n’avait jusque-là pas été exploité, et 

constitue donc un des objectifs de mon travail. Ce volet de ma thèse s’est principalement 

concentré sur l’utilisation d’un panel d’inhibiteurs pharmacologiques ou d’outils génétiques 

afin de moduler spécifiquement chacune des voies de l’UPR et en mesurer l’impact sur la 

production virale.  

Le deuxième objectif de mon travail a été de déterminer si l’autophagie pourrait 

constituer un mécanisme de sécrétion non conventionnelle qui assure le trafic des particules 

virales vers le pôle apical des entérocytes sans passer par l’appareil de Golgi. Cet objectif 

s’installe dans un contexte de résultats contradictoires de la littérature concernant à la fois la 

caractérisation de l’autophagie dans les cellules infectées et le rôle de ce processus dans le 

cycle viral. Il est à noter que les cellules MA104 utilisé dans les études précédentes sont 

lysées par le rotavirus et de ce fait ne sont pas un modèle cellulaire pertinent pour aborder la 

question de trafic intracellulaire atypique. Pour ces raisons, mon travail a réinitié la 

caractérisation de l’autophagie au cours de l’infection à rotavirus dans les cellules épithéliales 

intestinales humaines Caco-2. 
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L’activation sélective de l’UPR par les complexes viraux est requise pour la 

morphogénèse du rotavirus 
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Des travaux récents initiés au laboratoire ont isolé des intermédiaires d’assemblage du 

rotavirus à des stades de sa morphogénèse se situant à proximité ou dans le RE 

(bourgeonnement dans le RE, assemblage intra-réticulaire et sortie du RE). Il a également été 

démontré que les chaperonnes BiP, CNX, CRT et PDI étaient associées aux complexes 

viraux. Avant ces travaux, l’interaction du rotavirus avec la machinerie de repliement et de 

contrôle qualité des protéines dans le RE n’avait été étudiée que pour les deux protéines 

virales NSP4 et VP7, synthétisées dans ce compartiment. Les nouveaux résultats du 

laboratoire ont ainsi fourni la preuve directe de l’implication de cette machinerie cellulaire 

dans l’assemblage intra-réticulaire proprement dit du rotavirus. De plus, ces travaux ont 

suggéré un lien direct entre l’assemblage viral et l’induction de l’UPR dans les cellules 

infectées.  

Dans le premier volet de mon travail de thèse, j’ai développé ces travaux en montrant 

que : 

• L’infection à rotavirus induit le stress du RE et active l’UPR 

• L’infection semble moduler de manière différentielle les trois voies de l’UPR car elle 

induit la réorganisation d’ATF6, mais pas de PERK, dans les viroplasmes 

• L’inactivation sélective de chacune des trois voies de l’UPR par des inhibiteurs 

pharmacologiques spécifiques ou par des outils génétiques a montré que seules les 

voies PERK et IRE1 sont requises pour la morphogénèse virale. 

  
 L’ensemble de ces résultats a permis d’établir une vue d’ensemble sur la séquence 

d’événements suivante : assemblage du rotavirus dans le RE - induction de l’UPR - 

modulation de l’UPR par l’infection - impact fonctionnel de l’UPR sur la réplication du virus, 

et ont fait l’objet d’un manuscrit soumis pour publication. 
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#%+/2,:,*S- $(.0,$- .0()- ")7"="7;(2- /$%.,")*S- $,#$;".- #1.%*%2"#- ()7- 6L&$,*"7,).- #0(/,$%),*S-

")#2;7")'-G"3^JL3]OS-.0;*-/$%="7")'-(-+%2,#;2($- 2")g-C,.[,,)-$%.(="$;*-C;77")'-[".0")-.0,-

6L-()7-")"."(."%)-%Y-6L-*.$,**U-E*")'-/0($+(#%2%'"#(2-()7-',),."#-.%%2*-.%-").,$Y,$,-[".0-E3L-

*"')(2")'S-[,- *0%[-0,$,- .0(.S- ,=,)- "Y- .0,- .0$,,- ($+*-%Y-E3L- ($,- (#."=(.,7- ;/%)- $%.(="$;*-

")Y,#."%)S- %)21- 36Li- ()7- TL6A- ($,- *.$"#.21- $,_;"$,7- Y%$- ,YY"#",).- $%.(="$;*- /$%7;#."%)U- j;$-

$,*;2.*- .0;*-7,Y"),- .0,-+%2,#;2($-+,#0()"*+*- ")=%2=,7- ")- $%.(="$;*&")7;#,7-E3L- ")"."(."%)-

()7- *;//%$.- .0,- "7,(- .0(.- ="$;*,*- +(1- */,#"Y"#(221- 0"H(#g- E3L- *"')(2")'- .%- (#0",=,- .0,"$-

+%$/0%',),*"*U$

"

6)124"$')((6"k$c*VY$jJ=K>d$

3$%.,")*- +;*.- (#_;"$,- (- )(."=,- #%)Y%$+(."%)- ,**,)."(2- Y%$- .0,"$- Y;)#."%)U- K%- .0"*- ,)7S-

,;g($1%."#-#,22*-0(=,-7,=,2%/,7-Y%27")'-+(#0"),$",*-#%+/$"*")'-*,=,$(2-*/,#"(2"\,7-/$%.,")*-

)(+,7- #0(/,$%),*U- K0,- ,)7%/2(*+"#- $,."#;2;+- #%).(")*- */,#"Y"#- Y%27")'- +(#0"),$",*-

7,7"#(.,7-.%-*,#$,.%$1-()7-.$()*+,+C$(),-/$%.,")*-.0(.-($,-#%)),#.,7-[".0-_;(2".1-#%).$%2-

()7-7,'$(7(."%)- *1*.,+*- .%-7,.,#.- ()7-,2"+")(.,-;)Y%27,7-/$%.,")*U-<"$;*,*-0(=,-,=%2=,7-

*.$(.,'",*-.%-0"H(#g-.0,*,-+(#0"),$",*-.%-.0,"$-%[)-C,),Y".*-.%-,YY"#",).21-Y%27-()7-(**,+C2,-

="$(2-/$%.,")*-()7-.%-(=%"7-7,*.$;#."%)U-T)#$,(*,7-/$%.,")-+"*Y%27")'-C;$7,)-#(;*,7-C1-="$;*-

,).$1- ")- .0,- 6L- 2,(7*- .%- ")7;#."%)- %Y- .0,- ;)Y%27,7- /$%.,")- $,*/%)*,- >E3LB- .%- $,*.%$,- 6L-

0%+,%*.(*"*U- L%.(="$;*- ,).,$*- .0,- 6L- 7;$")'- ".*- +%$/0%',),*"*- .%- Y%27- ()7- (#_;"$,- ".*-

")Y,#."%;*- #(/(C"2".1U-X,-7,+%)*.$(.,- 0,$,- .0(.- $%.(="$;*- (**,+C21- ").,$+,7"(.,*- ").,$(#.-



DV$"
"

[".0-.0,-Y%27")'-+(#0"),$",*-C1-$,#$;".")'-#0(/,$%),*S-.0;*-")7;#")'-()-E3L-.0(.-")-.;$)-"*-

$,_;"$,7-.%-(#0",=,-#%+/2,.,-$%.(="$;*-(**,+C21U-T).,$,*.")'21S-.0"*-="$;*-+%7;2(.,*-E3L-")-(-

*/,#"Y"#-[(1S-(*-*0%[)-C1-.0,-;*,-%Y-/0($+(#%2%'"#(2-7$;'*-.0(.-($,-(C2,-.%- ").,$Y,$,-[".0-

/$,#"*,-.($',.*-%Y-E3LU-X0,.0,$-.0,*,-7"*#%=,$",*-+(1-C,-;*,7-(*-)%)&=(##")(2-.0,$(/,;."#-

(//$%(#0-$,+(")*-.%-C,-,:/2%$,7U$

$

%&1"43)51%4&$

!()1- ="$;*,*- .($',.- .0,-,)7%/2(*+"#- $,."#;2;+- >6LB-%Y- .0,"$- 0%*.- #,22*- .%- $,/2"#(.,- ()7^%$-

*1).0,*"\,- (- *;C*,.- %Y- ="$(2- /$%.,")*- kAlU- T)- 7%")'- *%S- ="$;*,*- ").,$(#.-[".0- *,=,$(2- #,22;2($-

#%+/%),).*S- ")#2;7")'-#,22;2($-#0(/,$%),*S-.0;*-0"H(#g")'-.0,-#,22;2($- Y%27")'-+(#0"),$1-.%-

".*-%[)-C,),Y".- kPlU- T)- .0,-6LS- .0,-#%+/,."."%)-C,.[,,)-="$(2-()7-0%*.-/$%.,")*- Y%$- Y%27")'-

2,(7*-.%-.0,-(##;+;2(."%)-%Y-"+/$%/,$21-Y%27,7-/$%.,")*-()7-7"*$;/."%)-%Y-6L-0%+,%*.(*"*S-(-

*".;(."%)- #(22,7- 6L- *.$,**U- K%- $,*.%$,- 6L- 0%+,%*.(*"*- .0,- 0%*.- #,22*- .$"'',$- ()- (7(/."=,-

/(.0[(1-)(+,7-.0,-E)Y%27,7-3$%.,")-L,*/%)*,->E3LB-kWlS-.0()g*-.%-.0$,,-6L-*.$,**-*,)*%$*8-

")%*".%2&$,_;"$")'- ,)\1+,- >TL6ABS- 3iL&2"g,- 6L- g")(*,- >36LiB- ()7- (#."=(.")'- .$()*#$"/."%)-

Y(#.%$-m->NKamB-kRlU-N#."=(."%)-%Y-.0,-E3L-$,*;2.*-")-'2%C(2-.$()*2(."%)-(..,);(."%)-(*-[,22-(*-

")#$,(*,7- ,:/$,**"%)- %Y- /$%.,")*- ")=%2=,7- ")- 6L- /$%.,")- Y%27")'- >,U'U- #0(/,$%),*B- ()7-

/$%.,")*- ")=%2=,7-")-6L&(**%#"(.,7-7,'$(7(."%)->6LN?B-kPlS-.0,$,C1-$,7;#")'-.0,-+"*Y%27")'-

C;$7,)-")-.0,-6LU-T)-(77"."%)S-7,/,)7")'-%)-.0,-#,22-()7-="$;*-.1/,*S-.0,-E3L-($+*-+(1-C,-

(#."=(.,7-")-(-#%%$7")(.,7-Y(*0"%)-(*-Y%$-,:(+/2,-Y%$-.0,-?,)';,-="$;*-k@l-()7-F")7C"*-="$;*-

kml-%$-+(1-C,-")7;#,7-")-+%$,-*,2,#."=,-[(1*S-(*-*0%[)-Y%$-90"g;)';)1(-kml-()7-X,*.-M"2,-

="$;*,*-k]lU-

- L%.(="$;*S-.0,-+(H%$-,."%2%'"#(2-(',).-$,*/%)*"C2,-Y%$-="$(2-'(*.$%,).,$"."*-")-#0"27$,)-

()7- 1%;)'- ()"+(2*- kOSblS- "*- (- )%)&,)=,2%/,7- ="$;*-[".0- (- .0$,,&2(1,$,7- #(/*"7-+(7,- %Y- m-

*.$;#.;$(2-/$%.,")*S-)(+,21-<3R->.0,-*/"g,-/$%.,")B-()7-<3]-Y%$- .0,-,:.,$)(2- 2(1,$S-<3m-Y%$-

.0,-").,$+,7"(.,-2(1,$-()7-<3P->/2;*-<3A-()7-<3WB-Y%$-.0,-").,$)(2-2(1,$U-K0"*-="$;*-,:/2%".*-

.0,- 6L- Y%$- ".*- +%$/0%',),*"*S- *")#,- 7%;C2,&2(1,$,7- /($."#2,*- >?V3B- #%).(")")'- ="$(2- LMN*S-

<3AS-<3PS-<3W-()7-<3mS-(**,+C2,7-")-#1.%*%2"#-="$(2-Y(#.%$",*->="$%/2(*+*BS-,).,$-.0,-6L-()7-

$,_;"$,-6L-+,+C$(),*-Y%$-.0,-C"%*1).0,*"*-()7-")*,$."%)-%Y-.0,-*.$;#.;$(2-><3B-'21#%/$%.,")-

<3]-()7- .0,-*/"g,-/$%.,")-<3R- .%-(#0",=,- .0,- Y%$+(."%)-%Y- ")Y,#."%;*-),%&="$"%)*- kAQW$AAlU-

L,#,).- *.;7",*- 0(=,- $,=,(2,7- .0(.- $%.(="$;*- ")Y,#."%)- ,2"#".*- ()- 6L- *.$,**- .0$%;'0- .0,-

(#."=(."%)-%Y-.0,-TL6A-()7-NKam-C$()#0,*-%Y-.0,-E3L-kAPlU-T)-#%).$(*.S-.0,-/0%*/0%$12(."%)-%Y-
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,TaP!- ,2"#".,7- ;/%)- $%.(="$;*- ")Y,#."%)- "*- 7$"=,)- C1- 3iL- $(.0,$- .0()- 36Li- kAWlU- 3$,="%;*-

*.;7",*- (2*%- *0%[,7- .0(.- $%.(="$;*- /$%.,")*- ").,$(#.-[".0- ,".0,$- 6L&(**%#"(.,7- %$- #1.%*%2"#-

#0(/,$%),*-()7-.0(.- .0,-,:/$,**"%)-%Y- .0,*,-/$%.,")*- "*-;/-$,';2(.,7- ")- ")Y,#.,7-#,22*- kAR&-

AOlU-h%[,=,$S-.0,*,-*.;7",*-7"7-)%.-,:/2%$,-.0,-/$,#"*,-+,#0()"*+*-C1-[0"#0-$%.(="$;*-+(1-

,2"#".-.0,-E3L-()7-[0,.0,$-.0"*-(7(/."=,-$,*/%)*,-$,/$,*,).*-(-0%*.-7,Y,)*,-+,#0()"*+-%$-(-

*.$(.,'1-Y%$-.0,-="$;*-.%-$,/2"#(.,U--

- T)- .0,- /$,*,).- [%$gS- [,- #0($(#.,$"\,7- .0,- +,#0()"*+*- C1- [0"#0- $%.(="$;*-

#%+/%),).*- ").,$(#.- [".0- .0,- #,22;2($- +(#0"),$1- .%- .$"'',$- .0,- E3L- ()7- *.;7",7- .0,-

Y;)#."%)(2-#%)*,_;,)#,*-%Y-E3L-(#."=(."%)U-E*")'-*;C&#,22;2($-Y$(#."%)(."%)-()7-/$%.,%+"#*-

(//$%(#0,*S-[,-Y%;)7-.0(.-G"/^JL3]O-").,$(#.*-[".0-$%.(="$;*-/($."#2,*-7;$")'-.0,-/$%#,**-%Y-

(**,+C2")'- ()7- [,- *0%[,7- .0(.- .0,- .0$,,- E3L- C$()#0,*- ($,- $(/"721- (#."=(.,7- ;/%)-

")Y,#."%)U- K0,)- ;*")'- C%.0- /0($+(#%2%'"#(2- ()7- ',),."#- .($',.")'- %Y- .0,- E3L- kAblS- [,-

7,+%)*.$(.,7-.0(.-7,*/".,-.0,-'2%C(2-(#."=(."%)-%Y-.0,-E3LS-%)21-36Li-()7-TL6A-($,-$,_;"$,7-

Y%$- /$%7;#."%)- %Y- ")Y,#."%;*- /($."#2,*S-[0,$,(*- NKam- "*- 7"*/,)*(C2,U- K0,*,- $,*;2.*- ")7"#(.,-

.0(.- ="$(2-+(#$%+%2,#;2($- #%+/2,:,*S- $(.0,$- .0()- ")7"="7;(2- ="$(2-/$%.,")*S- ($,- $,*/%)*"C2,-

Y%$-6L-*.$,**-")7;#."%)-()7-.0(.-="$;*&+,7"(.,7-*/,#"Y"#-(#."=(."%)-%Y-*,2,#.-E3L-C$()#0,*-"*-

,**,)."(2-Y%$-.0,-#%+/2,."%)-%Y-.0,-="$(2-#1#2,U-

$

"!')#1'$

"36+*)/6.$6C$0/2:3@<12/01<$D!E@;6.)*/./.?$F*;26F6+1;:+*2$;6FG+1=$/.$BH7IJ$/.C1;)1<$;1++3$

6:/,$"+,).*-[,$,-Y"$*.-7,*"')-.%-"7,)."Y1-.0,-#,22;2($-/$%.,")*-.0(.-").,$(#.-[".0-<3m&

#%).(")")'-="$;*&7,$"=,7-+(#$%+%2,#;2($- #%+/2,:,*U" L%.(="$;*&")Y,#.,7-!N&AQR-#,22*-[,$,-

21*,7- (.- m- 0%;$*- /%*.- ")Y,#."%)U- K0,- #1.%/2(*+"#- Y$(#."%)- [(*- *;CH,#.,7- .%- =,2%#".1-

*,7"+,).(."%)-(.-AAQSQQQ:-'-Y%$-P-0-.0$%;'0-(-A@-n-@Q-o-*;#$%*,-'$(7",).U-J$(7",).-Y$(#."%)*-

[,$,- ()(21\,7- Y%$- .0,"$- /$%.,")- #%).,).- ;*")'-X,*.,$)- C2%.- >XGB-[".0- ()."&$%.(="$;*- <3PS-

<3RS-<3mS-<3]S-MF3@-()7-MF3P-()."C%7",*->a"';$,-ANBU-M,'(."=,-*.$()7-LMN*-,)#%7")'-<3P-

()7-<3m-[,$,-(2*%-7,.,#.,7-;*")'-LK&39L-")-.0,*,-Y$(#."%)*->a"';$,-AGBS- ")7"#(.")'-.0(.-.0,-

"*%2(.,7-#%+/2,:,*-2"g,21-7,$"=,7-Y$%+-7%;C2,&2(1,$,7-$%.(="$;*&(**,+C2")'-/($."#2,*->?V3*BU"

F")#,-.0,-(C%=,-/$%#,7;$,-#%;27-(2*%-2,(7-.%-.0,-"*%2(."%)-%Y-/%21*%+,*S-'$(7",).-Y$(#."%)*-

[,$,- ()(21\,7-;*")'- ()."&$"C%*%+(2- Fm- /$%.,")- .0(.- #2,($21- ")7"#(.,7- .0(.- /%21*%+,*-[,$,-

")7,,7-/$,*,).-")-*,=,$(2-Y$(#."%)*->a"';$,-A9BU--



DV&"
"

J$(7",).- Y$(#."%)*- [,$,- .0,)- $,*%2=,7- ;*")'- C2;,- )(."=,&3NJ6- >GM&3NJ6BS- (- )(."=,- 3NJ6-

.,#0)"_;,- (22%[")'- "*%2(."%)- %Y- /$%.,")- #%+/2,:,*- ;)7,$- +"27- #%)7"."%)*U- K0$,,- +(H%$-

'$%;/*-%Y- #%+/2,:,*- >0,(=1S-hp- ").,$+,7"(.,S- Tp- 2"'0.S- VB-[,$,-="*;(2"\,7-;*")'-XG-[".0-()-

()."&$%.(="$;*-()."*,$;+->a"';$,-A?BU"a$(#."%)*-A&W->#%$$,*/%)7")'-.%-7,)*".",*-$()'")'-Y$%+-

AUQRR- .%- AUQbW- '^+2B- .0(.- #%).("),7- /$%.,")- #%+/2,:,*S- *.$;#.;$(2- ()7- )%)&*.$;#.;$(2-

$%.(="$;*- /$%.,")*S- <3P- ()7- <3m- LMN*- (*- [,22- (*- ;/- .%- @Wo- %Y- .0,- #,22;2($- #1.%/2(*+"#-

/$%.,")*S- [,$,- /%%2,7- ()7- Y;$.0,$- $,*%2=,7- %)- (- A@&WQ- o- *;#$%*,- 7,)*".1- ,_;"2"C$";+-

'$(7",).-#,).$"Y;'(."%)-(.-AAQSQQQ-:-'-Y%$-AO-0U-K0"*-*,#%)7-'$(7",).-[(*-()(21\,7-(*-(C%=,U-

N*-*0%[)-")-a"';$,-AJS-/%21*%+,*&#%).(")")'-Y$(#."%)*-[,$,-#%)#,).$(.,7-(.-.0,-C%..%+-%Y-

.0,-'$(7",).U-K0,-$,*;2.*-/$,*,).,7-")-a"';$,-A-")7"#(.,-.0(.-Y$(#."%)*-P-.%-m-%Y-.0,-A@o&WQo-

*;#$%*,- 7,)*".1- '$(7",).S- #%$$,*/%)7")'- .%- 7,)*".",*- $()'")'- Y$%+- AUQmO- .%- AUQOR- '^+2S-

#%).("),7-m@o-%Y-2%(7,7-/$%.,")*->"U,U-WRo-%Y-.0,-.%.(2-")"."(2-/$%.,")*BS-)%-/%21*%+,*S-<3P-

()7-<3m-LMN*S-/$%.,")-#%+/2,:,*-()7-+%*.-%Y-.0,-="$(2-/$%.,")*-.,*.,7U-K0,-#%+C")(."%)-%Y-

.0,*,- #$".,$"(- ")7"#(.,7- .0(.- .0,*,- Y$(#."%)*- #%).("),7- ="$;*&7,$"=,7- <3m&#%).(")")'-

+(#$%+%2,#;2($-#%+/2,:,*U--

K0,*,- Y$(#."%)*-[,$,- /%%2,7S- 7"(21\,7- ()7- *;CH,#.,7- .%- "++;)%&(YY")".1- /;$"Y"#(."%)- ;*")'-

()."&$%.(="$;*- <3m- +%)%#2%)(2- ()."C%71U- T++;)%&(YY")".1- /;$"Y",7- Y$(#."%)*- [,$,- .0,)-

()(21\,7- ;*")'-X,*.,$)- C2%.- Y%22%[")'- F?F&3NJ6- >a"';$,- PNBU- ?,)(.;$,7- #%+/2,:,*- [,$,-

/$%C,7-[".0-()."&$%.(="$;*-/$%.,")*-+%)%#2%)(2-()."C%7",*-()7-")7"#(.,7-.0(.-<3PS-<3mS-<3]S-

MF3@- [,$,- /$,7%+")(.,21- /$,*,).- ")- .0,- "++;)%/;$"Y",7- #%+/2,:,*U- T++;)%(YY")".1-

/;$"Y",7-Y$(#."%)*-[,$,-(2*%-()(21\,7-;*")'-X,*.,$)-C2%.-Y%22%[")'-GM&3NJ6->a"';$,-PGBU-K0,-

()(21*"*- %Y- )(."=,- #%+/2,:,*- $,=,(2,7- .0(.- .0,-<3m&#%).(")")'-+(#$%+%2,#;2($- #%+/2,:,*-

[,$,- */,#"Y"#(221- ,2;.,7- Y$%+- .0,- (YY")".1- #%2;+)- ()7- .0(.- *,=,$(2- #%+/2,:- */,#",*- [,$,-

/$,*,).- ")- .0,- Y$(#."%)*U- K0,*,- #%+/2,:,*- 2"g,21- #%$$,*/%)7- .%- =($"%;*- *.(',*- %Y- $%.(="$;*-

+(.;$(."%)S-Y$%+-?V3-Y%$+(."%)-")-="$%/2(*+*-.%-?V3-+(.;$")'-")-.0,-6LU-K0,1-[,$,-Y;$.0,$-

()(21\,7-;*")'-/$%.,%+"#*U---"

$

B>$/<1.)/C/;*)/6.$6C$;1++:+*2$G26)1/.3$*336;/*)1<$K/)L$0/2:3@<12/01<$D!E@;6.)*/./.?$;6FG+1=13$

P?&GM^F?F&3NJ6- [(*- /,$Y%$+,7- .%- *,/($(.,- .0,- /$%.,")*- #%).("),7- ")- .0,-

"++;)%/;$"Y",7-<3m&#%).(")")'-/$%.,")-#%+/2,:,*U-9%22%"7(2-9%%+(**",-C2;,-J&P@Q-*.(")")'-

%Y-.0,-P)7-7"+,)*"%)-',2-$,=,(2,7-+%$,-.0()-WQ-/$%.,")-*/%.*-.0(.-[,$,-,:.$(#.,7-Y$%+-.0,-

',2- Y%$- +(**- */,#.$%+,.$1- "7,)."Y"#(."%)U- K%- .0"*- ,)7S- /,/."7,- +(**- Y")',$/$").")'- ;*")'-
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!NV?T&Kja-[(*-#%+/2,+,).,7-C1-/,/."7,-Y$('+,).(."%)-;*")'-.()7,+-+(**-*/,#.$%+,.$1-

>!NV?T&Kja&KjaBU- K[,2=,- */%.*- #%$$,*/%)7")'- .%- %),- %$- +%$,- #,22;2($- /$%.,")*- [,$,-

"7,)."Y",7->a"';$,-W-()7-K(C2,-ABS-.%',.0,$-[".0-<3mS-<3]-()7-MF3PU-?(.(-()(21*"*-2,7-.%-.0,-

"7,)."Y"#(."%)-%Y- Y%;$- '$%;/*-%Y- #,22;2($-/$%.,")*- >a"';$,-RB- ")#2;7")'-(- 2($',-'$%;/-%Y- (#.")-

").,$(#.")'- /$%.,")*S- (*- $%.(="$;*,*- ").,$(#.- [".0- (#.")- Y"2(+,).*- kPQS- PAl- ()7- .0$,,- %.0,$-

'$%;/*S- .0(.- [,$,- (22- $,2(.,7- .%- #0(/,$%),- (#."=".",*8- #1.%*%2"#- #0(/,$%),*S- 6L&(**%#"(.,7-

#0(/,$%),*- ()7- (- '$%;/- %Y- h*/&").,$(#.")'- /$%.,")*- +%*.21- $,2(.,7- .%- #%&#0(/,$%)")'-

(#."=".",*U- T).,$,*.")'21- h*/bQ- /$%.,")*- [,$,- $,#%=,$,7- Y$%+- h- #%+/2,:,*S- h*/]Q^h*#]Q-

[,$,- Y%;)7- ")- C%.0- h- ()7- T- #%+/2,:,*S- G"3^J$/]O- ")- T- #%+/2,:,*- ()7- /$%.,")- 7"*;2Y"7,-

"*%+,$(*,- >3?TB^9(2$,."#;2")- ")- V- #%+/2,:,*- >K(C2,-ABS- *;'',*.")'- .0(.- .0,*,- .0$,,- .1/,*-%Y-

#%+/2,:,*-#%;27-#%$$,*/%)7-.%-7"YY,$,).-+(.;$(."%)-2,=,2*-%Y-.0,-="$(2-#%+/2,:,*U-

%

M".$ 0/06M$ /.)12*;)/6.3$ 6C$ ;,)636+/;$ *.<$ '9@*336;/*)1<$ ;L*G126.13$ K/)L$ 0/2:3@<12/01<$ D!E@

;6.)*/./.?$;6FG+1=13$

K%- #%)Y"$+- .0(.- #0(/,$%),- /$%.,")*- ").,$(#.- [".0- ="$(2- #%+/2,:,*- ")- 2"=")'- #,22*S-

"++;)%Y2;%$,*#,)#,-()7-#%&"++;)%/$,#"/".(."%)-,:/,$"+,).*-[,$,-/,$Y%$+,7U-N*- *0%[)-

")- a"';$,- @S- 7*LMN- #%2%#(2"\,7- [".0- $%.(="$;*- *.$;#.;$(2- /$%.,")*S- 2(C,2,7- [".0- LaAWO- %$-

LabP@-()."C%7",*S-(*-[,22-(*-[".0-G"3^JL3]OS-/$%.,")-7"*;2Y"7,-"*%+,$(*,->3?TB-()7-#(2),:")-

>9NMqBS-.0;*-#%)Y"$+")'-.0,-/$%.,%+"#*-()(21*"*U-K0,-#,22;2($-7"*.$"C;."%)-%Y-G"3^JL3]O-[(*-

#2,($21-+%7"Y",7- ")- $%.(="$;*&")Y,#.,7- #,22*- >#%+/($,- a"';$,-@N- .%- a"';$,-@G- ()7- a"';$,-mBU-

G"3^JL3]O- [(*- Y%;)7- C%.0- ($%;)7- *.$;#.;$,*- $,*,+C2")'- ="$%/2(*+*- ()7- ")*"7,- .0,- 6L-

>a"';$,-mNS-C%:,*-A-()7-PBU-3?T-()7-9NMq-(2*%-$,7"*.$"C;.,7-Y$%+-/,$");#2,($-*.$;#.;$,*- ")-

#%).$%2- #,22*- .%- /,$"/0,$(2- /;)#.(.,- *.$;#.;$,*- ")- ")Y,#.,7- #,22*- >a"';$,*- @G- ()7- @9BU- <3m-

#%2%#(2"\,7- [".0- 9NMq- >a"';$,*- mN- ()7- mGB- ()7S- ").,$,*.")'21S- *,=,$(2- <3m&2(C,2,7- 7%.*-

#%2%#(2"\,7-[".0-G"3^JL3]O- >a"';$,*-mGBU-<3P- *.$%)'21- #%2%#(2"\,7-[".0-3?T- ()7-G"3^JL3]O-

>a"';$,-m9BU-N77"."%)(2-,:/,$"+,).*-*0%[,7-.0(.S-;/%)-")Y,#."%)S-.0,-.0$,,-%.0,$-#0(/,$%),*-

*.;7",7- 0,$,- >h*/]QS- h*/bQ- ()7- 9(2$,."#;2")B- $,2%#(2"\,7- Y$%+- 7"YY;*,- .%- /;)#.(.,-

7"*.$"C;."%)- >*,,- *;//2,+,).($1- Y"';$,*- FA&FWBU- T).,$,*.")'21S- (- 2($',- /$%/%$."%)- %Y- .0,*,-

/;)#.(.,-*.$;#.;$,*-#%2%#(2"\,7-[".0-="$;*-*.$;#.;$(2-/$%.,")*S-+%*.21-<3m-kPPlU-L,+($g(C21S-

.0,-%C*,$=,7-*.(")")'-$,#(22,7-.0(.-%C*,$=,7-Y%$-="$%/2(*+*-()7-Y%22%[,7-(-*"+"2($-g"),."#-(*-

(-Y;)#."%)-%Y-.0,-/%*.&")Y,#."%)-."+,-kPWS-PRlU-9%&"++;)%/$,#"/".(."%)-,:/,$"+,).*-*0%[,7-

.0(.-<3m-[(*- ")-#%+/2,:,*-[".0-h*/]QS-h*/bQS-3?TS-9(2$,."#;2")-()7-G"3^JL3]O- ")-!N&AQR-
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"

#,22*-(.-m-0-/%*.&")Y,#."%)->a"';$,-]NBU-T)-.0,-$,=,$*,-,:/,$"+,).*S-<3m-()7-<3P-[,$,-(2[(1*-

#%"++;)%/$,#"/".(.,7- [".0- h*/]QS- h*/bQS- 9(2$,."#;2")S- ()7- 3?T- >a"';$,- ]GBU- T).,$,*.")'21S-

"++(.;$,- '21#%*12(.,7- Y%$+*-%Y-<3]- kPPl- *.$%)'21- #%&"++;)%/$,#"/".(.,7-[".0-h*/]Q- ()7-

h*/bQS-[0,$,(*-+(.;$,- Y%$+*-[,$,-+;#0- 2,**- /$,*,).U-j;$- $,*;2.*- (2*%- ")7"#(.,7- .0(.- (22-

Y%$+*-%Y-<3]-#%&"++;)%/$,#"/".(.,7-[".0-3?TS-[0,$,(*-%)21-Y(").21-[".0-9(2$,."#;2")U-K0,*,-

$,*;2.*- ")7"#(.,- .0(.- #0(/,$%),*-[,$,- */,#"Y"#(221- $,#$;".,7- ")- .0,- ="#")".1- %Y- ="$;*&7,$"=,7-

#%+/2,:,*-#%).(")")'-C%.0- $%.(="$;*- *.$;#.;$(2-/$%.,")*-()7-7*LMN-($%;)7-()7-[".0")- .0,-

6LU-T)-*;#0-+%7,2-="$;*&7,$"=,7-<3m&#%).(")")'-+%2,#;2($-#%+/2,:,*-+"'0.-$,#$;".-#1.%*%2"#-

(*- [,22- (*- 6L- #0(/,$%),*- 7;$")'- .0,- *;##,**"=,- *.,/*- %Y- $%.(="$;*- +%$/0%',),*"*S- ()7-

#%)*,_;,).21-(YY,#.-/$%.,")-0%+,%*.(*"*-")-.0%*,-#%+/($.+,).*U-

$

96)*0/2:3$/.C1;)/6.$)2/??123$'9$3)2133$*.<$-!9$

F")#,-.0,-E3L-"*-(#."=(.,7-;/%)-$%.(="$;*-")Y,#."%)-kAPSP@lS-()7-(*-[,-7,+%)*.$(.,7-

.0(.- $%.(="$;*&7,$"=,7- #%+/2,:,*- $,#$;".,7- #%+/%),).*- %Y- .0,- 6L- Y%27")'- +(#0"),$1S- [,-

*%;'0.-.%-")=,*."'(.,-6L-*.$,**-")-%;$-,:/,$"+,).(2-*1*.,+U-N(!7-+LMN-*/2"#")'-[(*-$(/"721-

7,.,#.,7- ")- ")Y,#.,7- #,22*- ;*")'- LK&39L- >a"';$,- ONBS- .0;*- ")7"#(.")'- .0(.- .0,- La- *.$(")- %Y-

$%.(="$;*-(#."=(.,*-.0,- TL6A-/(.0[(1S-(*-(2$,(71-*0%[)-Y%$-LL<-()7-jFE-*.$(")*-kAPlS- kP@lU-

NKam- (#."=(."%)- ;/%)- $%.(="$;*- ")Y,#."%)- [(*- 7,.,#.,7- ;*")'- 6Ja3&NKam- .$()*Y,#.,7- 9%*]-

#,22*- >a"';$,- OGBU- K0,-/,$#,).(',-%Y- 6Ja3&NKam-);#2,($- 2%#(2"\(."%)-,=,).*- ")- ")Y,#.,7- ()7-

+%#g-")Y,#.,7-#,22*-[(*-Pb-r-R-o-()7-m-r-A-o-$,*/,#."=,21S-")7"#(.")'-.0(.-La-$%.(="$;*-(2*%-

(#."=(.,7- .0,-NKam-/(.0[(1U-X,-[,$,-;)(C2,- .%-7,.,#.- #0()',*- ")-36Li-/0%*/0%$12(."%)S-

7;,-.%-=,$1-2%[-(+%;).*-")- ")Y,#.,7-!NAQR-#,22*U-K%',.0,$-.0,*,-$,*;2.*-($,-")-('$,,+,).-

[".0- /$,="%;*- 7(.(- %C.("),7S- ;*")'- 7"YY,$,).- +,.0%7*- [".0- %.0,$- $%.(="$;*- *.$(")*U- K0,1-

*;'',*.-.0(.-.0,-E3L-"*-(#."=(.,7-;/%)-$%.(="$;*-")Y,#."%)U--

L%.(="$;*-/$%+%.,*-.0,-Y%$+(."%)-%Y-#%+/2,:,*-#%).(")")'-6L&(**%#"(.,7-#0(/,$%),*S-

7*LMNS-$%.(="$;*-#(/*"7-/$%.,")*-()7-E3L-*,)*%$*U-!

X,- .0,)- *.;7",7- .0,- ,YY,#.*- %Y- $%.(="$;*- ")Y,#."%)-%)- .0,- #,22;2($- 7"*.$"C;."%)-%Y- 6L- *.$,**-

*,)*%$*U- !NAQR- #,22*- [,$,- +%#g- ")Y,#.,7- %$- ")Y,#.,7- Y%$- m0S- *.("),7- ()7- ()(21\,7- C1-

#%)Y%#(2-+"#$%*#%/1U- T)-!%#g- ")Y,#.,7-#,22*S-NKam-()7-36Li-[,$,S-(*-,:/,#.,7S-7"*.$"C;.,7-

[".0")-.0,-6L-C;.-7"7-)%.-#%2%#(2"\,-[".0-9NMqS-()-6L&$,*"7,).-+,+C$(),-/$%.,")-g)%[)-.%-

C,-(**%#"(.,7-[".0-.0,-6L&(**%#"(.,7-Y%27")'->6LNaB-*;C&#%+/($.+,).->a"';$,-bN&GB-kPmSP]lU-

E/%)- $%.(="$;*- ")Y,#."%)S- (- *"')"Y"#().- /($.- %Y- NKam- [(*- ,YY"#",).21- $,7"*.$"C;.,7- .%- 2($',-
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"

/;)#.(- [0,$,- 9NMq- (2*%- 2%#(2"\,7U- T).,$,*.")'21- .0,*,- /;)#.(- [,$,- (2*%- *.("),7- [".0-

()."C%7",*- $,#%')"\")'- 7*LMN- ()7- ="$(2- /$%.,")*S- )(+,21- <3P- ()7- <3m- ()7- *%+,- %Y- .0,+-

#2,($21- $,*,+C2,- ="$%/2(*+*- >a"';$,- b9BU- K0,*,- $,*;2.*- ")7"#(.,7- .0(.- .0,- ,).$1- %Y- ="$(2-

#%+/2,:,*- [".0")- .0,- 6L- [(*- (C2,- .%- $,%$'()"\,- NKam- (*- *0%[)- (C%=,- Y%$- 9NMqU- 36Li-

7"*/2(1,7-(-7"YY,$,).-/(..,$)S-*")#,S-;/%)-")Y,#."%)S-36Li-[(*-$,7"*.$"C;.,7-.%-(-/,$");#2,($-

#%+/($.+,).S-2"g,21-#%$$,*/%)7")'-.%-.0,-6L-c;(2".1-9%).$%2->6Lc9B-#%+/($.+,).-()7-[(*-

(2+%*.-)%.- Y%;)7- ")-="$%/2(*+*S-(2.0%;'0-36Li-[(*-/($.21-#%2%#(2"\,7-[".0-9NMq-()7-[".0-

#%+/2,:,*-#%).(")")'-7*LMN-()7-="$(2-/$%.,")*->a"';$,-b?BU-K0;*S-.0,*,-$,*;2.*-")7"#(.,-.0(.-

6L- *.$,**- *,)*%$*- $,7"*.$"C;.,-7"*.")#.21-;/%)- ")Y,#."%)-()7- *;'',*.- .0(.- $,2(."%)*0"/*-,:"*.-

C,.[,,)-E3L-#%+/%),).*S-="$(2-#%+/2,:,*-()7-9NMqU-

%

OL1$-!9$/3$21P:/21<$C62$1CC/;/1.)$26)*0/2:3$G26<:;)/6.$

K%-.,*.-[0,.0,$-.0,-E3L-$,/$,*,).*-(-+,#0()"*+-%Y-#,22-$,*/%)*,-.%- ")Y,#."%)-%$- "*-

,:/2%".,7-C1- .0,-="$;*- Y%$- ".*-+%$/0%',),*"*S-[,-;*,7- ")0"C".%$*- .0(.-($,- *,2,#."=,-%Y-,(#0-

C$()#0-%Y-.0,-E3L-kAblU-!NAQR-#,22*-[,$,-Y"$*.21-")Y,#.,7-C1-$%.(="$;*S-*,#%)721-.$,(.,7-[".0-

")0"C".%$*S- ()7- .0,)- $%.(="$;*- /$%7;#."%)- 1",27*- +,(*;$,7- ;*")'- /2(_;,- (**(1*U- N22- .0,*,-

7$;'*-[,$,- )%.- .%:"#- ")- .0,- $()',- %Y- #%)#,).$(."%)*- ;*,7U- N*- (- /%*"."=,- #%).$%2S- $%.(="$;*-

/$%7;#."%)-[(*-+,(*;$,7-")-;).$,(.,7-#,22*U-N*-(-),'(."=,-#%).$%2S-#,22*-[,$,-.$,(.,7-[".0-

#1#2%0,:"+"7,- .%- C2%#g- ()1- /$%.,")- .$()*2(."%)- >a"';$,- AQNBU- K0,- #$"."#(2- $%2,- %Y- .0,-

,)7%/2(*+"#- $,."#;2;+- #0(/,$%),- G"3^JL3]O- 0(*- C,,)- ")=,*."'(.,7- C1- ;*")'- 0%)%g"%2S- (-

*+(22-+%2,#;2,-7,$"=,7-Y$%+-B*?.6+/*$?2*.</C+62*S-()7-g)%[)-.%-7"$,#.21-C")7-.%-G"3^JL3]O-

[".0- (- 0"'0- */,#"Y"#".1- ()7- (- 0"'0- ,YY"#",)#1S- $,*;2.")'- ")- .0,- ")0"C"."%)- %Y- ".*- #0(/,$%),-

#(/(#".",*- kPOlS- .0;*- "+/("$")'-/$%/,$-/$%.,")-Y%27")'U-h%)%g"%2- >P@-s!B-(2+%*.-#%+/2,.,21-

*;//$,**,7- $%.(="$;*- /$%7;#."%)S- ")7"#(.")'- .0(.- G"3^JL3]O- +;*.- C,- Y;)#."%)(2- Y%$- ()-

,YY"#",).- $%.(="$;*- +%$/0%',),*"*U- F")#,- 36Li- ,:,$.*- ".*- .$()*2(."%)(2- (..,);(."%)- (#."=".1-

.0$%;'0- ,TaP!- /0%*/0%$12(."%)S- [,- Y"$*.- ;*,7- #%+/%;)7- WO- >JFiPmQmRARB- kPblS- $,#,).21-

7"*#%=,$,7- (*- (- /%.,).- >T9@Q8- QUR- )!B- ()7- 0"'021- *,2,#."=,- #%+/,."."=,- ")0"C".%$- %Y- 36Li-

g")(*,- (#."=".1U- JFiPmQmRAR- .$,(.+,).- >PQ- s!B- $,*;2.,7- ")- (- b@o- ")0"C"."%)- %Y- $%.(="$;*-

/$%7;#."%)->a"';$,-AQNBS-")7"#(.")'-.0(.-,TaP!-/0%*/0%$12(."%)->"U,U-'2%C(2-#,22;2($-.$()*2(."%)-

(..,);(."%)B-+"'0.-C,- $,_;"$,7- Y%$-,YY"#",).- $%.(="$;*-/$%7;#."%)U- K%- #%)Y"$+- .0"*S-[,-(2*%-

;*,7- .[%- (77"."%)(2- 7$;'*- g)%[)- .%- /$,=,).- ,TaP! 7,/0%*/0%$12(."%)- C1- 33A#&JN??WRS-

F(2;C$")(2-kWQl-()7-J;()(C,)\-kWAl.-T).,$,*.")'21S-.$,(.+,).-[".0-,".0,$-F(2;C$")(2->;*,7-(.-
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PQ-s!B-%$-J;()(C,)\->PQ-s!B-$,*;2.,7- ")-*.$%)'- ")0"C"."%)-%Y- $%.(="$;*-/$%7;#."%)->a"';$,-

AQNBU- K0,- $%2,- %Y- TL6A- ")- $%.(="$;*- /$%7;#."%)- [(*- (2*%- ")=,*."'(.,7- ;*")'- Y"$*.- .0,- TL6A-

T)0"C".%$-RsO9-kWPlU-K$,(.+,).-%Y-!NAQR-#,22*-[".0-PQs!-RsO9-$,*;2.,7-")-O@o-7,#$,(*,-%Y-

$%.(="$;*-/$%7;#."%)U-N-*,#%)7-/0($+(#%2%'"#(2- ")0"C".%$-%Y-.0,-LMN*,-(#."=".1-%Y- TL6A-[(*-

;*,7-.%-#%)Y"$+-.0,*,-$,*;2.*U-K%1%#(+1#")S-/$%7;#,7-C1-()-H;)/.6F,;1)1-*.$(")S-*/,#"Y"#(221-

C2%#g*- TL6A&+,7"(.,7- qG3A-+LMN- */2"#")'- kWWlU- K%1%#(+1#")S- ;*,7- (.- @Q- s!S- /$%=%g,7- (-

]@o- $,7;#."%)- %Y- $%.(="$;*- /$%7;#."%)- >a"';$,- AQNBU- T).,$,*.")'21S- .$,(.+,).- %Y- #,22*- [".0-

C%.0-Rs9O-()7-*(2;C$")(2S-.0;*-")0"C".")'-C%.0- TL6A-/(.0[(1-()7-,TaP!-7,/0%*/0%$12(."%)S-

$,*;2.,7- ")- ()- ,=,)- *.$%)',$- ")0"C"."%)- %Y- $%.(="$;*- /$%7;#."%)S- +,()")'- .0(.- .0,-

#%).$"C;."%)-%Y-.0,*,-.[%-E3L-/(.0[(1*-0(*-(77"."%)(2-,YY,#.*U-E*")'-AmaAmS-()-")0"C".%$-%Y-

3?T-$,#,).21-*0%[)-.%-C2%#g-NKam-(#."=(."%)-kWRlS-[,-%C*,$=,7-.0(.-$%.(="$;*-/$%7;#."%)-[(*-

;)(YY,#.,7- >a"';$,-AQNBS- *;'',*.")'- .0(.- .0"*-E3L-($+-+(1-)%.-C,- Y;)#."%)(221- ")=%2=,7- ")-

$%.(="$;*- /$%7;#."%)U- K%- #%)Y"$+- .0"*- $,*;2.- [,- ;*,7- *0LMN*- 7"$,#.,7- ('(")*.- NKam- ()7-

*0%[,7- .0(.- #,22*- ,:/$,**")'- .0,*,- *0LMN- 7"7- )%.- 7"*/2(1- ()1- 7,#$,(*,- %Y- $%.(="$;*-

/$%7;#."%)->a"';$,-AQGBU-$

$

$

3%'5)''%4&$$

- F,=,$(2-="$;*,*-0(=,-,=%2=,7-(-2($',-($$(1-%Y-*.$(.,'",*-.%-#%).$%2-.0,-E3LU-X0,.0,$-

E3L- "*- C,),Y"#"(2- %$- 7,.$"+,).(2- Y%$- ="$;*- /$%7;#."%)- *0%;27- 7,/,)7- %)- .0,- )(.;$,- %Y-

").,$(#."%)*- C,.[,,)- ="$(2- ()7- #,22;2($- #%+/%),).*U- T.- "*- .0,$,Y%$,- "+/%$.().- .%- #%)*"7,$-

.0(.-.0,-E3L-+%7;2(.,*-#,).$(2-+,#0()"*+*- ")-#,22-/$%.,")-()7-+,+C$(),-0%+,%*.(*"*-(.-

.0,-6L-2,=,2S-)(+,21-6LNaS-6Lc9-()7-6LN?-#%+/($.+,).*-.0(.-*0($,-.0,-#%+/2,:-),.[%$g-

%Y-+%2,#;2($-#1.%*%2"#-()7-6L&(**%#"(.,7-#0(/,$%),*-kPmSP]SW@&W]lU-!%*.-%Y-.0,-,;g($1%."#-

="$;*,*- *.;7",7- *%- Y($- #%).$%2- .0,*,- ").,$#%)),#.,7- /$%#,**,*- .%- (#0",=,- .0,"$- $,/2"#(."%)U-

h,)#,S- ".- "*- $,_;"$,7- .%- ()(21\,- ="$;*&0%*.- #,22- ").,$(#."%)*- (.- .0,-+%2,#;2($- 2,=,2- .%-+%$,-

/$,#"*,21- ;)7,$*.()7- 0%[- ="$;*,*- #%/,- [".0- .0,- #,22;2($- +(#0"),$",*- .%- ,)*;$,- .0,"$-

$,/2"#(."%)-")-()-%/."+"\,7-,)="$%)+,).U-

- K0,- /$,*,).- [%$g- ("+*- (.- ;)7,$*.()7")'- .0,- $,2(."%)*0"/*- C,.[,,)- $%.(="$;*-

")Y,#."%)- ()7- E3L- ")7;#."%)- .%- ,)*;$,- ".*- ,YY"#",).- /$%7;#."%)U- h,$,")-[,- *0%[- .0(.- ="$(2-

#%+/2,:,*- ").,$(#.- [".0- #,22;2($- +%2,#;2($- #0(/,$%),*- ()7- #%&#0(/,$%),*S- ")#2;7")'-

G"3^JL3]OS- .0;*-/$%="7")'-(-/%.,)."(2-+%2,#;2($- 2")g-C,.[,,)- $%.(="$;*- ")Y,#."%)-()7-E3L-
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+()(',+,).U-K0,)S-;*")'-*,2,#.-/0($+(#%2%'"#(2- ")0"C".%$*- kAbl-[,-7,+%)*.$(.,-.0(.-%)21-

.0,-36Li-()7-TL6A-($+*-%Y-.0,-E3L-($,-*.$"#.21-$,_;"$,7-Y%$-,YY"#",).-$%.(="$;*-/$%7;#."%)U--

- L%.(="$;*S- (*- *,=,$(2- %.0,$- ="$;*- Y(+"2",*S- ")#2;7")'- !6=0/2/<*1S- %626.*0/2/<*1S-

A12G130/2/<*1S- O6?*0/2/<*1S- Q+*0/0/2/<*1- ()7- (:.,*0/2/<*1- kWOSWblS- $(/"721- ")7;#,*- .0,-

Y%$+(."%)-%Y- ="$(2- Y(#.%$",*-[0"#0-($,- 2%#(.,7-=,$1- #2%*,- .%- .0,-6L-()7-($,- .0,- *".,-[0,$,-

<3AS- <3PS- <3W- ()7- <3m- ="$(2- *.$;#.;$(2- /$%.,")*- ()7- ="$(2- LMN- (**,+C2,S- [".0- (- +(H%$-

#%).$"C;."%)- %Y- MF3@- ()7- MF3PS- C,Y%$,- ,).,$")'- .0,- 6L- kPWSPRlU- a%$+,$- *.;7",*- 0(=,-

#0($(#.,$"\,7- $%.(="$;*- ").,$+,7"(.,*- (22%[")'- (- #%+/2,.,- 7,*#$"/."%)- %Y- .0,"$- #%).,).- ")-

="$(2- /$%.,")*- kRQ&RPlU- h%[,=,$S- .0,- #,22;2($- /$%.,")*- (**%#"(.,7-[".0- .0,*,- ").,$+,7"(.,*-

$,+("),7- .%- C,- 7,*#$"C,7U- E*")'- /$%.,%+"#*S- [,- #0($(#.,$"\,7- $%.(="$;*&7,$"=,7- <3m&

#%).(")")'- #%+/2,:,*- Y%$+,7- (.- *":- 0%;$*- /%*.- ")Y,#."%)- ")-!N&AQR- #,22*S- (- ."+,- (.-[0"#0-

$%.(="$;*- ?V3*- ($,- .0%;'0.- .%- (#."=,21- C;7- Y$%+- ="$%/2(*+*- ").%- .0,- 6L- #%+/($.+,).-

>$,=",[,7-C1-K$(*g-,.-(2U-kRWlBU-N22-.0,-#%+/2,:,*-*.;7",7-0,$,-#%).("),7-*.$;#.;$(2-()7-)%)&

*.$;#.;$(2-="$(2-/$%.,")*-()7-0($C%$,7-<3P-()7-<3m-),'(."=,-*.$()7*-LMNS-.0,$,C1-")7"#(.")'-

.0(.- .0,1- ,YY,#."=,21- 7,$"=,7- Y$%+- $,/2"#(.")'- $%.(="$;*- ").,$+,7"(.,*U- T+/%$.().21S-

"++;)%/;$"Y",7-#%+/2,:,*-(//,($,7-(*-)%)&0%+%',),%;*-")-P?&GM-3NJ6->a"';$,-WBU-F;#0-(-

$,2(."=,- 0,.,$%',),".1- *;'',*.*- .0(.- [,- +%*.- 2"g,21- "*%2(.,7- (- +":- %Y- #%+/2,:,*-

#%$$,*/%)7")'- .%- *;##,**"=,- *.,/*- %Y- ="$;*- +(.;$(."%)- C,.[,,)- ="$%/2(*+*- ()7- 6L&

(**%#"(.,7-="$(2-*.$;#.;$,*U-K0"*-#%)#2;*"%)-[(*-$,")Y%$#,7-C1-"++;)%Y2;%$,*#,)#,-*.;7",*-")-

[0"#0- 7*LMNS- *.$;#.;$(2- $%.(="$;*- /$%.,")*- ()7- 6L&(**%#"(.,7- (*- [,22- (*- #1.%/2(*+"#-

#0(/,$%),*- #%2%#(2"\,- ")- 7"YY,$,).- *.$;#.;$,*- >a"';$,*- @S- mS- FA&FWBU- N*- *;#0S- %;$- $,*;2.*-

*;'',*.- .0(.- 2"'0.- #%+/2,:,*- +"'0.- 7,$"=,- Y$%+- .0,- 6LS- (*- .0,1- #%).(")- +%*.- %Y- .0,- 6L-

#0(/,$%),*S-[0,$,(*-0,(=1-()7- ").,$+,7"(.,-#%+/2,:,*-+"'0.-%$"'")(.,- Y$%+-.0,-#1.%*%2S-

(*-.0,1-($,-,)$"#0,7-")-#1.%*%2"#-#0(/,$%),*U--

- !%$,%=,$- ")- .0"*-[%$g-[,- *0%[- .0(.-6L&$,*"7,).- #0(/,$%),*-($,- $,#$;".,7-C1-<3m&

#%).(")")'-="$;*&7,$"=,7-#%+/2,:,*-()7-)%.-%)21-C1-"*%2(.,7-="$(2-/$%.,")*S-(*-*0%[)-C1-+%*.-

%Y-.0,-*.;7",*-/,$Y%$+,7-/$,="%;*21-kA@SRR&RmlU-K0"*-2"g,21-%##;$*-7;$")'-.0,-C;77")'-%Y-?V3*-

Y$%+-="$%/2(*+*- ").%- .0,-6L-()7-[".0")- .0,-6L- 2;+,)U- K0"*- (//,($*- 2%'"#(2- *")#,- .0,- 2($',-

(+%;).-%Y- $%.(="$;*- #%+/%),).*- .0(.-,).,$*- .0,-6L- $,_;"$,*-+(**"=,- #0(/,$%)")'- Y%$- .0,-

*;C*,_;,).- *.,/*- %Y- ="$;*-+%$/0%',),*"*S- (*- 7,+%)*.$(.,7- C1- .0,- Y(#.- .0(.- 0%)%g"%2S- ()-

")0"C".%$- %Y- G"3^JL3]OS- #%+/2,.,21- C2%#g*- $%.(="$;*- /$%7;#."%)U- K0,- /$,#"*,- +,#0()"*+*-

#%).$%22")'-?V3*-,).$1-").%-.0,-6L-$,+(")-.%-C,-Y;221-7,*#$"C,7S-C;.-%;$-$,*;2.*-*;'',*.-.0(.-
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="$(2-#%+/2,:,*-,:/%*")'-<3m-+"'0.-$,#$;".-#0(/,$%),*-.%-+,7"(.,-.0,"$-").,$(#."%)*-[".0-6L-

/$%.,")*S- ")#2;7")'- 6L- *.$,**- *,)*%$*S- (*- *0%[)- ")- a"';$,- bU-X,- /$%/%*,- .0(.- .0"*- *.,/- "*-

$,_;"$,7-Y%$-#%$$,#.-Y%27")'-()7-/$,=,)."%)-%Y-(''$,'(."%)-%Y-6L&(**%#"(.,7-="$(2-'21#%*12(.,7-

()7- )%)&'21#%*12(.,7- /$%.,")*S- g)%[)- .%- ;*,- 7"YY,$,).- Y%27")'- *.$(.,'",*- kR]SROlU-

N##%$7")'21S- [,- 01/%.0,*"\,7- .0(.- ").,$(#."%)*- %Y- ="$(2- #%+/2,:,*- [".0- 6L&$,*"7,).-

#0(/,$%),*-()7-[".0-6L-*.$,**-*,)*%$*-#%;27-*,2,#."=,21-#%).$%2-.0,-E3L-.%-,)*;$,-$%.(="$;*-

+(.;$(."%)U-X,-(2*%-Y%;)7-")-%;$-*.;71-.0(.-#1.%*%2"#-#0(/,$%),*-").,$(#.,7-[".0-(-*;C*,.-%Y-

="$(2- #%+/2,:,*S- (*- *;'',*.,7- C1- /$,="%;*- [%$g*- kA]SAOSRblU- j;$- C"%#0,+"#(2- ()7-

"++;)%Y2;%$,*#,)#,-,:/,$"+,).*-")7"#(.,-.0(.-C%.0-h*/]Q-()7-h*/bQ-/$%.,")*-($,-)%.-%)21-

,:/$,**,7-")-")Y,#.,7-#,22*-(*-"*%2(.,7-/$%.,")*-C;.-($,-(2*%-")#%$/%$(.,7-.%-="$;*&(**%#"(.,7-

+(#$%+%2,#;2($-#%+/2,:,*S-*.$%)'21-*;'',*.")'-.0(.-#1.%*%2"#-#0(/,$%),*-+(1-,)*;$,-*.,/*-

%Y-$%.(="$;*-+%$/0%',),*"*U--

- K[%-Y")7")'*-Y$%+-%;$-[%$g-/$%="7,-(-+%2,#;2($-2")g-C,.[,,)-.0,-,).$1-%Y-$%.(="$;*-

#%+/%),).*-").%-.0,-6L-()7-.0,-%)*,.-%Y-()-6L-*.$,**&")7;#,7-E3L8->"B-G"3^JL3]O-").,$(#.*-

[".0- ="$;*&7,$"=,7- <3m&#%).(")")'- #%+/2,:,*- ()7- >""B- 6L- *.$,**- *,)*%$*- ").,$(#.- [".0- ="$(2-

#%+/2,:,*- ()7- 9NMqU- K0"*- *;'',*.- .0(.S- .0$%;'0- .0,"$- ").,$(#."%)*- [".0- G"3^JL3]OS- ="$(2-

#%+/2,:,*-+(1- (#.- C1- $,2,(*")'- .0"*- #0(/,$%),- Y$%+- .0,- 6L- 2;+")(2- 7%+(")- %Y- .0,- .0$,,-

/$%:"+(2-6L-*.$,**-*,)*%$*S-(*-/$,="%;*21-*0%[)-Y%$-);+,$%;*-")7"="7;(2-/$%.,")*-k@QlS-()7-

/$%+%.,*-(#."=(."%)-%Y-36LiS- TL6AS-()7-NKamU-!%$,%=,$S-[,-*0%[-0,$,-.0(.-;*")'-RsO9-%$-

.%1%#(+1#")- .%- C2%#g- qG3A-+LMN- */2"#")'- ()7^%$- LT??- kAbSWPSWWS@Al- $,*;2.,7- ")- (- *.$%)'-

")0"C"."%)-%Y-$%.(="$;*-/$%7;#."%)U-6=,)-.0%;'0-36Li-+(1-)%.-C,-.0,-+(")-g")(*,-$,*/%)*"C2,-

Y%$- ,TaP! /0%*/0%$12(."%)- ")- #,22*- ")Y,#.,7- [".0- $%.(="$;*- kmmlS- .0,- ),'(."=,- ,YY,#.- %Y-

JFiPmQmRARS-(-*/,#"Y"#-")0"C".%$-%Y-36Li-g")(*,-(#."=".1-kPblS-%)-="$(2-/$%7;#."%)-%C*,$=,7-")-

%;$- *.;71- ")7"#(.,*- .0(.- 36Li- "*- (#."=(.,7- 7;$")'- $%.(="$;*- ")Y,#."%)- ()7- +%$,%=,$- "*-

$,_;"$,7- Y%$- ="$(2- +%$/0%',),*"*U- K0,- .$()*#$"/."%)- Y(#.%$- Ma&6P&$,2(.,7- Y(#.%$- P- >M$YPBS-

[0"#0- 0(*- C,,)- "7,)."Y",7- (*- ()%.0,$- 36Li- ,YY,#.%$- km]lS- ")7;#,*- .$()*#$"/."%)- %Y- ',),*-

")=%2=,7-")-.0,-%:"7(."=,-$,*/%)*,-kmOl-()7-.0%*,-,)#%7")'-/$%.,(*%+,-*;C;)".*S-[0"#0-($,-

$,_;"$,7- Y%$- ,YY"#",).- 6LN?- (#."=".1- kmblU- K0,- ;*,- %Y- .[%- */,#"Y"#- ")0"C".%$*- %Y- ,TaP!-

7,/0%*/0%$12(."%)S-)(+,21-*(2;C$")(2-()7-';()(C,)\S-(2*%-$,*;2.,7- ")-(-*.$%)'-7,#$,(*,- ")-

="$;*- 1",27S- *;'',*.")'- .0(.- /$%.,")- .$()*2(."%)S- ,=,)- "Y- $,7;#,7- ")- ")Y,#.,7- #,22*- C1- MF3W&

")7;#,7-*0;.%YY-kAPl-%$-C1-3iL&")7;#,7-,TaP!-/0%*/0%$12(."%)-kmmlU-F;$/$"*")'21S-7,*/".,-.0,-

#2,($-(#."=(."%)-%Y-NKamS-%;$-$,*;2.*-")7"#(.,7-.0(.-")0"C"."%)-%Y-NKam-(#."=(."%)-,".0,$-;*")'-



DD#"
"

AmaAm-%$-*0LMN*-7"7-)%.-$,*;2.-")-7,#$,(*,7-$%.(="$;*-/$%7;#."%)U-K0"*-+(1-C,-,:/2("),7-C1-

.0,-Y(#.-.0(.-7,*/".,-="$;*&+,7"(.,7-NKam-(#."=(."%)S-"U,U-.0,-")7;#."%)-%Y-".*-.$(YY"#g")'-.%-.0,-

J%2'"S-(-*"')"Y"#().-/($.-%Y-NKam-$,+("),7-#2;*.,$,7-[".0")-="$%/2(*+*-()7-.0;*-7"7-)%.-/2(1-

".*-.$()*#$"/."%)-Y(#.%$-$%2,U--

- T)- #%)#2;*"%)S- %;$- $,*;2.*- >"B- ")7"#(.,- .0(.- $%.(="$;*- (#."=(.,*- E3LS- >""B- *;'',*.- (-

+,#0()"*+-Y%$-E3L-")7;#."%)-*;//%$.,7-C1-.0,-$,#$;".+,).-%Y-#,22;2($-#0(/,$%),*-C1-="$;*&

7,$"=,7-<3m&#%).(")")'-+%2,#;2($-#%+/2,:,*-()7- >"""B-7,+%)*.$(.,- .0(.- .0,-36Li-()7- TL6A-

C$()#0,*-%Y-E3L-($,-$,_;"$,7-Y%$-,YY"#",).-="$;*-/$%7;#."%)U-

-

(61!"%6#'$6&3$(!1243'$$$

%1++3#$ 0/2:3$ *.<$ *.)/R6</13S$!N&AQR- #,22*- [,$,- +(").("),7- ")- ?;2C,##%t*- +%7"Y",7- 6('2,-

+,7";+->3NN-V(C%$(.%$",*S-N;*.$"(B-*;//2,+,).,7-[".0-AQo-Y,.(2-C%="),-*,$;+->T)=".$%',)S-

EiBS-AQQ-E^+2-/,)"#"22")-()7-AQQ-s'^+2-%Y-*.$,/.%+1#")-(.-W]u9-[".0-@o-9jPU-3$%7;#."%)-()7-

.".$(."%)- %Y- .0,- C%="),- $%.(="$;*- La- *.$(")- [,$,- #($$",7- %;.- (*- /$,="%;*21- 7,*#$"C,7- k@@lU-

T)Y,#."%)*- %Y- #,22*- [,$,- /,$Y%$+,7- (.- (- !jT- %Y- AQ- 3aE- /,$- #,22S- ,:#,/.- [0,)- %.0,$["*,-

*.(.,7U-T)-+%#g-,:/,$"+,).*S-#,22*-[,$,-.$,(.,7-,:(#.21-(*-Y%$-")Y,#."%)S-,:#,/.-.0(.-)%-="$;*-

[(*-(77,7-.%-#,22*U-N)."C%7",*-;*,7-")-.0,*,-,:/,$"+,).*-[,$,8-()."&9(2$,."#;2")-+%;*,-+NC-

>F3NmQAS- F.$,**',)S- EFNBS- ()."&h*/bQ-+%;*,-+NC- >F3NOWQS- F.$,**',)BS- ()."&h*/]Q-+%;*,-

+NC->F3N-OAQS-F.$,**',)BS-()."&3?T-+%;*,-+NC->F3N-ObAS-F.$,**',)BS-()."&$"C%*%+(2-/$%.,")-

Fm-$(CC".-NC->NC&PW@-F"')(2[(1-N)."C%71S-EFNBS-()."&JL3]O-$(CC".-NC->63LRQRA>PBB- >M%=;*-

G"%2%'"#(2*S- 9(+C$"7',- F#",)#,- 3($gS- 9(+C$"7',S- E)".,7- i")'7%+BS- ()."&#(2),:")- $(CC".-

/%21#2%)(2- ()."C%7",*- >9&PQB- >F().(- 9$;\- G"%.,#0)%2%'1BS- ()."&7*LMN- +%;*,- +NC- >dPB-

>F#"#%)*S-G;7(/,*.S-h;)'($1BS-36Li-L(CC".-+NC->?AANOB- >9,22-F"')(2")'-K,#0)%2%'1S-j\1+\-

F(").-c;,).")- v=,2"),*- a$()#,BS- ()."- NKam- $(CC".- /%21#2%)(2- ()."C%7",*- >h&POQB- >F().(- 9$;\-

G"%.,#0)%2%'1BS- ()."&+%;*,- N2,:(- a2;%$- ROO- #%)H;'(.,7- NC- >!%2,#;2($- 3$%C,*S- EFNBS- ()."&

$(CC".-aTK9-#%)H;'(.,7-NC->d(#g*%)-T++;)%$,*,($#0-2(CUS-EFNBS-()."&+%;*,-91W-#%)H;'(.,7-

NC->d(#g*%)-T++;)%$,*,($#0-2(CUBS-()."&$(CC".-91W-#%)H;'(.,7-NC->d(#g*%)-T++;)%$,*,($#0-

2(CUBS- ()."&'%(.- N2,:(- a2;%$- mR]- >V"Y,- K,#0)%2%'",*BS- ()."&$(CC".- 0%$*,$(7"*0- /,$%:"7(*,-

#%)H;'(.,7-NC->NbAmbS-F"'+(&N27$"#0S-EFNBS-()."&+%;*,-0%$*,$(7"*0-/,$%:"7(*,-#%)H;'(.,7-

T'J- >F"'+(&N27$"#0BS-!mQ-+%;*,- ()."&$%.(="$;*-<3]-+NC- k@mlS- L<AWO-+%;*,- ()."&$%.(="$;*-

<3m-+NC-k@]lS-]U]-()7-PJR-+%;*,-()."&$%.(="$;*-<3R-+NC-k@OlS-AmR6PP-+%;*,-()."&$%.(="$;*-

<3P-+NC-[59]S-A@OJW]-+%;*,-()."&$%.(="$;*-MF3@-+NC-kmQlS-VN@-+%;*,-()."&$%.(="$;*-MF3P-
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+NC- kmAlS- OAROa- ()."&$%.(="$;*- La- $(CC".- /%21#2%)(2- NC- (- '"Y.- Y$%+-?$- d,()- 9%0,)S-J"Y- *;$-

v=,..,S-a$()#,BS-La-bP@-()."&$%.(="$;*-'%(.-/%21#2%)(2-()."C%71-()7-LaAWO-()."&$%.(="$;*-'%(.-

/%21#2%)(2-()."C%71->'"Y.*-%Y-L,)4-VDh($"7%)S-TMLN-d%;1-,)-d%*(*S-a$()#,BU--

!:2/C/;*)/6.$ 6C$ 0/2*+$ ;6FG+1=13$ C26F$ BH@7IJ$ ;1++3U- V1*"*- %Y- ")Y,#.,7- !N&AQR- #,22*- [,$,-

/,$Y%$+,7- ")-AQ-+!-h,/,*-/h-]URS-AAQ-+!-9hW9jjiS-WQQ+!-M(92S-P-+!-!'92PS-A-+!-

?KK- ()7- /$%.,(*,*- ")0"C".%$*- >9%+/2,.,- !")"- /$%.,(*,- ")0"C".%$- 6?KN- Y$,,S- L%#0,-

?"(')%*."#*S-J,$+()1B-C1-.0$,,-Y$,,\,^.0([")'-#1#2,*-")-2"_;"7-)".$%',)S-.0,)-C1-AQ-;/&()7&

7%[)-*.$%g,*-")-(-?%;)#,-0%+%',)"\,$U-V1*,7-#,22*-[,$,-#,).$"Y;',7-(.-OQQ-:-'-Y%$-A@-+")-(.-

Ru9U-K0,-$,*;2.")'-*;/,$)(.().*- >FOQQB-[,$,- Y;$.0,$-#,).$"Y;',7-(.-mSQQQ-:-'- Y%$-A@-+")-(.-

Ru9->FmQQQBU-FmQQQ-[,$,-%=,$2("7-%)-A@&@Qo-*;#$%*,-'$(7",).*-()7-#,).$"Y;',7-(.-AAQSQQQ-:-

'- Y%$- P0%;$*- (.- Ru9- ")- (- FXRAK"- $%.%$- >G,#g+()S- a;22,$.%)S- EFNBU- J$(7",).- Y$(#."%)*- ")- (-

7,)*".1-$()',-Y$%+-AUQRR-.%-AUQbW-'^+VS-"U,U-Y$(#."%)*-A&W-%Y-a"'-ANS-[,$,-/%%2,7-()7-%=,$2("7-

%)-A@&WQo-*;#$%*,-'$(7",).*S-.0,)-#,).$"Y;',7-(.-AAQSQQQ-:-'-Y%$-AO-0%;$*-(.-Ru9-")-(-FXRAK"-

$%.%$U- a$(#."%)*-[".0-7,)*".1- $()'")'- Y$%+-AUQmO- .%-AUQOR-'^+VS- "U,U- Y$(#."%)-P&m-%Y- a"'-A6S-

[,$,- /%%2,7S- ,:.,)*"=,21- 7"(21\,7- ('(")*.- AQ- +!- K$"*&h92- /hOUQ- ()7- P- +!-!'92PS- .0,)-

")#;C(.,7- [".0- F,/0($%*,&3$%.,")- J- >F,/0($%*,- 3$%.,")- J- R- a(*.- a2%[S- J6- h,(2.0#($,S-

E//*(2(S- F[,7,)B- ?!3&#%)H;'(.,7- >?"+,.012- /"+,2"+"7(.,&Ph92S- 3",$#,- G"%.,#0)%2%'1S-

3,$C"%S-L%#gY%$7S-EFNB-.%-L<AWO-()."&<3m-+NC-+%)%#2%)(2-()."C%71-7;$")'-AO-0%;$*-(.-Ru9U-

K0,-F,/0($%*,-C,(7*-[,$,- .0,)-[(*0,7-[".0-AQ+V-%Y-AQ-+!-K$"*&h92-/hOUQS-QU@o- T',/(2-

9N&mWQ- >F"'+(&N27$"#0B-()7-$,.("),7-/$%.,")*-[,$,-,2;.,7-[".0-R-:-AU@-+2-%Y-QUP-!-#".$(.,-

/hWUQU--

T8@(+:1$U*)/01@!H&'S-T++;)%&/;$"Y",7-Y$(#."%)*-[,$,-/%%2,7S-#%)#,).$(.,7->N!T9jM-;2.$(&

RS-!"22"/%$,S-EFNB-()7-$,*;*/,)7,7-")-R@-+!-K$"*->017$%:1+,.012B-(+")%,.0(),-/h-]UOS-OQ-

+!-C%$"#-(#"7S-QUR-!-(+")%0,:()%"#-(#"7^h92->KGN-C;YY,$B-#%).(")")'-@o->[^=B-9%%+(**",-

C$"22().-C2;,-J&P@Q->F"'+(&N27$"#0S-a$()#,BU-F(+/2,*-[,$,-#,).$"Y;',7-(.-AQSQQQ:'-Y%$-@-+")-

.0,)- 2%(7,7- %).%- G2;,- )(."=,- /%21(#$12(+"7,- ',2*- >GM&3NJ6B- (*- /$,="%;*21- 7,*#$"C,7- kmPl-

3(//")8AbbW;%wU- G$",Y21S- @&APo- (#$12(+"7,- '$(7",).- ',2*- [,$,- #(*.- ()7- %=,$2("7- [".0- Ro-

(#$12(+"7,- ")-KGN-C;YY,$U- 62,#.$%/0%$,*"*- .%%g-/2(#,-(.- #%)*.().- =%2.(',-%Y-A@-<^#+- Y%$-W-

0%;$*U-K0,-()%7,-C;YY,$-#%).("),7-R@-+!-P&N+")%&P&>017$%:1+,.012B-/$%/(),&ASW&7"%2S-OQ-

+!-C%$"#-(#"7S-/h-]UO-()7-.0,-#(.0%7,-C;YY,$-#%).("),7-R@-+!-P&N+")%&P&>017$%:1+4.012B-

/$%/(),&ASW&7"%2S- OQ-+!- C%$"#- (#"7- /h- ]UOU- 9%%+(**",- C$"22"().- C2;,- J&P@Q- >QUQm]oS-[^=B-

[(*-;*,7- .0$%;'0%;.- .0,- $;)U- F.$"/*- %Y- Y"$*.- 7"+,)*"%)- ',2*-[,$,-7,)(.;$,7-C1- .$,(.+,).-
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[".0- AQQ- +!- P&+,$#(/.%,.0()%2S- Po- F?FS- mP- +!- K$"*&h92- /h- mUOS- (.- @Qu9- Y%$- WQ- +")U-

F,#%)7- %$.0%'%)(2- 7"+,)*"%)- F?F&3NJ6- ,2,#.$%/0%$,*"*- [,$,- #($$",7- %;.- (##%$7")'- .%-

*.()7($7- V(,++2"- #%)7"."%)*U- J,2*- [,$,- $;)- (.- O- <^#+- 7;$")'- *.(#g")'S- .0,)- (.- A@- <^#+-

7;$")'-$,*%2=")'-',2*U-P&?-',2*-[,$,-Y":,7-")-@Qo-,.0()%2-&-PUW@o-30%*/0%$"#-(#"7-()7-.0,)-

*.("),7-[".0-QUAo-[^=-9%%+(**",-C$"22"().-C2;,-J&P@Q- ")-Po-30%*/0%$"#-(#"7S-A]o-,.0()%2S-

A@o-(++%)";+-*;2Y(.,U--

V13)12.$ R+6)$ *.*+,3/3S- j)#,- /$%.,")*- [,$,- .$()*Y,$$,7- .%- )".$%#,22;2%*,- +,+C$(),*- >J6-

h,(2.0#($,S- F[,7,)BS- .0,- +,+C$(),*- [,$,- *(.;$(.,7- [".0- Ao- 3%21=")12&/1$$%2"7%),- ")-

?;2C,##%D*-3GF-[".0%;.-9(Px-()7-!'Px->3NN-V(C%$(.%$",*S-N;*.$"(B-#%).(")")'-QU@o-K[,,)-PQ-

Y%$-A-0%;$-(.-$%%+-.,+/,$(.;$,S-.0,)-")#;C(.,7-[".0-/$"+($1-()."C%7",*-")-3GF-#%).(")")'-

QU@o- K[,,)- PQ- Y%$- A- 0%;$- (.- $%%+- .,+/,$(.;$,U- K0,-+,+C$(),*-[,$,-[(*0,7-[".0- 3GF-

#%).(")")'- QU@o- K[,,)- PQ- ()7- ")#;C(.,7- [".0- /,$%:"7(*,&2(C,2,7- ()."C%7",*- ")- 3GF-

#%).(")")'- QU@o- K[,,)PQ- Y%$- A- 0%;$- (.- $%%+- .,+/,$(.;$,U- K0,- +,+C$(),*- [,$,- .0,)-

[(*0,7- [".0- 3GF- #%).(")")'- QU@o- K[,,)- PQS- ="*;(2"\,7- ;*")'- 69V- ()7- ,:/%*;$,- .%- 69V-

h1/,$Y"2+*->J6-h,(2.0#($,S-F[,7,)BU--

"<1.)/C/;*)/6.$6C$G26)1/.$3G6)3$R,$B>WB>S-a%22%[")'-7,*.(")")'-()7-,:.,)*"=,-$")*")'-")-hPjS-

/$%.,")- */%.*- [,$,- +();(221- ,:#"*,7- ()7- #0($(#.,$"\(."%)- %Y- .0,- /$%.,")*- /$,*,).- ")- .0,-

,:#"*,7- ',2- Y$('+,).*- [(*- #($$",7- %;.- (*- 7,*#$"C,7- ")8- 0../8^^"Y$&

C"U*)=UH;**",;UY$^$;C$"_;,yW^F,$="#,*9%++;)*^/$%.,%+"_;,^Y./^?"',*."%)y',2U/7YU- G$",Y21S-

(Y.,$- ")&',2- .$1/."#- #2,(=(',- >3$%+,'(S- EFNBS- /,/."7,*- [,$,- 7,*(2.,7- %)- z"/- K"/- 9AO-
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/0"1E+"+0OJGIF2,/."-+1/.MIM,3"9JI"6/JI"C+II"D%H"!%#'l!%$(3"OJ/HDV3DV)DP,Y.38V#S
V)SV&)#3"

&%3" ?+I,F2"5R"?M-F0OSA.E0+/O+-":9R"CJE+0"gR"CJIF-O"5R";-M[0F0"Q"`!VV$a"AG/j+"
4-J1+/0"_4$":22+,YIW"i/1E"9F1M-/0["*J1F^/-M2"*+LM/-+2"F"4J21+0OJGIF2,/."
*+1/.MIM,"8^+01"/0"4JIF-/k+O"CF.JS!"C+II23"g"_/-JI"'(H"DV)('lDV))$3"
OJ/HDV3DD!(Pg_<3'(3!V3DV)('SDV))$3!VV$3"
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9JOMIF1/J0"Jb"[+0+"+]G-+22/J0"YW".F0.+-".E+,JG-+^+01/^+"O/1E/JI+1E/J0+2"1E-JM[E"
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FIGURE LEGENDS  

P:EC=<$ *N- %L*2*;)12/Z*)/6.$ 6C$ 0/2:3@<12/01<$ D!E@;6.)*/./.?$ ;6FG+1=13$ /.$ 96)*0/2:3@/.C1;)1<$

BH@7IJ$;1++3S$V,Y.-/(),2*->N&?B8-(-#1.%/2(*+"#-Y$(#."%)-%Y-!N&AQR-#,22*- ")Y,#.,7-Y%$-m-0%;$*-

[(*-*;C+"..,7-.%-=,2%#".1-*,7"+,).(."%)-(.-AAQSQQQ-:-'-Y%$-P-0-.0$%;'0-(-A@&@Q-o-*;#$%*,-

'$(7",).U-62,=,)-Y$(#."%)*-[,$,-#%22,#.,7-()7-()(21\,7U->NB-AQo-F?F&3NJ6-()7-XG-()(21*"*-

;*")'- ()."&$%.(="$;*- <3PS- <3RS- <3mS- MF3PS- MF3@- ()7- <3]- +%)%#2%)(2- ()."C%7",*U- >GB-

?"*.$"C;."%)- /$%Y"2,- %Y- $%.(="$;*- ),'(."=,- *.$()7- LMN*- ,)#%7")'- <3P- ()7- <3m- /$%.,")*U-

a$(#."%)*-[,$,-#%22,#.,7-()7-*;C+"..,7-.%-$,(2&."+,-_39L-.%-_;()."Y1-),'(."=,-*.$()7-="$(2-

LMN*- $,2(."=,- .%- '21#,$(27,017,&W&/0%*/0(.,- 7,017$%',)(*,- +LMNS- ;*,7- (*- (- $,Y,$,)#,-

',),U-X0".,-C($*8-<3P-+LMNp-C2(#g-C($*8-<3m-+LMN*U->9B-XG-()(21*"*-;*")'-()."&$"C%*%+(2-

/$%.,")- Fm- ()."C%7",*- Y%$- .0,- /$,*,)#,- %Y- /%21*%+,*U- >?B- G2;,- )(."=,&3NJ6- >GM&3NJ6B-

*,/($(."%)- %Y- '$(7",).- Y$(#."%)*- ()(21\,7- C1-XG- ;*")'- ()- ()."&$%.(="$;*- ()."*,$;+U- K0$,,-

+(")- #%+/2,:,*- [,$,- "7,)."Y",78- 0,(=1S- hp- ").,$+,7"(.,S- Tp- 2"'0.S- VU- L"'0.- /(),2*- >6&hB8-

Y$(#."%)*-A-.%-W-Y$%+-.0,-A@&@Qo-*;#$%*,-'$(7",).->*,,-a"';$,-ANBS-#%$$,*/%)7")'-.%-7,)*".",*-

$()'")'- Y$%+-AUQRR- .%-AUQbW-+'^+VS-[,$,-/%%2,7-()7- Y;$.0,$- ()(21\,7- .0$%;'0-(-A@&WQo-

2"),($-*;#$%*,-7,)*".1-,_;"2"C$";+-'$(7",).-#,).$"Y;'(."%)-(.-AAQSQQQ'-Y%$-AO-0%;$*U-62,=,)-

Y$(#."%)*-[,$,-#%22,#.,7-()7-()(21\,7-;*")'8->6B-F?F&3NJ6-()7-XG-()(21*"*-(*-")-/(),2-NS->aB-

_39L-(*- ")-/(),2-GS- >JB-XG-()(21*"*-;*")'-()."&$"C%*%+(2-/$%.,")-Fm-()."C%71-(*- ")-/(),2-9-

()7->hB-C2;,-)(."=,&3NJ6->GM&3NJ6B-()7-XG-(*-")-/(),2-?U--

P:EC=<$.U-"FF:.6G:2/C/;*)/6.$6C$F*;26F6+1;:+*2$;6FG+1=13$C26F$26)*0/2:3@/.C1;)1<$BH@7IJ$

;1++3$:3/.?$*.)/@26)*0/2:3$D!E$*.)/R6<,S-a$(#."%)*-P&m-%Y-.0,-A@&WQo-*;#$%*,-7,)*".1-'$(7",).S-

#%$$,*/%)7")'- .%- 7,)*".",*- $()'")'- Y$%+- AUQmO- .%- AUQOR- +'^+V- >*,,- a"';$,- A6&hB- [,$,-

/%%2,7S- 7"(21*,7- ()7- ")#;C(.,7-[".0- F,/0($%*,- #%)H;'(.,7- ()."&$%.(="$;*- <3m-+%)%#2%)(2-

()."C%7",*->+NC-L<AWOBU->NB-XG-()(21*"*-%Y-="$(2-/$%.,")*-*,/($(.,7-;*")'-(-AQo-F?F&3NJ6U-
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N)."&$%.(="$;*-+%)%#2%)(2-()."C%7",*-('(")*.-<3PS-<3RS-<3mS-MF3PS-MF3@-()7-<3]-[,$,-;*,7U-

K0,-`T)/;.|-2(),-#%$$,*/%)7*-.%-.0,-/%%2,7-*(+/2,-C,Y%$,-"++;)%/;$"Y"#(."%)U-K0,-`X(*0|-

2(),*- #%$$,*/%)7- .%- .0,- .0$,,- [(*0")'- *.,/*- %Y- F,/0($%*,&"++%C"2"\,7- ()."- <3m-

"++;)%'2%C;2")*U- K0,- `62;."%)|- 2(),*- #%$$,*/%)7- .%- .0,- Y%;$&,2;."%)- *.,/*-%Y- "++%C"2"\,7-

()."-<3m- "++;)%'2%C;2")*U- >GB-GM&3NJ6-()(21*"*-%Y- .0,-*(+,- "++;)%/;$"Y"#(."%)- Y$(#."%)*-

*.("),7-[".0-9%%+(**",-C$"22"().-C2;,U--

P:EC=<$ 0U-T@8$(UW>8>@!H&'$6C$ C2*;)/6.*)1<$*.<$ /FF:.6G:2/C/1<$ 26)*0/2:3@/.C1;)1<$BH@7IJ$

;1++3S- >NB- L%.(="$;*&")Y,#.,7- %$- >GB- +%#g&")Y,#.,7- #1.%/2(*+"#- Y$(#."%)*- %Y- !N&AQR- #,22*-

"++;)%/;$"Y",7- (*- 7,*#$"C,7- ")- Y"'U- PG- >`,2;."%)- Y$(#."%)*|B- [,$,- *,/($(.,7- %)- (- P?- GM&

3NJ6^F?F&3NJ6- ()7- .0,)- *.("),7S- ;*")'- 9%22%"7(2- G$"22"().- 9%%+(**",- G2;,U- 3$%.,")- */%.*-

[,$,-*;$$%;)7,7- ")-C2(#g-()7-);+C,$,7U- T7,)."Y"#(."%)-()7-#2(**"Y"#(."%)-%Y-.0,-);+C,$,7-

*/%.*- "*- 7"*/2(1,7- ")- K(C2,- TU- h,(=1- >hBS- T).,$+,7"(.,- >TB- ()7- 2"'0.- >VB- #%+/2,:,*- ($,-

7,2"+".,7U-!%2,#;2($-[,"'0.*-($,-")7"#(.,7U-

P:EC=<$ YN$ D1..$ </*?2*F$ 6C$ G26)16F/;3$ <*)*S$ ?(.(- Y$%+- K(C2,- T- [,$,- ;*,7- .%- '$(/0"#(221-

$,/$,*,).-.0,-R-#(.,'%$",*-%Y-#,22;2($-/$%.,")-$,#%=,$,7-")-$%.(="$;*&7,$"=,7-<3m&#%).(")")'-

#%+/2,:,*U-9%2%$-#%7,-(*-")-K(C2,-TU-K0,-*;$Y(#,-%Y-,(#0-,22"/*,-"*-/$%/%$."%)(2-.%-.0,-);+C,$-

%Y-/$%.,")*-")-(-'"=,)-#(.,'%$1S-(*-[,22-(*-.0,-*;$Y(#,-%Y-").,$*,#."%)*U-

P:EC=<$ +N- T++;)%Y2;%$,*#,)#,- ()7- #%)Y%#(2- "+('")'- %Y- *,2,#.- #,22;2($- #0(/,$%),*S- ="$(2-

*.$;#.;$(2-/$%.,")*-()7-="$(2-7*LMNU-!N&AQR-#,22*S-'$%[)-%)-'2(**-*2"7,*S-[,$,-*.("),7-[".0-

+%)%#2%)(2- ()."C%7",*- 7"$,#.,7- ('(")*.- G"3^JL3]OS- 3?TS- 9NMqS- ()7- 7*LMN- ()7- /%21#2%)(2-

()."C%7",*-('(")*.-$%.(="$;*-*.$;#.;$(2-/$%.,")*->$(CC".-LaAWO-%$-'%(.-LabP@BU-3(),2-N8-!%#g-

")Y,#.,7-!N&AQR- #,22*U- 3(),2*- G&?8-!N&AQR- #,22*- ")Y,#.,7- Y%$- m0- [".0- $%.(="$;*U- L%.(="$;*-

")Y,#."%)- ")7;#,7- (- $,2%#(2"\(."%)- %Y- .0,- #0(/,$%),*- *.;7",7- ,".0,$- [".0")- *.$;.;$,*-

$,**,+C2")'- ="$%/2(*+*- %$- ")- *+(22,$- 7%.*- [".0")- ()7- %;.*"7,- .0,- 6LU- N$$%[*- /%").- .%-

,:(+/2,*-%Y-#%2%#(2"\(."%)-C,.[,,)-.0,-()(21\,7-+%2,#;2,*U-6)2($',+,).-%Y-*,2,#.,7-C%:,*-

($,-7"*/2(1,7U!

P:EC=<$ gN$ "FF:.6C+:6213;1.;1$*.<$;6.C6;*+$ /F*?/.?$6C$ 26)*0/2:3$D!E$*.<$D!T#$(/!W&9![\#$

%HUN$*.<$!8"S$!N&AQR-#,22*S-'$%[)-%)-'2(**- *2"7,*-()7- ")Y,#.,7- Y%$-m0S-[,$,-*.("),7-[".0-

+%)%#2%)(2-()."C%7",*-7"$,#.,7-('(")*.-G"3^JL3]OS-3?TS-9NMqS-()7-+%)%#2%)(2-()."C%7",*-

('(")*.-$%.(="$;*-*.$;#.;$(2-/$%.,")*-<3m-%$-<3PU-3(),2-N-()7-G8-<3mS-G"3^JL3]O-()7-9NMq-
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[,$,- #%&*.("),7- ()7- (//,($,7- .%- #%2%#(2"\,U- 3(),2- 98- <3PS- G"3^JL3]O- ()7- 3?T- [,$,- #%&

*.("),7-()7-(//,($,7-.%-#%2%#(2"\,U-N$$%[*-/%").-.%-,:(+/2,*-%Y-#%2%#(2"\(."%)-C,.[,,)-.0,-

()(21\,7-+%2,#;2,*U-6)2($',+,).-%Y-*,2,#.,7-C%:,*-($,-7"*/2(1,7U$

P:EC=<$ ,U- %6/FF:.6G21;/G/)*)/6.$ 1=G12/F1.)3$ R1)K11.$ ;L*G126.1$ G26)1/.3$ *.<$ 26)*0/2:3$

3)2:;):2*+$G26)1/.3$/.$BH$7IJ@/.C1;)1<$;1++3S-!N&AQR-#,22*-[,$,-")Y,#.,7-[".0-$%.(="$;*-7;$")'-

m- 0%;$*U- T)/;.- 2"),*- #%$$,*/%)7- .%- XG- /,$Y%$+,7- C,Y%$,- T3U- T3- 2"),*- #%$$,*/%)7- .%- XG-

/,$Y%$+,7- (Y.,$- T3U- 6:/,#.,7- !X- ($,- ")7"#(.,7- [".0- ($$%[*U- 3(),2- N8- #,22- 21*(.,*- [,$,-

"++;)%/$,#"/".(.,7- [".0- ()."&$%.(="$;*- <3m- +%)%#2%)(2- ()."C%71U- T++;)%/$,#"/".(.,*-

[,$,-*,/($(.,7-C1-AQo-F?F&3NJ6-.0,)-()(21\,7-C1-XG-;*")'-()."&h*/bQS-()."&h*/]QS-()."&

9(2$,."#;2")- %$- ()."&3?T- +%)%#2%)(2- ()."C%7",*U- N22- .0,- #0(/,$%),*- .,*.,7-

#%"++;)%/$,#"/".(.,7-[".0-<3mS-")7"#(.")'-.0(.-(-7"$,#.-%$-")7"$,#.-").,$(#."%)-,:"*.*U-3(),2-

G8- #,22- 21*(.,*-[,$,- "++;)%/$,#"/".(.,7- >T3B-[".0- ()."&h*/bQS- ()."&h*/]QS- ()."&9(2$,."#;2")S-

()."&3?T-%$-()."&G"3^JL3]O-+%)%#2%)(2-()."C%7",*U- T++;)%/$,#"/".(.,*-[,$,- *,/($(.,7-C1-

AQo- F?F&3NJ6- ()7- .0,)- ()(21\,7- C1- XG- ;*")'- ()."&$%.(="$;*- <3PS- <3RS- <3m- ()7- <3]-

+%)%#2%)(2-()."C%7",*U-<3P-()7-<3m-#%"++;)%/$,#"/".(.,7-[".0-(22- .0,-#0(/,$%),-.,*.,7S-

(*- <3]S- ,:#,/.- Y%$- #(2$,."#;2")S- [0,$,(*- <3R- +%*.21- #%"++;)%/$,#"/".(.,7- [".0- #1.%*%2"#-

#0(/,$%),*U-

P:EC=<$VN$6YY,#.-%Y- $%.(="$;*- ")Y,#."%)-%)-.0,-E3LU-3(),2-N8-!N&AQR-#,22*-[,$,- ")Y,#.,7- Y%$-

.0,- ")7"#(.,7- /,$"%7*- %$-+%#g&")Y,#.,7- %$- .$,(.,7-[".0- ?KK- >P-+!S- Y%$- A- 0BU- LK&39L-[(*-

/,$Y%$+,7- .%-()(21\,-C%.0- .0,-;)*/2"#,7- >qG3A;B-()7- .0,- */2"#,7-+LMN- >:G3A*B-,)#%7")'-

qG3AU- L%.(="$;*- ")Y,#."%)- ")7;#,7- (- $(/"7- ()7- $%C;*.- */2"#")'- %Y- qG3AS- ")7"#(.")'- .0(.- .0"*-

($+-%Y- .0,-E3L-[(*- (#."=(.,7U- 3(),2-G8- 9,22*S- '$%[)-%)-'2(**- #%=,$*2"/*S-[,$,- .$()*Y,#.,7-

[".0-()-NKam&Ja3-$,/%$.,$-#?MNS-.0,)-,".0,$-)%.-.$,(.,7->9KLVB-%$-")Y,#.,7-Y%$-]0-[".0-La-

$%.(="$;*-*.$(")->La-]0/"B-%$-.$,(.,7-[".0-A-%$-@-+!-?KK-Y%$-A-0U-K0,1-[,$,-*.("),7-[".0-()-

()."&$%.(="$;*-La&*.$(")-/%21#2%)(2-()."*,$;+->()."&LaB-()7-?N3TU-9%)Y%#(2-()(21*"*-")7"#(.,7-

.0(.-;/%)-?KK-.$,(.+,).*-%$-L<- ")Y,#."%)-NKam&Ja3-[(*-#2,($21-7,.,#.(C2,- ")- .0,-);#2,;*S-

")7"#(.")'-.0(.-.0,-NKam-/(.0[(1-%Y-.0,-E3L-[(*-(#."=(.,7U!

P:EC=<$ XN$ "FF:.6C+:6213;1.;1$ *.<$ ;6.C6;*+$ /F*?/.?$ 6C$ 26)*0/2:3$ 3)2:;):2*+$ G26)1/.3#$ %UN#$

26)*0/2:3$<39UH#$HOQE$*.<$!'9]S$M%)&")Y,#.,7-!N&AQR-#,22*-[,$,-*.("),7-[".0-+%)%#2%)(2-

()."C%7",*- ('(")*.- 9Mq- ()7-NKam- >/(),2- NB- %$- 36Li- >/(),2- GB- ()7- 7"*/2(1,7- .0,- ,:/,#.,7-
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*.(")")'U- !N&AQR- #,22*- [,$,- ")Y,#.,7- [".0- $%.(="$;*- Y%$- m0S- .0,)- *.("),7- [".0- ()."C%7",*-

('(")*.-7*LMNS-'%(.-()."*,$;+-('(")*.- *.$;#.;$(2- $%.(="$;*-/$%.,")*- >LabP@B-%$-+%)%#2%)(2-

()."C%7",*-('(")*.-<3PS-9Mq-()7-NKam->/(),2-9B-%$-36Li->/(),2-?BU-NKam-$,2%#(2"\,7-+(")21-.%-

*.$;#.;$,*- $,*,+C2")'- ="$%/2(*+*- ()7- #%2%#(2"\,7- [".0- ="$(2- LMNS- ="$(2- /$%.,")*- ()7- 9MqU-

36Li-$,2%#(2"\,7-.%-(-/,$");#2,($-/($.-%Y-.0,-6L-()7-#%2%#(2"\,7-[".0-="$(2-LMNS-="$(2-/$%.,")*-

()7-9MqU-

P:EC=<$ */N- 6YY,#.*- %Y- .0,- /0($+(#%2%'"#(2- ()7- ',),."#- ")0"C"."%)- %Y- .0,- E3L- %)- $%.(="$;*-

$,/2"#(."%)U-3(),2-N8-!N&AQR-#,22*-[,$,-")Y,#.,7-Y%$-Am-0-()7-,".0,$-;).$,(.,7-%$-.$,(.,7-Y%$-

A@0-[".0-(-/(),2-%Y-/0($+(#%2%'"#(2-7$;'*-*/,#"Y"#(221-.($',.")'-'"=,)-*.,/*-%Y-.0,-E3L-($+*U-

L%.(="$;*- /$%7;#."%)- [(*- +,(*;$,7- C1- /2(_;,- (**(1*U- K%18- .%1%#(+1#")- >@Qs!Bp- RsO9-

>PQs!Bp- JFi8- JFiPmQmRAR- >PQs!Bp- Ama8- AmaAm- >AQs!Bp- F(28- *(2;C$")(2- >PQs!Bp- J;(8-

';()(C,)\->PQs!Bp-RsO9xF(28-RsO9->PQs!B-/2;*-*(2;C$")(2- >PQs!Bp-h%)8-0%)%g"%2- >P@s!Bp-

9hq8- #1#2%0,:"+"7,- >PQs!BU- 3(),2- G8- *.(C2,- #2%),*- %Y- 9(#%&P- #,22*- >6PS- 6WS- 6RB- ,:/$,**")'-

*0LMN- 7"$,#.,7- ('(")*.- NKam- %$- #%).$%2- *#$(+C2,7- *0LMN- >9KVB- [,$,- ")Y,#.,7- Y%$- Am0- (.-

!jT~RU--L%.(="$;*-/$%7;#."%)-[(*-+,(*;$,7-C1-/2(_;,-(**(1*U-L,*;2.*-($,-$,/$,*,).,7-(*-(-

/,$#,).(',- $,2(."=,- .%- +%#g- .$,(.,7- #,22*U- a%$- ,(#0- #%)7"."%)S- .0$,,- ")7,/,)7,).-

,:/,$"+,).*- %Y- 7;/2"#(.,- .".$(."%)*- [,$,- /,$Y%$+,7S- ;*")'- .0,- *(+,- ="$(2- *.%#gU- F.()7($7-

,$$%$-C($*-($,-*0%[)U-"
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;:678"<3"9:7?<";5dS;5d"9A"/O+01/b/.F1/J0"Jb"G-J1+/02"2+GF-F1+O"YW"!?S6BPA?AS4:Q83"!

"
AGJ12"0M,Y+-+O"F..J-O/0["1J"d/[M-+"#"i+-+"2.-FGG+OR"F0FIWk+O"F0O"/O+01/b/+O"YW"9:7?<"
;5d"F0O"9:7?<";5dS;5d"9A3";E+W"i+-+".IF22/b/+O"F..J-O/0["1J"1E+/-"-+.J[0/k+O"
bM0.1/J02"i/1E/0"$"[-JMG2"Jb".+IIMIF-"G-J1+/02"`2++"1+]1a3"C:4SDH":O+0WIWI".W.IF2+"
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L’infection à rotavirus bloque la formation et la maturation des autophagosomes mais 

induit une lipidation de LC3 non associée à l’autophagie dans les cellules Caco-2 

 

AU "@>CG@$K<>$=@>C7?B?>$
Le deuxième volet de ma thèse s’inscrit dans le contexte où le rôle de l’autophagie dans 

la morphogénèse du rotavirus reste en débat (Arnoldi et al., 2014; Crawford et al., 2012) et 

que le modèle cellulaire MA104 utilisé dans les études antérieures ne serait pas judicieux pour 

adresser un rôle potentiel de l’autophagie dans le trafic non conventionnel du rotavirus.   

Nous avons procédé à l’étude de l’autophagie dans les cellules humaines Caco-2, issues 

d’un adénocarcinome colique et capable de se différencier spontanément en cellules à 

phénotype enterocyte-like proche de la cible naturelle du rotavirus. Nous avons tout d’abord 

montré que quelque soit l’état de différenciation des cellules Caco-2, le rotavirus adopte un 

cycle non lytique.  

La caractérisation du statut autophagique basal des cellules Caco-2 a montré que les 

cellules différenciées expriment à un niveau plus élevé un ensemble de marqueurs 

autophagiques, mais possèdent un flux autophagique réduit.  

Quel que soit l’état de différenciation des cellules, l’infection à rotavirus bloque à la fois 

l’initiation et les étapes tardives de l’autophagie. Cependant, uniquement dans les cellules 

Caco-2 non différenciées, l’infection induit une lipidation de la protéine LC3 qui n’est pas 

associée à l’autophagie, mais qui corrèle avec un clivage de la protéine ATG3 directement 

impliquée dans le processus de lipidation. Ni l’autophagie, ni la lipidation de LC3 ne sont 

requises pour la morphogénèse du rotavirus dans les cellules Caco-2. 

 

Ces résultats ont fait l’objet d’un deuxième manuscrit en cours de soumission pour 

publication. 
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ABSTRACT 

Autophagy may represent a first line of cell defense by carrying virus or viral components to 

lysosomes, leading to virus elimination. Thus, viruses have evolved a large array of 

mechanisms to avoid autophagic degradation. Whether autophagy may be involved in the 

morphogenesis of rotavirus was investigated in the present work. We used here Caco-2 cells, 

an intestinal epithelial cell line that mimics the natural target of rotavirus. We first observed 

that the autophagic status was strongly dependent on cell differentiation, i.e. differentiated 

Caco-2 cells express higher levels of major ATG proteins involved in autophagy initiation 

and showed a decreased autophagic flux, leading to autophagosomes accumulation. Rotavirus 

infection (i) didn’t apparently modify the steady state of basal autophagy in both 

undifferentiated and differentiated cells, (ii) blocked the initiation and fusion steps in both 

conditions (iii) specifically increased LC3 lipidation in undifferentiated cells and (iv) didn’t 

promote interactions between rotavirus and autophagosomes. Conversely manipulation of 

autophagy with chloroquine and/or rapamycin did not affect virus production, indicating that 

the autophagic process was disconnected from virus morphogenesis. Using siRNAs against 

BECN1 or ATG13 we demonstrated that rotavirus-induced LC3 lipidation, observed in 

undifferentiated cells, was independent on canonical autophagy. Interestingly, however, we 

found that ATG3 was specifically cleaved in infected cells in a way that paralleled the 

increased LC3 lipidation. Our results indicated that neither autophagy, nor LC3 lipidation nor 

even LC3 expression played a role in rotavirus production in Caco-2 cells. 
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INTRODUCTION 

Viruses display a rather high tissue and cell type specificity and have developed 

strategies for entry, replication, assembly and exit that are precisely fitted to their natural 

cellular targets. Rotavirus, for example, is known to specifically infect cells from the villus tip 

of the small intestine of young animals and humans and to be released mostly from the apical 

side of the mucosa 1,2, even if in some instance a basolateral release may happen, associated 

with a systemic distribution and some rare and severe extra-intestinal localization 3. Cellular 

models, such as HT-29 or Caco-2 cell lines, that mimic polarized and differentiated 

enterocytes 4, have been used to study the mechanisms of rotavirus assembly and trafficking 
5,6. More recently human enteroids, derived from intestinal epithelial stem cells, have been 

introduced as an ex-vivo model to study host-pathogen interactions and were shown to be 

adapted to rotavirus studies 7. Former studies demonstrated that, in differentiated Caco-2 

cells, rotavirus assembly starts in cytoplasmic virus factories, the viroplasms, then continues 

within the ER 5,8 as well as in an extra-reticular compartment 9 and finishes with the release of 

neo-virions mostly at the apical side of the monolayer without significant cell lysis 6,10,5. 

These results were in good agreement with data obtained in vivo in the human as well as in 

animal models 1,2. The apical polarized release of rotavirus particles is a still ill defined actin- 

and raft-dependent pathway 11,8,12 that by-pass the Golgi apparatus 5, suggesting that rotavirus 

likely uses one of the recently described unconventional trafficking route 13 in a polarized 

manner 14,15. Surprisingly, most of the studies on the mechanisms of rotavirus entry, assembly 

and trafficking have been performed in an unrelated cell line, namely MA104, derived from 

monkey kidney, that are not polarized nor differentiated. In these cells, rotavirus 

morphogenesis includes an assembly step of double-layered particles (DLPs) within 

viroplasms followed by the formation of triple layered particles (TLPs) within the ER 16. It 

has been proposed that, following assembly, neo-virions release proceeds through cell lysis 
17,18. However cellular and molecular mechanisms of rotavirus exit in these cells remain 

unclear.  

Several studies have been developed in order to better understand these virus assembly 

and release mechanisms in MA104 cells. Notably, it has been recently shown that rotavirus 

infection induces an ER stress and an unfolded protein response (UPR) 19,20 that most likely 

contributes to critical steps of virus morphogenesis (Vu et al. submitted paper). In line with 

these results, a recent study proposed that autophagy could be elicited in rotavirus-infected 

MA104 cells through the activation of CaMKK!, a Ca2+-dependent kinase that activates 

AMPK and inhibits mTOR 21. In this work, the authors also indicated that the autophagic flux 
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was blocked before the fusion of autophagosomes with lysosomes, thus suggesting that 

rotavirus hijacks the autophagic machinery for its morphogenesis. Contradictory results were 

presented in a more recent study, where the authors showed that the number of 

autophagosomes did not increase in rotavirus-infected MA104 cells, even if one of the 

characteristic markers of autophagy, namely the increase in LC3 lipidation (see below), was 

observed 22. This led the authors to the conclusion that LC3 lipidation but not autophagy was 

involved in rotavirus morphogenesis. 

Autophagy is a highly regulated self-cannibalism process that allows the clearance of 

cytoplasmic proteins and organelles, and ensures the renewal of cell components, thus 

contributing to cellular homeostasis, cell survival in physiological and pathological contexts 23 

and cell differentiation 24. More recently autophagy has also been proposed as a physiological 

secretory mechanism that may contribute to the above-mentioned unconventional secretory 

pathways 25. More than 30 autophagy-related proteins (ATGs proteins) have been 

characterized. They ensure the successive steps of the autophagic molecular machinery, 

namely the formation of an isolation membrane (the phagophore), the non-specific or specific 

recruitment of cargos, the elongation and closure of the phagophore leading to the formation 

of autophagosomes and the fusion with lysosomes 26 or with other organelles. In mammals, 

canonical autophagy starts with the activation of two complexes, namely the Unc-51-like 

kinase 1/2 (ULK 1/2) complex and the class III Phosphatidyl-Inositol-3-kinase (PI3K) 

complex, which are required for the recruitment of others component of the autophagic 

machinery to the isolation membrane 26. One of them is the cytoplasmic protein microtubule-

associated light-chain-3 protein (LC3), which would be anchored to isolation membranes 

thanks to its lipidation with phosphatidyl-ethanolamine (PE) 27, contributing to the 

phagophore elongation 28. LC3 lipidation is now recognized as a good marker of autophagy 29. 

Autophagy may be easily manipulated by interfering with regulation mechanisms. For 

example, rapamycin is a drug that increases autophagy initiation by inhibiting mTORC1 30. 

Chloroquine or bafilomycin, two drugs that increase the lysosomal pH, are able to block the 

fusion between autophagosomes and lysosomes, thus leading to an increase of the number of 

autophagosomes, due to a blockade of the autophagic flux, i.e. the amount of autophagosomes 

that fuses with lysosomes. 

In pathological conditions, such as viral infections, autophagy may represent a first 

line of immune response by carrying virus or viral components to lysosomes through 

xenophagy, a specialized form of autophagy, leading to virus elimination 31. Thus, viruses 

have evolved a large array of mechanisms to avoid autophagic degradation. For example, a 
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group of viruses directly block the initiation of autophagy, as shown for HIV-1 32, members of 

the Herpesviridae family 33–35. Interestingly, most of the viruses that hijack the autophagic 

machinery have developed strategies to block the late stage of autophagosomes fusion with 

lysosomes 36–38. Several viruses, such as Poliovirus, a non-enveloped virus, uses autophagic 

membranes for its replication and also for a non-lytic release from host cells 39. Other related 

viruses, that includes the ARNsb (+) viruses, exploits still incompletely characterized 

membrane remodeling processes for their own morphogenesis through the formation of 

double membrane vesicles (DMV), that are thought to participate to autophagosome 

formation 40.  

In the present work, we investigated whether autophagy or parts of the autophagic 

machinery may be involved in the morphogenesis and/or the atypical trafficking of rotavirus. 

Because previous studies have produced contradictory results in MA104 cells and because 

these cells do not correctly represent the natural target of rotavirus, we performed our work in 

Caco-2 cells. We take advantage of the property of this cell line to undergo a spontaneous 

differentiation as a function of time in culture 41. Rotavirus infection was studied in both 

undifferentiated and differentiated cells. We first observed that the autophagic status was 

dependent on the state of cell differentiation, i.e. an increased number of autophagosomes and 

an increased level of LC3 lipidation in differentiated as compared to undifferentiated cells, 

associated with a significant decrease of the autophagic flux. Rotavirus infection was 

associated with a rather complex pattern: LC3 lipidation was significantly increased in 

undifferentiated cells, but not in differentiated cells; the autophagic flux was reduced 

whatever the conditions analyzed and, strikingly, the number of autophagosomes did not 

increase in both undifferentiated and differentiated Caco-2 cells. This lead us to analyze 

carefully the autophagic machinery and to show that autophagy, per se, was not involved in 

rotavirus morphogenesis, even if LC3 lipidation may be modified in some instance. The 

possible explanations of these new results will be discussed. 

"

RESULTS   

The autophagic status of Caco-2 cells strongly depends on the differentiation state.  

Since our goal was to study the relationships between rotavirus infection and autophagy in 

intestinal cells, we first analyzed the expression of markers characteristic of autophagy 

initiation in Caco-2 cells as a function of their differentiation state. It is well known that these 

cells undergo a differentiation process as a function of cell growth. As shown in Figure 1A, 
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we found that, as expected, the localization of 525 antigen, a classical basolateral marker 42 

and of saccharase-isomaltase (SI, a classical apical marker of small intestine 4 changed as cell 

polarization and differentiation takes place. The basolateral marker started to be localized 

quite early (day 3-4 post-seeding) at the basolateral membrane (differentiating cells), whereas 

SI was targeted to the apical membrane, only after the formation of tight junctions (we chosen 

to study these differentiated cells at 21 days post-seeding to ensure correct differentiation). A 

first analysis of autophagic markers was performed using a quantitative real-time PCR 

(qPCR) analysis of LC3 expression and showed a 5-fold higher LC3 mRNA level in 

differentiated cells (Figure 1B). This prompted us to analyze the expression of some other 

markers associated with autophagy initiation. While ATG7 protein was equally expressed in 

cells at both differentiation states, as revealed by western blot, the level of ATG5-ATG12, 

ATG4B and ATG16L1 were higher in differentiated cells (Figure 1C, compare lanes 1, 2, 3 

to lanes 7, 8, 9). We hypothesized that this might be directly linked to the differentiation 

process, since liver kinase B1 (LKB1), a master gene that governs cellular polarity 43, is also 

known as a regulator of autophagy through AMPK and mTOR 44. We indeed found that 

LKB1 was highly expressed in differentiated cells and undetectable in undifferentiated cells 

(Figure 1C compare lanes 1, 2, 3 to lanes 7, 8, 9). These observations suggested that the 

autophagic status might depend on Caco-2 cell differentiation state. To confirm this 

hypothesis, the autophagosome number was measured in undifferentiated and differentiated 

cells using LC3 dots counting by immunofluorescence and confocal microscopy. As shown 

on Figure 2, differentiated cells showed more autophagosomes (compare mock control 

(CTRL) conditions in Figure 2A and Figure 2B). These experiments were quantified and 

indicated that differentiated cells displayed approximately 3-times more autophagosomes as 

compared to undifferentiated cells (Figure 2C). In addition, our results indicated that both 

undifferentiated and differentiated cells were responsive to rapamycin and chloroquine (CQ) 

treatments (Figure 2, mock conditions), as expected for authentic autophagosomes. An 

increased number of autophagosomes in differentiated cells might result from an increased 

initiation of autophagy and/or from a blockade of the autophagic flux. This was investigated 

by measuring the quantity of the lipidated form of LC3, LC3-II, in the presence or absence of 

chloroquine. We found that, in undifferentiated cells, chloroquine was still able to accumulate 

LC3-II (Figure 3A, compare lanes 1, 2, 3 to lanes 7, 8, 9) whereas, in differentiated cells, 

chloroquine allows only a very faint LC3-II accumulation, (Figure 3B, compare lanes 1, 2, 3 

to lanes 7, 8, 9).  Since LC3-II is degraded when delivered to lysosomes, the additional LC3-

II quantity that accumulates in the presence of chloroquine reflects the amount of LC3-II that 
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would have been degraded if chloroquine had not been added. From this we derived a 

calculated value, named "LC3-II that, although relative and not fully quantitative, represents 

a realistic estimation of the autophagic flux. As shown in Figure 3D, undifferentiated mock 

Caco-2 cells displayed a "LC3-II value above 2, meaning that they should have a significant 

autophagic flux, whereas in mock differentiated cells this value was around 1, corresponding 

to an almost absent autophagic flux, at least during the 1h duration of chloroquine treatment. 

Altogether these data indicated that differentiated Caco-2 cells express higher levels of some 

major ATG proteins involved in autophagy initiation and showed a decreased autophagic 

flux, leading to autophagosomes accumulation. This was considered in the following as the 

basal autophagic status of Caco-2 cells. 

 

Rotavirus infection does not change autophagic markers expression but perturbs the 

induction of autophagy initiation and fusion steps in Caco-2 cells. 

 Given this clarified context, we next determined if rotavirus infection might modulate 

autophagy in undifferentiated versus differentiated Caco-2 cells. It has already been shown 

that rotavirus infection didn’t interfere with the differentiation process 5. In addition, it is 

important to note that the rotavirus cycle in both undifferentiated and differentiated Caco-2 

cells was non lytic whereas this cycle is lytic in MA104 cells (Figure 1D). Cells were 

infected or not with the RF strain of rotavirus at MOI=10 and the expression of autophagic 

markers was analyzed. As shown in Figure 1C, rotavirus infection didn’t affect the 

expression of the autophagic markers studied (compare lanes 1, 2, 3 with lanes 4, 5, 6 and 

lanes 7, 8, 9 with lanes 10, 11, 12). The expression level of LC3 was also unchanged in both 

undifferentiated and differentiated infected cells (Figure 1E). Accordingly, we found that the 

number of LC3 dots did not change in infected, as compared to mock-infected cells (compare 

mock and RV control conditions in Figure 2A, 2B and 2C). Interestingly, we observed that 

both rapamycin and chloroquine, alone or in combination, were unable to increase the dot 

number (Figure 2), suggesting that rotavirus infection did not affect the basal autophagic 

level of Caco-2 cells but interfered with the induction of both the initiation and fusion steps of 

autophagy. 

More surprisingly, we also found that rotavirus infection induced a strong increase in LC3 

lipidation only in undifferentiated cells, mostly at 16 and 24 hpi, which corresponded to the 

intermediate and late stages of RV morphogenesis in Caco-2 cells (Figure 3A, compare lanes 

1, 2, 3 to lanes 4, 5, 6 and Figure 3C). Analysis of "LC3-II values (see above) showed that 

the autophagic flux in undifferentiated infected cells was comparable to control cells at 8 hpi, 
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while it was significantly reduced at 16 and 24 hpi (Figure 3A, lanes 4, 5, 6 compared to 

lanes 10, 11, 12 and Figure 3D), suggesting that at these later times, rotavirus infection 

blocked the autophagosome-lysosome fusion step. The above-described changes were almost 

absent in differentiated cells, where LC3 lipidation only faintly increased upon infection 

(Figure 3B, compare lanes 1, 2, 3 to lanes 4, 5, 6 and Figure 3C) and no significant change 

in the autophagic flux was detectable in these differentiated cells (Figure 3D).  

To complete the study on relationships between rotavirus infection and autophagy we 

analyzed the putative interactions between autophagosomes and viral proteins, using 

immunofluorescence and confocal microscopy. Undifferentiated and differentiated Caco-2 

cells were infected with rotavirus RF strain (MOI=10) and analyzed at 12 hpi, when rotavirus 

morphogenesis starts in these cells. We used five antibodies directed against viral proteins 

(VP2, VP4, VP7, NSP4 and NSP5) and 2G4, an antibody that only recognizes VP4 on 

assembled viruses. Interestingly, none of the antibodies tested displayed a significant 

colocalization with LC3 dots (Figure 4), suggesting that neither viral proteins nor assembled 

neo-virions interacted with autophagosomes. Altogether these results suggested that rotavirus 

infection (i) didn’t apparently modify the steady state of basal autophagy in both 

undifferentiated and differentiated cells, (ii) interfered with both the autophagy initiation and 

fusion steps in both conditions (iii) specifically increased LC3 lipidation in undifferentiated 

cells and (iv) didn’t promote interactions between rotavirus and autophagosomes.  

 

Modulating autophagy did not affect rotavirus morphogenesis in both undifferentiated 

and differentiated Caco-2 cells 

 We next investigated whether modulating autophagy with either rapamycin alone or in 

combination with chloroquine was able to interfere with rotavirus production in 

undifferentiated and differentiated Caco-2 cells. Both chloroquine 50#M and rapamycin 

10#M were added at 1 hpi, in order not to interfere with rotavirus entry, and maintained for 

the whole infection period. Viral progenies released in the medium at 12 and 24 hpi were 

quantified by plaque assay. First we noticed that untreated differentiated cells produced up to 

100 times more virus than undifferentiated cells (Figure 5A and 5B). We then found that 

increasing autophagy initiation (+ rapamycin) with or without blocking the autophagic flux 

(addition of chloroquine or not) did not increase but rather tended to reduce rotavirus 

production in undifferentiated and, more clearly, in differentiated cells. Taken together, these 

results suggested that the autophagic process seemed to be disconnected from viral 

morphogenesis, since rotavirus infection did not perturb autophagic markers and autophagy 
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modulation did not affect virus production. However, it remains that we observed an 

increased LC3 lipidation in undifferentiated cells that must be explained. Such an increase 

might, at least partly, result from a decreased autophagic flux but might also be the 

consequence of increased autophagy-related lipidation mechanisms. Study of the mechanisms 

of LC3 lipidation was therefore undertaken in undifferentiated and differentiating Caco-2 

cells, using siRNA strategies targeted towards the two canonical autophagy initiation 

complexes, namely ULK1/2 and PI3Kinase 26. 

  

Both the ULK1/2 and the PI3K complexes are dispensable for viral-induced LC3 

lipidation that correlate with an atypical form of ATG3. 

 To reduce LC3 lipidation that depends on canonical autophagic pathways, we targeted 

the ULK1/2 complex by siRNAs directed against ATG13 (siATG13), and the PI3K complex 

by siRNAs directed against Beclin-1 (siBECN1). We first determine the effects of these 

siRNAs in silencing the targeted protein at 24h, 48h and 72h post-transfection. One of the 

difficulties of this study was that, during transfection, cells continue to grow, becoming 

confluent at day 3 post-seeding (differentiating cells, see figure 1A), and start to polarize and 

to change their autophagic status (see above). This was clearly visible in cells transfected with 

irrelevant siRNA (siIRR), where we observed an increased expression of ATG13 and, to a 

lesser extent, of BECN1, as well as an increased level of LC3 lipidation from 24h to 72h post-

transfection (Figures 6A and 6B, untreated siIRR conditions). Accordingly, the "LC3-II 

value tended to decrease from 24h to 72h post-transfection (Figure 6C), confirming that the 

autophagic flux decreased as the differentiation process takes place. Extinction of BECN1 and 

ATG13 was efficient as soon as 24h post-transfection (72% and 60% respectively) (Figures 

6A and 6B), with increased extinction efficiency until 72h post-transfection (92% and 70%, 

respectively). Despite reduced amount of Beclin-1 or ATG13, the LC3-II level did not 

decrease at any time post-transfection compared to siIRR-transfected cells. This might be 

explained either by the fact that LC3 lipidation did not depend on these canonical pathways 

and/or by a reduced autophagic flux. To clarify this point, similar experiments were carried 

out in the presence of chloroquine. Interestingly, this resulted in a decreased accumulation of 

LC3-II (compare lanes siIRR to lanes siBECN1 or siATG13 in the presence of chloroquine), 

meaning that the lipidation of new molecules of LC3 was decreased in cells where BECN1 or 

ATG13 were diminished, thus indicating that siRNAs were rather efficient and that, in these 

cells, LC3 lipidation depended on canonical autophagy.  
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 We next determined the effect of RV infection on LC3 lipidation in Caco-2 cells 

transfected with siBECN1 or siATG13 and infected at 24h post-transfection. We observed 

that, even in the presence of siBECN1 or siATG13, rotavirus-infected cells at 24 hpi still 

showed the same level of LC3-II than in infected but non-transfected or siIRR-transfected 

cells (Figure 6D), indicating that infection-induced LC3 lipidation proceeded through a 

mechanism independent of canonical autophagy. Since the level of ATG4B, ATG7, ATG5-

ATG12 and ATG16L was unaffected by rotavirus infection (see Figure 1C), we explored the 

fate of ATG3, the protein directly in charge of transferring LC3 on phosphatidyl-

ethanolamine. As for most of the markers of autophagy initiation tested here, we observed an 

increased expression in differentiated, as compared to undifferentiated cells, which was not 

modified by rotavirus infection (Figures 7A and 7B). Interestingly however, we found that 

ATG3 appeared to be cleaved in infected undifferentiated cells from its full length size 

(37kDa) to a shorter one (35 kDa), as a function of the time post-infection (Figure 7C), in a 

way that paralleled the increased lipidation of LC3 in these cells (see Figure 3A). 

 

Viral-induced LC3 lipidation is not required for rotavirus morphogenesis  

 We finally investigated whether virus-induced LC3 lipidation was required for 

rotavirus morphogenesis. Since targeting Beclin-1 or ATG13 did not affect virus-related LC3 

lipidation (Figure 6D), the easiest way to reduce the amount of lipidated LC3-II was to 

directly silence LC3 by siRNA. We targeted the LC3B isoform since its role in autophagy is 

the best defined among members of the LC3 gene family. As shown in Figure 8A, cells 

transfected with a siRNA directed against LC3B (siLC3B) expressed only 28% of residual 

LC3 at 48h post-transfection. Caco-2 cells were transfected with siLC3B, siBECN1 or 

siATG13, infected with rotavirus at 24h post-transfection, and viruses released in the medium 

at 24 hpi were quantified by plaque assay. Silencing Beclin-1 or ATG13 did not have any 

significant impact on viral production. Silencing of LC3B resulted in a small but significant 

increase of virus production (Figure 8). Altogether our results indicated that neither 

autophagy, nor LC3 lipidation nor even LC3 expression played a role in rotavirus production 

in Caco-2 cells. 

 

DISCUSSION 

In this work, we analyzed the relationships between autophagy and rotavirus infection 

in Caco-2 cells that represent a realistic model of intestinal cells, the natural target of this 

virus. We first studied the basal autophagic status and demonstrated that it strongly depends 
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on the differentiation state of these cells. We next examined the effect of rotavirus infection 

on autophagy and showed that the basal autophagic status was unaffected by rotavirus 

infection, but that rotavirus was able to block both the initiation and fusion steps of 

autophagy. In addition we observed that rotavirus was able to induce LC3 lipidation, 

exclusively in undifferentiated cells, through a mechanism that does not relate to canonical 

autophagy.  

The fact that autophagy may depend on the differentiation state of intestinal cells has 

been studied since a long time. Others and we demonstrated that undifferentiated HT-29 and 

Caco-2 cells displayed higher degradative capacities, as compared to differentiated cells 45–47. 

More recently it was shown that autophagy was active in a model of normal colon cells, and 

in colon cancer cell lines 48, in good agreement with previous studies performed on human 

samples of gastrointestinal cancers 49. These data suggested that autophagy might be down 

regulated in differentiated cells. Our present data, on the contrary, indicated that several of the 

autophagic markers tested here were overexpressed at mRNA or protein levels. To 

reconciliate these results, we propose that the profound decrease of the autophagic flux, 

observed here in differentiated cells, may by itself explain most of the previously observed 

decrease of degradative properties. Whether overexpression of ATG proteins involved in 

basal autophagy initiation may play a role in the differentiation process remains to be studied, 

since it appears that autophagy proteins may be involved in several autophagy-independent 

cellular processes 50. Notably, involvement of autophagy proteins in secretory processes 25 

may indeed represent an interesting feature for differentiated cells and this may be related to 

the former observation that cell surface proteins of epithelial intestinal cells may accumulate 

in autophagic-like structure when their glucose metabolism is perturbed  51,52. 

The global effect of rotavirus infection on autophagy in intestinal Caco-2 cells appears 

as rather complex. Apparently, rotavirus do not induce any modification of the autophagic 

markers expression at any differentiation stage, as well as no change in the number of 

autophagosomes. However this apparent steady state corresponds actually to two major 

processes: (i) a decreased autophagy initiation and (ii) an increased autophagic flux, as shown 

by the absence of effect of rapamycin and chloroquine on the number of autophagosomes. 

This means that, early after its entry into Caco-2 cells, rotavirus represses the autophagic 

process. Such a strategy, developed to avoid virus autophagic degradation by xenophagy 53, 

has been already described for several viruses. For example the Env protein of VIH-1 has 

been shown to activate mTORC1 in infected dendritic cells 32. Several viruses from the 

Herpesviridae family encode viral proteins that directly interact with Beclin-1 and prevent its 
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association with hVPS34, a PI3 kinase required to initiate autophagy. Herpes virus gamma 

encodes a FLICE-like inhibitor protein (v-FLIP) that blocks phagophore elongation by 

inhibiting LC3-ATG3 binding 35. The molecular mechanisms by which rotavirus may 

interfere with both autophagic initiation and fusion steps remain to be described, but our 

results argue for indirect interactions, since the expression level of autophagic markers is not 

modified and since we do not find colocalization between autophagosomes and viral proteins. 

Our conclusion is in line with a previous work that indicated that, in MA104 cells, virus 

infection does not correlate with an increased formation of autophagosomes, as detected by 

immunofluorescence and electron microscopy 22. In contrast, our results do not fit with those 

of a former work that proposed that in MA104 cells rotavirus hijacks autophagy through a 

calcium-dependent activation of CaMKK-# 21. We think that this discrepancy is mainly due to 

the fact that rotavirus morphogenesis strongly differs between Caco-2 and MA104 cells, 

where the virus cycle is non-lytic or lytic, respectively. In addition, it is interesting to note 

that in the study of Crawford and colleagues, there was no quantification of the amount of 

autophagosomes or of the autophagic flux in rotavirus-infected and mock-infected cells, thus 

preventing a complete analysis of autophagy modulation by rotavirus. Our results also 

indicate that induction of autophagy initiation and/or blockade of autophagosome fusion with 

lysosomes, using rapamycin and/or chloroquine, tends to decrease rotavirus production. From 

our point of view this observation reinforce the idea that autophagy cannot be exploited by the 

virus for its morphogenesis, but rather may serve as a cellular tool to control or limit virus 

production. Accordingly, partial silencing of LC3 resulted in a small but significant increase 

of virus production, indicating that autophagy may be detrimental for the virus. This may be 

linked to a well-known property of autophagy to deliver viral determinants to endosomal 

receptors that will elicit an anti-viral interferon response 54, which is known to be critical for 

rotavirus infectivity 55. The fact that differentiated Caco-2 cells are able to produce up to 100 

time more neo-virions, as compared to undifferentiated cells, in a context where the 

autophagic flux is strongly reduced provides an additional argument for an anti-viral role of 

autophagy in Caco-2 cells. 

 We show here that, despite the above-described disconnection between rotavirus 

morphogenesis and autophagy, infected undifferentiated Caco-2 cells display a higher level of 

LC3-II, in good agreement with the previous observations of Arnoldi and colleagues 22. This 

may be due to the severe reduction of the autophagic flux and/or to changes in LC3 lipidation 

capacities in these cells. Using siRNAs directed against the two canonical autophagy 

initiation complexes, namely ULK1/2 or PI3K 26, we have shown that these complexes do 
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function correctly in Caco-2 cells, but were surprisingly not involved in the rotavirus-induced 

increase of LC3 lipidation, indicating that this lipidation may depend on an autophagy-

independent process. We cannot rule out the possibility that, even if strongly reduced, the 

residual amount of Beclin-1 or ATG13 could still support viral-induced LC3 lipidation. 

However, our results support the fact that siRNAs efficiently suppressed LC3 lipidation in 

undifferentiated mock-infected cells.  

The transfer of LC3 on phosphatidyl-ethanolamine in biological membrane depends 

on a double ubiquitin-like system that involves ATG4B, ATG7, ATG10, ATG3 and the 

ATG5-ATG12-ATG16L1 complex 56. Our results indicate that the level of expression of all 

these ATG proteins (except ATG10 that was not studied) do not change upon rotavirus 

infection. Strikingly, we discover here that this increased LC3 lipidation correlates with the 

formation of still undescribed cleavage products of ATG3 that appeared as a function of the 

time post-infection. It has been recently demonstrated that Caspase 8 is able to cleave ATG3, 

providing an additional link between autophagy and apoptosis 57. However this do not seem to 

correspond to the here-described rotavirus-induced ATG3 cleavage. Indeed we observed here 

that ATG3 cleavage is not associated with autophagy modulation but correlate with an 

increased autophagy-independent LC3 lipidation. Interestingly, it has been recently shown 

that ATG3 is a membrane curvature-sensing protein that may play a major role in the spatial 

restriction of LC3 towards phagophores 58. These authors demonstrated that ATG3 activity 

requires an amino-terminal amphipathic helix similar to motifs found on proteins targeting 

highly curved intracellular membranes. It is tempting to speculate that the cleaved form of 

ATG3 may be responsible of an ectopic LC3 lipidation that may contribute to reduce 

canonical autophagy induction.  

 The present work was designed to better understand the cellular mechanisms that may 

support rotavirus assembly and trafficking in intestinal cells, with the idea that autophagy or 

the autophagic machinery may be part of the answer, as suggested earlier 21. Our results 

clearly indicate that, in our cell system, rotavirus infection did not perturb autophagic markers 

and conversely that autophagy modulation did not affect virus production. This led us to the 

conclusion that neither autophagy, nor LC3 lipidation nor even LC3 expression played a role 

in rotavirus production in Caco-2 cells. We also show that autophagosomes do not colocalize 

with any of the viral proteins tested or with VP4-bearing viral particles. If autophagy doesn’t 

play a role as membrane provider for rotavirus trafficking, it remains to find the pathway that 

carries viral proteins and viral particles from the ER to the apical plasma membrane. Whether 

an ectopic lipidation of LC3 may be involved is currently under investigation. 
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MATERIALS AND METHODS 

Cells and culture conditions 

Human colon adenocarcinoma Caco-2 cells (passages 70 to 90) were cultured as previously 

described 4, in Dulbecco modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 4,5g/L 

glucose, 4 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 20% heat-inactivated fetal bovine serum 

(FCS), 1% penicillin-streptomycin and 1% nonessential amino acids (all reagents were 

purchased from Life Technologies, Saint-Aubin, France), at 37°C, in a 5% CO2 humid 

atmosphere. For experiments, cells were seeded at a density of 75,000 cells per cm2 on plastic 

tissue culture plates so that they would be approximately 60% confluent the next day. Cells 

used for experiments at 1 day post-seeding were in an undifferentiated state. For 

differentiation, Caco-2 cells were cultured for 20 days post-seeding (18 days after having 

reached 100% confluency), with media changed everyday. Antibiotics were removed from 

media starting from day 10 post-seeding.  

African green monkey kidney epithelial MA104 cells, used for virus titration and LDH 

measurements, were cultured in DMEM supplemented with 4.5 g/L glucose, 4 mM L-

glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 10% heat-inactivated FCS and 1% penicillin-

streptomycin.  

  

LDH measurements 

The lactate deshydrogenase (LDH) activity in the culture medium and in the cell lysate was 

assayed by measuring the decreased in absorbance at 340 nm resulting from the oxidation of 

NADH (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France). Cytotoxicity was calculated as 

follow: Cytotoxicity = LDH activitymedium * 100 / (LDH activity medium + LDH activitylysate). 

Cell lysis was considered to occur when cytotoxicity exceeded 10%.  

 

Virus and infection 

The RF strain of rotavirus was obtained from J. Cohen (CNRS, Gif sur Yvette, France). 

Before infection, viruses were treated with 0,5 #g/ml trypsin (Sigma-Aldrich) for 30 min at 

room temperature and Caco-2 cells were washed three times with DMEM.  Infection was 

carried out at the MOI of 10 PFU/cell. Viruses were left to adsorb on cells for 1 h at 37°C, in 

DMEM containing 0,5 #g/ml trypsin. Unless indicated otherwise, cells were only FCS-

deprived during the period of virus adsoprtion. After removal of the viral inoculum, cells were 
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washed twice with DMEM and maintained in complete antibiotic-free culture medium for the 

indicated time post-infection.  

 

Chemicals  

Rapamycin (Sigma-Aldrich) was used at 10 #M starting 1h post-infection for all the time in 

culture and Chloroquine (Sigma-Aldrich) was used at 50 #M during the last hour before 

analysis. In virus production experiments, both drugs were added at 1 hpi (after the virus 

adsorption period) and maintained until virus collection.  

 

SDS-PAGE and Western Blot  

For protein extract preparation, cells were rinsed once with ice-cold Phosphate Buffered 

Saline and lysed in 10 mM Tris-HCl pH 7.4 buffer containing 1% Triton, 150 mM NaCl, 5 

mM NaF, 1mM Na3VO4 and EDTA-containing protein inhibitor tablet (Roche, Boulogne-

Billancourt, France). Cell lysates were sonicated for 20 sec and centrifuged at 6000 x g for 15 

min at 4°C to get rid of cellular debris. An adequate volume of 5X Laemmli buffer (31.5 mM 

Tris-HCl pH 6.8, 10% glycerol, 1% SDS, 5% ß-mercaptoethanol and 0.005% Bromophenol 

Blue at final concentration) was added to supernatants, which were subsequently boiled at 

95°C for 5 min. Thirty #g of protein for each sample was loaded on 4-15% SDS-PAGE (Bio-

Rad, Marnes-la-Coquette, France) and proteins were transferred onto polyvinylidene 

difluoride (PVDF) membranes (GE Healthcare Life Sciences, Velizy-Villacoublay, France). 

Membranes were incubated with the following antibodies: anti-LKB1 mouse monoclonal 

antibody (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany), anti-LC3B rabbit polyclonal 

antibody (Sigma-Aldrich), anti-Beclin-1 rabbit polyclonal antibody (Novus Biologicals, 

Cambridge, UK), anti-ATG13 rabbit polyclonal antibody, anti-ATG5 rabbit polyclonal 

antibody, anti-actin rabbit monoclonal antibody (Cell Signaling Technology, Ozyme, Saint-

Quentin-en-Yvelines, France), anti-ATG4B mouse monoclonal antibody, anti-ATG16L1 

mouse monoclonal antibody, anti-ATG7 rabbit polyclonal antibody (MBL International 

Corporation, Clinisciences, Nanterre, France) and HRP-conjugated goat anti-rabbit secondary 

antibody (Sigma-Aldrich). Signals were detected using ECL reagent (GE Healthcare Life 

Sciences).  

 

Confocal microscopy and image analysis 

Cells were either fixed for 10 min in 2% paraformaldehyde, permeabilized with 0,075% 

saponin. Antibodies used for immunofluorescence (IF) were as follow: anti-LC3B rabbit 
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polyclonal antibody (Cell Signaling Technology); M60 anti-rotavirus VP7 mouse mAb 59; 

RV138 anti-rotavirus VP6 mouse mAb 60; 7.7 and 2G4 anti-rotavirus VP4 mouse mAb ; 

164E22 anti-rotavirus VP2 mouse mAb 61; 158G37 anti-rotavirus NSP5 mouse mAb 62; LA5 

anti-rotavirus NSP2 mouse mAb 63; 8148F anti-rotavirus RF rabbit polyclonal Ab (gift from 

Dr Jean Cohen, Gif sur Yvette, France); RF 925 anti-rotavirus RF goat polyclonal antibody; 

RF138 anti-rotavirus RF goat polyclonal antibody (gifts from René L’Haridon, INRA Jouy en 

Josas, France); anti-mouse Alexa Fluor 488 antibody (Molecular Probes, USA); anti-rabbit 

FITC-conjugated antibody (Jackson Immunoresearch lab., USA); anti-mouse Cy3-conjugated 

antibody (Jackson Immunoresearch lab.);, anti-rabbit Cy3-conjugated antibody (Jackson 

Immunoresearch lab.);, anti-goat Alexa Fluor 647 antibody (Life Technologies); anti-rabbit 

Alexa Fluor 647 antibody (Life Technologies). IF iImages were captured obtained using 

either a Leica SP2 or a Leica SP5 confocal laser (Wetzlar, Germany). The 488 nm and the 

543 nm wavelengths of argon ion lasers were used for with sequential excitation of Alexa 

Fluor 488, Cy3 and Alexa Fluor 647. The biphoton beamline (Chameleon, Coherent Inc., 

USA) was used at 750 nm to record the DAPI signal. Between 5 and 20 Z-stacks, each 0.2 µm 

thick, were acquired, depending on the height of cells. Merged images were obtained by 

means of computer overlay of green, red and blue images using Leica Confocal Software and 

mounted using Image J and Photoshop CS4. Except otherwise stated, displayed is the median 

section of each series.  

For dot counting, original slices, acquired by confocal microscopy, were directly transferred 

to Image J (FiJi, version 1.49J), converted in 8-bits black and white images, and the total 

number of dots in the field was counted (macro “count particles“) with settings allowing the 

detection of dot sizing 3 to 100 pixels. The number of cells in each field was given by the 

DAPI staining (not shown) and the number of dot per cell was obtained by dividing the total 

number of dots by the number of cells. At least 20 cells by condition were analyzed, 

corresponding to 4 or 5 fields.  Image panels were mounted using Photoshop software (CS6, 

version 13.06). 

 

Transient transfection 

Cells were seeded at a density of 75,000 cells per cm2 on plastic tissue culture plates (300,000 

cells per well in a 12-well plate) and transfected with annealed duplex siRNAs at 1 day post-

seeding, using Lipofectamine RNAiMax (Life Technologies) as transfection reagent. The 

quantitiy of transfection reagent was adjusted according to the quantity of siRNA, following 

manufacturer’s instructions. siRNA directed against eGFP (Sigma-Aldrich) was used as 



D%)"
"

control (refered to as siIRR). siRNAs directed against Beclin-1 (Eurogentec, Angers, France), 

FIP200 (Qiagen, Courtaboeuf, France), ATG13 and LC3B (Cell Signaling Technology) were 

transfected at 25 nM, 25 nM, 100 nM and 100 nM, respectively. All were commercial pre-

designed siRNAs, with the exception of the siRNA directed against Beclin-1 which has the 

following sequence: 5’-CAGUUUGGCACAAUCAAUG-3’. 

 

Viral production and titration 

Culture media of infected cells were collected and centrifuged at 2000 rpm for 15 min at 4°C. 

Viruses contained in supernatants were collected and titrated by plaque assay on a monolayer 

of MA104 cells, as previously described 64.  

 

Statistical analyses 

Statistical differences between groups were determined using two-tailed Student t test. P 

values of <0.05 were considered as significant. 
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FIGURE LEGENDS  

 

Figure 1. Autophagic markers expression strongly depends on autophagy but not on 

rotavirus infection. (Panel A) Caco-2 cells differentiate as a function of the time in culture. 

Caco-2 cells were grown for 1-2 days, 3-4 days or 21 days and analyzed by 

immunofluorescence and confocal microscopy for 525 antigen (525 Ag), a basolateral marker 

and for saccharase-isomaltase (SI), an apical marker. Displayed are representative image of at 

least triplicate independent experiments. Bars represent 10 #m. (Panel B) The mRNA level of 

LC3 was measured using qPCR in undifferentiated (U) or differentiated (D) Caco-2 cells. 

Results are means +/- SEM of triplicate independent experiments. (Panel C) The expression 

level of the major ATG proteins involved in autophagy initiation was measured by western 

blots. Undifferentiated (U, lanes 1-6) or differentiated (D, lanes 7-12) Caco-2 cells were mock 

infected (lanes 1, 2, 3 and 7, 8, 9) or rotavirus-infected (lanes 4, 5, 6 and 10, 11, 12) with the 

RF strain of rotavirus (MOI=10) for 8, 16 or 24 hours. After SDS-PAGE and transfer to 

PVDF membranes, membranes were probed using antibodies directed against LKB1, 

ATG4B, ATG7, ATG5/ATG12 and ATG16L1 and a monoclonal antibody against actin. 

Actin was used to normalize the amount of loaded protein. The gel presented is representative 

of duplicate independent experiments. (Panel D) Cell lysis was analyzed using the 

quantification of lactase dehydrogenase (LDH) released from mock or infected MA104 or 

Caco-2 cells. Results are means +/- SEM of triplicate experiments. (Panel E) The mRNA 

level of LC3 was analyzed as in B in mock or infected undifferentiated (U) or differentiated 

(D) Caco-2 cells. Results are means +/- SEM of triplicate independent experiments. 
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Figure 2. The number of autophagosomes varies as a function of cell differentiation but 

not rotavirus infection. (Panels A, B) Undifferentiated (U, panel A) or differentiated (D, 

panel B) Caco-2 cells, grown on glass coverslips, were mock infected (Mock) or RV-infected 

with the RF strain of rotavirus (RF) (MOI=10) for 12 hours. After fixation and 

permeabilization, cells were stained with a polyclonal antibody raised against LC3. Cells were 

treated either with DMSO (CTRL, control conditions), or 10 #M rapamycin (RAPA), starting 

1hpi until the end of the experiment, or 50 #M chloroquine (CLQ), during the last hour of 

infection or with both drugs (RAPA+CLQ). Image displayed are representative of at least 

triplicate independent experiments. Bars represent 5 #m. (Panel C) The number of dots per 

cell was quantified in all the conditions tested using Image J software, as described in the 

method section. At least 20 cells by condition were analyzed, corresponding to 4 or 5 fields. 

Results are means +/- SEM of duplicate independent experiments. 

 

Figure 3. LC3 lipidation varies as a function of cell differentiation and rotavirus 

infection. (Panel A) Undifferentiated (U) Caco-2 cells were mock-infected (lanes 1, 2, 3 and 

7, 8, 9) or RV-infected with the RF strain of rotavirus (MOI=10) (lanes 4, 5, 6 and 10, 11, 12) 

for 8, 16 or 24 hours and treated or not with 50 #M chloroquine (CQ). After SDS-PAGE and 

transfer to PVDF membranes, membranes were probed using a polyclonal antibody directed 

against LC3 and a monoclonal antibody against actin. Actin was used to normalize the 

amount of protein loaded. The gel presented is representative of triplicate experiments. LC3 I: 

non-lipidated form; LC3-II: lipidated form. (Panel B) As in (A) for differentiated (D) Caco-2 

cells. (Panel C) Quantification of the amount of LC3-II produced in rotavirus-infected cells 

compared to mock infected cells. Gels from Panels A and B were scanned and quantified, 

using Image J software. The relative amount of LC3-II was normalized to actin in both 

undifferentiated (panel A) and differentiated cells (panel B) and the ratio between infected 

(lanes 4, 5, 6) and mock infected cells (lanes 1, 2, 3) was calculated at each time post-

infection. Results are means +/- SEM of triplicate independent experiments. (Panel D) 

Representation of autophagic flux intensity by the calculated "LC3-II value, which is the ratio 

of the LC3-II level accumulated in the presence of CQ normalized to the LC3-II level in the 

absence of this drug, derived from the gels displayed in panel A and B and those derived from 

triplicate experiments. The data correspond to the means +/- SEM and statistically analyzed 

using the two-tailed Student t-test: (a) p > 0,1 as compared to corresponding mock cells; (b) p 

< 0,05 as compared to corresponding mock cells; (c) p < 0,01 as compared to corresponding 



D&%"
"

mock cells;  (d) p < 0,05 as compared to corresponding undifferentiated mock cells; (e) p < 

0,01 as compared to corresponding mock cells; (f) p > 0,1 as compared to corresponding 

mock cells.  

 

Figure 4. Rotavirus proteins do not colocalize with autophagosomes. Undifferentiated (U) 

or differentiated (D) Caco-2 cells, grown on glass coverslips, were infected with the RF strain 

of rotavirus (MOI=10) for 12 hours. After fixation and permeabilization, cells were stained 

with a polyclonal antibody raised against LC3 and either with monoclonal antibody raised 

against VP2, unassembled VP4 (7.7), particle-associated VP4 (2G4), VP7, NSP4 or NSP5, as 

indicated. Images were acquired sequentially for the FITC and Cy3 channel. Bars represent 5 

#m. Displayed images are representative of at least duplicate independent experiments.   

 

Figure 5. Increasing autophagy tends to decrease rotavirus production. Quantification by 

plaque assay of viruses released in the culture medium at 12 and 24 hpi of undifferentiated 

(panel A) or differentiated (panel B) Caco-2 cells, left untreated or treated with 10 #M 

Rapamycin (Rapa) alone or in combination with 50 #M Chloroquine (CQ). Chemical drugs 

were added at 1 hpi and maintained during all the infection time. Results are means +/- SEM 

of duplicate independent experiments. 

 

Figure 6. Canonical autophagy functions in Caco-2 cells, but is not involved in rotavirus-

induced LC3 lipidation. (Panels A, B) Differentiating Caco-2 cells were transfected with an 

irrelevant siRNA (siGFP, noted siIRR, 100 nM) or siRNAs directed against Beclin-1 

(siBECN1, 25 nM) (panel A) or ATG13 (siATG13, 100 nM) (panel B), in the absence or 

presence of 50 #M Chloroquine (CQ) during the last hour before harvesting. Cellular extracts 

at 24, 48 and 72h post-transfection were analyzed by Western Blot, using antibodies raised 

against LC3 (panels A and B), Beclin-1 (panel A) or ATG 13 (panel B) and a monoclonal 

antibody against actin (panel A, B). The extinction efficiency was calculated by comparing 

band intensities in siBECN-1 or siATG13 lanes relative to the corresponding siIRR at each 

time post-transfection. The intensity of the LC3-II band (normalized to actin) is represented as 

fold increase compared to the LC3-II intensity in siIRR-transfected cells at 24h post-

transfection. Displayed gels are representative of duplicate independent experiments. (Panel 

C) Representation of autophagic flux intensity as calculated by "LC3-II value. (Panel D) 

Differentiating Caco-2 cells were non-transfected (NT), transfected with siIRR or siBECN-1 

or siATG13 and either mock infected or rotavirus infected at 24h post-transfection. At 24h 
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post-infection (48h post-transfection), cells were harvested and analyzed by Western blot 

using a polyclonal antibody raised against LC3 and a monoclonal antibody against actin. 

Displayed gel is representative of duplicate independent experiments. 

 

Figure 7. Rotavirus infection promotes a specific cleavage of ATG3 in undifferentiated 

cells. (Panel A) Undifferentiated (U) or differentiated (D) Caco-2 cells were mock infected 

(Mock) or rotavirus-infected (RV) with the RF strain of rotavirus (MOI 10) for 8, 16 or 24 

hours. Protein extracts were analyzed by Western blot using a polyclonal antibody directed 

against ATG3 and a monoclonal antibody against actin. Displayed gel is representative of 

triplicate independent experiments. A long exposure image of the gel is displayed to visualize 

the cleaved form of ATG3 (around 35 kDa). A short exposure time image is displayed to 

visualize the changes of ATG3 expression level as a function of the differentiation state. 

(Panel B) ATG3 (37 kDa) band intensities were quantified on gels from three independent 

experiments. Results are means +/- SEM of triplicate independent experiments. (Panel C) 

Band intensities of the two forms of ATG3 (37 kDa and 35 kDa) from undifferentiated Caco-

2 cells were quantified on gels from three experiments. For each condition, the sum of 

intensities of the 37 kDa and 35 kDa bands is considered as 100%. Results are means +/- 

SEM of triplicate independent experiments. 

 

Figure 8. siRNA against BECN-1, ATG13 or LC3 do not decrease rotavirus production. 

(Panel A) Differentiating Caco-2 cells were either transfected with siIRR or siLC3B for 24 or 

48h. LC3 was measured by Western blot as described above. Actin was used to normalize the 

amount of loaded proteins. The displayed gel is representative of two independent 

experiments. (Panel B) Quantification by plaque assay of viruses released in the culture 

medium at 24 hpi of differentiating cells transfected for 48h either with siIRR, siBECN-1, 

siATG13 or siLC3. Results are means +/- SEM of triplicate independent experiments. 
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Implication potentielle de EDEM1 et de GRASP dans le trafic du rotavirus dans les 

cellules Caco-2 

 

 Comme je l’ai explicité dans l’introduction, les mécanismes cellulaires qui pourraient 

participer à la sortie du RE et/ou au trafic intracellulaire non conventionnel du rotavirus sont 

nombreux et n’ont pas été tous exploré. Nous avons vu dans les chapitres précédents que le 

stress du RE et l’UPR étaient certainement impliqués dans la morphogénèse virale. Nos 

résultats indiquent par contre que l’autophagie semble être exclue des processus d’assemblage 

du rotavirus. Pour compléter ce travail, j’ai entrepris des travaux complémentaires et 

préliminaires visant à identifier à terme les mécanismes cellulaires de sortie du RE. Cette 

partie exploratoire a consisté en l’étude de protéines impliquées dans des voies de trafic non 

conventionnelles connectées avec le stress du RE et/ou l’autophagie. J’ai donc entrepris 

l’étude par imagerie confocale de la localisation relative d’EDEM1 et de GRASP (voir 

respectivement les § 1.4.3 p34 et § 2.2.3 p44 de la section Introduction) avec les protéines 

virales, dans les cellules Caco-2 infectées par le rotavirus,   

 

*N !3!(*$IJD7JIB7:><$B;<I$7<>$IJGHJ>B9?>$K<>$;:=JH7B>G<>$
 Les vésicules EDEM représentent une voie de sortie hors du RE pour (i) certains 

acteurs de la machinerie ERAD tels que EDEM1, OS-9, SEL1L, et (ii) certaines protéines à 

dégrader, pour les conduire à la dégradation dans les lysosomes (cf §1.4.3 p34 de la section 

Introduction). Afin de déterminer si les particules virales sortent du RE via les vésicules 

EDEM, la localisation relative de la lectine EDEM1 par rapport à plusieurs protéines virales, 

structurales et non structurales, a été étudiée par microscopie confocale dans les cellules 

Caco-2. L’étude actuelle ne concerne que les cellules non différenciées. Les cellules ont été 

infectées par la souche RF du rotavirus à une multiplicité d’infection (MOI) de 10 Plate-

forming unit (PFU)/cellule et étudiées à 12 h post-infection (hpi), ce qui correspond aux 

étapes actives de la morphogénèse virale dans ces cellules.  

 Dans les cellules infectées, le marquage d’EDEM1 présente une distribution 

vraisemblablement réticulaire et également des structures punctiformes, circulaires ou demi-

circulaires (Fig 32). De manière surprenante, ces structures marquées par EDEM1 le sont 

aussi par les protéines non structurales NSP5 et NSP2, deux composantes clefs des 

viroplasmes (Fabbretti et al., 1999; Contin et al., 2010) (panels e et f). EDEM1 co-localise 

également avec les protéines structurales VP2 et VP6, qui forment respectivement la couche 
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interne et intermédiaire de la capside et qui sont assemblées sur les virions au sein des 

viroplasmes (Trask et al., 2012) (panels a et b). EDEM1 ne co-localise pas avec la protéine 

virale NSP4, protéine intégrale de la membrane du RE qui joue le rôle de récepteur des DLPs 

au cours de leur bourgeonnement dans le RE (O’Brien et al., 2000) (panel g). Cependant, on 

note clairement, à certains endroits, une disposition particulière de NSP4 et d’EDEM1, avec 

le marquage NSP4 entourant les structures punctiformes marquées positivement par EDEM1 

(indiqué par des pointes de flèche). Cette distribution rappelle les parties de la membrane du 

RE contenant NSP4 et formant des protrusions qui entourent les viroplasmes (Berkova et al., 

2006; Hyser et al., 2010; Crawford et al., 2012). NSP3, la protéine non structurale impliquée 

dans la régulation de la traduction des ARNm cellulaires et qui ne se trouve pas dans les 

viroplasmes (Piron et al., 1999), ne co-localise pas avec EDEM1 (panel h). Cet ensemble 

d’observations indique une localisation d’EDEM1 au niveau des viroplasmes dans les cellules 

infectées. 

 Les TLPs ont été visualisés grâce aux anticorps monoclonaux M60 et 2G4, qui 

reconnaissent respectivement VP7 (Mirazimi and Svensson, 2000) et spécifiquement la forme 

de VP4 assemblée aux virions (Burns et al., 1988). VP7 est synthétisée par les ribosomes 

associés au RE, et assemblée sur les virions au sein de ce compartiment (Trask et al., 2012). A 

12 hpi, VP7 est concentrée dans la zone périnucléaire où elle co-localise avec EDEM1 (panel 

c), ce qui correspond à la localisation connue de ces protéines dans le RE. Cependant, aucune 

co-localisation n’a été observée entre EDEM1 et les particules virales ayant acquis VP4 

(panel d), suggérant que ces dernières ne se trouvent pas dans le même compartiment 

qu’EDEM1, que ce soit dans le RE ou dans des vésicules cytoplasmiques. La détermination 

d’un rôle potentiel des vésicules EDEM dans l’étape de sortie du RE des TLP nécessite des 

études plus approfondies.  
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Figure 32. Localisation d’EDEM1 dans les cellules Caco-2 non différenciées infectées 
par le rotavirus. Les cellules sont infectées par la souche RF du rotavirus à une MOI de 10 
PFU/cellule puis visualisées par microscopie confocale à 12 hpi. Les différentes protéines 
virales sont marquées en vert, EDEM1 est marquée en rouge. Pour chaque panel, une seule 
coupe optique est représentée. Les barres correspondent à 10 #m.  
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 Les protéines GRASP (GRASP55 et GRASP65 chez les mammifères) ont initialement 

été découvertes comme protéines d’échafaudage qui contribuent au maintien de la structure de 

l’appareil de Golgi (Barr et al., 1997; Shorter, 1999). De nombreuses études ont rapporté un 

autre rôle de GRASP, qui consiste en son implication dans les voies non conventionnelles de 

sécrétion, dont les mécanismes restent pour l’instant inconnus (cf §2.2 p40 de la section 

Introduction). Afin de déterminer si GRASP participe au trafic non conventionnel du 

rotavirus, la localisation cellulaire de GRASP55 vis-à-vis des TLPs a été étudiée par 

microscopie confocale dans les cellules Caco-2 différenciées, infectées ou non par le 

rotavirus. Les TLPs ont été visualisés grâce au marquage avec l’anticorps monoclonal M60 

dirigé contre VP7 (Mirazimi and Svensson, 2000), ou l’anticorps monoclonal 2G4 dirigé 

spécifiquement contre la forme de VP4 assemblée sur les virions (Burns et al., 1988). 

 Dans les cellules non infectées, GRASP55 adopte une localisation périnucléaire qui 

correspond à l’appareil de Golgi (Fig 33, panel a). Dans les cellules infectées, nous avons 

constaté qu’une partie de GRASP55 forme des structures fragmentées, dispersées dans le 

cytoplasme (Fig 33, panels b et c), ce qui laisse supposer la mise en place d’un événement de 

sécrétion non conventionnelle, tel qu’il a été observé dans les cellules sécrétant l’IL1ß 

(Dupont et al., 2011). GRASP ne co-localise pas avec VP7 ou avec la forme de VP4 

assemblée sur les virions (Fig 33, panels b et c), ce qui indique que GRASP n’est pas présent 

sur l’élément transporteur qui assure le trafic des protéines et/ou particules virales.  
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Figure 33. Localisation de GRASP55 dans les cellules Caco-2 différenciées infectées par 
le rotavirus. Les cellules sont non infectées (Mock) (panel a) ou infectées par la souche RF 
du rotavirus à une MOI de 10 PFU/cellule (panels b-c), puis visualisées par microscopie 
confocale à 12 hpi. Les protéines virales VP7 et VP4 sont marquées en vert, GRASP55 est 
marquée en rouge. Pour chaque panel, une seule coupe optique est représentée. Les barres 
correspondent à 10 #m. 
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L’UPR et l’autophagie sont deux processus cellulaires connectés, qui jouent un rôle 

prépondérant dans la survie cellulaire sous diverses situations de stress (Høyer-Hansen and 

Jäättelä, 2007; Sano and Reed, 2013). L’interaction des virus avec les machineries de l’UPR 

et de l’autophagie conditionne la réplication virale. Au cours de l’évolution, les virus ont 

développés un grand nombre de mécanismes pour moduler l’UPR (He, 2006) et l’autophagie 

(Jordan and Randall, 2012) afin d’optimiser leur cycle réplicatif. Ce travail avait pour objectif 

de déterminer le rôle fonctionnel de l’UPR et de l’autophagie dans la morphogénèse du 

rotavirus dans le but de mieux comprendre les mécanismes de sortie du RE et de trafic 

intracellulaire non conventionnel des particules virales dans les cellules épithéliales 

intestinales.  

 

*N$#8)A"$KB9>$7B$GJ=HLJE@9M><$KC$=J?B;:=C>$
Un travail initié au laboratoire (i) a permis d’isoler les intermédiaires d’assemblage du 

rotavirus correspondant aux étapes de sa morphogénèse qui se déroulent à proximité ou dans 

le RE (bourgeonnement dans le RE, assemblage intra-réticulaire et sortie du RE), et (ii) a 

identifié l’association des chaperonnes réticulaires BiP, CNX, CRT et PDI avec ces 

complexes viraux (Fig 1-7, Manuscrit 1), évoquant ainsi des liens moléculaires entre 

l’assemblage intra-réticulaire du rotavirus et l’induction de l’UPR. Mon travail de thèse a 

permis de montrer que l’infection à rotavirus active l’UPR et module de manière sélective les 

trois voies de cette réponse cellulaire, recrutant ATF6, mais pas PERK, vers les viroplasmes. 

L’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques spécifiques et d’outils génétiques a montré que 

seules les voies IRE1 et PERK sont requises pour une réplication efficace du virus. 

"

*N*N$6I?:;B?:J9$<?$GJKC7B?:J9$K<$78)A"$HB=$7<$=J?B;:=C>$
Ce travail a tout d’abord montré que l’infection à rotavirus active les trois voies de 

l’UPR. L’activation des voies IRE1 et ATF6 ont été  mises en évidence respectivement par 

l’épissage de l’ARNm XBP1 et par la translocation nucléaire de p50ATF6 (Fig 8A et 8B, 

Manuscrit 1). L’activation de la voie PERK a été mise en évidence de manière indirecte en 

montrant que le GSK2606414, un inhibiteur spécifique de l’activité kinase de PERK, inhibe 

jusqu’à 90% de la production virale (Fig 10, Manuscrit 1), ce qui suggère que non seulement 

PERK est activée mais surtout que la signalisation via PERK est requise pour la 

morphogénèse du virus (discutée ultérieurement).  
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De nombreux virus modulent de manière différentielle les trois voies de l’UPR (cf 

§3.4 p59 de la section Introduction). Lors de l’infection à rotavirus, nous avons observé une 

concentration de PERK dans la zone périnucléaire où se trouvait aussi CNX (Fig 9D, 

Manuscrit 1), ce qui correspond au sous-compartiment ERQC précédemment décrit (Kamhi-

Nesher et al., 2001). Etant donné que BiP n’est pas concentré dans le sous-compartiment 

ERQC (Kamhi-Nesher et al., 2001), il a été suggéré que la concentration des senseurs de 

l’UPR dans ce sous-compartiment favoriserait leur activation (Kondratyev et al., 2007). A la 

différence de PERK, une partie d’ATF6 est recrutée vers les viroplasmes où elle co-localise 

avec VP2 et l’ARNdb viral (Fig 9C, Manuscrit 1). Cela constitue un mécanisme 

d’atténuation de la voie ATF6 par le rotavirus, comme l’ont déjà suggéré Zambrano et 

collègues (Zambrano et al., 2011). La signalisation via IRE1, quant à elle, n’est pas atténuée 

au cours de l’infection, comme le suggère l’augmentation progressive de la forme épissée de 

l’ARNm XBP1 de 2 à 8 hpi (Fig 8A, Manuscrit 1). Nous avons d’ailleurs observé une co-

localisation des complexes viraux avec les senseurs de l’UPR (Fig 9, Manuscrit 1), ce qui 

suggère un lien moléculaire entre l’assemblage viral et la modulation des voies de 

signalisation de l’UPR. Cela explique certainement le fait que différentes souches de rotavirus 

puissent moduler différemment les trois voies de l’UPR, car ces souches ne sollicitent pas de 

manière identique la machinerie de repliement et de contrôle qualité des protéines dans le RE 

ainsi que les senseurs de l’UPR. Par exemple les souches OSU et RRV induisent la 

séquestration à la fois d’ATF6 et de PERK dans les viroplasmes (Zambrano et al., 2011), 

tandis que la souche RF utilisée dans ce travail séquestre uniquement ATF6. 

 

*N.N$"\7<$eJ9I?:J99<7$K<>$;J:<>$%"!*$<?$A!"f$KB9>$7B$GJ=HLJE@9M><$KC$=J?B;:=C>$
Notre exploration du rôle fonctionnel de l’UPR dans la morphogénèse du rotavirus est 

principalement basée sur l’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques de référence, 

spécifiques de chacune des voies de l’UPR et dont la non-toxicité sur les cellules aux 

concentrations utilisées a été vérifiée. Le 4#8c (Cross et al., 2012) et la toyocamicine (Ri et 

al., 2012) sont deux inhibiteurs qui ciblent le domaine RNAse d’IRE1 et inhibent 

efficacement l’épissage de l’ARNm XBP1 ainsi que l’activité RIDD, sans affecter l’activité 

kinase d’IRE1 ni les voies PERK et ATF6. Le GSK2606414 fait partie d’un groupe 

d’inhibiteurs de kinases optimisés pour être hautement efficaces et spécifiques de PERK (les 

IC50 pour les autres kinases testées sont au moins 100 fois supérieures à l’IC50 pour PERK) 

(Axten et al., 2012). Ces trois inhibiteurs affectent significativement la production virale (Fig 
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10A, Manuscrit 1), ce qui indique que les voies PERK et IRE1 sont requises pour la 

morphogénèse du rotavirus. Au contraire, l’inhibition de la voie ATF6, via le 16F16 qui 

inhibe le trafic d’ATF6 vers l’appareil de Golgi (Higa et al., 2014) (Fig 10A, Manuscrit 1), 

ou via l’extinction de l’expression d’ATF6 par shRNA (Fig 10B, Manuscrit 1), n’a pas 

d’impact sur la production virale. Ces résultats sont en corrélation avec la façon dont 

l’infection à rotavirus affecte différentiellement les senseurs de l’UPR, atténuant 

vraisemblablement la signalisation via ATF6 mais pas celles via PERK et IRE1. 

Il a été montré que dans les cellules infectées par le rotavirus, la kinase principalement 

responsable de la phosphorylation d’eIF2! était PKR et pas PERK (Rojas et al., 2010b). Cela 

suggère que l’effet bénéfique de la voie PERK sur la morphogénèse virale ne passerait pas par 

les effecteurs P-eIF2!/ATF4. Un autre effecteur de PERK, le  facteur de transcription Nrf2, a 

été identifié comme une seconde cible phosphorylable par PERK (Cullinan et al., 2003). Nrf2 

contribue à la résolution du stress du RE en induisant l’expression (i) des gènes impliqués 

dans la réponse au stress oxydant, ce qui permet de limiter l’accumulation des espèces 

réactives de l’oxygène générées lors du stress du RE (Cullinan and Diehl, 2006) et (ii) des 

gènes codant pour les sous-unités du protéasome, ce qui permet de renforcer la dégradation 

des protéines du RE via la voie ERAD (Kwak et al., 2003).  

L’activité RNAse d’IRE1 permet, entre autres, l’épissage de l’ARNm XBP1 et la 

synthèse du facteur de transcription XBP1 actif (Hetz et al., 2013). L’effet négatif du 4#8c ou 

de la toyocamicine sur la production virale suggère qu’un ou plusieurs des gènes transcrits par 

XBP1 seraient impliqués dans la morphogénèse du rotavirus. XBP1 est connu comme 

induisant l’expression des protéines chaperonnes, des acteurs de la machinerie ERAD 

(Yoshida et al., 1998, 2001a; Yamamoto et al., 2004) et des enzymes du métabolisme 

lipidique (Lee et al., 2008). D’ailleurs, dans le contexte où l’expression des gènes cibles de 

l’UPR est contrecarrée au niveau traductionnel par le shut-off  de la traduction des protéines 

cellulaires provoqué par la protéine virale NSP3 (Trujillo-Alonso et al., 2011), nos résultats 

suggèrent que le rotavirus ne requerrait pas une expression optimale des gènes cibles de 

XBP1 pour sa morphogénèse.  

Le Salubrinal (Boyce et al., 2005) et le Guanabenz (Tsaytler et al., 2011) figurent 

parmi les inhibiteurs de stress du RE car ils maintiennent eIF2! à l’état phosphorylé et de ce 

fait inhibent la reprise de la synthèse protéique. Dans les cellules infectées par le rotavirus, la 

traduction des protéines cellulaires est déjà régulée négativement par deux mécanismes : (i) la 

phosphorylation d’eIF2a principalement par PKR (Rojas et al., 2010b) et (ii) le shut-off de la 
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traduction induit par NSP3 (Piron et al., 1998). Il a été montré que le Salubrinal n’affecte pas 

la traduction des protéines virales (Rojas et al., 2010b). Ainsi, le fait que le Salubrinal et le 

Guanabenz réduisent jusqu’à 95% de la production virale suggère que le déroulement correct 

du cycle viral nécessite la traduction des protéines cellulaires, bien que ce processus soit à un 

niveau réduit. En accord avec cela, nous avons observé que l’effet du Salubrinal est cumulatif 

avec celui du 4#8c dans la réduction de la production virale (Fig 10A, Manuscrit 1).  

 

.N$#8BC?JHLBE:<$KB9>$7B$GJ=HLJE@9M><$KC$=J?B;:=C>$
 Notre étude de l’autophagie au cours de l’infection à rotavirus dans les cellules 

épithéliales intestinales Caco-2 s’inscrit dans le contexte où (i) le rôle de l’autophagie dans la 

morphogénèse du rotavirus reste en débat (Crawford et al., 2012; Arnoldi et al., 2014) et (ii) 

où le modèle cellulaire MA104 utilisé dans les études antérieures ne permet pas de voir un 

potentiel rôle de l’autophagie dans le trafic intracellulaire non conventionnel des particules 

virales. Nous avons montré que : (i) le rotavirus interfère à la fois avec l’initiation et les 

étapes tardives de l’autophagie ; (ii) uniquement dans les cellules Caco-2 au stade non 

différencié, l’infection induit une lipidation de LC3 qui n’est pas reliée au processus 

autophagique, qui ne dépend pas de la machinerie canonique de l’autophagie, et qui corrèle 

avec un clivage spécifique d’ATG3; (iii) ni l’autophagie, ni a lipidation de LC3 induite par 

l’infection, ne sont impliquées dans la morphogénèse virale. 
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 L’importance de l’autophagie est reconnue durant le développement embryonnaire 

chez les mammifères et dans la différenciation cellulaire (érythrocytes, lymphocytes, 

adipocytes) (Mizushima and Levine, 2010). Des travaux précédents du laboratoire dans les 

cellules intestinales HT-29 et Caco-2 ont montré une diminution de l’activité autophagique au 

cours de la différenciation cellulaire, caractérisée par une augmentation de la stabilité des 

glycoprotéines, dont l’enzyme saccharase-isomaltase (SI) de la bordure en brosse (Ogier-

Denis et al., 1988; Trugnan et al., 1991; Houri et al., 1993). Ce changement de l’activité 

autophagique pourrait faire que la relation rotavirus – autophagie dans les cellules intestinales 

différenciées soit différente de celle observée dans les cellules non différenciées, ou encore de 

celle des cellules MA104, qui sont des cellules rénales non polarisées, éloignées 

morphologiquement et fonctionnellement de la cible naturelle du rotavirus. Pour ces raisons, 



D(&"
"

nous avons choisi le modèle cellulaire Caco-2 pour étudier l’autophagie au cours de 

l’infection à rotavirus, en comparant les cellules différenciées et non différenciées.   

 Nous avons tout d’abord caractérisé le statut autophagique basal des cellules Caco-2 

non différenciées versus différenciées, en dehors du cntexte de l’infection, statut défini par (i) 

le niveau d’expression des marqueurs de l’autophagie et (ii) par la capacité dégradative, c’est-

à-dire l’intensité du flux autophagique. Nous avons démontré une forte diminution du flux 

autophagique dans les cellules différenciées (Fig 2 et 3, Manuscrit 2). Dans le même temps, 

nous avons constaté que ces cellules exprimaient un niveau plus élevé de protéines clefs de 

l’autophagie comme LC3, ATG4B, ATG16L1 et ATG3 (Fig 1C et 1D, Figure 7, Manuscrit 

2), comparé aux cellules non différenciées. Cela suggère qu’il y aurait probablement plus 

d’initiation de l’autophagie dans les cellules différenciées, ce qui n’a jusqu’alors pas été 

adressé, car les études antérieures ont évalué le statut autophagique uniquement par la 

capacité dégradative (Groulx et al., 2012; Houri et al., 1993; Ogier-Denis et al., 1988; 

Trugnan et al., 1991). Ceci constitue donc une question qui reste à élucider.  

 Il est bien établi que le cycle du rotavirus dans les cellules Caco-2 différenciées est un 

cycle non lytique (Svensson et al., 1991; Jourdan et al., 1997; Halasz et al., 2010), les virions 

étant relargués selon une voie de trafic non conventionnelle contournant l’appareil de Golgi 

(Jourdan et al., 1997), contrairement au cycle lytique observé dans les cellules MA104 

(Musalem and Espejo, 1985; Pérez et al., 1998). Cependant, le mode de sortie du rotavirus des 

cellules Caco-2 non différenciées n’a jusqu’à présent pas été caractérisé. Nous avons montré 

que dans les cellules Caco-2, quel que soit leur état de différenciation, le rotavirus adopte un 

cycle non lytique (Fig 1D, Manuscrit 2). Ce constat indique que les cellules Caco-2, non 

différenciées ou différenciées, sont un modèle cellulaire judicieux pour étudier une potentielle 

contribution de l’autophagie dans le trafic non conventionnel du rotavirus, ce qui n’est 

probablement pas le cas des cellules MA104 dans lesquelles ont été réalisés les précédents 

travaux sur les relations autophagie-rotavirus (Crawford et al., 2012; Arnoldi et al., 2014). 
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 Le statut autophagique basal, qui varie en fonction de l’état de différenciation des 

cellules Caco-2, ne conditionne pas la façon dont l’infection à rotavirus module le processus 

autophagique. L’infection à rotavirus n’induit pas de changement du nombre 

d’autophagosomes dans les cellules Caco-2, quelque soit leur état de différenciation (Fig 2, 

Manuscrit 2). Tandis que la rapamycine, qui induit l’autophagie et la chloroquine, qui bloque 
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la fusion des autophagosome avec les lysosomes conduisent à une augmentation du nombre 

d’autophagosomes dans les cellules non infectées, ces drogues ne montrent pas d’effet sur le 

nombre d’autophagosomes dans les cellules infectées. Cela suggère fortement que l’infection 

à rotavirus inhibe à la fois la formation des autophagosomes et la fusion de ceux-ci avec les 

lysosomes.  

 Le blocage du flux autophagique par l’infection à rotavirus a également été observé 

dans les cellules MA104 (Crawford et al., 2012; Arnoldi et al., 2014). Concernant l’étape 

d’initiation de l’autophagie, Crawford et collègues ont conclu indirectement que l’infection à 

rotavirus induit l’autophagie, par un mécanisme impliquant la protéine virale NSP4 qui 

provoque la fuite du Ca2+ du RE, ce qui active l’autophagie via la voie CaMKK!/AMPK 

(Crawford et al., 2012). D’autres signaux potentiellement inducteurs de l’autophagie comme 

l’activation de la voie JNK (Holloway and Coulson, 2006) ou l’activation de l’UPR 

(Zambrano et al., 2011; Trujillo-Alonso et al., 2011) sont initiés par l’infection à rotavirus. 

Notre travail indique que, malgré la présence de ces signaux, le rotavirus bloque efficacement 

la formation et la dynamique des autophagosomes. Il reste bien entendu à identifier la ou les 

protéine(s) virale impliquées dans ces effets. 
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 La relation rotavirus - autophagie s’avère bien plus complexe car elle implique un 

découplage entre : (i) d’un côté, l’effet de l’infection sur le processus autophagique 

proprement dit, c’est-à-dire de la formation des autophagosomes jusqu’à leur fusion avec les 

lysosomes, et qui, comme discuté précédemment, ne dépend pas de l’état de différenciation 

des cellules Caco-2 ; (ii) d’un autre côté, l’effet de l’infection sur le fonctionnement de la 

machinerie autophagique.  

 De manière surprenante, uniquement dans les cellules Caco-2 non différenciées, 

l’infection à rotavirus induit une augmentation de la forme lipidée de LC3 (LC3-II) aux temps 

intermédiaires et tardifs du cycle viral (16 et 24 hpi) (Fig 3, Manuscrit 2). Cette lipidation de 

LC3 n’est pas associée à l’autophagie, puisque elle ne dépend pas de la machinerie canonique 

d’induction de ce processus: elle a toujours lieu même en absence de Beclin-1 ou d’ATG13, 

deux protéines clefs impliquées précocement dans l’initiation de l’autophagie (Yang and 

Klionsky, 2010) (Fig 6, Manuscrit 2). Ces données sont cohérentes avec l’observation que  

l’infection interfère avec la formation des autophagosomes (Fig 2, Manuscrit 2). Nos 
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résultats sont donc de ce point de vue en parfait accord avec les observations d’Arnoldi et 

collègues (Arnoldi et al., 2014).  
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 Les mécanismes qui assurent la restriction spatiale de LC3 sur les membranes 

autophagiques, bien que incomplètement caractérisés, semblent reposer sur le complexe 

ATG5-ATG12-ATG16 (Fujita et al., 2008) ainsi que sur ATG3 (Noda et al., 2012; Nath et al., 

2014). Nous avons émis l’hypothèse que l’infection à rotavirus perturberait le fonctionnement 

de ces enzymes directement impliquées dans la lipidation de LC3, pouvant conduire à une 

lipidation ectopique sur des membranes autres que les autophagosomes. L’infection à 

rotavirus n’affecte pas le niveau d’ATG16L1, ni la quantité de complexe ATG5-ATG12 (Fig 

1C, Manuscrit 2). Cependant, l’infection provoque le clivage d’ATG3, cela uniquement dans 

les cellules Caco-2 non différenciées (Fig 7, Manuscrit 2). L’apparition des formes clivées 

d’ATG3 suit la même cinétique que l’augmentation de la lipidation de LC3. Il s’agit d’un 

clivage progressif, avec l’apparition de différents produits de clivages à 16 hpi, pour aboutir, à 

24 hpi, à une seule forme d’environ 35 kDa, soit environ 2 kDa de moins que la forme native.   

 A notre connaissance, une telle modification post-traductionnelle d’ATG3 n’a à ce 

jour jamais été décrite. Oral et collègues ont mentionné un mécanisme d’inhibition de 

l’autophagie dû au clivage d’ATG3 par la Caspase 8, qui génère deux fragments de taille 

semblable (Oral et al., 2012). Dans les cellules Caco-2, le clivage d’ATG3 observé au cours 

de l’infection à rotavirus serait soumis à deux niveaux de modulation : d’une part par 

l’infection et d’autre part par l’état de différenciation des cellules. Le rôle de cette 

modification d’ATG3 dans la modulation de l’autophagie et/ou dans l’induction d’une 

lipidation ectopique de LC3 par le rotavirus reste à élucider. 
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 Ce travail a fourni plusieurs preuves directes qui convergent vers le fait que 

l’autophagie n’est pas impliquée dans la morphogénèse du rotavirus. En effet, la modulation 

de l’autophagie, que ce soit (i) une induction par la rapamycine, (ii) une inhibition par 

l’extinction des protéines clefs de l’autophagie comme Beclin-1, ATG13 ou LC3B, ou (iii) un 

blocage du flux autophagique par la chloroquine, n’affecte que peu, ou pas, la production 

virale (Fig 5 et 8, Manuscrit 2). Dans les conditions d’induction de l’autophagie ou de 
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blocage du flux, la tendance serait plutôt à la diminution de la production virale, alors que 

dans les condition de suppression de LC3, donc de l’autophagie canonique, la tendance est 

inverse, à savoir une légère augmentation de la production virale. Ces observations qui restent 

à confirmer, plaideraient plutôt pour un rôle de contrôle négatif de l’autophagie sur l’infection 

à rotavirus. 

 Afin de répondre à notre question spécifique concernant une potentielle implication 

des membranes autophagiques dans le trafic intracellulaire des protéines et/ou particules 

virales, la localisation relative des protéines virales avec la protéine LC3 marqueur des 

autophagosomes a été examinée par imagerie confocale (Fig 4, Manuscrit 2). Nous n’avons 

observé aucune co-localisation de LC3 avec les protéines structurales du rotavirus, ce qui 

indique que les autophagosomes ne sont pas des plateformes assurant le trafic non 

conventionnel des virions. Aucune co-localisation de LC3 n’est non plus observée avec les 

viroplasmes, marqués par les protéines non structurales NSP5 et NSP2. Enfin l’absence de co-

marquages des structures punctiformes de LC3 (dots LC3) avec l’anticorps 2G4, qui ne 

reconnaît que la protéine VP4 assemblée sur les particules virales (Burns et al., 1988), 

indiquent que les membranes autophagiques ne peuvent servir au transport des néo-virions. 

L’absence d’interaction entre les protéines virales et les autophagosomes que nous avons 

observée rejoint parfaitement les observations d’Arnoldi et collègues dans les cellules MA104 

(Arnoldi et al., 2014). Nous n’excluons pas le fait que des autophagosomes en cours de 

formation à partir du RE puissent interagir avec les viroplasmes, comme l’ont observé 

Crawford et collègues (Crawford et al., 2012), étant donné que les viroplasmes sont à 

proximité, voire en contact avec la membrane du RE (Petrie et al., 1984). Cependant, 

l’ensemble de nos résultats suggère que même s’il peut avoir lieu, ce phénomène n’aurait pas 

de conséquences sur la morphogénèse du rotavirus.  

Etant donné que dans les cellules Caco-2 non différenciées le rotavirus induit une 

lipidation de LC3 qui n’est pas associée aux autophagosomes, nous avons cherché à 

déterminer le rôle de processus dans le cycle viral. L’extinction de LC3B par siRNA, quoique 

efficace jusqu’à plus de 70%, ne réduit pas le titre viral (Fig 8, Manuscrit 2). Cela indique 

que la morphogénèse du rotavirus ne requiert pas les membranes contenant LC3-II, incluant 

les autophagosomes et les membranes de nature indéterminée, induites par l’infection. 

L’indépendance de la production virale par rapport à la lipidation de LC3 est aussi soulignée 

par le fait que les cellules Caco-2 différenciées, dans lesquelles l’infection n’induit pas de 

lipidation de LC3, produisent jusqu’à 100 fois plus de virus que les cellules non différenciées 

(Fig 5, Manuscrit 2).  A ce niveau, nos résultats diffèrent d’une précédente observation selon 
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laquelle l’extinction de LC3 réduisait d’environ 2,5 fois la production virale dans les cellules 

MA104 (Arnoldi et al., 2014). Cela pourrait s’expliquer par le fait que la morphogénèse du 

rotavirus dans les cellules Caco-2 diffère radicalement de celle dans cellules MA104. 
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 Les vésicules contenant, entre autres, des composants de la machinerie ERAD comme 

EDEM1, OS-9 et SEL1L, appelées « vésicules EDEM », constituent un des mécanismes 

permettant d’adresser des constituants intra-réticulaires vers les lysosomes (Calì et al., 2008; 

Zuber et al., 2007). La formation de ces vésicules reposerait sur l’association de la forme non 

lipidée de LC3 (LC3-I) à la partie cytoplasmique de SEL1L, ce qui permet de concentrer 

SEL1, EDEM1 et OS9 dans ces vésicules (Bernasconi et al., 2012). Ces vésicules ont été 

impliquées dans le transport du coronavirus du RE vers le milieu extracellulaire (Reggiori et 

al., 2010). Deux arguments laissent penser que le rotavirus n’emprunterait pas les vésicules 

EDEM pour sortir du RE : (i) aucune co-localisation des protéines virales avec LC3 n’a été 

observée (Fig 4, Manuscrit 2); (ii) l’extinction de LC3 ne réduit pas la production virale (Fig 

8, Manuscrit 2). 

 Cependant, de manière inattendue, nous avons observé la localisation d’EDEM1 au 

niveau des viroplasmes dans les cellules infectées (Fig 32). La localisation intracellulaire 

d’EDEM1 est plus complexe qu’un pool réticulaire et un pool cytoplasmique contenu dans 

des vésicules recouvertes de LC3-I, car EDEM1 peut également se retrouver libre dans le 

cytoplasme. En effet, Le Fourn et collègues ont montré qu’une fois dans le cytoplasme, la 

couche lipidique des vésicules EDEM se dissout selon un mécanisme encore inconnu, et 

qu’ensuite les protéines précédemment contenues dans ces vésicules sont enveloppées dans 

des autophagosomes, puis dégradées dans les lysosomes (Le Fourn et al., 2013). La nature du 

pool d’EDEM1 associé aux viroplasmes, et surtout le rôle de cette association dans le cycle 

viral, devront faire l’objet d’études ultérieures.  
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 Une caractéristique émergente commune à plusieurs voies de sécrétion non 

conventionnelle est l’implication des protéines GRASP (GRASP55 et GRASP65 chez les 

mammifères), connues initialement pour leur rôle dans le maintien de l’empilement des 

citernes golgiennes (Giuliani et al., 2011). Des expériences préliminaires dans les cellules 
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Caco-2 différenciées ont montré que l’infection à rotavirus induisait un changement de 

localisation de GRASP55 (Fig 33). Dans les cellules non infectées, GRASP adopte une 

localisation correspondant aux citernes golgiennes, tandis que dans les cellules infectées, une 

partie de GRASP est dispersée dans le cytoplasme. Une telle désorganisation de GRASP a été 

précédemment observée lors de la sécrétion non conventionnelle de l’IL1ß (Dupont et al., 

2011), ce qui suggère que l’infection à rotavirus induit la mise en place d’une voie de 

sécrétion non conventionnelle. 

 La machinerie de l’autophagie semble converger vers une voie de sécrétion non 

conventionnelle impliquant GRASP, dans laquelle les membranes autophagiques serviraient 

de transporteur de cargo, tandis que le rôle de GRASP reste obscur (Deretic et al., 2012). 

GRASP serait probablement impliqué dans l’arrimage des vésicules de transport de cargos 

avec leur compartiment cible, ce rôle étant déduit de son rôle dans l’empilement des citernes 

golgiennes (Giuliani et al., 2011), et dépendrait des motifs PDZ (Giuliani et al., 2011) dont le 

rôle dans le ciblage apical a été suggéré (Gee et al., 2011). Dans les cellules Caco-2 infectées, 

les particules virales matures, visualisées par les protéines structurales VP7 et VP4 exposées à 

leur surface, ne co-localisent pas avec GRASP55 (Fig 33). Cela indique que GRASP n’est pas 

impliqué directement dans le trafic non conventionnel du rotavirus en tant que protéine 

d’arrimage présent sur l’élément transporteur. Malgré cela, et malgré le fait que le trafic 

intracellulaire du rotavirus n’emprunte pas les autophagosomes, le rôle de GRASP dans 

l’étape de sortie du rotavirus mérite d’être approfondi car (i) le rôle de GRASP en tant que 

protéine d’arrimage dans la sécrétion non conventionnelle n’est qu’un rôle supposé, et (ii) 

l’implication de GRASP et de la machinerie autophagique dans une même voie de sécrétion 

non conventionnelle reste pour l’instant une corrélation tirée de plusieurs exemples de cargos 

sécrétés de manière non conventionnelle (Dupont et al., 2011; Duran et al., 2010; Gee et al., 

2011; Kinseth et al., 2007; Manjithaya et al., 2010). 
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 En conclusion, mon travail de thèse, dédié à l’étude de l’implication de l’UPR et de 

l’autophagie dans la morphogénèse du rotavirus, a montré que (i) l’infection à rotavirus active 

et module de manière différentielle les trois voies de l’UPR ; (ii) les voies IRE1 et PERK sont 

strictement requises pour une réplication efficace du virus ; (iii) l’infection bloque à la fois la 

formation et la maturation des autophagosomes ; mais (iv) induit, uniquement dans les 

cellules Caco-2 non différenciées, une lipidation ectopique de LC3, qui n’est pas associée aux 
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autophagosomes, ne dépend pas de la machinerie canonique d’induction de l’autophagie et 

corrèle avec un clivage de l’enzyme ATG3 impliquée dans le processus de lipidation; (v) ni 

l’autophagie, ni la lipidation de LC3 induite par l’infection ne sont requis pour la 

morphogénèse virale. 

 Les résultats obtenus ouvrent plusieurs perspectives de recherche, qui découlent plus 

ou moins directement de la problématique initiale du travail.  
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 En montrant l’importance fonctionnelle de la voie IRE1 de l’UPR dans la 

morphogénèse du rotavirus, ce travail suggère une implication des composants de la 

machinerie ERAD, dont l’expression est activée par XBP1 (Yoshida et al., 2001a; Yamamoto 

et al., 2004). De ce point de vue, la localisation d’EDEM1 au niveau des viroplasmes, 

constatée de façon inattendue dans ce travail, mérite d’être caractérisé plus amplement.  

 L’exemple des virus membres de la famille des Polyomaviridae, tel que le SV40, est 

ici particulièrement intéressant dans le sens où il s’agit de virus nus, qui atteignent le RE 

après endocytose, puis doivent ressortir de ce compartiment pour débuter leur cycle infectieux 

dans le cytoplasme (Inoue and Tsai, 2011). Il a été montré que ces virus requièrent des 

composants de la machinerie ERAD pour sortir du RE (Bennett et al., 2013; Geiger et al., 

2011). Dû à la contrainte de taille, il est peu probable que les particules virales ressortent du 

RE par rétro-translocation. Ainsi, l’exemple des Polyomavirus suggère fortement l’existence 

d’une voie de sortie du RE n’empruntant pas le complexe de rétro-translocation mais une 

partie de la machinerie ERAD. Concernant le rotavirus, deux travaux ont montré que 

l’intégrité de la machinerie ERAD et du protéasome est requise pour sa morphogénèse 

(Broquet et al., 2006; Contin et al., 2010). Il importe donc de poursuivre cette piste de 

recherche. 
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 L’étude de l’autophagie au cours de l’infection à rotavirus que j’ai entreprise durant 

ma thèse, bien qu’elle indique clairement que ce processus n’est pas impliqué dans la 

morphogénèse virale, a révélé plusieurs aspects atypiques dans l’interaction du rotavirus avec 

la machinerie autophagique : (i) une lipidation ectopique de LC3 non associée au 

autophagosomes; (ii) un clivage d’ATG3 jusqu’alors jamais décrit et (iii) le fait que ces deux 

processus dépendent de l’état de différenciation des cellules Caco-2.  
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 La modification d’ATG3 observée au cours de l’infection, bien que surprenante, n’est 

pas anodine dans le sens où ATG3 est l’enzyme directement impliquée dans la lipidation de 

LC3 (Noda, 2012). De plus ATG3 est impliquée dans la sélection du site membranaire où a 

lieu cette lipidation, par un mécanisme de détection de la courbure membranaire (Nath, 2014). 

De ce fait, une perspective proche émergeant directement de ce travail est la caractérisation 

du clivage d’ATG3 induit par l’infection ainsi que le lien avec la lipidation ectopique de LC3. 

Nous avons d’ailleurs entrepris cette étude en nous appuyant sur l’expertise du laboratoire en 

spectrométrie de masse. Ce travail devrait permettre d’identifier le site de clivage d’ATG3, 

puis de rechercher les mécanismes responsables de ce clivage. Un tel mécanisme pourrait être 

à l’origine d’une voie de régulation de l’autophagie jusqu’ici inconnue.  
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 Le rôle de l’autophagie dans la différenciation des cellules intestinales n’était pas le 

point central de ce travail. Néanmoins, le fait que nous ayons observé dans les cellules Caco-2 

différenciées une forte expression de plusieurs marqueurs de l’autophagie accompagnée, de 

façon paradoxale, d’un ralentissement du flux autophagique, évoque une question intrigante : 

dans les cellules différenciées, les autophagosomes seraient-ils utilisés dans un autre but que 

celui de la dégradation de composants cellulaires ? Avec le rôle de plus en plus reconnu de 

l’autophagie dans la sécrétion des protéines (Deretic et al., 2012) et avec la notion 

d’autophagosomes sécrétoires (Bruns et al., 2011), il est tout à fait envisageable qu’un 

événement lié à la différenciation cellulaire puisse faire pencher l’autophagie vers la sécrétion 

plus que vers la dégradation. Ainsi, même si nous avons démontré l’absence d’implication 

directe de l’autophagie dans le trafic non conventionnel du rotavirus, le rôle de l’autophagie 

dans l’activité sécrétoire des cellules intestinales au cours de la différenciation constitue une 

perspective de recherche particulièrement stimulante.  
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Transfection of exogenous rotavirus rearranged
RNA segments in cells infected with a WT rotavirus
results in subsequent gene rearrangements
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Group A rotaviruses, members of the family Reoviridae, are a major cause of infantile acute
gastroenteritis. The rotavirus genome consists of 11 dsRNA segments. In some cases, an RNA
segment is replaced by a rearranged RNA segment, which is derived from its standard
counterpart by partial sequence duplication. It has been shown that some rearranged segments
are preferentially encapsidated into viral progenies after serial passages in cell culture. Based on
this characteristic, a reverse genetics system was used previously to introduce exogenous
segment 7 rearrangements into an infectious rotavirus. This study extends this reverse genetics
system to RNA segments 5 and 11. Transfection of exogenous rotavirus rearranged RNA
segment 5 or 11 into cells infected with a WT helper rotavirus (bovine strain RF) resulted in
subsequent gene rearrangements in the viral progeny. Whilst recombinant viruses were rescued
with an exogenous rearranged segment 11, the exogenous segment was modified by a
secondary rearrangement. The occurrence of spontaneous rearrangements of WT or exogenous
segments is a major hindrance to the use of this reverse genetics approach.

INTRODUCTION

Group A rotaviruses, members of the family Reoviridae,
are a major cause of infantile viral gastroenteritis and are
responsible for approximately 450 000 deaths each year
(Estes & Kapikian, 2007; Tate et al., 2012). Rotavirus
genomes consist of 11 dsRNA segments, encoding six
structural and six non-structural proteins (Estes & Kapikian,
2007). The 11 dsRNA segments can be separated by PAGE
into a specific RNA profile called an electropherotype.

Development of a reverse genetics system is essential for
advances in understanding the rotavirus replication
cycle and its molecular pathogenesis. Attempts to develop
a complete reverse genetics system for rotavirus to allow
recovery of infectious recombinant viruses following
transfection of the 11 positive RNA or cDNA segments
have been unsuccessful (Richards et al., 2013). Currently,
only helper virus-dependent and gene-specific reverse
genetics systems have been developed (Komoto et al.,
2006, 2008; Navarro et al., 2013; Trask et al., 2010; Troupin
et al., 2010).

The first reported reverse genetics system was based on the
use of the human rotavirus KU as the helper virus and of
segment 4 (encoding VP4) of simian rotavirus SA11 as the
exogenous segment. The recombinant viruses containing
the simian VP4 gene were recovered from cell culture using
neutralizing antibodies targeting VP4 of the human virus
to eliminate WT helper viruses (Komoto et al., 2006). As
neutralizing antibodies are needed to select recombinant
viruses, this system is restricted to exogenous segments
encoding surface antigenic proteins.
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Another promising reverse genetics system was developed
in 2010, in which two independent strategies were used
to eliminate helper viruses and to recover recombinant
viruses. In this system, simian rotavirus SA11 with a
temperature-sensitive (ts) mutation in gene 8, encoding the
NSP2 protein, was used as the helper virus, with WT gene 8
as the exogenous gene. Viruses were then propagated in cell
culture at non-permissive temperatures, in conjunction
with RNA interference-mediated degradation of ts NSP2
mRNA. Only recombinant viruses having incorporated
WT exogenous gene 8 were recovered under this double
selection pressure (Trask et al., 2010).

The reverse genetics system described by Troupin et al.
(2010) is based on the use of an exogenous rearranged
RNA segment that replaces the homologous WT segment of
the helper rotavirus. Gene rearrangement is a well-known
phenomenon among rotaviruses (reviewed by Desselberger,
1996; Matthijnssens et al., 2006). For some rotavirus strains,
rearranged segments can replace standard-sized segments.
Rotaviruses with a rearranged genome have been isolated
from chronically infected immunocompromised youths
(Bellinzoni et al., 1987; Hundley et al., 1987) and can be
generated in cell culture by serial passages of rotavirus at
high m.o.i. (Alam et al., 2008; Hundley et al., 1985; Kojima
et al., 2000; Méndez et al., 1992; Patton et al., 2001). In most
cases, the rearrangement results from a partial head-to-tail
duplication of the dsRNA segment: the sequence includes
an unmodified 59 untranslated region (UTR) and ORF
followed by a duplication of the 59 region, initiated at
various positions after the stop codon and extending to the
39 end, resulting in a long 39 UTR (Desselberger, 1996).

In a previous study, rearranged segments 7 and 11 were
found to be preferentially encapsidated into viral progeny
after serial passages in cell culture (Troupin et al., 2011).
Considering these results, the reverse genetics system
developed by Troupin et al. (2010) exploits the ability of
rearranged segments to be maintained and amplified in the
viral progeny without the need for any selective pressure
other than selection inherent to cell culture. This system
allowed the recovery of recombinant helper bovine rota-
viruses having incorporated different forms of exogenous
rearranged segment 7 (Troupin et al., 2010).

As the development of a complete reverse genetics system
for rotavirus remains unsuccessful, we decided to extend
the reverse genetics system based on rearranged segments
to RNA segments 5 and 11. These segments were chosen, as
rearrangements of these two segments have been reported
to occur frequently (Cao et al., 2008; Kojima et al., 2000;
Patton et al., 2001; Schnepf et al., 2008) and because
rearranged segment 11 has already been shown to be
preferentially encapsidated into viral progeny (Troupin
et al., 2011).

Unexpectedly, the results showed that transfection of
exogenous rotavirus rearranged RNA segment 5 or 11
into cells infected with a WT helper rotavirus resulted
in subsequent gene rearrangements in the viral progeny.

Moreover, when an exogenous rearranged segment 11
was used, viruses with a secondary rearrangement of the
exogenous RNA were recovered after passaging in MA-104
cell cultures.

RESULTS AND DISCUSSION

Our aim was to extend the reverse genetics system
successfully used for rearranged segment 7 (Troupin et al.,
2010) to rearranged segments 5 (5R) and 11 (11R). Based on
the hypothesis that rearranged segments are preferentially
packaged into viruses, we expected that the use of segments
5R and 11R might promote the rescue of recombinant
viruses with no selection pressure other than serial passage
in culture. Plasmid constructs containing the rearranged
sequences were used in reverse genetics experiments to
provide exogenous segments. Point mutations were intro-
duced into the cDNA sequences in order to distinguish
between original and exogenous sequences. The helper virus
was the bovine rotavirus RF, which contains WT non-
rearranged segments. Empty pRiboz plasmid with no insert
served as a control. All experiments were performed in
duplicate. Reverse transcription (RT)-PCR and PAGE were
used to detect potential recombinant viruses in the viral
progeny produced over MA-104 serial passages of the RF
helper virus.

Reverse genetics assays using 5R segments

Different constructions of 5R segments derived from the
bovine rotavirus RF, which encodes a WT NSP1, were used
in the reverse genetics experiments. Five different types of
rearrangement were obtained from the cDNA of the original
segment 5 cloned into the pRiboz plasmid (Fig. 1). Two
rearrangements corresponded to the 5R segments of two
infectious rotavirus RF clones C1.17 and C2.22. The three
remaining rearranged segments contained various sizes of
duplicated sequences, from full-length sequence duplication
to a 600 bp duplication. In order to follow the exogenous
rearranged segment, specific restriction sites were intro-
duced into the 5R segments by site-directed mutagenesis.
Due to sequence duplication in the rearranged segments,
two identical mutations were obtained, one in the coding
region and the other in the corresponding duplicated non-
coding region. MscI restriction sites were generated by a
TAC mutation at the nucleotide positions indicated in
Fig. 1. To obtain viruses defective for NSP1, a construct
(DNSP1) was generated for each 5R segment by deleting
the first nucleotide of the ATG initiation codon (nt 33) of
the NSP1 ORF. This mutation also suppressed the NcoI
restriction site.

These constructs were then used in a reverse genetics assay
to provide exogenous 5R segments. RNA profiles of the
viruses obtained after reverse genetics experiments were
visualized by PAGE every three passages in MA-104 cell
culture (Fig. 2). Regardless of the 5R-containing plasmids
used, the WT helper virus segment 5 was still visible at its
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usual position in the viral progeny and additional bands
were present of different sizes (Fig. 2). In some cases, the
additional band migrated at the same position as the
exogenous 5R segment. In contrast, no additional bands
were observed in the viral progeny generated from trans-
fection of the control pRiboz plasmid and passaged under
the same conditions in MA-104 cell culture.

Interestingly, rearranged forms of segment 5 were detected
by RT-PCR in all the viral progeny generated from the
transfection of 5R-containing plasmids, except for the

pRiboz5R-C2.22 and 5R-C2.22-∆NSP1

pRiboz5R-C1.17 and 5R-C1.17-∆NSP1
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pRiboz5R-1 and 5R-1-∆NSP1
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Fig. 1. Schematic representation of the pRiboz plasmids contain-
ing segment 5R cDNAs. The pRiboz constructs 5R-C2.22 (1526/
84-1526), 5R-C1.17 (1455/176-1455), 5R-900 (1515/900-
1515), 5R-310 (1515/310-1515) and 5R-1 (1515/1-1515)
contain a different full-length 5R segment cDNA flanked by the
polymerase T7 (T7pol) promoter (PT7) and by the hepatitis delta
virus ribozyme (Rb), followed by the T7pol terminator (TT7).
Numbers indicate the nucleotide position in the rearranged
segment. Arrowheads indicate the ribozyme self-cleavage site;
open boxes indicate the non-coding sequences, and shaded
boxes indicate the NSP1-coding sequence. MscI restriction sites
introduced by site-directed mutagenesis into the exogenous 5R
segments are indicated. pRiboz5R-C2.22-DNSP1, pRiboz5R-
C1.17-DNSP1, pRiboz-900-DNSP1, pRiboz5R-310-DNSP1 and
pRiboz5R-1-DNSP1 are defective NSP1 derivatives generated
from the corresponding plasmids by deletion of the A33

nucleotide, part of the ATG initiation codon of the NSP1 ORF.
The A33 deletion is paired with the deletion of an NcoI restriction
site.

RF C1.17

5R-C1.17

P3 P6 P9 P3 P6 P9

P3 P6 P9

5WT

5R-C1.17-∆NSP1

5R-310-∆NSP1

5R

5WT

Fig. 2. RNA profiles of viral progeny obtained after transfection
of pRiboz plasmids containing 5R segments. The RNA profiles
of viral progeny obtained with 5R-C1.17, 5R-C1.17-DNSP1
and 5R-310-DNSP1 are shown as representative examples.
Electropherotypes shown in the different lanes were produced
from different PAGE experiments. P, passage number in MA-104
cell culture; RF, helper rotavirus RF containing a WT segment 5
(5WT); C1.17, rotavirus C1.17 containing a 5R segment. Black
arrows indicate the localization of WT or 5R segments. Open
arrowheads indicate additional bands, which might correspond to
rearrangements of the helper rotavirus RF segment 5 further
identified by sequence analysis.
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control plasmid. Sequence analysis confirmed the presence
of rearranged forms of segment 5, but their sequences did
not match the exogenous rearranged sequences used in the
reverse genetics assay. In particular, theMscI restriction site
tagging the exogenous 5R sequences was never detected
in the RNA sequence of the viral progeny. These results
strongly suggested that, after transfection of a plasmid
containing a 5R sequence, the WT segment 5 of the helper
virus RF underwent spontaneous rearrangement during
serial passages in MA-104 cell culture. Whether WT helper
virus segment 5 spontaneous rearrangements were induced
by the presence of the transfected, exogenous and rear-
ranged segment remains to be established. However, it can
be hypothesized that 5R segments generated from the WT
helper virus might outcompete exogenous 5R segments,
impeding their recovery in recombinant viruses.

Reverse genetics assays using the 11R segment

Attempts to broaden the reverse genetics system were
then performed using the 11R segment derived from the
previously described human rotavirus M4, which encodes
WT NSP5 and NSP6 (Gault et al., 2001).

Two different constructs were generated by site-directed
mutagenesis from the cDNA of the original segment 11R
inserted into the pRiboz plasmid (Fig. 3). In the pRiboz11R-
AatII plasmid, segment 11R was mutated at nt 96 and 669
(AAG), generating two AatII restriction sites. In the
pRiboz11R-DNSP6 plasmid, nt 101 and 674 were mutated
(CAT), creating two HpaI restriction sites. The CAT
mutation at nt 101 resulted in a silent mutation in the
NSP5-coding sequence but generated an early stop codon
in the NPS6-coding sequence. As a result, the putative
NSP6 protein was reduced from 92 to 7 aa, generating a
recombinant rotavirus defective for NSP6.

These constructs were used in reverse genetics experiments
to provide exogenous segments 11R-AatII or 11R-DNSP6 to
the helper rotavirus strain RF. Reverse genetics experiments
using either pRiboz11R-AatII or pRiboz11R-DNSP6 plas-
mids resulted in RT-PCR detection of segment 11R in the
viral progeny produced in MA-104 cells at passage 6 (Fig.
4a). RT-PCR signals were specific to 11R-AatII and 11R-
DNSP6 RNAs and not to residual plasmid DNA, as no
amplification was observed when the reverse transcriptase
was omitted in the reaction (Fig. 4a, lanes RT2). For
each duplicate, the RT-PCR products had the same size as
those obtained from the rearranged segment 11 of virus M4
(386 bp) (Fig. 4a, lanes RT+). For the viral progeny
generated from transfection of the control pRiboz plasmid,
RT-PCR was negative, indicating the absence of rearranged
sequence. RT-PCR products obtained from 11R-AatII and
11R-DNSP6 RNAs were digested by AatII and HpaI,
respectively (Fig. 4b), indicating that the rearranged 11R
RNA detected in the viral progeny was derived from the
exogenous sequence. Moreover, the RT-PCR products
contained the changes introduced by site-directed muta-
genesis in the 11R-AatII and 11R-DNSP6 segments (Fig. S1

available in the online Supplementary Material). During
further passages (7–17), detection of RT-PCR products
harbouring identical characteristics was maintained in the
viral progeny of 11R-AatII and 11R-DNSP6 duplicates (data
not shown).

RNA profiles of viruses obtained after reverse genetics
experiments were visualized by PAGE every three passages
(Fig. 5). After transfection of the control pRiboz plasmid,
the viral RNA profile from passages 3 to 16 matched the WT
RF virus profile. Surprisingly, although segment 11R was
clearly detected by RT-PCR, no clear changes were observed
on the RNA profiles of the 11R-AatII and 11R-DNSP6 viral
progeny. The WT segment 11 was still visible at its usual
position and only faint and hazy additional bands were
present at different positions. Taken together, these results
indicated that any recombinant viruses were kept to a
minority among the viral populations obtained at passage
16. In order to isolate potential recombinant viruses, viral
progeny were cloned by two plaque-to-plaque purifications
and clones were further analysed by RT-PCR.

pRiboz11R

pRiboz11R- AatII

pRiboz11R-∆NSP6

NSP5

 AatII

Hpal
Hpal

 AatII
GACGTC GACGTC

GTTAACGTTAAC

stop
TAG GACC

Cleavage

123767466961410196

NSP6 92 aa
Rb

1

1237669614961

12376746141011

PT7 TT7

NSP5 197 aa

NSP5 197 aa

NSP5 197 aa

NSP6 92 aa

NSP6 stop

RbPT7 TT7

NSP6 7 aa
RbPT7 TT7

AACGTCAAC AACGTCAAC

Fig. 3. Schematic representation of pRiboz plasmids containing
segment 11R cDNAs. Both pRiboz11R-AatII and pRiboz11R-
DNSP6 constructs were derived from pRiboz 11R and contained a
full-length (614/42-614) segment 11R cDNA flanked by the T7pol
promoter (PT7) and the hepatitis delta virus ribozyme (Rb), followed
by the T7pol terminator (TT7). Arrowheads indicate the ribozyme
self-cleavage site. Numbers indicate the nucleotide position in the
rearranged segment and open boxes indicate the non-coding
sequences. Dark grey and light grey shaded boxes indicate the
NSP5 and NSP6 ORFs, respectively. The indicated restriction
sites AatII (nt 96 and 669) and HpaI (nt 101 and 674) introduced
by site-direct mutagenesis into the 11R sequence of, respectively,
pRiboz11R-AatII and pRiboz11R-DNSP6, are indicated. The point
mutation generating the HpaI restriction site also created an early
stop codon into the NSP6 ORF.
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For 11R-DNSP6 progeny, 20% of clones had a positive RT-
PCR signal after the first cloning step. However, for all
these clones, the RT-PCR signal was lost after the second
cloning step, indicating that no viral clones contained the
exogenous rearranged 11R-DNSP6 segment. As viruses
with the segment 11R-DNSP6 have defective NSP6 protein,
these results suggested that such viruses are unable to
replicate without the help of WT virus, hampering the
purification of recombinant clones. It is still unclear
whether NSP6 is required for in vitro rotavirus replication,
although some gene 11 forms lacking the initiation codon
for NSP6 ORF have been described in field isolates of
rotavirus (González & Burrone, 1989; Gorziglia et al., 1989;
Kojima et al., 1996; Torres-Vega et al., 2000).

For 11R-AatII progeny, 30% of clones were positive in RT-
PCR assays after the first cloning step. For one clone, 100%
of the subclones tested after the second cloning step were
positive by RT-PCR. All the PCR products were cleaved
after AatII digestion, indicating that the exogenous rear-
ranged segment 11R-AatII was maintained in the clonal
viral population (Fig. S2). When these clones (named Cl
11R-2) were analysed by PAGE, the WT segment 11 was
missing and was replaced by a segment approximately
1200 bp larger (Fig. 6a). This 1800 bp RNA segment,
named 11R-2, was purified after electrophoresis on an
agarose gel and further characterized.

The 386 bp RT-PCR product obtained from the purified
11R-2 dsRNA segment was the same size as those obtained
from the 11R-AatII segment, and contained the AatII
restriction site (Fig. 6b, c). Moreover, sequence analysis of
the 386 bp RT-PCR product indicated that the 11R-2
sequence was identical to the 11R-AatII sequence and
distinct from the sequence of WT bovine segment 11. These
observations showed that the 11R-2 segment was derived
from the exogenous segment 11R-AatII and not from
spontaneous rearrangement of WT segment 11.

In order to obtain the complete sequence of the 11R-2
segment, a full-length amplification strategy was used,
but this always resulted in PCR products smaller than
the expected size (data not shown). This could be due to
an intermolecular base pairing between the duplicated
sequences of the rearranged gene, leading to mispriming
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11R-A
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l
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11
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11R
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– + – + –

+ – + – + – + –
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Fig. 4. Detection of 11R segments in viral progeny generated from
transfection of pRiboz plasmids containing 11R segments. (a) RT-
PCR detection of 11R segments in viral progeny obtained at the
sixth MA-104 cell passage after transfection of pRiboz11R-AatII
(lanes 1 and 2) or pRiboz11R-DNSP6 (lanes 3 and 4). RT-PCR
amplification of viral RNAs performed with (+) or without (”) RT.
The RT-PCR assay specifically detected the rearranged segment 11
of virus M4 (lane 11R) but not the WT segment 11 of virus RF (lane
11WT). In both progeny (11R-AatII or 11R-DNSP6), a 386 bp RT-
PCR product corresponded to the expected size for the rearranged
segment 11R. (b) Restriction profile of the 386 bp RT-PCR
products obtained from 11R, 11R-AatII and 11R-DNSP6, digested
(+) or not (”) by the restriction enzyme AatII or HpaI. Cleavage of
the 11R-AatII and 11R-DNSP6 RT-PCR products showed that they
respectively contained the restriction sites AatII andHpaI introduced
by site-directed mutagenesis in the 11R sequence (no site, no
cleavage). MW, 100 bp molecular mass ladder.

P3 P6 P9
CTL pRiboz RF

11WT
11R-Aatll

11R

11R

11WT

M4
P12 P16 P3 P6 P9 P12 P16

Fig. 5. RNA profiles of viral progeny obtained after transfection of
the pRiboz11R-AatII plasmid. The RNA profiles of viral progeny
obtained for the empty pRiboz control plasmid (CTL pRiboz) and
the pRiboz 11R-AatII plasmid (11R-AatII) are respectively shown
on the left and right side of the figure. Electropherotypes shown in
the different lanes were produced from different PAGE experi-
ments. P, passage number in MA-104 cell culture; RF 11WT,
helper rotavirus strain RF containing a WT segment 11; M4 11R,
rotavirus strain M4 containing a rearranged segment 11. Filled
arrowheads indicate the localization of WT or segment 11R. The
RNA profile of the pRiboz 11R-AatII viral progeny at cell passages
3–16 contained no visible band migrating at the expected size of
segment 11R.
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and incorrect elongation during the RT-PCR, as described
for other rearranged genes (Ballard et al., 1992; Gault et al.,
2001). Further attempts were made to amplify the 11R-2
segment using several sets of primer pairs derived from
the sequence of the 11R segment. As the sets of primer
pairs theoretically covered the complete sequence of
11R-2 segment, it was expected that some PCR products
generated from the 11R-2 template (approx. 1800 bp)
should differ in size and/or sequence from those obtained
from the 11R segment (1237 bp). Unexpectedly, when the
11R-2 or the 11R templates were amplified with the same
combination of primers, the resulting PCR products were
identical in size and sequence, irrespective of primer pairs
tested. This strongly suggested that the 11R-2 segment was
derived from the exogenous 11R segment by a duplication
of the 11R rearrangement, leading to a sequence triplica-
tion (Fig. 7). If the 11R-2 segment had contained other

sequences and/or different rearrangements, at least some of
the PCR products obtained from 11R-2 and 11R templates
must have been different in size or sequence. Additionally,
the viral clone 11R-2 was genetically stable after two
passages in MA-104 cell culture and grew to titres similar
to virus RF. Plaques obtained with 11R-2 and RF viruses
were not significantly different in size. The NSP5 protein
expressed by the 11R-2 virus was similar in size to the WT
NSP5 protein, as judged by Western blot experiments,
indicating that the NSP5 ORF of segment 11R-2 was
unchanged (Fig. S3).

Taken together, these results showed that the reverse genetics
assay permitted the recovery of recombinant viruses that had
incorporated an exogenous RNA segment. However, the
exogenous rearranged segment had been further rearranged.
Whether this secondary rearrangement occurred at an early
or late step of the reverse genetics system during high-m.o.i.
passages remains to be established but is clearly a limitation
of the system.

To conclude, the absence of a complete reverse genetics
system restrains advances in our understanding of the
rotavirus replication cycle and its molecular pathogenesis.
Recently, it has been shown that transfection of the 11
rotavirus segments (as cDNA or ssRNA transcripts) is not
sufficient for rescuing infectious virus (Richards et al.,
2013), contrary to what is reported for orthoreoviruses
(Kobayashi et al., 2007, 2010) and orbiviruses (Boyce et al.,
2008; Matsuo & Roy, 2009). Reverse genetics systems for
rotavirus are currently established and applicable only for
gene 4 (Komoto et al., 2006, 2008), gene 8 (Navarro et al.,
2013; Trask et al., 2010) and gene 7 (Troupin et al., 2010).
The aim of this study was to expand the reverse genetics
system established for gene 7 to two other genes; genes 5 and
11. This system was based on the property of rearranged
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Fig. 6. Analysis of the viral clone 11R-2. (a) RNA profile of clone
11R-2 isolated from the viral progeny obtained after transfection of
pRiboz-11R-AatII plasmid. Clone 11R-2 (cl 11R-2) contained a
large-sized segment (11R-2) replacing the WT segment 11.
RNA profiles of rotavirus RF (11WT) and M4 (11R) are shown for
comparison. Open, closed and shaded arrowheads, respectively,
indicate the localization of the 11WT, 11R and 11R-2 segments.
(b) RT-PCR specific for rearranged segment 11 performed on the
11R-2 segment purified by agarose gel electrophoresis. RT-PCR
products obtained from 11R-2 and 11R templates have a similar
size (386 bp). No PCR product was obtained from the 11WT
template. (c) Restriction profile of the 386 bp RT-PCR products
obtained from 11R-2 and 11R, digested (+) or not (”) by the
restriction enzyme AatII. Cleavage of the 11R-2 RT-PCR product
showed that it contained the restriction site AatII introduced
by site-directed mutagenesis in the 11R sequence (no site, no
cleavage). MW, 100 bp molecular mass ladder. 11R-Aatll

Aatll
GACGTC

Aatll
GACGTC

Aatll
GACGTC

Aatll
GACGTC

Aatll
GACGTC GACC

GACC
96
NSP5 197 aa

NSP692 aa

11R-2

614 669 12371

96
NSP5 197 aa

NSP692 aa

614 669 1188 1242 18091

Fig. 7. Putative representation of the 11R-2 segment. Numbers
indicate the nucleotide position in the rearranged segments and
open boxes indicate the 59 and 39 UTR. Dark grey and light grey
shaded boxes indicate the NSP5 and NSP6 ORFs, respectively.
AatII restriction sites are shown at positions 96 and 669 for 11R-
AatII, and at putative positions 96, 669 and 1242 for 11R-2. The
arrowheads indicate the nucleotides involved in the rearrangement.
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segments to be preferentially encapsidated (Troupin et al.,
2011).

Unexpectedly, when using segments 5R or 11R as
exogenous segments, the reverse genetics assays led to the
generation of spontaneous rearrangements, either of WT
segments of the helper virus or of the exogenous segment
itself. Nevertheless, exogenous sequences were found in
the viral progeny obtained with segment 11R-AatII cDNA.
However, the original 11R-AatII segment was further
rearranged during the MA-104 cell passage. These observa-
tions suggested that segments 5R and 11R in the reverse
genetics system might disturb either the viral RNA trans-
cription or replication process during passages in cell
culture, which is not the case for segment 7R (used as a
control). The ability of segments 5 and 11 to rearrange is
reported frequently in the literature, with several forms
of different rearrangements (Bányai et al., 2009; Bellinzoni
et al., 1987; Cao et al., 2008; Gault et al., 2001; Giambiagi
et al., 1994; González & Burrone, 1989; Gorziglia et al.,
1989; Hundley et al., 1985; Kojima et al., 1996, 2000;
Matsui et al., 1990; Matthijnssens et al., 2006; Mattion et al.,
1988, 1990; Méndez et al., 1992; Nakagomi et al., 1999;
Oishi et al., 1991; Palombo et al., 1998; Patton et al., 2001;
Paul et al., 1988; Schnepf et al., 2008; Scott et al., 1989;
Taniguchi et al., 1996; Thouless et al., 1986; Tian et al.,
1993; Westerman et al., 2006). Our results support the
hypothesis that a small number of rearranged forms of
these segments, produced during a replication cycle,
might lead to disturbance of the transcription/replication
machinery during further replication cycles. The dysfunc-
tion of the RNA-dependent RNA polymerase VP1 results
in the production of rearranged segments. Thus, viruses
with rearranged segments will be selected in the viral
progeny over further multiplication cycles.

The implementation of a reverse genetics system for
rotavirus remains a challenge. The spontaneous rearrange-
ments observed during this study represent a major
impediment to the broad use of a reverse genetics system
based on the use of rearranged segments. Other strategies
should be considered instead. As transfection of the 11
segments of rotavirus did not rescue recombinant virus
(Richards et al., 2013), it might be necessary to provide
viral protein in addition to viral RNA.

METHODS

Viruses and cells. Human rotavirus M4 is a previously described
cell culture-adapted virus, derived from a human rotavirus isolated
from the stool of a chronically infected child with severe combined
immunodeficiency syndrome. Virus M4 contains an 11R segment,
614/42-614 (GenBank accession no. AF338245) (Gault et al., 2001).
The same clonal stock of bovine rotavirus strain RF was used in all
experiments. Rotavirus C1.17 (GenBank accession no. KJ532803) and
rotavirus C2.22 (GenBank accession no. KJ532804) are two viral
clones derived from the bovine rotavirus RF. Both viruses have a 5R
segment. Rearrangements of segment 5 were generated in vitro by
serial MA-104 cell culture passages at high m.o.i. of virus RF. Viral
clones C1.17 and C2.22 with a segment 5R were isolated by plaque

purification at passage 16 and 20, respectively (C. Troupin,
unpublished results). C1.17 virus contains a segment 5R with a
sequence duplication starting at nt 1455 and reinitiating at nt 176
(1455/176-1455) and C2.22 contains a segment 5R with a 1526/84-
1526 rearrangement.

Rotavirus propagation on confluent monolayers of MA-104 cells and
plaque assays for rotavirus isolation and titration were performed
as described previously (Gault et al., 2001; Troupin et al., 2010).
COS-7 cells were used for DNA transfection and rotavirus infection.
Recombinant vaccinia virus rDIs-T7pol, kindly provided by K. Ishii
(National Institute of Infectious Diseases, Tokyo, Japan) and
expressing polymerase T7 (T7pol) (Ishii et al., 2002), was produced
in the DF1 chicken embryonic fibroblast cell line, kindly provided by
N. Naffakh (Pasteur Institute, Paris, France). The resulting vaccinia
virus stock was titrated on COS-7 cells by a fluorescent-focus assay.
The MA-104, COS-7 and DF1 cell lines were cultured in Dulbecco’s
minimum essential medium (DMEM) supplemented with 10% FCS,
2 mM glutamine, 100 U penicillin ml21 and 1 mg streptomycin ml21.

Plasmid constructs.Maps of the pRiboz plasmids are shown in Figs
1 and 3. pRiboz is a pBluescript II SK-derived plasmid containing the
sequence of the T7pol promoter (PT7) and the hepatitis delta virus
(HDV) ribozyme, followed by the T7pol terminator (TT7).

cDNAs for the 11R segment were obtained from virus strain M4,
whilst the two 5R segments came from C1.17 and C2.22 viruses. The
dsRNAs were reverse transcribed as described previously (Schnepf
et al., 2008), and PCR amplifications were performed using 5 ml
cDNA in a 50 ml reaction mixture containing 16 Pfx buffer, 16 Pfx
enhancer, 1 mM MgSO4, 0.3 mM each dNTP, 0.3 mM each
primer and 2.5 U Pfx DNA polymerase (Life Technologies) in a
Veriti 96-Well Fast Thermal Cycler, under PCR conditions described
previously (Troupin et al., 2010). Amplified cDNAs were digested
and ligated into pRiboz downstream of the PT7. The generated
plasmids, pRiboz11R, pRiboz5RC1.17 and pRiboz5RC2.22, contained
the authentic full-length cDNAs of the 11R or 5R segment flanked by
PT7 and the HDV ribozyme, followed by TT7. A QuikChange Multi
Site-directed Mutagenesis kit (Stratagene) was used according to the
manufacturer’s instructions to introduce nucleotide changes into
the sequences of pRiboz11R, pRiboz5R-C1.17 and pRiboz5R-C2.2.
The primers used for site-directed mutagenesis are given in Table 1.
Mutagenesis created sites for the restriction enzyme AatII (pRiboz11R-
AatII) or HpaI (pRiboz 11R-DNSP6) in 11R and for MscI in both 5R
sequences (pRiboz5R-C1.17 and pRiboz5R-C2.22). To investigate
whether the size of the duplication might influence the encapsidation
of the rearranged segment, the cDNA of WT segment 5 was used to
create three artificial rearrangements: 1515/1-1515 (pRiboz5R-1),
1515/310-1515 (pRiboz5R-310) and 1515/900-1515 (pRiboz5R-900).
Rearrangements 5R-310 and 5R-900 are close to rearrangements
described in the literature (Patton et al., 2001). The resulting plasmids
were mutated to introduce the MscI restriction site, using the
QuikChange Multi Site-directed Mutagenesis kit. Additionally, the
first nucleotide of the ATG initiation codon was deleted to create a
defective DNSP1 derivative for each of the five plasmids containing
a segment 5R (pRiboz5R-C1.17-DNSP1, pRiboz5R-C2.22-DNSP1,
pRiboz5R-1-DNSP1, pRiboz5R-310-DNSP1 and pRiboz-900-DNSP1).
All plasmid constructs were checked by DNA sequencing as described
below. An empty pRiboz plasmid and a pRiboz plasmid containing the
GFP gene downstream of the PT7 (pRibozGFP) were used as controls.

Reverse genetics system. The pRiboz constructs were transfected
into confluent COS-7 cell monolayers in six-well plates, using
3 ml TransIT-LT1 transfection reagent (Mirus) (mg plasmid DNA)21,
according to the manufacturer’s instructions. Under the same
conditions, the percentage of COS-7 cells transfected with the control
plasmid pGFP-C1 was repeatedly approximately 90%. Sixteen hours
after transfection, the COS-7 cells were infected by recombinant
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vaccinia virus rDIs-T7pol at an m.o.i. of 3. After a 2 h culture in
DMEM supplemented with 2.5% FCS, cells were washed three
times with DMEM containing 0.25 mg porcine pancreatic trypsin type
IX-S (Sigma) ml21 and were infected by the helper virus bovine
rotavirus RF at an m.o.i. of 30. After 24 h of culture, COS-7 cells were
harvested, freeze-thawed three times and centrifuged at low speed to
remove cell debris. To rescue recombinant RF viruses, supernatants
containing the viral progeny produced in COS-7 cells were propagated
in MA-104 cells. At the first passage, confluent monolayers of MA-104
cells were inoculated with the supernatant corresponding to one well
of COS-7 cells. For further serial passage in MA-104 cell culture, 1/10
of the undiluted MA-104 cell lysate was used to infect MA-104 cells in
25 cm2 flasks for 48 h, and at each passage, aliquots were kept frozen at
280 uC for further analysis. Cell lysates were serially passaged 9 and 17
times for experiments with pRiboz-5R and pRiboz-11R plasmids,
respectively. Attempts to rescue recombinant RF viruses carrying
an exogenous rearranged segment were performed by two plaque-
to-plaque cloning steps in MA-104 cells, as described previously (Gault
et al., 2001). All reverse genetics experiments were run in duplicate by
separately testing, in MA-104 cells, the viral progeny produced from
two independent wells of COS-7 cells. Similar results were obtained
for both duplicates. The efficiency of transfection and viral infection
of COS-7 cells during the first step of the reverse genetics system
was assessed at 24 h post-infection. The percentage of COS-7 cells
transfected by the pRibozGFP plasmid and co-infected by vaccinia
virus and RF rotavirus was evaluated by detecting direct fluorescence
of GFP (as expression of the GFP was driven by the T7pol of vaccinia
virus) together with a rotavirus VP6-specific mouse mAb (clone RV133;
kindly provided by Jean Cohen,CNRS 3296, Gif sur Yvette, France)
coupled to a Cy3-conjugated donkey anti-mouse IgG (Jackson Immu-
noresearch). This assay showed that approximately 25% of COS-7 cells
were transfected and co-infected by vaccinia virus and RF rotavirus.

Nucleic acid analysis and sequencing. For PAGE and RT-
PCR analysis, rotavirus genomic dsRNA was extracted every three
passages from cell-culture aliquots using Tri-Reagent LS (Euromedex)
according to manufacturer’s recommendations. RNA genomic
profiles were determined by PAGE in 14% polyacrylamide gels for
16 h at 200 V at room temperature, followed by staining with GelRed
Nucleic Acid Gel Stain (Biotium). The RT-PCR assay for specific
detection of segments 5R and 11R in the viral progeny was performed
with a Veriti 96-Well Fast Thermal Cycler as described previously
(Schnepf et al., 2008; Troupin et al., 2010, 2011). Primers used for
RT-PCR detection of segments 5R and 11R are given in Table 1. The
RT-PCR assay had a sensitivity threshold ratio of one segment 5R
or 11R to 104 WT segments 5 or 11. PCR products, undigested or
digested with AatII, HpaI or MscI as appropriate, were separated
in 1.5% agarose gels stained with GelRed Nucleic Acid Gel Stain.
DNA sequencing of plasmid constructs, cDNAs and RT-PCR
products was performed according to the dideoxynucleotide chain-
termination method, using an ABI Prism Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction kit and an ABI Prism 3130 XL Automatic
Sequencer (Life Technologies) according to the manufacturer’s
instructions.

Figure processing. Figures were assembled using Adobe Photoshop
(version 8.0.1 for Mac OS X.10). For clarity, positive white-on-black
pictures of GelRed-stained gels were converted to negative ones, with
the invert function applied to the whole picture.
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Table 1. Primers used for site-directed mutagenesis and RT-PCR

Primers* Nucleotide sequence (5§A3§) (restriction enzyme)D Use

Site-directed mutagenesis

11R-AatII-f TTTAAAAATGAATCGTCTTCTACGACGTCAACTCTTTCTGGAAAATC (AatII) Creation of AatII site in

segment 11R

NSP6-stop-f AAATGAATCGTCTTCTACAACGTTAACTCTTTCTGGAAAATCTATTG (HpaI) Creation of HpaI site in

segment 11R

RF05-MscI-f GATGTTGAGTAAATATGGCCACAACTACGCCAGCACA (MscI) Creation of MscI site in

segments 5R

RF05-dATG-f AAAAGTCTTGTGTGAGCCTGGCGACTTTTAAAGACG Deletion of initiation

codon in segments 5R

Specific detection of

rearranged segment 11

AS1nest11R-r ACTAACATTAATACCTTTAGTTAAGGAG RT

S11RA-f TGAAGGTCGTGATTGTGTTGATGA PCR

AS11RD-r CAGATAGTGATGACGGTAAATGTA PCR

Specific detection of

rearranged segments 5

RF05R-AS1-r CGCCATGGCTCACACAAGA RT and PCR (5R-1)

RF05R-AS2-r CCTACACTTACGCTGCTTCACA RT and PCR (5R-310,

5R-C1.17, 5R-C2.22)

RF05R-AS3-r TCCTAAGTCTAAAGTCTTCCCACAC RT and PCR (5R-900)

RF05R-S1-f GAGGGGACTAGTCATGCAAAACA PCR (all segments 5R)

*f, Forward; r, reverse.

DRestriction enzyme sites are underlined and nucleotides substituted are indicated in bold.
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Melegh, B., Martella, V., Gentsch, J. R. & Szucs, G. (2009). Genetic
diversity and zoonotic potential of human rotavirus strains, 2003–
2006, Hungary. J Med Virol 81, 362–370.

Bellinzoni, R., Mattion, N., Vallejos, L., La Torre, J. L. & Scodeller, E. A.
(1987). Atypical rotavirus in chickens in Argentina. Res Vet Sci 43,
130–131.

Boyce, M., Celma, C. C. & Roy, P. (2008). Development of reverse
genetics systems for bluetongue virus: recovery of infectious virus
from synthetic RNA transcripts. J Virol 82, 8339–8348.

Cao, D., Barro, M. & Hoshino, Y. (2008). Porcine rotavirus bearing
an aberrant gene stemming from an intergenic recombination of
the NSP2 and NSP5 genes is defective and interfering. J Virol 82,
6073–6077.

Desselberger, U. (1996). Genome rearrangements of rotaviruses.
Adv Virus Res 46, 69–95.

Estes, M. & Kapikian, A. (2007). Rotavirus. In Fields Virology, 5th edn,
pp. 1917–1974. Edited by D. M. Knipe, P. M. Howley, R. A. Griffin,
R. A. Lamb, M. A. Martin, B. Roizman & S. Straus. Philadelphia, PA:
Wolters Kluwer Health/Lippincott Williams & Wilkins.

Gault, E., Schnepf, N., Poncet, D., Servant, A., Teran, S. & Garbarg-
Chenon, A. (2001). A human rotavirus with rearranged genes 7 and
11 encodes a modified NSP3 protein and suggests an additional
mechanism for gene rearrangement. J Virol 75, 7305–7314.
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