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Résumé

L’autophagie est un processus catabolique par lequel certaines protéines cytosoliques
sont dirigées vers le compartiment lysosomial, afin d’y étre dégradées. Ce processus débute
par la séquestration de constituants cytoplasmiques par une structure multimembranaire
appelée phagophore. La fermeture du phagophore donne naissance a une vésicule a double
membrane nommée autophagosome, qui fusionne avec les lysosomes, ce qui conduit a la
dégradation du contenu de sa lumiere. Ainsi, la modulation de I’autophagie permet un
remodelage dynamique du protéome cellulaire. Bien que des données récentes ont permis de
démontrer la dégradation autophagique de protéines impliquées dans la migration cellulaire,
telles que des intégrines, ou encore les protéines RhoA et Src, l'impact fonctionnel de
l'autophagie sur la migration cellulaire demeure sujet a controverse. Alors que 1'autophagie est
décrite comme un processus pro-migratoire et pro-invasif dans certaines études, d'autres
travaux indiquent que l'inactivation des protéines pro-autophagiques stimule l'invasion des
cellules cancéreuses. De plus, l'effet fonctionnel des RCPG chimiotactiques sur ’activité
autophagique reste totalement inexploré. Sur la base de ces données, les objectifs de mon
travail de these ont été i) d’évaluer les effets des RCPG chimiotactiques, le CXCR4 et I’UT,
sur le processus autophagique et ii) d’étudier I’impact de cette modulation sur la migration
cellulaire. Pour ce faire, nous avons utilis€ des cellules HEK-293, transfectées a 1’aide de
construits permettant 1’expression des RCPG CXCR4 et UT, ainsi que la lignée de

glioblastome humain U87, exprimant ces deux récepteurs de maniere endogene.

Nous avons dans un premier temps ¢évalu¢ 1’activité autophagique a 1’aide de la
protéine de fusion EGFP-LC3, marqueur des autophagosomes. Nous avons ainsi démontré
que I’activation du CXCR4 et de I’'UT provoque une diminution significative de la biogénese
des autophagosomes. Une étape essentielle de cette biogenese est le recrutement des protéines
Atgl6L1 et Atg5 a la membrane plasmique, conduisant a la formation d'endosomes Atgl6L1-
Atg5-positifs, appelés «endosomes pré-autophagiques ». Cette population d’endosomes
constitue une source importante de phospholipides nécessaire a 1’expansion du phagophore et
la formation d’un autophagosome mature. Afin d’évaluer I’impact des RCPG chimiotactiques
sur le recrutement de la protéine Atgl6L1 a la membrane plasmique, nous avons bloqué le
processus d’endocytose par I'utilisation d’un inhibiteur de la dynamine, le Dynasore. Cette
molécule provoque une accumulation marc =~ le la protéine Atgl6L1 dans les endosomes

pré-autophagiques en formation, retenus a la membrane plasmique. Nous avons ainsi
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démontré que l'activation des RCPG chimiotactiques inhibe fortement le recrutement de la
protéine Atgl6L1 dans ces endosomes pré-autophagiques. Des études antérieures ont permis
de démontrer une interaction directe de 1I’Atg5 avec les membranes, suggérant que le
recrutement de 1I’Atgl6L1 a la membrane plasmique pourrait dépendre de 1’ Atg5. Ceci nous a
incités a évaluer la formation des endosomes pré-autophagiques Atgl6L1-positifs suite a une
déplétion des taux d’Atg5. Plusieurs ARN interférents ciblant le transcrit codant 1’Atg5 ont
été testés et, comme attendu, ces ARN interférents bloquent totalement le recrutement de la
protéine Atgl6L1 dans les endosomes pré-autophagiques en formation. Nous avons, dans un
second temps, testé les effets des RCPG chimiotactiques sur la localisation subcellulaire de la
protéine Atg5. Par microscopie confocale, nous avons constaté qu’une fraction significative
de la protéine Atg5 se localise a la membrane plasmique en conditions basales. L’activation
du CXCR4 ou de I’'UT s’accompagne d’une diminution marquée du pool d’Atg5 localisée a la
membrane plasmique. De plus, nous avons démontré que les effets anti-autophagiques des
RCPG chimiotactiques sont totalement bloqués par la surexpression d’une protéine Atg5
recombinante, suggérant que ceux-ci sont effectivement relayés par une réduction du pool

membranaire de la protéine AtgS5.

Plusieurs protéines pro-autophagiques, dont 1’ Atg5, peuvent étre la cible de protéases
appelées calpaines. L’implication des calpaines a également ét¢ démontrée dans plusieurs
étapes de la migration chimiotactique, telles que la formation des protrusions membranaires et
des complexes d’adhésion. Nous avons donc cherché a déterminer si les effets anti-
autophagiques des RCPG chimiotactiques pouvaient étre relayés par 1’activation des
calpaines. Nous avons démontré que 1I’ensemble des effets anti-autophagiques du CXCR4 et
de I’UT sont abolis par I’ALLN, un inhibiteur pharmacologique des calpaines 1 et 2. Des
résultats similaires ont ét¢ obtenus par I’utilisation d’ARN interférents dirigés contre les
calpaines 1 ou 2, suggérant que 1’expression de ces deux isoformes est nécessaire aux effets
anti-autophagiques des RCPG chimiotactiques. De maniere intéressante, la formation des
complexes d’adhésion, ainsi que la migration chimiotactique, induits par le CXCR4 ou I’UT,
sont totalement bloqués par I’inhibition des calpaines ou la surexpression de la protéine

recombinante Atg5 dans les cellules HEK-293 ou les cellules de glioblastome humain U87.

L’ensemble de ces données nous amene a proposer que l'inhibition de 'autophagie, par
des RCPG localisés au front de migration, constitue une caractéristique fondamentale du

chimiotactisme. Cet événement pourrait permettre de protéger d’une dégradation
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autophagique, les protéines impliquées dans le remodelage du cytosquelette d’actine ou
I’assemblage de complexes d’adhésion. Ces données, révélant un nouveau lien entre la
signalisation des RCPG chimiotactiques et I'autophagie, pourraient permettre d’envisager de
nouvelles stratégies thérapeutiques dans le traitement des gliomes de haut grade,

particulierement invasifs.
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Autophagy is a catabolic process by which certain cytosolic proteins are directed to the
lysosomal compartment to be degraded. This process begins with the sequestration of
cytoplasmic components, by a multimembrane structure called the phagophore. The closure of
the phagophore gives rise to a double membrane vesicle called autophagosome, which then
merges with lysosomes in order to degrade its luminal content. Autophagy modulation allows
a dynamic remodeling of the cellular proteome. Although recent evidence has demonstrated
autophagic degradation of key proteins involved in cell migration, such as integrins, RhoA
and the Src kinase, the functional impact of autophagy on cell migration remains
controversial. While autophagy is described as a pro-migratory and pro-invasive process in
some studies, others indicate that the inactivation of pro-autophagic proteins stimulates the
cancer cell invasion. In addition, the functional effect of chemotactic GPCR on autophagic
activity remains unexplored. On the basis of these data, the objectives of my thesis were i) to
evaluate the effects of the chemotactic GPCRs for SDF-1 (CXCR4) and for the vasoactive
peptide urotensin II (UT), on the autophagic process and ii) to study the impact of this
modulation on cell migration. In order to do this, we used HEK-293 cells, transfected with
constructs allowing the expression of CXCR4 and UT, as well as the human glioblastoma

line, U87, which endogenously expresses these two receptors.

We initially evaluated autophagic activity using the autophagosome marker, the EGFP-
LC3 fusion protein. We have thus demonstrated that the activation of CXCR4 and UT causes
a significant decrease in autophagosome biogenesis. An essential step in this biogenesis is the
recruitment of the Atgl6L1 and Atg5 proteins to the plasma membrane, leading to the
formation of Atgl6L1-Atg5-positive endosomes, called "pre-autophagic endosomes". This
population of endosomes constitutes an important source of phospholipids, necessary for the
expansion of the phagophore and the formation of a mature autophagosome. In order to
evaluate the impact of chemotactic GPCRs on Atgl6L1 recruitment to the plasma membrane,
we blocked the endocytic process with the use of a dynamin inhibitor, Dynasore. This
molecule causes a marked accumulation of Atgl6L1 in forming pre-autophagic endosomes,
retained at the plasma membrane. We have therefore demonstrated that chemotactic GPCR
activation strongly inhibits the recruitment of the Atgl6L1 to these pre-autophagic
endosomes. Previous studies have demonstrated a direct interaction of Atg5 with membranes,

suggesting that recruitment of Atgl6L1 to the plasma membrane may depend on Atg5. This
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prompted us to evaluate the formation of Atgl6L1-positive pre-autophagic endosomes,
following depletion of Atg5 levels. Several interfering RNAs, targeting the transcript
encoding Atg5, have been tested and, as expected, these interfering RNAs completely blocked
the recruitment of Atgl6L1 to forming pre-autophagic endosomes. We then tested the effects
of chemotactic GPCRs on the subcellular localization of the Atg5 protein. By confocal
microscopy, we found that a significant fraction of Atg5 localized to the plasma membrane
under basal conditions. The activation of CXCR4 or UT is accompanied by a marked decrease
of the Atg5 pool localized at the plasma membrane. Furthermore, we have demonstrated that
the anti-autophagic effects of chemotactic GPCRs are completely abrogated by
overexpression of a recombinant Atg5 protein, suggesting that chemotactic GPCRs exert their
anti-autophagic effects by reducing the membrane pool of AtgS, necessary for the production

of pre-autophagic endosomes, and the expansion of the phagophore.

Several pro-autophagic proteins, including LC3 and AtgS, 12, and 16L1, may be
targeted by proteases called calpains. The involvement of calpains has also been demonstrated
in several aspects of chemotactic migration, such as the formation of membrane protrusions
and adhesion complexes. We therefore sought to determine whether the anti-autophagic
effects of chemotactic GPCRs could be relayed by the activation of calpains. We have
demonstrated that all the anti-autophagic effects of CXCR4 and UT are completely blocked in
the presence of ALLN, a pharmacological inhibitor of calpains 1 and 2. Similar results have
been obtained by using interfering RNAs targeting calpains 1 or 2, suggesting that the
expression of these two isoforms is necessary for the anti-autophagic effects of chemotactic
GPCRs. Interestingly, the formation of adhesion complexes, as well as chemotactic migration
induced by CXCR4 or UT, are totally abrogated following calpain inhibition or
overexpression of the recombinant Atg5 protein in HEK-293 cells, and U87 human

glioblastoma cells.

Altogether, these data lead us to propose that autophagy inhibition, by GPCRs located at
the cell front, is a fundamental characteristic of chemotactic migration. This event could
protect proteins involved in actin cytoskeleton remodeling or adhesion complex assembly,
from autophagic degradation. These data, revealing a new link between autophagy and
chemotactic GPCR signaling, could allow new therapeutic strategies to be considered in the

treatment of high-grade, invasive gliomas.
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Introduction La migration directionnelle

Chapitre I : La migration directionnelle

Plusieurs processus physiologiques nécessitent une migration cellulaire coordonnée au
sein de I’organisme. Nous pouvons par exemple citer le développement embryonnaire, la
surveillance immunitaire ou encore la cicatrisation. La migration cellulaire est également
essentielle a la progression de certains processus pathologiques tels que I’invasion tumorale et
la formation de métastases. Les études s’intéressant a la migration directionnelle ont démontré
que ce mécanisme peut étre divisé en plusieurs €tapes successives (Lauffenburger & Horwitz,
1996). Suite a la détection d’un stimulus chimiotactique, la premiére étape est la polarisation
de la cellule, permettant une ségrégation spatiale des différents acteurs de la migration. Celle-
ci est suivie par la formation de protrusions membranaires, telles que le lamellum, constitué
de fibres contractiles d’actomyosine. A 1’avant du lamellum se trouve le lamellipode, une fine
structure soutenue par un dense réseau dendritique d’actine. Ces protrusions sont stabilisées
par la mise en place de complexes d’adhésion, dont le but est de servir de points d’attache a la
matrice extracellulaire. Au cours de ’avancée de la cellule vers le stimulus chimiotactique, les
adhésions, naissant dans le lamellipode, se renforcent progressivement avant d’atteindre le
lamellum. La contraction des fibres d’actomyosine, au contact des adhésions matures
localisées dans le lamellum, permet alors au corps cellulaire de se tracter vers I’avant. Les
adhésions, devenues obsoletes, sont finalement désassemblées afin de permettre le
détachement de la matrice et le recyclage des protéines d’adhésion vers de nouveaux

complexes (Fig. 1).

Lamellum | Lamellipode

. “\. Filament d’actine

J %QI) Fibres d’actomyosine
wolieStimulus ¢ Aghésions naissantes

\\\\\i:\ .0 ot
\\:\i . P Adhésions matures

PN

Figure 1 : Les étapes de la migration directionnelle. En réponse a un stimulus
chimiotactique, une polymeérisation intense d’actine entraine la formation de protrusions a
I’avant de la cellule : le lamellum, avec le lamellipode a son extrémité. Des contacts avec la
matrice extracellulaire, appelées adhésions naissantes, apparaissent dans le lamellipode afin
de le stabiliser. Au cours de I’avancée, ces adhésions se renforcent en contactant des fibres
contractiles d’actomyosine dans le lamellum. La contraction de ces fibres d’actomyosine
permet donc au corps cellulaire de se tracter vers la source du stimulus chimiotactique.
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1. La polarisation

La polarisation cellulaire est la premiere étape de la réponse adaptative a un signal
chimiotactique. Elle est retrouvée chez de nombreux organismes, mais 1’essentiel de nos
connaissances sur ce sujet provient d’études réalisées sur des leucocytes ou sur I’amibe D.
discoideum. Ces modeles ont permis d’établir les séquences d’éveénements régissant la
polarisation cellulaire. Selon la théorie de la « boussole cellulaire » évoquée par Weiner,
’activation de différentes cascades de signalisation en réponse a un gradient chimiotactique
va permettre la mise en place de deux podles dans la cellule, ainsi qu’une répartition

subcellulaire des différents acteurs de la migration (Weiner, 2002).

Au somment de la cascade de signalisation, nous retrouvons des récepteurs
chimiotactiques capables de lier des molécules chimioattractantes. Grace a ces récepteurs, les
cellules peuvent percevoir des différences de concentrations entre leurs deux pdles de
seulement 2-5% (Parent & Devreotes, 1999). Le plus souvent, il s’agit de récepteurs tyrosine
kinase ou de récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G (RCPG).
Des études d’imagerie cellulaire utilisant des récepteurs fusionnés a la green fluorescent
protein (GFP) indiquent que ces récepteurs seraient uniformément répartis a la membrane
plasmique afin de percevoir tout changement éventuel des gradients extracellulaires. En effet,
il a été démontré que le récepteur a I’AMP cyclique (AMPc), cAR1 chez D. discoideum et le
récepteur C5aR, dans une lignée dérivée de leucémie, ne subissent pas de relocalisation
lorsque les cellules sont soumises a un gradient de concentration de leurs ligands respectifs
(Servant et al., 1999 ; Xiao et al., 1997). Ces données suggerent que la polarisation cellulaire
se ferait grace a des cascades de signalisation activées localement au pole le plus exposé,
plutdt que par une relocalisation des récepteurs. Il est aujourd’hui admis que la premiere étape
de la polarisation cellulaire est un enrichissement en phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate
(PIP;) a la membrane plasmique. Cette modification dépend de [’activation et de
I’accumulation asymétrique de la phosphoinositide 3-kinase de classe I (PI3K-I) a I’avant de
la cellule, ou aura lieu la synthese de PIP; a partir de phosphatidylinositol 4,5-biphosphate
(PIP, ; Weiner, 2002). Le PIP; permet d’activer d’un certain nombre de guanine nucleotide
exchange factor (GEF) qui a leur tour stimulent les Rho GTPases RhoA, Racl et cell division
control protein 42 (Cdc42). Ces enzymes interagissent avec des protéines effectrices, et
orchestrent ainsi la polymeérisation des filaments d’actine nécessaire a la formation de

protrusions a ’avant de la cellule (Takai et al., 2001). RhoA est généralement associée aux
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évenements précoces de la polymérisation des filaments d’actine, ainsi qu’a Dactivité
contractile des fibres d’actomyosine. La protéine Racl est, quant a elle, impliquée dans la
mise en place et 1’élargissement du lamellipode. Enfin, Cdc42 participe essentiellement a la
formation des filopodes (Huveneers & Danen, 2009). D’une maniére générale, il est considéré
que les activités de RhoA et Racl sont séparées d’un point de vue spatio-temporel. L’activité
de RhoA est antérieure et intervient dans I’initiation et I’élongation des protrusions cellulaires.
Racl est active plus a arriere, et stimule des voies impliquées dans le renforcement et la
stabilisation de ces protrusions (Machacek et al., 2009). Par ailleurs, Racl peut stimuler le
recrutement et/ou ’activation de la PI3K-I & la membrane plasmique, ce qui constitue un
rétrocontrdle positif renforcant la polarisation. Ainsi, D’expression d’un mutant
constitutivement actif de Racl est suffisant pour engendrer la formation de PIP; a la

membrane plasmique (Srinivasan et al., 2003).

Pour que la «boussole cellulaire » soit maintenue, 1’activité des Rho GTPases ne doit
étre contenue qu’au pdle avant de la cellule. Il est donc nécessaire de limiter ’accumulation
de PIP; dans les autres régions cellulaires. Ce rétrocontrole est exercé par la 5° lipide
phosphatase and tensin homolog (PTEN). Alors que la PI3K-I se localise a ’avant d’une
cellule en réponse a un gradient chimiotactique, PTEN est retrouvée a ’arriére et dans les
régions latérales (Merlot & Firtel, 2003). Le rdle principal de PTEN est de contrer les effets
de la PI3K-I, en convertissant le PIP; en PIP,. Il a ét€é démontré que la délétion du géne codant
PTEN, dans une lignée cellulaire de fibroblastes, conduit a une élévation de 1’activité des Rho
GTPases et provoque un étalement cellulaire non dirigé, tandis que sa surexpression tend a
inhiber ce phénomene (Liliental et al., 2000 ; Tamura et al., 1998). De récentes études
réalisées avec la technique de microscopie total internal reflection fluorescence (TIRF) ont
permis de suivre la localisation dynamique du PIP; et de PTEN. Elles démontrent que ces
deux entités semblent exercer un rétrocontrole négatif 1’'une sur ’autre. En effet, une
diminution du signal PIP; sur une portion de membrane s’accompagne d’une ¢élévation du
signal PTEN, et vice-versa (Gerisch et al., 2012). Alors que la réduction des taux de PIP; est
liée a son hydrolyse PTEN-dépendante, 1’exclusion de PTEN du front de migration des
leucocytes dépend de 1’activation de Cdc42, qui comme nous 1’avons vu, dépend elle-méme
du PIP; (Li et al., 2003). Ces données indiquent qu’il existe plusieurs boucles de rétrocontrdle

travaillant conjointement afin d’initier et de maintenir la polarité cellulaire.
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2. La dynamique de I’actine

Les filaments d’actine sont des ¢éléments essentiels a la migration cellulaire. Les cellules
se servent du cytosquelette d’actine a la fois pour former des structures protrusives dans le
sens du déplacement, mais également pour générer les forces intracellulaires nécessaires a la
traction du corps cellulaire. En réponse a un signal chimiotactique, des monomeéres d’actine
(G-actine) se polymérisent pour former des filaments double-brin (F-actine). Cette
polymérisation se fait a la périphérie de la cellule, et permet de repousser la membrane vers
I’extérieur, provoquant alors I’apparition des protrusions. Il existe deux principaux types de
protrusions, qui différent selon le mode de polymérisation de 1’actine : le lamellipode, pourvu
de filaments branchus, et le filopode, dont les filaments se regroupent parallelement pour

former des faisceaux (Lambrechts et al., 2004).
2.1. Le lamellipode

Le lamellipode est le type de protrusion cellulaire le mieux caractérisé. Il s’agit d’une
fine structure de cytoplasme (0,1 a 0,2 um d’épaisseur) qui s’étend a 1’avant de la cellule. Il
est constitué d’un réseau de filaments d’actine organisés de maniere presque orthogonale
(Welch & Mullins, 2002). Le bord antérieur du lamellipode est une zone ou la polymérisation
des filaments d’actine est continuelle. L’extrémité (+) des filaments est orientée vers la
membrane plasmique. L’ajout de nouveaux monomeres se fait donc entre le filament et la
membrane plasmique, et permet de la repousser vers 1’extérieur afin d’assurer la croissance du
lamellipode (Ridley et al., 2003). Alors que le PIP; est reconnu comme étant un signal
déclencheur de la polymérisation, il a été proposé que le PIP,, qui décore le feuillet interne de
la membrane plasmique, puisse constituer un marqueur orientant 1’élongation des filaments
d’actine vers I’extérieur. Par le déplacement de protéines de coiffe capables de bloquer la
polymérisation en recouvrant les extrémités (+) des filaments, le PIP, pourrait limiter
I’¢longation des filaments a une seule direction (Insall & Weiner, 2001 ; Schafer et al., 1996).
L’ajout de nouveaux monomeres contribue également a faire reculer les filaments d’actine

jusqu’au bord postérieur du lamellipode, ou ceux-ci se dépolymérisent.

Le réseau a I’aspect dendritique, caractéristique des lamellipodes, se forme en grande
partie grace au complexe actin related protein 2/3 (Arp2/3) composé d’Arp2, Arp3, ainsi que

de cinq autres protéines : actin related protein 2/3 complex component 1-5 (ARPC1 a

ARPCS). Le complexe se lie a I’extrémité (+) libre d’un filament d’actine dit « mere » et
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constitue de nouveaux points de nucléation d’ou vont pouvoir émerger deux filaments
« filles ». Les protéines Arp2 et Arp3 forment un hétérodimere similaire aux dimeres d’actine,
et joueraient le rdle de patron pour la croissance de deux filaments séparés d’un angle de 70°
(Ridley et al., 2011 ; Welch & Mullins, 2002). L’activation du complexe Arp2/3 est permise
par les protéines de la famille Wiskott-Aldrich syndrome protein (WASP) qui comprend
WASP elle-méme, N-WASP, WASH, WHAMM et les WASP-family verprolin-homologous
protein 1-3 (WAVE 1-3). Les protéines WAVE sont comprises dans des complexes
pentamériques activés par Racl a I’avant de la cellule et seraient les seuls membres a
contribuer directement a I’élongation du lamellipode, alors que WASH et N-WASP
participent aux phénomeénes d’endocytose (Veltman & Insall, 2010). La cortactine, recrutée
au niveau du complexe Arp2/3 et des filaments «filles » néosynthétisés, a pour role de
stabiliser le réseau d’actine ramifié, et donc de renforcer la rigidité mécanique du lamellipode.
De plus, des travaux ont démontré que des fibroblastes ayant subi une délétion du gene codant
la cortactine présentent une activité Cdc42 réduite, ainsi qu’une migration altérée (Lai et al.,
2009). Ces résultats suggerent que la cortactine, en plus de son role stabilisant, participerait a
la migration cellulaire en contribuant a I’activation de cette Rho GTPase. C’est cet équilibre
entre élongation et formation d’embranchements qui permet la croissance et le maintien du

lamellipode (Fig. 2).
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Figure 2 : La formation du lamellipode. L’extension du lamellipode nécessite la
polymérisation des filaments d’actine en un réseau dendritique repoussant la membrane
plasmique. La protéine Arp2/3, activée par le complexe WAVE, est recrutée au niveau de
I’extrémité (+) des filaments d’actine mere, suite a leur clivage par la cofiline, afin d’y former
des embranchements. La cortactine vient ensuite stabiliser les filaments filles. En protégeant
les filaments des protéines de coiffe, la protéine mDia2 permet une 1’élongation des filaments
d’actine vers la membrane plasmique
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L’¢largissement du lamellipode se fait en grande partie grace a ’action de la cofiline.
Son rdle principal est de sectionner des filaments d’actine, créant ainsi de nouvelles
extrémités (+) libres ou le complexe Arp2/3 pourra se fixer et amorcer la formation de
nouvelles ramifications. L’expansion du lamellipode est ainsi soumise a une régulation fine de
I’activité¢ de la cofiline, cyclant entre trois compartiments: la membrane plasmique, le
compartiment F-actine et le cytosol. La cofiline, localisée a la membrane plasmique, est
maintenue sous une forme inactive, par son interaction avec le PIP, (Fig. 3). Sa translocation
vers le compartiment F-actine peut €tre induite par une réduction des taux de PIP,, sous
I’action de la phospholipase Cy activée par 1’epidermal growth factor receptor (EGFR ;
Mouneimne et al., 2004). Une modulation locale du pH participe également au
« décrochage » de la cofiline. Ainsi, en réponse a un signal chimiotactique, I’activation de
I’échangeur Na*/H" 1 (NHE1) provoque un efflux de protons H' responsable d’une élévation
du pH au front de migration. Cet efflux induit alors une déprotonation de la cofiline, réduisant
son affinité pour le PIP, (Frantz et al., 2008). Une fois dissociée de la membrane, la cofiline
peut exercer son activité en clivant la F-actine. La dépolymérisation qui s’ensuit permet de
constituer des réserves de G-actine nécessaires a 1’¢longation de nouveaux filaments. La
cofiline forme alors un complexe avec la G-actine, qui ne peut plus se lier a la membrane ou
aux filaments. Ce complexe diffuse vers le cytosol, ou la cofiline est phosphorylée et libérée
de la G-actine par la protéine kinase LIM domain kinase 1 (LIMKI1) (Delorme et al., 2007 ;
van Rheenen et al., 2009). Un nouveau cycle débute lorsque la cofiline est déphosphorylée
par la protein phosphatase Slingshot homology 1 (SSHI1) et retourne a la membrane

plasmique ou au compartiment F-actine.

D’autres protéines contribuent a I’extension du lamellipode. C’est notamment le cas des
protéines de la famille des formines, telles que mDial et mDia2 (mammalian Diaphanous]-
2). Ces protéines sont activées par RhoA a I’avant du lamellipode. Elles se positionnent au
niveau de I’extrémité (+) des filaments d’actine, et favorisent leur élongation en les protégeant
des protéines de coiffe, capables de bloquer la polymérisation. Leur rdle est ainsi de permettre

une extension sans ramifications des filaments d’actine (Chesarone et al., 2010).
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Figure 3 : Le cycle de la cofiline. Au niveau de la membrane plasmique, la cofiline est
maintenue inactive par sa liaison au PIP,. En réponse a un signal chimiotactique, 1’activation
de la phospholipase Cy, ainsi que 1’élévation de pH par la NHE1, contribuent au décrochage
de la cofiline. Elle peut alors cliver les filaments d’actine, les débarrassant des protéines de
coiffe et permettant alors la construction du réseau dendritique d’actine. La cofiline diffuse
alors vers le cytosol ou elle est libérée de la G-actine, grace a une phosphorylation par la
LIMK. Un nouveau cycle de clivage peut débuter apres la déphosphorylation de la cofiline
par SSH.

2.2. Le filopode

Les filopodes sont de fines structures cylindriques qui s’étendent a partir de la
membrane plasmique et ont pour role d’explorer le milieu environnant. Ils contiennent, en
effet, des récepteurs tels que 'EGFR qui, par les cascades de signalisation associées,
participent & I’orientation de la cellule (Lidke er al., 2005). Le filopode est composé de
regroupements de filaments d’actine parall¢les, reliés entre eux par une protéine réticulante
appelée fascine (Machesky & Lia, 2010). Il existe deux modeles décrivant la formation des
filopodes. Le premier propose qu’ils émergent du lamellipode, a partir du réseau nucléé par
les complexes Arp2/3 (Gupton & Gertler, 2007). Le second modele suggere que les filopodes

N

pourraient se former a partir de la membrane plasmique, indépendamment du complexe
Arp2/3 et du lamellipode (Schirenbeck et al., 2005). Dans les deux cas, la Rho GTPase Cdc42
orchestre la formation du filopode en activant plusieurs effecteurs, dont mDia2 et insulin
receptor phosphotyrosine 53 kDa substrate (IRSp53) a la membrane plasmique. La protéine
mDia2 joue un réle essentiel en favorisant la polymérisation des monomeres d’actine, et
permet donc 1’élongation rapide des filaments, sans ramifications (Mellor, 2010). La protéine

IRSp53, quant a elle, interagit avec la membrane grace a des liaisons électrostatiques. Ces
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interactions déforment la membrane a la base du filopode afin de faciliter sa formation.
IRSp53 est également capable de recruter un certain nombre de régulateurs de la
polymérisation de 1’actine qui constituent la machinerie de nucléation au point d’émergence
du filopode (Ahmed et al., 2010). Parmi ces derniers, nous pouvons citer les protéines de la
famille Ena/VASP, qui, bien que recrutées par IRSp53, se localisent rapidement a I’extrémité
du filopode en cours de croissance afin de protéger les filaments d’actine des protéines de

coiffe (Bear & Gertler, 2009 ; Fig. 4).

\ F-actine

D G-actine

(, IRSp53

@  Protéines Ena/VASP
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‘ Cortactine
. Arp2/3
¢ mbia2

Complexe WAVE

Figure 4 : La formation du filopode. L.’extension du filopode repose essentiellement sur
’action de la protéine mDia2 qui permet une croissance sans embranchement des filaments
d’actine. Ces filaments sont reliés entre eux par la fascine. IRSp53 est responsable de la
courbure de la membrane a la base du filopode. A I'extrémité du filopode, les protéines
Ena/VASP favorisent la polymérisation des filaments d’actine.

3. Les adhésions

Au cours de la migration, la cellule va devoir former des adhésions transitoires avec la
matrice extracellulaire (MEC). Ces adhésions ont a la fois un roéle structurant et signalisant.
Leur fonction structurale est de relier la MEC au cytosquelette d’actine. Cette connexion
stabilise le lamellipode et constitue des points d’attache qui permettent a la cellule de se
tracter vers I’avant. Les adhésions fonctionnent également comme des centres signalisants
capables de contrdler la polarité cellulaire et la structure du cytosquelette. Afin que 1’avancée
de la cellule soit optimale, la dynamique d’assemblage et de désassemblage des adhésions
doit étre finement régulée et spatio-temporellement couplée a la croissance du lamellipode. En
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ce sens, il est aujourd’hui admis que la dynamique des adhésions cellulaires dépend des
activités collectives des différentes Rho GTPases citées précédemment (Nobes & Hall, 1995;

Rottner et al., 1999).
3.1. La composition de la matrice extracellulaire

La MEC est présente dans tous les tissus de I’organisme et procure un support essentiel
aux cellules. Bien qu’elle soit en grande partie constituée d’eau, plusieurs types de
protéoglycanes et de protéines fibreuses participent a sa composition. Celle-ci est unique a
chaque tissu, et leur confere donc des propriétés biochimiques et biomécaniques particulieres

(Frantz et al., 2010).

Les protéoglycanes remplissent la majorité de 1’espace extracellulaire et lui donnent un
aspect de gel hydraté (Jarveldinen et al., 2009). Ils ont des fonctions variées qui sont le reflet
de leurs structures et de leurs propriét€s biophysiques (Iozzo & Murdoch, 1996). Ils
participent ainsi au maintien de I’homéostasie tissulaire en jouant un role de filtre, de tampon,
ou encore d’hydratant. Etant essentiellement extracellulaires, les protéoglycanes se retrouvent
en amont de plusieurs cascades de signalisation et peuvent donc moduler les processus de
prolifération, d’adhésion et de migration. Certains agissent méme comme des co-récepteurs en

facilitant la rencontre d’un ligand et de son récepteur (Schaefer & Schaefer, 2010).

Les principales protéines fibreuses de la MEC sont les collagenes, les élastines, les
fibronectines et les laminines. Parmi elles, le collagéne représente 1’élément structural capital
de la MEC et constitue d’ailleurs environ 30 % de la masse protéique totale des organismes
multicellulaires (Frantz et al., 2010). Sa fonction premicre est de former des fibres qui servent
d’échafaudage, que viennent renforcer d’autres protéines de la MEC, telles que I’¢lastine.
Comme leur nom I’indique, les fibres d’¢lastine fournissent une élasticité aux tissus qui
subissent des étirements répétés. Cette propriété semble Etre particulierement importante dans
le systeme vasculaire. Une délétion monoallélique du gene codant 1’élastine chez la souris
engendre une rigidification de la paroi aortique et s’accompagne d’une élévation de la
pression artérielle (Pezet et al., 2013). La fibronectine est un autre exemple de protéine
fibreuse de la MEC. Cette protéine contient une motif asparagine, glycine, aspartate (RGD)
qui permet sa liaison avec les intégrines, principaux récepteurs de I’adhésion cellulaire

(Ruoslahti & Pierschbacher, 1987).
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3.2. Les différents types d’adhésions

Des études protéomiques indiquent que la régulation des adhésions fait intervenir plus
de 180 acteurs, reliés par plus de 700 interactions (Zaidel-Bar & Geiger, 2010). Ces chiffres
illustrent la complexité de ces structures, qui est nécessaire pour accommoder leur grande
dynamique. Plusieurs types d’adhésions sont observables dans une cellule en cours de
migration. Celles-ci différent par leur taille, leur stabilité et leur composition protéique,
facteurs reflétant leur degré de maturation. Les adhésions naissantes sont les premieres
structures a apparaitre et se forment dans le lamellipode. Ces structures sont de petite taille
(0,2 um? environ) et n’ont d’ailleurs pu étre décrites que grice a la technique de microscopie
TIRF (Choi et al., 2008). 1l a été démontré que I’actine, la taline et la paxilline étaient
présentes au sein de ces structures (Choi et al., 2008 ; Lawson et al., 2012). Le role de
chacune de ces protéines sera détaillé ultérieurement. Les adhésions naissantes ont une courte
durée de vie (environ 60 secondes) et ne sont pas présentes au-dela du lamellipode. Leur
destin est donc soit d’évoluer en structures plus stables appelées complexes focaux, soit de se

désassembler (Fig. 5).

“, Fibre d’actomyosine

. Adhésion naissante < 0,25 pm?
actine, taline, paxilline

Complexe focal =1 um?
actine, FAK, taline,
paxilline, vinculine

Adhésion focale = 3-10 um?
actine, FAK, taline, paxilline,
vinculine, a-actinine

. Adhésion fibrilaire =~ 3-20 um?

/
/
/
~ :
/
It
f

actine, FAK, taline, paxilline,
vinculine, a-actinine, tensine

Figure 5 : Caractéristiques des différentes formes d’adhésions. Les adhésions naissantes
apparaissent dans le lamellipode. Au cours de I’avancée de la cellule, elles pourront soit se
désassembler, soit s’élargir et évoluer en des formes plus stables que sont les complexes
focaux, les adhésions focales et les adhésions fibrillaires.
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Les complexes focaux commencent a apparaitre a la limite entre le lamellipode et le
lamellum. IIs sont plus larges que les adhésions naissantes (environ 1 pm?) et sont caractérisés
par le recrutement de la vinculine, renforcant I’interaction entre les intégrines et le
cytosquelette d’actine (DePasquale & Izzard, 1987). Les complexes focaux peuvent perdurer

plusieurs minutes avant de poursuivre leur maturation.

Du fait de leurs tailles (3-10 pmz), les adhésions focales sont les structures adhérentes
les mieux décrites a ce jour. Elles ont une morphologie plus allongée et sont localisées a la
fois a la périphérie et dans la portion centrale de la cellule. Les adhésions focales ont
initialement été étudiées dans les années 60-70. Les premieres observations, réalisées par
interference reflection microscopy, avaient mis en évidence des zones de contacts serrés entre
la cellule et le substrat (Curtis et al., 1964 ; Izzard & Lochner, 1976). A peu pres a la méme
période, d’autres études ont permis d’observer ces mémes structures, décrites comme des
plaques denses associées a I’extrémité de paquets de filaments d’actine (Abercrombie et al.,

1971; Heath & Dunn, 1978).

Les adhésions fibrillaires sont les structures adhérentes les plus larges et représentent la
derniere étape de maturation des adhésions. Leur morphologie s’apparente a des fibrilles ou a
des allongements de points de contact avec la MEC, sur une longueur pouvant aller de 3 um a
20 um. Elles se localisent principalement au centre de la cellule et leur présence est surtout
observée dans les fibroblastes. Leur formation est associée a la fibronectine, aux intégrines

aSB1 et a la tensine (Zaidel-Bar et al., 2004).

Au cours de leur maturation, la morphologie des adhésions passe donc d’un aspect
ponctiforme a une structure polaire allongée avec une extrémité distale et un « talon »
proximal d’ou émergent les filaments d’actine (Wolfenson et al., 2009). Bien que des
différences de composition protéique soient observées entre les divers types d’adhésions,
celles-ci semblent étre dans la continuité 1’une de 1’autre plutdt que des classes distinctes
(Zamir et al., 1999). Selon le type cellulaire étudié, la gamme complete des adhésions ne sera
pas nécessairement retrouvée. De plus, une corrélation inverse entre la taille moyenne des
adhésions et la vitesse de migration a été démontrée (Lauffenburger & Horwitz, 1996). Ainsi
les cellules des lignées myéloides, telles que les neutrophiles et les macrophages, forment des
adhésions petites et dynamiques (adhésions naissantes et complexes focaux) facilitant leurs
mouvements rapides (=10 um/min). Les cellules plus contractiles, comme les fibroblastes,

forment quant a elles des adhésions plus stables (adhésions focales et adhésions fibrillaires) et
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se déplacent plus lentement (<1pum/min) (Parsons et al., 2010). D’une maniére générale, il est
considéré que ’activité de Racl est associée a la formation de complexes focaux, alors que
leur maturation en adhésions focales dépend de RhoA (Nobes & Hall, 1995 ; Rottner et al.,
1999).

3.3. L’assemblage des complexes d’adhésion

Comme précisé précédemment, les adhésions naissantes sont les premieres structures
adhérentes a apparaitre au cours de la migration cellulaire. En plus de constituer un premier
lien physique entre la MEC et le réseau d’actine, elles transmettent des signaux mécaniques

qui stimuleront leur maturation.

L’activation des intégrines est la premicre étape de la formation des adhésions
naissantes. Les intégrines sont des récepteurs transmembranaires hétérodimériques composés
d’une sous-unité a et d’une sous-unité . Ces protéines possedent une longue portion
extracellulaire, capable de lier divers composants de la MEC, tels que le collagéne ou la
fibronectine (Margadant et al., 2011). Les intégrines peuvent adopter différentes
conformations, ayant des affinités variables pour leur ligand. Elles sont initialement présentes
a la surface cellulaire dans une conformation dite inactive, incapable de lier efficacement la
MEC. L’activation des intégrines peut se faire par des signaux cytoplasmiques, selon un
mécanisme d’activation nommé inside-out. La liaison d’un agoniste sur un récepteur
chimiotactique déclenche une cascade de signalisation menant a la fixation d’une protéine
appelée taline au niveau de la queue cytoplasmique des intégrines . Cette liaison engendre
une modification allostérique des intégrines vers une conformation active, plus affine pour les
composants de la MEC (Tadokoro et al., 2003 ; Fig. 6). Afin que la liaison des intégrines a la
MEC soit maximale, les intégrines doivent étre regroupées en clusters locaux, ce qui a pour
conséquence d’augmenter leur avidité pour le substrat. Le mécanisme par lequel les intégrines
se regroupent reste encore mal compris. Il a néanmoins été suggéré que, via leurs domaines
transmembranaires, les sous-unités o et § puissent former des homodimeéres et homotrimeéres
respectivement (Li et al., 2003). Les protéases calcium-dépendantes, appelées calpaines,
semblent jouer un role essentiel dans les mécanismes d’activation inside-out et de clustering
des intégrines. Ainsi, le clivage calpaine-dépendant de la taline augmente son affinité pour la
queue cytoplasmique de I’intégrine B3 (Yan et al., 2001). Par ailleurs, il a ét¢ démontré que
les calpaines pouvaient également cibler la queue cytoplasmique de l’intégrine B3, ce qui

facilite le regroupement de ces dernicres (Bialkowska et al., 2000). Enfin, il est a noter que
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I’inhibition de la polymérisation de 1’actine par la cytochalasine D interfére avec 1’assemblage
des adhésions. Ceci suggere que I’initiation des adhésions est intimement liée a la formation
du réseau dendritique d’actine au sein du lamellipode, favorisant I’ancrage localisé des

protéines d’adhésion, et ainsi, le regroupement des intégrines (Choi et al., 2008).

I1 a été suggéré que le signal d’activation des intégrines puisse aussi provenir du milieu
extracellulaire, a savoir des composants de la MEC tels que la fibronectine (Schwartz et al.,
1995). Ce mode d’activation, appelé outside-in, est moins bien caractérisé, mais il a été
proposé que les modifications conformationelles induites par la liaison d’un ligand aux
intégrines pourraient se propager a travers la membrane et altérer les domaines
cytoplasmiques (Fig. 6). 11 a été démontré que les intégrines peuvent étre activées par la
liaison d’un anticorps a leurs portions extracellulaires, et ce, méme lorsque les niveaux de
taline ont été déplétés (Campbell & Humphries, 2011 ; Tadokoro et al., 2003). Cette
hypothese est également renforcée par des études utilisant des billes recouvertes de ligands de
la MEC. Cet outil provoque le regroupement des intégrines ainsi que I’accumulation locale de

protéines signalisantes, dont Racl et RhoA (Miyamoto et al., 1995).

La limite entre le lamellipode et le lamellum est une zone de transition ou débute la
maturation des adhésions naissantes. Lors de pauses dans 1’avancée du lamellipode, une
fraction des adhésions naissantes augmente en taille, en s’allongeant de maniére centripéte.
Cette maturation est contr6lée par 1’établissement de contacts avec les filaments d’actine,
regroupés et orientés par 1’a-actinine et plus tard, par la myosine II, formant des fibres
d’actomyosine. Les adhésions ne contactant pas les fibres d’actomyosine, et ne subissant donc
pas leurs sollicitations mécaniques, se désassemblent rapidement & la base du lamellipode

(Choit et al., 2008).
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Figure 6 : L’activation des intégrines. L’activation des intégrines peut se faire par des voies
intracellulaires (inside-out). L’activation d’un récepteur chimiotactique stimule le clivage
calpaine-dépendant de la taline et du domaine cytoplasmique de I’intégrine . Ces éveénements
augmentent 1’affinit¢é de la taline pour les intégrines, engendrent des changements
conformationels au niveau des domaines extracellulaires et permet le regroupement des
intégrines. L’activation des intégrines peut également &tre initiée par un mécanisme
extracellulaire. La liaison aux composés de la MEC contribue au « dépliement » des
intégrines et a leur regroupement. La taline permet d’établir un contact initial entre les
intégrines et les filaments d’actine. La paxilline et la FAK sont ensuite rapidement recrutées.

Le recrutement des partenaires protéiques au sein des complexes d’adhésion se fait de
maniere séquentielle et utilise les fibres d’actomyosine comme patron (Choi et al., 2008). De
ce fait, la composition exacte d’un complexe d’adhésion dépend étroitement de son stade de
maturation. La paxilline est I'une des premieres protéines a &étre recrutée apreés la taline.
Malgré sa taille relativement petite (68 kDa), la paxilline contient plusieurs sites de liaison qui
lui permettent d’interagir avec des protéines structurantes et signalisantes. Elle possede en
effet quatre domaines LIM (Lin-11, Isl-1, Mec-3) pres de son extrémité C-terminale. Il s’agit
de motifs en double doigts de zinc par lesquels des interactions protéine-protéine sont
possibles. La paxilline va ainsi pouvoir jouer un role d’adaptateur moléculaire favorisant la
maturation progressive du complexe d’adhésion (Turner, 2000). Parmi les partenaires
protéiques pouvant se lier aux domaines LIM, nous pouvons citer la vinculine, certaines
intégrines o, ainsi que les tyrosine kinases Src et focal adhesion kinase (FAK) (Brown et al.,
1996). La phosphorylation de la paxilline par la FAK crée de nouveaux sites de fixation pour
d’autres partenaires de la paxilline (Turner, 2000). La FAK participe également au
recrutement de la taline dans les complexes d’adhésion, indépendamment de la liaison taline-

intégrine B1 (Lawson et al., 2012).

La vinculine fait partie des protéines recrutées aux complexes d’adhésion en réponse a
une tension mécanique. Elle est composée d’une téte globulaire et d’'un domaine queue, reliés
par une séquence riche en prolines. Grace a sa téte en N-terminale, elle peut se fixer a la
taline, tandis que sa portion C-terminale peut lier les filaments d’actine (Humphries et al.,
2007). Sous I’effet de tensions créées par les fibres d’actomyosine, la taline peut étre étirée de
5 a 8 fois, ce qui révele des sites de liaison pour la vinculine (Margadant et al., 2011 ; Rio et
al., 2009). Le recrutement de la vinculine au niveau de la taline est essentiel pour renforcer la
liaison entre les filaments d’actine et les complexes d’adhésion. Le lien entre la taline et

I’actine peut, en effet, étre brisé par des forces dépassant 2 piconewtons. Une fois renforcées,
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les adhésions peuvent résister a des forces plus intenses, allant jusqu’a 20 piconewtons (Hirata
et al., 2014). La zyxine est un autre exemple de protéine recrutée en réponse a une tension
mécanique. Elle est recrutée au niveau des adhésions focales, mais se relocalise sur les fibres
d’actomyosine en réponse a une tension mécanique. Cette relocalisation est associée a un
épaississement des fibres, suggérant que la zyxine est impliquée dans la transduction de
signaux mécaniques en une réponse cellulaire permettant de renforcer le cytosquelette

d’actine (Yoshigi et al., 2005 ; Fig. 7).

Lamellum Lamellipode

Vinculine

a-actinine
Taline
Paxilline

Intégrines actives

PSRN SRR DRI IRl SIE & (U O e B
A ramanianCEegannyngnnngy |

guunuuuunycRupoyupy I |
e R PR ey ’ :

¥ fuby ('Awi"i)t, e St CE Rl

o ks Sl SL IR tatete Hoistoion stare
g ianhainnn AanArnan
[

VERRARAN |
@/ Juuenoynuyuig JyLyuy
QR Rl MR

(ol ool ilat'sls

Figure 7 : L’assemblage des complexes d’adhésion. Le mouvement rétrograde des
adhésions naissantes les ameéne a la limite entre le lamellipode et le lamellum, ot le contact
avec les fibres d’actomyosine déclenche leur maturation en complexes focaux, puis en
adhésions focales. En effet, la voie RhoA/Rho kinase stimule I’activité contractile de la
myosine II, essentielle au recrutement de protéines telles que la vinculine et la zyxine. Les
forces exercées par les fibres d’actomyosine permettent également a la cellule de se tracter
vers |’avant.

La formation et la stabilisation des complexes d’adhésion permettent aux cellules
d’exercer une force de traction nécessaire a [’avancée de la cellule. La contraction des fibres
dépend de la myosine II. Cette protéine est composée de deux chaines lourdes, deux chaines
légeres essentielles et deux chaines 1égeres régulatrices. L activité motrice est stimulée par la
phosphorylation réversible des chaines régulatrices par la myosin light chain kinase (MLCK).

La MLCK est elle-méme régulée par la voie RhoA. A I’inverse, I’activation de Racl inhibe la
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MLCK, ce qui a pour effet d’inhiber les phénomeénes de contraction au profit de 1’étalement

cellulaire (Parsons et al., 2010 ; Ridley et al., 2003 ; Vicente-Manzanares et al., 2005).
3.4. Le désassemblage des complexes d’adhésion

Le désassemblage des adhésions est une étape indispensable de 1’avancée de la cellule.
Bien que le phénomene ait initialement été observé a I’arriére de la cellule au cours de la
rétractation de la « queue » cellulaire, nous savons aujourd’hui qu’il se déroule également a
I’avant pour permettre le recyclage des protéines d’adhésion vers de nouveaux complexes,
processus appelé turnover. Le désassemblage est principalement médié par des évenements de

phosphorylation, ainsi que par le clivage de plusieurs protéines d’adhésion par les calpaines.

La FAK joue a la fois un role dans la maturation des complexes d’adhésion et dans leur
désassemblage. Cependant, son inhibition se répercute davantage sur ce dernier point
puisqu’elle méne a une accumulation d’adhésions stables (Ili¢ et al., 1995). En se liant a la
kinase Src, la FAK permet de multiples phosphorylations de la paxilline. Cet événement
contribue a la dissociation des adhésions en modifiant 1’affinité de la paxilline pour ses
partenaires (Webb et al., 2004). Le complexe FAK-Src est aussi impliqué dans le recrutement
de la calpaine 2 et de son activateur, extracellular signal-regulated kinases (ERK), dans les
complexes d’adhésion (Carragher et al., 2003). Enfin, la FAK participe également au
recrutement de la dynamine, une protéine essentielle a I’endocytose clathrine-dépendante des

intégrines (Ezratty et al., 2005).

Le role des calpaines dans le désassemblage des complexes d’adhésion a été largement
caractérisé. L’inhibition des calpaines, par la calpastatine ou par I’agent pharmacologique N-
acetyL-Leu-Leu-Norleu-al (ALLN), empéche le turnover des complexes (Bhatt et al., 2002).
Plusieurs protéines des complexes, dont la taline, la paxilline, la FAK et la vinculine peuvent,
en effet, étre clivées par les calpaines 1 et/ou 2 (Chan et al., 2007 ; Franco & Huttenlocher,
2005 ; Franco et al., 2004 ; Serrano & Devine, 2004). Parmi ces cibles, la taline semble étre
primordiale puisque I’expression d’une protéine mutée, résistante au clivage, ralentit
fortement le désassemblage des adhésions et empéche le rurnover de la vinculine, la zyxine et

la paxilline (Franco er al., 2004).

L’importance du réseau de microtubules au cours de la dissociation des adhésions a été
démontrée par I’utilisation du nocodazole, un inhibiteur de la polymérisation des

microtubules. Le traitement des cellules avec cet agent stabilise les complexes d’adhésion,
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renforcant alors ’ancrage des cellules a la MEC. Le retrait du nocodazole du milieu de culture
entraine une élongation des microtubules vers les adhésions. La formation de contacts entre
les microtubules et les complexes d’adhésion est corrélée avec un désassemblage massif des
complexes (Kaverina et al., 1999). Il a alors été proposé que la croissance des microtubules
vers les points de contact puisse y apporter des acteurs du désassemblage, tels que la calpaine,
afin d’amorcer le processus. Un réle de la protéine zinc finger FYVE-type containing protein
21 (ZF21) dans le recrutement des calpaines a récemment ét¢ décrit. La protéine ZF21
posseéde, en effet, des domaines de liaison pour la calpaine 2, mais également pour la B-
tubuline, la FAK et le PI3P (Nagano et al., 2012). Les auteurs proposent que ZF21 pourrait
permettre le transport de la calpaine 2 le long des microtubules, et via une liaison a la FAK,
faciliter ’amarrage des microtubules aux complexes d’adhésion (Nagano et al., 2012). Une
délétion du gene codant ZF21 ralentit considérablement le processus de désassemblage ainsi

que la motilité cellulaire (Nagano et al., 2010 ; Fig.8).
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Figure 8 : Le désassemblage des adhésions. Le modele actuel propose que des signaux de
déstabilisation soient amenés aux sites d’adhésion via les microtubules et la protéine ZF21.
L’un de ces signaux est la calpaine 2, qui peut cliver la zyxine, la vinculine, la paxilline et la
taline. La phosphorylation de la paxilline par la FAK contribue également au désassemblage
des adhésions. Des protéines adaptatrices de la clathrine, telles que 1’AP2, sont ensuite
recrutées et participent a ’endocytose des intégrines. Celles-ci sont alors recyclées vers le
front de migration ou dégradées.

Le phénomene d’ubiquitinylation est également impliqué dans le turnover des
adhésions. Plusieurs ubiquitine-ligases E3 ont été identifiées au cours d’études protéomiques

cherchant a définir la composition des adhésions (Winograd-Katz et al., 2014 ; Zaidel-Bar et
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al., 2007). De plus, il a été démontré qu’un certain nombre de protéines, dont la FAK, la
paxilline et les intégrines, peuvent étre ubiquitinylées lors du désassemblage des adhésions
(Huang, 2014). L’ubiquitine peut constituer un signal de reconnaissance pour une dégradation
par le protéasome ou par 1’autophagie. Dans le cas de l’autophagie, plusieurs types de
récepteurs cargos, tels que neighbor of BRCAI gene 1 (NBRI1) ou p62, peuvent se fixer aux
substrats ubiquitinylés, ainsi qu’a la protéine autophagique microtubule-associated protein I-
light chain 3 (LC3), afin de diriger leurs cargos vers cette machinerie de dégradation (Kenific
et al., 2016). Des travaux récents indiquent que ’autophagie peut également réguler le
turnover des adhésions indépendamment de NBR1 et p62. La phosphorylation de la paxilline
par la kinase Src augmente son interaction avec la protéine LC3 et facilite alors sa dégradation

(Sharifi et al., 2016).
3.5. L’endocytose des intégrines

La derniere étape du désassemblage des complexes d’adhésion concerne le devenir des
intégrines. Bien qu’il arrive qu’une partie des intégrines soit arrachée de la cellule et
abandonnée sur la matrice (Palecek et al., 1998), la plupart des intégrines sont internalisées
suite au désassemblage des adhésions afin d’étre dégradées ou recyclées vers de nouveaux
sites d’adhésion (Margadant et al., 2011). Parmi les différents modes d’internalisation que
peuvent emprunter les intégrines, I’endocytose clathrine-dépendante est aujourd’hui la mieux
caractérisée. Ce mode d’endocytose repose sur 1’assemblage d’un manteau protéique dans
lequel s’invagine la membrane plasmique. Cette structure dépend de protéines adaptatrices,
telles que le complexe adaptor protein 2 (AP2), capables de lier a la fois le PIP; et le cargo a
endocyter. Les molécules de clathrine s’assemblent pour former la couche externe du
manteau. Elles permettent le recrutement de protéines accessoires impliquées dans le
courbage de la membrane, la motilité de la vésicule et plus tard, le désassemblage du
manteau. La scission de la vésicule se fait grace au recrutement de la dynamine. Il s’agit
d’une GTPase en forme de spirale qui applique une torsion autour du « col » de I’invagination
afin de rompre la membrane (Mousavi et al., 2004 ; Fig. 9). I a ét¢ démontré que plusieurs
acteurs de cette machinerie d’endocytose se localisent rapidement au niveau des adhésions en
cours de dissociation. C’est le cas de la dynamine, ainsi que de la clathrine et ses adaptateurs,
Disabled-2 (Dab-2), autosomal recessive hypercholesterolemia (ARH) et Numb (Ezratty et
al., 2009 ; Nishimura & Kaibuchi, 2007). Ces adaptateurs reconnaissent un motif NPxY

localisé dans la portion cytoplasmique des intégrines P, puis interagissent avec la clathrine et
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la dynamine afin de réguler I’endocytose des intégrines. Une déplétion des niveaux de Dab-2,
d’ARH, de Numb ou de clathrine par des ARN interférents suffit pour ralentir le
désassemblage des complexes d’adhésion ainsi que la migration de fibroblastes (Ezratty et al.,
2009, 2005 ; Nishimura & Kaibuchi, 2007). Il a récemment été montré que le complexe AP2,
I’adaptateur le plus abondant de la clathrine, était également impliqué dans 1’endocytose des
intégrines. L’AP2 peut se lier a la portion cytoplasmique des intégrines a2 et o4 afin de

permettre leur endocytose (De Franceschi et al., 2016).
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Figure 9 : L’endocytose clathrine-dépendante. La reconnaissance d’un cargo a endocyter
se fait grace aux protéines adaptatrices de la clathrine telles que I’AP2, Dab2, ARH ou Numb.
La clathrine s’assemble alors autour des protéines adaptatrices et recrute des protéines
accessoires impliquées dans la formation des invaginations, la motilité des vésicules ou le
désassemblage du manteau. Le recrutement de la dynamine permet ensuite la scission de la
vésicule. Une fois internalisée, la vésicule d’endocytose commence a perdre son manteau de
clathrine.

I1 a longtemps été suggéré que [I’internalisation des intégrines se produisait
principalement a I’arriere d’une cellule en migration, afin de faciliter le détachement de la
queue cellulaire (Bretscher, 1996). Cependant, nous savons aujourd’hui que I’endocytose se
produit également a I’avant de la cellule ou elle est tout aussi essentielle a la migration
chimiotactique. Les premieres études cherchant a localiser les acteurs moléculaires de
I’endocytose clathrine-dépendante ont démontré que les invaginations recouvertes de clathrine
ne semblaient pas particulicrement compartimentées. Bien que la queue cellulaire soit

relativement dépourvue de ces invaginations, il apparait qu’elles sont distribuées de maniere

homogene dans le reste de la cellule (Rappoport & Simon, 2003). Un constat similaire peut
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étre fait pour les adaptateurs Dab2, AP2 ainsi que pour I’internalisation de la transferrine, un
cargo fréquemment utilisé pour étudier I’endocytose clathrine-dépendante. Des expériences
d’immunodétection indiquent qu’ils sont retrouvés de manicre uniforme dans les cellules
(Howes et al., 2010 ; Nishimura & Kaibuchi, 2007). Cependant, grace a des techniques de
microscopie a feuille de lumiere, une distribution asymétrique de I’AP2 a récemment été
démontrée dans une lignée cellulaire issue de glioblastome. Les auteurs ont démontré que la
face ventrale du lamellipode-lamellum était dépourvue de vésicules a AP2, alors qu’elles se
forment continuellement sur la face dorsale (Kural et al., 2015). Il a été proposé que 1’AP2
puisse étre impliquée dans le transport des intégrines de la face dorsale de la cellule vers la
face ventrale (Bridgewater et al., 2012). Une polarisation marquée est également observable
pour ce qui est de la distribution de I’adaptateur Numb. Celui-ci est concentré dans les puits a
clathrine a 1’avant de la cellule ou il participerait au désassemblage des adhésions (Nishimura

& Kaibuchi, 2007).
3.6. Le recyclage des intégrines

La migration cellulaire doit étre finement régulée d’un point de vu spatiotemporel. En
ce sens, le trafic vésiculaire est primordial de par sa capacité a contrOler la localisation des
différents acteurs, dont ceux qui sont liés aux membranes tels que les intégrines. Il est bien
établi que les intégrines sont rapidement transportées entre la membrane plasmique et les
endosomes. Pour certaines intégrines, il est estimé que le pool a la surface est recyclé au
moins une fois toutes les 30 minutes (Paul ez al., 2015). Une fois internalisées, une partie des
intégrines peut étre dirigée vers une voie de dégradation lysosomiale. C’est notamment le cas
lorsque les intégrines sont trop fortement liées a leur ligand. Suite a sa liaison a la
fibronectine, I’intégrine aSB1 peut &tre ubiquitinylée au niveau de la queue cytoplasmique de
I’a5. L’ubiquitine pourrait ici €tre un indicateur d’intégrines devenues obsoletes, ne pouvant
donc pas étre recyclées vers de nouvelles adhésions (Lobert et al., 2010). La plupart des
intégrines sont cependant recyclées vers la membrane plasmique. Cette décision semble €tre
influencée par les protéines sorting nexin 17 (SNX17) et sorting nexin 31 (SNX31). En se
liant aux domaines cytoplasmiques des intégrines [, au niveau des endosomes précoces, ces
protéines de tri peuvent détourner les intégrines vers la voie de recyclage (Béttcher et al.,
2012; Tseng et al., 2014). De 1a, les intégrines peuvent retourner a la surface en empruntant
une voie courte Rab4-dependante ou une voie plus longue qui repose sur Rabll et ADP-

ribosylation factor 6 (ARF6), en passant par le compartiment périnucléaire de recyclage

34



Introduction La migration directionnelle

(Bridgewater et al., 2012). Le chemin emprunté pourrait dépendre du statut d’activation des
intégrines. Il a été démontré que les intégrines B1 actives et inactives suivent le méme chemin
vers les endosomes précoces. Les B1 inactives sont cependant rapidement recyclées via la
voie Rab4 alors que les B1 actives passent par le compartiment périnucléaire de recyclage
avant d’étre adressées a la membrane plasmique (Arjonen et al., 2012). Les mécanismes
régulant ce tri restent encore mal compris, mais le but d’un trafic plus long pourrait étre de
permettre le détachement du ligand et le retour a la surface d’une intégrine libre. N’ayant pas
lié la matrice, les intégrines inactives n’auraient pas besoin de ce détour et seraient alors

rapidement recyclées (Fig. 10).
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Figure 10 : Le trafic intracellulaire. Les intégrines internalisées sont dirigées vers le
compartiment des endosomes précoces. De la, elles peuvent soit i) emprunter la voie Rab4-
dépendante et rapidement retourner a la membrane plasmique, soit ii) suivre une voie plus
longue passant par le compartiment périnucléaire de recyclage et les endosomes de recyclage
Rabl1- et ARF6-positifs. Les intégrines peuvent également étre dirigées vers une voie de
dégradation qui repose sur les endosomes tardifs et les lysosomes.

Dans des cellules en cours de migration, les événements d’exocytose sont concentrés a
I’avant (Schmoranzer et al., 2003). En plus d’externaliser les protéines requises au front de

migration, telles que les intégrines, ce phénomene pourrait apporter une source de
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phospholipides nécessaires a I’expansion rapide du lamellipode. Pour que les phospholipides
provenant d’une source interne puisse €tre incorporés a la membrane plasmique, les deux
membranes doivent fusionner par un processus qui dépend des protéines soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor (SNARE) (Jahn & Scheller,
2006). Une protéine R-SNARE se localise sur le compartiment donneur et se lie a un
complexe Q-SNARE présent sur la membrane ciblée pour former un complexe trans-SNARE.
Les protéines SNARE peuvent ainsi moduler la migration cellulaire en contrélant la
localisation de ses acteurs. Synaptosomal-associated protein 29 (SNAP29) est par exemple
impliquée dans le recyclage des intégrines B1. La perte de SNAP29 s’accompagne d’une
rétention intracellulaire des intégrines P1 et ralentit alors la vitesse de migration des
fibroblastes (Rapaport et al., 2010). La R-SNARE vesicle associated membrane protein 3
(VAMP3) participe également au recyclage des intégrines (Riggs et al., 2012). La stimulation
de macrophages par le peptide chimioattractant N-formylmethionyl-leucyl-phenylalanine,
engendre une redistribution marquée d’endosomes de recyclage VAMP3-positifs vers le
lamellipode. Cette polarisation de 1’exocytose fait intervenir le complexe Stx4/SNAP23.
Celui-ci est localisé sur toute la surface d’une cellule statique, mais se retrouve concentré au
front de migration d’une cellule en mouvement. Il constitue alors le partenaire Q-SNARE de
VAMP3 et permet la fusion des endosomes de recyclage avec la membrane plasmique.
L’inhibition de SNAP23 ou de VAMP3 par des ARN interférents ou par des dominants
négatifs réduit 1’adressage des intégrines au front de migration et empéche 1’expansion du

lamellipode (Skalski et al., 2010 ; Veale et al., 2010).
4. Controle de la migration par des RCPG chimiotactiques

Avec plus de 800 genes identifiés chez I’Homme, les RCPG constituent la plus grande
famille de récepteurs membranaires (Fredriksson er al., 2003). Il s’agit de récepteurs
membranaires pouvant interagir avec des protéines G, et possédant 7 domaines
transmembranaires d’environ 25-35 résidus. Leur role est de traduire un signal extracellulaire
en une cascade de signalisation intracellulaire qui modulera I’activité de la cellule. Les
ligands des RCPG sont extrémement variés, allant de molécules organiques odorantes aux
peptides, en passant par des lipides et méme des photons. Ces récepteurs régissent alors une
large gamme de fonctions physiologiques telles que la pression artérielle, la
neurotransmission et le chimiotactisme. Le nombre, la localisation et la diversité de ces

récepteurs en ont fait des cibles thérapeutiques majeures. Plusieurs RCPG sont impliqués
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dans les processus de migration cellulaire. Les ligands de ces récepteurs sont alors considérés
comme des molécules chimioattractantes et regroupent principalement les chimiokines, les

lipides bioactifs et les peptides vasoactifs.
4.1 Les récepteurs aux chimiokines

Les chimiokines constituent une large famille de cytokines chimioattractantes de faible
poids moléculaire (8 a 10 kDa) pouvant initier les processus de migration directionnelle en se
fixant a leur RCPG. La plupart des chimiokines contiennent quatre résidus cystéine dans leur
séquence peptidique, et sont classées en quatre sous-catégories selon la position des deux
premieres cystéines : CC, CXC, C ou CX;3C. Les récepteurs sont quant a eux nommés en
fonction de la nature de leurs ligands. Ainsi nous pouvons par exemple associer les récepteurs
CCR1 a CCRY aux chimiokines de types CC, et les récepteurs CXCR1 a CXCRS aux
chimiokines de type CXC (Murphy et al., 2000). A ce jour, une cinquantaine de chimiokines
ainsi qu’une vingtaine de leurs RCPG ont été identifiés. Bien qu’ils aient initialement été
décrits dans le contexte de la réaction inflammatoire aigiie, nous savons aujourd’hui que les
RCPG aux chimiokines sont impliqués dans d’autres processus physiologiques nécessitant
une migration cellulaire, tels que la cicatrisation et I’angiogenése. Leur implication dans des
contextes pathologiques, tels que la progression tumorale, a également été démontrée et fait

d’ailleurs I’objet de nouvelles stratégies thérapeutiques (Raman et al., 2012).

L’un des récepteurs aux chimiokines le mieux caractérisé est le CXCR4, du fait de son
role dans D’internalisation du virus de l'immunodéficience humaine ainsi que pour son
implication dans la progression de nombreux cancers (Chatterjee et al., 2014; Feng et al.,
1996). Les récepteurs peuvent généralement lier plusieurs chimokines différentes. Le CXCR4
semble cependant étre plus sélectif, puisqu’un seul ligand endogene a été identifié€ a ce jour :
le stromal cell-derived factor 1 (SDF-1), aussi connu sous le nom de CXCL12 (Murphy et al.,
2000).

Le CXCR4 peut déclencher un certain nombre de cascades de signalisation régulant
divers processus biologiques. Suite a la liaison du SDF-1, des modifications
conformationnelles s’op€rent au niveau du récepteur et permettent 1’activation de protéines G
hétérotrimériques, et la dissociation de la sous-unit¢ Goa des GPy. Ces dernieres pourront
activer des voies de signalisation plus en aval afin d’orchestrer la réorganisation du

cytosquelette d’actine et la migration cellulaire. Le role central des sous-unités Gy semble

37



Introduction La migration directionnelle

étre 1’activation directe de la PI3K-I (Rubin, 2009 ; Stephens et al., 1994). Le récepteur activé
par son ligand se comporte comme une GEF permettant 1’échange d’un GDP contre un GTP
au niveau de la sous-unité Ga. Bien que le CXCR4 puisse activer plusieurs classes de sous-
unités Ga, il est majoritairement couplé a la Ga; et la Gog (Teicher & Fricker, 2010). Le Dr
Maghazachi fut I'un des premiers a démontrer que le CXCR4 pouvait étre couplé a plusieurs
isoformes de la Go. En traitant des lymphocytes avec des anticorps bloquants dirigés contre
des sous-unités spécifiques, il a montré que la Gag était nécessaire a I’induction du
chimiotactisme par le SDF-1 (Maghazachi, 1997). La plupart des fonctions du CXCR4, dont
le chimiotactisme, sont cependant sensibles a un traitement a la toxine pertussique (PTX),
suggérant un role essentiel de la famille des Go; (Rubin, 2009). Par I’ADP-ribosylation d’un
résidu cystéine situé a I’extrémité C-terminale de la sous-unité o, cette toxine bactérienne
inhibe toute la cascade de signalisation se trouvant en aval de la protéine G (Kaslow et al.,
1992). La protéine Ga; est un inhibiteur direct de 1’adénylate cyclase (AC) et permet de
réduire la production d’AMPc. D’une maniére générale, ’AMPc peut inhiber la migration
cellulaire en augmentant 1’activité de la PKA (protein kinase A). Bien que ses effets semblent
varier d’un type cellulaire a ’autre, la PKA peut inhiber la MLCK, essentielle a I’activation
de la myosine II, et donc a la maturation des adhésions (Burdyga et al., 2013 ; Chen et al., ,
2008). Par ailleurs, dans une lignée cellulaire issue d’un cancer du sein, il a récemment été
démontré que la sous-unité Goj, est capable d’interagir avec I'une des GEF de Racl,
engulfment and cell motility protein 1 (ELMO1), en réponse a une stimulation par le SDF-1.
Cette interaction semble étre indispensable a 1’activation de Rac1 ainsi qu’au chimiotactisme

induit par I’activation du CXCR4 (Li et al., 2013 ; Fig. 11).

La désensibilisation est une caractéristique commune a la signalisation de plusieurs
RCPG. 1l s’agit de la perte de réponse a un stimulus extracellulaire, via I’endocytose du
récepteur. Il a été démontré que les G protein-coupled receptor kinase (GRK) ainsi que les -
arrestines sont impliquées dans ce processus de désensibilisation. Suite a la liaison de
I’agoniste, la phosphorylation de I’extrémité C-terminale cytosolique du RCPG induit le
recrutement de la B-arrestine, permettant d’initier le processus d’endocytose (Krupnick &
Benovic, 1998). Les B-arrestines induisent 1’internalisation des récepteurs en interagissant
avec des protéines de 1’endocytose, telles que I’AP2 et I’ARF6 (Lefkowitz, 2011). 11 a été
ainsi démontré qu’une réduction des taux de B-arrestine2 dans des lymphocytes, diminue le
phénomene de désensibilisation et augmente le couplage du CXCR4 aux protéines G.

Cependant ces cellules présentent également une perte de réponse chimiotactique envers le
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SDF-1, suggérant que [’internalisation du RCPG est essentielle a ses propriétés
chimiotactiques (Fong et al., 2002). En effet, le couple B-arrestine2/CXCR4 forme une
plateforme intracellulaire signalisante, capable d’induire 1’activation des MAPK p38 et
ERK1/2 (Luttrell et al., 2001 ; Rubin, 2009). Ces kinases favorisent alors la migration
cellulaire en participant a 1’activation et/ou au recrutement de la paxilline, de la MLCK, des
calpaines et de la FAK (Huang et al., 2004). 1l est a noter que des résultats similaires ont été
obtenus dans des cellules HEK-293 transfectées, surexprimant le CXCR4. Dans ces cellules,
des ARN interférents dirigés contre la B-arrestine2 bloquent I’activation de p38 et d’ERK,
ainsi que la migration directionnelle induite par le SDF-1 (Cheng et al., 2000 ; Sun et al.,
2002). Une fois internalisés, certains RCPG peuvent étre déphosphorylés et redirigés vers la

membrane plasmique (Krueger et al., 1997).
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Figure 11 : Représentation schématique des principales voies de signalisation associées a
la protéine G;.

4.2. Les récepteurs aux peptides vasoactifs

Des hormones telles que I’angiotensine II et les endothélines sont bien connues pour
leurs effets sur le systeme cardiovasculaire, d’ol leur appartenance a la famille des peptides
dits vasoactifs. Certains de ces peptides sont également capables d’agir sur la migration

cellulaire. A titre d’exemple, des travaux ont démontré que la liaison de ’angiotensine II a
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son RCPG induit la migration de cellules musculaires lisses, alors que I’endothéline-1 peut

stimuler celle des cellules endothéliales (Daher et al., 2008 ; Xi et al., 1999)

L’urotensine II (UII) est un peptide vasoactif cyclique de 11 acides aminés. A la fin des
années 90, il a été identifié comme étant le ligand du RCPG orphelin GPR14, plus tard
renommé urotensin Il receptor (UT). L’UII et I’'UT ont d’abord été caractérisés pour leurs
effets sur le systeme cardiovasculaire, pour lequel il a ét€ démontré que 1’activation de ’'UT
pouvait stimuler la constriction de ’ensemble des artéres. Il a d’ailleurs été démontré que
I’UII était 10 a 20 fois plus puissant que I’endothéline 1 chez le rat, le macaque et ’homme,
ce qui lui a obtenu le titre de peptide vasoactif le plus puissant a ce jour (Ames et al., 1999 ;
Maguire & Davenport, 2002). Les effets chimiotactiques de I’UII ont été observés dans un
certain nombre de types cellulaires, bien que les mécanismes sous-jacents ne soient pas
encore pleinement élucidés. L’UII peut ainsi stimuler la migration de monocytes et de cellules
endothéliales en induisant une réorganisation du cytosquelette d’actine par 1’activation de la
voie RhoA/Rho kinase (Segain et al., 2007 ; Xu et al., 2009). De plus, notre équipe a
récemment démontré que I’UIl pouvait induire le couplage du récepteur UT a différents
effecteurs tels que les protéines G, G;j et les B-arrestines 1 et 2, favorisant alors 1’activation de
la voie ERK1/2 et a la migration chimiotactique des cellules HEK-293 (Brulé et al., 2014 ;
Jarry et al., 2010). Dans des lignées cellulaires dérivées de gliomes, il a été démontré que la
voie Gj3/Rho/Rho kinase ainsi que la voie Gi/PI3K-I sont activées suite a un traitement a
I’UIL, menant & un remodelage du cytosquelette d’actine et a la migration de ces cellules
(Lecointre et al., 2015). Ces données viennent renforcer des études précédentes ayant
démontré que les effets pro-migratoires de 1’UII dépendaient de la voie ERK dans des cellules
musculaires lisses (Matsusaka & Wakabayashi, 2006), ainsi que des voies des mitogen-
activated protein kinase (MAPK) et RhoA/Rho kinase dans des fibroblastes (Xu et al., 2009 ;
Zhang et al., 2008).

4.3. Lipides bioactifs

Plusieurs lipides tels que I’acide lysophosphatidique (LPA) ou la sphingosine-1-
phosphate sont également capables de réguler la migration chimiotactique. Du fait de leur
capacité a exercer des effets biologiques, ils appartiennent a la famille des lipides dits
bioactifs. A titre d’exemple, il a été démontré que le LPA pouvait accélérer la croissance
tumorale en modulant a la fois 1’angiogenése et l’invasion tumorale, deux processus

caractérisés par une migration cellulaire accrue (Blackburn & Mansell, 2012 ; Contos et al.,
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2000). A ce jour, cing RCPG pouvant lier le LPA ont été identifiés : LPA; a LPAs. Les effets
pro-migratoires du LPA semblent étre essentiellement relayés par les récepteurs LPA, et
LPA;. Ils sont couplés aux protéines Gj, Gq et Gio/13 et peuvent alors activer les voies MAP
kinases, PI3K-I/TIAM1/Rac et RhoA/Rho kinase (Blackburn & Mansell, 2012 ; Lin et al.,
2010).

5. Role des RCPG chimiotactiques dans I’invasion tumorale

Dans le contexte du cancer, les voies de la migration peuvent étre reprogrammées afin
de favoriser la dissémination des cellules cancéreuses. L’invasion tumorale et la formation de
métastases qui en résultent sont en effet des caractéristiques importantes de la progression de
plusieurs types de cancers malins (Roussos et al., 2011). La diffusion des cellules cancéreuses
comporte plusieurs étapes : le détachement des cellules de la tumeur primaire, I’adhésion a la
MEQC, la dégradation de la MEC et la migration directionnelle. Cette derniere étape repose sur
les mécanismes décrits précédemment. Les fibroblastes associés aux cancers sont une
composante importante de la progression tumorale (Xing et al., 2010). Ils peuvent dériver de
cellules épithéliales ou endothéliales, et constituent une source importante de molécules
chimioattractantes, dont des chimiokines, qui pourront €tre percues par des récepteurs

localisés a la surface de cellules cancéreuses.

Le récepteur aux chimiokines le plus fréquemment détecté dans les cellules cancéreuses
est le CXCR4. Son expression est retrouvée dans plus d’une vingtaine de type de cancers
différents dont les tumeurs de la vessie, de la prostate, du poumon, du foie et du cerveau
(Chatterjee et al., 2014 ; Saint et al., 2011). 1l est aujourd’hui proposé que ces cellules
tumorales puissent détourner 1’axe CXCR4/SDF-1 afin d’activer les processus invasifs. Le
fait que I’expression de SDF-1 soit particulierement élevée dans les sites de métastases
fréquents, comme le cerveau, la moelle osseuse et le poumon, vient appuyer cette hypothese
(Chatterjee et al., 2014). Plusieurs études ont démontré que les fibroblastes associés aux
cancers peuvent produire du SDF-1, et stimuler ainsi la migration de cellules cancéreuses vers
le bord invasif de la tumeur et vers des vaisseaux sanguins (Eck et al., 2009 ; Orimo et al.,
2005). Dans le cadre des tumeurs gliales, Sehgal et collaborateurs ont déterminé que le
CXCR4 était surexprimé dans 57% des glioblastomes multiformes primaires et dans 88% des

lignées de glioblastomes analysées (Sehgal et al., 1998). L’expression du CXCR4 et de son
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ligand peut varier d’un gliome a 1’autre mais, d’une maniere générale, semble augmenter avec
le grade de la tumeur (Gagliardi et al., 2014). Les tumeurs satellites ainsi que les bords
invasifs des glioblastomes sont également des régions ou I’expression du CXCR4 est la plus
élevée (Zagzag et al., 2008). Ainsi, la présence du RCPG dans les glioblastomes est
généralement un marqueur de mauvais pronostic et un indicateur d’une espérance de vie post-

opératoire relativement faible.

Le systtme urotensinergique fait également parti des couples RCPG/ligand
potentiellement impliqués dans la progression tumorale. L’une des premicres études suggérant
un role du systeme urotensinergique dans le développement tumoral avait permis de
démontrer une forte expression de I’UII et I’UT dans des carcinomes rénaux (Shenouda et al.,
2002). Cette hypotheése a par la suite été renforcée par des travaux reliant le systeme
urotensinergique a d’autres types de cancers. Franco et collaborateurs ont récemment mis en
évidence une expression accrue de I’UT dans les formes les plus invasives des tumeurs
musculaires de la vessie. De plus, la motilité et le pouvoir invasif des cellules issues de ces
tumeurs peuvent étre bloqués par des ARN interférents dirigés contre I’UT, ou par un
antagoniste du récepteur (Franco et al., 2014). Des résultats similaires ont été obtenus sur des
cellules issues de tumeurs prostatiques (Grieco et al., 2011) et colorectales (Federico et al.,
2014). Notre équipe a également démontré des effets pro-migratoire de I’UT sur des cellules
cancéreuses, cette fois dans le contexte de glioblastome (Lecointre et al., 2015). En dépit
d’une origine tissulaire variable, ces cancers ont la particularit¢ d’étre particuliérement
agressifs et métastatiques. Le systeme urotensinergique pourrait donc participer directement a

la dissémination des cellules cancéreuses.
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Chapitre II : L’autophagie
1. Historique

Le terme « autophagie » provient du grec « auto » voulant dire soi-méme et « phago »
signifiant manger. Il s’agit d’un processus catabolique, hautement conservé chez les cellules
eucaryotes, au cours duquel du matériel cytoplasmique est capturé dans des vésicules, puis
livré aux lysosomes pour y étre dégradé. De cette maniere, 1’autophagie participe au maintien
de I’homéostasie cellulaire. Lorsque le phénomene a été observé pour la premiere fois, dans
les années 50, 1’idée qu’une cellule doive « s’auto-digérer » était surprenante. L hypothése la
plus simple était que I’autophagie permettait de dégrader des protéines mal repliées, des
organites endommagés ou des agents infectieux. Nous savons aujourd’hui que sa fonction est
plus complexe puisqu’il s’agit également d’une réponse adaptative, qui fournira de I’énergie
pour faire face a différents types de stress. De plus, I’avancée des travaux au cours de ces
dernieres années a révélé qu’il ne s’agissait pas que d’une dégradation aléatoire de substrats,
mais qu’il existe des mécanismes permettant de sélectionner les cargos a éliminer. La
découverte de ces mécanismes a permis de connecter 1’autophagie a la physiopathologie
humaine, dans des contextes tels que le vieillissement, le cancer, la réponse immunitaire ou

encore la neurodégénérescence.

Il y a pres de soixante ans, Clark et Novikoff ont été les premiers a décrire des vésicules
denses contenant des mitochondries en cours de dégradation, sur des coupes de reins de souris
et de rats (Clark, 1957 ; Novikoff, 1959). Novikoff et Essner ont plus tard détecté la présence
d’enzymes lysosomiales au sein de ces structures (Novikoff & Essner, 1962). C’est en 1963,
lors d’un symposium sur les lysosomes organisé par la Fondation Ciba, que le terme
« autophagie » fut utilisé pour la premiere fois pour décrire des vésicules a simple ou double
membrane, contenant du matériel cytoplasmique en cours de dégradation. Le mot fut employé
par le cytologiste belge Christian de Duve, qui avait auparavant découvert I’existence du
lysosome et du peroxysome. Par la suite, les premieres études s’intéressant a la régulation de
I’autophagie ont commencé a apparaitre. Des observations faites sur des foies de rats ont
démontré que ’activité autophagique était plus intense chez des animaux privés de nourriture
(Novikoff et al., 1964). 11 a par ailleurs été démontré que le glucagon stimulait 1’autophagie
dans le foie de rat (Deter et al., 2016), alors que I’insuline I’inhibait (Pfeifer, 1977). Enfin, les

acides aminés, qui sont les produits de la dégradation autophagique, peuvent également
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I’inhiber (Mortimore & Schworer, 1977). Jusqu’alors, la caractérisation du processus
autophagique se basait essentiellement sur des analyses morphologiques, qui avaient permis
d’observer les constituants tardifs de 1’autophagie, a savoir 1’autophagosome, juste avant ou
apres sa fusion avec le lysosome. Au cours des années 80, I'utilisation de sondes radioactives
par I’équipe du Dr Senglen a mené a I’identification du phagophore, constituant précoce de la
formation de I’autophagosome (Gordon & Seglen, 1988). Ce n’est qu’a partir des années 90
que les acteurs moléculaires de 1’autophagie ont pu étre identifiés, en commencant par la
protéine autophagy-related 1 (Atgl) chez la levure, en 1997 (Matsuura et al., 1997). Ces
études pionnieres ont en grande partie été réalisées par 1’équipe du Pr Ohsumi, ce qui lui a
valu prix le Nobel de physiologie ou médecine en 2016. Le domaine a ainsi été révolutionné
par la possibilité de détecter et de manipuler finement le processus autophagique, ainsi que

par la découverte de son importance physiopathologique.
2. Les différentes formes d’autophagie

A ce jour, différentes voies autophagiques ont été identifiées, selon le mécanisme par
lequel le substrat a dégrader est amené au lysosome. Celles-ci sont la micro-autophagie,

I’autophagie médiée par des chaperonnes et la macro-autophagie.
2.1. La micro-autophagie

La micro-autophagie est un processus qui permet la dégradation de matériel
cytoplasmique de maniere non-spécifique, via une séquestration au niveau de la membrane du
lysosome ou de la vacuole. Chez la levure, des invaginations tubulaires, appelées « tubes
autophagiques », se forment a partir de la membrane vacuolaire. Au bout de ces tubes
apparaissent des vésicules qui seront libérées dans la lumiere de la vacuole, par scission. La
fréquence de formation de ces invaginations dépend du statut nutritionnel de la cellule. Apres
scission, la vésicule et son contenu sont dégradés par des hydrolases, puis la perméase Atg22p
permet le recyclage des acides aminés, produits de dégradation, vers le cytosol (Li et al.,
2012 ; Fig. 12). Par ailleurs, plusieurs sous-types de micro-autophagies sélectives ont
également été décrits chez la levure. Nous pouvons citer la micro-mitophagie, qui correspond
a la séquestration sélective de mitochondries par la vacuole, ou encore la micro-nucléophagie,
ou des portions de noyau sont dégradées suite a la formation de jonctions entre les membranes

vacuolaire et nucléaire (Mijaljica et al., 2011).
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Figure 12 : LLa micro-autophagie. En réponse a un
stress nutritionnel, des invaginations se forment a
partir de la membrane vacuolaire, au bout desquelles
apparaissent des vésicules. Celles-ci sont libérées
dans la lumiere de la vacuole et sont dégradées avec
leur contenu par des hydrolases. La perméase
Atg22p permet ensuite I’efflux d’acides aminés vers
le cytosol.

Bien que le processus micro-autophagique ait principalement été décrits chez la levure,
des phénomenes similaires ont également été observés dans des cellules de mammiferes.
Deux cas de figure sont alors possibles : i) des protrusions peuvent émaner de la membrane
lysosomiale pour entourer une portion de cytoplasme, et donc former de larges vésicules
intra-lysosomiales (de Waal et al., 1986 ; Marzella et al., 1980) ii) le lysosome tout entier
peut s’allonger pour englober le cargo (Sakai et al., 1989). Malheureusement, le nombre de
techniques actuellement disponibles pour évaluer la micro-autophagie dans les cellules de
mammifere est relativement limité. [ essentiel des observations a été réalisé par microscopie

électronique, ce qui rend difficile la compréhension des mécanismes régissant le phénomene.
2.2. L’autophagie médiée par les chaperonnes

Contrairement a la micro-autophagie, 1’autophagie médiée par les chaperonnes (ou
CMA : chaperone-mediated autophagy) est exclusivement sélective. Les substrats protéiques
sont reconnus, puis transportés vers la lumiere du lysosome via 1’action coordonnée de
chaperonnes, localisées des deux cotés de la membrane. Le ciblage des protéines se fait grace
a un motif pentapeptidique. Celui-ci serait basé sur les propriété€s physiques des acides
aminés, plutot que sur une séquence bien spécifique. Ainsi, cette séquence peut varier d’une
protéine a I’autre, mais il s’agit toujours d’une combinaison de charges positives, négatives,
d’acides aminés hydrophobes, et d’un résidu glutamine a I’'une des extrémités (Dice, 1990). Il
a été démontré que I’ajout du pentapeptide est suffisant pour induire la translocation de
protéines vers le lysosome. Cette stratégie a d’ailleurs récemment été utilisée afin de
développer un traceur fluorescent de la CMA (Koga et al., 2011). Contrairement a d’autres

marqueurs, tels que 1’ubiquitine, qui sont ajoutés au moment de la dégradation, le motif de
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ciblage pour la CMA est toujours présent dans la séquence du substrat. Ceci souleve la
question du mode de régulation de ce processus. Il est possible que 1I’exposition du motif soit
favorisée par un dépliement partiel de la protéine, sa dissociation d’'un complexe ou d’une
membrane cellulaire. Le motif de ciblage est reconnu par une chaperonne cytosolique, la
protéine heat shock cognate protein of 70kDa (hsc70) (Chiang et al., 1989). La protéine cible
est alors acheminée vers la membrane du lysosome, ot le complexe substrat-hsc70 se lie a la
queue cytosolique de la protéine lysosome-associated membrane protein type 2A (LAMP-2A)
(Maria et al., 1996). Il s’agit d’une protéine transmembranaire présente sous forme de
monomere. Sa liaison au substrat stimule sa multimérisation en un complexe d’environ
700kDa, requis pour la translocation du substrat vers la lumiere du lysosome (Fig. 13). La
stabilité de ce complexe est maintenue griace a une forme lysosomilale de hsc-70. Il est a noter
que les taux de LAMP-2A présents a la membrane du lysosome sont déterminants pour la
CMA. Ces taux peuvent diminuer suite au clivage et a la dégradation du fragment
intralysosomial de LAMP-2A, ou augmenter par néo-synthese et intégration des nouvelles
molécules dans la membrane. Il a été démontré que la fixation d’un substrat peut a la fois
inhiber la dégradation de LAMP-2A et stimuler son intégration dans la membrane (Cuervo &

Dice, 2000).

Figure 13 : L’autophagie médiée
par des chaperonnes : Le motif
pentapeptidique (KFERQ) est
reconnu par la chaperonne hsc70
cytosolique. Le complexe est alors
acheminé vers la  membrane
lysosomiale et se fixe a la queue
cytoplasmique de LAMP-2A. Ceci
provoque la multimérisation de
LAMP-2A et le recrutement d’une
hsc70 lysosomiale participant au
maintien de la stabilité du complexe.
Le substrat protéique est transloqué
vers la lumiere du lysosome pour y
étre dégradé par des hydrolases. Le
complexe LAMP-2A est ensuite
dissocié. En absence de subtrat,
LAMP-2A peut étre internalisé et lui-
méme dégradé par les hydrolases
lysosomiales.
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Parmi les substrats caractérisés de la CMA, plusieurs appartiennent a la famille des
facteurs de transcription ou de leurs inhibiteurs. C’est par exemple le cas d’IkB, un inhibiteur
du facteur de transcription NF-kB. En cas de déprivation prolongée en nutriments, I’IxB est
dégradé par la CMA, permettant ainsi a NF-xB d’activer les programmes transcriptionnels

nécessaires a I’adaptation a ce stress (Cuervo et al., 1998).
2.3. La macro-autophagie

La macro-autophagie est le mécanisme autophagique le plus étudié. De larges portions
de cytoplasme sont séquestrées au sein de vésicules a double membrane appelées
autophagosomes. Ces derniers fusionnent ensuite avec les lysosomes, ou différents types
d’hydrolases permettent la dégradation des protéines, sucres et lipides complexes que
contenait I’autophagosome. Les diverses étapes de ce processus seront détaillées dans le
paragraphe suivant. Outre son aspect non sélectif, les travaux menés au cours de ces dernieres
années ont démontré que certains organites pouvaient aussi étre spécifiquement dégradés par
macro-autophagie. Nous savons aujourd’hui que, selon le type de stress induit, les
autophagosomes peuvent séquestrer et dégrader des agrégats protéiques, du réticulum

endoplasmique (RE) ou encore des mitochondries. Nous parlerons alors respectivement

d’agrégaphagie, de réticulophagie et de mitophagie (Van Der Vaart et al., 2008).
3. La machinerie autophagique

Le processus de macro-autophagie (appelée autophagie par la suite) peut €tre divisé en
plusieurs étapes successives : D’initiation, la nucléation, 1’¢longation et la fusion de
I’autophagosome avec le lysosome. L’initiation consiste en la transmission d’un signal, sous
la forme de complexes initiateurs, vers la membrane du RE, ou se déroulera la nucléation de
la membrane d’isolation, également appelée phagophore. Le phagophore va alors s’allonger
en s’incurvant autour de matériel cytoplasmique qu’il séquestre en son centre, puis se
refermer sur lui-méme, formant ainsi une vésicule entourée par deux membranes, nommée
autophagosome. Ce processus se déroule rapidement. Il est estimé que la formation d’un
autophagosome peut prendre moins d’une dizaine de minutes dans les cellules de mammiféres
(Mizushima et al., 2001). L autophagosome fusionne ensuite avec le lysosome pour donner
I’autolysosome, ou son contenu est dégradé par 1’action d’hydrolases lysosomiales (Fig. 14).
Les produits de cette hydrolyse sont ensuite transférés vers le cytoplasme pour y étre

réutilisés.
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Figure 14 : La macroautophagie. La premicre étape de la macroautophagie est la formation
d’une structure multimembranaire appelée phagophore. Celui-ci s’allonge en englobant du
matériel cytoplasmique puis se referme pour former un autophagosome. Par sa fusion avec le
lysosome, il devient 1’autolysosome, dont le contenu est dégradé par les enzymes
lysosomiales.

Bien que les premicres études sur I’autophagie datent des années 50, la machinerie
moléculaire régissant ce processus est encore sujet a débat. Le modele actuel propose qu’un
certain nombre de protéines appelées Atg orchestrent la construction de I’autophagosome en
étant recrutées a la membrane du phagophore de maniere hi€rarchique. A ce jour, plus de 30
protéines Atg ont été¢ identifiées chez la levure. Parmi celles-ci, une quinzaine, hautement
conservées chez les mammiferes, sont essentielles a I’autophagie induite par la déplétion de

nutriments, ainsi qu’a I’autophagie sélective (Nakatogawa et al., 2009).
3.1. Initiation de ’autophagie

Deux complexes participent a [Dinitiation de [I’autophagie: le complexe ULK
(Uncoordinated 51-like Ser/Thr kinase) et le complexe PI3K-III (phosphoinositide 3-Kinase
de classe III) (Itakura & Mizushima, 2010).

Le complexe ULK est composé des kinases ULK1 ou ULK2, d’Atgl3 et de la protéine
FIP200 (Focal adhesion kinase-family interacting protein of 200 kDa) (Ganley et al., 2009).
ULK1 et ULK2 sont les orthologues d’Atgl chez la levure. Le role exact d’ULK1 versus
ULK2 n’est cependant pas clairement défini. Il est possible qu’une certaine redondance existe
entre ces deux isoformes. Bien que ces deux protéines se localisent au site d’initiation de
I’autophagie, des études d’ARN interférence menées dans des cellules HEK-293 ont démontré
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que seul ULK1 est indispensable a la formation d’autophagosomes, induite par une carence en
acides aminés (Chan et al., 2007). Les protéines FIP200 et Atgl3 sont, quant a elles,
essentielles a la relocalisation d’ULK1, du cytosol vers le site d’initiation, ainsi qu’a ’activité
maximale de la kinase (Ganley et al., 2009). Par ailleurs, il a été démontré que les domaines
carboxy-terminaux d’ULK1 et d’ULK2 peuvent se lier aux membranes. Cette propriété
pourrait alors contribuer au recrutement du complexe vers le site d’initiation de

I’autophagosome (Chan et al., 2009).

L’activité du complexe ULK dépend également de son degré de phosphorylation. Une
trentaine de sites de phosphorylation ont été identifiés sur la protéine ULK1, bien que, pour la
majorité d’entre, leur fonction, ainsi que la kinase impliquée, n’aient pas encore été identifiées
(Hildegard et al., 2012). Nous savons néanmoins qu’ULKI1 est sensible aux signaux
provenant du complexe mTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1) et de la kinase
AMPK (5’ adenosine monophosphate-activated protein kinase), qui détectent le statut
énergétique de la cellule, et le traduisent alors en modulant ’activité autophagique (Wong et
al., 2013 ; Fig. 15). Le complexe mTORC1 est composé de la sérine/thréonine kinase mTOR,
de RAPTOR (regulotory associated protein of mTOR) et de la protéine mLST8 (mammalian
lethal with sec-13 protein 8). En milieu riche, ce complexe est capable d’interagir, via
RAPTOR, avec ULKI. Cette interaction crée une séparation physique entre ULKI1 et ses
substrats, 1’empéchant d’exercer son activité pro-autophagique. Lors d’une carence
nutritionnelle ou suite a I’inhibition pharmacologique de mTOR par la rapamycine, le
complexe ULK est déphosphorylé et se dissocie de mTORC1 (Hosokawa et al., 2009). Il peut
alors rejoindre le site de nucléation et assurer le recrutement des protéines Atg. L’AMPK est,
quant a elle, régulée par les concentrations d’adénosine monophosphate (AMP), et est ainsi
sensible au statut énergétique de la cellule. L’action de cette kinase est double: i)
contrairement a mTOR, ’AMPK peut activer ULK1 par phosphorylation (Kim et al., 2011)
ii) la phosphorylation de RAPTOR par ’AMPK inhibe mTORCI et permet ainsi d’induire
I’autophagie (Gwinn et al., 2008 ; Fig. 15).
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Figure 15 : Régulation du complexe ULK. En conditions physiologiques, le complexe ULK
est inhibé par la phosphorylation des protéines ULK1 et Atgl3 par mTORCI1. Lors d’une
carence nutritionnelle, ’AMPK peut lever cette inhibition en bloquant I’activité de mTORC1
via une phosphorylation de RAPTOR. L’AMPK peut également phosphoryler ULK1, afin de
stimuler son activité. Le complexe ULK peut alors rejoindre le site d’initiation de la formation
du phagophore.

Le second complexe participant a I’initiation de I’autophagie, PI3K-IIL, est composé des
protéines Vps34 (vacuolar protein sorting 34), p150 et Beclin-1. L’activité catalytique du
complexe est portée par Vps34. La protéine p150 joue un rdle régulateur ; sa liaison a Vps34
augmente la stabilité et I’activité de la kinase. Beclin-1 quant a elle, sert d’échafaudage en
permettant le recrutement de régulateurs orientant la fonction du complexe PI3K-III vers le
processus autophagique ou le trafic vésiculaire (Backer, 2008; McKnight & Zhenyu, 2014;
Panaretou et al., 1997). L activité lipide kinase du complexe PI3K-III permet la production de
phosphatidylinositol 3-phosphate (PI3P) au niveau de sous-domaines de la membrane du RE
qui, comme nous le détaillerons plus tard, est essentielle a la nucléation du phagophore (Axe
et al., 2008). L’une des approches pharmacologiques les plus communément utilisées pour
entraver 1’autophagie repose d’ailleurs sur des inhibiteurs de la PI3K-III, la wortmannin, le 3-

méthyladénine ou le LY294002 (Mizushima et al., 2010).

La protéine adaptatrice Beclin-1 contient trois domaines importants: un domaine BH3

(Bcl-2  homology 3), un domaine CCD (coiled-coil domain) et un domaine
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ECD (evolutionarily conserved domain ; McKnight & Zhenyu, 2014). Via son domaine
CCD, la protéine Beclin-1 peut se lier a des partenaires différents, et ces liaisons offrent des
fonctions variées au complexe PI3K-III résultant. Parmi ces partenaires, les protéines Atgl4L,
UVRAG (UV irradiation resistance-associated gene) et AMBRAI1 (activating molecule in
Beclin-1-related autophagy) exercent des effets pro-autophagiques en favorisant ’activité du
complexe PI3K-III. Il semblerait que la compétition Beclinl-Atgl4L versus Beclinl-
AMBRA1 mene a la formation de deux complexes mutuellement exclusifs. L’Atgl4 possede
un domaine de ciblage vers le RE, ce qui favoriserait son recrutement au site d’initiation. Bien
qu’UVRAG soit capable d’augmenter ’activité enzymatique de la PI3K-III, et de cette
maniere, d’induire la formation d’autophagosomes (Liang et al., 2006), son rdle dans
I’initiation de D’autophagie reste encore mal compris, puisque les complexes PI3K-III
contenant UVRAG ne semblent pas se localiser au niveau de site d’initiation, mais au niveau
des endosomes tardifs Rab9-positifs (Itakura ef al., 2008). Il est a noter qu’en plus d’initier
I’autophagie, les protéines Atgl4L et UVRAG contribueraient aussi aux phénomenes de
maturation de 1’autophagosome, en participant a sa fusion avec les endosomes (Fan et al.,

2011) (Liang et al., 2008).

Un certain nombre de protéines anti-autophagiques peuvent également se lier a la
Beclin-1. En interagissant avec le domaine BH3 de la Beclin-1, Bcl-2 et Bcl-xLL peuvent
inhiber sa liaison & Vps34, réprimant alors ’activité du complexe PI3K-III (Maiuri et al.,
2007; Pattingre & Levine, 2006). Enfin la protéine RUBICON (RUN domain protein as
Beclin-1 interacting cystein-rich containing) exerce un effet négatif sur la biogenese des
autophagosomes en se fixant a la Beclin-1, plus particulierement a la sous-population des
complexe PI3K-III contenant UVRAG (Matsunaga et al., 2009 ; Fig. 16). De facon
intéressante, 1’étape d’initiation de 1’autophagie nécessite 1’activation séquentielle des
complexes ULK et PI3K-III. Cela est permis par la phosphorylation et 1’activation directe de
Beclin-1 par le complexe ULK (Russell ez al., 2013).
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Figure 16 : Régulation de DPactivité PI3K-III par les partenaires de la Beclin-1. Le
complexe PI3K-III a pour role de former du PI3P a la surface de la membrane d’isolation, qui
permettra d’initier la biogenése des autophagosomes. Le cceur de ce complexe est composé
des protéines p150, Vps34 et Beclin-1. Cette derniere peut se lier a différents partenaires qui
moduleront alors I’activité et/ou la localisation du complexe PI3K-III. Ainsi, les protéines
UVRAG, Atgl4L et AMBRAI stimulent 1’activité du complexe, alors que les protéines Bc2-
2/Bcl-xLL et RUBICON peuvent I’inhiber.

3.2. La nucléation et I’élongation du phagophore

La seconde étape de la biogenese de 1’autophagosome est la nucléation du phagophore,
permise par le complexe PI3K-III, qui synthétise du PI3P au niveau de sous-domaines du RE.
Ces sous-domaines, enrichis en PI3P, constituent alors une véritable plateforme permettant le
recrutement séquentiel de différentes protéines autophagiques (Axe et al., 2008). Les
protéines DFCP1 (Double FYVE domain containing protein 1), WIPIl (WD-repeat
protein interacting with phosphoinositides 1) et WIPI2, capables de lier le PI3P, sont les
premieres a se relocaliser au site de nucléation du phagophore (Grimmel et al., 2015 ;
Proikas-Cezanne et al., 2015). Elles permettent, a leur tour, le recrutement d’autres protéines
Atg, telles que 1I’Atg9, le complexe ternaire AtgS-Atgl2-Atgl6Ll et la protéine LC3

conjuguée au phosphatidyléthanolamine (PE), qui contrdlent I’élongation du phagophore.
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La synthese du complexe ternaire Atg5-Atgl2-Atgl6L1 et de la LC3-PE nécessite deux
systtmes de conjugaison, appelés « ubiquitination-like », de par les similitudes qu’ils
partagent avec le systetme d’ubiquitination des protéines destinées a la dégradation par le
protéasome. Le systeme d’ubiquitination nécessite trois familles d’enzymes, appelées E1, E2
et E3-ligases, qui en agissant successivement, permettent une cascade de transferts de
I’ubiquitine sur un résidu lysine de la protéine cible. Dans le contexte de I’autophagie, un
mécanisme de transferts en cascade, non pas d’ubiquitine mais des protéines Atg5 et LC3 a

été observé.
Synthese du complexe ternaire Atg5-Atgl2-Atgl6L1

Le premier systeme de conjugaison fait intervenir les protéines Atg7 et AtglO. Elles
jouent le role des E1 et E2 ligases, respectivement, et catalysent la conjugaison de la glycine
en position C-terminale de 1’Atgl2 sur le résidu lysine-130 de I’Atg5. 1l s’agit d’une liaison
isopeptidique, qui est constitutive et irréversible (Mizushima et al., 1998 ; Mizushima et al.,
1998). La protéine Atgl6L1 est capable de se lier au complexe AtgS-Atgl2, et dans une
moindre mesure a I’Atg5 seule (Mizushima er al., 1999). L’Atgl6L1 peut également
s’homopolymériser via son extrémité N-terminale, permettant alors la formation d’un
complexe multimérique d’environ 800 kDa, localisé au site de formation de 1’autophagosome.
(Mizushima et al., 2003). 11 a été démontré que le site de liaison aux membranes est porté par
I’AtgS. La présence d’Atgl2 ne semble pas étre indispensable a 1’association de 1’Atg5 a
I’Atgl6L1, ni pour leur ciblage a la membrane d’isolation, mais est tout de méme nécessaire a
I’expansion du phagophore (Mizushima et al., 2003, 1999 ; Romanov et al., 2012). Le
complexe Atg5-Atgl2-Atgl6L décore donc la membrane du phagophore et se dissocie de
celle-ci lorsque 1’autophagosome est formé (Mizushima et al., 2003). A ce jour, aucune ligase
E3-like n’a été identifiée dans le systéme de conjugaison Atg5/Atgl2. En revanche, ce
complexe joue lui-méme le role d’une ligase E3 en participant au processus de lipidation de la

protéine LC3 (Hanada et al., 2007 ; Fig. 17).
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Figure 17 : Les systemes de conjugaison « ubiquitination-like ». Au cours de 1’élongation
du phagophore, deux systemes de conjugaison « ubiquitination-like » permettent de former le
complexe Atg5-Atgl2-Atgl6L et la LC3-PE. L’ Atgl0 et I’Atg7 permettent la conjugaison de
I’Atg5 a ’Atgl2. L’Atgl6L peut se lier a ’AtgS, et s’homopolymériser afin de former un
complexe de 800 kDa, retrouvé sur le phagophore. Le recrutement de la protéine LC3
nécessite le clivage préalable de son extrémité C-terminale par la protéase Atg4, puis la
conjugaison au PE, a cette extrémité, sous 1’action des protéines Atg7, Atg3 et Atg5-Atgl2.

Synthese de la LC3-PE

Le second systeme de conjugaison, impliqué dans I’expansion du phagophore concerne
la protéine LC3. La premiére étape de ce processus est le clivage de ’arginine a I’extrémité
C-terminale de la pro-LC3, par la cystéine protéase Atg4, exposant alors une glycine. Celle-ci
pourra former une liaison thioester avec 1’Atg7. La protéine LC3 est ensuite transférée sur une
enzyme de type E2, I’Atg3. La derni¢re étape est I’ajout d’un groupement PE au niveau du
résidu glycine de la LC3 (Hanada et al., 2007 ; Ichimura et al., 2000). Cette réaction permet
I’ancrage de la protéine LC3 a la membrane du phagophore, d’ou elle participe aux
phénomenes d’élongation et de fermeture de cette structure. Des expériences menées dans des
solutions de liposomes ont démontré que la présence de la LC3-PE est suffisante pour lier les
vésicules entre elles et stimuler 1’hémifusion des membranes (Nakatogawa et al., 2007).
Contrairement au systeéme de conjugaison AtgS/Atgl?2, la réaction de lipidation de la LC3 est
réversible. Lors de la fermeture de 1’autophagosome, la cystéine protéase Atg4 peut cliver une
fraction des molécules LC3-PE localisée sur la membrane externe du phagophore (Kirisako et

al., 2000). Une partie des protéines LC3 restera lie a I’autophagosome, et sera donc dégradée
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au moment de la fusion autophagosome-lysosome. Ceci fait de la protéine LC3 un marqueur
de choix, couramment utilisé pour évaluer la biogenese et la localisation des autophagosomes

(Mizushima et al., 2010).
3.3. Elongation du phagophore : les différentes sources de membranes

L’origine des membranes impliquées dans la construction de 1’autophagosome est un
sujet encore tres controversé (Juhasz & Neufeld, 2006). Le RE a longtemps été considéré
comme une source majoritaire de phospholipides dans ce processus. Toutefois I’introduction
récente de techniques d’imagerie sophistiquées et d’outils moléculaires spécifiques a
I’autophagie a permis d’identifier d’autres compartiments cellulaires (appareil de Golgi,
mitochondries, endosomes de recyclage, membrane plasmique) contribuant significativement
a I’expansion du phagophore. Sur la base de ces travaux, le modele actuel propose que toutes
ces sources ne seraient pas mutuellement exclusives, mais «se rejoindraient » afin de

construire conjointement 1’autophagosome (Abada & Elazar, 2014 ; Fig. 18).

Une source golgienne

L’implication de I’appareil de Golgi a essentiellement été mise en évidence a travers la
détection de la protéine Atg9. Alors que la plupart des protéines Atg sont cytosoliques et
s’associent de manicre transitoire avec d’autres Atg et/ou des membranes, 1’Atg9 est la seule
protéine autophagique a étre intégrée aux membranes cellulaires (Young et al., 2006). Elle
possede en effet six domaines transmembranaires, et ses extrémités N- et C-terminales sont
cytosoliques. En conditions basales, la protéine se localise dans les compartiments trans-
golgien et endosomal. Suite a une déprivation de nutriments, la protéine Atg9 est transférée au
niveau de la membrane du phagophore, et ceci de maniere ULK1-dépendante (Mari et al.,
2010 ; Young et al., 2006). Etant donné la nature vésiculaire des structures Atg9-positives, le
modele actuel propose que le role de I’Atg9 serait de livrer ces vésicules, et donc des
phospholipides, au phagophore en cours d’¢longation (Lamb et al., 2013). De fagon
intéressante, les travaux d’Orsi et collaborateurs indiquent que 1’Atg9 interagit avec le
phagophore de manicre tres transitoire, et n’est pas incorporée dans la membrane de celui-ci.
Ces résultats suggerent donc que I’ Atg9 ferait la navette entre un réservoir de membranes et le

phagophore afin de permettre son élongation (Orsi et al., 2012).
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Figure 18 : Les différentes sources de membrane de I’autophagosome. Il est aujourd'hui
admis que plusieurs organites sont impliqués dans la construction de 1’autophagosome. Le
réticulum endoplasmique, la mitochondrie, I’appareil de Golgi ainsi que la membrane
plasmique et les endosomes qui en émanent sont tous considérés comme des sources de
membrane contribuant a 1’expansion du phagophore.

Une source mitochondriale

Le role de la mitochondrie dans la construction de I’autophagosome a également
récemment été démontré. Par I'utilisation de marqueurs ciblant spécifiquement les feuillets
interne ou externe de la membrane mitochondriale, Hailey et collaborateurs ont démontré que
des portions de membrane provenant du feuillet externe étaient présentes sur pres de 80 % des
autophagosomes. De plus, une perturbation des points de contact entre le RE et la
mitochondrie, par la perte des protéines mytofusine 2 ou phosphofurin acidic cluster sorting

protein-2 (PACS2), inhibe le recrutement d’Atgl4L ou de la LC3 induit par un stress
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nutritionnel (Hailey et al., 2010 ; Hamasaki et al., 2013). Les résultats de ces études suggerent
que la membrane mitochondriale contribue a la biogenése de 1’autophagosome, et que plus

encore, cette biogenese aurait lieu aux points de contact entre le RE et la mitochondrie.
Une source endosomale et plasmique

L’implication des endosomes de recyclage dans la formation des autophagosomes a
récemment été proposée par deux laboratoires indépendants, recherchant un lien entre
I’autophagie et des acteurs du trafic intracellulaire. Les travaux de Knavelsrud et al. ont
démontré que la protéine SNX18 était nécessaire a la biogénese des autophagosomes. En liant
le PIP,, au niveau du compartiment périnucléaire de recyclage, la protéine SNX18 peut créer
des tubules contenant les protéines Atgl6L1 et LC3. Il a d’ailleurs ét¢ démontré que SNX18
pouvait directement interagir avec les formes solubles et lipidées de la LC3, suggérant que la
lipidation pourrait se faire au niveau de ces tubules. Des vésicules Atgl6L1-LC3-positives,
émanant de ces tubules sont alors adressées vers le phagophore afin de favoriser son
expansion (Knavelsrud et al., 2013). L’équipe du Dr Sharon Tooze a également démontré
qu'un flux de membrane provenant du compartiment périnucléaire recyclage pouvait
alimenter le phagophore suite a une déplétion en nutriments. Ce flux peut étre inhibé par la
surexpression d’une protéine appelée TBC1D14 (Tre-2, Bub2p and Cdcl6p 1 domain family
member 14), capable de lier Rabl1. De facon intéressante, la protéine TBC1D14 engendre
également la formation de tubules au niveau des endosomes de recyclage, mais cette fois en
direction de la membrane plasmique, au détriment du phagophore (Longatti et al., 2012). Ces
données indiquent que les protéines SNX18 et TBC1D14 pourraient avoir des effets opposés
sur le devenir de la membrane provenant du compartiment de recyclage, et constitueraient

ainsi un « mécanisme de tri » régulant la synthese des autophagosomes.

I1 a été récemment démontré que la membrane plasmique, par la production de vésicules
d’endocytose se dirigeant vers le compartiment périnucléaire de recyclage, pouvait constituer
une importante source de membrane pour la biogenese des autophagosomes. Cette hypothese
est particulierement séduisante puisque la membrane plasmique constitue un large réservoir
de phospholipides, qui pourrait fournir assez de matériel pour une synthése intense
d’autophagosomes sans compromettre d’autres processus cellulaires. Ces vésicules
d’endocytose peuvent se former, a la membrane plasmique, par différents mécanismes. Le
groupe mené par le Dr David Rubinsztein a démontré la présence de la protéine Atgl6L1 a la

membrane plasmique, et plus précisément au niveau de vésicules d’endocytose recouvertes
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d’un manteau de clathrine. L’Atgl6L1 interagirait directement avec la chaine lourde de la
clathrine, et serait ainsi endocytée avec celle-ci pour former des précurseurs appelés
endosomes pré-autophagiques. L’inhibition de 1’endocytose clathrine-dépendante a I’aide
d’ARN interférents dirigés contre la chaine lourde de la clathrine ou contre la protéine
adaptatrice AP-2 réduit a la fois le nombre d’endosomes pré-autophagiques et le nombre
d’autophagosomes matures (Ravikumar et al., 2010). Une fois formés, ces endosomes pré-
autophagiques doivent fusionner entre eux, puisque 1’augmentation de leur taille, résultant de
cette fusion, est nécessaire au recrutement de la protéine LC3 et la formation
d’autophagosomes matures. Ces fusions homotypiques dépendent de la protéine SNARE
VAMP7 et de ses partenaires d’interaction : la syntaxine 7, la syntaxine 8 et la protéine
vesicle transport through interaction with t-SNAREs homolog 1B (Vtiblb). Les auteurs
proposent que VAMP7 pourrait également provenir de la membrane plasmique et serait
endocytée en méme temps que I’Atgl6L1 (Moreau et al., 2011). De fagon similaire a
I’Atgl6L1, il a récemment été démontré que 1’Atg9 pouvait se localiser dans des vésicules
d’endocytose a clathrine. Cependant, il semblerait que ces deux protéines Atg ne soient pas
internalisées dans les mémes structures puisqu’aucune co-localisation n’est observée entre
I’Atg9 et I’Atgl6L au moment de I’endocytose (Puri et al., 2013). Par un processus qui
dépend de VAMP3, ces deux protéines coalescent néanmoins dans le compartiment
périnucléaire de recyclage, d’ou émanent des précurseurs autophagiques alimentant le
phagophore. Il est intéressant de noter que bien que les endosomes Atgl6L1- et Atg9-positifs
se rejoignent dans le compartiment périnucléaire de recyclage, leur trafic intracellulaire est
distinct. Les endosomes Atg9-positifs transitent, en effet, via le compartiment des
endosomes précoces, ce qui n’est pas le cas des endosomes Atgl6L1-positifs, qui sont

directement ciblés vers le compartiment périnucléaire (Puri et al., 2013).

Les travaux de Moreau ont permis d’identifier une deuxiéme voie d’endocytose,
indépendante de la clathrine, qui participe également a la formation des autophagosomes.
Cette endocytose dépend de la formation de PIP2 a la membrane plasmique et du recrutement
de la protéine GTPase regulator associated with FAK (GRAF1), un marqueur marqueur
spécifique de la voie d’endocytose clathrine-indépendante nommée clathrin-independent
carriers (CLIC). L’inhibition de cette voie par la déplétion des niveaux de PIP, a la
membrane plasmique, ou par 1’utilisation d’ARN interférents dirigés contre GRAF1, réduit le

nombre d’autophagosomes matures (Moreau et al., 2012 ; Fig. 19).
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Figure 19 : La formation d’endosomes pré-autophagiques. L’internalisation de I’Atg9 et
de I’Atgl6L1 se fait a partir de deux populations distinctes de vésicules d’endocytose
recouvertes de clathrine. L’Atgl6L1 peut également étre internalisée par la voie CLIC,
dépendante de GRAFI1. Ces différentes vésicules se rejoignent dans le compartiment
périnucléaire de recyclage, par un processus qui dépend de VAMP3. De la, émanent les
précurseurs autophagiques qui alimenteront le phagophore en cours d’expansion.

3.4. Maturation des autophagosomes et fusion avec les lysosomes

La maturation correspond a la fusion des autophagosomes avec des endosomes et des
lysosomes, afin d’acquérir les propriétés requises pour la dégradation de leur contenu. Apres
leur fermeture, les autophagosomes sont 2 méme de fusionner avec des endosomes précoces
ou tardifs, pour donner une vésicule intermédiaire appelée amphisome. Il a été proposé que
cette étape soit un prérequis pour la fusion avec le lysosome, puisqu’elle contribuerait a
abaisser le pH vers la valeur d’activité optimale des enzymes lysosomiales (Berg et al., 1998).
Les autophagosomes vont alors pouvoir se déplacer le long des microtubules grace aux
moteurs protéiques, dynéine/dynactine. Il a été démontré que la LC3 était essentielle lors de
cette étape, de par sa capacité a se fixer aux microtubules (Kouno et al., 2005). Ceci permet
aux autophagosomes, synthétisés dans I’ensemble du cytoplasme, de se déplacer vers le

centrosome, ou les lysosomes sont habituellement concentrés (Kimura et al., 2008). La fusion
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de I’autophagosome et du lysosome donne naissance a une vésicule a simple membrane
appelée autolysosome. Un second type d’interaction peut également avoir lieu. Dans ce
scénario, les vésicules ne fusionnent pas completement, mais une ouverture partielle et
transitoire permet un transfert de matériel de 1’autophagosome vers le lysosome (Jahreiss et
al., 2008). Dans les deux cas, I’environnement acide, ainsi que les enzymes hydrolytiques,
permettent une dégradation du contenu de 1’autophagosome. Les produits de cette dégradation
sont ensuite transférés vers le cytoplasme ou ils servent a produire de 1’énergie ou a
synthétiser de nouvelles protéines. Cette étape finale est nécessaire pour mener a bien le
processus autophagique. En effet, des agents qui empéchent 1’acidification des lysosomes, tels
que la chloroquine ou la bafilomycine Al engendre une accumulation des autophagosomes

(Mizushima et al., 2010).
4. Modes de régulation de I’autophagie

Les cellules eucaryotes ont développé des réseaux de voies de signalisation qui
contrOlent les processus de transcription, de traduction et de modifications post-
traductionnelles, dans le but de pouvoir s’adapter a des conditions environnementales
changeantes. Faisant partie de la réponse cellulaire a de tels changements, 1’autophagie est
finement contrdlée par un certain nombre de ces voies de signalisation. Il n’y aucun doute que
le processus autophagique, de par sa capacité a dégrader des organites entiers, peut étre

extrémement délétere pour la physiologie cellulaire, s’il n’est pas correctement régulé.
4.1. Régulation par les acides aminés

Le mécanisme de régulation de I’autophagie le mieux caractérisé repose sur la détection
des taux d’acides aminés environnants. L’absence de certains acides aminés spécifiques tels
que la glutamine et la leucine, stimule fortement 1’activité autophagique (Seglen et al., 1980).
Plusieurs mécanismes participent au systeme de perception de la disponibilité d’acides
aminés, et la plupart d’entre eux régulent I’activité autophagique en convergeant vers la
protéine kinase mTOR. Comme indiqué précédemment, l’activation de mTOR réprime
I’autophagie en inhibant le complexe initiateur ULK (cf Partie 3.1). Le groupe mené par le Dr
David Sabatini a récemment ¢lucidé 1'un des mécanismes d’activation du complexe
mTORCI. Les concentrations en acides aminés sont détectées par une famille de quatre
GTPases appelées Rag (RagA, RagB, RagC, RagD). Lorsque les conditions sont favorables,

celles-ci peuvent se lier au complexe mTORCI, via RAPTOR, et ainsi transférer ce complexe
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vers la membrane du lysosome (Sancak et al., 2011). En effet, les Rag peuvent aussi s’ancrer
a la surface du lysosome grace a un complexe pentamérique appelé Ragulator et a la pompe
protéique vacuolaire v-ATPase. Toute cette machinerie permet donc la relocalisation de
mTORCI vers le compartiment lysosomial, ou se trouve son activateur, le RAS homologue
enriched in brain (RHEB). 1l a été suggéré que cette localisation lysosomiale de mTOR
permettrait également sa régulation par les acides aminés libérés localement, suite a la
dégradation des protéines par des enzymes lysosomiales. En cas de carence, les protéines Rag
se présentent sous forme d’hétérodimeres inactifs et se dissocient de RAPTOR. La séparation
physique de RHEB et du complexe mTORC1 mene a I’inhibition de ce dernier, et donc a
I’activation de I’autophagie (Sancak et al., 2008, 2011; Zoncu et al., 2011 ; Fig. 20).

Le dimere de RCPG raste receptor type 1 members 1 and 3 (T1R1/T1R3) a initialement
été caractérisé dans les neurones gustatifs pour son rdle dans la perception de la saveur
umami, grace a sa capacité a lier le glutamate (Matsunami ef al., Montmayeur, & Buck,
2000). Nous savons aujourd’hui que ce dimere peut étre activé par la plupart des acides
aminés, avec des affinités variables, et serait ainsi impliqué dans la détection des taux
extracellulaires d’acides aminés. La cascade de signalisation activée par le dimere
TIR1/TIR3 permet de stimuler le complexe mTORCI, et donc d’inhiber [I’activité
autophagique (Fig. 20). Il a été démontré que des ARN interférents dirigés contre T1R3
suffisent a stimuler la formation d’autophagosomes via I’inhibition de mTOR (Wauson et al.,
2012 ; 2014). Enfin, la glutamate déshydrogénase, qui participe a la détection des taux
intracellulaires de leucine, peut également bloquer le processus autophagique en augmentant

I’activité de mTOR (Lorin et al., 2013).
4.2. Régulation par les facteurs de croissance

Etant donné le rdle central de ’autophagie dans le métabolisme cellulaire, il n’est pas
surprenant que ce processus puisse €galement etre sous le contrdle de différents facteurs de
croissance. Le retrait de ces facteurs du milieu extracellulaire suffit a stimuler I’autophagie
malgré la présence de nutriments (Lum er al., 2005). Cette augmentation de l’activité
autophagique est d’ailleurs indispensable au maintien de la production d’énergie. Il a été
récemment démontré que 1’activation de ’EGFR pouvait inhiber 1’autophagie en stimulant
’activit¢ de mTOR (Fig. 20). L’EGFR peut aussi agir indépendamment de la kinase mTOR,
en phosphorylant la Beclin-1 sur plusieurs résidus tyrosines, modifiant alors son interactome.

En effet, la Beclin-1 phosphorylée présente une plus forte affinité pour la protéine RUBICON,
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et une affinité moindre pour la kinase Vps34. Il en résultera une réduction de I’activité du

complexe PI3K-III, et donc de la biogenese des autophagosomes (Wei et al., 2013).

Biogenése de I'autophagosome

Figure 20 : Modes de régulation de ’autophagie. Lorsque les nutriments sont abondants, la
kinase mTOR est activée par RHEB, a la membrane lysosomiale. De 1a, mTOR peut réguler
le métabolisme cellulaire par plusieurs mécanismes, dont I’inhibition de 1’autophagie.
Lorsque les conditions sont défavorables, ’AMPK peut inhiber le complexe mTORCI1 via la
phosphorylation de RAPTOR ou alors I’activation du complexe TSC1-TSC2, un inhibiteur de
mTOR. L’EGFR et le récepteur TIR1/T1R3 peuvent, quant a eux, stimuler I’activité de
mTOR. L’EGFR peut également bloquer le processus autophagique via I’inhibition de la
protéine Beclin-1. L’activation du récepteur a 1’insuline engendre la formation de PIP; et
’activation de I’ Akt qui peut lever I’inhibition de TSC1-TSC2 sur mTOR. Une augmentation
des concentrations cytosoliques en calcium, suite a un stress du RE par exemple, peut mener a
une augmentation de I’activité autophagique grace a I’activation de I’AMPK par la kinase
CAMMK?2. Les calpaines sont également sensibles aux niveaux de calcium et pourraient
inhiber I’autophagie par le clivage de différentes protéines Atg.

Un role de l’insuline et des facteurs de croissance insulin-like sur 1activité
autophagique a également été caractérisé. L’insuline peut inhiber le processus autophagique
via une activation du complexe mTORCI. L’activation du récepteur a I’insuline conduit a la
production de PIP; a la membrane plasmique par PI3K-I. Ceci permet le recrutement et
I’activation de la protéine kinase Akt a la membrane plasmique. Cette kinase peut alors lever

I’inhibition exercée par le complexe TSC1/2 sur mTORCI, et freine ainsi la biogenese des
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autophagosomes (Alessi et al., 1997 ; Sarkar, 2013 ; Stokoe et al., 1997). Par ailleurs, le
facteur de transcription forkhead box class O3 (FOXO3) est régulé par Akt. En présence
d’insuline ou de facteurs de croissance, la phosphorylation de FOXO3 par Akt séquestre ce
facteur de transcription dans le cytosol, via une liaison a la protéine 14-3-3. Des études
réalisées dans des cellules musculaires murines ont démontré que lorsque la signalisation Akt
est inhibée, la protéine FOXO3 peut étre transférée dans le noyau, et stimule alors
I’expression de plusieurs protéines autophagiques dont LC3, Atgl2, Beclin-1, Atgdb, ULK2
et Vps34 (Zhao et al., 2007). Contrairement a ce que nous pourrions attendre, I’inhibition de
la voie du récepteur insulin-like growth factor 1 receptor (IGF-1R) est également délétere
pour I’autophagie. L’utilisation d’ARN interférents dirigés contre IGF-1R inhibe le complexe
mTORC2, ce qui réduit ensuite 1’activité de la protéine kinase C. Ceci perturbe le
cytosquelette d’actine et donc les phénomenes d’endocytose qui en dépendent. Il en résulte
alors une atténuation de la formation des endosomes pré-autophagiques, nécessaires a la

biogenese des autophagosomes (Renna et al., 2013).
4.3 Régulation par I’hypoxie

Des taux d’oxygene inférieurs a 1 % représentent des conditions hypoxiques pour la
plupart des types cellulaires de mammiferes. Les données de la littérature indiquent que
I’hypoxie induit 1’autophagie, et plus particulicrement, 1’autophagie sélective des
mitochondries, appelée mitophagie. Il s’agirait d’une réponse adaptative permettant de
débarrasser la cellule des mitochondries endommagées, qui constituent la principale source

d’especes réactives de I’oxygene.

Des travaux antérieurs ont démontré que les protéines BNIP3 et Reddl, induites par
I’hypoxie, jouent un role essentiel dans I’inhibition de [’autophagie, en interagissant
directement avec deux régulateurs de la voie de signalisation de la kinase mTOR. BNIP3
exerce son action en inhibant la petite protéine G RHEB, activatrice directe de mTOR (Li et
al., 2007), tandis que la protéine Reddl agit en stimulant 1’activité du complexe TSC1/TSC2,
inhibiteur de la voie de mTOR (Brugarolas et al., 2004).

Les travaux de Bellot et al., (2009) ont permis de mettre en lumiere une seconde voie,
indépendante de mTOR, par laquelle la protéine BNIP3, ainsi que son homologue BNIP3L,
régulent ’autophagie. En condition normoxique, la protéine Beclin-1 est séquestrée a la

membrane externe des mitochondries par une interaction de faible affinité avec les protéines
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Bcl-2 et Bel-xL. Les protéines BNIP3 et BNIP3L, induites par I’hypoxie, sont également
capables d’interagir avec Bcl-2 et Bel-xL, libérant ainsi la Beclin-1 dans le cytosol. Une fois
libérée, la Beclin-1 peut alors induire I’autophagie en interagissant avec le complexe PI3K-III,

essentiel a la formation de I’autophagosome.
4.4. Régulation par le calcium

Plusieurs études ont permis de démontrer un role du calcium dans la régulation de
I’autophagie. Selon le contexte cellulaire, il apparait que I’effet du calcium pourrait étre pro-
ou anti-autophagique. Une augmentation de la concentration cytosolique de calcium, lors d’un
stress du RE par exemple, constitue un signal inducteur de 1’autophagie. Cet effet passerait
par ’activation de la calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2 (CaMKK2), qui
va directement phosphoryler et activer ’AMPK (Hgyer-Hansen et al., 2007). Une seconde
voie menant a I’induction de I’autophagie par le calcium a ét¢ mise en évidence. Celle-ci
serait indépendante de I’AMPK mais permettrait une inhibition de mTOR qui serait partielle

mais suffisante pour induire I’autophagie (Grotemeier et al., 2010).

Les calpaines, des protéases a cystéines cytoplasmiques, dont 1’activité est dépendante
du calcium, peuvent aussi contrdler 1’activité autophagique et pourraient donc constituer un
mode de régulation de I’autophagie par le calcium. Les travaux de Demarchi et al. (2006),
réalisés sur des fibroblastes murins indiquent que lorsque la sous-unité régulatrice calpaine 4
est manquante, 1’activit¢é de biogenése des autophagosomes est réduite. Néanmoins, des
études réalisées in vitro, indiquent que plusieurs protéines Atg peuvent étre ciblées par les
calpaines : Atg3, 4A, 4B, 5,7, 9, 10, 12 et Beclin-1 (Norman et al., 2010). Il a ét¢ démontré
que le clivage de la protéine AtgS, par les calpaines, peut inhiber 1’activité autophagique
basale. En ce sens, l’utilisation d’ARN interférents dirigés contre la calpaine 1, stimule
I’activité autophagique, en augmentant les taux de LC3-II et de complexe Atg5-Atgl2 (Xia et
al., 2010; Yousefi et al., 2006).

4.5. Régulation par les phospholipides

Bien que le processus autophagique soit régi par des évenements se déroulant a
I’interface membrane-cytosol, peu de choses sont actuellement connues sur le role joué par les
lipides, et les enzymes qui les métabolisent. Les travaux sur ce sujet se sont focalisés sur le
phénomene de lipidation de la LC3 ainsi que la synthese de PI3P par le complexe PI3K-IIIL.

En plus de ces deux processus, les lipides peuvent réguler des cascades de signalisation qui
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convergent vers la kinase mTOR, et inhiber I’autophagie. En réponse a des facteurs de
croissance tels que 1’insuline, I’activation de la PI3K-I permet d’augmenter les taux de PIP; et
de stimuler mTOR via la voie Akt/TSC1-2/RHEB (Dall’Armi et al., 2014). En ce sens, le
traitement des cellules avec du PIP; exogene ou I’inhibition de PTEN, la phosphatase du PIPs,

s’accompagne €¢galement d’une inhibition de 1’autophagie (Arico et al., 2001).

Il a récemment été démontré que la GTPase ARF6 participe a la formation d’endosomes
pré-autophagiques par un mécanisme dépendant de la phosphatidylinositol 4-phosphate
(PI4P) 5-kinase. Via I’activation de cette kinase, la protéine ARF6 peut en effet stimuler la
synthese de PIP; a partir de PI4P (Jenkins & Frohman, 2005 ; Moreau et al., 2012). Bien que
le role du PIP, dans la formation des endosomes pré-autophagiques ne soit pas encore
totalement €lucidé, celui-ci semble étre nécessaire au recrutement de la protéine adaptatrice

AP2, et a la construction du manteau de clathrine (Antonescu et al., 2011).
5. Roles physiologiques de I’autophagie
5.1 Controle de la qualité du cytoplasme

L’induction de l’autophagie suite a une carence en nutriments est ['une des
caractéristiques les plus étudiées du processus. Toutefois, dans des conditions riches en
nutriments, 1’autophagie est toujours active a un niveau basal. Le role de cette autophagie
constitutive ne serait pas de préserver le statut énergétique de la cellule puisque celui-ci ne
semble pas étre affecté par une inhibition de 1’autophagie tant que des nutriments sont encore
disponibles (Kuma et al., 2004). Sa fonction serait plutdt de maintenir I’homéostasie cellulaire
pas le biais de la dégradation d’agrégats protéiques ou d’organites non fonctionnels qui sont
toxiques pour la cellule. Des modéles murins d’inhibition de I’autophagie basale par délétion
des geénes Arg5 ou Atg7 ont permis d’en élucider le rdle. Ainsi, il a ét€ démontré que des
protéines ubiquitinylées, des corps d’inclusion et des organites atypiques s’accumulent dans
les cellules murines ayant subi une délétion des genes autophagiques (Hara et al., 2006;

Komatsu et al., 2006, 2005).

Ce controle de la qualité du cytoplasme est indispensable au bon fonctionnement des
organismes. Une délétion des genes autophagiques, au niveau du foie, entraine une
hépatomégalie et une insuffisance hépatique, tandis que leur délétion dans les cellules
neurales s’accompagne d’une neurodégénérescence et de déficits moteurs. Au niveau des

muscles squelettiques, 1’inhibition de 1’autophagie engendre une atrophie et une faiblesse
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musculaire qui récapitulent les caractéristiques morphologiques des myopathies (Masiero et
al., 2009). L’extinction de I’autophagie dans les cellules B-pancréatiques conduit a une
diminution de leur prolifération ainsi qu’a une augmentation de 1’apoptose. La perte en
cellules B-pancréatiques qui en découle se traduit alors par une intolérance au glucose due a

une sécrétion insuffisante d’insuline (Jung et al., 2008).
5.2. L autophagie au cours du développement

Le role de I’autophagie au cours du développement embryonnaire n’est pas encore
completement élucidé. Les études menées sur des souris ayant subi une délétion des genes
Atg5 ou Arg7 montrent que ces animaux peuvent survivre durant la période feetale, mais
succombent a la premiere carence nutritionnelle post-natale. En effet, les niveaux d’acides
aminés dans le plasma et les tissus sont anormalement faibles chez ces animaux, et I’AMPK
est fortement activée au niveau cardiaque, traduisant une insuffisance énergétique. Ces études
suggerent que la production d’acides aminés par le processus autophagique est indispensable
au maintien de I’homéostasie et a la survie dans les heures suivant la naissance (Komatsu et

al., 2005 ; Kuma et al., 2004).

Ces travaux ne tiennent cependant pas compte de I’importance de 1’autophagie au cours
des phases treés précoces du développement, a savoir la phase préimplantatoire du zygote.
Chez les mammiferes, la fécondation de I’ovocyte permet la transformation d’une cellule
hautement différenciée en une cellule indifférenciée. Cette « reprogrammation » passe par la
dégradation massive de protéines et d’ARN messagers maternels, et la syntheése de nouvelles
protéines codées par le génome du zygote (Merz et al., 1981 ; Stitzel & Seydoux, 2007). Le
laboratoire du Dr Noboru Mizushima a démontré que le processus autophagique pouvait
participer a ce phénomene. En effet, 1’autophagie est fortement induite suite a la fécondation
et serait impliquée dans le recyclage des protéines maternelles. Lorsque le gene codant I’ Atg5
est absent de I’ovule et du spermatozoide, la synthese de nouvelles protéines est réduite et

I’embryon ne dépasse pas le stade huit cellules (Tsukamoto et al., 2008).

Etant donné sa capacité a éliminer de larges portions de cytoplasme devenues obsoletes,
il n’est pas étonnant que le 1’autophagie soit impliquée dans les processus de différentiation
cellulaire, nécessitant un remodelage intense du cytoplasme. C’est par exemple le cas lors de
la différenciation érythrocytaire. Au cours de sa maturation, 1’érythroblaste perd son noyau et

une grande partie de ses organites et protéines pour devenir un réticulocyte, puis un
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érythrocyte mature permettant le transport de I’oxygene. Dés les années 60, des premicres
observations en microscopie ¢électronique révelent une potentielle implication de 1’autophagie
dans la dégradation des mitochondries du réticulocyte (Takano-Ohmuro et al., 2000 ; Tooze
& Davies, 1965). Ce concept a été renforcé par des études plus récentes basées sur la délétion
du gene codant la protéine mitophagique BNIP3L. En effet, les érythrocytes matures sont
normalement dépourvus de mitochondries et dépendent de la glycolyse pour leurs besoins
énergétiques. Les réticulocytes des souris ne pouvant plus exprimer la protéine BNIP3L
synthétisent toujours des autophagosomes mais ne peuvent plus éliminer leurs mitochondries.
Cette absence de dégradation mitochondriale conduit a une anémie sévere, et une
accumulation de précurseurs €rythrocytaires (Sandoval et al., 2008 ; Schweers et al., 2007).
L’implication de 1’autophagie dans la maturation des érythrocytes a également été confirmée
par le développement de modeles murins invalidés pour certains genes Atg tels qu’ULK] et
Atg7. Ainsi il a été démontré qu’une délétion du gene codant ULK1 dans les cellules
érythroides mene a une accumulation du nombre de réticulocytes immatures non fonctionnels
dans le sang. Ce phénotype est lié a un défaut de dégradation autophagique des mitochondries
ainsi que des ribosomes liés a de I’ARN dans ces cellules (Kundu et al., 2008). L’invalidation
de I’Azg7 dans le systeme hématopoiétique conduit, quant a elle, a ’accumulation de
mitochondries altérées et a une mortalité cellulaire prématurée. Ces animaux sont fortement
anémiques et meurent 8 a 14 semaines apres la nais