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Cette these, débutée en octobre 2008, s’inscrit dans les travaux de 1’équipe EA3922
«Estrogenes, Expression Génique et Pathologies du Systéme Nerveux Central» et concerne
I’étude du role de la protéine GEC1/GABARAPLI1 au cours de ’autophagie et son expression
dans les cellules cancéreuses.

Le gene gecl/gabarapll (glandular epithelial cell 1/GABA, receptor-associated
protein like 1) a été identifié au sein de notre laboratoire lors d’un criblage d’une banque
d’ADNc provenant de cellules d’endometre de cobaye stimulées par les estrogenes. Le gene
gabarapll a donc été caractérisé comme un gene régulé positivement et précocement par les
estrogenes (Jouvenot et al., 1990; Pellerin et al, 1993; Vernier-Magnin et al, 2001).
Cependant, a cette époque, aucune fonction ou homologie avec un gene déja décrit n’a pu étre
mise en évidence. Ce n’est qu’en 1999 et suite a la découverte du géne gabarap (GABAa
receptor-associated protein) (Xin et al., 2001), un gene impliqué dans le transport du
récepteur GABA 4, que nous avons repris les études sur la caractérisation du gene gabarapll.
En effet, les deux ADNc humains gabarap et gabarapll présentent une forte homologie de
séquence (79%) et sont considérés comme appartenant a la famille des génes gabarap qui
inclut deux autres genes : gabarapl2 et gabarapl3. Tous ces genes codent des protéines de
117 acides aminés qui présentent également une forte identité de séquence.

Au laboratoire, des études ont été réalisées afin de déterminer si les deux genes
présentent le méme profil d’expression et si les deux protéines GABARAP et GABARAPLI
sont redondantes in vivo. Ces travaux ont montré que ces deux genes s’expriment de maniere
ubiquitaire dans les cellules et tissus mais présentent des profils différents. Gabarapll est
préférentiellement exprimé dans le systeme nerveux central alors que gabarap présente une
expression importante dans le systeme endocrine. En revanche, il a ét€ démontré que ces deux
genes s’expriment trés faiblement dans les tissus et les lignées cancéreuses (Nemos et al.,
2003). 11 a également été montré que le géne gabarapll est le gene le plus exprimé de la
famille gabarap dans le cerveau de rat, qu’il est exprimé exclusivement dans les neurones et
qu’il présente une expression prédominante dans le pons et le diencéphale (Tolle et al., 2008).
D’autre part, une étude de ’expression du messager gabarapll sur une cohorte de 265
patientes atteintes de cancer du sein, effectuée en collaboration avec le laboratoire du Dr
Descotes au CHU Lyon Sud, a montré que I’expression du géne gabarapll est diminuée dans
les cancers du sein et qu’une forte expression est corrélée a une meilleure survie des patientes
(Berthier et al., 2010).

Des études concernant la régulation du gene gabarapll par les estrogenes ont

N

également été entreprises dans notre laboratoire et ont conduit a la caractérisation des
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séquences promotrices des genes gabarapll de cobaye et humain et notamment ont mis en
évidence la présence d’un ERE (Estrogen Response Element) responsable de son estrogéno-
dépendance (Vernier-Magnin et al., 2005).

D’autres travaux ont ét¢ menés au laboratoire afin de caractériser la localisation
cellulaire et le role biologique de la protéine GABARAPLI. Ces expériences ont montré que
la protéine GABARAPLI interagit avec la sous-unité y2 du récepteur GABA, et la tubuline.
Par ailleurs, GABARAPLI induit la polymérisation de la tubuline en microtubule et participe
au transport du récepteur GABAA a la membrane post-synaptique via son interaction avec la
sous-unité y2 du récepteur GABA, et la tubuline (Mansuy-Schlick et al.,, 2006a; Mansuy et
al., 2004). Une autre équipe a montré que GABARAPLI est aussi impliquée dans le transport
du récepteur des H)pio'l'des (Chen et al., 2006). Mais, exceptées ces deux fonctions, le role de
la protéine GABARAPLI reste encore inconnu.

Mon travail de these s’inscrivait donc dans la thématique de notre équipe qui concerne
I’¢tude fonctionnelle de la protéine GABARAPLI1. Au début de ma these, il m’a été confié
quatre aspects de I’étude de GABARAPLI : 1) I’étude du réle potentiel de GABARAPLI au
cours de I’autophagie, 2) I’étude de I’expression de GABARAPLI dans les tumeurs, 3)
I’étude de I’expression de GABARAPLI1 en réponse a des drogues anti-cancéreuses, et 4) la

création de nouveaux modeles cellulaires pour I’étude de la protéine GABARAPLI.
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I-Le gene gecl/gabarapll

1)-Historique du gene gecl/gabarapll: un geéne de la sous-famille

gabarap

Le gene gecl (glandular epithelial cell 1) a été découvert au sein de notre laboratoire
lors du criblage d’une banque d’ADNc provenant de cellules épithéliales glandulaires
d’endometre de cobaye stimulées par les estrogenes (Estradiol-17p, E2) en présence de
cycloheximide (un inhibiteur de la synthese protéique) (Pellerin er al,, 1993). Ce criblage a
permis d’identifier un ADNc de 833 pb avec un signal de polyadénylation régulé
positivement et précocement par les estrogenes chez le cobaye (Pellerin et al, 1993).
L’utilisation d’une sonde complémentaire de I’ADNc gec/ a conduit a la caractérisation par
northern-blotting d’un transcrit de 1,8 kb. Le séquengage, quant a lui, a révélé que cette partie
de ’ADNCc correspondait a la partie 3’ terminale du transcrit gec/. L’organisation compléte
du gene gecl chez le cobaye a été établie dans notre laboratoire en 2001 (Vernier-Magnin et
al., 2001). Le gene gecl est constitué de 10 065 pb, contient 4 exons et 3 introns et I’ADNc
complet comporte 1921 pb (numéro d’accession GenBank : AF287012) (Vernier-Magnin et
al., 2001) (Figure 1).

gabarapi1 de
10 065 pb cobaye
< >
+1 ATG Poly A
Intron 1 Intron 2 Intron 3
|v% i m
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4
10 238 pb gaba‘r&pﬂ
< » humain
+1 ATG TGA Poly A
Intron 1 Intron 2 Intron 3
- . R o
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4

Figure 1 : Organisation du geéne gabarapll de cobaye et humain. Les traits continus et les rectangles
représentent respectivement les introns et les exons. La position du site d’initiation de la transcription (+1), du
codon d’initiation (ATG) et de terminaison (TGA) de la traduction ainsi que le site de polyadénylation (Poly A)
sont indiqués. Les tailles des exons sont également indiquées. D’aprés Vernier-Magnin et al., 2001.
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Le gene homologue humain a été caractérisé via 1’utilisation de sondes gec/ de cobaye
lors du criblage d’une banque d’ADNc de placenta humain. Ces expériences ont permis
d’isoler I’ADNc humain de 1959 pb. Le gene gecl humain, localisé sur le chromosome 12,
est constitué de 10 238 pb et contient 4 exons et 3 introns comme le géne gec/ de cobaye
(Figure 1). Par ailleurs, I’ADNc gabarapll humain présente une forte homologie de séquence
avec celui du cobaye (Figure 2). Ces deux ADNc codent des protéines de 117 acides aminés
dont la séquence est conservée chez toutes les especes.

La découverte du gene gabarap (GABA, receptor-associated protein) en 1999 par
Wang et collaborateurs a permis par la suite d’identifier une forte identité de séquence (79%)
de ce gene avec celui de gecl (Wang et al., 1999a). En revanche, aucune identité de séquence
n’a été observée au niveau des UTR-5" et 3° de ces deux geénes (Figure 2). En 2001, Xin et
collaborateurs ont cloné trois paralogues de ’ADNc gabarap humain : gabarapll (GABA4
receptor-associated protein like 1), gabarapl2/gatel6 (Golgi-associated ATPase enhancer),
un gene impliqué dans le trafic intracellulaire (Sagiv et al., 2000) et un pseudogene dénommé
gabarapl3. Tous ces genes appartiennent a la méme famille des genes gabarap du fait de leur
forte identité de séquences (Xin et al., 2001).

Du fait de cette forte homologie, le géne gecl est maintenant appelé gabarapll. Nous

utiliserons donc cette nouvelle terminologie tout au long de ce manuscrit.

UTR-5' ORF UTR-3'
ADNc gabarapl1
1259 pb cobaye
1929 pb
62,2% 0% 93% 0% 73.8%
ADNc gabarapl!
33 pb 351 pb 1277 pb humain
T T T 1959 pb
0% 79% 0%
Y¢ ¢ Y ADNc gabarap
104 pb 351 pb 469 pb fats
924 pb

Figure 2 : Comparaison des séquences des ADNc de gabarapll de cobaye et humain et de ’ADNc de gabarap
humain. Les pourcentages d’identité entre ces séquences sont représentés. ORF : Open Reading Frame ; UTR:
UnTranslated Region.
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2)-Expression et régulation du gene gabarapll

2.1)-Expression du gene gabarapll

L’absence d’identité de séquence entre les régions UTR-3’ des geénes gabarapll et
gabarap a permis la synthése de sondes spécifiques pour 1’étude de leur expression dans
différents tissus humains (Nemos et al.,, 2003). Une étude effectuée par northern-blotting et
macroarray sur 76 tissus humains, comprenant 61 tissus normaux, 8 lignées cancéreuses et 7
tissus feetaux, a révélé que les genes gabarapll et gabarap sont exprimés de maniere
ubiquitaire dans les tissus normaux avec une forte expression du gene gabarapll dans le
cceur, le placenta, le pancréas, les glandes salivaires, les leucocytes périphériques et
particulierement dans le systeme nerveux central (paragyrus du cortex cérebral, lobe temporal,
putamen et pons). Par contre, gabarap est plus fortement exprimé dans le systeme endocrine
et plus particulierement dans les testicules, les glandes surrénales, la glande thyroide et
I’ovaire. D’autre part, cette étude a démontré pour la premicre fois que les deux genes
gabarap et gabarapll sont tres faiblement exprimés dans les tumeurs et la plupart des tissus
feetaux. Une autre étude ayant pour but I’étude de ’expression des genes de 1’autophagie
(Atg) par RT-PCR a partir de 16 tissus adultes et 8 tissus foetaux a montré que le gene
gabarapll est exprimé a un niveau comparable dans les tissus feetaux étudiés, alors qu’il est
exprimé de maniere différentielle dans les tissus adultes (Kusama et al., 2009). Chez la souris,
Xin et collaborateurs ont montré que gabarapll est plus fortement exprimé dans le cerveau, le
rein, le testicule et le cceur (Xin et al., 2001). Le messager gabarapll de cobaye est, quant a
lui, principalement exprimé dans le foie, I’endomeétre et le poumon (Vernier-Magnin et al.,
2001).

La caractérisation de ’expression de gabarapll et 1’établissement d’une cartographie
dans le systeme nerveux central ont été réalisés au sein de notre laboratoire par RT-PCR et
hybridation in situ grace a des amorces et des sondes spécifiques du gene gabarapll. Ces
études ont montré que gabarapll est le gene de la famille gabarap le plus exprimé dans le
cerveau de rat adulte avec une prédominance dans le tronc et le diencéphale. On retrouve
ensuite /c3, puis gabarap et enfin gatel6 (Mansuy-Schlick et al., 2006b). La cartographie
d’expression de gabarapll a montré, quant a elle, que le géne s’exprime dans toutes les zones
du cerveau de rat depuis le bulbe olfactif jusqu’au cervelet et la moélle épiniére et uniquement
dans les neurones. Cette étude a aussi montré que le messager gabarapll est plus
particulierement exprimé dans des neurones impliqués dans les fonctions somesthésiques,

motrices et neuroendocrines et moins exprimé dans les neurones a fonctions sensorielles
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(Tolle et al., 2008). Gabarapll est également fortement exprimé dans les neurones a GnRH
(Gonadotropin-releasing hormone) localisés dans I’hypothalamus et décrits pour leur
implication dans le contrdle de la libération des hormones LH (Hormone lutéinisante) et FSH

(Hormone folliculo-stimulante) (Malyala et al., 2005; Mansuy et al., 2009).

2.2)-Régulation de I’expression du géne gabarapll

Le gene gabarapllprésente une régulation spécifique selon les tissus. Il est le seul
membre de la sous-famille gabarap a €tre régulé par les estrogeénes a la fois dans des cellules
de cobaye et dans le systeme nerveux central (Malyala et al.,, 2004; Vernier-Magnin et al.,
2001). Il est également régulé par les facteurs de transcription FOXO (Forkhead box

transcription factors of O class) et son expression varie en fonction de I’horloge biologique.

a)-Régulation par les estrogenes

Les estrogénes et en particulier 1’estradiol 17-f (E2) sont des hormones féminines
impliquées dans plusieurs processus tels que la croissance et le développement du systeme
reproducteur masculin et féminin, la prolifération et la différentiation des cellules ainsi que la
mort cellulaire (Lubahn er al., 1993; Ogawa, 1998). Elles sont liées au développement de
plusieurs pathologies comme le cancer du sein, de I’utérus et de la prostate (Castagnetta et al.,
2004; Harkonen & Makela, 2004; Platet et al., 2004) et agissent également sur le systeme
cardiovasculaire, le systeme nerveux central et ’homéostasie osseuse (Ascenzi et al., 2006;
Vasudevan & Pfaff, 2008). Généralement, les estrogénes régulent 1’expression de genes cibles
via leur interaction avec des récepteurs aux estrogénes (RE) nucléaires REa ou B mais
peuvent également se lier a des récepteurs membranaires (Bjornstrom, 2005; Klinge, 2001).
Les récepteurs aux estrogenes nucléaires peuvent se lier a des co-activateurs ou co-répresseurs
et réguler ’expression des genes cibles mais interagissent également avec des facteurs de
transcription tels que le facteur SP-1, le dimere FOS/JUN et les facteurs CREB/CREM/ATE
(Gaub et al., 1990; Sabbah et al., 1999; Sugawara et al., 2004b).
précocement par les estrogenes et particuliecrement par I’estradiol 17- dans des cellules de
cobaye (E2) (Pellerin et al., 1993). 1l est également régulé par les estrogenes dans le systeéme
nerveux central. En effet, Malyala et collaborateurs ont mis en évidence, par microarray, une
régulation positive de gabarapll par les estrogenes dans 1’hypothalamus de cobaye (Malyala

et al., 2004).
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Par ailleurs, I’étude du promoteur et des séquences cis-régulatrices potentielles du
gene gabarapll de cobaye a été effectuée au laboratoire. Des cellules d’ovaire de Hamster
chinois (CHO) ont été transfectées par différentes constructions plasmidiques contenant le
gene rapporteur de la luciférase sous la dépendance de différentes formes plus ou moins
tronquées d’un fragment de 1538 pb comportant les séquences promotrice et régulatrice du
géne gabarapll de cobaye (Vernier-Magnin et al.,, 2005). D’autres constructions contenant
des délétions spécifiques au niveau des éléments de réponse ERE et CRE (Cyclic AMP
Response Element) potentiels ont également été utilisées. Les résultats obtenus ont montré
que I’élément initiateur INR correspond au site d’initiation de la transcription et qu’il est
responsable de I’activité basale du promoteur (Figure 3). De plus, il a été montré que la
réponse transcriptionnelle a E2 nécessite 1’expression du récepteur aux estrogénes REa mais
pas de REP. Le récepteur REa, activé sous forme de dimere, se lie a un site ERE identifié par
analyse informatique dans le premier exon du géne en position + 36. D’autres sites potentiels
pour I’action des récepteurs aux estrogenes ont également été identifiés lors de 1’analyse
bioinformatique des séquences régulatrices du gene de cobaye : deux sites AP-1 (Activator
Protein-1), un site SP-1 (Promotor-Specific transcription factor-1), et un demi ERE (Vernier-

Magnin et al., 2005) (Figure 3).

Cobaye
FHRE FHRE FHRE FHRE INR ERE ATG
925 -616 -550 170 ST +36
-929 +311
Humain .
putative
AP-1 INR ERE ATG
— A\
! v
-546 +1 +243
- 905 +336

Figure 3 : Séquences régulatrices du gene gabarapll humain et de cobaye. AP-1 : site de liaison de la
protéine activatrice 1; ERE : élément de réponse aux estrogénes; SP-1 : élément de fixation de la protéine SP-
1 ; FHRE : élément de réponse aux facteurs FOXO ; INR : élément initiateur de la transcription ; ATG : codon
d’initiation de la traduction. Modifi¢ d’apres Legrand, Chakrama et al., 2011.
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Afin d’identifier les séquences responsables de la régulation par les estrogénes du geéne
gabarapll humain, une analyse bioinformatique de la région de 1200 pb en amont du codon
d’initiation de la traduction a été réalisée par le logiciel Cister (Frith et al., 2001) ou le
programme Matinspector de Genomatix (Cartharius et al, 2005). Cette étude a révélé la
présence de plusieurs sites potentiels de liaison des récepteurs aux estrogenes, incluant un
ERE, un site SP-1 et un site AP-1 (Figure 3). En revanche, aucun site ERE n’a été retrouvé
dans la région homologue des genes gabarap, gabarapl? et Ic3, suggérant ainsi que

gabarapll est le seul gene de la famille gabarap pouvant étre régulé par les estrogenes.

b)-Régulation par les facteurs de transcription FOXO

Les protéines FOXO appartiennent a la famille des protéines Forkhead caractérisées
par la présence d’un domaine de liaison a ’ADN trés conservé nommé Forkhead Box. Cette
famille comprend les protéines FOXOI1/FKHR (ForKHead in Rhabdomyosarcomas),
FOXO3/FKHRLI1, FOXO4/AFX (Acute leukemia Fusion gene located in chromosome X) et
FOXO6 (Kaestner et al., 2000). Elles ont été identifiées pour la premiére fois chez I’homme
lors de plusieurs études sur les translocations chromosomiques survenant dans les tumeurs. En
effet, les genes FOXO subissent des réarrangements chromosomiques identifi€és dans
plusieurs tumeurs malignes humaines telles que les leucémies et les rhabdomyosarcomes
(Borkhardt et al., 1997; Galili et al., 1993; Parry et al., 1994). Ces protéines sont impliquées
dans la régulation de nombreux mécanismes cellulaires physiologiques tels que le
métabolisme, la survie, la mort cellulaire programmée, la réponse a différents stress, la
prolifération et la différenciation cellulaires, I’homéostasie et le vieillissement (Greer &
Brunet, 2005; Huang & Tindall, 2007; Salih & Brunet, 2008). Elles s’expriment de manicre
différentielle selon les tissus. Par exemple, FOXO1 est particuliecrement abondante dans le
tissus adipeux, FOXO3 est fortement exprimée dans le cerveau, FOXO4 est
préférentiellement exprimée dans le coeur alors que FOXO6 est fortement exprimée pendant
le développement du cerveau chez I’embryon (Furuyama et al., 2000; Jacobs, 2003).

Tous les membres de la famille FOXO possédent un domaine de liaison a I’ADN
(DBD, DNA Binding Domain) tres conservé grace auquel ils se lient a leur séquence cible,
FHRE (Forkhead reponse element), définie comme la suivante: (G/C) (T/A) AACAA
(Furuyama et al., 2000; Xuan & Zhang, 2005). Les facteurs FOXO régulent les genes cibles
de maniere directe en se liant au FHRE présent au voisinage de ces geénes mais peuvent
également se lier a des co-répresseurs ou co-activateurs et notamment avec des acétylases et
déacétylases (Calnan & Brunet, 2008). Une analyse bioinformatique a montré que le gene
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gabarapll de souris possede trois séquences consensus cibles de FOXO3 dans la région de 5
kb en amont de ’ATG (Zhao et al., 2007). Le géne gabarapll de rat posseéde également des
séquences consensus reconnues par les facteurs FOXO1 et 3 (Sengupta et al., 2009).
L’analyse bioinformatique des séquences nucléotidiques des genes gabarapll de cobaye et
humain a révélé I’existence de quatre sites potentiels de liaison des facteurs FOXO dans le
géne de cobaye mais aucun site de liaison n’a été retrouvé dans la région homologue étudiée
du géne humain (Figure 3).

L’activité transcriptionnelle des facteurs FOXO est régulée en réponse a plusieurs
stimuli externes tels que la stimulation par I’'IGF (Insulin Growth Factor)ou le stress oxydatif
(Calnan & Brunet, 2008). Cette régulation se fait par D’intermédiaire de plusieurs
modifications  post-traductionnelles des  facteurs FOXO, phosphorylation et
monoubiquitinylation, qui régulent la localisation cellulaire des facteurs modifiés. En effet,
I’établissement de la structure cristalline des facteurs FOXO a permis d’identifier de
potentiels sites de phophorylation au niveau de leur DBD (Tsai et al., 2007). En réponse a
I’insuline et a différents facteurs de croissance, les facteurs FOXO sont phosphorylés par
plusieurs kinases telles que AKT (AKr T cell lymphoma), SGK (Serum and Glucocorticoid-
induced Kinase) et CDK2 (Cyclin-Dependent Kinase 2) (Huang & Tindall, 2007). La
phosphorylation de FOXO induit leur interaction avec la protéine chaperonne 14-3-3 qui
active leur transport hors du noyau, leur séquestration dans le cytoplasme et donc I’inhibition
de leur activité transcriptionnelle (Brunet et al., 1999; Huang et al., 2006; Obsilova et al.,
2005). En revanche, en réponse a un stress oxydatif et nutritionnel, les facteurs FOXO sont
phosphorylés par les kinases MST1 (Mammalian Ste20-like kinase), JINK (JUN-N-terminal
Kinase) et AMPK (AMP-activated protein kinase) (Calnan & Brunet, 2008; Chiacchiera &
Simone, 2010) qui inhibent leur association avec la protéine 14-3-3 puis leur relocalisation
dans le noyau ou ils induiront la transcription de leurs genes cibles.

La polyubiquitinylation des facteurs FOXO1 et 3 dans le cytoplasme, apres leur
exclusion du noyau, entraine leur dégradation par le protéasome (Matsuzaki et al.,, 2003). En
revanche, la monoubuquitinylation du facteur FOXO4, en réponse au stress oxydatif, induit sa
relocalisation dans le noyau et son activité transcriptionnelle (van der Horst et al., 2006).

Tres récemment, Sengupta et collaborateurs ont décrit la régulation du geéne gabarapll
par FOXO1 et FOXO3 in vitro et in vivo dans des cellules musculaires cardiaques. Pendant la
déprivation en glucose de cardiomyocytes néonataux de rat, les facteurs de transcription
FOXOI1 et FOXO3 endogenes sont déphosphorylés et relocalisés vers le noyau ou ils se lient

a leurs séquences cibles au niveau des régions promotrices de différents génes, et notamment
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du gene gabarapll et des geénes de [’autophagie tels que Ic3 et atgl2. De plus, la
surexpression des facteurs FOXO1 et FOXO3 dans des cardiomyocytes de rat induit les
mémes effets que ceux observés pendant la déprivation en glucose. La régulation de
gabarapll par les facteurs FOXO a également été étudiée in vivo chez des rats placés en
carence nutritionnelle. Dans ces conditions, ’activité transcriptionnelle de FOXO1 et 3 est
activée dans le cceur de ces rats et il est observé une induction de I’expression des genes
gabarapll, Ic3 et atgl?2. Ces résultats suggerent donc le role des facteurs FOXO1 et 3 dans la
régulation de 1’autophagie dans les cardiomyocytes de rats (Sengupta et al., 2009). Sengupta
et collaborateurs ont également décrit un role cardioprotecteur des facteurs FOXO1 et
FOXO3. En effet, I’induction d’un stress oxydatif provoque la relocalisation des protéines
FOXO dans le noyau et I’activation des genes cibles. Au contraire, I’inhibition de
I’expression de ces mémes facteurs induit une augmentation de la quantité des especes
réactives de I’oxygene (ROS) dans les cellules et la mort cellulaire. Dans cette étude, des
souris déficientes en FOXOI1 et 3 ont été utilisées. Ces souris présentent plusieurs zones
d’infarctus, ainsi qu’un risque ¢levé d’ischémie et reperfusion (I/R) cardiaques. L’expression
des geénes de l’autophagie et des geénes anti-apoptotiques a été évaluée, dans ces souris
déficientes en FOXOI et 3, suite a des dommages aigiis du muscle cardiaque. Cette étude a
réveélé que ’expression de gabarapll, de Ic3 et des genes anti-apoptotiques est diminuée dans
le coeur des souris déficientes en FOXO suite a une I/R. Ces résultats montrent que 1’induction
de P’expression de gabarapll et des autres genes de I’autophagie durant 1’ischémie et la
reperfusion du muscle cardiaque est dépendante des facteurs FOXO, suggérant ainsi que
I’autophagie induite par les facteurs FOXO est essentielle a la survie des cardiomyocytes suite
a des dommages oxydatifs (Sengupta et al., 2011).

Une étude visant a déterminer les genes régulés lors de I’atrophie du muscle
squelettique a été effectuée par microarray. Lors de cette étude, plusieurs genes régulés
positivement ont été identifiés parmi lesquels gabarapll et lc3 (Lecker, 2004). D’autre part, il
a été montré que la surexpression de FOXO3 dans le muscle squelettique régule de maniere
positive I’expression de gabarapll, Ic3, beclinl et d’autres génes de 1’autophagie tels que
Bnip3, Bnip3l et Vps34 (Mammucari et al., 2007; Zhao et al., 2007). En revanche,
I’expression de gabarapll et d’autres genes de I’autophagie est régulée négativement dans le
foie de souris en hyperinsulinémie et dans des hépatocytes suite a un traitement par I’insuline.
De plus, la surexpression du facteur FOXO1 semble inhiber les effets de 1’insuline sur la
répression de I’expression de gabarapll et des autres génes de 1’autophagie étudiés (Liu et al.,

2009). Par ailleurs, il a été montré que les genes gabarapll, gabarap et gabarapl2 sont
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régulés positivement lors de 1’inhibition de la croissance des cellules de cancer colorectal
(CRC). En effet, I’inactivation prolongée de la kinase p38a inhibe la croissance des cellules
CRC et permet la relocalisation du facteur FOXO3 dans le noyau sous la dépendance de sa
phophorylation par I’AMPK, ce qui induit I’activation de ses genes cibles tels que gabarapll
(Chiacchiera et al., 2009). Par ailleurs, I’expression de gabarapll et celle de certains genes de
I’autophagie (Ic3, Atgl2 et Atg4b) est également régulée positivement in vitro et in vivo dans
des cellules du muscle squelettiques de truites arc-en-ciel en carence nutritionnelle.
Cependant, la phosphorylation du facteur FOXO3, suite a une stimulation par I’IGF, n’induit
pas de forte diminution de I’expression des geénes de I’autophagie chez la truite (Seiliez et al.,

2010).

c)-Régulation durant les rythmes circadiens

Le rythme circadien est un rythme biologique caractéris€é par des oscillations
d’environ 24 heures. Les éléments régulés durant le rythme circadien présentent donc un pic
d’expression maximum puis un pic d’expression minimum (Dunlap, 1999). Chez les
mammiferes, ces oscillations sont générées par le noyau suprachiasmatique (SCN), localisé
dans I’hypothalamus, et considéré comme le régulateur de I’horloge biologique et de
I’expression des générateurs d’oscillations intracellulaires (Reppert & Weaver, 2002). Le
rythme circadien est connu pour moduler I’axe reproducteur et particulierement la durée de
libération de la gonadotrophine dans les neurones (Boden, 2006; Kennaway, 2004). Le
rythme circadien est également observé dans plusieurs organes périphériques tels que le foie,
le cceur, le rein ou le pancréas. On retrouve, dans ces organes, des générateurs d’oscillations
circadiennes qui sont en liaison avec le noyau suprachiasmatique et qui permettent leur
synchronisation (Yamazaki et al., 2000; Zylka et al., 1998).

Le rythme circadien est régulé dans le noyau suprachiasmatique par un ensemble de
rétrocontroles négatifs ou positifs des genes impliqués. Parmi ces acteurs moléculaires
majeurs participant au rythme circadien, on trouve les protéines CLOCK (Circadian
Locomotor Output Cycle Kaput) et BMAL1 (Brain and Muscle ARNT-Like Protein 1)
(Reppert & Weaver, 2002). Apres leur synthése dans le cytoplasme, ces deux protéines
forment un hétérodimere et sont redirigées vers le noyau ou elles se lient a leurs régions
cibles, appelées E-BOX (CACGTQG), localisées dans les régions promotrices des genes
circadiens perl et per2 (period 1 and 2) et des genes cryptochromes cryl et cry2 permettant

ainsi leur activation (Munoz et al., 2002).
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Les protéines PER et CRY exercent un rétrocontrdole négatif sur leur propre
expression. Ainsi, ces deux protéines sont relocalisées dans le noyau, lorsqu’elles sont
phosphorylées par la kinase caséine le, ou elles interférent avec [’hétérodimere
CLOCK/BMALI pour inhiber leur propre transcription (Jin et al., 1999; Kume et al., 1999).
La régulation négative de la rythmicité est également effectuée par I’intermédiaire d’autres
acteurs moléculaires telles que les protéines REV-ERBa (Reverse orientation c-ERB A-1),
ROR (Retinoid acid related Orphan Receptor), DEC1 (Differentiated Embryo Chondrocyte 1)
et DEC2 (Differentiated Embryo Chondrocyte 2) elles mémes régulés par CLOCK/BMALI.
Les protéines REV-ERBa et ROR répriment la transcription du géne bmall tandis que les
protéines DEC1 et DEC2 forment un hétérodimere non fonctionnel avec la protéine BMALL,
empéchant ainsi la formation de I’hétérodimére CLOCK/BMALI, ce qui conduit a
I’inhibition de I’expression des geénes impliqués dans les rythmes circadiens (Honma et al.,
2002; Preitner et al., 2002; Sato et al., 2004).

Le rétrocontrle positif est, quant a lui, médié par la protéine PER2 qui induit
I’expression du gene bmall par I'intermédiaire de sites encore inconnus (Shearman et al.,
2000).

Dans les organes périphériques de plusieurs especes, le rythme circadien est régulé par
des facteurs externes, le plus étudié étant le régime alimentaire. Il a ét€ démontré que dans les
foies de souris nourries seulement pendant la journée, la phase d’expression des genes de
I’horloge biologique (perl, per2, per3, cryl et clock) est inversée conduisant ainsi a un
découplage des oscillateurs circadiens périphériques et du noyau suprachiasmatique (Damiola
et al., 2000).

L’expression du geéne gabarapll est régulée durant le rythme circadien. En effet,
Mansuy et collaborateurs ont montré, pour la premiere fois, que le gene gabarapll est
exprimé dans les cellules GnV-3 de rat immortalisées (Gonadotropin-releasing hormone
expressing neurons) dans lesquelles son expression présente une rythmicité similaire a celle
de la protéine CLOCK. Ces oscillations de 1’expression de gabarapll sont observées apres un
choc sérique (50 %) de deux heures. Afin de mieux comprendre la régulation de gabarapll au
cours du rythme circadien, les auteurs ont effectué les mémes expériences apres inhibition de
I’expression du gene per! et ils ont montré une diminution de I’expression de gabarapll d’un
facteur 2. Tous ces résultats montrent que 1’expression de gabarapll est rythmique et
dépendante de per! dans les cellules GnV-3 (Mansuy et al., 2009).

D’autres études ont montré la régulation de gabarapll au cours du rythme circadien

dans le foie de souris. Grace a des techniques de microarray et northern-blotting, il a été
34



démontré que gabarapll présente un pic d’expression durant le jour et une expression moins
importante durant la nuit. L’inhibition du gene clock atténue fortement ’expression de
gabarapll. gabarapll est donc considéré comme un géne régulé positivement pendant la

phase de jour dans le foie de souris sous le contrdle du gene clock (Sakao et al., 2003).
3)-Expression de gabarapll dans les conditions pathologiques

3.1)-Lignées cellulaires

Peu d’études ont ét¢ menées jusqu’a aujourd’hui sur I’expression des geénes de la
famille gabarap dans des conditions pathologiques. Une premiere étude a montré que le gene
gabarapll, comme gabarap, est inhibé dans plusieurs lignées cellulaires cancéreuses : deux
lignées de lymphomes de Burkitt (Daudi et Raji), trois lignées cellulaires issues de patients
atteintes de leucémies (HL-60, MOLT-4 et K-562), une lignée de carcinome de poumon
(A549), une lignée d’adénocarcinome colorectal (SW480) et une lignée cancéreuse dérivée du
cancer du col de I'utérus (HeLa) (Nemos et al., 2003). Depuis, il a également été décrit que
I’expression du géne gabarap est diminuée dans des cellules dérivées de cancer du sein

(CALSI) (Klebig et al., 2005).

3.2)-Cancer du sein

Au laboratoire, en collaboration avec le Dr. Descotes du CHU Lyon Sud, I’expression
du gene gabarapll a été étudiée dans une large cohorte de patientes (265) atteintes de cancer
du sein. Cette étude rétrospective, effectuée par qRT-PCR, a montré que I’expression du géne
gabarapll est significativement diminuée dans les tumeurs de haut grade avec atteinte des
ganglions lymphatiques (pN+) et que les patientes dont la tumeur présente le taux le plus
élevé de messager gabarapll sont celles qui présentent le moins de récidive métastatique. Ces
résultats suggerent donc que le géne gabarapll peut étre considéré comme un facteur de bon
pronostic. Dans la méme étude, il a été démontré, par macroarray, que gabarapll est inhibé
dans différentes autres tumeurs humaines (rein, testicule, vessie, pancréas et prostate) par

rapport aux tissus sains (Berthier ez al., 2010).

3.3)-Méningiomes

Une seconde étude préliminaire, réalisée au laboratoire par Fabrice Tolle dans le cadre
de sa these soutenue en 2008, a porté sur I’expression de gabarapll dans des méningiomes,

des tumeurs bénignes du systeme nerveux central (Tolle, 2008). Cette étude a été effectuée

35



sur 50 méningiomes de grade I classés selon leurs caractéristiques histologiques en 4 groupes
: fibromateux (MF), transitionnel (MT), méningothélial (MM) et psammomateux (PSA) et 3
méninges saines servant de controle. Cette étude a démontré une diminution significative du
taux de messager gabarapll dans les méningiomes de type psammomateux. De plus, selon les
groupes des méningiomes, des différences d’expression ont été observées en fonction du sexe
et de I’age des patientes. En effet, dans les méningiomes transitionnels et méningothéliaux, le
taux de messager gabarapll détecté est supérieur dans les méningiomes provenant de femmes
par rapport a ceux provenant d’hommes alors que I’inverse est observé dans les méningiomes
psammomateux. Par ailleurs, les résultats obtenus ont montré que 1’expression de gabarapll
diminue avec 1’age des patientes et cette diminution coincide avec la moyenne d’age
européenne de la survenue de la ménopause. En conclusion, cette étude préliminaire a montré
que gabarapll n’est pas exprimé de maniere homogene dans les différents groupes de
méningiomes étudiés et qu'une différence est observée en fonction du sexe et de 1’age des
patients. Cette diminution d’expression de gabarapll en fonction de 1’dge des patientes
pourrait impliquer 1’existence d’un lien entre 1’état hormonal des patientes et I’expression de

gabarapll.

3.4)-Autres pathologies

D’autres laboratoires ont étudié 1’expression de gabarapll dans différentes
pathologies :

1) il a été montré, par microarray et PCR en temps réel, que I’expression de gabarapll
est augmentée dans les cellules mononucléaires périphériques de sang chez des patients
atteints du syndrome de fatigue chronique par rapport aux cellules de donneurs sain (Kaushik
et al., 2005) ;

2) il a également été démontré, par microarray, que I’expression de gabarapll est
fortement diminuée dans le cortex préfrontal de macaques qui ont subi des injections de
MPTP (1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine), une drogue neurotoxique ciblant les
neurones dopaminergiques et utilisée dans les modeles animaux pour mimer 1’évolution de la
maladie de Parkinson (Storvik et al., 2010) ;

3) D’expression de gabarapll est régulée négativement dans les neurones
dopaminergiques de la substance noire pars compacta chez des patients atteints de la maladie
de Parkinson (Simunovic et al., 2009).

Il est a noter que I’expression de gabarap ou Ic3 n’est pas modifiée dans les
pathologies décrites ci-dessus.
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I1-Les protéines de la sous-famille GABARAP

1)-Séquences et structures

La protéine GABARAPLI appartient a la sous-famille des protéines GABARAP
(GABA4 Receptor-Associated Protein), une sous famille appartenant a la grande famille des
protéines Atg8 (Autophagy Related Gene 8). L’autre sous famille est celle des protéines
MAPI1-LC3 (Light Chain 3 of Microtubule-Associated Protein 1). La sous-famille
GABARAP comprend les protéines GABARAP, GABARAPL1 (GABA4s Receptor-
Associated Protein Like 1), GABARAPL2 (GABA4 Receptor-Associated Protein Like 2) et
GABARAPL3 (GABA,4 Receptor-Associated Protein Like 3) (Xin et al., 2001). La sous-
famille MAP1-LC3 contient, quant a elle, les protéines MAPILC3A, MAPILC3B et
MAPILC3C (He et al., 2003) (Figure 4).

L’identité de séquence entre les genes gabarap et gabarapll, décrite précédemment,
est maintenue au niveau protéique (Le Grand JN, 2011). Ainsi, 1’alignement des séquences
protéiques montre que GABARAPLI1 présente 100% d’identit¢ avec GABARAPL3, 87%
d’identit¢ avec GABARAP et 61% d’identit¢ avec GATE16. Cependant, GABARAPLI1
présente un pourcentage d’identité moindre avec les protéines de la sous-famille MAP1LC3 :
35% d’identité avec LC3C, 31 % d’identité avec LC3A, et 29% d’identité avec LC3B (Figure
4).

GABRRAPL1 MEFQYKEDHPFEYRKKEGEKIRKKYPDRVPVIVEK-APKARVPDLDKRKYLVPSDLTVGQF-60
GABARAP MEKFVYKEEHPFEKRRSEGEKIRKKYPDRVPVIVEK-APKARIGDLDKKKYLVPSDLTVGQF-60
GAEARAPL2 MKWMFKEDHSLEHRCVESAKIRAKYPDRVEVIVEK-VS VDIDKRKYLVPSDITVRQF-60
LC3A MEMRFFSEPCGKARVDFADRCKEVOOIRDOHPEKIPVIIERYK QLPVLDKTEFLVEDHVNMSEL-66
LC3B MPSEKTFRORRTFEQRVEDVRLIREQHPTKIPVIIERYKGEKQLPVLDKTKFLVEDHVNMEEL-62
LC3IC MPPEQKIE PFRORKSLAIRQEEVAGIRAKFPNKIPVVVERYPRETFLPPLDKTKFLVPQELTMTQF -7

Atgh MKSTFKSEYPFEKRKAESERIADRFXNRIPVICEK-AEKSDIPEIDKREKYLVPADLTVGQF-60

GABARAPL1I YFLIRKRIHLRPEDALFFFVN-NTIPPTSATMGQLYEDNHEEDYFLYVAYSDESVYGK-117
GLEARRP YFLIRKRIHLRAEDALFFFVN-NVIPPTSATMGQLYOEHHEEDFFLY IAYSDESVYGL-117
GABARAPL2 MWIIRKRIQLPSEKAIFLFVD-KTVPQSSLTMGQLYEKEKDEDGFLYVAYSGENTFGF-117
LC3A VKIIRRRLOLNPTQAFFLLVNCHSMVSVSTRIADIYECEKDEDGFLYMVYASQETFGF-125
LC3B IKIIRRRLOLNANQAFFLLVNG JSVSTPISEVYESEKDEDGFLYMV
LCacC LSIIRSRMVLRATEAFYLLVNNKSLVSMSATMAE I YRDYKDEDGFVYMTYASQETFGCLESAAPRDGSSLEDRPCNPL-147
Atgs VYVIRKRIMLPPEKAIFIFVN-DTLPPTAALMSAIYQEHKDKDGFLYVTYSGENTFGR-117

Figure 4 : Alignement des séquences des protéines de la famille Atg8. En rouge sont indiqués les acides
aminés qui different de ceux présents dans la protéine GEC1/GABARAPLI1. La glycine terminale (position 116,
surlignée en bleu), conservée chez tous les homologues, est essentielle lors de I’autophagie pour la conjugaison
aux phospholipides membranaires des autophagosomes. D’aprés Legrand, Chakrama ez al., 2011.
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Par ailleurs, les structures cristallines des protéines GABARAPLI (Structural
Genomic Consortium, code:2R2Q), GABARAP (Bavro et al., 2002), GATE16 (Paz, 2000) et
LC3 (Sugawara et al., 2004a) présentent de tres fortes similarités (Figure 5). Elles possedent,
entre autre, deux hélices a en position N-terminale et un domaine central ressemblant a celui
de 'ubiquitine. Ces protéines pourraient donc étre considérées comme des Ubiquitin-Like

proteins (UBL) (Coyle et al., 2002).

GABARAP GABARAPL1
_'.

Figure 5: Structures cristallographiques des protéines LC3, GABARAP et GABARAPLI.

2)-Expression et localisation

Etant donné la forte homologie de séquence entre les protéines GABARAP et
GABARAPLI, aucun anticorps n’est actuellement capable de discriminer ces deux protéines.
Néanmoins, ces anticorps permettent de détecter les deux protéines par western-blotting. En
effet, la technique de western-blotting est plus discriminante puisqu’il a ét¢ montré que les
deux protéines, méme si elles ont le méme nombre d’acides aminés, ne migrent pas a la méme
taille en gel SDS-PAGE. En effet, GABARAP migre plus vite que GABARAPLI, ce qui
permet de les différencier sur un gel 15 %.

Malgré ces arguments, plusieurs laboratoires ont étudi¢ I’expression ou la localisation
des protéines GABARAP et GABARAPLI1 dans les cellules ou in vivo via 1’utilisation
d’anticorps polyclonaux. Il faut néanmoins garder en mémoire qu’au cours de ces études,
I’expression ou la localisation observée pourrait étre liée aux deux protéines homologues. Ces
problémes ont d’ailleurs été soulevés par différents auteurs qui ont décrit une forte réactivité
croisée des différents anticorps utilisés. O’Sullivan et collaborateurs, lors de la création des
souris knockout pour le gene gabarap, ont testé plusieurs anticorps dirigés contre GABARAP
avant d’en sélectionner un, produit dans leur laboratoire, décrit comme spécifique puisque ne

reconnaissant pas GABARAPLI en western-blotting (O'Sullivan et al., 2005). Wang et
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collaborateurs ont, quant a eux, produit un anticorps polyclonal dirigé contre GABARAPLI
mais ont montré qu’il n’est pas spécifique en western-blotting et détecte les deux protéines
(Wang et al., 2006).

Cependant, nous pouvons citer les études suivantes qui ont étudié 1’expression in vitro
et in vivo de ces protéines. Par exemple, il a été décrit que GABARAP est exprimée dans les
cellules pyramidales de 1’hypocampe, dans les cellules mitrales du bulbe olfactif et dans les
cellules de Purkinje du cervelet de souris (Okazaki et al., 2000). Dans de nombreux neurones,
elle co-localise avec ULK1 (Unc-51-like kinase), une kinase impliquée dans 1’extension des
neurites. Ces deux protéines sont co-localisées au niveau du réticulum endoplasmique lisse et
de I’appareil de golgi (Okazaki et al., 2000).

L’expression de la protéine GABARAPLI a été étudiée par la méthode de western-
blotting dans différents tissus de rat indiquant une forte expression dans le cerveau et le foie,
une expression modérée dans le coeur et le poumon et une trés faible expression dans les reins
et le muscle squelettique (Wang et al., 2006). L’étude de 1’expression dans le cerveau de rat,
effectuée par immunohistochimie avec un anticorps polyclonal, a montré que GABARAPLI1
est présente dans toutes les régions du cerveau avec une forte expression dans le thalamus,
I’hypocampe et I’hypothalamus. GABARAPLI est exprimée dans les neurones et non dans
les cellules gliales et est associée au réticulum endoplasmique et a I’appareil de golgi (Wang
et al., 2006). Par ailleurs, ’expression de la protéine GABARAPLI1 a été étudiée lors de
défaillances cardiaques chez des patients atteints de cardiomyopathie. Le niveau d’expression
de GABARAPLI et d’autres protéines de 1’autophagie (Beclinl, Atg5S, Atgl2 et LC3) a été
évalué avant et apres I’implantation d’un dispositif d’assistance mécanique au niveau du
ventricule gauche. Les résultats de cette étude montrent que I’expression de GABARAPLI et
celle des autres protéines de 1’autophagie diminue dans le tissu cardiaque en réponse aux
décharges mécaniques apportées par le dispositif d’assistance. Ces résultats suggerent que
I’autophagie peut étre considérée comme un mécanisme de réponse adaptative a certaines
cardiomyopathies qui est diminué apres utilisation d’un dispositif d’assistance mécanique
(Kassiotis et al., 2009).

Pour pallier a ce probleme de réactivité croisée des anticorps anti-GABARAPLI,
plusieurs auteurs ont eu recours a l’utilisation de protéines de fusion pour lesquelles la
détection de la protéine se fait a 1’aide d’anticorps dirigés contre les épitopes auxquels
GABARAPLI1 a été fusionnée. Ces expériences ont permis de déterminer la localisation
cellulaire de la protéine, méme s’il reste toujours un doute sur la localisation de la protéine

endogéne du fait de [I’utilisation d’épitopes exogeénes. Ces études ont montré que
39



GABARAPLI présente une localisation cytoplasmique vésiculaire dans les cellules
ovariennes d’hamster (CHO) ou elle est également associée au réticulum endoplasmique (RE)

et a ’appareil de golgi (Chen et al., 2006; Mansuy et al., 2004).

3)-Roles des protéines de la sous-famille GABARAP

Les protéines de la sous-famille GABARAP ont d’abord été décrites pour leur
implication dans le transport intracellulaire de récepteurs mais de récentes études ont suggéré
de nouvelles fonctions émergentes pour ces protéines. L’ensemble des partenaires des
protéines GABARAP, GABARAPL1 et GABARAPL2, connus a I’heure actuelle, sont

répertoriés dans le tableau 1.
3.1)-Role dans le transport des récepteurs

a)-Transport du récepteur GABA 4

Le récepteur GABA 4 (gamma-aminobutyric acid type A) est un complexe protéique de
300 kDa formé de 5 sous-unités (a,p,y,0 et p). Chaque sous-unité est constituée d’'un domaine
extracellulaire de liaison au ligand, de quatre domaines transmembranaires et d’'un domaine
intracellulaire phosphorylable, localisé entre le troisieme et le quatrieme domaine
transmembranaire. Lorsqu’il est activé par le neurotransmetteur inhibiteur GABA,, un
changement conformationel survient, le canal ionique s’ouvre laissant ainsi passer les ions
chlorure et générant un potentiel post-synaptique inhibiteur (Macdonald & Olsen, 1994;
Rabow et al., 1995). De nombreuses études ont mis en évidence le rdle de ce récepteur dans la
synaptogenese, la plasticité des synapses inhibitrices (Belhage et al., 1998; Wheal et al.,
1998) et dans d’autres processus physiologiques tels que le controle de I’excitabilité dans le
cerveau (Olsen & Avoli, 1997), les rythmes circadiens (Turek & Van Reeth, 1988), la
modulation de I’anxiété, la vigilance, la mémoire et 1’apprentissage (Izquierdo & Medina,
1991).

En 1999, Wang et collaborateurs ont décrit que la protéine GABARAP interagit avec
la tubuline et les microtubules et que cette interaction nécessite les 22 acides aminés de
I’hélice a de la partie amino terminale de la protéine (Wang & Olsen, 2000). D’autre part, ils
ont montré que GABARAP interagit avec la sous-unité y2 du récepteur GABA, et que cette
interaction est dépendante des acides aminés 36 a 68 (Wang et al., 1999a). Par ailleurs, une
étude a montré que la surexpression de la protéine GABARAP dans les cellules COS7 et les

neurones d’hippocampe en culture conduit a une augmentation du nombre des récepteurs
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GABA, au niveau de la membrane plasmique (Leil er al., 2004). 1l a également été rapporté
que la maturation de la protéine GABARAP dans les cellules, qui se traduit par la coupure du
dernier acide aminé C-terminal (leucine 117) pour libérer le résidu glycine en position 116,
est nécessaire pour son role dans le transport de ce récepteur (Chen et al., 2007). Ces résultats
démontrent I’implication de GABARAP dans le transport du récepteur GABA, vers la
membrane plasmique des neurones post-synaptiques par 1’intermédiaire de son interaction
avec le cytosquelette (Figure 6). Par ailleurs, une étude a montré que GABARAP interagit
avec la géphyrine, une protéine impliquée dans I’agrégation spécifique du récepteur GABA o
mais incapable de se lier a ce dernier, et que GABARAP est capable de promouvoir le
recrutement de la géphyrine a la membrane post-synaptique (Kneussel et al, 2000). Ces
résultats suggerent que GABARAP établit I’ancrage du récepteur GABA, a la géphyrine et
participe ainsi a I’organisation de la synapse GABA sergique.

Cependant, I’établissement d’une lignée de souris knockout pour le gene gabarap, n’a
révélé aucune différence quant a la localisation et au nombre des récepteurs GABA, a la
surface de la membrane plasmique par rapport aux souris sauvages (O'Sullivan et al., 2005).
De plus, I’extinction du géne gabarap dans des neurones primaires d’hipocampe de rat par la
technique des siRNA n’a induit aucun effet sur le nombre de récepteurs GABA A a la surface
de ces cellules (Marsden et al., 2007). L’ensemble de ces travaux, in vitro et in vivo, suggere
que la protéine GABARAP n’est pas essentielle au transport de ce récepteur ou que d’autres
protéines de la méme famille se substituent a la protéine GABARAP et participent également
a ce processus.

Des expériences de GST-pulldown dans des extraits de cerveau de rat effectuées dans
notre laboratoire ont montré que GABARAPLI interagit également avec la sous-unité y2 du
récepteur GABA, et la tubuline (Mansuy et al., 2004). L’interaction de GABARAPL1 avec la
tubuline a également été confirmée par résonance plasmonique de surface (Mansuy et al.,
2004). Comme pour GABARAP, les 22 premiers acides aminés de la protéine sont
nécessaires a cette interaction. Des expériences de turbudimétrie ont montré que
GABARAPLI est capable de promouvoir la polymérisation de la tubuline (Mansuy-Schlick e?
al., 2006a; Mansuy et al., 2004). Ainsi, GABARAPLI se lie au récepteur GABA 4 et participe
a son transport via son interaction avec la tubuline (Figure 6). GABARAPLI1 a donc été
proposée comme une des protéines qui pourrait se substituer a GABARAP pour le transport

du récepteur GABA 4 dans les souris knockout.
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Partenaire & <« <
identifiés © © Fonctions connues
T2 oui | oui | ND
. Agrégation du récepteur GABA , au niveau de la membrane plasmique
Tubuline oui | oui | ND
NSF oui | oui | oui Role au cours des événements de fusion membranaire
Géphyrine oui | ND | ND Agrégation du récepteur GABA 4 au niveau de la membrane plasmique
GRIP1 oui | ND | ND Trafic et agrégation du récepteur GABA , & la membrane
p130 oui | ND | ND Assemblage du récepteur GABA s
PRIP1 oui | oui | ND Transport du récepteur GABA
ULK1 oui | ND | oui Role possible dans I’¢longation axonale des neurones
DDX47 oui | ND | ND Hélicase a ARN responsable de I’épissage du pré-ARNm
Tir oui | ND | ND Passage transmembranaire du fer i€ a la transferrine
KOR oui | oui | ND Transduction de signaux extracellulaires
PX-RICS oui | oui | ND | Transport du complexe N-cadhérine/B-caténine du RE a 1'appareil de golgi
Stbd1 oui | oui | oui Transfert vésiculaire du glycogene aux lysosomes
p62 oui | oui | oui Dégradation d'agrégats protéiques ubiquitinylés par autophagie
NBR1 oui | oui | oui Dégradation d'agrégats protéiques ubiquitinylés par autophagie
Transport intracellulaire, croissance et élongation des axones, endocytose
ARH ND | oui | ND )
des récepteurs aux LDL
ﬂynucléine ND | oui | ND Formation d’agrégats dans les neurones, maladies neurodégénératives
RAB24 oui | ND | ND Transport vésiculaire et événements de fusion
Chaine légere
oui | oui | ND Endocytose du récepteur GABA 4,
de la clathrine
Protéine P oui | ND | ND Réplication du virus BDV (Bovine Virale Diarrhea)
NaPi-Ila oui | ND | ND Co-transport du Pi dépendant du sodium
Responsable des actions trophiques et vasoconstrictrices de 1’angiotensine
Récepteur AT1 | oui | oui | ND I
TRPV1 oui | ND | ND Transduction de signaux liés a la douleur
Récepteur a la Récepteur nucléaire, impliqué dans plusieurs processus physiologiques et
L. ND | oui | ND TN ( .
vitamine D particulierement dans le métabolisme
Régulation des voies de signalisation dépendantes du calcium, adhésion
Calréticuline oui | ND | ND
cellulaire
NIX oui | oui | oui Dégradation des mitochondries endommagées par mitophagie

Tableau 1 : Partenaires des protéines GABARAP, GABARAPL1 et GABARAPL2 (ND = non déterminé).
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Figure 6: Role des protéines de la sous-famille GABARAP dans le transport du récepteur GABA 4.
L’assemblage du récepteur GABA, se fait dans le réticulum endoplasmique, puis les protéines GABARAP
et/ou GABARAPLI transportent le récepteur GABA, de I’appareil de golgi a la membrane post-
synaptique. Les protéines de la sous-famille GABARAP lient la sous-unité y2 du récepteur GABA, et via
leur interaction avec les microtubules et la protéine NSF, transportent le récepteur GABA, jusqu’a la
membrane. Modifié d’aprés Tretter et al.,2008 et Kittler et al.,2002.

Une autre étude a décrit que les protéines GABARAP, GABARAPLI et
GABARAPL? interagissent avec la protéine NSF (N-ethylmaleimide-sensitive factor), une
ATP-ase essentielle pour le transport intracellulaire de plusieurs molécules parmi lesquelles
on trouve les récepteurs B-adrénergiques et les récepteurs a glutamate de type AMPA (alpha-
amino-3hydroxy-5-methyl-4-isoxazole-propionic acid receptor) (McDonald et al., 1999;
Rothman, 1994). Le facteur NSF a également été¢ décrit pour étre impliqué dans des
évenements de fusion membranaire (Robinson et al, 1997). GABARAPL2 forme un
complexe, avec NSF et la protéine endomembranaire v-SNARE-GOS-28 (Vesicle-Soluble
NSF Attachement protein Receptor-Golgi SNAP receptor complexe member 1), une protéine
spécifique des vésicules golgiennes et qui est impliqué dans le transport des protéines a
I’intérieur des saccules de 1’appareil de golgi (Sagiv et al., 2000). GABARAPLI interagit

aussi avec le facteur NSF dans des extraits de cerveau de rat et dans des cellules CHO (Chen
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et al., 2006). Le role physiologique de cette interaction n’est pas encore €lucidé mais les
auteurs ont suggéré que cette interaction pourrait contribuer au transport de récepteurs
neuronaux, incluant celui du récepteur GABAA, comme cela a déja été démontré pour la
protéine GABARAP (Kittler et al., 2001) (Figure 6).

GABARAPLI intervient donc dans le transport du récepteur GABA, via son
interaction avec la sous-unité y2 et la tubuline. L’interaction de GABARAPLI avec le facteur
NSF contribue probablement au réle d¢ GABARAPLI dans le transport du récepteur GABA 5

a la membrane plasmique des neurones post-synaptiques.

b)-Transport du récepteur des x-opioides

Le récepteur des k-opioides (KOR) appartient a la famille des rhodopsines, une sous-
famille appartenant a la super-famille des récepteurs a sept domaines transmembranaires.
C’est un récepteur couplé a une protéine G. Il médie les effets des drogues opioides et des
peptides opioides endogenes et est impliqué dans la modulation de plusieurs fonctions dont la
nociception, la diurese et les effets psychomimétiques (Pfeiffer et al., 1986a; Pfeiffer et al.,
1986b).

Un criblage par la technique du double hybride a permis la caractérisation de la
protéine GABARAPL1 comme un partenaire du récepteur des k-opioides. Dans la méme
étude, il a été démontré que ce récepteur interagit de maniere préférentielle avec
GABARAPL1 par rapport aux autres protéines de la sous-famille GABARAP et que
GABARAPL]1 augmente le nombre de récepteurs a la surface des cellules (Chen et al., 2006).
Par ailleurs, des expériences d’immunohistochimie ont montré que GABARAPLI co-localise
avec le récepteur au niveau du réticulum endoplasmique et de I’appareil de golgi dans les
cellules CHO (Chen et al., 20006).

GABARAPLI interagit donc avec KOR, la tubuline et NSF et active le transport

intracellulaire de ce récepteur jusqu’a la surface cellulaire.

GABARAP et GABARAPL?2 sont aussi impliquées dans le transport du KOR. En
effet, la surexpression de GABARAP et GABARAPL?2 dans les cellules CHO entraine une
augmentation du nombre de récepteurs a la surface cellulaire mais avec une efficacité moindre
que celle induite par la protéine GABARAPLI1 (Chen et al., 2008).

Treés récemment, une étude concernant 1’effet de la maturation, coupure du dernier
acide aminé C-terminal pour libérer la glycine 116, des protéines GABARAP et
GABARAPLI sur leur réle dans le transport du KOR a été réalisée (Chen et al., 2011). Cette
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étude a démontré que la maturation de GABARAPLI n’a aucun effet sur son réle dans
I’augmentation du nombre de KOR a la surface cellulaire. En revanche, la maturation de
GABARAP est nécessaire pour activer le transport de KOR vers la membrane plasmique. Les
auteurs ont donc suggéré que la forte interaction de GABARAPLI avec les KOR est
suffisante pour le transport du récepteur mais qu’étant donné la plus faible affinité de
GABARAP pour le récepteur, une étape de maturation est nécessaire pour obtenir un
transport efficace du récepteur (Chen et al., 2011). Par ailleurs, dans cette étude, les auteurs
ont utilisé des siRNA dirigés contre les messagers gabarap et gabarapll afin d’étudier 1’effet
de leur inhibition sur le transport du KOR. Les résultats obtenus ont montré que les siRNA
utilisés ne sont pas spécifiques. En effet, ces deux siRNA anti-gabarap et anti-gabarapll
induisent 1’extinction complete de la synthése de GABARAPL1 mais seulement une 1égere
diminution de la protéine GABARAP. D’autre part, ces résultats ont montré que 1’inhibition
complete de la synthese de GABARAPLI ou qu’une diminution partielle de GABARAP
entraine une diminution du nombre de KOR a la surface cellulaire (Chen et al., 2011).
GABARAP et GABARAPLI sont deux protéines présentant un nombre important de
partenaires communs. De ce fait, elles sont considérées pour beaucoup comme deux protéines
redondantes et participant aux mémes fonctions dans les cellules. Cependant, les travaux
réalisés par Chen et collaborateurs ont démontré, d’une part, une différence entre ces deux
protéines par rapport a 1’effet de leur maturation sur leur role dans le transport du KOR (Chen

etal, 2011).

c)-Le récepteur ATI de I’angiotensine 11

Les protéines GABARAP et GABARAPLI ont été identifiées, par la technique du
double hybride, comme des protéines partenaires du récepteur AT1 (Angiotensine de type 1)
de I’angiotensine II. L’interaction de GABARAP avec ce récepteur a été confirmée par co-
immunoprécipitation ainsi que par la technique du BRET (Bioluminescence Resonance
Energy Transfer). Dans cette étude, il a été montré que GABARAP augmente le niveau et la
surface cellulaire d’expression du récepteur ATI1, suggérant ainsi que GABARAP se lie et
transporte le récepteur AT1 vers la membrane plasmique (Cook et al., 2008). Par ailleurs, une
¢tude concernant I’effet de la maturation de GABARAP dans le transport du récepteur AT1 a
montré que le clivage de GABARAP et sa liaison aux membranes n’est pas nécessaire a son

role dans le transport de ce récepteur (Alam et al., 2010).
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d)-Le récepteur TRPV1

Le récepteur TRPV1 (Transient Receptor Potential Vanilloide 1) est un récepteur a
canal ionique activé par des composés de la famille des vanilloides. Il est impliqué dans la
transduction du signal 1i€ a la douleur. Récemment, il a été rapporté que GABARAP interagit
avec TRPV1 dans des cellules rénales et neuronales et augmente son expression ainsi que sa
liaison a la tubuline. Ainsi, GABARAP lie TRPV1 et participe a son transport et son ancrage

a la membrane plasmique et module donc sa fonction (Lainez et al., 2010).
3.2)-Role de protéine chaperonne

a)-Le récepteur des k-opioides

Chen et collaborateurs ont montré que la protéine GABARAPLI joue le role d’une
protéine chaperonne au cours du transport du récepteur KOR. En effet, lors de la recherche
des acides aminés responsables de I’interaction de GABARAPLI1 avec KOR, par la technique
du double hybride, ils ont identifié sept acides aminés hydrophobes (Y49, A&l l, LSS, T 6, V7 et
1) indispensables a cette interaction. Le motif FPXXM présent a I’extrémité C-terminale du
récepteur KOR est quant a lui nécessaire pour cette interaction (Chen et al., 2008). De plus, la
construction d’un modele moléculaire structural de la protéine GABARAPLI, basé sur la
structure cristalline de son homologue le plus proche GABARAP, a permis de déterminer que
les résidus (Y49, \& ], L , T 6, V7 et 164) nécessaires a la liaison du récepteur KOR forment un
domaine hydrophobe a la surface externe de la protéine GABARAPLI. Les auteurs ont donc
suggéré que la protéine GABARAPLI pourrait jouer un rdle de protéine chaperonne pour le
KOR lors de son transport (Chen et al., 2008).

GABARAP et GABARAPL2 possedent également le domaine hydrophobe décrit pour
faciliter leur interaction avec la séquence FPXXM du KOR. (Chen et al., 2008). Ces résultats
suggerent donc que ces deux protéines pourraient également avoir un rdle de protéines

chaperonnes.

b)-Les récepteurs AMPA et EP3.f

La sous-unité GluR1 (Glutamate Receptor type 1) du récepteur AMPA et le récepteur
EP3.f (Prostaglandin E3 receptor) possedent également des séquences FPXXM et FPXM,
respectivement. Par ailleurs, il a ét€¢ montré que la surexpression de GABARAPL1 augmente
le nombre de ces récepteurs a la surface des cellules, suggérant ainsi que GABARAPLI

interagit probablement avec ces protéines via leur motif FPXXM (Chen et al., 2008).
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3.3)-Role dans la prolifération cellulaire

Trés peu d’études ont été publié¢es sur 1’étude de I’implication des protéines de la sous-
famille GABARAP au cours de mécanismes différents du transport intracellulaire de
protéines et en particulier de récepteurs.

Une étude effectuée au sein de notre laboratoire a montré que la surexpression de la
protéine FLAG-GABARAPLI1-6HIS régule positivement la prolifération des cellules
HEK?293 (Human Embryonic Kidney cells, cellules embryonnaires de rein humaines) (Seguin-
Py, 2007). 1l a également été montré que cette augmentation de prolifération n’est pas liée a
une diminution de la mort cellulaire mais le mécanisme par lequel GABARAPLI affecte la
prolifération reste encore inconnu.

Par contre, d’autres données obtenues au laboratoire ont montré un effet inverse de la
surexpression de GABARAPLI sur la prolifération des cellules MCF-7 (Michigan Cancer
Foundation-7) dérivant d’un cancer du sein. En effet, la surexpression de la protéine FLAG-
GABARAPLI-6HIS dans les cellules MCF-7 induit une régulation négative de leur
prolifération (Berthier et al., 2010). De plus, il a été démontré dans notre laboratoire que la
surexpression de la protéine FLAG-GABARAPLI1-6HIS dans les cellules MCF-7 diminue
leur capacité a former des colonies en agar mou (Seguin-Py, 2011). Ainsi, GABARAPL1
présente certaines caractéristiques d’un gene suppresseur de tumeurs, du moins in vitro.

Nous ne pouvons, a I’heure actuelle, expliquer I’effet opposé observé sur la
prolifération de ces lignées cellulaires quand nous surexprimons la protéine FLAG-
GABARAPLI-6HIS. La seule différence notable est que les cellules HEK293 sont des
cellules transformées par I’ADN de ’adénovirus 5 et que les cellules MCF-7 sont dérivées
d’un cancer du sein. D’autre part, une étude de Shaw et collaborateurs a montré, lors d’une
analyse transcriptomique, que la lignée HEK293 exprime de nombreux genes spécifiques de
cellules neuronales (Shaw er al, 2002). Les auteurs ont confirmé ces données par
immunocytochimie et ont montré que ces cellules expriment des protéines neuronales telles
que les protéines de neurofilament NF-M, NF-L et a un moindre degré NF-H. Les auteurs ont
émis [I’hypotheése selon laquelle, lors de la transformation des cellules primaires
embryonnaires de rein par ’ADN de 1’adénovirus 5, les cellules qui ont été préférentiellement
transformées ne sont pas des cellules de rein mais des cellules neuronales qui ont été décrites
comme étant présentes en tres faible quantité dans ce tissu embryonnaire. Ces résultats ont été
confirmés dans d’autres lignées transformées par I’ADN des adénovirus 5 ou 12 mais pas

dans celles transformées par I’antigéne grand T du SV40.
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Si les cellules HEK293 sont effectivement des cellules neuronales transformées, cela
pourrait expliquer les résultats différents de ceux obtenus avec la lignée de cancer du sein
MCE-7. Ces résultats devront donc étre confirmés dans d’autres lignées de cancer du sein
(MDA-MB231, MDA-MB436, CALS1) ou de lignées d’origine neuronale (SH-SYS5Y, SKN-
BE).

La protéine GABARAP joue également un rdle dans la prolifération des cellules
cancéreuses. Ainsi, I’expression de GABARAP dans une lignée cellulaire de cancer du sein,
dénommée CALS1, inhibe la prolifération des cellules et leur capacité a former des colonies
en agar mou (Klebig er al., 2005). Ces résultats, obtenus dans une autre lignée de cancer du
sein, sont donc en accord avec ceux obtenus pour la protéine GABARAPLI dans la lignée

MCEF-7.

3.4)-Role au cours de I’apoptose

Les protéines GABARAP et GABARAPLI1 ont été récemment décrites pour interagir
avec plusieurs acteurs de 1’apoptose et donc proposées comme des régulateurs potentiels de
cette voie de mort cellulaire programmée dite de type 1.

Betin et collaborateurs ont notamment montré que GABARAPLI est maturée dans les
cellules par la cystéine protéase appartenant a la famille des protéases Atgd, ATG4D. Cette
maturation implique le clivage du dernier acide aminé de la protéine pour libérer la glycine
116 C-terminale. Mais cette maturation de GABARAPL1, démontrée in vitro, nécessite le
clivage préalable d’ATG4D par la cystéine aspartate protéase, caspase 3. Les auteurs ont
également montré que lorsque la forme clivée d’ATG4D est surexprimée dans les cellules,
elle est relocalisée dans la mitochondrie ou elle induit la mort cellulaire par apoptose. Les
auteurs suggerent ainsi que la protéine ATG4D possede a son extrémité carboxy-terminale un
domaine BH3 (Bcl-2 homology 3) qui permettrait son recrutement a la mitochondrie et donc
son role dans 1’induction de 1’apoptose (Betin & Lane, 2009).

Une deuxieme étude a montré que le gene gabarapll est régulé négativement par
I’expression du facteur de transcription E2F1, un facteur impliqué dans 1’activation de la
prolifération cellulaire mais aussi dans I’induction de 1’apoptose. En revanche, les génes
gabarap, gabarapl? et lc3 sont régulés positivement par ce facteur (Kusama et al., 2009).

I a également été récemment démontré, par GST-pulldown, que les protéines
GABARAP et GABARAPL?2 interagissent avec Nix (Nip-like protein X) (Novak et al., 2010;
Schwarten et al., 2009). GABARAPLI interagit aussi avec Nix mais de maniere plus
importante que celle observée pour les deux autres protéines (Novak et al., 2010). Nix est une
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protéine contenant un domaine BH3 et de ce fait appartient a la famille des protéines Bcl-2 (B
Cell lymphoma-2) . Nix est localisée a la membrane externe de la mitochondrie et participe a
la dégradation spécifique des mitochondries endommagées par autophagie. Nix a été
également décrite pour son réle dans I’induction de 1’apoptose dans plusieurs lignées
cellulaires (Chen et al., 1999; Yussman et al., 2002).

Enfin, une dernicre étude a montré, par co-immunoprécipitation couplée a la
spectrométrie de masse et par la technique du double hybride, que GABARAP interagit avec
DDX47 (Dead box polypeptide 47), une ARN hélicase. Les auteurs ont montré que la co-
expression de ces deux protéines dans des cellules cancéreuses induit leur mort par apoptose.
Dans cette étude, les auteurs ont montré pour la premiére fois I’implication d’une protéine de
la sous-famille GABARAP dans I’apoptose (Lee et al., 2005).

Ces différents travaux démontrent que les protéines de la sous-famille GABARAP

sont des protéines interagissant avec plusieurs protéines jouant un réle au cours de 1’apoptose.

3.5)-Autres roles des protéines de la sous-famille GABARAP

De nouveaux roéles et fonctions de GABARAPLI1 ont été décrits récemment suite a

I’identification de nouveaux partenaires de cette protéine.

a)-Transport des lipides

GABARAPLI est la seule protéine de la sous-famille GABARAP pour laquelle
I’interaction avec la protéine ARH a été étudiée (Autosomal Recessive Hypercholesterolemia)
dans le cerveau de souris. (Mameza et al., 2007). ARH est une protéine adaptatrice des
lipoprotéines et est impliquée dans 1’endocytose des récepteurs au LDL (Low density
lipoprotein) médiée par la clathrine (Jones et al,, 2003). Ces résultats suggerent un role de

GABARAPL]1 dans le métabolisme des lipoprotéines dans le cerveau.

b)-Transport du glycogene

GABARAPLI1 interagit aussi avec la protéine Stbdl (Starch binding domain
containing protein 1), suggérant ainsi qu’elle pourrait avoir un rdle dans le métabolisme du
glycogeéne. Des expériences de localisation cellulaire ont montré que GABARAPLI1 co-
localise avec Stbdl et LAMP-1, un marqueur du lysosome. Les auteurs ont suggéré que ces
interactions contribueraient au transport du glycogene vers les lysosomes. GABARAP et LC3
interagissent et co-localisent également avec Stbdl (Behrends et al, 2010; Jiang et al.,

2010b).
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c)-Transport du récepteur GABA 4

Une autre étude effectuée dans notre laboratoire a permis de caractériser 1’interaction
de GABARAPLI avec PRIP1 (Phospholipase C-related inactive protein 1) par GST-
pulldown (Cashman 2008). GABARAP interagit également avec les protéines PRIP1 et p130,
deux protéines impliquées dans 1’assemblage du récepteur GABA 4 et dans la régulation de sa
fonction inhibitrice via leurs réles dans le transport, la phosphorylation et I’endocytose. La
liaison de GABARAP a ces deux protéines facilite son role dans le transport du récepteur
GABA,4 (Coyle & Nikolov, 2003; Kanematsu & Hirata, 2002). De la méme maniere, la
liaison de GABARAPL1 avec PRIP1 pourrait faciliter son rdle dans le transport du récepteur
GABAA.

Avant le début mon doctorat en 2008, il avait été démontré que certaines protéines des
sous-familles GABARAP et LC3 (GABARAP, GABARAPL2 et LC3B) jouent un role
important dans le processus de ’autophagie. Cette fonction différente des roles décrits ci-

dessus sera discutée dans le chapitre suivant et dans le chapitre résultats.
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III-L’autophagie

1)-Historique et généralités

L’autophagie est un mécanisme de dégradation cellulaire dont le terme provient du
grec auto et phagos et signifie « se manger soi-méme ». Ce terme a été introduit par Christian
De Duve lors de la découverte et la caractérisation des fonctions du lysosome, un organite de
digestion intracellulaire, qui contient de nombreuses hydrolases actives a pH acide (De Duve
& Wattiaux, 1966).

L’autophagie est un processus trés conservé de la levure aux mammiferes, et
également présent chez les plantes (Reggiori & Klionsky, 2002). Cependant, le mécanisme
moléculaire et le nombre d’acteurs évoluent avec la complexité des organismes. En effet,
I’autophagie a été initialement décrite chez la levure grice a la découverte des genes Atg
(AuTophaGy-related gene) dont la dénomination est issue de la nomenclature adoptée pour
les eucaryotes supérieurs (Klionsky et al., 2003). La plupart des genes Arg possedent leur
homologue chez les mammiferes. Néanmoins, de nombreuses zones d’ombre persistent et de
nombreux travaux seront encore nécessaires avant d’appréhender complétement ce processus.
Récemment, I’analyse du protéome global de I’autophagie a été réalisée dans des cellules
humaines et a permis de caractériser plusieurs centaines de protéines partenaires impliquées
dans divers processus. Cette étude a fourni un apercu global du réseau interactionnel des
protéines de 1’autophagie et constitue une avancée considérable dans la caractérisation du
mécanisme moléculaire de I’autophagie chez I’homme (Behrends et al., 2010).

Trois types de processus autophagiques ont été décrits a ce jour : la microautophagie,
I’autophagie dépendante des chaperonnes (Chaperon-Mediated Autophagy, CMA) et la
macroautophagie. Toutes ces formes d’autophagie ont la méme finalité qui est la dégradation
irréversible des constituants cellulaires par les enzymes lysosomales. Cependant, la différence
entre ces trois formes réside dans la nature des constituants cellulaires dégradés et dans le

processus par lequel ces constituants sont acheminés aux lysosomes (Figure 7).

1.1)-La microautophagie

La microautophagie est la forme la moins étudiée de I’autophagie chez les eucaryotes.
Elle est caractérisée par la séquestration de portions du cytoplasme par invagination de la
membrane du lysosome (Dunn, 1994; Marzella et al., 1981). Cette dégradation est sensible

aux variations de pH et a la présence d’inhibiteurs de protéases (Ahlberg et al., 1982). Elle
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concerne des organites aussi bien que des protéines solubles a longue ou a courte durée de

vie.
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Figure 7 : Trois différentes formes de I’autophagie. Modifi¢ d’aprés Mizushima et al., 2008.

1.2)-L’autophagie dépendante des chaperonnes ou CMA

La CMA est une forme sélective de l’autophagie présente uniquement chez les
mammiferes (Cuervo, 2010). Elle est présente a un niveau basal dans certains tissus tels que
le foie, le rein et le cceur mais elle est également activée en conditions de stress prolongé. Elle
est également induite lors de [I’inhibition de la forme majeure de 1’autophagie, la
macroautophagie, remplacant alors de maniere constitutive cette derniere (Dice, 2007;
Kaushik er al., 2008). Une de ses principales différences avec la macroautophagie est sa
sélectivité. En effet, la CMA ne dégrade pas d’organites mais uniquement les protéines
cytosoliques qui posseédent dans leur s€équence le motif pentapeptidique KFERQ (Dice, 1990).
Ce motif de ciblage est reconnu par la protéine chaperonne HSC70 puis ce complexe, régulé
par plusieurs chaperonnes et co-chaperonnes (Agarraberes & Dice, 2001), transite dans le
cytoplasme avant son adressage a la membrane du lysosome ou il est reconnu par le récepteur
membranaire de la CMA, la protéine LAMP2A (Cuervo & Dice, 1996). Une fois liée a
LAMP2A, la protéine substrat dépliée traverse la membrane du lysosome aidée dans ce
processus par la forme lysosomique de HSC70 (lys-HSC70) présente dans la lumiere du
lysosome. La protéine cible est ensuite dégradée par les hydrolases lysosomales (Agarraberes

et al., 1997).
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1.3)-La macroautophagie

La macroautophagie est la forme principale du processus autophagique. Dans ce
manuscrit, nous utiliserons 1’appellation générale d’autophagie. A la différence des autres
formes, elle est caractérisée par la formation de vésicules intracellulaires appelées
autophagosomes. C’est un processus par lequel les eucaryotes dégradent leurs propres
constituants cellulaires tels que les protéines a longue durée de vie et les organites comme la
mitochondrie. Cette dégradation est dite non sélective ou non spécifique. L’autophagie
comporte plusieurs étapes (Figure 8). Premi¢rement, une étape d’initiation qui implique la
formation des phagophores et la séquestration du matériel a dégrader (1). Cette étape est
suivie par 1’élongation des phagophores jusqu’a la formation d’autophagosomes (2). Une
étape de maturation (3) conduit a la fusion des autophagosomes avec les composants du
systeme endomembranaire puis avec les lysosomes. Finalement, ce mécanisme s’achéve par

la dégradation du contenu vésiculaire par les enzymes du lysosome (4).
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Figure 8 : Les différentes étapes de la macroautophagie. 1 : Initiation qui implique la séquestration du matériel
a dégrader a I’intérieur de doubles membranes pré-existantes appelées phagophores. 2 : Elongation et courbure des
phagophores jusqu’a la formation compléte de 1’autophagosome. 3 : Maturation qui se traduit par la fusion des
autophagosomes avec des constituants du syst¢tme endomembranaire (endosomes précoces et tardifs ou les corps
multivésiculaires) pour donner des amphisomes. Dans un deuxieme temps, les amphisomes fusionnent avec les
lysosomes pour former les autophagolysosomes. 4 : Dégradation des protéines et organites par les enzymes
lysosomales. Modifié d’aprés Maiuri et al., 2007a.
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L’autophagie peut étre décrite comme sélective lorsqu’elle fait intervenir des protéines
connues sous le nom d’adaptateurs de 1’autophagie. Les adaptateurs caractérisés a ce jour sont
les protéines p62/SQSTMI1 (Sequestesome 1) et NBR1 (Neighbour of BRCAI) (Kirkin et al.,
2009; Pursiheimo et al., 2008). p62 est une protéine marqueur de Dactivit¢é du flux
autophagique puisqu’elle est dégradée spécifiquement par ce processus. Mais cette protéine
peut également intervenir en tant qu’adaptateur et induire la dégradation spécifique de
substrats cytosoliques via sa liaison a des protéines et agrégats ubiquitinylés. Cette interaction
fait intervenir son domaine de liaison a 1’'ubiquitine (UBA, UBiquitin-Associated domain).
Elle peut également interagir avec les formes liées aux phospholipides des protéines Atg8 via
son domaine LIR (LC3-interacting domain) et ainsi cibler les protéines agrégées
ubiquitinylées vers les autophagosomes (Noda et al., 2010; Pankiv et al., 2007). Un défaut du
processus autophagique a notamment €té décrit pour induire une accumulation de la protéine
p62 et est associé a plusieurs maladies telles que les maladies neurodégénératives (Parkinson,
Alzheimer, Huntington et Creutzfeld-Jacob) (Komatsu et al., 2007; Yue et al., 2009). Tres
récemment, une différence dans le mode de liaison a la protéine p62 a été décrite entre les
protéines de la famille Atg8. Dans cette étude, les auteurs ont montré que les formes solubles
des protéines LC3 et GABARAPL2 lient la protéine p62 alors que seule la protéine LC3 sous
sa forme lipidée (LC3-II) lie la protéine p62 et permet son recrutement aux autophagosomes
et donc sa dégradation. De plus, les auteurs ont également montré que I’interaction de LC3 a
p62 nécessite les acides aminés de 1’hélice a N-terminale. Ces résultats suggerent ainsi que la
protéine LC3 est responsable de 1’incorporation sélective de p62 dans les autophagosomes et
que ce processus est dépendant des acides aminés en position N-terminaux de la séquence

protéique de LC3 (Shvets ef al., 2011).

Une autre forme d’autophagie sélective a récemment été décrite : la mitophagie (Kim
et al., 2007). En effet, la mitochondrie est le siege de la production d’énergie ainsi que des
phosphorylations oxydatives. Un des produits générés au cours de ces réactions sont les
especes réactives de I’oxygene qui sont responsables en tres grande partie des dommages
subis par les mitochondries. Ces mitochondries endommagées produisent alors davantage
d’especes oxygeénées libres qui ont été décrites pour jouer un rdle important au cours de
plusieurs maladies telles que le cancer et les maladies neurodégénératives (Wallace, 2005).
Ainsi, le maintien de I’homéostasie cellulaire implique la dégradation de ces mitochondries
endommagées et un de ces processus de dégradation est la mitophagie. Cette dégradation

spécifique des mitochondries a été observée dans plusieurs types cellulaires tels que les
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hépatocytes (Elmore et al., 2001) et les cellules neuronales (Xue et al., 2001) et semble jouer
un role important pendant la différenciation des réticulocytes (Zhang et al., 2009a). Plusieurs
molécules sont nécessaires a la dégradation des mitochondries par autophagie chez la levure
et les mammiferes telles que les protéines Uthl, Atg32, BNIP3L (Bcl-2/EIB 19 kDa-
interacting protein 3-like), ULK1, et Parkin (Glick et al., 2010; Novak et al., 2010). Chez les
mammiferes, Nix est localisée au niveau de la membrane externe de la mitochondrie et est
considérée comme un récepteur impliqué dans I’autophagie sélective des mitochondries
endommagées. En effet, durant la maturation des réticulocytes, Nix interagit avec les
protéines de la sous-famille GABARAP, notamment avec GABARAPLI, et permet le
recrutement de ces protéines a la mitochondrie cible, activant ainsi leur incorporation

sélective dans les autophagosomes (Novak et al., 2010; Zhang & Ney, 2008).
2)-Mécanisme de ’autophagie

2.1)-Inducteurs de ’autophagie

L’autophagie basale assure 1’homéostasie des cellules via le renouvellement des
protéines et organites et permet le maintien d’un niveau d’énergie nécessaire au bon
fonctionnement de la cellule. Cependant, 1’autophagie est induite dans les cellules en réponse
a plusieurs stimuli internes et externes. En effet, ’autophagie est induite en réponse a une
carence nutritionnelle, la diminution du taux d’ATP cellulaire, le stress lié au réticulum
endoplasmique, les dommages liés a I’ADN et la mitochondrie, I’hypoxie, le stress oxydatif et
I’accumulation de protéines malformées. Les infections par des agents pathogenes constituent
également une source de stress qui induit I’autophagie (Kroemer et al., 2010). L’autophagie
est également stimulée suite a I’inhibition de certains processus biologiques tels que
I’apoptose et la dégradation par le protéasome (Eisenberg-Lerner et al., 2009; Wu et al.,
2010). Plusieurs stimuli externes ont été décrits comme des inducteurs de 1’autophagie
notamment les agents chimiothérapeutiques utilisés pour les traitements des cancers parmi

lesquels on peut citer la Rapamycine et le 4OH-Tamoxiféne.

2.2)-Mécanisme cellulaire de I’autophagie

Le processus moléculaire de 1’autophagie comporte déja un important nombre
d’acteurs (Tableau 2) mais cette liste est toujours en constante évolution et de nombreuses
questions demeurent encore a I’heure actuelle. Néanmoins, on peut définir un schéma général

de I’autophagie dans les cellules.
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Levure Mammiferes Role
Atgl ULK1 Protéine kinase du complexe d’initiation, cible de mTOR,
Atgl3 mAtgl3 Protéine du complexe d’initiation, cible de mTOR
Atgl7 FIP200 Protéine du complexe d’initiation, essentielle a la stabilité et la
phosphorylation d’ULK1 et mAtg13
ND Atgl101 Protéine du complexe d’initiation, essentielle a la stabilité et la
phosphorylation basale d’ULK1 et mAtgl3
Atg29 ND Protéine du complexe d’initiation chez la levure
Atg31 ND Protéine du complexe d’initiation chez la levure
Atg9 mAtg9 Protéine membranaire, transporteur de lipides
ND Vmpl Protéine transmembranaire, recrutement de Beclinlet les composants du
complexe PI3Kinase de classe III au phagophore
Atg2 ND Protéine se liant a Atgl8,
impliquée dans le complexe Atg9-Atgl8-Atg2
Atgl8 WIPI-1,2,3,4 Protéine se liant aux PI3P
ND DFCP1 Protéine se liant aux PI3P
ND Alfy Protéine se liant aux PI3P
Atg27 ND Essentielle au transport d’ Atg9
Atgb Beclinl Régulateur positif de 1’autophagie, protéine du complexe PI3kinase de
classe III, suppresseur de tumeur
Atgld Atgl4 Se lie a Beclinl et active 1’autophagie
Vps34 hVps34 PI3 kinase de classe 111
Vps38 UVRAG Participe au complexe PI3kinase de classe III,
rOle dans la maturation des autophagosomes
Vpsl5 p105 Sous-unité régulatrice de la kinase Vps34
ND Rubicon Régulateur négatif de la fusion des autophagosomes avec les
composants du systéme d’endocytose
ND Ambral Protéine du complexe PI3kinase de classe I1I,
régulateur positif de I’autophagie
Atgl2 Atgl2 Protéine conjuguée a Atg5
Atg5 AtgS Formation du complexe Atgl2-Atg5-Atgl6L
Atgl6 Atgl6L Détermine le site de conjugaison de LC3
Atg7 Atg7 Protéine activatrice (E1)
Atgl0 Atgl0 Protéine conjugatrice (E2),
active la conjugaison d’Atgl2 sur Atg5
Atg3 Atg3 Protéine conjugatrice (E2), active la conjugaison des protéines Atg8 sur
un phospholipide
ATGS8 LC3/GABARAP/ Protéines conjuguées a un phospholipide,
GABARAPL1/ essentielles pour 1’élongation et la fermeture des autophagosomes
GABARAPL2
Atgd AtgdA-D Autophagines, responsables du clivage des protéines de la famille Atg8
Atgl5 ND Lipase essentielle pour la dégradation des autophagosomes et de leur
contenu
Atg22 ND Protéine vacuolaire, importante pour la dégradation des autophagosomes
et de leur contenu

Tableau 2 : Protéines Atg de levure et leurs homologues identifiés chez les mammiferes. Modifié de Tanida., 2011.
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Sur le plan cellulaire, I’autophagie est initiée en réponse a divers stimuli (paragraphe
2.1) et débute par la séquestration du matériel a dégrader (protéines ou organites) a I’intérieur
de doubles membranes pré-existantes dans la cellule appelées phagophores (Figure 8).
L’origine de ces phagophores n’est pas encore connue et fait toujours 1’objet d’un débat
scientifique (Tooze & Yoshimori, 2010). Certaines études décrivent que ces doubles
membranes pourraient prendre origine au niveau du réticulum endoplasmique. En effet, Axe
et collaborateurs ont mis en évidence la présence d’un compartiment riche en PI3P
(Phosphatidyl-inositol-3-phosphate) au niveau du RE, appelé omégasome, qui semblerait étre
un bon candidat pour servir d’origine pour les nouveaux phagophores (Axe et al., 2008;
Simonsen & Stenmark, 2008). Récemment, un nouvel acteur moléculaire de 1’autophagie,
Atgl4L, a été identifié. Atgl4L est localisée au niveau du RE et permet le recrutement du
complexe PI3K de classe III nécessaire pour les premicres étapes de 1’autophagie. Cette
découverte renforce donc I’hypothése selon laquelle le RE serait a 1’origine des phagophores
(Matsunaga et al., 2010). D’autres équipes ont décrit la mitochondrie et I’appareil de golgi
comme sources potentielles des membranes nécessaires a la formation des autophagosomes.
En effet, Atg9, la seule protéine transmembranaire présente a la fois au niveau du site de
formation des vésicules et au niveau de la mitochondrie et du réseau trans golgien, est
supposée jouer le role de transporteur de lipides entre les deux sites. Il n’est donc pas a
exclure qu’elle peut transporter des membranes de ces compartiments jusqu’au site de
formation des vésicules suggérant ainsi que I’appareil de golgi et la mitochondrie pourraient
également €tre une source de membranes pour la formation des vésicules autophagiques
(Hailey et al., 2010; He & Klionsky, 2007). La membrane plasmique a également été
proposée comme source de membrane pour les phagophores. En effet, des résultats ont
montré I’interaction de la protéine Atgl6L avec la chaine légere de la clathrine de la
membrane plasmique. De plus, des vésicules ATG16L1 positives ont €té retrouvées au niveau
de la membrane plasmique ou localisées a proximité des autophagosomes (Ravikumar et al.,
2010).

Les phagophores, contenant le matériel cellulaire destiné a étre dégradé, vont alors
subir une étape d’élongation jusqu’a la formation complete des autophagosomes. Chez les
mammiferes, les autophagosomes deviennent matures apres fusion avec les compartiments
d’endocytose (endosomes précoces et tardifs ou corps multivésiculaires) pour donner les
amphisomes (Figure 8) (Liou et al., 1997; Razi et al, 2009). Ensuite, ces amphisomes
fusionnent avec les lysosomes afin de générer les autophagolysosomes. Finalement, ce

processus s’acheve par une étape de dégradation qui implique la lyse de la membrane interne
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de ’autophagosome et la dégradation de son contenu par les hydrolases du lysosome (Figure
8).

L’essor de I’¢tude de 1’autophagie depuis une vingtaine d’années est due principalement
a la découverte dans les années 1990 des genes de I’autophagie (Arg) chez la levure
Saccharomyces cerevisae. Depuis cette époque, une longue liste de genes Arg, dont les
homologues ont été décrits chez les eucaryotes supérieurs, a été établie (voir Tableau 2). Ces
premieres découvertes ont permis de franchir un grand pas dans la recherche de nouveaux
effecteurs moléculaires de [’autophagie dans plusieurs organismes tels que Drosophila
melanogaster, Caenorhabditis elegans, Saccharomyces cerevisae, Dictyostelium discoideum,

Mus musculus et Homo sapiens.

3)-Acteurs de I’autophagie

Tout au long de ce manuscrit, je me concentrerai sur le mécanisme et les acteurs
décrits a ce jour chez les mammiferes (voir figure 12, page 67 et sur une feuille libre). Les
différences existantes chez d’autres especes et en particulier, la levure sont décrites dans la
revue éditée par Yang et Klionsky en 2009 (Yang & Klionsky, 2009).

Plusieurs complexes moléculaires interviennent dans la formation des
autophagosomes : le complexe Atgl/ULKI, le complexe PI3 kinase de classe III, les deux
systtmes de conjugaison Atgl2-Atg5 et LC3-Phospholipide et la protéine Atg9 et ses
protéines associées (Tanida, 2011; Yang & Klionsky, 2010).

3.1)-Le complexe Atgl/ULK1

Ce complexe est nécessaire a 1’induction de I’autophagie. Chez la levure, il comprend
la sérine/thréonine kinase Atgl et les protéines Atgl3 et Atgl7. Chez les mammiferes, deux
homologues de Atgl ont été identifiés, ULK1 et ULK?2 (Kuroyanagi et al., 1998; Yan et al.,
1999). Le complexe ULK1 ou ULK2 comprend mAtgl3 (Hosokawa et al., 2009), la protéine
FIP200 (Focal adhesion kinase (FAK) family interacting protein of 200 kD) (Hara et al.,
2008) et la protéine Atgl01 (Mercer et al., 2009) (Figure 9).

Ce complexe est régulé négativement par le complexe mMTORC1 (mammalian Target
of Rapamycin complex 1), un complexe multiprotéique qui inclut les protéines mTOR, Raptor
(Regulatory-Associated Protein of mToR), Mlst8/GBL (Mammalian Lethal with Secl3 protein
8/G protein subunit [ Like), Deptor, et PHRAS40 (Proline-Rich Akt Substrate of 40 kDa)

(Efeyan & Sabatini, 2010). En effet, en conditions riches en nutriments, le complexe
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mTORCI1 inhibe 1’autophagie via sa liaison directe avec le complexe ULKI1 et la
phosphorylation des kinases ULK1 et mATG13. En revanche, en conditions de carence
nutritionnelle, ou apres traitement par la Rapamycine, le complexe mTORCI se dissocie du
complexe ULK1, ce qui induit la déphosphorylation d’ULK1 et mAtgl3 ainsi que ’activation
de leur activité kinasique (Ganley et al., 2009; Hosokawa et al., 2009; Jung et al., 2009). La
déphosphorylation d’ULK1 par mTORC1 augmente alors son activité kinasique permettant
son autophosphorylation et la phosphorylation de mAtg13 et FIP200 (Mizushima, 2010). Le
complexe Atgl/ULKI1 activé recrute notamment des protéines Atg nécessaires pour la
formation de 1’autophagosome tel que le complexe PI3 kinase de classe III (Mizushima,

2010).

complexe
ULK1

Initiation de

@ A I'autophagie
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Figure 9 : Régulation du complexe ULK1 par le complexe mTORC1. 1) mTORCI interagit avec le
complexe ULK1 dans les conditions riches en nutriments. 2) Suite a une carence nutritionnelle ou traitement
par la rapamicyne, le complexe mTORCI se dissocie du complexe ULK1, ce qui conduit a la phosphorylation
de mAtg13 et FIP200 par ULK1 et a son autophosphorylation. 3) Le complexe ULK1, dissoci¢ de mTORC1 et
activé par phosphorylation, initie alors 1’autophagie. Modifié d’aprés Kroemer et al., 2010.

3.2)-Le complexe PI3 kinase de classe 111

Chez la levure, une seule PI3 kinase existe, la protéine Vps34 qui forme un complexe
avec les protéines Vpsl5, Atgb et Atgl4. Ce complexe est nécessaire a la nucléation des
phagophores et a la génération du PI3P, indispensable au recrutement des autres protéines Atg

(Yorimitsu & Klionsky, 2005) (Figure 10).
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Chez les mammiferes, contrairement a ce qui se passe chez la levure deux PI3 kinases
existent : la PI3 kinase de classe I et celle de classe III. La PI3 kinase de classe I régule
négativement I’autophagie. En revanche, la PI3 kinase de classe III, nommée hVps34, régule
positivement 1I’autophagie et forme un complexe appelé le complexe PI3 kinase de classe III,
dans lequel elle interagit avec la protéine p150 (homologue de Vps15) et la protéine Beclinl
(homologue de Atg6) (Kihara et al., 2001; Panaretou et al., 1997) (Figure 10). L’interaction
de Beclinl avec hVps34 est spécifique de I’autophagie et n’affecte aucun autre processus
biologique régulé par cette kinase (Furuya et al, 2005). Par I’intermédiaire de ’activité
kinasique de la protéine hVps34, ce complexe permet la synthése de PI3P dont la fonction
spécifique n’est pas encore totalement déterminée. Le PI3P produit participe a 1’organisation
de la membrane et recrute d’autres protéines effectrices telles que la protéine DFCP1 (Double
FYVE domain-containing protein) (Axe et al., 2008), les protéines de la famille WIPI (WD-
repeated protein interacting with phosphoinositides) (Polson et al., 2010; Proikas-Cezanne et
al., 2007) et la protéine Alfy, qui contient également un domaine FYVE (Simonsen et al.,

2004).

hVps34

p150

[ Inducteurs de I'autophagie

I Inhibiteurs de I'autophagie

Figure 10 : Composition du complexe PI3K de classe III. En vert sont représentés les partenaires de Beclinl
considérés comme des inducteurs de I’autophagie et en rouge, les inhibiteurs. D’aprés Ravikumar et al., 2010.



Plusieurs protéines partenaires de Beclinl ont été décrites comme participant a la
régulation de 1’autophagie (Figure 10). La protéine Atgl4L ou Barkor (homologue d’Atgl4)
stimule I’activité kinase de hVps34, active la production de PI3P et induit 1’autophagie
(Matsunaga et al., 2009; Sun et al., 2008). La protéine UVRAG (Ultraviolet irradiation
resistance-associated gene), homologue de Vps38, est une protéine compétitrice de Atgl4L
pour sa liaison avec Beclinl et augmente I’activité kinasique de hVps34 (Itakura et al., 2008).
La protéine Bifl (Bax-interacting factor 1) interagit également avec la protéine Beclinl via
son interaction avec UVRAG et active le complexe PI3K. C’est une protéine a domaine N-
BAR qui pourrait promouvoir la courbure de la membrane pré-autophagosomale (Takahashi
et al., 2007). La protéine Rab5, une petite protéine GTPase impliquée dans I’endocytose,
interagit avec hVps34 et ’active (Christoforidis et al., 1999; Shin et al., 2005). La protéine
Ambral (Activating molecule in Beclinl-regulated autophagy), une protéine impliquée dans
le développement du systéme nerveux, interagit avec Beclinl et active I’autophagie (Fimia et
al., 2007). D’autres partenaires de Beclinl ont été identifiés et régulent négativement
I’autophagie telles que la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (Pattingre er al, 2005) et le
récepteur a I’inositol-1,4,5 trisphosphate (IP3), un récepteur activé par le calcium au niveau du
réticulum endoplasmique et qui interagit indirectement avec Beclinl via son interaction avec
Bcl-2 (Vicencio et al., 2009). Une autre protéine du complexe IP;R, NAF1 (Nutrient-
deprivation autophagy factor 1) régule négativement I’autophagie via son interaction avec
Bcl-2 et la stabilisation de I’interaction Bcl-2-Beclinl (Chang et al., 2010). L’interaction de
Beclinl avec la protéine Rubicon (RUN domain protein as Beclinl interacting and cystein-
rich containing) inhibe également 1’autophagie (Figure 10).

Contrairement a la PI3 kinase de classe III, la PI3 kinase de classe 1 régule
négativement I’autophagie. En effet, la PI3 kinase de classe I génere la formation de PI-3,4-
P2 (phosphatidylinositol-3,4-diphosphate) et de PI-3,4,5-P3 (phosphatidyl-inositol-3,4,5-
trisphosphate) a partir des phospholipides PI-4P (phosphatidyl-inositol-4-phosphate) et PI-
4,5-P2 (phosphatidyl-inositol-4,5-diphosphate). Les produits issus de cette conversion de
phospholipides vont permettre le recrutement a la membrane plasmique de protéines a
domaine PH (Pleckstrine homology) telles que PDK1 (Phosphoinositide-dependent kinase 1)
et AKT-PKB (AKT-Protein Kinase B). Ces protéines kinases, lorsqu’elles sont activées, vont

activer a leur tour la voie mTOR et donc inhiber I’autophagie (Cantley, 2002).
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3.3)-Le systeme de conjugaison Atgl2-Atg5

L’étape d’¢longation de la membrane de 1’autophagosome nécessite 1’intervention de
deux systemes de conjugaison qui sont similaires a ceux décrits pour 1’ubiquitinylation et la
sumoylation des protéines (Figure 11). Le premier systéme de conjugaison induit la
conjugaison covalente de la protéine Atgl2 sur la protéine Atg5 grace a I’activité de deux
enzymes, Atg7 et ATG10. Ces enzymes présentent des activités similaires a celles décrites
pour les enzymes activatrice (E1) et conjugatrice (E2) intervenant lors de 1’ubiquitinylation
des protéines. Atgl?2 est activée par la protéine Atg7 puis transférée sur la protéine AtglO et
liée par I’intermédiaire de son résidu glycine en position C-terminale a la chaine latérale d’un
résidu lysine interne de la protéine AtgS (Mizushima et al., 1998).

La formation du complexe Atgl2-Atg5 est indispensable au déroulement de
I’autophagie et semble s’effectuer de maniére constitutive indépendamment de la stimulation
de l'autophagie (Mizushima et al., 1999). Par ailleurs, la liaison d’Atgl2 a Atg5 se fait
directement apres leur synthese rendant la détection des formes libres tres difficile. Une fois le
complexe Atgl2-AtgS formé, celui-ci se lie de maniere non covalente a la protéine Atgl6L
(Atgl6 Like) pour former le complexe protéique Atgl2-Atg5-Atgl6L. La protéine Atgl6L
s’oligomérise alors pour induire la formation d’un complexe de haut poids moléculaire,
d’environ 800 kD (Mizushima et al., 2003). Le complexe Atgl2-Atg5-Atgl6L est localisé a
I’extrémité de la membrane externe du phagophore d’ou il recrute la protéine LC3 pour sa
conjugaison a un phospholipide. Le mécanisme par lequel LC3 est ciblée aux phagophores
reste inconnu a ce jour mais une étude a montré que le complexe ATG16L détermine le site
de lipidation de LC3 (Fujita et al., 2008b). Les auteurs ont suggéré que suite a I’induction de
I’autophagie, le complexe Atgl6L se localise au niveau de la membrane des phagophores et
recrute la protéine LC3 liée a Atg3, probablement via I’interaction d’Atgl2 avec Atg3. Une
autre étude a montré que le complexe Atgl6L possede une activité similaire a celle d’une E3
ligase et active donc la conjugaison de LC3 aux phospholipides (Hanada et al., 2007).

Des données récentes ont décrit une nouvelle forme de D’autophagie qui est
indépendante d’Atg5 et Atg7. Durant ce nouveau processus, les autophagosomes sont formés
spécifiquement a partir d’endosomes tardifs et du trans-golgi mais n’implique pas la
conjugaison de LC3 a un phospholipide. Cependant, ce mécanisme est tout de méme régulé
par des protéines Atg telles que Atgl et Beclinl (Nishida er al., 2009). L’autophagie
indépendante d’Atg5 a été¢ observée dans plusieurs tissus embryonnaires et également au

cours de la mitophagie intervenant au cours de la maturation des réticulocytes, un processus
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durant lequel I’autophagie indépendante d’Atg7 a également été observée (Nishida et al.,

2009; Zhang et al., 2009b).

Atg12 Atg12 Atg12 . Atg12
Atg12 ——————— e o —_—
. Atg10 Atgh Atg5 .
Conjugué Complexe Atg16L
Atg12-Atg5
E1 activatrice E2 conjugatrice +/ E3 ligase
LC3-l LC3-1
B LCa
—_— L -
LC3-l
T Atg4B
LC3

Figure 11 : Les deux systémes de conjugaison intervenant lors de ’autophagie. A) Le systeme de conjugaison
Atgl2/AtgS. Atgl2 est activée par Atg7 puis transférée sur AtglO et finalement conjuguée a AtgS. Le conjugué
Atgl2-Atg5 forme un complexe avec Atgl6L qui joue le rdle d’E3 ligase pour le deuxieme systeme de
conjugaison. B) Le systeme de conjugaison LC3-Phospholipide. LC3 est clivée par AtgdB pour donner la forme
mature LC3-I qui est activée par Atg7 puis transférée sur Atg3 et finalement conjuguée a un phospholipide (PE)
pour donner la forme lipidée LC3-II. Les protéines conjugatrices Atg3 et Atgl0 activent la formation des conjugués

Atgl2-Atg5 et LC3-PE, respectivement. Modifié d’aprés Ravikumar et al., 2010.

3.4)-Le systeme de conjugaison LC3-Phospholipide

La protéine LC3 subit tout d’abord une étape de maturation similaire a celle observée

pour son homologue Atg8 chez la levure. En effet, LC3 est clivée par la cystéine protéase

Atg4B pour exposer le résidu glycine 116 en C-terminal et donner la forme soluble mature de

LC3, LC3-1 (Hemelaar et al., 2003; Tanida et al., 2004b) (Figure 11). Durant le processus

d’élongation des autophagosomes, LC3-I est liée de manicre covalente a un phospholipide

pour donner la forme vésiculaire de LC3, LC3-II. Une étude a montré que cette conjugaison a

un phospholipide nécessite deux enzymes, Atg7 et Atg3 (Kabeya et al., 2000; Tanida et al.,

2004c). La conjugaison de LC3 peut s’effectuer sur deux types de phospholipides in vitro, une

phosphatidylsérine (PS) ou une phosphatidyléthanolamine (PE), alors que des expériences in
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vivo ont montré une prédominance pour la phosphatidyléthanolamine (Sou et al., 2006). La
protéine LC3-II est associée aux faces internes et externes de la membrane de
I’autophagosome (Kabeya et al., 2004). Les protéines LC3-II localisées sur la face externe de
I’autophagosome sont ensuite délipidées par une cystéine protéase de la famille ATG4 afin de
libérer la protéine mature dans le cytoplasme pour un nouveau cycle (Tanida et al., 2004a).
Par contre, la fraction de la protéine LC3-II présente sur la face interne de la membrane de
I’autophagosome est dégradée avec le contenu de 1’autophagolysosome par les hydrolases

lysosomales.

Ces deux systémes de conjugaison sont interconnectés. En effet, comme nous I’avons
décrit ci-dessus, le complexe Atgl6L est nécessaire a la conjugaison de LC3 a un
phospholipide. De plus, il a été rapporté que la protéine Atgl0, enzyme de conjugaison de
Atgl2 sur Atg5, peut interagir avec LC3 et faciliter sa lipidation (Nemoto ef al., 2003) (Figure
11). De la méme maniére, Atg3, I’enzyme conjugatrice de LC3 sur un phospholipide, est co-
immunoprécipitée avec Atgl?2 et sa surexpression augmente la conjugaison de Atgl2 sur Atg5
(Tanida et al., 2002). De plus, il a été décrit que dans des souris déficientes en Atg3, la
conjugaison d’Atgl2 sur Atg5 est tres réduite et la dissociation du complexe Atgl6L des
phagophores est treés retardée. Les autophagosomes formés dans ces souris sont de petite
taille, ne sont pas totalement fermés et présentent une morphologie différente de ceux
observés chez les souris contrdles (Sou et al., 2008). Ces résultats suggerent que les deux
systemes de conjugaison sont essentiels a la formation de I’autophagosome, de 1’¢longation
jusqu’a la fermeture. Une autre étude a confirmé cette hypotheése en montrant que la
surexpression de protéines ATG4 mutées inhibe la conjugaison de LC3 a des phospholipides
et induit la production d’un nombre important d’autophagosomes non clos dans ces cellules
(Fujita et al., 2008a).

Par ailleurs, il a ét¢ démontré que les protéines GABARAP et GABARAPL2 sont
également clivées des leur synthese par la cystéine protéase AtgdB afin d’exposer le résidu
glycine 116 en C-terminal et donner les formes matures, GABARAP-I et GABARAPL2-I.
Les protéines peuvent ensuite étre conjuguées a un phopholipide, PE ou PS, grice aux
enzymes Atg7 et Atg3, comme cela a été décrit pour LC3, pour donner les formes modifiées,
GABARAP-II et GABARAPL2-II (Sou, 2005; Tanida et al., 2004c). Il a également été
démontré que GABARAPL?2 est clivée par Atg4A (Scherz-Shouval, 2002). Comme pour
LC3, les protéines GABARAP-II et GABARAPL2-II se lient aux membranes internes et

externes de 1’autophagosome (Kabeya et al., 2004). Les protéines liées sur la face externe des
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autophagosomes seront recyclées alors que celles liées sur la face interne seront dégradées par
les enzymes lysosomales.

Récemment, une étude a démontré que, malgré un mécanisme similaire de
conjugaison, ces trois protéines n’interviennent pas au cours des mémes étapes de la
formation des autophagosomes. En effet, il a ét¢ montré, grice a I'utilisation de siRNA
spécifiques dirigés contre les différents ARNm, que les protéines de la sous-famille LC3
interviennent lors des stades précoces de la formation et de I’élongation des vésicules alors
que les protéines de la sous-famille GABARAP interviennent lors des stades tardifs et plus
particulicrement sont nécessaires pour la fermeture de ces structures. Cependant, méme si
LC3 intervient lors des stades précoces, elle reste associée a la membrane des
autophagosomes jusqu’au stade final de 1’¢longation, ce qui explique que I’on peut la
retrouver sur la membrane des autophagolysosomes et qu’elle est dégradée dans les
lysosomes (Weidberg et al., 2010). Mais, au cours de cette étude, les auteurs n’ont pu
déterminer le role relatif des différents membres de la sous-famille GABARAP puisqu’ils ont
ciblé tous les ARNm de la sous-famille en méme temps. Cette étude devra donc Etre
poursuivie pour déterminer quelle est la fonction de chaque protéine de cette sous-famille au
cours de I’¢longation de la membrane des autophagosomes.

Les protéines Rab32 et Rab33B ont également été décrites récemment comme
participant a I’élongation des phagophores. Par exemple, il a été montré que Rab33B module
I’¢longation des phagophores via son interaction avec Atgl6L (Hirota & Tanaka, 2009; Itoh
et al., 2008).

3.5)-La protéine Atg9 et ses protéines associées

La protéine Atg9 est, contrairement a la plupart des protéines Atg, une protéine
transmembranaire qui est localisée a la fois au niveau du site d’assemblage des phagophores
(PAS) et au niveau de sites périphériques (Noda et al., 2000). La protéine Atg9 transite entre
ces deux localisations et permet le transport des lipides vers le site d’assemblage des
phagophores (PAS).

Chez les mammiferes, deux homologues d’Atg9 de levure ont été identifiés,
Atg9L1/mAtg9 et Atg9L2. La protéine mAtg9 interagit avec I’homologue d’Atgl8, la
protéine WIPI-1. La protéine mAtg9 est localisée, en conditions riches en nutriments, dans le
réseau trans-golgien et dans les endosomes tardifs. Lors de 1’induction de ’autophagie, la
protéine mAtg9 transite du réseau trans-golgien vers le site d’initiation des phagophores de
maniere dépendante du complexe ULKI1 et de I’activité kinasique hVps34 (Young et al.,
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2006). Le mécanisme moléculaire qui gouverne le transport de la protéine mAtg9 chez les
mammiferes est encore non identifié. Des données récentes supposent que le transport d’ Atg9
implique le complexe UVRAG-BIf-1 étant donné que Bif-1 est associée de maniere transitoire

a mAtg9 (Orsi et al., 2010).

3.6)-Etapes de maturation et de dégradation

Les mécanismes moléculaires de la fusion des autophagosomes avec les endosomes et
les lysosomes ainsi que la lyse de la membrane interne puis 1’export des produits de clivage
vers le cytoplasme ont été peu étudiés jusqu’a aujourd’hui.

Chez les mammiferes, la maturation des autophagosomes se fait en plusieurs étapes.
Ils fusionnent d’abord avec les endosomes puis avec les lysosomes. Le pH est un critere
important pour la maturation des autophagosomes. En effet, les autophagosomes ont le méme
pH que celui du cytoplasme mais pendant la maturation, leur pH devient plus acide. 1l a été
suggéré que ’acidification des autophagosomes commence avant I’acquisition des enzymes
lysosomales, probablement par la fusion avec des vésicules contenant des protéines
membranaires lysosomales et des pompes a protons (Eskelinen, 2005). La bafilomycine Al,
un inhibiteur spécifique des pompes a protons lysosomales, inhibe la fusion des
autophagosomes avec les endosomes et les lysosomes, suggérant que I’acidification des
autophagosomes, endosomes et lysosomes est nécessaire a la fusion (Mousavi et al., 2001;
Yamamoto et al., 1998). La fusion est également dépendante des microtubules étant donné
que la dépolymérisation des microtubules induite par le nocodazole inhibe la fusion des
autophagosomes avec les lysosomes (Webb et al., 2004).

La maturation des autophagosomes implique plusieurs protéines telles que SNARE
(Atlashkin et al., 2003), Rab7 (Gutierrez et al., 2004; Jager et al., 2004), ESCRT et le
complexe Vps de classe C (Rusten et al., 2007). Par ailleurs, il a été décrit que la protéine
UVRAG est impliquée dans la maturation des autophagosomes. UVRAG recrute et interagit
avec la protéine Vps de classe C et, via cette interaction, active Rab7 (Liang et al., 2008).
Récemment, une autre protéine interagissant avec Beclinl, la protéine Rubicon a été décrite
pour inhiber la maturation des autophagosomes (Matsunaga et al., 2009; Zhong et al., 2009).
La dégradation du contenu de 1’autophagosome est la derni¢re étape du processus. Les
enzymes lysosomales, incluant les cathepsines, les lipases et les glycoprotéases, dégradent les
macromolécules présentes dans les vésicules autophagiques puis les produits obtenus sont
exportés vers le cytoplasme par un mécanisme encore inconnu. Chez les mammiferes, aucun
homologue des protéines de levure Atgl5 (lipase) et Atg22 (protéines d’efflux) n’a encore été
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identifi¢ mais des homologues d’Avt3 et Avt4, des protéines vacuolaires qui jouent un role
dans I’efflux des acides aminés vers le cytoplasme (Russnak et al., 2001), ont été identifiés :
SLC36A1/LYAAT1 (Lysosomal amino acide tranporter 1) et SLC36A4/LYAAT?2,

respectivement (Sagne et al., 2001).

GABARAP/GABARAPL2

Atg4B
GABARAP-IGABARAPL2A B A

GABARAP-IIGABARAPL2-1I ?ﬁ ?

Rapamycine
Stress métabolique
Hypoxie

Dégradation [Lipases, cathepsines)

Figure 12 : Modéle général détaillé du mécanisme de ’autophagie. Le complexe PI3 kinase de classe III et la
protéine mAtg9 sont recrutés précocement au niveau du site d’assemblage des phagophores (PAS). 1 : Induction de
I’autophagie caractérisée par ’activation du complexe ULK 1. Le complexe ULK1 permet la redistribution de mAtg9
qui transite entre les sites périphériques et le site d’assemblage des phagophores et fournit des lipides lors de la
formation des autophagosomes. 2 : La nucléation des phagophores est marquée par la production du PI3P par le
complexe PI3 kinase de classe III ainsi que la formation du complexe Atgl2-Atg5-Atgl6. 3 : La protéine LC3-II est
recrutée par le complexe Atgl2-Atg5-Atgl6L et participe a 1’élongation des phagophores. 4: Les protéines
GABARAP-II et GABARAPL2-II participent a la fermeture des autophagosomes. Une fois les autophagosomes
formés, le complexe PI3 kinase de classe III, la protéine mAtg9 ainsi que le complexe Atgl2-Atg5-Atgl6L se
détachent de la membrane externe des autophagosomes. Seules les protéines LC3-II, GABARAP-II et GABARAPL2-
II restent associées aux membranes des autophagosomes. 5 : Les autophagosomes fusionnent avec les endosomes puis
les lysosomes. 6 : Le contenu vésiculaire ainsi que les protéines LC3-II, GABARAP-II et GABARAPL2-II localisées
au niveau de la membrane interne des autophagosomes sont dégradées par les enzymes du lysosome. Les composés
inhibiteurs de 1’autophagie sont représentés en bleu et les inducteurs en rouge.
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4)-Roles de ’autophagie

4.1)-Généralités

L’autophagie, survenant a un niveau basal dans les cellules, assure le maintien de
I’homéostasie cellulaire via la dégradation des protéines a longue durée de vie et les organites
endommagés (Marino et al., 2010b). En effet, il a été observé que les souris déficientes pour
Atg5, une protéine nécessaire pour |’autophagie, meurent seulement un jour aprés leur
naissance. De plus, ces souris présentent un taux tissulaire d’acides aminés diminué ainsi
qu’un niveau énergétique trés faible. Ces résultats démontrent que les produits de dégradation
obtenus par autophagie sont nécessaires au maintien de I’homéostasie ainsi qu’a la survie des
cellules (Kuma et al., 2004) (Figure 13).

L’autophagie joue un rdle dans le développement et la différenciation cellulaire. En
effet, il a été démontré que des souris Atg4B'/‘, une enzyme nécessaire a la maturation des
protéines de la famille Atg8, présentent plusieurs anomalies du développement et du
fonctionnement de 1’oreille interne. Chez les souris déficientes en autophagie, la sécrétion et
I’assemblage des protéines impliquées dans la formation de structures importantes a la
biogenese de 1’oreille interne sont inhibées (Marino et al., 2010a).

De plus, I’autophagie est impliquée dans plusieurs pathologies dont les maladies
neurodégénératives (Marino et al., 2010b; Mizushima et al., 2008). L’étude des souris
knockout Atg7 et Atg5 a montré une accumulation d’agrégats de protéines ubiquitinylées dans
les cellules neuronales ainsi que 1’apparition de plusieurs désordres neurodégénératifs tels que
les déficits moteurs, 1’ataxie et le retard de la croissance axonale (Hara et al., 2006; Komatsu
et al., 2006; Nishiyama et al., 2007). Récemment, il a ét¢ démontré que 1’inhibition de
I’expression de FIP200, une protéine du complexe PI3 kinase de classe III, conduit a une
dégénérescence cérébrale accompagnée par une augmentation de la mort cellulaire par
apoptose (Liang et al., 2010). Ces résultats démontrent clairement que I’autophagie joue un
role important dans la dégradation constitutive des protéines cytosoliques dans le systeme

nerveux central et protege donc de la neurodégénérescence.
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L’autophagie est également impliquée dans le cancer. En effet, une relation inverse
existe entre 1’autophagie et la transformation maligne. Cependant, 1’autophagie est ¢galement
bénéfique pour les cellules cancéreuses afin de survivre au stress et donc se multiplier. Ainsi
I’autophagie a un roéle paradoxal : elle protége contre la transformation d’une cellule normale
en cellule cancéreuse mais au cours des stades plus avancées de la tumorigenese, elle

contribue a la survie des cellules cancéreuses (voir paragraphe 4.3) (Chen & Debnath, 2010).

Survie en conditions
de stress

Protection contre
la neurodégénérescence

Protection contre
les pathogénes

Protection contre

Promotion de la la transformation maligne

progression tumorale

Autophagie

Mort cellulaire

Protection contre programmeée

les dommages 4 I'ADN

Dégradation d'agrégats Déeveloppement et
de protéines différenciation

Homéostasie cellulaire

Figure 13 : Différents réles de ’autophagie.

L’autophagie joue également un rdle important dans I’immunité innée et adaptative.
Elle protege les cellules contre les pathogenes intracellulaires libres ou internalisés dans des
vacuoles (bactéries et virus) en participant a leur élimination et participe a la présentation
d’antigénes issus de la dégradation par autophagie via les complexes majeurs
d’histocompatibilit¢ (Levine & Deretic, 2007; Munz, 2009). Ainsi, 1’autophagie est
considérée comme un mécanisme de défense cellulaire contre les infections virales et
bactériennes. Cependant, les pathogeénes peuvent aussi détourner la machinerie autophagique
afin de proliférer dans ces compartiments internes empéchant ainsi leur dégradation par les

enzymes cellulaires (Joubert et al., 2011).
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4.2)-Autophagie et apoptose

L’autophagie a été¢ décrite initialement comme un mécanisme qui permet aux cellules
de survivre en conditions défavorables. Cependant, des études ont montré que ce mécanisme
pouvait dans certains cas conduire a une mort cellulaire programmée différente de 1’apoptose
(mort cellulaire programmée de type I) appelée mort autophagique ou mort cellulaire
programmée de type II (Clarke, 1990). Contrairement a I’apoptose, la mort par autophagie est
caractérisée par la présence excessive de vacuoles autophagiques, est indépendante de
I’activation des caspases et n’implique pas de fragmentation de I’ADN (Kirisako et al., 1999).
Au cours de la mort par autophagie, un gonflement des organites ainsi qu’une préservation du
cytosquelette sont observés (Bursch et al, 2000) et, comme pour 1’apoptose, la mort
autophagique n’induit aucune inflammation (Schweichel & Merker, 1973). Ce type de mort
cellulaire a été principalement décrit lors de processus tels que le maintien de ’homéostasie et
le remodelage tissulaire pendant le développement au cours duquel plusieurs cellules sont
redondantes et nécessitent d’étre ¢liminées (Levine & Klionsky, 2004; Levine & Yuan, 2005).
D’autres études ont montré que la mort par autophagie est déclenchée suite a un exces de
dégradation des composés cellulaires. En effet, dans des cellules dans lesquelles la protéine
Beclinl est mutée et donc incapable de lier Bcl-2, un taux d’autophagie tres élevé a été
observé, suivi de la mort cellulaire. Cette mort cellulaire observée dans ces cellules est
inhibée par I’extinction du gene atg5 (Pattingre et al, 2005). La mort par autophagie a
également €t€é observée suite a un stress cytotoxique dans des cellules dans lesquelles
I’apoptose est inhibée. En effet, dans des cellules exposées a des inhibiteurs de 1’apoptose ou
dans lesquels les geénes pro-apoptotiques comme Bax (Bcl-2-Associated X protein) et Bad
(Bcl-2-associated Agonist of cell Death) sont éteints ainsi que dans des cellules surexprimant
les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 ou Bel-XL (B Cell Lymphoma-extra Large), la mort par
autophagie a été observée. Au cours de ces études, 1’inhibition de I’expression de certains
genes de I’autophagie, tels que atg5, atg7 ou beclinl inhibe la mort de ces cellules t€émoignant
ainsi que la mort cellulaire induite dans ces cellules est directement liée a 1’autophagie
(Moretti et al., 2007; Shimizu et al., 2004; Yu et al., 2004). Ces différents exemples montrent
que la mort par autophagie a lieu principalement dans des cellules déficientes pour 1’apoptose
et non dans des situations physiologiques normales.

La relation entre ces deux processus étroitement liés a €té initialement mise en
¢évidence grace a I’existence d’acteurs moléculaires communs entre ces deux processus tels

que Bcl-2, Bel-XL, Beclinl et AtgS (Zhou et al., 2011). En effet, Beclinl a été initialement
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découverte par la technique du double hybride comme un partenaire de la protéine Bcl-2
(Liang et al., 1998). Beclinl possede un domaine BH3 grace auquel elle peut se lier a la
protéine Bcl-2 et a ses homologues tels que Bcl-XL et Mcl-1 (Myeloid Cell Leukemia
sequence 1) (Maiuri et al., 2007a). L’interaction de Beclinl avec Bcl-2/Bcl-XL induit la
perturbation de la liaison de Beclinl avec la kinase Vps34 et I’inhibition de ’autophagie. Ces
résultats suggerent que les protéines Bcl-2/Bcl-XL inhibent 1’autophagie par la séquestration
de Beclinl (Figure 14). Dans cette étude, il a été également montré que seule la protéine Bcl-2
localisée au niveau du réticulum endoplasmique, et non celle localisée au niveau de la
mitochondrie, est responsable de 1’inhibition de I’autophagie (Pattingre et al., 2005). De plus,
la mutation du domaine BH3 de Beclinl et du domaine récepteur de Bcl-2 permet la
suppression complete de 1’inhibition de 1’autophagie dépendante de Beclinl (Maiuri et al.,
2007b). D’autre part, Bcl-2 est un régulateur de la voie de signalisation PI3K-Akt et pourrait
étre un effecteur agissant en amont et activer la protéine mTOR conduisant ainsi a I’inhibition

de I’autophagie (Aziz et al., 2006; Fresno Vara et al., 2004).

A Apoptose

. Beclin1

Beclin1 | hvps3a | Autophagie

p150

complexe PI3K 1l

Apoptose
/\ Beclin1
+ .
—> —>  hvpsa4a ——» Autophagie
Beclin1
p150

Beclin1 PK-t
complexe PIZK IlI

Figure 14 : Role de la protéine Bcl-2 dans I’autophagie. A) Beclinl interagit avec Bcl-2 via son domaine BH3,
ce qui empéche sa liaison avec hVps34 et inhibe ainsi I’initiation de ’autophagie. B) La phosphorylation de Bcl-2
par JNKI, ainsi que sa liaison avec BNIP3 et NIX inhibent la formation du complexe Bcl-2-Beclinl. La
phosphorylation de Beclinl par DAPKI1 inhibe également la formation du complexe protéique Bcl-2-Beclinl. Suite
a la dissociation du complexe, Bcl-2 peut alors exercer son rdle anti-apoptotique alors que Beclinl peut participer a
la formation du complexe PI3Kinase de classe III.
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D’autres effecteurs de 1’apoptose interagissent avec Beclinl tels que Bel-X1 et Mcl-1
et cette interaction inhibe également 1’induction de I’autophagie (Erlich et al., 2007; Maiuri et
al., 2007a). Le statut de phosphorylation de ces protéines est important pour leur role
d’inhibiteurs ou d’activateurs de 1’autophagie ou de 1’apoptose. En conditions de carence
nutritionnelle, la kinase JNK1 phosphoryle Bcl-2, ce qui induit une dissociation du complexe
Beclin1-Bcl-2 et I’activation de I’autophagie (Wei et al., 2008). La formation du complexe
Beclin1-Bcl-2 est également inhibée suite a I’expression de BNIP3 (Bcl-2/adenovirus EIB 19
kDa-interacting protein), une protéine de la famille Bcl-2 possédant également un domaine
BH3, ce qui conduit a I’induction de la mitophagie (Zhang & Ney, 2009). Par ailleurs,
Beclinl peut étre phosphorylée au niveau de son domaine BH3 par la protéine suppresseur de
tumeur DAPK1 (Death-associated protein kinase 1), ce qui conduit a la dissociation du
complexe Beclinl-Bcl-XL et donc a I’induction de 1’autophagie (Zalckvar et al., 2009)
(Figure 14). La formation de ce complexe est également perturbée par la liaison de Bcl-XL
avec ARF, une protéine suppresseur de tumeur et régulateur du cycle cellulaire, ce qui conduit
a la libération de Beclinl et a I’induction de 1’autophagie (Pimkin ez al., 2009).

Tres récemment, il a été démontré que Beclinl est clivée par la caspase-3 inhibant
ainsi son activité pro-autophagique. De plus, le produit du clivage de Beclinl acquiert une
nouvelle fonction et active ’apoptose en augmentant la libération de facteurs pro-apototiques
a partir des mitochondries (Wirawan er al., 2010). La caspase-3 active est également
responsable du clivage de la protéine Atg4D. La protéine Atg4D clivée est alors adressée a la
mitochondrie ot elle active la libération du cytochrome c et I’apoptose (Betin & Lane, 2009).

Yousefi et collaborateurs ont, quant & eux, montré pour la premiére fois I’implication
de la protéine Atg5 au cours de ’apoptose, ce qui en fait un nouvel acteur moléculaire a
I’interface entre I’apoptose et I’autophagie. En effet, ces auteurs ont démontré que Atg5 est
clivée par les calpaines 1 et 2 et que la forme tronquée de Atg5 est transportée du cytosol vers
la mitochondrie ou elle induit la libération du cytochrome c¢ et I’activation des caspases
(Yousefi et al., 2006). La forme tronquée d’Atg5 se lie également a Bcl-XL et induit la
dissociation du complexe Bcl-XL-Bax, ce qui conduit a la formation du complexe Bax-Bax et
a I’induction de 1’apoptose. L’apoptose induite par la forme tronquée de Atg5 peut étre
observée en I’absence d’autophagie (Yousefi et al., 2006). Tres récemment, 1’équipe de Xia et
collaborateurs, a montré que le clivage d’Atg5 par les calpaines inhibe son rdle d’activateur

de I’autophagie (Xia et al., 2010).
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a)-Role de p53 au cours de ’autophagie

La protéine p53 est une anti-oncoprotéine qualifiée de gardien du génome qui joue un
role important dans le contrdle du cycle cellulaire et I’apoptose via la transactivation de
nombreux genes tels que pRb et p21 (Levine & Oren, 2009). Par ailleurs, la protéine p53 a
¢galement été décrite pour étre impliquée dans le processus de I’autophagie au sein duquel
elle joue un role paradoxal selon sa localisation sub-cellulaire. Dans le noyau, la protéine p53
régule positivement 1’autophagie par activation de la transcription de plusieurs geénes codant
des protéines pro-autophagiques telles que les protéines DRAM (Damage-regulated
autophagy modulator) (Crighton et al., 20006), sestrinl et 2 (Budanov & Karin, 2008), TSC2,
AMPK, DAPK-1, PTEN (Phosphatase and TENsin homolog) (Feng et al., 2007) et les
protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 telles que Bad, Bax, BNIP3 et PUMA (P53-
Up-regulated Modulator of Apoptosis) (Morselli et al., 2009). L’ensemble de ces genes,
régulés par p53, intervient au cours de nombreuses voies de signalisation dont celle
conduisant a I’inhibition de mTOR et donc a 1’activation de I’autophagie en réponse a des
conditions de stress génotoxique (Feng et al., 2005). Par ailleurs, treés peu de genes régulant
négativement 1’autophagie ont été décrits comme étant régulés par la protéine pS53.
Contrairement a la protéine p53 nucléaire, la protéine p53 cytoplasmique inhibe 1’autophagie
(Tasdemir et al., 2008a). Dans cette ¢tude, les auteurs ont montré que 1’inactivation de p53,
par des composés chimiques ou par extinction du gene par la technique des siRNA, conduit a
I’induction de D’autophagie caractérisée par la formation des autophagosomes et une
dégradation massive de p62 (Tasdemir et al., 2008a). Par ailleurs, I’inhibition de I’autophagie
par p53 est maximale lorsque la séquence NLS (Nuclear Localization Sequence) de p53 est
délétée par contre I’inhibition de I’autophagie par p53 est complétement abolie lorsque la
séquence NES (Nuclear Export Signal) de p53 est délétée (Tasdemir et al., 2008a). 1l a
également été montré que des inducteurs de I’autophagie tels que la rapamycine inhibent la
protéine HDM2, une E3 ubiquitine ligase responsable de la dégradation de p53 par le
protéasome (Tasdemir et al., 2008a). D’autre part, dans des cellules humaines de cancer de
colon (HCT116) dont le géne p53 est déléte, il a été observé un niveau d’autophagie tres élevé
qui revient a un niveau basal apres surexpression de la protéine pS3. (Tasdemir ez al., 2008b).

L’ensemble de ces données démontre que p53 joue un double rdéle dans la régulation
de I’autophagie. Elle active 1’autophagie via son activité de facteur de transcription lorsqu’elle
est localisée dans le noyau et inhibe I’autophagie, indépendemment de sa fonction de facteur

de transcription lorsqu’elle est localisée dans le cytoplasme. Cependant, le mécanisme par
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lequel la protéine p53 régule I’autophagie n’est pas complétement élucidé. Une premiere
étude a montré que la protéine FIP200, qui est impliquée dans la formation du complexe
ULK1, est la seule protéine autophagique interagissant avec la protéine p53. Ainsi, les auteurs
suggerent que la protéine p53 cytoplasmique pourrait inhiber la formation du complexe ULK1
via son interaction avec FIP200 (Gan & Guan, 2008). Tres récemment, il a été démontré que
les genes ulkl et ulk2 sont positivement régulés par la protéine pS53 localisée dans le noyau et
induite en réponse a des drogues génotoxiques tels que I’étoposide et la camptothécine. Il en
résulte une augmentation du taux d’autophagie qui provoque une mort cellulaire non-
apoptotique (Gao et al., 2011). Ces données pourraient fournir un autre mécanisme de
régulation de 1’autophagie par la protéine p53 via deux voies distinctes passant soit par le

noyau, soit par le cytoplasme.

b)-Role de HMGBI au cours de I’autophagie

La protéine HMGB1 (High Mobility Group Box I) est une protéine nucléaire qui
influence la transcription ainsi que d’autres fonctions nucléaires. La libération de la protéine
HMGBI constitue une caractéristique majeure des cellules qui entrent dans un processus de
mort cellulaire. Il a longtemps ét€ admis que HMGBI1 est passivement libérée par les cellules
qui meurent par nécrose mais pourrait également étre libérée au cours des stades tardifs de
I’apoptose, apres formation des corps apoptotiques (Scaffidi et al., 2002). Par ailleurs,
HMGBI est activement secrétée par les cellules du systtme inflammatoire telles que les
macrophages, les cellules NK (Natural Killer) et les cellules dendritiques (Wang et al.,
1999b). Une fois libérée, HMGB1 constitue un médiateur trés important de la réponse
immunitaire. En effet, dans I’espace extracellulaire, HMGBI1 se lie a plusieurs récepteurs tels
que les récepteurs TLR2 et 4 (Toll-Like Receptor) et RAGE (Receptor for Advanced
Glycosylation End product) et contrle I’initiation de la réponse immunitaire (Park et al.,
2006; Rovere-Querini et al., 2004). Apres sa libération, HMGBI1 interagit avec le TLR4
présent a la surface des cellules dendritiques et participe a la maturation et la présentation des
antigenes tumoraux (Apetoh et al., 2007).

D’autre part, il a été démontré que TLR4 et HMGBI1 sont impliqués dans 1’autophagie.
En effet, le TLR4 a été décrit comme un inhibiteur de la fusion des autophagosomes avec les
lysosomes (Shiratsuchi et al., 2004). 1l a été également démontré que la libération de HMGBI1
est controlée par I’autophagie et que HMGB1 régule positivement 1’autophagie (Tang et al.,
2010). L’induction de ’autophagie dans des lignées humaines et de souris par la rapamycine
ou I’EBSS induit la translocation de HMGBI1 du noyau vers le cytosol de maniere dépendante
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des ROS, translocation qui est inhibée par des inhibiteurs de 1’autophagie ou par extinction du
gene Arg5 (Tang et al., 2010). Dans la méme étude, les auteurs ont montré que I’inhibition de
la libération de HMGBI1 inhibe 1’autophagie, suggérant ainsi un role positif de HMGBI1 dans
la régulation de I’autophagie. L’étude du mécanisme moléculaire par lequel HMGBI1 régule
I’autophagie a montré que HMGBI interagit avec la protéine Beclinl en conditions de stress,
perturbant ainsi I’interaction de Beclinl avec Bcl-2 et donc conduisant & 1’activation de
I’autophagie (Tang et al., 2010). Une autre étude a décrit la libération sélective de HMGBI1
par I’autophagie suite au traitement par des drogues chimiothérapeutiques. En effet, dans des
cellules de glioblastomes traités par la toxine diphtérique fusionnée a I’EGF, 1’autophagie est
accrue et induit la libération sélective de HMGB1 (Thorburn et al., 2009). Dans ces cellules,
aucun signe de nécrose n’est observé et la libération de HMGBI est abolie quand 1’autophagie
est inhibée. L’ensemble de ces résultats montre que 1’autophagie est nécessaire et suffisante
pour la libération de HMGBI par les cellules tumorales avant leur mort (Thorburn et al.,
2009). Ainsi il est supposé que la libération spécifique de HMGBI induit I’activation
dépendante du TLR4 des cellules dendritiques, impliquant une réponse immunitaire
spécifique. Moduler I’autophagie s’avére donc une approche prometteuse pour le traitement
des cellules tumorales en exploitant la réponse immunitaire vis-a-vis des cellules tumorales

ayant échappé a la chimiothérapie.

4.3)-Autophagie et cancer

Le role de I’autophagie dans la progression tumorale est paradoxal et varie selon le
type de tumeurs mais surtout selon le stade d’avancement de la tumeur (Chen & Debnath,
2010) (Figure 15) :

1) ’autophagie présente un role protecteur contre 1’apparition des tumeurs car elle
prévient la transformation d’une cellule normale en cellule cancéreuse en dégradant les
protéines et organites endommagés et en prévenant de nombreux stress génotoxiques (Levine,
2007) ;

2) plusieurs études ont démontré le role négatif de I’autophagie lors des étapes
ultérieures de la progression tumorale. En effet, avant 1’angiogenese de la tumeur,
I’autophagie permet la survie des cellules cancéreuses en réponse a un stress métabolique et

particulieérement en absence de nutriments et d’oxygene (Degenhardt et al., 2006) ;
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3) l’autophagie peut induire la mort cellulaire et ceci particulierement lorsque
I’apoptose est inhibée et donc ralentir la prolifération des cellules cancéreuses ;
4) Tautophagie peut faciliter le développement d’une résistance aux composés

chimiothérapiques utilisés lors du traitement des tumeurs (Chen et al., 2010).

Croissance
tumoraje
A Suppression
des
= tl.ll'neurs
Autophagie

Survie des cellules en conditions Controdle de I'intégrité mitochondriale
de stress métabolique Contréle des ROS, prévention des dommages a I'ADN
Inhibition de la mort par apoptose Mort par autophagie en conditions physiologiques
Résistance aux traitements anti-cancéreux Mort par autophagie induite par chimiothérapie et radiothérapie

Diminution de la nécrose et I'inflammation
Controle de la prolifération cellulaire
Induction de la sénescence

Figure 15 : Effets paradoxaux de I’autophagie lors de la tumorigenese et la croissance tumorale.
Modifié d’apres Levine 2007.

a)-Autophagie et oncogenése

Il est maintenant admis que le taux d’autophagie basal est diminué dans les cellules
tumorales et que I’expression de plusieurs effecteurs de 1’autophagie est fortement diminuée
(Roy & Debnath, 2010). Ces données ont permis de classer plusieurs genes atg parmi la
classe des genes suppresseurs de tumeurs. La premiere protéine qui a été décrite comme
suppresseur de tumeurs est la protéine Beclinl (Atg6) (Aita et al.,, 1999). En 1999, Liang et
collaborateurs ont rapporté que Beclinl est un potentiel géne suppresseur de tumeurs dont
I’haplo-insuffisance est observée dans des cancers sporadiques humains du sein et de 1’ovaire.
La réintroduction de ce gene dans des cellules MCF-7 en culture restaure le taux
d’autophagie, diminue leur croissance en agar mou et inhibe la formation de tumeurs dans des
souris nude (Liang et al., 1999). De plus, 1’haplo-insuffisance du géne beclinl conduit a
I’apparition de tumeurs spontanées dans plusieurs organes chez la souris (Qu et al., 2003). De
plus, il a été décrit que Beclinl peut inhiber la prolifération des cellules de cancer du sein via
son interaction avec le récepteur aux estrogenes et bloque ainsi 1’effet des estrogenes décrits

pour leur effet mitogene dans les cancers du sein estrogéno-dépendants (John et al., 2008).
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Cependant, le réle de I’autophagie comme mécanisme suppresseur de tumeur ne se
limite pas uniquement aux données acquises pour beclinl. En effet, I’expression d’autres
genes de I'autophagie est également altérée dans différents types de tumeurs. Les souris
atg4C”" présentent un risque plus élevé de développer des fibrosarcomes induits par des
carcinogenes chimiques. Notons que le gene atg4C appartient a la famille des Atgd
responsables du clivage des protéines Atg8 et de ses homologues (Marino et al., 2007). La
délétion du gene arg5 a été observée dans des tumeurs malignes du systéme immunitaire
(cellules NK). Par ailleurs, il a été rapporté que les genes argl2, atg9 et atg5 présentent des
mutations dans des carcinomes gastriques et colorectaux (Kang et al., 2009).

Les genes [c3 et Atg7 sont localisés sur les locus 16q24.1 et 3p25.2, des locus
fréquemment délétés dans les cancers du foie, du sein, de la prostate et de I’ovaire (16q24.1)
et dans les cancers du poumon (3p25.2), respectivement (Jin, 2006). D’autres geénes impliqués
dans I’autophagie sont également liés au développement des cancers. Par exemple la mutation
du gene UVRAG, une protéine qui se lie a Beclinl au sein du complexe PI3K de classe III,
induit une diminution de 1’autophagie et I’induction de carcinomes gastriques et colorectaux
(Kim et al., 2008; Liang et al., 2006). Par ailleurs, la diminution de 1’expression de Bif-1, une
autre protéine impliquée dans la régulation positive de 1’autophagie et de 1’apoptose, est
également li¢e au développement d’adénocarcinomes de colon (Coppola et al., 2008).

L’ensemble de ces données démontre que I’autophagie présente un role suppresseur de
tumeurs mais le mécanisme moléculaire n’est pas entierement connu. Il a été rapporté que
I’inhibition de 1’autophagie conduit a I’accumulation d’agrégats protéiques et d’organites
endommagés qui pourraient interférer avec certaines fonctions cellulaires telles que la mitose
et la réparation de I’ADN (Mathew & White, 2007). Ces agrégats de protéines toxiques et ces
organites non dégradés sont une source potentielle de stress génotoxiques qui peuvent induire
de nombreuses aberrations chromosomiques et des divisions anarchiques conduisant a la
transformation d’une cellule saine en cellule tumorale. En effet, des études ont montré que,
dans les cellules cancéreuses dont les points de controle du cycle cellulaire sont inactivés,
I’autophagie limite ’accumulation de dommages génomiques, diminue le taux de mutations
responsables de ces dommages ainsi que les instabilités chromosomiques, suggérant ainsi que
I’autophagie peut étre considérée comme un mécanisme de défense autonome contre
I’apparition des tumeurs (Karantza-Wadsworth et al., 2007; Mathew et al., 2007). D’autres
résultats ont montré un role de la protéine p62, une protéine substrat de 1’autophagie, dans la
tumorigenese. En effet, une accumulation aberrante de mitochondries endommagées ainsi que

d’agrégats de protéines a €té observée dans des cellules déficientes en autophagie conduisant
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ainsi a ’augmentation de la production des ROS. Cela induit I’accumulation de dommages
liés a ’ADN et I’accumulation de la protéine p62. De plus, en conditions de stress
métaboliques, I’accumulation de p62 contribue a la génération de ROS (Mathew et al., 2009).
Ainsi, I’autophagie protége contre la transformation maligne des cellules via son réle dans la
dégradation de protéines et organites endommagés controlant ainsi la production de ROS.

Un autre mécanisme par lequel I’autophagie prévient 1’apparition de tumeurs est
I’induction de la sénescence. La sénescence représente un stade d’arrét stable du cycle
cellulaire dans lequel les cellules restent métaboliquement actives. C’est un mécanisme
notamment observé pour les cellules ayant subi un stress oncogénique. Des études ont montré
que la sénescence induite par les oncogenes (OIS, Oncogene-induced senescence) est médiée
par le systeme inflammatoire incluant les interleukines IL-6 et IL-8 (Kuilman et al., 2008).
Par ailleurs, une étude a montré dans un systeme utilisant I’oncogéne Ras (RAt Sarcoma), que
I’autophagie est importante pour I’entrée en sénescence des cellules ayant subi un stress
oncogénique (Young et al., 2009). Dans cette étude, il a été démontré que 1’autophagie est
essentielle a I’OIS puisqu’une inhibition de la sécrétion des cytokines IL6 et IL8 ainsi qu’une
inhibition de Ientrée en sénescence ont été observées dans des cellules arg7” et atg5”
(Young et al., 2009). En effet, I’autophagie via son rdle dans la dégradation cellulaire, facilite
la sénescence en fournissant des acides aminés pour la syntheése des protéines sécrétées et
nécessaires pour I’OIS (Narita & Young, 2009). L’autophagie basale joue donc un role
important dans le contrdle de la croissance et la prolifération cellulaires et particulierement

lors de stress oncogéniques.

b)-Autophagie et progression tumorale

Outre son rdle positif lors de la prévention de 1’apparition de tumeurs, 1I’autophagie
peut paradoxalement permettre la survie des cellules tumorales en conditions de stress (Ogier-
Denis & Codogno, 2003). Pendant la progression tumorale, les cellules cancéreuses survivent
dans des conditions de stress extrémes telles que 1’hypoxie et la carence nutritionnelle avant la
vascularisation de la tumeur par angiogenese. Dans ces conditions, on observe une adaptation
du métabolisme des cellules cancéreuses a cet environnement anaérobique et une
augmentation de leurs capacités autophagiques (Hockel & Vaupel, 2001; Shankar et al,
1996). La capacité des cellules tumorales a tolérer ces stress métaboliques différe d’un type
cellulaire a un autre. Par exemple, certaines cellules de cancer du colon survivent aux stress

métaboliques pendant de longues périodes et sont caractérisées par un tres fort taux
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d’autophagie, alors que les cellules de cancer du foie sont sensibles aux stress métaboliques
(Izuishi et al., 2000).

Degenhard et collaborateurs ont été les premiers a montré que I’autophagie est induite
dans les tumeurs solides en hypoxie (Degenhardt ef al,, 2006). D’autres €quipes ont montré
que la survie des cellules en hypoxie est liée au facteur HIF 1o (Hypoxia-Inducible Factor 1a),
un facteur de transcription régulant plusieurs processus et un régulateur positif de
I’autophagie. Par ailleurs, il a été démontré que la protéine BNIP3 est régulée par le facteur
HIFla. BNIP3 est une protéine pro-apoptotique et également décrite pour son rdle dans
I’induction de la mitophagie, un mécanisme par lequel elle contrdle la production des ROS en
hypoxie (Zhang et al., 2008). 11 a été rapporté que I’induction de BNIP3 et BNIP3L dans des
cellules en hypoxie, conduit a la dissociation du complexe Beclinl-Bcl-2, la libération de
Beclinl et par conséquent 1’activation de 1’autophagie (Bellot et al., 2009; Tracy et al., 2007).
D’autres données ont démontré que la réponse au stress tels que I’'UPR (Unfolded Protein
Response) et la voie de signalisation de ’AMPK induisent ’autophagie dans des cellules
cancéreuses en hypoxie (Papandreou et al., 2008; Rouschop et al., 2010). L’ensemble de ces
travaux témoigne du role négatif de I’autophagie pendant la progression tumorale.

D’autres mécanismes ont ¢€t€ rapportés et démontrent que 1’autophagie diminue la
progression tumorale en induisant la mort par autophagie ou I’induction de I’apoptose apres
traitement par des drogues anti-cancéreuses. Par exemple, la mort par autophagie a été
observée in vitro et in vivo dans des gliomes humains suite & un traitement par le THC (A’-
Tétrahydrocannabinol) qui induit un stress du réticulum endoplasmique. Dans ces cellules, les
deux processus de mort cellulaire, I’apoptose et I’autophagie, sont actifs puisque 1’inhibition
d’un seul des deux processus inhibent seulement partiellement la mort cellulaire (Salazar et
al., 2009). De plus, il a ét¢ montré que des cellules de cancer de pancréas humaines meurent
par autophagie et apoptose suite a un traitement par la gemcibatine. L’inhibition de
I’autophagie par la 3-Méthyladénine qui inhibe la formation du complexe PI3 kinase de classe
III, inhibe également la capacité¢ de la gemcibatine a induire 1’apoptose. Ce résultat suggere
que ’autophagie participe a la mort des cellules cancéreuse via 1’apoptose (Pardo et al,
2010). Par ailleurs, il a été montré que I’autophagie induit la mort cellulaire des cellules
MCEF-7 en réponse au traitement par le 4OH-Tamoxiféne permettant ainsi la diminution de la

progression tumorale (Bursch et al., 1996).
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c)-Autophagie et valeur pronostique

L’expression de certains génes de 1’autophagie a été corrélée a un facteur de bon
pronostic dans plusieurs types de cancers. L’expression de la protéine Beclinl a été étudiée
chez des patients atteints de cancer de I’cesophage. Beclinl est faiblement exprimée dans les
stades tardifs des cancers et son expression a été corrélée a un meilleur taux de survie de ces
patients (Chen et al., 2009). De fortes expressions de la protéine Beclinl cytoplasmique ont
été corrélées a la survenue de 1’apoptose dans des gliomes de haut grade mais une relation
inverse entre 1’expression de Beclinl et la prolifération cellulaire a été¢ observée dans ces
gliomes. Ainsi la forte expression de Beclinl a été associée a une meilleur survie des patients
atteints de gliomes (Pirtoli et al., 2009).

L’expression de LC3 est également associée a une augmentation des taux de survie de
patients présentant des gliomes (Aoki et al., 2008). En revanche, son expression est associée a
un faible taux de survie de patients avec un cancer du pancréas (Fujii et al., 2008). Par
ailleurs, D’expression de LC3 est régulée positivement dans plusieurs cancers
gastrointestinaux mais aucune corrélation entre I’expression de LC3 et la survie des patients
n’a pu étre mise en évidence (Yoshioka er al, 2008). 11 a également été rapporté que
I’expression des protéines Beclinl et LC3 est altérée dans des lésions associées aux
mélanomes. En effet, Beclinl est faiblement exprimée dans des 1ésions malignes et LC3 est
significativement sous-exprimée dans des métastases de mélanomes (Miracco et al., 2010).

L’expression de GABARAP, une protéine impliquée dans la formation des
autophagosomes, est également associée a la survie de patients avec certains types de cancers.
GABARAP est faiblement exprimée dans des cellules de cancer du sein et sa surexpression
dans ces cellules inhibent leur prolifération cellulaire (Klebig et al., 2005). En revanche,
GABARAP est fortement exprimée dans des adénomes et des cancers de la thyroide (Roberts
et al., 2009). D’autre part, ’expression de GABARAP est associée a une meilleur survie de
patients atteints de neuroblastomes alors qu’elle est corrélée a un faible taux de survie de
patients développant des carcinomes colorectaux (Miao et al., 2010; Roberts et al., 2004).

L’ensemble de ces données suggere ainsi que I’impact clinique et la signification
biologique des variations d’expression de certaines protéines de 1’autophagie dans les cellules
et tissus cancéreux semblent étre spécifiques de chaque type de cancer et du contexte

tissulaire.
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4.4)-Autophagie et résistance aux drogues anti-cancéreuses

L’apparition d’une résistance aux drogues anti-cancéreuses a été observée dans de
nombreux cancers tels que le cancer du sein, de 1’cesophage ou le cancer colorectal. Dans la
plupart des cas, les thérapies utilisées a ce jour (radiothérapie et chimiothérapie) permettent
d’éradiquer la majorité, voire la totalité, des cellules cancéreuses mais dans certains cas,
quelques cellules résistent et survivent a ces traitements, proliferent et créent de nouveaux

foyers a partir desquels émergent de nouvelles cellules cancéreuses (Aguirre-Ghiso, 2007).

:I'héragie | Résistance
anti-cancéreuse | |

Réserves énergétiques
Stress disponibles et survie des
métabolique cellules cancéreuses

m\_} (79

>

O

Induction de ‘e

w .qﬁ' Formation

des autophagosomes

Figure 16 : Induction d’une résistance aux drogues anti-cancéreuses due a I’autophagie. Les cellules
cancéreuses survivent aux stress métaboliques induits par les agents anti-cancéreux via la dégradation de
constituants cellulaires par 1’autophagie. Cela leur permet de maintenir un niveau d’énergie nécessaire a leur
survie. D’aprés Chen et al., 2010.

Cette apparition de résistance implique donc la recherche de nouveaux traitements ou
I’association de plusieurs composés et donc I’accumulation des éventuels effets secondaires
liés a ces différentes molécules. Plusieurs mécanismes de résistance aux drogues anti-
cancéreuses ont été décrits tels que la régulation négative de ’apoptose, les mécanismes
responsables du transport des drogues, la réparation de I’ADN ou la modification des sites
d’action des drogues et leur pharmococinétique (Liu et al., 2011).

Récemment, 1’autophagie a été décrite comme un facteur important pouvant favoriser

la survie de ces cellules résistantes. Chen et collaborateurs ont décrit un modele de résistance
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aux drogues anti-cancéreuses médiée par 1’autophagie (Figure 16) (Chen et al., 2010). Les
traitements utilisés en cancérothérapie, tels que la chimiothérapie, la radiothérapie, les
inhibiteurs des tyrosines kinases ou la thérapie utilisant des anticorps dirigés contre des
protéines marqueurs de la progression tumorale, induisent un stress métabolique et
cytotoxique auxquels les cellules non résistantes sont tres sensibles et répondent par une
entrée dans un processus de mort cellulaire ou d’arrét du cycle cellulaire. Les cellules
résistantes, quant-a elles, restent insensibles a ce stress médié par les agents thérapeutiques
car elles utilisent I’autophagie afin de survivre face aux stress induits par les agents anti-
cancéreux (Chen et al., 2010). Dans ces cas particuliers, I’inhibition de I’autophagie peut étre
considérée comme une approche thérapeutique dans les traitements anti-cancéreux. Plusieurs
études ont démontré, d’une part, que 1’activation de I’autophagie en réponse aux traitements
anti-cancéreux est favorable pour la survie de ces cellules et, d’autre part, que 1’inhibition de
I’autophagie permet une resensibilisation des cellules résistantes et améliore donc 1’efficacité
des traitements utilisés (Figure 17).

En effet, une étude a montré que le traitement de cellules de cancer du sein par le
Trastuzumab, un anticorps dirigé contre la protéine HER2 (Human Epidermal growth factor
Receptor 2) surexprimée dans ces cellules, conduit a I’induction de 1’autophagie et permet la
survie de ces cellules (Najbauer et al.,, 2009). Il est intéressant de noter que I’inhibition de
I’autophagie par des composés chimiques tels que le 3-MA, le LY294002 ou la Bafilomycine
Al, ou par I'utilisation de siRNA dirigés contre le geéne /c3, diminue significativement la
viabilité cellulaire des cellules cancéreuses résistantes au Trastuzumab (Najbauer et al.,
2009). Par ailleurs, il a ¢ét¢ démontré que 1’autophagie est responsable également de
I’apparition d’une résistance aux traitements de cancers du sein par le tamoxiféne ou le
bortezomib (John et al., 2008; Milani et al., 2009; Qadir et al., 2008).

D’autres études ont montré des effets similaires dans des cellules de cancer du colon.
Ces cellules, lorsqu’elles sont traitées par le 5-FU (5-Fluorouracil), présentent un arrét du
cycle cellulaire dans la phase G0/G1, une induction de I’apoptose et une induction de
I’autophagie qui serait responsable de la survie de ces cellules. Mais si le traitement est
associé aux composés 3-MA ou hydrochloroquine, 1’effet du 5-FU est restoré et augmenté (Li

et al., 2008; Sasaki et al., 2010).

82



Une autre étude trés récente, portant sur le traitement du cancer de I’cesophage, a
montré qu’apres traitement des cellules par le 5-FU et le cisplastine, les cellules sensibles a
ces traitements meurent par apoptose alors que les cellules résistantes sont positives pour
I’autophagie et présentent une morphologie caractéristique de la mort par autophagie
(O'Donovan et al., 2011). L’utilisation d’inhibiteurs chimiques de 1’autophagie (3-MA,
Chloroquine ou Bafilomycine Al) n’a aucun effet sur la cytotoxicité des molécules utilisées.
En revanche, I’extinction de genes de ’autophagie comme beclin 1 et atg7 augmente
significativement les effets des drogues utilisées et diminue la résistance des cellules a ces
drogues (O'Donovan et al., 2011). L autophagie a également été décrite pour étre responsable
de la résistance de plusieurs cellules cancéreuses (cancer du sein, du pharynx, du poumon, du

col de I’utérus et des cancers colorectaux) a la radiothérapie (Apel et al., 2008).

Thérapie | > Mort
anti-cancéreuse cellulaire
|

Inhibiteurs d'autophagie Survie
Stress HCQ,3-MA,BafA1,etc celldlaire
métabolique U 1
' 0
Induction de > 0:‘
I'autophagie .

des autophagosomes

Figure 17: Les inhibiteurs de P’autophagie resensibilisent les cellules cancéreuses aux thérapies anti-
cancéreuses. L’inhibition de 1’autophagie par 1’hydrochoroquine (HCQ), la 3-Méthyladénine (3-MA) ou la
Bafilomycine Al (BafAl) inhibe la survie des cellules cancéreuses et favorise les effets des traitements anti-
cancéreux. D’apres Chen et al., 2010.

La recherche de nouvelles molécules impliquées dans 1’apparition de ces phénomenes
de résistance constitue donc une nouvelle voie thérapeutique pour le traitement de certains
cancers résistants. Par exemple, il a ét€ démontré que les cellules issues de patients atteints de
leucémies (HL-60 et Jurkat) sécrétent la protéine HMGB1 (High-mobility group box 1) suite
aux traitements anti-cancéreux. Les protéines HMGB1, exogeéne ou sécrétée apres traitement,
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activent 1’autophagie, ce qui conduit a ’apparition d’une résistance vis-a-vis des traitements
utilisés (Liu et al., 2010). En effet, la protéine HMGBI1 induit 1’autophagie en augmentant
I’interaction de Beclinl avec la PI3K et en favorisant la formation du complexe Atgl2-Atg5-
Atgl6. L’inhibition de cette voie de signalisation par des inhibiteurs chimiques ou par la
technique des siRNA ainsi que les traitements avec des anticorps dirigés contre la protéine
HMGBI1 inhibent I’autophagie induite par HMGBI1 et en conséquence resensibilisent les
cellules aux traitements utilisés (Liu et al., 2010). Par ailleurs, une étude trés récente a
démontré que I’inhibition de 1’autophagie, par la 3-MA ou par I’extinction du géne beclinl,
potentialise 1’effet du paclitaxel dans 1’induction de 1’apoptose dans plusieurs lignées
cancéreuses humaines telles que les cellules de cancer du poumon, du colon et de la prostate
(Xi et al., 2011).

L’ensemble de ces résultats suggere que des inhibiteurs de I’autophagie pourraient étre
utilisés en association avec des traitements anti-cancéreux déja existants dans le cas
d’apparition de résistance a ces traitements. Certaines molécules, telle que
I’hydrochloroquine, sont d’ailleurs déja utilisées dans des essais cliniques (Chen et al., 2010).

Les acteurs de la voie autophagique constituent donc de nouvelles cibles

thérapeutiques potentielles dans le traitement des cancers.
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I-Biologie moléculaire

1)-Vecteurs

Tous les vecteurs utilisés au cours de ce travail sont répertoriés dans le tableau 3.

1.1)-Vecteurs commerciaux

Les vecteurs commerciaux pEGFP-C1 et pEGFP-N3 (Clontech, 6084-1 et 6080-1)
comportent un site de multi-clonage en amont ou en aval de ’ADNc de la GFP (Green
Fluorescent Protein) respectivement, une origine de réplication, un gene de résistance a la
néomycine et a son analogue G418, et un gene de résistance a la kanamycine. Ces vecteurs
ont été utilisés pour cloner les ADNc gabarap et gabarabll en phase avec la séquence codant
la GFP afin d’obtenir les vecteurs recombinants pGFP-GABARAP, pGABARAP-GFP,
pGFP-GABARAPL1 et pGABARAPLI-GFP. Les vecteurs pGABARAPLI-GFP et
pGABARAP-GFP obtenus ont ensuite été utilis€s pour construire, par mutagenese dirigée, les
vecteurs pPGABARAPLI1-G116A-GFP et pPGABARAP-G116A-GFP, respectivement.

Le plasmide pOG44 (Invitrogen, V6005-20) code la Flp recombinase issue de
Saccharomyces cerevisiae. 11 comporte également un géne de résistance a ’ampicilline. Ce
vecteur a été utilis€ lors de la création des lignées cellulaires stables HEK293:FLAG-
GABARAPLI1-6his et HEK293:FLAG-GABARAPLI-G116A-6his a partir de la lignée
parentale Flp-in-HEK?293 (Invitrogen, R75007).

Toutes les cartes des vecteurs commerciaux utilisés sont fournies en annexe.

1.2)-Vecteurs disponibles au laboratoire ou obtenus d’autres laboratoire

Les vecteurs pGFP-LC3, pDsRed-LC3 et pSF1-Flag(3X):hsAtg4B:Myc:6his, ont été
obtenus aupres des laboratoires du Dr. Zvunlun Elazar (Weizmann Institute, Israél), du Dr.
Iovanna (Marseille, France) et du Dr. Yoshimori (Osaka University, Japon), respectivement.

Le vecteur pGEX4T2-GABARAP codant la protéine de fusion GST-GABARAP a été
gracieusement fourni par le Dr. Olsen (University of California, USA).

Les vecteurs pGFP-GABARAPLI1, pGABARAPLI-GFP et pDsRed-GABARAPLI1
ont été précédemment obtenus au sein de notre laboratoire. Ces vecteurs expriment les
protéines GFP-GABARAPL1, GABARAPLI1-GFP et DsRed-GABARAPLI et portent des
génes de résistance a la kanamycine (pGFP) ou l’ampicilline (pDsRed). Ils comportent

également un gene de résistance au G418. Le vecteur ps701ts-ori-SV40gT, généreusement
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fourni par le Dr. Feunten (Institut Gustave Roussy, Paris), exprime I’antigéne grand T du

virus SV40. Ce vecteur a été utilisé pour établir la lignée immortalisée MEF:GABARAP™.
Le vecteur pCDNAS.1/FRT:FLAG-GABARAPL1-G116A-6his a été obtenu par

mutageneése dirigée a partir

du vecteur

pCDNAS.1/FRT:FLAG-GABARAPL1-6his,

disponible au laboratoire. Ce vecteur comporte les génes de résistance a I’ampicilline et a

I’hygromycine. Il a été utilisé pour créer la lignée stable HEK293 surexprimant la protéine

mutante FLAG-GABARAPL1-G116A-6his.

Plasmides Provenance Protéine exprimée Antibiotiques de sélection
pEGFP-Cl1 Clontech GFP Kanamycine/G418
pEGFP-N3 Clontech GFP Kanamycine/G418
Construit au .
pGFP-GABARAPLI ) GFP-GABARAPL1 Kanamycine/G418
laboratoire
pGABARAPLI1-GFP Fourni GABARAPLI1-GFP Kanamycine/G418
pOG44 Invitrogen Flp recombinase Ampicilline
pGFP-LC3 Fourni GFP-LC3 Kanamycine/G418
pSF1-
Fourni Flag(3X):hsAtg4B:Myc:6his Ampicilline
Flag(3X):hsAtg4B:Myc:6HIS
pDsRed-LC3 Fourni DsRed-LC3 Ampicilline/G418
pGEX4T2-GABARAP Fourni GST-GABARAP Ampicilline
Disponible au
pDsRed-GABARAPL1 ) DsRed-GABARAPLL1 Ampicilline/G418
laboratoire
ps701ts-ori-SV40gT Fourni Protéine grand T du SV40 Ampicilline/Zéocine
pcDNAS.1/FRT:FLAG- Disponible au FLAG-GABARAPLI1-
Ampicilline/Hygromicyne
GABARAPLI1-G116A-6HIS laboratoire G116A-6HIS

pcDNA3.1:FLAG-
GABARAPLI1-6HIS

Disponible au

laboratoire

FLAG-GABARAPLI-6HIS

Ampicilline/Hygromicyne

Construit au cours

pGABARAP-GFP ] GABARAP-GFP Kanamycine/G418
de ce travail
Construit au cours
pGFP-GABARAP GFP-GABARAP Kanamycine/G418
de ce travail
Construit au cours
pGABARAPL1-G116A-GFP GABARAPL1-G116A-GFP Kanamycine/G418
de ce travail
Construit au cours
pGABARAP-G116A-GFP GABARAP-G116A-GFP Kanamycine/G418

de ce travail

Tableau 3 : Liste des vecteurs utilisés.
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Le vecteur pcDNA3.1:FLAG-GABARAPLI1-6HIS a été construit au laboratoire. Ce
vecteur comporte les génes de résistance a I’ampicilline et a ’hygromycine. Il a été utilisé
pour créer la lignée stable MDA-MB231 surexprimant la protéine FLAG-GABARAPLI-
6HIS.

1-3)-Vecteurs construits pour ce travail de these

PGABARAP-GFP et pGFP-GABARAP
Ces vecteurs codent les protéines de fusion GFP dans lesquelles la protéine

GABARAP a été placée en amont ou en aval de la GFP. Pour construire ces différents
vecteurs, ’ADNc de gabarap a été¢ amplifié par PCR a partir du vecteur pGEX4T2-
GABARAP. Les amorces spécifiques comportant des sites de restriction définis sont décrites
dans le tableau 4. Les fragments PCR ont ensuite été digérés par les enzymes de restriction
citées dans le tableau puis clonés en phase avec la séquence du gene de la GFP dans les
vecteurs pEGFP-C1 et pEGFP-N3. Les vecteurs recombinants ont ensuite été vérifi€és par

séquencage (Applied Biosystems, Genetic Analyzer 3130).

pPGABARAPL1-G116A-GFP et pPGABARAP-G116A-GFP
Les vecteurs pGABARAPLI1-G116A-GFP et pGABARAP-G116A-GFP ont été

obtenus par mutagenese dirigée a partir des vecteurs pPGABARAPL1-GFP et pGABARAP-

GFP, respectivement selon le protocole décrit ci-apres.
2)-Protocoles

2.1)-Amplification d’ADN par PCR

Les réactions de PCR ont été réalisées dans un volume final de 25 pL de tampon de
réaction contenant 200 uM de dNTP, 0,2 uM de chaque amorce, 1,5 mM de MgCl,, 15 ng de
matrice ADN et 1 U de GoTaq polymérase (Promega, M8305). Les mélanges réactionnels ont
ensuite été placés dans un thermocycleur (Applied Biosystems, GeneAmp PCR System
9700). Le programme utilisé pour I’amplification de I’ADNc gabarap comprend une étape de
2 min a 92°C puis 30 cycles composés d’une étape de dénaturation pendant 30 s a 92°C,
d’une étape d’hybridation pendant 30 s a 55°C et d’une étape d’élongation pendant 1 min et

30sa72°C.

89


https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2&catID=600528

2.2)-Electrophoreése sur gel d’agarose

Apres dilution dans un tampon de charge 1X (3 mM Bleu de bromophénol, 1.5 M
Saccharose, 10 mM Tris-HCI pH 8) et chargement sur un gel d’agarose 1 %, les fragments
PCR ont migré a 50 V pendant 40 min dans un tampon TAE (40 mM Tris-acétate pH 8, ] mM
EDTA). L'ADN a été révélé par un bain de 15 min dans une solution de bromure d’éthidium
(BET) (0,5 pg/ml). Le marqueur de taille utilisé est le 1 kb DNA Ladder Plus (Invitrogen,
10787018).

2.3)-Clonage des fragments PCR

Les fragments PCR ou les vecteurs plasmidiques ont été incubés pendant 2 h a 37°C
avec | unité d’enzyme par microgramme d'ADN dans le tampon indiqué par le fournisseur
(Fermentas). Apres séparation des produits de digestion par électrophorese selon le protocole
décrit précédemment, les fragments correspondant aux vecteurs et aux inserts digérés ont été
découpés et purifiés avec le Kit Nucleospin Extract II (Macherey-Nagel, 740609) selon les
recommandations du fournisseur. Les ligatures des fragments PCR et des vecteurs pEGFP-C1
et pPEGFP-N1 digérés ont été effectuées pendant 1 nuit a 4°C en présence de 50 ng de vecteur,
150 ng du produit de PCR et 1 unité de T4 ADN ligase (Fermentas, EL0011) dans le tampon

de réaction recommandé par le fournisseur (Fermentas).

2.4)-Transformation des bactéries compétentes

Les bactéries E. coli compétentes (50 ul de JIM109) ont ét€ incubées pendant 30 min
sur glace avec 10 a 100 ng d'ADN de la réaction de ligature. Un choc thermique a 42°C a été
réalisé pendant 1 min puis les bactéries ont été replacées sur glace pendant 2 min. Les
bactéries ont ensuite été incubées pendant 2 heures a 37°C dans 950 pl de milieu Luria
Bertani [1% (p/v) Tryptone, 0,5% (p/v) extrait de levure, 1% (p/v) NaCl] puis étalées sur
milieu sélectif gélosé composé de LB-Agar (15 g/1) contenant de la kanamycine (50 pg/ml) ou
de Pampicilline (100 pg/ml). Apres 24 h a 37°C, les colonies bactériennes ont été
ensemencées dans 3 ml de milieu LB pendant 24 h a 37°C puis ’ADN plasmidique a été

purifié par le protocole de lyse alcaline décrit ci-dessous.

2.5)-Mini-préparation d’ADN plasmidique

Aprées centrifugation, le culot bactérien a été repris dans 100 pl d’une solution I (50

mM glucose, 25 mM Tris-Hcl pH 8, 10 mM EDTA) puis dans 200 ul de la solution IT (0,2 N
NaOH , 1% SDS) et 150 pl d’une solution III (5M acétate de sodium,11.5 % acide acétique
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glacial). L’ADN plasmidique a ensuite été purifié¢ par extraction phénolique, lavé et précipité

a I’éthanol puis repris dans 50 pl d’eau ultrapure.

2.6)-Séquencage

Le séquencage des ADN plasmidiques a été réalisé par Fabrice Poncet (Plateforme
séquencage, IFR133) selon la méthode de Sanger (Sanger et al, 1977) au moyen d’un

séquenceur automatique (Applied Biosystems, Genetic Analyser 3130).

2.7)-Maxi-préparation d’ADN plasmidique

La purification des plasmides a été effectuée a partir de 200 ml de culture bactérienne
d’une nuit & 37°C et sous agitation. L’extraction a été effectuée avec le kit Maxi-HiSpeed

(Quiagen, 12662) selon les recommandations du fournisseur.

. . Application /
Nom amorce Matrice Séquence . L
Sites restriction
For-GABARAP-BglIl pGEX4T2-GABARAP 5’-ttttttagatctaagttcgtgtacaaagaag-3’ Clonage / Bglll
Rev-GABARAP-EcoRI pGEX4T2-GABARAP 5’-ctgctttcacagatgccagacattattccgeggtttttt-3° Clonage / EcoRI
For-GABARAP-Xhol pGEX4T2-GABARAP 5’-ttttttctcgagatgaagttegtgtacaaagaag-3’ Clonage / Xhol
Rev-GABARAP-Sacll pGEX4T2-GABARAP 5’-ctgctttcacagatgccagacggegectttttt-3° Clonage / Sacll

For-GABARAPL1GA-GFP pGABARAPLI-GFP 5’-cctatagtgatgagagtgtctatgccaaaccgegggeccggg-3’ Mutagenese dirigée

Rev-GABARAPLIGA-GFP | pGABARAPLI-GFP 5’-ccecgggeccgeggtttcgeatagacactctcatcactatagge-3’ Mutagenese dirigée
For-GABARAPGA-GFP pGABARAP-GFP 5’-gaaagtgtctacgctctgecgegegee-3’ Mutagenese dirigée
Rev-GABARAPGA-GFP pGABARAP-GFP 5’-ggceccgeggeagagegtagacacttte-3’ Mutagenese dirigée

Tableau 4 : Amorces utilisées pour les réactions de PCR. Les sites de restriction inclus dans les amorces sont soulignés.

3)-Mutagenese dirigée

Les vecteurs pGABARAPLI-G116A-GFP et pGABARAP-G116A-GFP ont été
construits par la technique de mutagenese dirigée. Cette technique est basée sur ’utilisation
de deux oligonucléotides complémentaires contenant le codon muté et s’hybridant sur chacun
des deux brins du plasmide d’intérét utilisé comme matrice. Apres amplification par la pfu
DNA polymérase du fragment, ’ADN parental est digéré par I’enzyme Dpnl (Fermentas,
ER1701) digérant spécifiquement I’ADN plasmidique bactérien méthylé utilis€ comme
matrice. Cette enzyme ne digere donc pas les brins néosynthétisés par PCR qui seront ensuite
utilisés pour la transformation de bactéries compétentes. Dans les protéines de fusion

GABARAPLI-GFP et GABARAP-GFP, la glycinel 16, codée par les codons GGG et GGT, a
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été remplacée par une alanine codée par les codons GCG ou GCT. Pour ces expériences, nous
avons utilisé le kit commercial de Stratagene (200521) selon les recommandations du
fournisseur. Les amorces utilisées pour créer les mutations ponctuelles sont décrites dans le
tableau 6. Bricvement, les réactions PCR ont été effectuées dans un volume final de 50 uL de
tampon 1X pfu ultra AD contenant 10 mM de dNTP, 10 ng de matrice (ADN plasmidique),
10 uM de chaque amorce et 1 U de pfu ultra AD. Le programme utilis€ comprend une étape
de 2 min a 95°C puis 18 cycles composés d’une étape de dénaturation pendant 30 s a 95°C,
d’une étape d’hybridation pendant 1 min a 55°C et d’une ¢étape d’élongation pendant 6 min a
72°C. 40 pl des produits de PCR ont ensuite été digérés par I’enzyme Dpnl pendant 2 h a
37°C dans le tampon recommandé par le fournisseur (Fermentas). Les ADN digérés (15 ul)
ont ensuite été€ incubés avec 100 pl de bactéries IM109 compétentes comme cela a été€ décrit
précédemment. Les plasmides amplifiés ont été extraits par lyse alcaline, analysés par
¢lectrophorése sur gel d’agarose et la présence des mutations ponctuelles dans les différents

vecteurs recombinants a été confirmée par séquencgage.

II-Culture cellulaire

1)-Entretien des cellules

La lignée cellulaire Flp-in-HEK293 (Human Embryonic Kidney cells, cellules
humaines embryonnaires de rein, Invitrogen, R75007) est une lignée stable contenant le
vecteur pFRT/lacZeo intégré au sein de son génome. Ce vecteur contient un site FRT (Fip
recombination target issu de Saccharomyces cerevisiae) et un gene de fusion lacZ/zéocine
codant la B-galactosidase et une résistance a un antibiotique, la zéocine.

Les cellules Flp-in-HEK?293 et les cellules MDA-MB231 (MD Anderson Hospital-
Bruce Mackay, cellules humaines dérivées de cancer du sein) ont été cultivées dans un milieu
complet DMEM (Dulbecco’s Minimum Essential Medium, Invitrogen, 11880) additionné de
10 % de SVF (Sérum de Veau Fcetal, Invitrogen, 10270-106), 1 % de L-glutamine
(Invitrogen, 25030-032) et un cocktail d’antibiotiques (100 pg /ml pénicilline, 100 pg/ml
streptomycine et 0,25 pg/ml amphotéricine B, Invitrogen, 15140 et 15290).

Les cellules MCF7 (Michigan Cancer Foundation, cellules humaines dérivées de
cancer du sein) ont été cultivées dans un milieu DMEM supplémenté de 5 % de SVF, 1 % de
L-glutamine et un cocktail d’antibiotiques (100 U/ml pénicilline, 100 pg/ml streptomycine et

0,25 pg/ml amphotéricine B).
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Toutes les cellules ont été cultivées a 37°C et en atmosphere humide a 5% de CO, et
sous-cultivées deux fois par semaine. Pour cela, les cellules ont été lavées avec 3 ml de
Hank’s-EDTA 0,03% puis décrochées de leur support a 1’aide de trypsine. Apres ¢limination
du Hank’s-EDTA, les cellules ont été incubées avec 2 ml de trypsine et placées a 37°C
pendant 10 min. L’action de la trypsine a été ensuite inhibée par ajout de 8 ml de milieu frais
puis les cellules ont été comptées sur cellule de Malassez afin d’ensemencer la quantité

nécessaire de cellules dans 10 ml de milieu complet dans une nouvelle boite de culture.

2)-Congélation et décongélation

Les cellules ont été congelées a partir de subcultures atteignant 60 % de confluence.
Les cellules ont été¢ décollées par la trypsine, centrifugées a 115 g pendant 10 min puis le
culot cellulaire a été repris dans 1 ml de milieu de congélation (50 % DMEM, 40 % SVF, 10
% DMSO). Les cellules ont ensuite été placées dans des cryotubes puis dans une boite de
congélation (Nalgen, 5100-0001) contenant de 1’isopropanol, elle-méme placée a -80°C afin
de permettre une baisse progressive de température et donc une congélation lente des cellules.
Le lendemain, les cryotubes ont été placés dans des tanks a azote liquide d’une température de
—196°C pour permettre un stockage de longue durée des lignées cellulaires.

Pour la décongélation, les cryotubes ont été placés, des la sortie de 1’azote liquide,
dans un bain marie a 37°C. Une fois la suspension cellulaire décongelée, les cellules ont été
transférées dans 10 ml de milieu complet, centrifugées a 115 g pendant 10 min puis le culot
cellulaire a été repris dans 10 ml de milieu complet et placé dans une boite de 10 cm de
diametre. Le lendemain, le milieu de culture a été éliminé puis remplacé par 10 ml de milieu

complet.
3)-Transfection cellulaire

3.1)-Transfection transitoire

Les cellules HEK293 ont été transfectées par les vecteurs suivants : pEGFP, pGFP-
GABARAPL1, pGABARAPLI-GFP,  pGABARAPLI-GI116A-GFP et pDsRed-
GABARAPLI. Les cellules ont été transfectées avec 500 ng de vecteur et 1 ul de liposomes
Transfast (Promega, E2431) selon les recommandations du fournisseur. Aprés 1 h
d’incubation avec les complexes ADN-liposomes, le milieu de transfection a été remplacé par

3 ml de milieu complet puis les cellules ont été de nouveau placées a 37°C pendant 48 h.
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Les cellules MEF:ATG5™" et sauvages (gracieusement fournies par le Pr. Mizushima,
Tokyo Medical and Dental University) ont été transfectées par le vecteur pDsRed-
GABARAPLI a I’aide de Transfast comme décrit précédemment.

Pour les expériences de western-blotting, les cellules ont été ensemencées dans des
plaques de 6 puits a raison de 400 000 cellules par puits, transfectées le jour suivant puis
récoltées 48 h apres la transfection.

Pour les expériences de microscopie confocale, les cellules ont été, soit ensemencées
dans des chambres a deux puits Lab-Tek a raison de 80 000 cellules par puits, soit sur des
lamelles de verre dans des plaques de 6 puits a raison de 400 000 cellules par puits. Les

cellules ont été transfectées le jour suivant puis analysées 48 h apres la transfection.

3.2)-Transfection stable

Pour les transfections stables, les cellules ont €té ensemencées dans des boites de 10
cm de diametre 2 raison de 10° cellules par boite. Le jour suivant, les cellules ont été
transfectées avec 20 pg de vecteur et 40 pg de transfast. Aprés 3 h d’incubation avec les
cellules, les complexes ADN-liposomes ont été remplacés par 8 ml de milieu complet puis les
cellules ont ét€ de nouveau placées a 37°C. Le jour suivant, les cellules ont été trypsinées puis
ensemencées dans trois nouvelles boites de 10 cm de diametre a des dilutions différentes
(1/10°™, 1/3 et 1/2).

A partir de cette étape, les cellules ayant intégré le plasmide d’intérét dans leur
génome ont été sélectionnées dans du milieu complet contenant I’antibiotique de sélection
jusqu’a I’apparition de clones stables. Les clones isolés ont ensuite été prélevés et ensemencés
successivement dans des plaques de 24 puits, de 6 puits puis dans des boites de 10 cm de
diametre. L’expression des protéines d’intérét dans les différents clones a ensuite été testée
par western-blotting et seuls les clones positifs ont été retenus et maintenus en culture dans du

milieu complet supplémenté de 100 pg/ml d’antibiotique de sélection.

4)-Lignées cellulaires établies

Au cours de ce travail de thése, j’ai établi plusieurs lignées cellulaires stables décrites
ci-dessous et surexprimant pour la plupart d’entre elles des protéines de fusion

GABARAPLI.
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4.1)-HEK293:Flag-GABARAPL1-G116A-6his

Cette lignée a été obtenue grace au systeme Flp-in développé par la société Invitrogen.
Ce systeme permet d’obtenir rapidement des clones stables en facilitant I’intégration d’un
transgeéne au niveau d’une position spécifique du génome des cellules HEK293 contenant des
sites de recombinaison FRT a 1’aide de la Flp recombinase surexprimée dans les cellules lors
de la transfection. La lignée Flp-in-HEK293 a donc été co-transfectée par 2 ug du vecteur
recombinant pcDNAS/FRT-Flag-GABARAPL1-G116A-6his et 18 pg du vecteur pOG44
codant la Flp recombinase en présence de Transfast. La sélection des clones stables a été
effectuée en présence de 400 pg/ml d’hygromycine puis les clones positifs ont été maintenus

dans du milieu complet additionné de 100 pg/ml d’hygromycine.

4.2)-HEK293:GFP et HEK293:GFP-GABARAPL1

Les lignées HEK293 surexprimant la protéine GFP ou GFP-GABARAPLI ont été
établies par transfection stable a partir des cellules HEK293 et des vecteurs pEGFP-C1 et
pGFP-GABARAPLI, respectivement. La sélection des clones stables a été réalisée en
présence de 400 ug/ml de G418 puis les clones positifs ont été cultivés dans du milieu

complet additionné de 100 pg/ml de G418.

4.3)-HEK293:DsRed-GABARAPL1 et MCF-7:DsRed-GABARAPL1

Les lignées HEK293 et MCF7 surexprimant la protéine de fusion DsRed-
GABARAPLI1 ont été établies par transfection stable a partir des cellules HEK293 et MCF7
et du vecteur pDsRed-GABARAPLI. La sélection des clones stables a été réalisée en
présence de 400 pg/ml de G418 puis les clones positifs ont été cultivés dans du milieu

complet additionné de 100 pg/ml de G418.

4.3)-MDA-MB231:FLAG-GABARAPLI1-6his

La lignée MDA-MB231 surexprimant la protéine de fusion FLAG-GABARAPL]1-6his
a été établie par transfection stable des cellules MDA-MB231 par le vecteur pcDNA3.1:Flag-
GABARAPLI-6his. La sélection des clones stables a été effectuée en présence de 400 pug/ml
d’hygromycine puis les clones positifs ont été maintenus dans du milieu complet additionné

de 100 pg/ml d’hygromycine.
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5)-Immortalisation des cellules MEFs:GABARAP™

Les cellules MEF:GABARAP™ ont été obtenues a partir de souris knock-out
129/SvEv-C57BL/6 dans lesquelles le gene gabarap a été invalidé par la technique du gene
trap (O'Sullivan et al., 2005). Ces souris nous ont été gracieusement envoyées par le Pr.

Heinrich Betz (Max-Planck Institute for Brain Research, Allemagne).

5.1)-Isolement des MEF

Les cellules ont été extraites a partir d’embryons au stade E14,5. Pour cela, les
embryons ont ét¢ isolés puis débarrassés du cceur et du foie ainsi que de la téte. Ils ont ensuite
été lavés 3 fois avec du PBS 1X stérile (0,17 M NaCl, 3,3 mM KCI, 10 mM Na,HPO,, 1,8
mM KH,POj) puis incubés par groupe de 4 embryons dans 12 ml d’une solution glaciale de
0,25 % trypsine-0,02 % EDTA (soit I’équivalent de 3 ml de trypsine par embryon) pendant
une nuit a 4°C. Le lendemain, les embryons ont été incubés pendant 30 min a 37°C dans deux
volumes de solution de trypsine puis 8 ml de milieu de culture frais ont été ajoutés. Les tissus
ont alors été homogénéisés puis laissés s€dimenter par gravité pendant 1 min. Le surnageant a
alors été transféré dans un nouveau tube. Cette opération d’homogénéisation a été reproduite
une deuxieme fois puis le surnageant a été additionné au précédent. Les cellules ont ensuite
été ensemencées dans plusieurs boites de 10 cm de diametre.

Les cellules MEF:GABARAP” ont été cultivées dans du milieu complet (DMEM
additionné de 10% SVF, 1% L-glutamine, 100 U/ml pénicilline, 100 pg/ml streptomycine,
0,25 pg/ml amphotéricine B) a 37°C et 5% de CO, sous atmosphere humide pendant les
stades primaires (passages 1 a 5). A chaque passage, une partie de ces cellules a été congelée
dans de I’azote liquide pour conservation selon le protocole décrit précédemment et une autre
partie a été utilisée pour les protocoles d’immortalisation spontanée et d’immortalisation par

I’antigéne T du SV40 décrits ci-dessous.

5.2)-Immortalisation spontanée des MEF

L’immortalisation spontanée des cellules MEF:GABARAP” consiste en une série de
passages de ces cellules leur permettant d’acquérir au cours des différentes divisions
cellulaires des mutations pouvant affecter leur cycle cellulaire. Un autre élément tres
important dans ce processus d’immortalisation spontanée est 1’activité de la télomérase, une

enzyme nécessaire pour le maintien de la longueur des chromosomes. Ainsi, les cellules
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s’immortalisant spontanément voient leur cycle cellulaire déréglé et la longueur de leurs
télomeres stabilisée.

Le protocole d’immortalisation spontanée utilisé est similaire a celui décrit par
Aaronson et Todaro (Aaronson & Todaro, 1968). Brievement, le milieu de culture a été
éliminé, les cellules ont été lavées 3 fois avec du PBS 1X puis trypsinées. Les cellules ont
ensuite €été centrifugées a 115 g pendant 10 min, comptées puis ensemencées a une
concentration de 380 000 cellules par flasque de 25 cm?’. Ce protocole a été répété tous les 3

jours jusqu’au passage 22 puis les cellules ont été passées tous les 6 jours jusqu’a I’activation

de leur prolifération signifiant leur immortalisation.

5.3)-Immortalisation des MEF par I’antigéne grand T du virus SV40

Brievement, des cellules MEF primaires (106) ont été transfectées de manicre stable
par le vecteur codant 1’antigéne grand T du virus SV40 (Simian Virus 40, 20 pg) et le
composé de transfection Jet Prime (40 pl, Polyplus transfection, 114-07) selon les
recommandations du fournisseur. Le jour suivant, les cellules ont été trypsinées et
ensemencées en plusieurs boites de 10 cm de diametre comme cela a été décrit dans le
paragraphe 3.2 "Transfection stable". Les clones stables ont ensuite été isolés et I’expression
de la protéine grand T du virus SV40 a été vérifiée par western-blotting. Cette protéine étant

thermolabile, les cellules ont été cultivées a 33°C pendant toute la durée du protocole.

6)-Test de viabilité cellulaire

Ce test repose sur l’action enzymatique des protéines mitochondriales a activité
succinate déshydrogénase (SDH) dépendante des cofacteurs NADH et NADPH des cellules
vivantes (Mosmann, 1983). Ces enzymes sont capables de métaboliser le sel de tétrazolium
dénommé MTT [1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan, Thiazolyl blue
formazan, Sigma, M2003] de couleur jaune initiale en un produit de couleur violette, le
formazan. L’intensité de cette coloration est proportionnelle au nombre de cellules vivantes.
La lecture de 1’absorbance se fait a une longueur d’onde comprise entre 490 et 600 nm.

Les cellules MCF-7 parentales et MCF-7:Flag-GABARAPLI1-6HIS surexprimant la
protéine GABARAPLI1 ont été ensemencées dans du milieu complet (100 ul par puits) en 10
plaques de 96 puits a raison de 2 000 cellules par puits. Tous les jours suivant
I’ensemencement, le nombre de cellules présentes dans chaque puits d’une plaque a été
quantifié. Pour cela, 50 ul de MTT (1 mg/ml) dilué dans une solution de dilution (Hank’s, 1
% Phenazine MethoSulfate) ont été ajoutés dans chaque puits. Apres 2 h d’incubation a 37°C
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en atmosphere humide controlée en CO, (5%), I’intensité de la couleur violette a été estimée
par mesure de I’absorbance a 450 nm a ’aide d’un lecteur de microplaques (ELX800 Bio-Tek

instruments).

7)-Traitement chimiques des cellules

Pour toutes les stimulations, les cellules ont été ensemencées dans des plaques de 6
puits a raison de 500 000 cellules par puits. A 70% de confluence, les cellules ont été traitées
par les différents composés cités dans le tableau 5. Les concentrations de chaque composé et

la durée des traitements sont décrites dans le tableau 5.

7.1)-Inducteurs et inhibiteurs de I’autophagie

Le processus d’autophagie est caractérisée par la formation de vésicules
intracellulaires appelées autophagosomes englobant une partie du cytosol. Ces vésicules
fusionnent ensuite avec les lysosomes pour induire la dégradation de leur contenu et son
recyclage. L autophagie est donc la somme de deux flux intracellulaires correspondant : 1) a
la formation des vésicules et, 2) a leur dégradation apres fusion avec les lysosomes. Les
molécules incorporées dans ces vésicules, telle que p62, ou liées a ces vésicules, telle que
GABARAPLI, suivent donc également ce flux. Pour déterminer si une protéine est dégradée
par autophagie, il convient donc soit : 1) d’activer I’autophagie, 2) inhiber la dégradation des
vésicules dans les lysosomes ou, 3) activer et inhiber ces deux phénomenes.

Pour I’induction de I’autophagie, nous avons traité les cellules soit par ’EBSS (Earl’s
Balanced Salt Solution, Sigma, E3024) soit par la Rapamycine (Sigma, R8781) (Munafo &
Colombo, 2001; Sarbassov et al, 2006). L’EBSS est une solution saline dépourvue de
nutriments qui entraine une carence nutritionnelle et induit 1’autophagie. La rapamycine quant
a elle est un inhibiteur de 1’activité de la kinase mTOR (mammalian Target of Rapamycine).
L’inhibition de mTOR permet I’hypophosphorylation d’ATG13 et donc I’induction de
I’autophagie (Kamada et al, 2000). Pour I’inhibition de la dégradation lysosomale, nous
avons utilisé les composés suivants :

- NH4Cl (Chlorure d’ammonium, Sigma, AO171 ): un agent lysosomotropique qui
inhibe 1’action des protéases lysosomales par 1’augmentation du pH intra-lysosomal (Poole et
al., 1977) (Bampton et al., 2005) ;

- Bafilomycine A1 (Sigma, B1793) : décrite pour bloquer les pompes V-ATP ases et
inhiber la fusion des autophagosomes avec les lysosomes (Yamamoto et al., 1998) (Crider et
al., 1994) ;

98



- E64d et Pepstatine (Sigma, E8640 and P5318): des inhibiteurs des enzymes
lysosomales. La pepstatine inhibe les protéases acides telles que la pepsine, la rénine, la
cathepsine D et les protéases B. L’E64d inhibe les calpaines et les protéases a thiol (Tamai et
al., 1986; Ueno et al., 1999) (Umezawa et al., 1970).

Afin d’étudier le flux autophagique, les cellules ont été traitées simultanément avec
des inhibiteurs de I’activité lysosomale et des activateurs de I’autophagie. Pour cela, les
cellules ont été incubées en présence de Bafilomycine A1 (200 nM pendant 12 h) puis avec de
la Rapamycine (10 uM) ou de ’EBSS pendant 4 h supplémentaires. Le traitement par la
Rapamycine (10 uM) ou I’EBSS en présence de E64d/Pepstatine (10 ug/ml) a été effectué
pendant 4 h.

7.2)-Drogues anti-cancéreuses

Pour étudier la régulation de I’expression ou de la stabilit¢ de la protéine
GABARAPLI1 dans les cellules cancéreuses, nous avons notamment trait€ ces cellules avec
différentes molécules utilisées actuellement en thérapie anti-cancéreuse :

- Bortezomib (Euromedex, Sc217785) : un inhibiteur réversible du protéasome ;

- Docetaxel (Euromedex,D-1000) : un composé chimique qui inhibe la dépolymérisation des

microtubules.
Composé Action connue Concentration | Durée (h)
Rapamycine Inducteur de 1’autophagie 10 uM 4
NH4Cl Inhibiteur des enzymes lysosomales 50 mM 2
BafilomycineAl Inhibiteur des enzymes lysosomales 500 nM 24
E64d/pepstatine Inhibiteur de ’activité lysosomale 10 pg/ml 4
Bortezomib Inhibiteur du protéasome 25 mM 15
Docetaxel Inhibiteur de la dépolymérisation des microtubules 9 ng/ml 48

Tableau 5: Concentrations et durées des traitements des différentes molécules utilisées.
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8)-Marquage des cellules et microscopie confocale

8.1)-Marquage des lysosomes

Les cellules HEK293 ou MCF7:DsRed-GABARAPLI1 ont été ensemencées a raison
de 80 000 cellules par puits dans des chambres Lab-Tek (Nunc, 663081). 48 heures apres
ensemencement, le milieu de culture a été éliminé puis remplacé avec du milieu complet frais
contenant 50 nM de Lysotracker green (Invitrogen, L7526), un fluorophore spécifique des
compartiments acides et plus particulierement des lysosomes. Les cellules ont ensuite été
placées a 37°C pendant 1 h puis observées par microscopie confocale a une longueur d’onde
d’excitation de 504 nm et une longueur d’onde d’émission de 511 nm. L’ADN des noyaux
des cellules a ét¢ marqué avec 1’agent intercalant Hoechst 33258 (Sigma, 861405) (2 pg/ml)
puis observé au microscope confocal a une longueur d’onde d’excitation de 343 nm et a une

longueur d’onde d’émission de 405 nm.

8.2)-Microscopie confocale

Pour la microscopie confocale, les cellules ont été observées a 1’aide du microscope
Olympus FluoView FV1000 disponible au sein de la plateforme microscopie de I’'IFR 133. Ce
microscope comprend 4 lasers pouvant émettre des lumiéres d’excitation aux différentes
longueurs d’ondes suivantes : 405, 458-488-514, 543 et 633 nm. Les longueurs d’ondes 405,
488 et 543 nm correspondent aux longueurs d’ondes d’excitation du Hoescht 33258, de la
GFP et de la DsRed, respectivement. Les images ont été capturées a 1’aide du logiciel FV-

Viewer Olympus puis traitées avec le logiciel Adobe Photoshop 9.0.

ITI-Biochimie des protéines

1)-Extraction des protéines a partir de cellules

1.1)-Fractionnement sub-cellulaire

Six boites de culture de 10 cm de diametre de cellules HEK293:FLAG-GABARAPLI1-
6HIS ont été ensemencées 2 raison de 10° cellules par boite. Trois jours plus tard, trois boites
ont été gardées dans du milieu complet et 3 boites ont été stimulées avec 50 mM NH4Cl
pendant 2 h. Les cellules ont été lavées 3 fois avec du PBS 1X, collectées mécaniquement a
I’aide d’un grattoir et centrifugées a 115 g pendant 10 min. Le culot a ensuite été repris dans 1

ml de Tampon de lyse (PBS 1X additionné de 25 mM PMSF) puis soniqué 4 fois pendant 5 s
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(Sonics and Materials, USA) puis le lysat total a été centrifugé de nouveau a 115 g pendant 10
min pour sédimenter les noyaux.

Le surnageant a ensuite été soumis a une ultracentrifugation a 100 000 g pendant 30
min puis le surnageant a été transféré dans un nouveau tube et placé a 4°C alors que le culot a
été repris dans 1 ml de Tampon de lyse, soniqué 4 fois pendant 5 s, puis de nouveau soumis a
une étape d’ultracentrifugation. Finalement le culot a été repris dans 200 pul de Tampon de
lyse. La concentration en protéines de chaque fraction a été déterminée par la méthode de

Bradford avant conservation a -80°C.

1.2)-Lyse des cellules

Selon les expériences réalisées, deux protocoles d’extraction des protéines ont été
utilisés.

Premier protocole : les cellules ont ét€ poolées apres trypsinisation puis centrifugées
pendant 10 min a 115 g. Les culots ont ensuite été repris dans un volume approprié de
Tampon de lyse SDSLB1X [SDS Loading Buffer, 78 mM Tris-HCI (pH 6,8), 2,5 % SDS
(p/v), 12,5 % glycérol (v/v), 6,25 % B-mercaptoéthanol (v/v), 0,025 % bleu de bromophénol
(p/v)] puis les extraits protéiques ont €té€ soniqués (30 pulses, Sonics and Materials, USA) et
congelés a -80°C jusqu’a leur utilisation.

Second protocole : les cellules ont été lysées dans la boite ou le puits de culture avec
un Tampon de lyse (50 mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, Triton X100 1%)
contenant un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Sigma, P8340) pendant 15 min a 4°C sous
agitation douce. Les cellules ont ensuite été récoltées puis centrifugées a 10 000 g pendant 10
min. La concentration en protéines du surnageant a été déterminée par la méthode de Bradford

avant conservation a -80°C.
2)-Extraction de protéines a partir de tissus

2.1)-Méningiomes

Lors de cette étude, nous avons analysé 22 méningiomes (21 de grade I et 1 de grade
IT) et 1 méninge saine obtenus de la Tumorotheque de Besancon. Les caractéristiques des
méningiomes sont détaillées dans le tableau 7 dans la partie Résultats. Ces échantillons ont
été prélevés par les neurochirurgiens du CHU Minjoz et placés dans une coupelle de liquide
physiologique refroidi a 4°C avant congélation dans de 1’azote liquide. Les échantillons ont

été conservés a -80°C jusqu’a extraction des protéines totales.
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2.2)-Tumeurs du sein

Lors de cette étude, nous avons analysé 10 biopsies de tumeurs du sein (50 mg
environ) obtenues aupres du Centre Georges-Francois Leclerc (CGFL) de Dijon. Les tumeurs
appartiennent a 4 sous-types différents : luminal A (2), luminal B (2), HER2 positive (4) et
basal (2).

3)-Protocole d’extraction et de dosage des protéines

Pour I’extraction des protéines totales a partir de biopsies, 30 mg de tissu et le kit
d’extraction Total RNA and Protein Isolation (Macherey-Nagel, 740933) ont été utilisés.
L’extraction a ¢été effectuée selon les recommandations du fournisseur. Ce kit permet
I’extraction en parallele des protéines et des ARN totaux. La concentration en protéines des
échantillons a été¢ déterminée grace au kit BCA Protein Quantification Assay (Macherey-
Nagel, 740967).

Le dosage des protéines a été effectué selon la méthode de Bradford (Bradford, 1976)
en référence a une gamme de BSA (Bovine Serum Albumin) de concentrations connues.
Briévement, 800 ul d’eau, 200 pl du réactif de Bradford (Biorad, 500-0006) et 5 ul
d’échantillon ou la quantité appropriée en BSA ont été mélangés puis 1’absorbance a été

déterminée a la longueur d’onde de 595 nm.

4)-Western-blotting

Les protéines de chaque échantillon ont été préparées dans du tampon de charge
SDSLBI1X puis dénaturées pendant 3 min a 100°C avant d'étre chargées sur un gel SDS-
PAGE 12,5 ou 15 % a l’aide du systtme Mini Protean Gel m® (Biorad, 165-8001). La
migration a été effectu¢e dans le tampon d’électrophorese (25 mM Tris-HCI; 0,2 M glycine;
0,1 % SDS) sous une tension de 100-200V.

Les protéines ont ensuite été transférées sur une membrane de polyvinylidene
difluoride PVDF 0,2 uM (Biorad, 162-0177) préalablement incubée dans du methanol
pendant 2 min. Le transfert a été effectué dans le tampon de transfert [10% méthanol (v/v) ;
25 mM Tris-HCI; 192 mM glycine] a 100V pendant 1 h et a froid a 1’aide du systéme Mini
Trans Blot® (Biorad, 170-3910). La membrane a ensuite été placée 1 h a température
ambiante, sous agitation lente, dans une solution de saturation [TBS pH 7.4 (Tris 199 mM ;

HCl gsp pH 7,4 ; NaCl 1,36 mM) Tween 0,1 % ; régilait 5 %]. Les anticorps primaires dilués
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dans la solution de saturation ont été mis au contact des membranes pendant une nuit a 4°C.

L’ensemble des anticorps primaires utilisé€s est décrit dans le tableau 6 ci-dessous.

Apres 3 lavages au TBS-Tween 0,1%, les anticorps secondaires monoclonaux de

chevre anti-Ig de souris (Paris, BI2413C) et de cheévre anti-IgG de lapin (Paris, BI2407), tous

les deux conjugués a la peroxydase de Raifort (dilués au 1/ 20 000°) ont été mis en présence

des membranes pendant 1 h a température ambiante dans une solution de TBS-Tween 0,1%

contenant 0,5 % de régilait. Les membranes ont alors été lavées 3 fois avec une solution de

TBS-Tween 0,1% puis placées dans une cassette de révélation et recouvertes chacune par 1

mL de réactif ECL Plus (GE Healthcare Life Sciences, RPN2132) pendant 5 min puis

recouvert en chambre noire d’un film photosensible (GE Healthcare, 28906837). Les films

autoradiographiques mis en contact de la membrane ont ensuite été placés dans un bain de

révélateur (Sigma, P7042) jusqu’a apparition des signaux, rincés a l’eau distillée puis

finalement dans un bain de fixateur (Sigma, P7167).

Anticorps Références Dilution Espece
anti-GABARAPL1 Chemicon Millipore, AB15278, 1/2000° Lapin
CHEM-CENT
anti-GABARAPLI1 ProteinTech Group, 11010-1-AP, 1/1000° Lapin
PTG-FL
anti-GABARAPL1 ProteinTech Group, 11010-1-AP, 1/1000° Lapin
PTG-NTER
anti-Actine Sigma, 20-33 1/3000° Lapin
anti-GFP Chemicon Millipore, AB3080 1/5000° Lapin
anti-Atg4B Sigma, A2981 1/1000° Souris
anti-LC3 Novus Biologicals, NB100-2220 1/2000° Lapin
anti-CD71 Santa-cruz, sc65882 1/1000° Souris

Tableau 6 : Anticorps primaires utilisés pour la détection des protéines.
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Résultats/Discussion
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I-GABARAPL1 (GEC1) est associée a des vésicules autophagiques

La protéine GABARAPLI est une protéine homologue de la protéine Atg8 de levure
qui appartient a la sous-famille des protéines GABARAP. Elle présente une forte identité de
séquence avec ces différentes protéines ainsi que des similarités structurales. Toutes ces
protéines possedent un résidu trés conservé : une glycine en position 116 a leur extrémité
carboxy-terminale. Dans la littérature, il a été rapporté que ce résidu glycine est essentiel pour
leur implication dans le processus d’autophagie.

Ces protéines sont clivées des leur synthése par une famille d’endopeptidases appelées
Atg4 afin d’éliminer 1’acide aminé en derniere position C-terminale et exposer la glycine. Ce
clivage donne les formes matures de ces protéines dénommées -I. Cette glycine est ensuite
utilisée pour permettre la conjugaison des protéines sur un phospholipide via la formation
d’une liaison entre le COOH de la glycine et le groupement NH, d’une phosphatidylsérine ou
phosphatidyléthanolamine. Cette étape de conjugaison donne les formes lipidées de ces
protéines appelées -1I. Apres induction de 1’autophagie, les formes clivées des protéines de la
sous-famille GABARAP sont conjuguées a un phospholipide grace a deux enzymes : Atg7 et
Atg3. Les formes lipidées des protéines sont alors localisées au niveau de la membrane
externe ou interne des autophagosomes et participent a leur élongation.

Au début de ma these, en octobre 2008, ce mécanisme de maturation et de lipidation
ainsi que ’implication des protéines GABARAP au cours de 1’autophagie avait été démontré
pour tous les membres de la sous-famille excepté pour GABARAPLI. L’hypothese selon
laquelle GABARAPLI pouvait également €tre associée a la formation des autophagosomes a
constitué 1’objectif initial de mon travail. Les différents résultats obtenus ont montré pour la
premiere fois que :

- GABARAPLI est clivée des sa syntheése dans les cellules par la protéine AtgdB pour
donner la forme mature cytosolique, GABARAPLI-I;

- GABARAPLI est conjuguée a des phospholipides, apres induction de I’autophagie
ou inhibition de I’activit¢ du lysosome, permettant ainsi 1’apparition de la forme lipidée,
GABARAPLI-IT;

- La forme GABARAPLI1-II est présente dans les fractions membranaires des cellules
et absente des fractions cytosoliques ;

- GABARAPLI est associée a des vésicules intracellulaires et co-localise
partiellement avec la protéine GFP-LC3 ;

- GABARAPLI est localisée partiellement dans les lysosomes ;
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- GABARAPLI est associée a des vésicules d’autophagie puisque cette protéine est
relocalisée dans le cytosol des cellules MEF:Ath'/', des cellules au sein desquelles le

processus d’autophagie est totalement inhibé.
Les résultats de ces travaux sont présentés dans la publication suivante :
« GABARAPL1 (GEC1) associates with autophagic vesicles », Chakrama FZ., Seguin-Py

S., Legrand JN., Fraichard A., Delage-Mourroux R., Despouy G., Perez V., Jouvenot M. and
Boyer-Guittaut M., Autophagy, 2010, 6:4, 1-11.
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GABARAPL1 (GEC1) associates with autophagic
vesicles

Fatima Zahra Chakrama, Stéphanie Seguin-Py, Jaclyn Nicole Le Grand, Annick Fraichard, Régis Delage-Mourroux,
Gilles Despouy, Valérie Perez, Michéle Jouvenot and Michaél Boyer-Guittaut*

Université de Franche-Comté; Laboratoire de Biochimie; EA3922 “Estrogénes, Expression Génique et Pathologies du Systéme Nerveux Central”; IFR133;
U.F.R. Sciences et Techniques; Besangon, France

Key words: GEC1, GABARAPL1, GABARAP, LC3, autophagy, lysosome, HEK293, MCF-7

Abbreviations: Atg, autophagy-related genes; DMSO, dimethylsulfoxyde; EBSS, earle’s balanced salt solution; FBS, foetal bovine
serum; GABA , y-aminobutyric acid, type A; GABARAP, GABA, receptor-associated protein; GABARAPL1, GABARAPL2,
GABA, receptor-protein-like 1 and 2; GATE-16, golgi-associated ATPase enhancer of 16 kDa; GECI, glandular epithelial cell
protein 15 GFP, green fluorescent protein; HEK293, human embryonic kidney 293; MAP-LC3, microtubule-associated protein

light chain 3; MCF-7, michigan cancer foundation-7; MEFs, mouse embryonic fibroblasts; NH,Cl, ammonium chloride; PBS,
phosphate buffer saline; PFA, paraformaldehyde; PMSF, phenylmethylsulfonidefluoride; PVDE, polyvinylidene difluoride; SDS,
sodium dodecylsulfate; SDSLB, SDS loading buffer; SDS-PAGE, SDS polyacrylamide gel electrophoresis; TEMED, N’, N’, N,
N’-tetramethyl ethylenediamine

Gabarapl (gecl) was first described as an estrogen-regulated gene which shares a high sequence homology with the
gabarap gene. We previously demonstrated that GABARAPL1, like GABARAP, interacts with the GABA, receptor and
tubulin and promotes tubulin polymerization. Previous work has demonstrated that the GABARAP family members
(GABARAP, LC3, GATE-16 and Atg8) are not only involved in the transport of proteins or vesicles but are also implicated in
various mechanisms such as autophagy, cell death, cell proliferation and tumor progression. We therefore asked whether
GABARAPL1 might also play a role in autophagy. First, we showed that GABARAPLI is cleaved at glycine 116, a residue
which is conserved in other members of the family. We also demonstrated that GABARAPL1 is linked to phospholipids,
delipidated by Atg4B, associated with intracellular membranes and accumulated in intracellular vesicles after inhibition of
lysosomal activity. Finally, we showed that GABARAPL1 partially colocalizes with LC3 or Lysotracker green in intracellular
vesicles. Taken together, our results demonstrate that GABARAPLI1 associates with autophagic vesicles.

Introduction

The search for new estrogen-regulated genes in guinea pig cells
performed within our laboratory resulted in the discovery of
a new gene called gecl (glandular epithelial cell 1)." Later work
showed that this new gene is also expressed in human cells and
shares a high homology with a gene named gabarap (GABA
receptor-associated protein).? The two proteins present an almost
identical primary sequence (86% identity) and share common
features such as their small size (117 amino-acids) and their abil-
ity to bind tubulin and GABA  receptors.>* Accordingly, GEC1
was classified as a GABARAP-like 1 protein (GABARAPLI) and
was described to play a role in intracellular GABA, receptor traf-
ficking. The GABARAP family is composed of several members
which share a high identity and an almost identical three-dimen-
sional structure.” The five identified members of this family are:
GABARAP, GABARAPLI1, MAP-LC3 (light chain 3 of micro-
tubule associated protein), GATE-16 (Golgi-associated ATPase

enhancer of 16 kDa or GABARAPL2) and the yeast protein Atg8
(Autophagy-related protein 8).

Members of the GABARAP family have been studied mainly
for their implication in protein and vesicle intracellular transport
due to their reported interaction with the cytoskeleton. It has also
been established, however, that GABARAP is involved in cell
proliferation, programmed cell death and tumorigenesis®® and
that Atg8, GATE-16, GABARAP and MAP-LC3 (LC3) are all
involved in the formation and elongation of autophagic vesicles
called autophagosomes.’

Macroautophagy, hereafter referred to simply as autophagy,
is a protein and organelle degradation pathway, first discovered
in yeast, allowing the recycling of intracellular molecules during
stress conditions such as nutrient or oxygen deprivation.'” This
cellular phenomenon has been described to play a major role dur-
ing physiological processes such as neurodegenerative diseases,
cardiomyopathies, cancer, programmed cell death and bacte-
rial and viral infections.""®* During this process, a cup-shaped
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membrane sac (pre-autophagosome) expands to engulf cytoso-
lic components and finally closes to form an autophagosome.
The autophagosome then fuses with the lysosome leading to the
proteolytic degradation of its content. These two structures are
characterized by different molecular markers: Atg5 modifica-
tion by Atgl2 is linked to the formation of pre-autophagosomes
and the cleavage and covalent lipidation of LC3 is a marker of
autophagosomes.'*

During autophagy, the covalent link between phospholipids
and effector proteins occurs through a process similar to that
described for Ubiquitin and SUMO-1 (Small Ubiquitin-like
MOdifier 1). This mechanism and the enzymes involved were
first described in yeast but homologous proteins have since been

identified in mammals.'®

First, one or several amino acids at the
C-terminal end of the precursor protein are cleaved, thanks to
a maturation enzyme (Atg4 family), to free a glycine residue
(Gly120 in LC3," or Glyl16 in GATE-16 and GABARAP®).
This first step leads to the mature form of the protein, denoted by
the suffix “-I”. The mature protein is then transferred onto phos-
pholipids via the intervention of an activating enzyme (El-like,
Atg7)"” and a conjugating enzyme (E2-like, Atg3)? to yield the
phospholipid-linked protein, denoted by the suffix “-II”. This
process is cyclic since the effectors can be released thanks to a
delipidating enzyme (Atg4 family) which breaks the covalent
bond between the protein and the lipid.?' Since GABARAPLI
shares a high homology with the GABARAP family members
and the glycine 116 residue, essential for the autophagic process,
is conserved in this protein, we asked whether GABARAPLI
might be implicated in the autophagic process as well.

Here we report data demonstrating that GABARAPLIis
cleaved at glycine 116 in the cell types tested and is only detect-
able as the processed mature form of the protein (-I). We also
show that GABARAPLI is linked onto phospholipids to gener-
ate a modified form of the protein (-II) and demonstrate that
it associates with autophagosomes or lysosomes in the cells.
Therefore, our work describes, for the first time, the implication
of GABARAPLI in autophagy.

Results

GABARAPLI is cleaved in cells at the glycine 116 residue to
produce a mature form of the protein. Since it has been pre-
viously reported that some effectors of autophagy such as LC3,
GATE-16 and GABARAP undergo a necessary maturation step
before their involvement in the autophagic process and that
GABARAPLI shares a high identity with these proteins, we
hypothesized that GABARAPLI may also undergo cleavage to
free the glycine 116 (Gly116) and produce the mature form of the
protein, GABARAPLI-I.

To do so, we designed two different vectors encoding GFP
fused to the N-terminus of GABARAPL]I (GFP-GABARAPLI1)
or the C-terminus of GABARAPL1 (GABARAPLI1-GFP). When
these proteins were expressed in HEK293 cells, we detected the
GFP-GABARAPLI protein at the expected size of 44 kDa using
either the GFP or GABARAPLI antibody (Fig. 1A, lanes 2 and
6). However when the GABARAPLI1-GFP protein was expressed

2 Autophagy

in the cells and the corresponding lysate probed with the anti-
GFP antibody, we observed only one signal, corresponding to the
truncated GFP protein, below the 29 kDa marker (Fig. 1A, lane
3). The difference in size between the native GFP, 29 kDa in
size (lane 1), and the cleaved GFP (lane 3) was due to the pres-
ence of a supplementary linker sequence present in the pEGFP-
C1 commercial vector. We confirmed these results by probing
with the anti-GABARAPLLI antibody which produced only one
signal at 16 kDa (Fig. 1A, lane 7). These data demonstrate that
the GABARAPLI-GFP protein is cleaved in the cells into two
peptides, GFP and GABARAPLI. To investigate whether the
glycine 116 was the site of cleavage in GABARAPLI, we cre-
ated a vector encoding the GABARAPLI-G116A-GFP protein,
a mutant protein in which the Glyl16 is replaced by an alanine
(Fig. 1B). This mutation has previously been shown to inhibit
the cleavage of autophagic effectors of the GABARAP family
including GABARAP and LC3."% When the GABARAPLI-
G116A-GFP protein was expressed in HEK293 cells, we detected
a signal at the expected size of 44 kDa, corresponding to the
fusion protein (Fig. 1A, lanes 4 and 8). These results demonstrate
that a single point mutation (G116A) inhibits the cleavage of the
GABARAPLI protein in the cells.

GABARAPLI is modified during the autophagic process.
Previous work reported that several autophagic effectors (LC3,
GABARAP, GATE-16) are linked to phospholipids during the
course of autophagy to lead to a modified form of these factors,
denoted by the suffix “-II".'® This modification status is easily
detected by western blotting since the modified phospholipid-
linked protein migrates faster than the mature form on SDS-
PAGE.To assess if GABARAPLI"is linked to phospholipids in
the cells and exists as the modified protein GABARAPLI-II, we
used a HEK293 stable cell line expressing the GABARAPLLI pro-
tein fused to the Flag epitope at its N-terminus and six histidine
residues at its C-terminus, Flag: GABARAPLI:6 his.

Toenrichand detectthemodified form of Flag: GABARAPL1:6
his (Flag:GABARAPLI-II), we induced and/or blocked the
autophagic flux by using different chemical compounds: either
inhibitors of lysosomal activity [Bafilomycin A1, a specific inhib-
itor of the vacuolar type H*-ATPase (V-ATPase) or NH,CI, a
V-ATPase-independent neutralyzer of lysosomal pH]J,* inhibi-
tors of lysosomal enzyme activity (E64d and PepstatinA, cal-
pain and cathepsins B, D and E inhibitors)* or inducers of
autophagy (Rapamycin, an inhibitor of the mTOR kinase and
EBSS, a starvation medium).*! By inducing and/or blocking the
autophagic pathway, we expected to observe an accumulation
of autophagosomes and therefore an increase in the levels of the
Flag: GABARAPLI-II form of the protein.

When untreated HEK293-Flag: GABARAPLI1:6his  cell
lysates were probed with an antibody against GABARAPLI, we
detected two signals at 16 and 19 kDa (Fig. 2A and B, lanes 1),
corresponding to the mature GABARAP-T and GABARAPLI-I
proteins. This can be explained by the fact that no commercial
or homemade antibody which we have tested so far has been
able to differentiate between the two homologous proteins.®%
Moreover, previous transient transfection experiments using
GABARAP and GABARAPLIl-expressing vectors showed that
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Figure 1. GABARAPLI is cleaved in cells at the glycine 116 residue to produce a mature form of the protein. (A) HEK293 cells were transfected with the
pPEGFP-C1, pGFP-GABARAPL1, pGABARAPL1-GFP, pPGABARAPL1-G116A-GFP, vectors. After 48 h, cells were lysed and total proteins were separated on
15% SDS-PAGE and immunoblotted using anti-GFP or anti-GABARAPL1 antibodies and the ECL Plus reagent. Vertical lines have been inserted to indi-
cate repositioned lanes. A representative experiment of 5 performed is shown. (B) Schema representing the GABARAPL1-GFP and GABARAPL1-G116A-
GFP fusion proteins and the peptides formed after their expression and maturation in cells.

GABARAP migrates as a 16 kDa protein and GABARAPLI as a
19 kDa protein on SDS-PAGE (data not shown). GABARAP was
therefore used in our assays as an internal control to follow the
behavior of a previously described autophagy effector.®* HEK293-
Flag: GABARAPLLI:6 his cells were then cultured in the presence
of lysosome or lysosomal enzyme inhibitors (NH,Cl, Bafilomycin
Al or E64d/PepstatinA),””** or autophagy inducers (EBSS or
Rapamycin) or combinations of both. The GABARAPLI protein
was then detected in the cell lysates by immunoblotting (Fig. 2A
and B). In HEK293-Flag: GABARAPLLI:6 his cells treated with
lysosomal activity inhibitors alone (NH,Cl, Bafilomycin Al or
E64d/PepstatinA), we detected the apparition of two new sig-
nals, migrating faster than the unmodified proteins, which cor-
responded to modified forms of GABARAP (GABARAP-II) and
GABARAPL1 (GABARAPLI-II) (Fig. 2A, lanes 2 and 3 and
B, lane 2). After treatment of HEK293-Flag: GABARAPLI:6
his cells with autophagy inducers (EBSS and Rapamycin), we
observed no increase in the amount of the forms -II in the cells
(Fig. 2A, lanes 4 and 5 and B, lanes 3 and 4). However, when
we incubated the HEK293-Flag: GABARAPLLI:6 his cells with a
combination of autophagy inducers and lysosomal activity inhib-
itors, we observed a stronger increase in the amount of forms -II
of both proteins compared to the inducers or inhibitors alone
(Fig. 2A, lanes 6 and 7 and B, lanes 5 and 6). Moreover, we
observed that, in our model, the behavior of GABARAPLI was
similar to the previously described behavior of known autophagy
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actors such as GABARAP and LC3 (Fig. 2A and B) except
that the ratio LC3-II/LC3-I was always higher than the ratio
GABARAPLI-II/GABARAPLI-I. All together, these results
demonstrate that GABARAPLLI is modified in the cells during
the autophagic process and that the amount of the modified form
-IL is regulated by autophagy inducers and lysosomal degradation
inhibitors.

Atg4B delipidates GABARAPLL in the cells. The cellu-
lar autophagic process is a cyclic mechanism and the proteins
involved in this pathway are recycled for later rounds. In par-
ticular, the proteins linked to the phospholipids which form the
autophagosomes can be reused if they are not degraded in the
lysosome. To be recycled, these proteins need to be released from
the lipids via the intervention of an autophagy-related cysteine
protease (Atg4). Several of these enzymes have been described in
mammals but one in particular has been described to be involved
in the maturation and the recycling of the GABARAP family
members: Atg4B.*

To assess whether Atg4B was also involved in the recycling of
the GABARAPLI protein and investigate the nature of the mod-
ification, we transiently transfected an Atg4B-expressing vector
in HEK293-Flag: GABARAPLI:6 his cells. Afterwards, we used
an anti-GABARAPLLI antibody to detect the GABARAPLLI pro-
tein and its modified forms in cell extracts. As shown in Figure
3 (lanes 1, 2 and 3), the cells which did not overexpress the
Atg4B protein displayed similar results to the ones previously

Autophagy 3
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Figure 2. GABARAPLI1 is conjugated to phospholipids
in the cells. HEK293-Flag:GABARAPLI:6 his cells were
cultured in the presence or absence of autophagy
inducers (10 uM Rapamycine or EBSS for 4 h) with or
without (A) a lysosome inhibitor (200 nM Bafilomycin
A1 for 16 h) or (B) lysosomal enzyme inhibitors (10 j1g/
ml E64d/PepstatinA). Incubation with an inhibitor

of lysosomal acidity (50 mM NH,Cl for 2 h) was used
as a positive control in the (A). Cells were then lysed
and total proteins were separated on 15% SDS-PAGE
followed by immunoblotting with anti-GABARAPLI,
anti-LC3 and anti-Actin antibodies and the ECL Plus re-
agent. A representative experiment of five performed
is shown.

described in the Figure 2. On the contrary, when
the Atg4B protein was overexpressed in these cells,
we detected an important decrease in the amount
of the Flag:GABARAPLI-II form of the protein
in the cells treated with NH,CI and Bafilomycin
Al (Fig. 3, lanes 5 and 6) compared to the lev-
els observed in the cells which do not overexpress
Atg4B (Fig. 3, lanes 2 and 3). We also observed
that the levels of GABARAP-II were decreased
after Atg4B overexpression. The latter data dem-
onstrate that the autophagy-related .cysteine pro-
tease Atg4B delipidates the GABARAPLLI protein
to allow its further recycling and confirm that
GABARAPLI is linked onto phospholipids in the
cells. '

The GABARAPLI-II form is associated
with" membranes—in “the cells. To determine
whether the lipidated form of GABARAPLI
(GABARAPLI-II) is associated with intracellular
membranes, we used a cell fractionation protocol
to separate the membrane and soluble fractions of
the cells.?® This protocol was applied to HEK293-
Flag: GABARAPLLI:6 his cells grown in complete
medium or DMEM supplemented with 1% SVF
and NH,Cl for 2 h. Cell homogenates (Whole Cell
Lysates, WCL) were then centrifuged at 100,000

g and the resulting supernatant and pellet were
analyzed by immunoblotting using GABARAPLI
and Transferrin receptor (CD71) antibodies. The
Transferrin receptor was used as a control for cell
fractionation as it has been previously described
to be associated with the intracellular membrane

Figure 3. Atg4B delipidates GABARAPLT in the cells.
HEK293-Flag:GABARAPL1:6 his cells were transfected
with a control (pcDNA3.1) or an Atg4B-expressing
vector (pSF1-Flag(3X):hsAtg4B:Myc:6 his). 48 h after
transfection, cells were cultured in 50 mM NH,Cl for2h
or 500 nM Bafilomycin A1 for 24 h. Cells were then lysed
and total proteins were separated on 15% SDS-PAGE
followed by immunoblotting with anti-GABARAPLI,
anti-Actin and anti-Atg4B antibodies and detection
with the ECL Plus reagent. Vertical lines have been in-
serted to indicate repositioned lanes. A representative
experiment of three performed is shown.
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fraction.”® Our results showed that NH,Cl induced the
apparition of the GABARAP-II and GABARAPLI-II
forms in the cells (Fig. 4, lane 4, WCL) as described
above (Fig. 2). Following cell fractionation, the
mature proteins (-I) were predominantly detected in
the supernatants of the untreated and treated cells
(Fig. 4, lanes 2 and 5). Conversely, the lipidated forms
(-IT) were enriched in the pellet (membraneous frac-
tion) of the induced cells (Fig. 4, lane 6). No form -II
was detected in the pellet obtained from the untreated
cells (Fig. 4, lane 3). Moreover, the Transferrin recep-
tor was detected predominantly in the pellets dem-
onstrating the specific enrichment of membranes in
these fractions. All together, our results show that the
GABARAPLI-II form is associated with intracellular
membranes in the cells.

Inhibition of lysosomal activity results in the accu-
mulation of GABARAPLI-positive intracytoplasmic
vesicles. Thus far, we have shown that GABARAPLL1
is modified in the cells, is delipidated by Atg4B, and
that the modified form is enriched in intracellular
membrane fractions. To confirm that GABARAPL1
is in fact associated with autophagosomes, we inves-
tigated the intracellular distribution of this-protein
after the-inhibitien of the autophagic flux. Indeed, we
already know that proteins linked to autophagic vesi-
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Figure 4. The GABARAPLI-Il form is associated with membranes in the cells.
HEK293-Flag:GABARAPLI:6 his cells were cultured in complete medium or DMEM
supplemented with 1% FBS and 50 mM NH,Cl for 2 h. Cells were then collected

in PBS supplemented with 1 mM PMSF, washed, homogenized (WCL, Whole

Cell Lysates) and centrifuged for 10 min at 800 g. Following two ultracentrifuga-
tion rounds (30 min at 100,000 g), vesicles were resuspended in PBS (Pellet). The
supernatant sample corresponds to the supernatant obtained after the first round
of ultracentrifugation. One aliquot (20 pl) of each of the different fractions (WCL,
supernatant and pellet) was separated on 15% SDS-PAGE followed by immunob-
lotting with anti-GABARAPL1 and anti-Transferrin receptor (Tfr, CD71) antibodies
and detection with the ECL Plus reagent. A representative experiment of three

cles display a punctate cytoplasmic distribution, corre-
sponding to their localization into autophagosomes.*
As such, we first designed a MCEF-7 stable cell line expressing
the DsRed-GABARAPLI protein;then we inhibited lysosomal
activity in these cells. In the untreated DsRed-GABARAPLI
cell lines, the fusion protein was detected in punctate locations
throughout the cytosol (Fig. 5A and D). When the MCF7-DsRed-
GABARAPLI cells were treated with NH,Cl (Fig. 5B and E), we
detected a slight increase in the number of intracellular DsRed-
GABARAPLI-positive vesicles. When the DsRed-GABARAPLL1
cells were treated with Bafilomycin Al, we detected an increase
in the number of GABARAPLI-positive vesicles but more strik-
ingly, we observed a total relocalization of these vesicles in a clus-
ter on one side of the nucleus (Fig. 5C and F). Such a pattern has
been previously described for the localization of the lysosomes in
the cell.?® In conclusion, GABARAPLI is localized in intracyto-
plasmic vesicles, a localization which is increased after treatment
with lysosomal activity inhibitors.

GABARAPL1 partially colocalizes with GFP-LC3 or
Lysotracker green in intracytoplasmic vesicles. To determine the
nature of the DsRed-GABARAPLI-containing vesicles, we used
two different approaches: (1) we transiently overexpressed the
GFP-LC3 proteinin HEK293-and MCF-7-DsRed-GABARAPLL1
cells and followed the intracellular localization of the two fusion
proteins after treatment of the cells with lysosome inhibitors;
(2) we stained the HEK293- and MCF7-Dsred-GABARAPLI1
cells with a specific lysosomal marker called Lysotracker green.
When we expressed the GFP-LC3 in the DsRed-GABARAPLI-
expressing celllines, we observed adiffuselocalization of GFP-LC3
throughout the cytoplasm and the nucleus and some punctate
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Figure 5. Inhibition of lysosomal activity results in the accumulation of
GABARAPL1-positive intracytoplasmic vesicles. MCF-7 cells overexpress-
ing the DsRed-GABARAPL1 protein were incubated in complete me-
dium (Control) (A and D), DMEM supplemented with 1% FBS and 50 mM
NH,Cl for2h (NH,CI) (B and E) or complete medium supplemented with
500 nM of Bafilomycin A1 for 24 h (BafA1) (C and F). Cells were then fixed
and analyzed by confocal microscopy. The images on the right (D-F)
correspond to a 3-fold magnification of the images on the left (A-C).
Representative images of three independent experiments are shown.
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Figure 6. GABARAPLI partially colocalizes with LC3 in the cells. MCF7- (A-1) or HEK293-DsRed-GABARAPL1 (J-R) cells were transfected with the pGFP-
LC3 vector in Lab-Tek™Il chambers. 48 h after transfection, cells were incubated with 50 mM NH,Cl for 2 h (D-F, M-0) or 500 nM Bafilomycin A1 for 24
h (G-I, P-R). Living cells were then analyzed by confocal microscopy. Representative images of three independent experiments are shown.

structures-in the-cytosol. Regarding DsRed-GABARAPLLI, the
protein was localized in intracytoplasmic dots in MCF-7 and
presented a diffuse localization with few punctate structures in

HEK293-DsRed MCF7-DsRed
-GABARAPL1 -GABARAPLA1
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green

A
DsRed-
GABARAPLA1
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Figure 7. GABARAPL1 is partially localized in lysosomes in the cells.
HEK293- (A-C) or MCF7-DsRed-GABARAPL1 (D-F) cells were grown in
Lab-Tek™Il chambers for 24 h. Cells were then incubated in complete
medium supplemented with 50 nM Lysotracker green for 1 h and living
cells were analyzed by confocal microscopy. Representative images of
three independent experiments are shown.
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HEK293. When we treated the cells with NH,Cl or Bafilomycin
Al (Fig. 6D, G, M and P), we observed an almost complete
relocalization of GFP-LC3 into intracytoplasmic vesicles in the
two cell lines and an increase in DsRed-GABARAPLI punctate
structures but only part of those- GABARAPLI-positive vesicles
were LE3-positive-as well (F;-I, O and R). Since we observed a
high heterogeneity of staining between cell lines and between
cells from the same culture, we were unable to establish a sig-
nificant count of the number of vesicles carrying both LC3 and
GABARAPLI. Nevertheless, we can affirm that not all vesicles
are carrying both proteins. From preliminary counts, we could
conclude that approximately 50-70% of vesicles in the MCE-7
cells are double-stained and about 30-50% in the HEK293
cells. Since LC3 has been described to be an autophagosome
marker, we concluded that GABARAPLI was partially located in
autophagosomes. Following staining of the HEK293- or MCF7-
DsRed-GABARAPLI cells with Lysotracker green, we observed
that numerous but not all DsRed-GABARAPLI-positive vesi-
cles were stained with Lysotracker green (Fig. 7C and F). All
together, these two experiments demonstrate that GABARAPLL1
can be localized in LC3-containing or Lysotracker green-stained
intracellular vesicles. These results confirm that GABARAPLI is
associated with autophagic vesicles.

Intracellular punctate GABARAPLI staining is abolished
in Atg5” MEF. Previous publications raised some concern
about the tendancy of the DsRed protein to form aggregates
in the cells, structures which could be mistaken for intracel-
lular vesicles, resulting in misleading conclusions.”® To exam-
ine whether the punctate localization of GABARAPLI in our
stable cell lines was the result of DsRed aggregates or not, we
transiently transfected WT and Atg5”- MEF cells with a DsRed-
GABARAPLI-expressing vector and followed the localization
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of the fusion protein before and after inhibition of lysosomal
activity by NH,Cl or Bafilomycin Al (Fig. 8). Former publica-
tions showed that the deletion of Atg5 abrogated the autophagic
pathway in MEF cells.*® Our results demonstrated that, before
treatment, the WT cells presented a high number of red vesicles
whereas the Atg5" cells contained a very low number of these
DsRed-GABARAPLI-stained vesicles. After incubation with
lysosomal inhibitors, we detected an increase in the number of
punctate structures in the WT cells (Fig. 8A—-C), and a signifi-
cantly smaller increase in the Atg5”" cell line (Fig. 8D—F). Taken
together, our results demonstrate that the deletion of Atg5, and
therefore the inhibition of the autophagic process, alters the for-
mation of DsRed-GABARAPLI-stained vesicles showing that
these structures are not protein aggregates but rather related to
the process of autophagy.

Discussion

Previous work has described the involvement of different
GABARAP family members in the autophagic process. Atg8,
LC3, GABARAP and GATE-16 have all been shown to be
linked to phospholipids and recruited to autophagosomes after
induction of autophagy.?? These effectors play an important role
during the elongation of double-membraned structures leading to
the sequestration‘of cytosolic constituents and to the formation
of autophagosomes. After their completion, these vesicles fuse
with lysosomes to induce the degradation and recycling of their
contents." To our knowledge, all the data published to date show
that these proteins play a role as effectors of autophagy but not
as activators. Since GABARAPLI(GEC1) shares”a high iden-
tity with GABARAP as well as other members of the family, we
asked whether GABARAPLI might be implicated in this process
as well. To examine this possibility, we addressed different ques-
tions: (1) Is GABARAPLLI cleaved in the cells to free the glycine
116 residue at its C-terminal end?, (2) Is GABARAPLI linked to
phospholipids in the cells?, (3) Is GABARAPLLI delipidated by the
autophagy-related cysteine protease Atg4B?, (4) Is GABARAPLLI
associated with intracellular vesicles?, (5) Does GABARAPL1
relocalize to autophagosomes during the autophagic process?

First, we showed that a GABARAPLI-GFP fusion pro-
tein was cleaved to give two products, GABARAPLI and GFP
but that this cleavage was abolished when the glycine 116 resi-
due was replaced by an alanine. These results demonstrate that
GABARAPLI is processed in the cells and that the maturation
occurs at glycine 116. Moreover, it is worth noting that we were
unable to detect the GABARAPLI-GFP fusion protein in our
cell lysates, suggesting that this protein was cleaved following its
synthesis and that this maturation step was not a consequence
of autophagy induction. In addition, similar data were obtained
using GABARAP wild-type and mutant-expressing vectors in
HEK293 (data not shown) and these results were confirmed, for
the two proteins (GABARAPL] and GABARAP), in different
cell types (COS7, MCEF-7) showing that this process is not cell-
type specific (data not shown).

We thenasked whether GABARAPLI was modified in the cells.

To do so, we used a combination of different chemicals inducing

www.landesbioscience.com

Control

NH4Cl

BafA1

Figure 8. Intracellular punctate GABARAPLI1 staining is abolished in
Atg5” MEFs. WT (A-C) and Atg5” (D-F) MEF cells were transfected
with a DsRed-GABARAPL1-expressing vector. 48 h after transfection,
cells were incubated in complete medium (A and D), with 50 mM NH,Cl
for 2 h (B and E) or 500 nM Bafilomycin A1 for 24 h (C and F). Cells were
then analyzed by confocal microscopy. Representative images of three
independent experiments are shown.

the“autophagic process-or-inhibiting the lysosomal degradation.
We incubated HEK293 cells overexpressing the GABARAPL1
protein with: (1) lysosome inhibitors (NH,CI, Bafilomycin Al or
E64d/PepstatinA), (2) autophagy inducers (rapamycin or EBSS),
or (3) a combination of both. Subsequently, we searched for the
modified form of the protein (GABARAPLI-II) in these cells.
All of these treatments have been previously described to result in
a significant increase in the amount of the phospholipid-linked
forms of autophagy effectors such as LC3 and GABARAP. In
our experiments, we effectively detected GABARAPLI-II but we
observed variations in the amount of this form according to the
protocol used. The highest levels were detected with NH,CI. EBSS
and rapamycin did not allow the detection of the form -II without
the addition of lysosomal degradation inhibitors (Bafilomycin Al
or E64d/PepstatinA). It is noteworthy that we obtained the same
results with the stable MCF7-Flag: GABARAPLLI:6 his cell line
(data not shown). In conclusion, we show that GABARAPLI is
modified in the cells and that this modification is induced by
autophagy inducers. These results are in agreement with the data
obtained for the other members of the GABARAP family includ-
ing GABARAP, LC3 and GATE-16.% The fact that this modi-
fication is only detected when the degradation of the forms -II
are inhibited by lysosomal activity inhibitors is congruent with
previously published data on LC3.%° Moreover, we clearly see in
our experiment that the lipidation of LC3 is weak in the presence
of the autophagy inducers alone compared to the levels detected
after addition of lysosome inhibitors. Therefore, it seems that, in
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our model, the conjugation of autophagy effectors to phospholip-
ids is a slower process than that of degradation.

We also observed that the levels of lipidation of the indi-
vidual Atg8 family members examined are different, with LC3
presenting a higher rate of modification than the two other pro-
teins, GABARAP and GABARAPLI. These results were simi-
lar to those obtained in the MCEF-7 cell line (data not shown).
Nevertheless, since the affinity of the antibodies we used may
vary from one form (-I) to another (-II), we cannot quantify the
respective amounts of the -I and -II forms in the cells. Indeed,
Mizushima and Yoshimori previously demonstrated that a spe-
cific LC3 antibody did not recognize the phospholipid-modified
protein with the same affinity than the native one.?”” They argued
that a comparison of the ratio of conversion -I/-II between pro-
teins, conditions or cell types would be misleading.

We know that gabarapll transcripts are highly expressed in
the brain and are more abundant than the /c3 ones.?® It has also
previously been published that gabarapll, lc3 and atgl2 transcript
expression is enhanced under cellular stress such as glucose depri-
vation by the FoxO transcription factors in cultured rat neonatal
cardiomyocytes.”* Moreover, these increases of expression cor-
relate with an activation of the autophagic flux but the relative
involvement of GABARAPLI and LC3 in this process still has
to be determined. In addition, the authors of the latter artiele did
not demonstrate-that the antibody used to detect GABARAPL1
was specific to this protein and that the signals obtained were
not linked to the expression of its homologue GABARAPD. At
the moment, with the tools available, it is therefore impossible
to determine the relative role of each of the Atg8 family mem-
bers during the course of autophagy, since they are all-involved
in the same step of this process. One solution might be to cre-
ate knockout cell lines for each of these factors and study the
behavior of the mutant cells throughout the course of autophagy,
particularly during the formation of autophagosomes. In conclu-
sion, the tissue- or cell-specific expression of GABARAPLLI has
still to be determined in order to study its relative involvement
in autophagy as well as a comparison to the expression of the
autophagic marker, LC3. These studies will, however, require
a specific antibody. Nevertheless, we believe that the role of
GABARAPLI in autophagy is subtle and probably linked to a
specific tissue such as the brain, where it is highly expressed, or to
a specific autophagic process such as mitophagy.*

We then wondered whether the lipidation of GABARAPLI
in the cells was a reversible mechanism, as it has already been
described for LC3, GABARAP and GATE-16."® To assess this
question, we expressed the maturation/delipidating Atg4B
enzyme in HEK293 cells overexpressing GABARAPLI then
blocked autophagosomal degradation to look for the phospholip-
id-linked form of GABARAPLI. Similar to the data obtained for
GABARAP family members,* we observed a significant decrease
of GABARAPLI-II in the cells expressing Atg4B compared to
the levels present in the untransfected cells. These results dem-
onstrate that Atg4B is able to delipidate GABARAPLIL. The
latter data obtained in the cellular context are congruent with
those previously described in vitro.”? In the latter publication,
the authors also showed that an overexpression of Atg4B reduced

8 Autophagy

the number of intracellular GFP-GABARAPLI1-positive vesicles
and that a siRNA directed against Atg4B slightly diminished
GABARAPLI delipidation in the cells. However, in their experi-
ments, the authors used a polyclonal antibody raised against the
full length protein GABARAPLI but never demonstrated the
specificity of this antibody by showing that it did not recognize
GABARAP. The question of the specificity of this anti-GABA-
RAPLLI antibody would have to be addressed to draw any con-
crete conclusions about the identity of the protein detected in
their immunofluorescence experiments.

To complement the previous results, we performed cell frac-
tionation experiments to determine whether GABARAPLI-II
is associated with intracellular membranes after inhibition of
the autophagic flow. Our data presented in Figure 4 displayed
that the form -II of both GABARAP and GABARAPLI were
highly enriched in the membrane fraction compared to the lev-
els detected in the soluble fraction. It is worth noting that these
results are similar to the ones previously published for LC3.%
Nevertheless, it will be necessary in the future to develop a more
accurate purification protocol to separate vesicles tagged with dif-
ferent proteins in order to determine if the two proteins can be
co-purified in the same membrane fractions or if they are present
in a different set of vesicles.

We additionally- investigated whether the modification of
GABARAPLI in the cellswas linked to a relocalization of the pro-
tein to intracellular vesicles after autophagy blockage. To address
this question, we used two different stable cell lines, HEK293 and
MCEF-7 overexpressing the DsRed-GABARAPLLI protein. Using
these cell lines, we observed that-the untreated cells presented
2 GABARAPLI punctate staining and that this vesicular local-
ization was enhanced after treatment with lysosome inhibitors
demonstrating that GABARAPLI accumulates in intracellular
puncta after lysosomal inhibition. It is noteworthy that the orga-
nization of these dots was different according to the chemicals
used. With NH,Cl, the puncta were localized throughout the
cytoplasm whereas with Bafilomycin Al they were concentrated
in a cluster on one side of the nucleus. Such a staining pattern has
already been described for lysosomes.*® Further experiments will
be needed to determine if the puncta accumulating with the two
chemicals represent identical vesicle population or if they differ.
Former publications describe that NH,Cl action is linked to lyso-
somal activity whereas Bafilomycin Al inhibits autophagosome/
lysosome fusion.*® These chemicals do not, therefore, target the
same step in the autophagic pathway which might explain the
difference in GABARAPLI staining in the cells.

Consequently, we asked whether GABARAPLI colocalizes
with an autophagosome marker or is localized in acidic vesicles in
the cells. For this purpose, we tranfected HEK293- and MCF7-
DsRed-GABARAPLI cells with a GFP-LC3-expressing vector
and visualized the localization of the two proteins after lysosome
inactivation. The data obtained showed that a majority of vesi-
cles, but not all, were double-stained for GABARAPLI and LC3.
The fact that these two proteins do not always colocalize can be
explained in four ways: (1) a difference of expression of the two
proteins in the cells, (2) the difference in stability between the
GFP and DsRed fluorescence in acidic vesicles,® (3) the fact that
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all autophagosomes might not be carrying both proteins, or (4)
that GABARAPLI may also be associated with a different set of
vesicles not involved in the autophagic pathway. To answer this
question, we stained HEK293-and MCF7-DsRed-GABARAPLLI
cells with a specific lysosomal marker, Lysotracker green. In this
experiment, we did not use lysosomal inhibitors since Lysotracker
green chemical is sensitive to pH changes. This double-staining
experiment showed that the majority of GABARAPLI colocal-
izes with the lysosomes but that GABARAPLI can be also found
outside of the lysosomes. All together, the latter data demonstrate
that GABARAPLI is predominantly localized in autophagosomes
or lysosomes. These results are not surprising since autopha-
gosomes fuse with lysosomes to form autophagolysosomes and
induce the degradation of their contents. Since GFP fluorescence
is rapidly inhibited in acidic compartments, GFP-LC3 might
allow the detection of early nonacidic autophagosomes whereas
Lysotracker green stains late acidic vesicles.

These data are really interesting and will lead to some fol-
low-up experiments. Indeed, a recent publication described the
interaction of LC3/GABARAP family members with the protein
Nix involved in the clearance of damaged mitochondria by the
autophagic pathway.” The authors showed that GABARAPLI
binds more strongly than other members of the family to Nix
and that GABARAPLI colocalizes with Nix in-cells treated with
a mitochondria poison. These results suggestthat the clearance
of damaged mitochondria may be mediated by the specific asso-
ciation between GABARAPLI and Nix and therefore confer
a specificity to the nonspecific autophagic process. In_the near
future, it will be of interest to determine whether the autophagic
proteins of the LC3/GABARAP family have specific and differ-
ent cellular patterns, are linked to specific autophagic vesicles or
if these proteins are involved in distinct autophagic degradation
processes in the cells.

One main concern regarding the use of overexpression sys-
tems or exogenous protein expression is the fact that some pro-
teins can aggregate and therefore create intracellular punctate
structures which might be mistaken for vesicles. To demonstrate
that the GABARAPLI-containing dots observed in our experi-
ments were autophagy-related, we used the MEF Atg5” cell line
defective for the autophagic pathway.* When we expressed the
DsRed-Protein in this cell line, we observed a very low number
of intracellular red vesicles before or after treatment with NH,Cl
or Bafilomycin Al compared to the wild-type control cells. These
results confirmed that the vesicles we observed are autophagy-
related or at least that their formation requires Atg5. The low
number of vesicles still detectable in the Atg5” cells might be
due to the role of GABARAPLLI as a transport protein®® but we
also cannot completely rule out the idea that some aggregates are
formed when using the DsRed protein as previously described.”
Further experiments will be needed to assess this question.

In our study, we used transient transfection assays or designed
stable cell lines overexpressing fusion proteins because we did not
possess a specific anti-GABARAPLI antibody. Indeed, all the
homemade or commercial antibodies we have tested to date are
not specific for GABARAPLI, as they detect the GABARAP pro-
tein as well.>%* This is not surprising since the two proteins share
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86% identity at the amino-acid level. Recently published papers
have used polyclonal anti-GABARAPLI antibodies to detect
the protein in immunofluorescence experiments. However, the
question of specificity of these antibodies was not addressed and
therefore the identity of the protein studied in these publications
remains unclear.””* Consequently, apart from western blotting
experiments in which we were able to differentiate between the
two homologous proteins, we opted out of using our anti-GABA-
RAPLLI antibody for immunofluorescence experiments. The pro-
duction of a specific antibody directed against the GABARAPLLI
protein will be one of the next challenges before extending the
study of this protein.

Using different experimental assays, we demonstrated in a
multitude of ways that GABARAPLL is implicated in the process
of autophagy. Nevertheless, further experiments will be needed
to explain the link between autophagy, GABARAPLI and its
function in vivo. In particular, it would be of great interest to
study the relative involvement of the different members of the
GABARAP family in the autophagic process. Are these proteins
redundant in the cells or are they tissue specific? We know that
numerous tissues co-express the GABARAP and GABARAPLLI
proteins but also that some tissues express one protein rather
than the other.?»* For example, gabarapll transcripts are much
meore abundant in the brain compared.to /e3and gabarap.®® Given
the importance of autophagy in brain damage** and neurode-
generative diseases,” it will be essential to study the function
of GABARAPLI in the brain with respect to its implication in
autophagy.

Materials-and Methods

Reagents and antibodies. Cell culture reagents were purchased
from Invitrogen (Carlsbad, CA). The following antibodies were
used: polyclonal anti-GABARAPL! (Chemicon Millipore,
AB15278), polyclonal anti-LC3 (Novus Biologicals, NB100-
2220), polyclonal anti-GFP (Chemicon Millipore, AB3080),
polyclonal anti-Transferrin receptor (CD71) (Santa Cruz,
$c65882), monoclonal anti-Atg4B (Sigma, A2981) and polyclonal
anti-Actin (Sigma, A5060). Bafilomycin Al (Sigma, B1793)
was prepared as a 1 mM stock in DMSO. Ammonium chloride
(NH,CI, Sigma, A0171) was prepared as a 0.5 M stock in H,O.
Rapamycin (Sigma, R8781) was prepared as a 2.5 mM stock in
DMSO. E64d and Pepstatin A (Sigma, E8640 and P5318) were
prepared as 10 mg/ml stocks in DMSO. All other reagents were
purchased from Sigma-Aldrich.

Plasmids and site-directed mutagenesis. The pcDNA3.1
vector (Invitrogen, V795-20) was used for control transfec-
tions. The pcDNA5-FRT vector was purchased from Invitrogen
(V6010-20). The pEGFP-Cl and pEGFP-N3 plasmids were
obtained from Clontech (6084-1 and 6080-1). The pGFP-LC3,
and pSF1-Flag(3X):hsAtg4B:Myc:6 his plasmids were kindly
provided by Dr. Elazar (Weizmann Institute, Israél),* and
Dr. Yoshimori (Osaka University, Japan),” respectively. The
pGABARAPLI-GFP and pGFP-GABARAPLLI plasmids encod-
ing the Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP) fused to
the N-terminus or C-terminus of the GABARAPLI protein were
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generated by polymerase chain reaction (PCR). The reactions
were performed in a 25 pul sample volume containing 0.2 uM
of each primer, 1.5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs and 1 U of
Taq polymerase (Promega, M8305). The PCR fragments were
digested with the Xhol/Sacll or Bglll/ EcoRI restriction enzymes
(Fermentas, ER0691, ER0201, ER0281 and ER0271) and sub-
cloned into the pEGFP-N3 or the pEGFP-C1 vectors to produce
the pPGABARAPLI-GFP and the pGFP-GABARAPLI plasmids,
respectively. The point mutation (G116A) was introduced using
the QuickChange Site-Directed mutagenesis system (Stratagene,
600385) to produce the pPGABARAPLI-G116A-GFP vector. The
Flag: GABARAPLI:6 his cDNA was digested with the Nhel/ Notl
restriction enzymes (Fermentas, ER0971 and ER0591) and sub-
cloned into the pcDNAS5-FRT vector (Invitrogen) to produce the
pcDNAS5-Flag: GABARAPLI:6 his vector. Plasmid sequences
and mutations were confirmed by DNA sequencing (Genetic
Analyzer 3130, Applied Biosystems). The nucleotide sequences
of the different primers are available upon request.

Cell culture and transfection. The HEK293 and MCEF-7
cells (ATCC, CRL-1573 and HTB-22), WT and Atg5’ MEF
cells (kindly provided by Dr. Mizushima)** were cultured in
DMEM (Dulbecco’s Minimum Essential Medium, Invitrogen,
11880) supplemented with 2 mM L-Glutamine (Invitrogen,
25030-032), 100 pg/ml _penicillin, 100 pg/ml-streptomy-
cin (Invitrogen,15140) and 10%, foetal bovine serum (FBS,
Invitrogen, 10270-106) in a 5% CO, incubator at 37°C. The
HEK293- and MCF7-Flag: GABARAPLL:6 his cell lines were
maintained in the complete medium supplemented with 100 ug/
ml Hygromycin B (PAA, P02-015). The HEK293- and MCF7-
DsRed-GABARAPLI cell linés were'maintained in thecomplete
medium supplemented with 100 pg/ml G418 (PAA, P02-012).
Transient transfections were carried out using HEK293, MCF-7,
WT and Atg5" MEF cells plated in 6-well plates (3 x 10° per
well). 500 ng of pGFP-GABARAPLI, pGABARAPLI-GFP,
pGABARAPLI-G116A-GFP, pGFP-LC3 or pDsRed-GABA-
RAPLI and 1 pl TransFast reagent (Promega, E2431) were used
per reaction according to the manufacturer’s protocol. To create
the stable cell lines HEK293- or MCF7-Flag: GABARAPL1:6
his, HEK293 or MCF-7 cells were plated in 10 cm-diameter
culture dishes (10° per plate) and were transfected using 20 Ug
pcDNAS5-Flag: GABARAPLI:6 his and 40 pl TransFast reagent
per reaction, according to the manufacturer’s protocol. After 48
h incubation, cells were split in two culture dishes and 400 ug/
ml Hygromycin B were added to the complete medium for the
14 following days until the appearance of antibiotic-resistant
single clones. The clones were then tested for the expression
of the ectopic protein by western blotting using a polyclonal
anti-GABARAPLI antibody. To create the stable HEK293- or
MCEF7-DsRed-GABARAPLI cell lines, HEK293 or MCEF-7 cells
were transfected using 20 g pDsRed-GABARAPLI and 40 ul
TransFast reagent per reaction, according to the manufacturer’s
protocol. 400 pg/ml G418 were added to the complete medium
to select for single clones.

Autophagy and confocal microscopy. For the inhibition of lys-
osomal activity, cells cultured on glass coverslips were incubated
for either 2 h in DMEM supplemented with 1% FBS and 50 mM
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ammonium chloride,” 4 h in complete medium supplemented
with 10 ug/ml E64d/PepstatinA®® or 24 h in complete medium
supplemented with 500 nM Bafilomycin A1.% For the induction
of autophagy, cells were incubated for either 4 h in EBSS medium
(Sigma, E3024) or 4 h in complete medium supplemented with 10
UM Rapamycin. Treated or untreated DsRed- or GFP-expressing
cells were then fixed with 2% paraformaldehyde (PFA, Sigma,
P6148) in PBS for 15 min, washed thrice with PBS and analyzed
using a fluorescence laser scanning confocal microscope Fluoview
FV1000 (Olympus). Each picture corresponds to one example of
a typical cell staining observed in six fields chosen at random. For
the Lysotracker green staining, cells were grown in Lab-Tek™II
chambers (Nunc, 155380) for 24 h and subsequently incubated in
complete medium supplemented with 50 nM Lysotracker green
(Invitrogen, L7526) for 1 h. Living cells were then analyzed by
confocal microscopy as described above.

Cell fractionation. Cell fractionation was carried out
essentially as described previously.?® In brief, HEK293-
Flag: GABARAPLI:6 his cells were cultured in complete medium
or DMEM supplemented with 1% FBS and 50 mM NH,CI for
2 h to inhibit lysosomal activity. Cells were washed, collected
in 1 ml PBS containing 1 mM phenylmethylsulfonylfluoride
(PMSF, Sigma, 93482), homogenized by sonication (Sonics and
Materials) and the large vesicles and nuclei-were pelleted at 800
g for 10 min. Supernatants were centrifuged at 100,000 g for
30 min to harvest the membranes and intracellular vesicles and
organelles. The pellets were resuspended in homogenization buf-
fer, sonicated once more and subjected to a second round of ultra-
centrifugation. Pellets were then-resuspended in 1 ml PBS and
one aliquot (20 pl)-of the different fractions (Whole Cell Lysate,
Supernatant of the first centrifugation and Pellet) were reserved
for western blot analysis.

Western blot analysis. Cells were rinsed with ice-cold PBS
(0137 M NaCl, 3.3 mM KCI, 10 mM Na,HPO,, 1.8 mM
KH,PO,) and lysed in a SDS-PAGE loading bufter (78 mM Tris-
HCL, pH 6.8, 2.5% SDS, 12.5%, 6.25% [-mercaptoethanol,
0.025% bromophenol blue). Samples were sonicated for 30 s
before loading (Sonics and Materials) and separated by SDS-
PAGE before transfer to Immobilon-P PVDF membrane
(Dutscher, 44088). The membranes were blocked with 5% skim
milk in 0.1% Tween 20/TBS (199 mM Tris-HCI, pH 7.4, 1.36
mM NaCl, 0.1% Tween 20) and incubated with primary anti-
bodies in antibody block buffer (0.5% skim milk in 0.1% Tween
20/TBS). The polyclonal anti-GFP, anti-GABARAPLI, anti-
LC3, anti-Actin and anti-Transferrin receptor (CD71) antibodies
were diluted at 1:5,000, 1:2,000, 1:2,000, 1:2,000 and 1:1,000,
respectively in the antibody block buffer. Immunoreactive bands
were detected using goat horseradish peroxydase (HRP)-coupled
secondary anti-mouse or anti-rabbit antibodies (1:20,000 in anti-
body block buffer) (PARIS, P1291) and the ECL Plus reagent
(GE Healthcare Life Sciences, RPN2132), according to the man-
ufacturer’s protocol.
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II-Expression de la protéine GABARAPL1 dans des lignées

cellulaires et dans des conditions pathologiques

1)-Recherche d’un anticorps spécifique de la protéine GABARAPL1

La forte identité de séquence de la protéine GABARAPLI1 avec son homologue
GABARAP rend la détection de ces protéines tres difficile. Actuellement, 1’étude de la
protéine GABARAPLI1 repose essentiellement sur des modeles cellulaires de surexpression
de la protéine fusionnée a un ou plusieurs épitopes. En effet, I’utilisation d’anticorps dirigés
contre les épitopes auxquels GABARAPLI est fusionnée permet de détecter la protéine et
ainsi d’étudier son expression et sa localisation. Cependant, 1’¢tude des protéines GABARAP
et GABARAPLI1 endogenes dans les cellules ou tissus est actuellement tres difficile a
entreprendre a cause des anticorps qui présentent des réactions croisées avec les deux
protéines. Ainsi, il est conseillé de tester la spécificité des anticorps vis a vis des deux
protéines avant leur utilisation. Il est a noter que la détection par western-blotting des deux
protéines est possible, méme avec des anticorps non spécifiques, du fait de leur migration
différente sur gel SDS-PAGE 15 %. En effet, GABARAPL1 migre a 17 kDa alors que
GABARAP présente une migration plus rapide.

Pour résoudre ce probleme, nous avons alors décidé de comparer la spécificité in vitro
et in vivo de trois anticorps commerciaux dirigés contre la protéine GABARAPLI1 afin de
déterminer le meilleur outil pour étudier cette protéine.

Les résultats de ces travaux ont montré que les conclusions peuvent étre erronées du
fait de la faible spécificité des anticorps utilisés. Néanmoins, nous avons pu sélectionner un
anticorps polyclonal de lapin (11010-1-AP, ProteinTech) qui semble étre spécifique en
western-blotting et également in vivo. Nous n’avons pas testé tous les anticorps disponibles
sur le marché mais les entreprises que nous avons contactées n’ont pas pu assurer de leur
spécificité et ne 1’ont d’ailleurs jamais testée.

Les résultats de ces travaux sont présentés dans la publication suivante :

« GABARAPLI1 antibodies: target one protein, get one free! », Jaclyn Nicole Le Grand,
Fatima Zahra Chakrama, Stéphanie Seguin-Py, Annick Fraichard, Régis Delage-Mourroux,

Michele Jouvenot, Pierre-Yves Risold and Micha&l Boyer-Guittaut., Autophagy, 2011, 7:11,
1-6.
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GABARAPL1 (GEC1) antibodies
Target one protein, get one free!

Jaclyn Nicole Le Grand, Fatima Zahra Chakrama, Stéphanie Seguin-Py, Annick Fraichard, Régis Delage-Mourroux,

Michéle Jouvenot, Pierre-Yves Risold and Michaél Boyer-Guittaut*

Université de Franche-Comté; Laboratoire de Biochimie ; EA3922; “Estrogénes, Expression Génique et Pathologies du Systéme Nerveux Central”;
IFR133; U.F.R. Sciences et Techniques; Besangon, France
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Atg8 is a yeast protein involved in the autophagic process and in particular in the elongation of autophagosomes.
In mammals, several orthologs have been identified and are classed into two subfamilies: the LC3 subfamily and the
GABARAP subfamily, referred to simply as the LC3 or GABARAP families. GABARAPL1 (GABARAP-like protein 1), one of
the proteins belonging to the GABARAP (GABA, receptor-associated protein) family, is highly expressed in the central
nervous system and implicated in processes such as receptor and vesicle transport as well as autophagy. The proteins
that make up the GABARAP family demonstrate conservation of their amino acid sequences and protein structures. In
humans, GABARAPL1 shares 86% identity with GABARAP and 61% with GABARAPL2 (GATE-16). The identification of the
individual proteins is thus very limited when working in vivo due to a lack of unique peptide sequences from which
specific antibodies can be developed. Actually, and to our knowledge, there are no available antibodies on the market
thatare entirely specific to GABARAPL1 and the same may be true of the anti-GABARAP antibodies. In this study, we sought
to examine the specificity of three antibodies targeted against different peptide sequences within GABARAPL1: CHEM-
CENT (an antibody raised against a short peptide sequence within the center of the protein), PTG-NTER (an antibody
raised against the N-terminus of the protein) and PTG-FL (an antibody raised against the full-length protein). The results
described in this article demonstrate the importance of testing antibody specificity under the conditions for which it will
be used experimentally, a caution that should be taken when studying the expression of the GABARAP family proteins.

BASIC BRIEF REPORT

Introduction

Gabarapll/gecl (gabarap-like 1 protein/glandular epithelial cell I)
is an estrogen-regulated gene that belongs to the gabarap (GABA
receptor-associated protein) family of genes. It has been demon-
strated that GABARAPLI acts in receptor and vesicle trans-
port thanks to its interaction with tubulin and the GABA, and
kappa-opioid receptors."> GABARAPLI also plays a role, like
GABARAP, GATE-16 and LC3, in the process of autophagy
and can be now considered as an autophagic marker as well.? The
exact role of GABARAPLLI in intracellular transport and autoph-
agy, however, is still unanswered, and will require further studies
to address the remaining uncertainties. As with any experiment,
the proper tools are critical to its success. As such, one essential
technical question will have to be answered before the in vivo
role of GABARAPLI, and similarly, the role of its closest homo-
log, GABARADP, can be elucidated: the question of the speci-
ficity of the currently available polyclonal anti-GABARAPLI
and anti-GABARAP antibodies. Indeed, we know that these
two proteins share 86% identity at the amino-acid level (Fig. 1)
and that the crystal structures of these proteins present identical
tri-dimensional structures, similar to that of the ubiquitin pro-

tein.*® These shared features make it very difficult to produce a

specific antibody directed against only one of these two proteins.
Moreover, in humans, GABARAPLI shows 61% identity with
GATE-16,” 54% with yeast Atg8 (autophagy-related protein),®
and 28.8% with MAP-LC3 (light chain 3 of microtubule associ-
ated protein).”!!

GABARAPLI was first discovered in 1993 and described as
part of the GABARAP family in 2001."* When performing a far
from exhaustive search on PubMed, we counted about 31 pub-
lications citing this protein (using three different names: GECI,
GABARAPLI or GABARAP-LI). Within these 31 publications,
only nine presented antibody-detection of the GABARAPLI
protein. The majority of these publications examine the expres-
sion of gabarapll at the mRNA level.

Since the discovery of GABARAPLLI in our laboratory, we
have endeavored to identify reliable tools to study this protein
and have developed an appreciation for the technical problems
linked to these tools. The main problem is that GABARAP and
GABARAPLI are so closely related (86% identity, Fig. 1) that
their in vivo immunodistinction becomes very improbable. This
problem can beeasily circumvented when working with immunob-
lotting analysis. Although their calculated molecular weights are
identical (14 kDa), GABARAPLI displays a slower migration rate
than GABARAP, allowing one to separate the two proteins with a
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GABARAP
QYKEDHPFEYRKKEG

GABARAP
YFLIRKRIHLR P EDALFFFVNNTI

GABARAPL1 MKFQYKEDHPFEYRKKEGEKIRKKYPDRVPVIVEKAPKARVPDLDKRKYLVPSDLTVGQF -60
MKFVYKEEHPFEKRRSEGEKIRKKYPDRVPVIVEKAPKAR |G DLDKKKYLVPSDLTVGQF -60

GABARAPL1 YFLIRKRIHLR P EDALFFFVNNTIPPTSATMGQLYEDNHEEDYFLYVAYSDESVYGK -117
YFLIRKRIHLRAEDALFFFVNNVIPPTSATMGQLYQEHHEEDFFLY IAYSDESVYGL -117

KAPKARVPDLDKRKYLVPSDLTVGQF

Figure 1. Alignment of peptide sequences used to produce anti-GABARAPL1 antibodies with GABARAPLT and GABARAP. The human amino-acid
sequences (obtained from NCBI or GeneBank databases) of GABARAPL1 (NP_113600) and GABARAP (CAG47031) proteins were aligned using the NCBI
Protein BLAST tool. The amino acid sequences of the peptides used to produce anti-GABARAPLT are highlighted in blue (PTG-NTER, Proteintech,
18721-1-AP) and in green (CHEM-CENT, Chemicon, AB15278). Variation between the GABARAP and GABARAPL1 proteins are shown in red.

higher percentage of acrylamide in the gel and a longer migra-
tion time.*”® Immunohistological analysis of the endogenous
proteins, however, does not provide an easy alternative to the
necessity of specific antibodies. Indeed, many researchers have
encountered this problem of cross-reactivity with both their
‘homemade’ and commercially bought antisera and purified anti-
bodies raised against either GABARAPL1 or GABARAP."*!" To
our knowledge, there are no available antibodies that can dif-
ferentiate between these two proteins, explaining why so many
laboratories have chosen to use the less problematic mRNA-based
techniques to overcome this problem and study the expression of
these genes in vivo. While these studies have allowed for a bet-
ter characterization and understanding of gabarapll gene expres-
sion and regulation, they do not explore GABARAPLLI protein
expression and regulation.

In the past, GABARAPLI has been the subject of only a
handful of studies, while most laboratories focused their efforts
on other members of the GABARAP and LC3 families such as
GABARAP, GATE-16 and LC3 as well as the yeast homolog,
Atg8. Our recent paper establishing GABARAPLL as a new
autophagic marker, however, may trigger a new wave of research
on this protein. The interest in GABARAPLI functionality,
in particular in the brain where it is the most highly expressed
gene of the family,” is likely to grow in the future. Before that
time comes, we wish to present several pieces of data explaining
our concerns about the detection of the GABARAPLI protein
in vitro and in vivo in regards to its high homology with the
GABARAP protein.

Results

In this work, we studied three anti-GABARAPLI1 antibodies
among those that are commercially available: one directed against
the full-length GABARAPLI protein (PTG-FL, 11010-1-AP,
Proteintech), a second raised against a short peptide sequence at
the N-terminal of the protein (PTG-NTER, amino acids 4-18,
QYK EDH PFE YRK KEG, 18721-1-AP, Proteintech) and a
third raised against a longer peptide sequence in the center of the
protein (CHEM-CENT, amino acids 35-84, KAP KAR VPD
LDK RKY LVP SDL TVG QFY FLI RKR IHL RPE DAL FFF
VNN TI, AB15278, Chemicon) (Fig. 1). All antibodies used are

rabbit polyclonal antibodies. It is noteworthy that no monoclonal

2 Autophagy

antibody directed against either GABARAPLI or GABARAP is
currently available.

To investigate the specificity of these antibodies against dena-
tured GABARAPLI and GABARAP, we performed protein gel
blot analysis with HEK293 WT and FLAG-GABARAPLI-6HIS
stably expressing HEK293 cell lysates (Fig. 2A). Antibodies
directed against the FLAG peptide and Actin were used as inter-
nal controls of FLAG-GABARAPLI-GHIS protein expression
and total amounts of loaded proteins, respectively. While these
cell lines both express an-easily detectable amount of GABARAP,
endogenous GABARAPLI expression is very weak, necessitat-
ing the use of the FLAG-GABARAPLI-6HIS stably transfected
HEK?293 cell line in order to more easily visualize GABARAPLLI
in these lysates. All three antibodies tested displayed a relatively
strong signal at approximately 18 kDa in size (Fig. 2A, lanes
1,3 and 5), corresponding to FLAG-GABARAPLI-GHIS in
the stably expressing cell line. In addition, the antibody raised
against a central peptide of the GABARAPLLI protein (CHEM-
CENT) revealed a second very intense band at approximately 15
kDa in size (Fig. 2A, lanes 5 and 6), corresponding to endog-
enous GABARAP. Surprisingly, despite the presence of a stably
expressed recombinant GABARAPLI protein this antibody pro-
duced a prominent band for the endogenous GABARAP protein,
suggesting that this antibody equally recognizes the two proteins.

Given that protein-antibody interactions can vary depending
on the amount of protein expressed, we chose to confirm these
results with transient transfections of either GFP-GABARAPLI1
or GFP-GABARAP prior to protein gel blot analysis of the protein
lysates (Fig. 2B). An antibody directed against GFP was used as
an internal control of the fusion proteins’ expression in the cells. In
accordance with the previous results, the antibody raised against
the central peptide (CHEM-CENT) displayed a 40 kDa band for
both GFP-GABARAPLI and GFP-GABARAP (Fig. 2B, lanes 5
and 6). In contrast, when GABARAPL1 and GABARAP are over-
expressed, only one antibody of the two previously identified to be
specific remained so. The antibody produced with the N-terminal
peptide (PTG-NTER) detected both the GFP-GABARAPLI and
the GFP-GABARAP (Fig. 2B, lanes 1 and 2), suggesting that
this antibody is not specific when both proteins are overexpressed.
The antibody directed against the full-length peptide (PTG-FL),
however, continued to identify only the GABARAPLI protein
(Fig. 2B, lane 3), producing only one signal corresponding to the
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GFP-GABARAPLLI. These results suggest that this anti- A
body remains specific to GABARAPLI whatever the lev-
els of overexpressed proteins.

In order to examine the ability of these antibodies to
discern between native GABARAPL] and GABARAP,
we performed liquid phase inhibition experiments fol-
lowed by immunohistochemical analysis. Given the
known high expression of gabarap/l mRNA in the
mouse brain and the fact that GABARAPLI inter-
venes in the transport of neuronal receptors, we chose
to conduct these studies on mouse cerebral sections.
The respective antibodies were incubated alone or with
either full-length recombinant FLAG-GABARAPLI-
6HIS or FLAG-GABARAP-GHIS for two hours prior
to incubation on mouse coronal brain sections overnight
followed by classical immunofluorescent detection meth-
ods. Staining intensity was then analyzed throughout the
slice and representative images of three separate experi-
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ments were taken in the cortex. In the presence of the B
individual antibodies alone, the visible staining pattern
varied from one antibody to another. The antibody raised
against the full-length protein (PTG-FL) displayed the
highest background and marked the cytoplasm of cells
with a more intense vesicular staining within the cyto-
plasm as well as a fainter fiber-like staining pattern (Fig.
3A). The antibody raised against the N-terminal of the
GABARAPLI protein (PTG-NTER) displayed a similar
staining pattern although the background staining was
drastically reduced and fibril-like staining increased (Fig.
3D). Finally, the third antibody, raised against the cen-

anti-GABARAPL1

anti-GFP

1 2 3 4 5 6

PTG-NTER PTG-FL CHEM-CENT

tral part of the GABARAPLI protein (CHEM-CENT),

displayed a much weaker signal in the cytoplasm of

cells and a more prominent vesicular pattern through-
out the section (Fig. 3G). After incubation with the
FLAG-GABARAPLI-GHIS protein, all three antibodies
were attenuated and little to no positive staining could
be found in the corresponding sections, indicating that
all three antibodies clearly recognize the GABARAPL1

Figure 2. Western blot analysis of anti-GABARAPL1 antibodies specificity.
Western blot analysis of HEK293 and HEK293:FLAG-GABARAPL1-6HIS cells (A) and
HEK293 cells transiently transfected with a GFP-GABARAP or a GFP-GABARAPL1
vector (B). Whole cell lysates (20-40 j.g) were loaded on a 12% or 15% SDS-PAGE
and protein gel blotting experiments were performed using three different
anti-GABARAPL1 antibodies directed against the N-terminus (PTG-NTER), the
full-length protein (PTG-FL) or the center of the protein (CHEM-CENT) and control
antibodies (anti-GFP, anti-FLAG M2 and anti-Actin). A representative experiment

protein in its native form (Fig. 3B, E and H). The

of 3 performed is shown.

results obtained from the incubation with the FLAG-
GABARAP-GHIS protein, however, differed depending
on the antibody in question. Incubation of the PTG-FL antibody
with recombinant GABARAP did not appear to affect staining
intensity at all (Fig. 3C), demonstrating that under the condi-
tions used, this antibody is capable of distinguishing between
GABARAPLI1 and GABARAP. Incubation of the PTG-NTER
antibody with recombinant GABARAP produced the exact
opposite effect, with a complete attenuation of the visible signal
on the corresponding tissue section (Fig. 3F). This was surpris-
ing since this antibody showed some specificity in protein gel blot
experiments (Fig. 2). Finally, recombinant GABARAP, when
incubated with the antibody produced by immunization with
the central peptide (CHEM-CENT), reduced staining in the last
experiment to about the same extent as incubation with recom-
binant GABARAPL1 (Fig. 3I). The two antibodies produced
against peptide sequences within the GABARAPLI protein were

www.landesbioscience.com

inhibited by incubation with recombinant GABARAP, suggest-
ing that, under the conditions used, these antibodies also recog-
nize this homolog protein.

Discussion

In this work, we studied the characteristics of three different
anti-GABARAPLI antibodies in protein gel blot and immuno-
histochemical analysis. With the exception of the anti-ATG8L
antibody from Protein Tech Group (PTG-FL), these antibodies
are described to be specific to GABARAPLLI, implying that they
do not recognize the closest homolog, GABARAP.

Using HEK293 cell lysates, we demonstrated that the anti-
bodies tested displayed differing affinities for the denatured
forms of GABARAPL1 and GABARAP. Of the antibodies that

Autophagy 3



anti-GABARAPL1
pre-incubated with
FLAG-GABARAPL1-6HIS

anti-GABARAPL1

PTG-FL

PTG-NTER

CHEM-CENT

anti-GABARAPL1
pre-incubated with
FLAG-GABARAP-6HIS

Figure 3. Immunohistochemical analysis of blocking protein experiments. Inmunohistochemical analysis of rat brain tissue with anti-GABARAPL1 anti-
bodies. One pl of pure anti-GABARAPL1 antibody was pre-incubated in either PBST alone, 0.5 nmol FLAG-GABARAP-6HIS in PBST or 0.5 nmol FLAG-GAB-
ARAPLI1-6HIS in PBST for 2 h before incubation on rat brain sections overnight as described in the material and methods. Scale bar represents 20 um.

we chose, the antibody raised against a peptide sequence within
the central part of the GABARAPLLI protein was the least effi-
cient at discerning between the two proteins but, surprisingly,
this antibody displayed a higher affinity for these proteins.
Finally, the antibodies, raised against the N-terminus and the
full-length protein, appear to be able to distinguish between the
two homolog proteins under the conditions used. It is worth not-
ing, however, that even these antibodies have, under other condi-
tions, recognized the recombinant GABARAP protein in protein
gel blotting experiments'® and one must therefore be vigilant of
the protocol used when using these antibodies for GABARAPLLI
detection. Our protein gel blot experiments indicated that the
PTG antibodies seem to be specific of GABARAPLI but when
we analyzed their specificity in vivo, we observed some differ-
ences. Indeed, when we pre-incubated each antibody with either
GABARAP or GABARAPLI before performing an immunohis-

tochemistry staining on mouse brain sections, we observed that

4 Autophagy

only the PTG-FL antibody showed a specific staining, which was
inhibited by a pre-incubation with the GABARAPLLI protein
and not the GABARAP protein. All together, our results dem-
onstrate that only the PTG-FL antibody seems to be specific of
GABARAPLI in vitro and in vivo.

In the past, our studies have utilized alternatives to endog-
enous protein detection such as mRNA expression or overexpres-
sion of a recombinant GABARAPLI, due to the lack of available
antibodies. The identification of only one of the two homologs
has been limited, making it difficult to associate the cellular roles
being examined to one protein or the other. Although the conclu-
sions obtained regarding the fundamental function of these two
molecules in the cells remain valid, there is some doubt about the
real implication of each of these proteins separately in the roles
identified.

To conclude, experimenters should be very careful when
working with anti-GABARAP and GABARAPLLI antibodies for
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both in vitro and in vivo detection since they most likely cross-
react and detect both proteins simultaneously. It would be judi-
cious to either first demonstrate the degree of specificity of the
antibody or intentionally target the two proteins together, as has
previously been demonstrated for siRNA experiments.” In the
future, the production of specific monoclonal antibodies would
be more than useful to further characterize the function of each
protein independently in vivo, as they have been described as
playing an important role in various cellular and physiological
processes such as apoptosis, autophagy, brain receptor transport
or tumor progression.

Materials and Methods

Animals. All animal care and experimental protocols adhere to
the institutional guidelines. Cerebral tissue from an adult male
Sprague Dawley rat was used for competing protein experiments.

Vectors. To construct the psBET-FLAG-GABARAP-GHIS
and psBET-FLAG-GABARAPLI-6HIS vectors, gabarap and
gabarapll cDNA were amplified by polymerase chain reaction
(PCR) from the pcDNA3.1-gabarap and pcDNA3.1-gabarapl1,"
plasmids using the following primers: 5-AAA TCT AGA ATG
AAGTTC GTG TACAAA GA-3"and 5-TTT GGA TCC CAG
ACC GTA GACACT TTC GT-3' for gabarap and 5-AAA TCT
AGA ATG AAG TTC CAG TAC AAG GA-3"and 5-TTT AGA
TCT CTT CCC ATA GAC ACT CTC AT-3' for gabarapll. The
protocol used the following settings: 94°C for 2 min, followed
by 35 cycles of 94°C for 30 sec, 54°C for 30 sec, and 72°C for
I min and one final extension at 72°C for 10 min. The reac-
tions were performed in a 25 wl volume containing 0.2 WM of
each primer, 200 uM dNTPs, 1.5 mM MgClL,, 15 ng of template
DNA and 1 U of Go Taq DNA Polymerase (Promega, M3171).
The PCR fragments were then purified using the NucleoSpin
Extract II Kit (Macherey-Nagel, 740609.10) and ligated into
the pGEM-T easy vector (Promega, A1360) using a T4 DNA
ligase (Promega, M1801) according to the manufacturer’s proto-
col. The gabarap and gabarapll cDNA were then digested with
Xbal (Fermentas, FD0684) and BamHI (Fermentas, FD0054)
or BglIl (Fermentas, FD0083), respectively and subcloned into
the psBET-Flag/6His vector” to produce the psBET-FLAG-
GABARAP-6HIS and psBET-FLAG-GABARAPLI-GHIS vec-
tors, respectively. Plasmid sequences were confirmed by DNA
sequencing using the previously described method in reference
20 (3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems).

Recombinant protein expression and purification.
BL21-DE3 E. coli transformed with psBET-FLAG-GABARAP-
GHIS or psBET-FLAG-GABARAPLI-6HIS were grown in 100
ml Luria-Bertani (LB) broth in the presence of 100 pwg/ml kana-
mycine at 37°C. Protein expression was induced with 0.5 mM
Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranoside (IPTG) for 2 h. Bacteria
were then pelleted at 5,000 g for 10 min at 4°C and resuspended
in 5 ml of Sonication buffer (20 mM TRIS-HCI, pH 7.2-7.3,
20% Glycerol, 0.2 mM EDTA pH 8.0, 500 mM KCl, 10 mM
Imidazole, 10 mM B-EtSH, 1 mg/ml lysozyme) per gram of bac-
teria. The bacterial solution was then incubated on ice for 30
min and sonicated three times for 15 sec (Sonics and Materials)
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followed by a second centrifugation at 20,000 g for 30 min at 4°C
to clear the lysates. The FLAG-GABARAP-6HIS and FLAG-
GABARAPLI-6HIS recombinant proteins were then purified
using a Ni-NTA Agarose column Purification System (Qiagen
30210) according to the manufacturer’s protocol. Briefly, protein
lysates were incubated with 500 pl of packed Ni-NTA resin per
500 ml bacterial culture for 2 h at 4°C. The resin was then cen-
trifuged at 5,000 g for 5 min at 4°C and washed three times with
at least two volume equivalents of Wash buffer [20 mM TRIS-
HCI, pH 7.2-7.3, 20% Glycerol, 0.2 mM EDTA pH 8.0, 100
mM KCI, 20 mM Imidazole, 10 mM B-EtSH, 0.5 mM phenyl-
methylsulfonyl fluoride (PMSF)] followed by a centrifugation at
10,000 g for 1 min at 4°C. The purified protein was eluted by
incubation with two volume equivalents of Elution buffer (20
mM TRIS-HCL, pH 7.2-7.3, 20% Glycerol, 0.2 mM EDTA
pH 8.0, 100 mM KCl, 10 mM B-EtSH, 0.5 mM PMSF) con-
taining increasing concentrations of Imidazole (100-500 mM).
Recombinant protein concentration was determined by compari-
son to a range of known BSA quantities on a 12.5% SDS-PAGE
followed by Coomassie staining.

Cell culture. HEK293 (Human Embryonic Kidney) and
HEK293:FLAG-GABARAPLI-GHIS cells were cultured in
DMEM (Dulbecco’s Minimum Essential Medium, PAA, E15-
891) supplemented with- 2. mM Stable L-Glutamine (PAA,
M11-006), 100 pg/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin
(Invitrogen, 15140) and 10% fetal bovine serum (FBS, PAA,
A15-101) in a 5% CO, incubator at 37°C. Transient transfection
of the HEK293 cells plated in a 6-well plate was accomplished
with 500 ng of either pGFP-GABARAP or pGFP-GABARAPL1
and 1 pl of TransFast reagent (Promega, E2431) per well, follow-
ing the manufacturer’s instructions.

Tissue fixation and cryoprotection. Animals were anaesthe-
tized by an intraperitoneal (i.p.) injection of 7% chloral hydrate
(ROTH, K318.3) and perfused as previously described in refer-
ence 21, with 0.9% NaCl followed by ice-cold 1% paraformal-
dehyde (PFA, ROTH, 0335.4) fixative in PBS (0.137 M NaCl,
3.3 mM KCI, 10 mM Na,HPO,, 1.8 mM KH,PO,). Extracted
brains were subsequently post-fixed in 1% PFA for several hours
at 4°C and cryoprotected by saturation in a 15% sucrose solution
(Sigma, 17 994-9) at 4°C overnight. Tissues were frozen on dry
ice in OCT (Tissue Tek 4583), sectioned into 10 pm sections at
-20°C using a cryostat-microtome (Microm, HM560) and placed
on gelatin-coated slides (ROTH, 4275.1) and stored at -40°C.

Immunohistochemistry. For immunohistochemical stain-
ing, slides were prepared by rehydrating in PBS-T (PBS with
0.3% Triton X100) for three 5-min washes at room temperature.
Tissue was subsequently incubated with the appropriate primary
antibody dissolved in milk diluant (PBS-T containing 1% bovine
serum albumine, 10% lactoproteins and 0.01% sodium azide)
overnight at room temperature. Primary antibodies used include:
anti-ATG8L (PTG-FL, rabbit polyclonal, Proteintech, 11010-1-
AP, 1:200), anti-GABARAPLI (PTG-NTER, rabbit polyclonal,
Proteintech, 18721-1-AP, 1:200), anti-GABARAPL1 (CHEM-
CENT, rabbit polyclonal, Chemicon Millipore, AB15278,
1:200). Slides were then washed three times with PBS-T for 5
min each at room temperature before being incubated with the
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appropriate secondary antibody diluted in milk solution for 1 h
at room temperature. The secondary antibody used was the Alexa
Fluor 488 goat anti-rabbit IgG (Invitrogen, A11034, 1:800).
Finally, the slides were washed with PBS-T three times for 5 min
and coverslips were mounted with 70:30 glycerol:PBS-T.

Competing protein experiments. For immunohistochemi-
cal protein competing experiments, antibodies were incubated
with either 0.05 or 0.5 nmol of purified recombinant protein
(FLAG-GABARAP-GHIS or FLAG-GABARAPLI1-GHIS) per
1 pl of pure antibody (either anti-ATGS8L from Proteintech at
0.247 pg/l, anti-GABARAPLI from Proteintech at 0.773 g/
wl, or anti-GABARAPLLI from Chemicon at 0.62 pg/pl) diluted
in PBS-T experiments for 2 h prior to detection experiments as
described above.

Confocal microscopy. Tissue sections were examined with
a fluorescence laser scanning confocal microscope Fluoview
FV1000 BX (Olympus, France) and images were captured with
a40x/0.75 NA objective and a DP 75 numeric camera using the
Fluoview FV1000 software (Olympus, France). All figures were
assembled using Adobe Illustrator CS software.

Western blot analysis. Cells were lysed using the following
lysis buffer: [50 mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,
1% Triton X100, protease inhibitor cocktail (Sigma, P8340)]

then 20-40 pg of cell lysates were resolved on a 12% or 15%
polyacrylamide gel in running buffer (25 mM Tris base, 200
mM glycine and 0.1% SDS) at 120 V, using a Biorad Power Pack
1000. Proteins were transferred onto Immun-Blot PVDF 0.2
pm membranes (Biorad, 1620177) for 1 h at 4°C at 100 V in
protein gel blot transfer buffer (25 mM Tris base, 200 mM gly-
cine and 10% methanol). Membranes were subsequently blocked
in TBS-T (199 mM TRIS-HCI, pH 7.4, 1.36 mM NaCl, 0.1%
Tween 20) with 5% skim milk powder. Membranes were blotted
with antibodies diluted in TBS-T supplemented with 0.5% skim
milk against ATG8L (PTG-FL, rabbit polyclonal, Proteintech,
11010-1-AP, 1:2,000), GABARAPL1 (PTG-NTER, rabbit
polyclonal, Proteintech, 18721-1-AP, 1:2,000), GABARAPLLI
(CHEM-CENT, rabbit polyclonal, Chemicon Millipore,
AB15278, 1:2,000), GFP (rabbit polyclonal, Millipore, AB3080,
1:5,000), FLAG M2 (mouse monoclonal, Sigma, F1804,
1:1,000) and Actin (rabbit polyclonal, Sigma, A5060, 1:3,000).
The secondary antibody horseradish peroxydase-coupled anti-
rabbit IgG was prepared in TBS-T containing 0.5% skim milk
powder. Binding of antibodies to membranes was detected by
Enhanced Chemiluminescence Plus Reagent (ECL Plus, GE
Healthcare Life Sciences, RPN2132), according to the manufac-
turer’s protocol.
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2)-Etude de I’expression de la protéine GABARAPLI1 dans différentes

lignées cellulaires

Des études précédentes effectuées au laboratoire ont montré que I’expression des
ARNm gabarap et gabarapll est fortement diminuée dans différentes lignées de cellules
cancéreuses (Nemos et al., 2003) :

- 2 lignées de lymphomes de Burkitt (Daudi et Raji) ;

- 3 lignées cellulaires issues de patients atteints de leucémies (HL-60, myéloblastique ;
MOLT-4, lymphoblastique T et K-562, érythroblastique) ;

- 1 lignée de carcinome de poumon (A549) ;

- 1 lignée d’adénocarcinome colorectal (SW480) ;

- 1 lignée dérivée du cancer du col de I’'utérus (HeLa).

Ces expériences ont été effectuées avec des sondes spécifiques dirigées contre les régions
UTR-3" des ARNm car il n’existait pas, a cette époque, d’anticorps spécifique contre la
protéine GABARAPLI.

Apres avoir montré que I’anticorps ProteinTech (PTG-FL, 11010-1-AP) différenciait
les deux protéines in vitro et in vivo, nous avons mené une étude plus large de 1’expression de
la protéine GABARAPLI dans différentes lignées cellulaires cancéreuses, immortalisées ou
primaires. Nous avons également étudié I’expression de deux homologues de GABARAPLI,
les protéines GABARAP et LC3B et un marqueur de 1’activité autophagique, la protéine p62.
Les lignées suivantes ont été€ étudiées :

- 3 lignées dérivées de cancer du sein (MCF-7, MDA-MB231, MDA-MB436) ;

- 1 lignée dérivée de cancer du col de 1’utérus (HeLa) ;

- 3 lignées dérivées de patients atteints de leucémies (HL60, myéloblastique ; U937,
monocytaire ; et NB4, promyélocytaire) ;

- 1 lignée dérivée de neuroblastome (SKN-BE) ;

- 1 lignée de rat dérivée de phéochromocytome (PC12) ;

- 4 lignées immortalisées par 1’antigéne grand T du SV40 (fibroblastes de souris
MEEF ; cellules d’endometre de cobaye S1AS ; cellules rénales de singe COS7 ; fibroblastes
de poumon humain MRC-5) ;

- 1 lignée immortalisée par 1’adénovirus 5 (cellules embryonnaires de rein humaines
HEK293) ;

- des fibroblastes embryonnaires de souris (MEF).
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Des lysats protéiques des différentes lignées ont été préparés puis 1’expression de
GABARAPLI a été étudiée par western-blotting grace a I’anticorps spécifique de la protéine
GABARAPL1 (11010-1-AP, ProteinTech). La protéine GABARAP, quant a elle, a été
révélée en méme temps que GABARAPLI, par I’anticorps non spécifique anti-GABARAPL1
obtenu chez Chemicon (Chakrama et al., 2010).
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Figure 18: Expression de la protéine GABARAPLI1 dans différentes lignées cellulaires. 50 ug de protéines
totales ont été chargées sur un gel 15 %. La révélation a été effectuée avec des anticorps dirigés contre les
protéines GABARAPL1 (Protein Tech, 1/1000°; Chemicon, 2000°), Actine (1/3000%), LC3 (1/3000°), p62
(1/1000°) et le kit de bioluminescence ECL Plus. C : Extrait protéique de cerveau de rat.

Comme le montre la figure 18, dans les lignées cellulaires non cancéreuses (MRC-5,

HEK?293, COS7, MEF, S1AS5 et MEF primaire, pistes 10 a 15), un niveau basal d’expression
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de GABARAPLI est détecté avec une expression plus élevée dans les cellules MEF
immortalisées et MRC-5.

Dans les lignées cellulaires cancéreuses (pistes 1 a 9), ’expression de la protéine
GABARAPLI1 est variable. Ainsi, elle est indétectable dans les cellules U937, SKNBE et
MCE-7 (pistes 4, 5 et 7) et tres faiblement exprimée dans les cellules HL60, NB4 et MDA-
MB231 (pistes 2, 3 et 9). Un niveau moyen d’expression, comparable a celui observé dans les
cellules normales HEK293 et COS7 (pistes 11 et 12), a été détecté dans les lignées
cancéreuses PC12 et MDA-MB436 (pistes 6 et 8). Par contre, la plus forte expression de
GABARAPLI1 endogene, comparable a celle observée dans le cerveau de rat, a été observée
dans la lignée HeL a (piste 1).

L’utilisation de I’anticorps anti-GABARAPL1 (Chemicon) non spécifique a permis de
détecter deux signaux : le premier migrant a une taille de 17 kDa correspond a la protéine
GABARAPLI et le second migrant plus loin correspond a la protéine GABARAP. Nous
avons alors observé que dans les cellules non cancéreuses (pistes 10 a 15), GABARAP est
exprimée a des niveaux a peu pres équivalents dans toutes les lignées sauf dans les cellules
STAS (piste 14) ou elle est indétectable. Dans les lignées cancéreuses (pistes 1 a 9),
GABARAP est détectée dans toutes les lignées et présente des taux d’expression importants,
particulicrement dans les lignées HeLLa HL60, NB4, U937 et MCF-7 (pistes 1, 2, 3, 4 et 7).
Par ailleurs, I’utilisation de cet anticorps permet également de détecter la protéine
GABARAPLI. En effet, une bande de taille supérieure a celle de GABARAP est observée
dans les cellules HeLa, MRC-5 et MEF immortalisées (pistes 1, 10 et 13), les trois lignées qui
présentent un signal GABARAPL1 important avec 1’anticorps spécifique. Il est a noter que
dans I’extrait de cerveau de rat, une seule bande correspondant 8 GABARAPLI1 est détectée,
démontrant une plus forte expression de GABARAPLI par rapport a GABARAP dans cet
organe. Cela confirme les données obtenues lors de I’étude effectuée sur 1’expression des
ARNm (Mansuy-Schlick et al., 2006b).

En ce qui concerne 1’expression de la protéine LC3, deux signaux ont été observés : le
premier de 19 kDa environ correspond a la forme mature de LC3 (LC3-I) et le second
correspond a la forme modifiée de LC3 (LC3-II). Dans les cellules non cancéreuses (pistes 10
a 15), LC3 est tres faiblement exprimée dans les cellules HEK293, S1AS et MEF en culture
primaire (pistes 11, 14 et 15). Des taux plus importants sont observés dans les cellules MRC-
5, COS7 et MEF immortalisées (pistes 10, 12 et 13) avec apparition de la forme LC3-II dans
les lignées MRC-5 et COS7 (pistes 10 et 12). Dans les lignées cancéreuses (pistes 1 a2 9), la

protéine LC3 est faiblement exprimée dans la plupart des lignées mais présente une forte
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expression dans les lignées SKNBE et PC12 (pistes 5 et 6). Par ailleurs, la forme II de LC3
est observée uniquement dans les lignées MDA-MB436 et MDA-MB231 (pistes 8 et 9).

L’activité autophagique a été étudiée dans toutes ces lignées grace a la détection de la
protéine p62. En effet, il a été décrit que la protéine p62 est dégradée par autophagie donc
toute augmentation du flux autophagique, caractérisée par une augmentation du nombre
d’autophagosomes et donc de la forme -II de LC3, devrait conduire a une diminution des
niveaux de p62 dans les cellules. Il a été également décrit dans la littérature que p62 est
fortement exprimée dans de des tissus tumoraux, ce qui est en corrélation avec une inhibition
de I’autophagie (Zatloukal et al., 2007). D’aprés la figure 18, la protéine p62 est fortement
exprimée dans les lignées de cancer du sein MDA-MB436 et MDA-MB231 (pistes 8 et 9) et
plus faiblement exprimée dans les cellules HeLa (piste 1). Dans les cellules non cancéreuses,
p62 est seulement détectée dans les lignées MRC-5 et COS7 (pistes 10 et 12). Il est a noter
que I’on détecte également une augmentation de la forme -II de la protéine LC3 dans les
lignées MDA-MB436, MDA-MB231, MRC-5 et COS7 (pistes 8, 9, 10 et 12). Seule la lignée
HeLa (piste 1) présente un taux élevé de p62 mais une absence totale de LC3-I ou LC3-II. Ces
données sont donc en contradiction avec 1’hypotheése émise mais pourraient étre expliquées
par un blocage de la fusion des autophagosomes avec les lysosomes et donc une inhibition de
la dégradation de LC3-II et p62.

Ces résultats, obtenus sur un nombre restreint de lignées cellulaires, ne nous ont pas
permis de dégager un profil d’expression de GABARAPLI1 qui puisse étre associé a un
groupe de lignées cellulaires provenant d’un méme organe. Cependant, ces données, obtenues
pour la premiere fois sur la protéine, confirment celles obtenues sur I’expression des ARNm.
En effet, nous avons observé une faible expression de cette protéine dans la plupart des
lignées cancéreuses (excepté pour les cellules HeLa), comparativement a I’expression dans le
cerveau de rat.

Notre étude montre surtout qu’il existe des différences d’expression entre les protéines
GABARAPL1, GABARAP et LC3 qui appartiennent a la méme famille Atg8. En effet, une
variation d’expression de GABARAPL1 et LC3, mais pas de GABARAP, est observée dans
toutes ces lignées. De plus, les protéines GABARAPL1 et LC3 présentent un profil
d’expression relativement proche pour plusieurs lignées. Par exemple, un niveau d’expression
faible voir inexistant des protéines GABARAPLI1 et LC3 est observé dans les cellules
cancéreuses dérivées de patients atteints de leucémies (HL60, NB4, et U937) alors que la

protéine GABARAP est fortement exprimée dans ces cellules. Ces résultats nous permettent
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de conclure sur un profil d’expression différent de ces protéines de la méme famille et en

particulier sur de fortes différences entre les deux homologues, GABARAP et GABARAPLI.

3)-Etude de I’expression de la protéine GABARAPL1 dans les tissus

tumoraux

3.1)-Expression dans les méningiomes

Les méningiomes sont les tumeurs du cerveau les plus fréquentes chez 1’adulte. Ils
représentent environ 20% des tumeurs intracraniennes primaires et ont une incidence annuelle
de 4,4 déces pour 100 000 personnes. Ils sont les plus fréquents chez les femmes et 1’age
moyen ou I’incidence est la plus élevée est supérieur a 50 ans (Kleihues et al.,, 2002). Ces
tumeurs, qui ont été suggérées pour présenter un caractere hormono-dépendant, se
développent a partir de ’arachnoide, une des leptoméninges qui couvrent I’encéphale et la
moélle épiniere. Environ 80% des méningiomes sont considérés comme des tumeurs bénignes
a croissance lente. Les méningiomes sont classés d’apres leurs caractéristiques histologiques.
La classification histologique des méninges a été établie en 2000 et a été mise a jour en 2007
par I’organisation mondiale de la santé (OMS) (Louis et al., 2007). Cette classification permet
de distinguer trois grades différents qui comprennent chacun plusieurs sous-types
histologiques.

Une étude précédente, effectuée par PCR semi-quantitative au laboratoire par Fabrice
Tolle dans le cadre de sa these soutenue en 2008, a montré que 1’expression des ARNm
gabarapll n’est pas homogene dans les différents sous-types de méningiomes de grade I.
Cette étude a été effectuée sur 50 échantillons de méningiomes de grade I et 3 échantillons de
méninges saines (Tolle, 2008). 11 a notamment été observé que I’expression de gabarapll est
diminuée dans les méningiomes psammomateux et que I’expression dans les méningiomes
transitionnels et méningothéliaux est supérieure chez les femmes par rapport a ceux provenant
d’hommes alors que I’inverse est observé dans les méningiomes psammomateux. Finalement,
il a montré que 1’expression de gabarapll diminue en fonction de 1’age des patientes.

Nous avons pu poursuivre cette étude au niveau de la protéine sur 22 nouveaux
échantillons de méningiomes (21 de grade I et 1 de grade II) et 1 méninge saine obtenus
aupres de la Tumorotheque de Besancon (les caractéristiques de ces tumeurs sont décrites

dans le Tableau 7).
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Numéro Sexe | Age | Histologie | Grade G AEZ,;ZUPL 1 Niveau LC3
06-14027 H 64 F I ++ +
05-14765 H 79 M I +++ +
05-09809 H 64 M I +++ +
06-10361 H 67 M I +++ +++
06-13283 H 59 M I ++ +
06-05242 F 52 M I +++ +
06-14923 F 61 M I ++ ++
06-09959 F 75 M I +++ -
06-07222 F 54 M I +++ ++
06-15612 F 64 M I ++ ++
05-18265 H 56 T I ++ ++
06-05185 H 86 T I ++ +++
05-19401 F 36 T I ++ +++
06-00502 F 65 T I - -
06-03631 F 63 T I + +
05-172771 F 63 T I + +
05-1727711 F 63 Méninge - +
06-09728 H 64 P I - -
06-06588 F 52 P I + +++
06-10339 F 85 P I + +
05-18179 F 56 P I + +++
05-20093 H 26 A II +++ +++

Tableau 7 : Information sur les méningiomes obtenus de la Tumorothéque de Besancon. Les méningiomes,
ont été classés selon la classification de ’OMS (2007). Les méningiomes Fibroblastiques ou fibreux (F),
Meéningothéliaux (M), Transitionnels ou mixtes (T) et Psammomateux (P) appartiennent au Grade I.
L’échantillon Atypique (A) appartient au grade II. Les échantillons 05-1727711 et 05-172771 correspondent a une
méninge saine et un méningiome Transitionnel, respectivement, provenant de la méme patiente. Les intensités
relatives des signaux obtenus en western-blotting ont été quantifiées et classées en 4 groupes : (-) expression non

détectée, (+) expression faible, (++) expression moyenne et (+++) expression forte.

Les protéines totales ont été extraites de ces échantillons (30 mg de tissu) grace au kit
commercial NucleoSpin RNA-Protein de Macherey-Nagel puis 40 ug de protéines totales de
chaque échantillon ont été déposées sur un gel SDS-PAGE 15%. La détection de la protéine

endogene GABARAPLI a été réalisée par western-blotting grace a 1’anticorps spécifique de
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ProteinTech. La méme membrane a ensuite été incubée avec un anticorps dirigé contre la
protéine LC3. Etant donné le nombre d’échantillons, nous avons chargé nos extraits sur deux
gels SDS-PAGE et avons utilisé plusieurs échantillons comme contrdles internes de

chargement, migration et transfert (marqués en rouge sur les figures 19 et 20).
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Figure 19 : Expression de GABARAPLI1 dans différents méningiomes. Les protéines totales extraites a partir
d’extraits de méningiomes ont été chargées sur un gel 15%. La révélation a été effectuée avec des anticorps
dirigés contre les protéines GABARAPLI1 (ProteinTech), Actine et LC3 (dilution 1/1000°, 1/3000% et 1/3000°,
respectivement) et le kit de chemiluminescence ECL Plus. En rouge sont indiqués les extraits déposés sur les
deux gels et qui servent de contrdle de chargement.

Les résultats obtenus, décrits sur les figures 19 et 20, ont montré que 1’expression de la
protéine GABARAPLI, ainsi que celle de LC3, varie en fonction des échantillons de
méningiomes. En ce qui concerne la protéine GABARAPLI1, nous observons une plus forte
expression dans les échantillons méningothéliaux par rapport aux échantillons transitionnels
et psammomateux. Ces données sont en accord avec les résultats obtenus par PCR
quantitative qui montraient une plus faible expression dans les psammomateux. Par contre, en
ce qui concerne la protéine LC3, nous n’avons pas pu mettre en évidence de corrélation entre
I’expression de cette protéine et les différents types de tumeurs (voir les échantillons de
psammomateux qui présentent une tres forte expression, 06-06588, piste 1, figure 20, ou une
tres faible voire inexistante expression, 06-09728, piste 3, figure 19). En ce qui concerne les
échantillons de méninge saine (05-1727711, piste 5, figure 19) et de grade II (05-20093, piste
11, figure 19), il est impossible de conclure sur un seul échantillon. Néanmoins, on observe
que I’expression des deux protéines est non détectée ou faible dans la méninge saine alors que
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I’on observe signaux treés importants pour les deux protéines dans I’échantillon de grade II
(piste 11, figure 19). Il serait donc intéressant d’obtenir plus d’échantillons de ce type afin de

pouvoir conclure.
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Figure 20 : Expression de GABARAPLI1 dans différents méningiomes. Les protéines totales extraites a partir
des biopsies de méningiomes ont été chargées sur un gel 15%. La révélation a été effectuée avec des anticorps
dirigés contre les protéines GABARAPLI1 (ProteinTech), Actine et LC3 (dilution 1/1000°, 1/3000° et 1/3000°,
respectivement) et le kit de chemiluminescence ECL Plus. En rouge sont indiqués les extraits déposés sur les
deux gels et qui servent de contrdle de chargement. ND : échantillon dont 1’origine n’a pu étre déterminée.

Nous avons ensuite quantifié I’expression relative des échantillons en 4 sous-groupes :
(-) expression non détectée, (+) expression faible, (++) expression moyenne et (+++)
expression forte. Les résultats de la quantification sont présentés dans le tableau 3. Afin de
confirmer ces données préliminaires, nous répéterons cette expérience et quantifierons par
densitométrie les signaux obtenus afin d’obtenir des données quantitatives. Nous pourrons
également augmenter notre cohorte d’échantillons puisque nous possédons encore 40

échantillons provenant de la Tumorotheque de Strasbourg.

3.2)-Expression dans les tumeurs du sein

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme. Plusieurs

classifications sont actuellement utilisées par les cliniciens et pathologistes :
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- la classification histologique, qui est en constante évolution, permet de prédire 1’évolution
des 1ésions et les divise en hyperplasies, carcinomes in sifu et carcinomes infiltrants (Dupont
& Page, 1985).

- la classification TNM qui décrit trois criteéres différents d’une tumeur : la taille primaire
(T), l’atteinte ganglionnaire (N) et la présence de métastases (M).

- la classification moléculaire, qui repose sur le profil d’expression de marqueurs
biologiques. Cette classification permet de cibler les traitements et est utilisée pour le
pronostic. Elle regroupe 5 sous-types différents :

- luminaux A et B: ces tumeurs sont caractérisées par 1’expression de protéines
luminales telles que les cytokératines 8, 18 et 19 et les récepteurs hormonaux (RH) ;

- basal : ce sont des tumeurs de haut grade tres agressives et de mauvais pronostic du
fait de ’absence de marqueurs ciblés tels que les récepteurs aux hormones (estrogene et
progestérone) et la protéine HER?2 ;

- HER?2 positif : il est associé a des tumeurs de haut grade avec un pronostic mitigé ;

- normal : ces tumeurs sont assez mal définies et présentent un pronostic variable.

Il a été récemment montré au laboratoire que I’expression du gene gabarapll est
fortement diminuée dans des cancers du sein et que la forte expression du gene est corrélée a
une meilleure survie des patientes et en particulier de celles présentant un envahissement
ganglionnaire. L’expression de gabarapll peut donc étre considérée comme un facteur de bon
pronostic (Berthier et al., 2010). Cette étude rétrospective, faute d’anticorps spécifique, a
seulement pu €tre conduite sur les ARNm.

Afin de compléter ces travaux, nous avons entrepris I’étude de 1’expression de la
protéine GABARAPLI dans des tumeurs du sein de différents grades. Pour cette étude
préliminaire, nous avons obtenu 10 tumeurs aupres du CGFL (Centre Georges Francois
Leclerc) de Dijon. Ces 10 échantillons représentent 4 sous-types différents (Luminal A,
Luminal B, basal et HER2). Cette étude a été réalisée en aveugle depuis I’extraction des
protéines jusqu’a ’analyse du western-blot. Nous avons déposé 20 ug de protéines totales
extraites a partir de 30 mg de chaque échantillon sur un gel SDS-PAGE 15%. La détection de
la protéine endogene GABARAPLI a ensuite été effectuée par western-blotting grice a
I’anticorps spécifique de ProteinTech. Nous avons également étudié I’expression des

protéines LC3, p62 et Actine.

Comme le montre la figure 21, GABARAPLI est exprimée de maniere non homogene

dans les différents échantillons étudiés. Dans tous les échantillons, nous avons observé un

135



signal d’environ 17 kDa correspondant a la protéine GABARAPL1 mais, méme si I’intensité
de ce signal varie selon I’échantillon, nous n’avons pas observé de différence caractéristique
entre les différents sous-types de tumeurs. Par exemple, 1’intensité du signal est équivalente
dans les échantillons de grade III HER"/RH" (pistes 4 et 8), un échantillon de grade I luminal
A (piste 7) ou un échantillon de grade IIl HER2"/RH" (piste 10). Cependant, d’autres signaux
ont également été observés dans ces échantillons. En effet, un signal migrant juste en dessous
de celui de GABARAPLI1 (A) et qui pourrait correspondre a la forme liée aux phospholipides
(-II) a été observée dans tous les échantillons mais sans aucune corrélation, encore une fois,
avec le grade des tumeurs.

D’autre part, la présence de cette forme -II, spécifique de la formation des
autophagosomes et donc de ’augmentation du flux autophagique, n’est corrélée ni a une
augmentation de la dégradation de la protéine p62 (par exemple, comparer les échantillons de

Grade III basal like, pistes 3 et 11), ni a ’apparition de la forme -II de LC3.
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Figure 21 : Expression de GABARAPLI1 dans les tumeurs de sein. Les protéines totales (20 pg) extraites a
partir de biopsies de tumeurs du sein ont été chargées sur un gel SDS-PAGE 15%. La révélation a été effectuée
avec des anticorps dirigés contre les protéines GABARAPLI, Actine, LC3 et p62 (dilution 1/1000°, 1/3000*
1/3000° et 1/1000°, respectivement) et le kit de chemiluminescence ECL Plus. Les signaux A, B et C
correspondent a des formes modifiées ou clivées de GABARAPLI.
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Par ailleurs, nous avons également détecté, dans certains échantillons (pistes 2, 4, 5, 6,
7 et 8), la présence de signaux supplémentaires migrant beaucoup plus loin que les signaux
correspondant aux formes natives, matures ou lipidées de la protéine GABARAPLI1 (B et C).
Ces signaux pourraient donc correspondre a des produits de clivage. Cette hypothese pourra
étre confirmée lors de 1’analyse des échantillons par spectrométrie de masse (voir ci-dessous).

Enfin, un dernier signal de taille supérieure a GABARAPLI a été observé dans la piste
5 correspondant a un échantillon de grade III HER2"/RH'. Cette forme modifiée pourrait
correspondre a une modification post-traductionnelle de la protéine GABARAPLI1. En effet,
il a déja été démontré que la protéine LC3 peut étre phosphorylée dans les cellules et qu’elle
doit étre déphosphorylée avant sa lipidation (Jiang et al, 2010a). D’autre part, des travaux
préliminaires en collaboration avec le laboratoire du Dr. Uwe Schlattner (Grenoble) ont
montré que la protéine GABARAPLI est phosphorylée in vitro. Cette hypothese pourra

également étre vérifiée lors de I’analyse par spectrométrie de masse.

En parall¢le de I’étude de I’expression de GABARAPLI dans ces tumeurs, une étude
du protéome global de ces échantillons par spectrométrie de masse a €té entreprise en
collaboration avec la plateforme protéomique CliPP (CLinical and Innovation Proteomic
Platform, Bourgogne/Franche-Comté). D’une part, cette étude prot€omique permettra de
confirmer la présence de la protéine GABARAPLI ainsi que les produits de clivage ou
modifiés éventuellement présents dans ces échantillons. D’autre part, ’analyse du protéome
permettra d’établir une cartographie protéique compléte de ces échantillons et donc de
déterminer une signature potentielle de ces différents grades. Cette étude est actuellement en
cours.

Les échantillons (20 pg de protéines totales) ont été chargés sur un gel 15 % qui a
ensuite été coloré avec une solution de coloration appelée Blue Silver (Figure 22) montrant un
seuil de détection plus bas que celui de la coloration par le réactif de Coomassie (Candiano et
al., 2004). Chaque piste a ensuite ét€ découpée en 56 fragments découpés a leur tour en
plusieurs morceaux d’environ 2 mm. Tous les échantillons sont en cours de traitement par la
plateforme CIliPP dans le cadre d’un financement de la Ligue Régionale contre le Cancer
(comité du Doubs) et d’un financement PRES UFC-UB. Les premiers résultats devraient étre

disponibles d’ici quelques semaines.
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En conclusion, nous avons montré que la protéine GABARAPLI présente une
expression variant selon les échantillons analysés. Toutefois, cette étude réalisée sur un
nombre limité d’échantillons n’a pas permis de mettre en évidence un lien entre 1’expression

de GABARAPLI et le type de tumeur.
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Figure 22 : Expression de GABARAPL1 dans les tumeurs de sein. Les protéines totales (20 pug) extraites a
partir de biopsies de tumeurs du sein ont été chargées sur un gel SDS-PAGE 15%. Les protéines ont été
colorées a I’aide du réactif Bleu Silver pendant 2 h puis décolorées avec de ’ecau distillée. Le rectangle
représente la zone d’expression de la protéine GABARAPLI1. pM : poids moléculaire.

Néanmoins nous pouvons tout de méme conclure que 1’expression de la protéine est
détectable dans ces échantillons, ce qui est en contradiction avec les données sur les lignées
cellulaires dérivées de cancer du sein ou I’expression de la protéine est la plupart du temps
non détectable.

Par ailleurs, nous n’avons pas pu obtenir de caractéristiques significatives sur le taux
d’autophagie dans ces tumeurs puisque les résultats obtenus pour LC3-II et p62 ne sont pas
corrélés (par exemple, comparer pistes 5 et 11 sur figure 21). En effet, une diminution de la
formation des autophagosomes (diminution de LC3-II) devrait étre associée a une

augmentation du niveau de p62 et inversement.
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Néanmoins, nous sommes confiants que les analyses de spectrométrie de masse nous
fourniront des données importantes sur les protéines dérégulées dans ces différentes tumeurs
et permettront d’identifier une ou plusieurs protéines candidates pour les futures études. Les
protéines connues pour étre impliquées dans 1’autophagie ou la dégradation lysosomale seront
ciblées en priorité. La premiere partie de cette analyse a débuté et porte sur la zone encadrée
sur la figure 22 qui correspond a la zone de migration de GABARAPLI1 et ses formes

modifiées.
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ITII-GABARAPLI1 et drogues anti-cancéreuses

I1 a été rapporté que 1’autophagie est impliquée dans la progression tumorale et qu’elle
est responsable, dans certains cas, de la résistance des cellules cancéreuses aux traitements
anti-cancéreux. En effet, I’autophagie permet la survie des cellules cancéreuses lors de stress
métaboliques générés par les drogues anti-cancéreuses. Actuellement, plusieurs essais
cliniques reposent sur [’utilisation d’inhibiteurs de l’autophagie en association avec des
drogues anti-cancéreuses (voir le paragraphe "Autophagie et résistance aux drogues anti-
cancéreuses" de la partie Rappels bibiographiques) (Chen et al., 2010). Comte tenu de ces
informations et afin de comprendre la fonction de GABARAPLI au cours de la progression
tumorale, nous avons posé comme hypothese de travail que la protéine GABARAPLI
pourrait étre régulée par des drogues anti-cancéreuses et jouer un role dans 1’acquisition de la
résistance a certains composé€s chimiques thérapeutiques. Pour tester cette hypothese, nous
avons utilisé plusieurs drogues anti-cancéreuses connues pour leur réle dans I’inhibition du
protéasome et I’activation ou l’inhibition de 1’autophagie afin de: tester leur effet sur
I’expression de GABARAPLI et, tester la réponse de cellules surexprimant la protéine

GABARAPLI a ces drogues.

1)-Régulation de ’expression de GABARAPL]1 par différentes drogues

utilisées en thérapie anti-cancéreuse

Au cours de cette partie de mon travail, nous nous sommes demandé si des molécules
utilisées en thérapie anti-cancéreuse pouvaient réguler la vie et la mort des cellules
cancéreuses via la régulation de I’expression de la protéine GABARAPLI et éventuellement
de I’autophagie. Nous avons donc choisi de tester plusieurs composés susceptibles d’affecter
la régulation et la fonction de la protéine GABARAPLI :

- composés inhibiteurs du protéasome qui ont été décrits pour réguler 1I’expression de
la protéine GABARAPLI (MG132, Lactacystine et Bortezomib) (Seguin-Py et al., article
soumis, voir publications annexes) ou de la protéine LC3 (MG132 et Bortezomib) mais
également pour réguler le taux d’autophagie (Bortezomib et MG132) (Milani et al., 2009;
Periyasamy-Thandavan et al., 2010) (Gao et al., 2010) ;

- composés anti-estrogéniques, tels que le 4OH-Tamoxifene ou le Raloxifene, décrits
pour présenter un effet anti-prolifératif dans les cellules cancéreuses ER" (Jordan & Brodie,
2007). D’autre part, il a ét¢ montré que le 4-OH régule également 1’autophagie (Qadir et al.,
2008) ;
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- composés agissant sur la dépolymérisation des microtubules, tels que le Docetaxel,
car nous savons que la protéine GABARAPLI interagit avec la tubuline et que les
microtubules sont essentielles pour le transport des autophagosomes et la fusion de ces

vésicules avec les lysosomes (Mansuy et al., 2004; Webb et al., 2004).

1.1)-Effet du Bortezomib

Lors de nos expériences, nous avons voulu déterminer si le Bortezomib, en association
avec des inhibiteurs de I’autophagie, régule I’expression de la protéine GABARAPLI de
maniere accrue par rapport au Bortezomib seul (Seguin-Py et al., 2011, article soumis, voir
publications annexes) mais surtout, a plus long terme, si cette association de traitements induit
la mort des cellules de cancer du sein en lien avec une régulation de I’expression de la
protéine GABARAPLI.

Nous avons donc incubé des cellules MCF-7:FLAG-GABARAPLI1-6HIS pendant 15
heures avec du Bortezomib (25 nM) en présence ou en absence d’inhibiteurs du flux
autophagique : 3-Méthyladénine (10 mM) ou Bafilomycine Al (500 nM). Les protéines
totales ont ensuite été chargées sur un gel 15 % puis les protéines GABARAPLI1, LC3, p62 et
Actine ont été révélées par western-blotting grace a des anticorps spécifiques.

Comme le montre la figure 23, en 1’absence de stimulation, un seul signal d’un poids
moléculaire de 19 kDa qui correspond a la protéine mature FLAG-GABARAPLI-I a été
observé (piste 1). Dans ces mémes cellules non stimulées, les deux formes de la protéine LC3
(I et II) ont été observées témoignant ainsi du niveau d’autophagie basale existant dans ces
cellules. Nous observons également un faible taux de protéine p62 (piste 1).

Apres inhibition de I’induction de ’autophagie par la 3-Méthyladénine (piste 2), nous
observons une légere augmentation du taux des protéines FLAG-GABARAPLI-I, LC3-I et
p62. Par contre, nous observons I’apparition d’un signal migrant un peu plus vite que la
protéine FLAG-GABARAPLI-I qui correspond a la protéine GABARAPL1-I endogene. Ces
augmentations de niveaux de ces protéines sont probablement dues a une inhibition de la
formation des autophagosomes et donc a une inhibition de la lipidation des protéines
GABARAPLI et LC3 ainsi qu’une inhibition de leur dégradation, et de celle de p62, dans les
lysosomes.

Lorsque les cellules sont traitées par la Bafilomycine Al (piste 3), un inhibiteur de la
fusion des autophagosomes avec les lysosomes, nous observons une augmentation de la
quantité de la forme -II de la protéine GABARAPL1 (migrant entre la protéine FLAG-
GABARAPLI-I et la protéine endogene GABARAPLI-I). Pour LC3, nous observons
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seulement une tres 1égere différence avec 1’échantillon contrdle mais cela peut étre di a la
forte quantité de forme -II déja présente dans les cellules non stimulées. Nous observons
également une augmentation de la quantité de p62 qui n’est plus dégradée dans les lysosomes.

Les niveaux de protéines FLAG-GABARAPLI1-I, GABARAPLI-I endogene, LC3-I et

MCF7:
FLAG-GABARAPL1-6HIS

- - - 4+ + + Bortezomib
- - + - - + BafA1
- 4+ - - + - 3Ma

FLAG-GABARAPL1-| - s - 19kDa
GABARAPL1/FLAG-GABARAPL1-II- mﬂ

anti-GABARAPLY
{ProteinTech)

anti-pg2

LC3-I- - 19kDa
LCB-ii—#
anti-LC3
AN - —— - 4 1

1 2 3 4 5 6
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Figure 23 : Expression de GABARAPLI1 en réponse au Bortezomib dans les cellules MCF-7:FLAG-
GABARAPLI1-6HIS. Les cellules ont été traitées avec 25 nM de Bortezomib, 500 nM BafAl, 10 mM de 3-
MA ou avec des combinaisons de Bortezomib + BafAl ou 3-MA pendant 15 h. Les cellules ont ensuite été
lysées et les extraits protéiques ont été chargés sur deux gels 15 %. La révélation du premier gel a été effectuée
avec des anticorps dirigés contre les protéines GABARAPLI et p62 (dilution 1/1000°) et la révélation du
deuxieéme gel a été effectuée avec des anticorps dirigés contre les protéines LC3 et Actine (dilution 1/3000°).

p62 sont également augmentés par le traitement au Bortezomib (piste 4). En revanche, nous
n’observons pas de différence de niveaux de ces protéines lorsque les cellules sont traitées
avec les deux composés associés, Bortezomib + 3-Méthyladénine ou Bafilomycine (pistes 5 et
6), par rapport aux niveaux observés dans les cellules traitées par ces drogues seules.

Ces résultats confirment que les niveaux des protéines FLAG-GABARAPLI-I et
GABARAPLI-I sont régulés dans les cellules cancéreuses en réponse a des drogues utilisées
en thérapie anti-cancéreuse (Bortezomib, 3-MA ou Bafilomycine Al). Des résultats
semblables ont déja été décrits pour la protéine LC3 avec le MG132 et le Bortezomib (Gao et
al., 2010; Periyasamy-Thandavan et al, 2010). Cependant, 1’association d’un composé
inhibiteur du protéasome et d’un inhibiteur de I’autophagie ou de la voie lysosomale ne

semble pas avoir d’effet synergique sur I’expression de GABARAPLI. Cela peut étre dii au
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fait que les niveaux d’expression sont importants et peuvent donc masquer des effets faibles
mais significatifs.

Etant donné que I’autophagie protége les cellules cancéreuses contre la mort cellulaire
induite par les conditions de stress induites par des composés chimiques utilisés en thérapie, il
sera maintenant intéressant de déterminer si cette augmentation du taux de la protéine
GABARAPLI régule le taux d’autophagie et proteége les cellules de cancer du sein contre la

mort cellulaire.

1.2)-Autres drogues

Nous avons également testé d’autres drogues chimiques utilisées en thérapie anti-
cancéreuse et qui ciblent des voies cellulaires différentes de celle du protéasome. En ce qui
concerne le Docetaxel, un agent inhibiteur de la dépolymérisation des microtubules, et les
anti-estrogenes, 40OH-Tamoxifene et Raloxiféne, nous n’avons pas observé d’effet sur

I’expression de la protéine GABARAPLI.

2)-Régulation de I’action des drogues chimiothérapeutiques dans les

cellules MCF-7 surexprimant la protéine GABARAPL1

Au vu de résultats obtenus pour la protéine Beclinl décrite pour réguler la réponse des
cellules MCF-7 aux composés estrogéniques et étant donné 1’implication de GABARAPLI1
dans 1’autophagie, nous nous sommes demandé¢ si la surexpression de GABARAPLI1 dans les
cellules MCF-7 pouvait réguler I’effet de composés anti-prolifératifs ou ciblant 1’autophagie.

Pour ces expériences, nous avons choisi des composés chimiques décrits comme des
inducteurs de 1’autophagie mais également pour leur action en tant qu’inhibiteurs de la
prolifération des cellules cancéreuses, la Rapamycine et le 4OH-Tamoxiféene (Chang et al.,
2007; Jordan & Brodie, 2007). La Rapamycine est un inducteur de 1’autophagie utilisé
régulierement dans le traitement des cancers. Le 4-OH-Tamoxiféne est un anti-estrogene
utilisé dans le traitement de certains cancers, en particulier celui du sein, mais qui a également
été décrit comme un inducteur de ’autophagie (Bursch et al., 1996; Bursch et al., 2000). Les
cellules MCF-7, MCF-7:controle et MCF-7:FLAG-GABARAPL1-6HIS ont donc été
cultivées en présence de 4OH-Tamoxiféene (1 uM) ou de Rapamycine (10, 100 et 200 nM)
pendant 192 heures. Nous avons ensuite effectué un test MTT toutes les 48 heures pendant 8
jours. Les résultats obtenus pour chaque traitement sont exprimés en pourcentage de cellules
viables par rapport au pourcentage de cellules viables de 1’échantillon non traité et qui a été

fixé a 100 %.
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Comme le montre la figure 24, une diminution de la croissance des trois lignées
cellulaires a été observée suite a un traitement par le 4OH-Tamoxifene (4OH-Tam). En effet,
le 4OH-Tamoxifene diminue la croissance cellulaire de maniere significative (15 a 20 %) a
partir de 96 h de traitement. Apres 8 jours de traitement (192 h), le nombre de cellules viables
est diminué de 50% par rapport a la valeur du contréle (EtOH) et ce pour les trois lignées
cellulaires. En revanche, aucune différence n’a été observée entre les trois lignées cellulaires.

Dans I’expérience décrite dans la figure 25, la Rapamycine a été utilisée a différentes
concentrations et son effet a été comparé au contréle non trait¢ (DMSO 0,02 %). Un
traitement par 10 nM de Rapamycine pendant 96 h induit une diminution significative du
nombre de cellules viables (environ 20 %) et un traitement de 8 jours (192 h), une diminution
de 50 %. Des concentrations plus élevées (100 et 200 nM), décrites dans la littérature pour
induire I’autophagie, donnent des résultats semblables & ceux obtenus avec la concentration
de 10 nM. Comme lors du traitement par le 4OH-Tamoxiféne, aucune différence n’a été
observée entre les lignées qui surexpriment ou non GABARAPLI. De plus, la concentration
ne semble pas influer sur la réponse de ces lignées a la rapamycine.

Les résultats obtenus montrent que le 4OH-Tamoxifene et la Rapamycine induisent un
effet similaire sur la croissance des trois lignées, ce qui suggere que la surexpression de la
protéine GABARAPLI ne potentialise pas 1’effet inhibiteur de ces composés sur la croissance

des cellules MCF-7.
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Figure 24 : La surexpression de la protéine GABARAPLI1 ne potentialise pas I’effet anti-prolifératif du 4OH-
Tamoxiféne. Des cellules MCF-7, MCF-7-pcDNA3.1 et MCF-7:Flag-GABARAPLI1-6HIS ont été ensemencées en plaque
de 96 puits a raison de 3x10° cellules par puits. Les cellules ont été incubées avec 1 uM 4OH-Tamoxifene (4OH-Tam) 24
h apres ensemencement et pendant 10 jours. Les milieux de traitement ont été changés et une plaque a été soumise au test
MTT tous les deux jours pour déterminer le nombre de cellules viables par puits. Les cellules contréles ont été incubées
avec 0,01 % éthanol. Les résultats obtenus pour chaque traitement sont exprimés en pourcentage de cellules viables par
rapport au pourcentage de cellules viables de 1’échantillon non traité et qui a été fixé a 100 %. Les résultats représentés
correspondent a la moyenne de 3 expériences et de 8 puits par expérience pour chaque lignée et traitement. * : p<0,05,

significativité par rapport au controle (Test de Wilcoxon).
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Figure 25 : La surexpression de la protéine GABARAPLI1 ne potentialise pas I’effet anti-prolifératif de
la rapamycine. Des cellules MCF-7, MCF-7-Controle et MCF-7:Flag-GABARAPLI-6HIS ont été
ensemencées en plaque de 96 puits 2 raison de 3x10° cellules par puits. Les cellules ont été incubées avec 10
nM, 100 nM ou 200 nM de rapamycine 24 h aprés ensemencement et pendant 10 jours. Les milieux de
traitement ont été changés et une plaque a été soumise au test MTT tous les deux jours pour déterminer le
nombre de cellules viables par puits. Les cellules contrdles ont été incubées avec 0,02 % de DMSO. Les
résultats obtenus pour chaque traitement sont exprimés en pourcentage de cellules viables par rapport au
pourcentage de cellules viables de 1’échantillon non traité et qui a été fixé a 100 %. Les résultats représentés
correspondent a la moyenne de 3 expériences et de 8 puits par expérience pour chaque lignée et traitement. * :
p<0,05, significativité par rapport au contrdle (Test de Wilcoxon).
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IV-Développement de modeles cellulaires pour I’étude du role de

la protéine GABARAPL1

1)-Etablissement d’une lignée cellulaire stable HEK293 exprimant la
protéine mutée FLAG-GABARAPL1-G116A-6his

Au cours de mon travail, j’ai montré que GABARAPLI1 est associée au processus
autophagique mais des données précédentes obtenues au laboratoire ont également montré
que la surexpression de GABARAPLI dans les cellules HEK293 active leur prolifération
(Seguin-Py, 2007). Cependant, aucune donnée ne nous a encore permis de conclure a un lien
éventuel entre GABARAPLI1, son implication au cours de 1’autophagie et une augmentation
de la prolifération cellulaire.

Pour répondre a cette question, nous avons donc établi une lignée cellulaire stable
HEK?293 dans laquelle la protéine GABARAPL1 mutée au niveau de la glycine 116 est
surexprimée. Le résidu glycine de la protéine FLAG-GABARAPLI1-6HIS a été remplacé par
une alanine pour donner la protéine FLAG-GABARAPLI-G116A-6HIS. Nous avons montré
précédemment, par transfection transitoire du vecteur pPGABARAPL1-G116A-GFP dans les
cellules HEK293, que cette mutation inhibe la maturation de la protéine GABARAPLI
(Chakrama et al., 2010). Il a également ét€ montré que cette mutation inhibe la liaison aux
phospholipides, et donc aux autophagosomes, des protéines LC3 et GABARAP (Tanida ef al.,
2004b; Tanida et al., 2004c).

Dans un premier temps, nous avons voulu valider notre modele et confirmer que la
protéine mutée n’est pas liée a des phospholipides dans cette lignée cellulaire stable (Figure
26). Pour cela, nous avons incubé les cellules HEK293, HEK293:FLLAG-GABARAPL1-6HIS
et HEK293:FLAG-GABARAPLI1-G116A-6HIS en présence de NH4Cl (2 h) ou Bafilomycine
Al (16 h), des inhibiteurs du flux autophagique qui induisent I’accumulation des formes liées
aux phospholipides (-II) des protéines de la famille Atg8. Nous avons ensuite chargé les
protéines totales sur un gel SDS-PAGE 15 % puis révélé les protéines GABARAPLI et
Actine par western-blotting. Pour la révélation de GABARAPLI, nous avons utilisé un
anticorps non spécifique (Chemicon) qui reconnait également GABARAP.

Comme le montre la figure 26, dans les cellules non induites HEK293 (piste 1), nous
observons un seul signal a 15 kDa environ qui correspond a la protéine GABARAP-I. En
effet, nous avons montré que dans ces cellules la protéine endogéne GABARAPLI n’est pas
détectée avec cet anticorps (Chakrama et al., 2010).
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Dans les cellules non induites HEK293:FLAG-GABARAPLI1-6HIS (piste 4), deux
signaux sont observés. Le premier signal d’une taille de 19 kDa (*) correspond a la protéine
FLAG-GABARAPLI1-6HIS surexprimée et le deuxieme migrant plus loin correspond a la
protéine GABARAP. Ces protéines sont probablement les protéines matures, clivées au
niveau de leur glycine 116, puisqu’il a ét¢ montré que ces protéines sont clivées des leur
synthese dans les cellules (Chakrama et al., 2010). Nous observons donc les protéines FLAG-

GABARAPLI-I et GABARAP-L
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Figure 26 : Inhibition du flux autophagique dans les cellules HEK293, HEK293:FLAG-GABARAPLI1-
6HIS et HEK293:FLAG-GABARAPL1-G116A-6HIS. Les cellules ont été incubées avec 50 mM NH,Cl
pendant 2 h ou avec 500 nM BafAl pendant 16 h. Les cellules ont été lysées et les extraits protéiques totaux ont
été chargés sur un gel 15 %. La révélation a été effectuée avec des anticorps dirigés contre les protéines
GABARAPL1 et GABARAP (Chemicon, 1/1000°%), Actine (1/3000°) et le kit de bioluminescence ECL Plus. (*) :
signal correspondant & la protéine GABARAPLI a 19 kDa.

Dans les cellules non induites HEK293:FLAG-GABARAPLI1-G116A-6HIS (piste 7),
deux signaux sont observés. Le premier signal d’une taille de 19 kDa (*, piste 4) correspond a
la protéine FLAG-GABARAPL1-G116A-6HIS surexprimée et le deuxieéme migrant plus loin
correspond a la protéine GABARAP-I.

En revanche, lorsque les cellules ont été incubées avec les inhibiteurs du flux
autophagique, nous avons observé des différences dans 1’accumulation des formes liées aux

phospholipides (-II) des protéines de la sous-famille GABARAP.
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Dans les cellules HEK293 incubées avec le NH4Cl ou la Bafilomycine Al (pistes 2 et
3), nous observons 1’apparition d’un nouveau signal de taille inférieure a celui correspondant
a la protéine GABARAP. Ce signal correspond a la forme modifiée liée aux phospholipides
de GABARAP, GABARAP-II. En effet, il a été décrit que la liaison a des phospholipides
accélere la migration des protéines modifiées en gel SDS-PAGE.

Dans les cellules HEK293:FLLAG-GABARAPLI1-6HIS incubées avec le NH4ClI ou la
Bafilomycine Al (pistes 5 et 6), nous observons 1’apparition de deux nouveaux signaux de
tailles inférieures 8 FLAG-GABARAPLI-6HIS et GABARAP, respectivement. Ces signaux
correspondent aux formes modifiées liées aux phospholipides, FLAG-GABARAPLI-II et
GABARAP-II.

Dans les cellules HEK293:FLAG-GABARAPLI-G116A-6HIS incubées avec le
NH4CI ou la Bafilomycine Al (pistes 8 et 9), nous observons 1’apparition d’un seul nouveau
signal que nous avons déja observé dans les cellules HEK293 sauvages. Ce signal correspond
a la forme liée aux phospholipides de GABARAP, GABARAP-II. Nous n’avons pas détecté
de forme liée aux phospholipides de la protéine FLAG-GABARAPL1-G116A-6HIS.

Ces résultats démontrent que la protéine FLAG-GABARAPL1-G116A-6HIS n’est pas
clivée et par conséquent qu’elle n’est pas liée aux phospholipides contrairement a ce qui a €té
démontré pour la protéine sauvage. Ce résultat confirme que le site de clivage de la protéine
GABARAPLI est la glycine 116 et que ce résidu est nécessaire pour sa conjugaison a un
phospholipide et donc pour son rdle dans 1’autophagie. Ces résultats nous permettent
également de valider le modele cellulaire établi. D’autre part, nous pouvons noter que les
niveaux de la protéine mutée FLAG-GABARAPLI1-G116A-6HIS sont 1égerement supérieurs
a ceux observés pour la protéine sauvage FLAG-GABARAPLI-6HIS dans les cellules non
stimulées. Cela pourrait suggérer que cette mutation stabiliserait la protéine dans les cellules.
Il sera intéressant de déterminer si ces résultats sont reproductibles et si cette stabilité accrue

est liée a une inhibition de la dégradation de la protéine par autophagie ou par le protéasome.

2)-Etablissement d’une lignée immortalisée MEF:GABARAP™

Les souris knockout GABARAP™ nous ont été fournies par le Pr. Heinrich Betz (Max-
Planck Institute for Brain Research, Allemagne). Elles ont été créées a partir de cellules
souches embryonnaires dans lesquelles le géne gabarap a été inactivé par la technique du
gene trap. Ces souris ont été produites afin d’étudier 1’effet de ’inhibition de I’expression de
la protéine GABARAP sur son rdle dans le transport du récepteurs GABA 5 (O'Sullivan et al.,

2005). Les résultats obtenus ont montré que ces souris GABARAP” ne présentent aucun
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phénotype les distinguant des souris sauvages. En plus de I’absence de phénotype particulier,
le niveau d’expression et la localisation de la sous-unité y2 du récepteur GABA ne sont pas
affectés par I’inhibition de la protéine GABARAP. Ces résultats suggerent que la protéine
GABARAP n’est pas essentielle au transport du récepteur GABA a la membrane plasmique
ou qu’elle n’est pas la seule impliquée dans ce transport. Etant donné la forte homologie entre
les protéines GABARAP et GABARAPLI, ainsi que la forte expression de GABARAPLI
dans le systeéme nerveux central et son rdle dans le transport du récepteur GABA,, il est
fortement probable que la protéine GABARAPLI se substitue a GABARAP et exerce cette
fonction. Ainsi, ces résultats suggerent que ces deux protéines peuvent étre redondantes pour
leur role dans le transport du récepteur GABA 4.

Comme décrit auparavant, 1’étude de GABARAPLI est rendue tres difficile in vivo et
dans les cellules du fait de la forte homologie des protéines de la sous-famille GABARAP.
Nous avons donc décidé d’établir une lignée immortalisée MEF:GABARAP™ afin d’étudier
le role de la protéine GABARAPLI1 endogene dans un contexte biologique en absence de son
homologue le plus proche, GABARAP. Cela apparait d’autant plus nécessaire que les
expériences que j’ai effectuées au laboratoire avec des shRNA ont démontré la difficulté
d’inhiber I’expression d’une protéine sans altérer celle de son homologue, méme en ciblant
les ARNm. Nous pourrons ainsi étudier le role de GABARAPLI1 dans différents processus
biologiques et donc conclure sur la redondance éventuelle de ces deux protéines homologues.

Les fibroblastes embryonnaires MEF:GABARAP” ont été isolés a partir des souris
knockout pour le gene gabarap. Brievement, 15 embryons ont été récupérés a J14 puis
incubés dans une solution de trypsine 0,02 % pendant la nuit. Les embryons ont ensuite été
homogénéisés dans du milieu DMEM complet supplémenté de 10 % de SVF puis les cellules
ont ét€ mises en culture en plaques de 10 cm de diametre. Ces cellules ont été cultivées
pendant cinq passages avant que nous n’observions une diminution de leur prolifération. Nous
avons alors débuté deux protocoles d’immortalisation : un protocole d’immortalisation

spontanée et un protocole basé sur I’expression de 1’antigéne grand T du virus SV40.

2.1)-Culture primaire

Apres isolement et culture des MEF:GABARAP™ primaires & partir d’embryons de
souris, nous avons effectué un génotypage de ces cellules afin de confirmer leur caractere
homozygote et leur phénotype. Nous avons donc effectué une réaction PCR a partir d’ADN
génomiques extraits de cellules MEF:-WT (Wild Type) immortalisées et de cellules
MEF:GABARAP”" maintenues en culture primaire et d’amorces ciblant le gene gabarap.
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D’aprés la figure 27, un signal de 1500 pb correspondant a I’amplification du gene
gabarap a été observé dans les cellules MEF:WT mais pas dans les cellules
MEF:GABARAP". Ce résultat démontre que le gene gabarap n’est pas présent dans les
cellules MEF:GABARAP” confirmant ainsi le phénotype de ces cellules. Nous avons
également effectué des réactions PCR qui permettent a la fois 1’amplification du gene
gabarap et de la séquence nucléotidique ayant été inséré a I’intérieur du géne pour inhiber son
expression. Les résultats obtenus, non décrits ici, confirment ceux obtenus lors du génotypage
des souris MEF:GABARAP™ avec les amorces spécifiques de gabarap (O'Sullivan et al.,
2005).
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Figure 27 : Génotypage des cellules MEF:GABARAP”. L’ADN génomique a été extrait a partir des
cellules MEF:WT et MEF:GABARAP™ puis une PCR ciblant le géne gabarap a été effectuée avec les amorces
et selon les conditions décrites dans les travaux de O’Sullivan (O'Sullivan ez al., 2005). Les produits de PCR
ont été chargés sur un gel d’agarose 1 % puis révélés a I’aide du BET. PM : Marqueur de poids moléculaire
1kb ladder plus (Fermentas).

Nous avons ensuite vérifié 1’extinction de 1’expression du géne gabarap et de la
syntheése de la protéine par western-blotting. Pour cela, les protéines totales (40 ug) de
cellules MEF:GABARAP” ou MEF:WT, au méme stade de culture (1, 2 ou 3 passages), ont
été chargées sur un gel SDS-PAGE 15 %. La détection des protéines GABARAP et
GABARAPLI a été réalisée grace a deux anticorps anti-GABARAPLI1 différents. Le premier
de ProteinTech est spécifique de GABARAPLI alors que le deuxieme de Chemicon reconnait
les deux homologues (figure 28).

Lorsque nous utilisons I’anticorps non spécifique, nous observons un seul signal pour

les cellules MEF:WT de passage 1 et ce signal correspond a GABARAP (piste 1). Dans les
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cellules MEF:GABARAP™", nous observons également un seul signal de taille 1égerement
supérieure qui correspond a GABARAPLI (piste 2).

Pour les passages 2 et 3, nous obtenons les mémes résultats si ce n’est que nous
visualisons maintenant les deux protéines avec 1’anticorps non spécifique confirmant que ces
deux signaux correspondent bien a GABARAPLI1 et GABARAP (pistes 3/4 et 5/6).

I faut souligner que le taux de GABARAPLI est accru dans les cellules
MEF:GABARAP™" par rapport aux cellules sauvages (passage 1, pistes 1 et 2) mais semble
diminuer au fil des passages suivants (comparer les pistes 2, 4 et 6). Au contraire, dans les
cellules sauvages, alors que 1’expression de GABARAPLI1 n’est pas détectée dans le passage

1 (piste 1), elle apparait aux passages suivants (pistes 3 et 5).
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Figure 28 : Expression de GABARAPL1 au cours des différents passages de cultures primaires de
cellules MEF:WT et MEF:GABARAP™. Les protéines totales (40 pg), extraites de cellules primaires 2
différents passages, ont été chargées sur un gel SDS-PAGE 15 %. La révélation a été effectuée avec deux
anticorps dirigés contre la protéine GABARAPLI (dilution 1/1000%) et un anticorps dirigé contre 1’Actine
(dilution 1/3000°).

Ces résultats suggerent que I’expression de GABARAPLI1 est régulée au cours de
I’évolution des cultures primaires de fibroblastes embryonnaires de souris et que cette

expression est fortement induite dans les cellules primaires qui n’expriment plus la protéine
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GABARAP. Ces résultats n’avaient pas été décrits par O’Sullivan et collaborateurs qui
avaient conclu que I’expression des protéines GABARAPL1 et GABARAPL2 n’était pas
altérée dans les souris gabarap KO (O'Sullivan et al., 2005).

2.2)-Immortalisation des cellules primaires MEF:GABARAP™”

Lors de la culture des cellules primaires MEF:GABARAP” ", nous avons observé une
diminution de la prolifération significative apres les cinq premiers passages. Afin de les
maintenir en culture pour une durée indéterminée, nous avons choisi d’immortaliser les
cellules MEF:GABARAP™ et pour cela deux protocoles d’immortalisation différents ont été
utilisés : I’immortalisation spontanée et 1’immortalisation par I’antigéne grand T du virus
SV40 (Figure 29).

L’immortalisation spontanée consiste en une série de passages des cellules jusqu’a
restauration de leur capacité a proliférer. Deux critéres sont requis pour I’immortalisation
spontanée : 1’apparition de mutations activant des oncogenes et les rendant constitutivement
actifs et I’activation de I’activité télomérasique, importante pour le maintien de la longueur
des télomeres au cours des divisions. Pour ce protocole, 30 flasques de 25 cm’ contenant
300 000 cellules ont été mises en cultures puis des sous-cultures ont été réalisées tous les trois
jours avec la méme densité cellulaire. Apres 27 passages, nous avons isolé 60 clones a partir
des deux boites encore en culture. A ce stade, seulement la moitié des clones ont survécu et a
partir du stade 33, la quasi-totalité des clones sont morts. Deux semaines plus tard, des
cellules ont proliféré et ont formé de nouveaux clones qui ont été récolté et remis en culture.

L’immortalisation par 1’antigene grand T du virus SV40 a consisté en la transfection
des cellules MEF:GABARAP™ par un vecteur d’expression de I’antigéne grand T du virus
SV40. L’antigéne T a la capacité de d’inhiber les protéines Rb et p53 ce qui I’entrée en phase
S des cellules surexprimant I’antigéne T. Ces cellules présentent donc une durée de vie plus
importante que les cellules primaires. Au laboratoire, une lignée d’endométre de cobaye
immortalisée a déja été établie (Nemos et al., 2004) et nous avons donc utilisé le méme
protocole d’immortalisation. Les cellules ont été transfectées par le vecteur d’expression du
grand T de SV40 puis les clones résistants ont été repris et cultivés. A partir du passage 20,
les cellules ont atteint une phase de crise qui est décrite comme une crise cellulaire qui est
associée a la réactivation de la télomérase. Seules les cellules qui échappent a cette crise sont
considérées comme immortalisées. Actuellement, nos clones ont dépassé la crise et sont en
culture dans ’attente de la prolifération de cellules résistantes qui seront ensuite considérées
comme immortalisées.
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Figure 29 : Schéma récapitulatif des deux protocoles d’immortalisation.

A la suite de ces deux protocoles, nous avons analys¢ 1’expression de la protéine
GABARAPLI dans les cellules MEF:GABARAP” immortalisées spontanément et dans les
cellules MEF:GABARAP™ en cours d’immortalisation par I’antigéne grand T du virus SV40.
Nous avons utilis¢ comme contrdles positifs de I’immortalisation par 1’antigéne grand T, les
cellules MEF:WT et MEF:Ath’/'. Pour cela, 40 pg de protéines totales extraites a partir de
cellules MEF:WT immortalisées, MEF:Ath‘/ " immortalisées, MEF:GABARAP™” primaires,
MEF:GABARAP” immortalisées spontanément et MEF:GABARAP” immortalisées par le
grand T de SV40 ont été chargés sur un gel 15 %. La détection des protéines GABARAPLI et
grand T de SV40 a été effectuée grace a des anticorps spécifiques (Figure 30).

Comme le montre la figure 30, la prot€éine GABARAPLI est exprimée a un niveau

comparable dans les cellules MEF:GABARAP” immortalisées spontanément,
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Figure 30 : Expression de GABARAPL1 dans les cellules MEF:GABARAP” primaires, immortalisées
spontanément et en cours d’immortalisation par le grand T de SV40. Les protéines totales (40 pg)
extraites de cellules MEF:WT, MEF:Atg5”, MEF:GABARAP” primaires, immortalisées spontanément et en
cours d’immortalisation par le grand T de SV40 ont été chargées sur un gel SDS-PAGE 15 %. La révélation a
été effectuée avec les anticorps dirigés contre les protéines GABARAPLI (dilution 1/1000°%), Actine (dilution
1/3000°) et antigéne grand T (1/2000°) et le kit de bioluminescence ECL Plus.

MEF:GABARAP™” primaires (stade 4), MEF:Ath'/’ immortalisées et MEF:WT immortalisées
(pistes 6 a 9). Par contre, la protéine GABARAPLI est plus faiblement exprimée dans les 3
clones en cours d’immortalisation par le grand T de SV40 (pistes 3 a 5). Par ailleurs, nous
avons bien confirmé I’expression de I’antigéne grand T de SV40 dans les cellules MEF:WT,
MEF:Ath'/' et dans les clones 22, 26 et 32 (pistes 2, 3, 4, 8 et 9). Ce résultat démontre pour la
premiere fois que 1’expression de la protéine GABARAPLI est régulée négativement dans les
cellules transfectées par le grand T de SV40. Il sera donc intéressant d’étudier 1’expression de
GABARAPLI1 dans les mémes cellules apres leur immortalisation afin de déterminer si
I’expression de GABARAPLI1 varie au cours des stades d’immortalisation par I’antigéne
grand T de SV40 dans les cellules n’exprimant pas la protéine GABARAP par rapport aux

cellules immortalisées sauvages (MEF:WT).
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3)-Etablissement des lignées MCF-7 et HEK293:DsRed-GABARAPL1

Au cours de ce travail, j’ai établi deux lignées cellulaires HEK293 et MCF-7 qui
surexpriment la protéine de fusion DsRed-GABARAPLI1. Ces deux lignées ont été utilisées
pour 1’étude de la localisation intracellulaire de la protéine GABARAPLI1. Ces expériences
ont montré que GABARAPLI est localisée dans des vésicules intracellulaires marquées avec
un colorant des lysosomes, le Lysotracker green. De plus, des expériences de transfection
transitoire de cellules HEK et MCF-7:DsRed-GABARAPLI1 par un vecteur codant la protéine
GFP-LC3 ont montré que les deux protéines DsRed-GABARAPLI et GFP-LC3 co-localisent
dans des vésicules intracytoplasmiques apres inhibition du flux autophagique (Chakrama et
al., 2010).

D’autre part, cette lignée a été utilisée pour un autre projet, initié et effectué¢ au
laboratoire par Stéphanie Seguin-Py au cours de sa theése, qui consistait en la recherche de
nouveaux partenaires de GABARAPLI. Les résultats obtenus ont montré, par GST-pull down
couplée a la spectrométrie de masse, que GABARAPLI interagit avec la protéine HSP90B
(Heat Shock Protein 90p). Cette interaction a ensuite été confirmée par des expériences de co-
immunoprécipitation et de co-localisation in vitro et in vivo. Il a également été montré que
HSP900/B est une protéine chaperonne de la prot€éine GABARAPLI1 et que I'inhibition de
I’interaction de ces deux protéines induit la dégradation de GABARAPLI1 par le protéasome.

La lignée MCF-7:DsRed-GABARAPLI1 que j’ai créée a été utilisée pour I’étude de la

co-localisation intracellulaire de GABARAPLI1 avec son nouveau partenaire HSP90a/p3.

Les résultats de cette étude sont présentés dans la publication suivante placée en

annexe :

« Identification of HSP90a/f as a new GABARAPL1 (GEC1)-interacting protein »
Stéphanie Seguin-Py, Géraldine Lucchi, Sophie Croizier, Fatima Z. Chakrama, Gilles

Despouy, Jaclyn N. Le Grand, Patrick Ducoroy, Wilfrid Boireau, Michaél Boyer-Guittaut,

Michele Jouvenot, Annick Fraichard, Régis Delage-Mourroux.
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1)-Caractérisation du role de GABARAPLI1 au cours de I’autophagie.

1.1)-GABARAPLI1 et mécanisme de I’autophagie

La premiére partie de mon travail a consisté en 1’étude du rdle de la protéine
GABARAPLI au cours du processus de 1’autophagie. Comme cela a été décrit tout au long de
ce manuscrit, la protéine GABARAPLI1 appartient a la sous-famille des protéines
GABARAP, elle-méme faisant partie de la grande famille des protéines Atg8. Par ailleurs,
toutes les protéines de la famille Atg8 possedent un résidu tres conservé en position C-
terminale, la glycine 116, qui a été démontré pour jouer un rdle important au cours du
processus autophagique (Figure 4). En effet, ces protéines sont initialement clivées en C-
terminal par une cystéine protéase de la famille Atg4 pour exposer le résidu glycine a la fin de
la séquence protéique. Ce résidu est ensuite utilisé pour la conjugaison de ces protéines a un
phospholipide au cours de I’autophagie. Ces protéines, liées de maniere covalente a un
phospholipide, sont alors relocalisées a la membrane du phagophore et permettent
I’¢longation de ce dernier jusqu’a formation compléte de 1’autophagosome. Ce processus de
conjugaison a été démontré pour tous les membres de la famille LC3 excepté pour la protéine
GABARAPLI.

Du fait de la forte identité de séquence de la protéine GABARAPLI avec les membres
de la famille Atg8 et de la conservation de la glycine 116 dans la séquence de GABARAPLI,
nous avons entrepris 1’étude du role de GABARAPLI au cours de 1’autophagie. Au cours de
ce travail, décrit dans la publication « GABARAPLI (GECI) associates with autophagic
vesicles », nous avons montré que la protéine est clivée, des sa synthese, au niveau du résidu
glycine 116 et que cette maturation est nécessaire pour la conjugaison de la protéine aux
phospholipides (Figure 26). Nous avons ensuite montré que la prot€éine GABARAPLI1 peut
étre localisée dans les autophagosomes (co-localisation avec LLC3) ou dans les lysosomes
(marquage par le Lysotracker green). Nous avons enfin montré que cette localisation dépend
de I’expression d’Atg5, une protéine essentielle de 1’autophagie.

Ces résultats démontrent pour la premiere fois que GABARAPLI est associée a
des vésicules autophagiques.

Le clivage de la protéine GABARAPLI1 a également ét¢ démontré par deux autres
équipes. Betin et collaborateurs ont montré que GABARAPLI est clivée in vitro par la
protéine AtgdB et par la protéine AtgdD maturée (Betin & Lane, 2009). Chen et

collaborateurs ont montré, quant a eux, que GABARAPLI est clivée dans les cellules et que
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ce clivage n’est pas nécessaire pour le role de GABARAPLI au cours du transport du
récepteur des u)pio'l'des (Chen et al., 2011).

Au cours de cette étude, nous avons également montré, lors d’expériences de co-
localisation effectuées avec les protéines DsRed-GABARAPLI1 et GFP-LC3, que certaines
vésicules sont marquées pour LC3 (en vert), pour GABARAPLI (en rouge) ou pour les deux
(en jaune) (Chakrama et al., 2010). Ces expériences posent la question de la composition
relative des vésicules autophagiques en protéines de la famille Atg8. 1l sera donc intéressant a
I’avenir de déterminer si toutes les vésicules comportent les différents membres de la famille
Atg8 au niveau de leur membrane ou s’il existe une certaine spécificité de la présence de ces
protéines selon les vésicules. Il sera notamment intéressant de déterminer si cette spécificité
peut étre liée au type cellulaire ou au stress cellulaire. Une réponse partielle est parvenue des
travaux de Weidberg et collaborateurs qui ont montré que la protéine LC3 est impliquée dans
les stades précoces de la formation des autophagosomes, méme si elle reste associée a la
membrane de I’autophagosome jusqu’a leur fusion avec les lysosomes, alors que les protéines
de la sous-famille GABARAP interviennent lors des stades tardifs de la formation des
autophagosomes et spécialement lors de la fermeture de ces derniers (Weidberg et al., 2010).
Si nous nous basons sur cette étude, les vésicules GFP-LC3 positives (vertes)
correspondraient donc a des autophagosomes précoces alors que celles marquées par les deux
protéines (jaunes) représenteraient des autophagosomes tardifs. Quant aux vésicules rouges
(DsRed-GABARAPLI positives), elles pourraient correspondre a des autophagolysosomes
puisqu’il a été démontré que la protéine GFP est plus rapidement inactivée dans un contexte
acide que la protéine DsRed (Katayama er al., 2008). Les deux protéines seraient donc
présentes dans ces vésicules mais seule la protéine DsRed serait toujours fluorescente.

Cependant, I’étude de Weidberg et collaborateurs n’a pas abordé la question du rdle
relatif des protéines de la sous-famille GABARAP. En effet, les auteurs ont utilisé un pool de
siRNA dirigés contre les trois genes de la sous-famille. Cette étude a €t€ poursuivie par le
méme laboratoire qui a montré que LC3 et GABARAPL?2 sont impliquées dans 1’étirement et
I’hémifusion de la membrane (Weidberg et al., 2011). Le role de ces deux protéines dans la
fusion membranaire nécessite les acides aminés N-terminaux formant la premiere hélice a de
la protéine. Les auteurs ont également montré que la fusion membranaire médiée par LC3
implique des interactions ioniques alors que celle induite par GABARAPL2 implique des
interactions hydrophobes. Les auteurs suggerent ainsi que 1’¢longation des phagophores
pourrait &tre médiée uniquement par la protéine LC3 alors que GABARAPL?2 serait

importante pour la fermeture des autophagosomes. Cependant, GABARAPL2 ne semble pas
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agir seule et nécessiterait 1’intervention d’autres protéines telles que les protéines de la

machinerie SNARE (Weidberg et al., 2011).

1.2)-GABARAPLI1 et autophagie sélective

Le role d¢ GABARAPLI1 pourrait donc ne pas étre 1i¢ a 1’élongation ou la maturation
des autophagosomes mais plutot a la spécificité du mécanisme de 1’autophagie. En effet,
I’autophagie a été initialement décrite comme étant un processus non spécifique mais de
récentes études ont montré que, dans certaines conditions, 1’autophagie est spécifique vis-a-
vis de certains substrats dégradés (protéines ou organites). Cette spécificité est liée a la
présence d’adaptateurs qui font le lien entre les cargos (matériel a dégrader) et les protéines de
la famille Atg8 localisées a la surface de 1’autophagosome. Les cargos décrits a I’heure
actuelle sont les protéines p62, NBR1 et Nix. Ces protéines interagissent avec les cargos,
généralement ubiquitinylés, grace a leur domaine UBA et avec les protéines de la famille
Atg8 grace a leur domaine LIR.

Récemment, il a été démontré que les protéines de la sous-famille GABARAP
interagissent avec les protéines p62 et NBR1 (Kirkin et al., 2009; Pankiv et al., 2007). Par
ailleurs, il a ét¢ montré que I’interaction de GABARAPLI avec p62 facilite la dégradation
d’agrégats de protéines ubiquitinylées (Pankiv et al, 2007). Une autre étude a également
démontré I’implication de GABARAPLI1 dans 1’autophagie sélective via son interaction avec
une autre protéine adaptatrice, Nix, une protéine localisée a la membrane externe de la
mitochondrie. Ce cargo lie préférentiellement GABARAPLI par rapport aux autres membres
de la sous-famille GABARAP. L’interaction de Nix avec GABARAPLI permet la
dégradation sélective des mitochondries endommagées par autophagie lors de la
différenciation des réticulocytes (Novak et al., 2010).

Il sera nécessaire de déterminer s’il existe d’autres adaptateurs encore non décrits a ce
jour interagissant spécifiquement avec GABARAPLI. L’une des approches pourrait étre de
focaliser les futures recherches sur les lignées cellulaires ou les tissus présentant une forte
expression de GABARAPLI et en particulier le systeme nerveux central. Une étude a par
exemple montré que GABARAPLI interagit préférentiellement in vitro avec les oligomeres
d’ﬂynucléine par rapport a la protéine seule. Cette protéine jouant un role essentiel au cours
de la mort neuronale observée dans plusieurs maladies neurodégénératives (Parkinson,
Alzheimer) (Schnack et al., 2008), il sera intéressant de déterminer si cette interaction peut
activer spécifiquement la dégradation par autophagie de ces oligomeres via leur interaction

directe avec GABARAPL]1 dans des modeles in vitro et in vivo.
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Nos données et celles de la littérature permettent de proposer un schéma du rdle de

GABARAPLI au cours de I’autophagie (Figure 31).
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Figure 31 : Role de GABARAPL1 au cours de ’autophagie. 1 : Induction de I’autophagie. 2 : Formation des
phagophores. 3 : Clivage des protéines de la famille Atg8 par la protéine AtgdB puis elles sont conjuguées a un
phopholipide. La protéine LC3-II participe a 1’élongation des phagophores. 4 : GABARAPLI-II lie la protéine p62
et Nix et participe ainsi a ’autophagie sélective et a la mitophagie. 5 : GABARAPLI-II participe a la fermeture
des autophagosomes. 6 : Maturation des autophagosome. 7 : Dégradation du contenu vésiculaire. Modifié d’apres
Le grand, Chakrama et al., 2011.

1.3)-GABARAPL1, autophagie et prolifération cellulaire

Au laboratoire, I’effet de la surexpression de la protéine GABARAPLI sur la
prolifération de deux lignées cellulaires différentes (MCF-7 et HEK293) a été étudié. La
surexpression de la protéine GABARAPLI1 dans les cellules MCF-7 conduit a I’inhibition de
leur prolifération. Par contre, sa surexpression dans les cellules HEK293 active leur
prolifération. GABARAPLI1 semble donc avoir un role différent au cours de la prolifération
cellulaire en fonction de 1’origine des cellules étudiées mais le mécanisme par lequel
GABARAPLI régule la prolifération reste encore inconnu a ce jour.

Etant donné ces résultats contradictoires obtenus sur deux lignées cellulaires, et afin de

mieux caractériser le role d¢ GABARAPLI au cours de la prolifération cellulaire, cette étude
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devra étre poursuivie sur d’autres lignées cellulaires de cancer du sein ou d’origine neuronale.
Actuellement, nous disposons au laboratoire de la lignée MDA-MB231 qui surexprime la
protéine GABARAPLI. Cette lignée, dérivée de cancer du sein, est tres agressive et présente
un potentiel invasif supérieur a celui des MCF-7. Cette lignée est en cours de caractérisation.
Par ailleurs, nous disposons également de la lignée SH-SYSY, dérivée de neuroblastome
humain, qui permettra de créer un modele d’étude neuronal surexprimant la protéine
GABARAPLI. L’effet de la surexpression de GABARAPLI dans cette lignée sera ensuite
comparé a celui observé pour la lignée HEK293.

Afin de déterminer si cette régulation de la prolifération est liée a son role dans
I’autophagie, nous avons créé une lignée HEK293 qui surexprime la protéine mutée FLAG-
GABARAPLI-G116A-6HIS, dont le résidu glycine 116 est muté par une alanine. Comme le
montre la figure 26, dans ces cellules, la protéine GABARAPLI n’est pas clivée au niveau du
résidu glycine et par conséquent ne peut étre conjuguée a un phopholipide et donc ne peut pas
étre impliquée dans la formation des autophagosomes. Des expériences (tests MTT) sont
actuellement en cours afin de déterminer si cette mutation a un effet sur la prolifération des
cellules. Si aucun effet n’est observé, il sera intéressant de placer ces cellules en conditions de
stress inducteur de 1’autophagie pour évaluer leur réponse par rapport aux cellules sauvages. Il
sera également nécessaire de confirmer ces résultats dans d’autres lignées cellulaires telles
que les lignées MDA-MB231, MCF-7 et SH-SYSY surexprimant la protéine FLAG-
GABARAPL1-G116A-6HIS.

1.4)-GABARAPLI1, autophagie et tumorigenese

L’autophagie a été décrite pour jouer un rdle important au cours de la tumorigenese et
la progression tumorale. En effet, de nombreuses études ont démontré le role double et
paradoxal de 1’autophagie dans les cancers. L’autophagie peut agir comme un mécanisme
suppresseur de tumeur mais permet également la survie des cellules cancéreuses en conditions
de stress (Roy & Debnath, 2010). Il est notamment maintenant admis que [’autophagie
empéche la transformation des cellules saines en cellules cancéreuses via son rdle dans le
maintien de I’homéostasie cellulaire (Mathew & White, 2007). L’autophagie dégrade les
constituants cellulaires qui représentent une source potentielle de stress cytotoxique ou
génotoxique qui sont responsables de I’initiation de la tumorigenése. Ainsi, le caractere
suppresseur de tumeurs de ’autophagie a été mis en évidence par la découverte et la
caractérisation de génes de 1’autophagie tels que beclinl. L’expression de la protéine Beclinl
est inhibée dans plusieurs lignées et tissus cancéreux et notamment dans les cancers du sein.
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Par ailleurs, la délétion monoallélique du gene beclinl est retrouvée dans plusieurs cancers
tels que le cancer du sein, de la prostate et des ovaires (Aita et al., 1999; Liang et al., 1999).
De plus, I’haploinsuffisance du geéne beclinl chez la souris conduit au développement de
plusieurs tumeurs comme des lymphomes, des cancers du poumon et du foie. La
réintroduction de Beclinl dans des cellules tumorales diminue leur capacité a former des
colonies sur agar mou et a former des tumeurs dans des souris nude. Beclinl a donc été
proposé comme un nouveau gene suppresseur de tumeur (Liang et al., 1999). Par ailleurs,
I’autophagie sélective est également impliquée dans la tumorigenése. En effet, une
accumulation de la protéine p62 due a I’inhibition de ’autophagie induit la tumorigenése
(Dikic et al., 2010). L’accumulation de p62 dans les cellules est liée a plusieurs dommages de
I’ADN dus a la production excessive de ROS par des mitochondries endommagées. D’autres
¢tudes ont rapporté que I’inhibition de la dégradation de p62 par ’autophagie affecte des
voies de signalisation impliquées dans la tumorigenese telles que les voies de signalisation
NF«xB et ERK (Dikic et al., 2010; Duran et al., 2008).

En revanche, pendant les stades tardifs de la formation des tumeurs, I’autophagie joue
un role dans le maintien de la survie de ces cellules. En effet, I’autophagie permet la survie
des cellules tumorales en conditions d’hypoxie et de carence nutritionnelle avant
I’angiogenese. L’autophagie protége également les cellules de 1’anoikis et de 1’apoptose
induite apres le détachement des cellules tumorales de la matrice extracellulaire, favorisant
ainsi leur survie et donc la progression tumorale (Roy & Debnath, 2010).

Comme la protéine Beclinl, GABARAPLI1 participe a 1’autophagie, est tres
faiblement exprimée dans les lignées et tissus de cancer du sein et sa surexpression diminue la
capacité des cellules MCF-7 a former des colonies sur agar mou. Au vu des résultats obtenus
pour Beclinl, le rdle de GABARAPLI1 dans le cancer du sein pourrait s’expliquer par son role
dans l’autophagie. En effet, Nix, une protéine pro-apoptotique lie préférentiellement
GABARAPLI et induit la mitophagie afin de limiter la production de ROS responsables de
plusieurs dommages a I’ADN ainsi que d’instabilités génomiques qui induisent Ia
tumorigenese (Novak et al., 2010). Récemment, 1’autophagie sélective a été décrite comme un
processus suppresseur de tumeur et il est donc possible que GABARAPLI participe a
I’inhibition de I’initiation de la tumorigenése via son role dans 1’autophagie sélective et
particulierement dans la mitophagie.

Récemment, il a été rapporté que 1’autophagie joue un role dans la transformation des
cellules par plusieurs oncogeénes tels que 1’oncogéne Ras. De nombreuses mutations

génétiques, retrouvées dans 30 a 60 % des cancers humains, conduisent a la production des
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formes constitutivement actives de I’oncoprotéine Ras. L’autophagie a été décrite comme un
mécanisme favorisant la transformation des cellules de cancer du sein et des fibroblastes
embryonnaires de souris induite par ’oncogéne Ras (Lock et al., 2011). En effet, ’autophagie
facilite le métabolisme glucidique des cellules en cours de transformation et cet effet est
inhibé lors de D’extinction des genes arg5 et atg7. Ces résultats suggerent donc que
I’autophagie est nécessaire a la prolifération des cellules lors de la transformation par
I’oncogene Ras (Lock et al, 2011). Paradoxalement, une étude trés récente a montré que
I’oncogene Ras induit la surexpression des protéines Beclinl et Noxa, une protéine qui lie les
protéines de la famille Bcl-2 et diminue leur affinité pour Beclinl. Cette surexpression
provoque la mort par autophagie des cellules en cours de transformation et inhibe donc 1’effet
oncogénique de Ras (Elgendy et al., 2011).

Actuellement, nous disposons au laboratoire de plusieurs lignées MEF sauvage et
MEF:GABARAP  immortalisées de maniére spontanée ou par expression de I’antigéne grand
T du virus SV40. Les lignées MEF sauvage et MEF:GABARAP™ seront tout d’abord
transfectées de maniere stable par un vecteur exprimant des shRNA dirigés contre I’ARNm
gabarapll afin d’obtenir des lignées MEF n’exprimant plus les protéines GABARAP et
GABARAPLI. Ces lignées seront ensuite transformées par I’oncogéne Ras muté¢. Il sera alors
possible d’évaluer I’expression de la protéine GABARAPLI au cours de la transformation
puis Defficacité de transformation de ces cellules en 1’absence d’une ou des deux protéines
homologues. L’efficacit¢ de transformation par 1’oncogéne Ras sera comparée a celle
observée dans les cellules sauvages, les cellules GABARAP” et les cellules Atg5™. Ces
expériences permettront de déterminer si GABARAPLI joue un rdle au cours de la
transformation induite par Ras mais également de conclure sur le role relatif des deux

homologues au cours de ce processus.
2)-Régulation de I’expression de la protéine GABARAPLI1

2.1)-Dans des lignées primaires de fibroblastes embryonnaires (MEF) sauvages

ou gabarap KO

Suite a I’obtention de la lignée de souris KO pour gabarap, nous avons mis en culture
des cellules primaires embryonnaires a partir desquelles nous avons établi une lignée
immortalisée MEF:GABARAP™" afin d’étudier I’expression de la protéine GABARAPLI
dans des cellules n’exprimant plus la protéine homologue GABARAP.
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- Expression de GABARAPLI lors du vieillissement des populations cellulaires

Nous avons montré, lors de tests préliminaires, que l’expression de la protéine
GABARAPLI varie au cours des trois premiers passages des cellules primaires (Figure 28).
En effet, son expression est augmentée pendant les trois premiers stades de culture des
cellules MEF:WT alors qu’elle est diminuée dans les cellules MEF:GABARAP™. Ces
expériences devront étre répétées a partir de cellules obtenues a un nombre de passages plus
importants afin de confirmer ces résultats.

Dans la littérature, il a ét¢ montré que I’expression du gene gabarapll est augmentée
lors de la sénescence induite par la répression de I’expression de la protéine E7 du
papillomavirus humain dans des cellules HeLLa (Johung et al., 2007). En effet, il a été décrit
que cette induction de la sénescence nécessite la protéine Rb et induit I’activation de 224
genes et la répression de 354 autres genes. Ces changements transcriptionnels observés au
cours d’une sénescence induite se retrouvent largement au cours d’une sénescence réplicative
observée dans des fibroblastes primaires de passages tardifs ou dans des cellules HelLa
sénescentes. Parmi les genes induits au cours de ces deux processus de sénescence, on
retrouve le géne gabarapll. Ce gene est augmenté d’un facteur 2,1 apres I’induction de la
sénescence et d’un facteur 7,2 dans des fibroblastes sénescents (passage 26) par rapport aux
niveaux observés dans des fibroblastes prolifératifs (passage 8). Il est a noter également que
de nombreux genes (45 avec un facteur supérieur a 3) impliqués dans la voie de dégradation
lysosomale sont augmentés au cours de la sénescence induite, suggérant I’importance des
voies de dégradation au cours de ces processus. Une régulation semblable a également été
mise en évidence pour le géne gabarapll lors du passage de neurones a GnRH d’un stade
prolifératif a un stade de différenciation (I’expression du gene est augmentée d’un facteur 5
dans les cellules en différenciation) (Mansuy et al., 2011). Il est a noter qu’aucune différence
d’expression des genes des autres membres de la famille arg8 n’a été détectée au cours de ces
différentes expériences.

Il sera donc intéressant de déterminer si les variations de niveaux de GABARAPLI1
observées au cours des différents passages des cultures primaires sont liées a la régulation de
la sénescence dans ces cellules primaires. D’autre part, il faudra déterminer si la différence
d’expression de GABARAPLI dans les cellules WT et GABARAP™ régule cet effet et si ces
variations sont liées a une régulation du taux d’autophagie dans ces cellules. En effet, il a été
montré que 1’autophagie joue un rdle important lors de la sénescence induite par les

oncogénes. L’autophagie facilite notamment 1’entrée des cellules en sénescence en fournissant
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des éléments de dégradation nécessaires a la synthese des effecteurs de ce mécanisme (Narita

& Young, 2009).

- Expression de GABARAPLI en absence de son homologue GABARAP

Lors de [I’établissement de la lignée immortalisée, nous avons observé une
surexpression de la protéine GABARAPLI1 dans les cellules MEF:GABARAP”. Ces
résultats, s’ils sont confirmés, démontreront pour la premiere fois une régulation croisée de
I’expression des deux homologues GABARAP et GABARAPLI. Il restera maintenant a
déterminer le processus régulant cette augmentation des niveaux de la protéine
GABARAPLI. Est-ce une régulation génique, transcriptionnelle, post-transcriptionnelle ou
post-traductionnelle ? Nous devrons tout d’abord déterminer si cette augmentation des taux de
GABARAPLI est liée a une augmentation de la transcription du gene dans ces cellules KO.
Si cette régulation ne s’effectue pas au niveau transcriptionnel et puisque nous avons montré
que la protéine interagit avec la protéine chaperone HSP90 et qu’elle est dégradée par le
protéasome (Seguin-Py et al., 2011, article soumis placé en annexe), il sera intéressant de
déterminer si cette augmentation est due a une régulation de la stabilité de la protéine en
absence de son homologue GABARAP. Pour cela, des cellules primaires WT et KO seront
incubées avec des inhibiteurs de 1’activité de HSP90 et/ou des inhibiteurs du protéasome afin
de déterminer si I’augmentation des niveaux de GABARAPLI1 dans les cellules KO est liée a
son interaction avec la protéine HSP90.

Par ailleurs, on peut se demander si, de la méme maniere, I’extinction de I’expression
de la protéine GABARAPLI aurait un effet sur I’expression de GABARAP. Pour répondre a
cette question, il sera nécessaire de créer une lignée de souris gabarapll knockout. Ce projet
est en cours et sera réalis€ a partir de cellules souches embryonnaires KO pour le gene
gabarapll déja disponibles (EuMMCR, European Mouse Mutant Cell Repository). Ce projet
sera réalisé en collaboration avec le laboratoire du Dr. Zhang de 1’Université d’Alabama. En
attendant, 1’obtention de cette lignée de souris KO, des expériences d’extinction de
I’expression de la protéine GABARAPLI1 par la technique des shRNA seront réalisées puis
I’expression de la protéine GABARAP sera analysée dans ces lignées stables. Il sera ainsi
possible de déterminer si I’inhibition de I’expression de GABARAPLI1 est compensée par une
surexpression de la protéine GABARAP.

Ces résultats démontrent pour la premiere fois une régulation de la protéine

GABARAPLI1 au cours du vieillissement d’une population de fibroblastes primaires
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mais surtout démontrent une régulation de la protéine GABARAPLI1 induite par

I’absence de son homologue GABARAP.

2.2)-Dans les lignées cellulaires

Afin de compléter les études précédentes effectuées dans plusieurs laboratoires sur
I’étude de D’expression du messager gabarapll dans différents tissus, une étude de
I’expression de GABARAPLI1 dans différentes lignées cellulaires (primaires, transformées et
cancéreuses) a été entreprise. Les résultats obtenus ont montré que la protéine GABARAPL1
est faiblement exprimée dans les lignées cancéreuses et particulierement dans des lignées
provenant de patients atteints de leucémies et de cancer du sein par rapport a 1’expression de
GABARAPLI observée dans le cerveau de rat. Par ailleurs, nous avons également analysé le
profil d’expression des protéines GABARAP et LC3 et des différences notables ont été mises
en évidence. La protéine LC3 présente un profil d’expression proche de celui de la protéine
GABARAPLI alors que GABARAP est fortement exprimée dans tous les types cellulaires.
Par exemple, GABARAP est fortement exprimée dans les lignées cellulaires cancéreuses par
rapport a la protéine GABARAPLI1. Néanmoins, ces résultats ne nous ont pas permis de
mettre en évidence un profil d’expression spécifique d’un organe particulier étant donné le
nombre restreint des lignées étudiées pour chaque catégorie (cellules primaires, transformées
et cancéreuses). En revanche, ces résultats nous ont permis de mettre en évidence des profils
d’expression différents des protéines de la méme famille, suggérant ainsi une régulation
tissulaire différente de ces protéines. Il restera a déterminer a quel niveau de 1’expression du
gene intervient cette régulation.

Dans notre laboratoire, une étude préliminaire réalisée par Stéphanie Seguin-Py a
permis d’évaluer le niveau d’expression des ARN messagers gabarap et gabarapll par PCR
quantitative en temps réel dans différentes lignées du cancer du sein (MCF-7, MDA-MB 231
et MDA-MB436) (Seguin-Py, 2011). Les résultats de cette étude ont montré que le gene
gabarapll est moins exprimé dans ces cellules par rapport a son homologue gabarap. Ces
résultats pourraient expliquer en partie la différence d’expression des protéines GABARAP et

GABARAPLI1 observée dans les lignées de cancers du sein.

2.3)-Dans les tumeurs

Afin de compléter 1’étude de I’expression de GABARAPLI1 dans les lignées
cancéreuses, 1’expression de cette protéine a été également étudiée dans des tissus tumoraux

provenant de cancer du sein et de méningiomes. Des études antérieures effectuées au
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laboratoire ont montré que le messager gabarapll est faiblement exprimé dans de nombreux
cancers (vessie, rein, prostate, sein...) par rapport aux tissus sains (Berthier et al., 2010). Au
vu de ces données, nous avons choisi de continuer cette étude au niveau de 1I’expression de la
protéine dans différentes tumeurs. Nous avons choisi les méningiomes afin de poursuivre
I’étude débutée au laboratoire par Fabrice Tolle au niveau de I’ARNm et les cancers du sein
pour poursuivre ’étude qui a montré qu’une forte expression de gabarapll peut Etre
considérée comme un facteur de bon pronostic (Berthier ef al., 2010).

L’¢tude de I’expression de GABARAPLI dans les cancers du sein a été effectuée sur
un nombre tres restreint d’échantillons fournis par le CGFL de Dijon représentant quatre
sous-types différents selon la classification moléculaire (luminal A, luminal B, basal et HER2
positif). Parmi ces différents sous-types, seuls les échantillons du sous-type luminal A
appartiennent au grade I, les autres échantillons étant tous de grade III. Cette étude a montré
que GABARAPLI est exprimée de manicere hétérogéne dans 1I’ensemble des tumeurs mais
aucune corrélation n’a pu étre établie avec le grade des lésions. Nous avons également étudié
I’expression des protéines LC3 et p62, des acteurs de 1’autophagie, mais la encore aucune
différence d’expression n’a pu étre reliée a un grade des tumeurs. Cette étude devra étre
poursuivie sur un plus grand nombre d’échantillons englobant tous les sous-types (luminal A,
luminal B, basal, HER2 positif et normal) ainsi que des tissus sains adjacents pour une
meilleure comparaison et afin d’obtenir des différences significatives.

I faudra notamment déterminer si [’absence de différence d’expression de
GABARAPLI dans ces échantillons n’est pas liée a leur hétérogénéité. En effet, cela pourrait
s’expliquer par le fait que ces échantillons contiennent aussi des cellules saines. En effet, il a
été montré, que dans certains cas, I’autophagie est inhibée dans les cellules cancéreuses mais
augmentée dans les cellules adjacentes saines (Martinez-Outschoorn ef al.,, 2010). Cette
hypothese pourra étre vérifiée grace a des marquages immunohistochimiques sur des coupes
de différents types de cancers du sein.

L’expression du messager et de la protéine Beclinl a également été étudiée dans des
tumeurs du sein et les résultats ont montré que le messager aussi bien que la protéine sont
faiblement exprimés dans ces tumeurs mais aucune corrélation entre le taux de la protéine
Beclinl et le taux des protéines marqueurs des tumeurs de sein tels que BRCA1 et HER2 n’a
pu étre établie (Li ef al., 2010). Cependant, les auteurs ont étudié la méthylation des régions
régulatrices et promotrice du géne et ont montré que le promoteur et l’intron 2 sont
hyperméthylés au niveau des ilots CpG, ce qui pourrait expliquer la diminution de

I’expression de Beclinl dans les tumeurs de sein (Li et al., 2010). Ainsi, il sera intéressant
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d’étudier les modifications épigénétiques qui pourraient étre responsables de la diminution de
I’expression de gabarapll dans les tumeurs du sein, d’autant plus que les régions promotrices
de ce gene sont tres riches en il6ts CpG.

Nous avons également analysé I’expression de la prot¢éine GABARAPLI1 dans 22
méningiomes (21 de grade 1 et 1 de grade 2) et 1 méninge saine. Les résultats ont montré que
GABARAPLI s’exprime de maniére hétérogeéne dans les méningiomes analysés. Cependant,
on peut noter que la protéine GABARAPLI n’est pas détectée dans la méninge saine et est
tres fortement exprimée dans le méningiome de grade II. Malgré le nombre réduit
d’échantillons, nous avons observé une différence d’expression de GABARAPLI selon les
sous-types. Ainsi, une faible expression de GABARAPLI a été observée dans les
méningiomes psammomateux par rapport aux méningiomes méningothéliaux et
transitionnels. Notre étude confirme les données précédemment obtenues au niveau du
messager (Tolle, 2008). En revanche, nous n’avons pas observé de corrélation entre
I’expression de GABARAPLI1 et le sexe des patients mais nous avons remarqué que
I’expression de GABARAPLI1 diminue avec I’age de patientes. En effet, I’expression la plus
importante a été observée chez une patiente agée de 36 ans alors qu’elle est plus faible chez
les patientes avec une moyenne d’age de 50 ans. La plus faible expression de GABARAPLI
est observée chez des patientes de plus de 60 ans sauf pour un échantillon. Ces résultats sont
en parfaite concordance avec ceux déja obtenus au niveau du messager gabarapll. Cette
étude sera poursuivie sur 40 échantillons supplémentaires obtenus aupres de la tumorotheque
de Strasbourg.

Il faut également noter que ces différences ne sont pas observées pour la protéine LC3
qui présente des niveaux d’expression différents selon les tumeurs, méme au sein d’'un méme
sous-type. La seule concordance entre les deux protéines est observée pour la méninge saine
qui présente une expression tres faible ou non détectable des deux protéines et le méningiome
de grade II qui présente, quant a lui, une expression tres élevée des deux protéines.

Afin de compléter la classification histologique des méningiomes, il a été proposé d’y
associer de nouvelles données moléculaires afin d’améliorer la caractérisation de ces tumeurs
ainsi que la stratégie des traitements utilisés (Mawrin & Perry, 2010). Il a tout d’abord été
montré que certaines protéines sont des marqueurs des méningiomes comme la protéine EMA
qui est exprimée par tous les méningiomes. Les méningiomes expriment également la
Vimentine et sont positifs pour la protéine S100. En revanche, la cytokératine n’est pas
exprimée dans les méningiomes, exceptée la CK18 (Mawrin & Perry, 2010). D’autres génes

ont, par contre, été décrits pour présenter une altération de leur expression selon le type ou le
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grade des méningiomes. Par exemple, le geéne nf2 (NeuroFibromatosis 2), localisé sur le
chromosome 22, est altéré dans 40 a 70 % des méningiomes. En effet, le promoteur de ce
gene est hyperméthylé et plusieurs mutations affectent son expression dans les différents
types histologiques de méningiomes. Les plus fortes fréquences de mutations sont observées
dans les méningiomes fibromateux, psammomateux et transitionnels. Récemment, un autre
gene porté par le chromosome 22 a été décrit pour étre faiblement exprimé dans les
méningiomes, le géne bcr (breakpoint cluster region). Le geéne timp3 (tissue inhibitor of
metalloproteinase 3), également localisé sur le chromosome 22, est hyperméthylé et est
impliqué dans le développement des méningiomes agressifs. I faudra donc rechercher
I’expression de ces marqueurs dans nos échantillons afin de déterminer si la protéine
GABARAPLI peut également étre considérée comme un marqueur spécifique d’un type de
méningiomes et notamment des psammomateux. Nous devrons également réaliser des
marquages immunohistochimiques sur coupes afin de déterminer la localisation de cette
protéine dans ces échantillons.

Par ailleurs, D’expression de la protéine Beclinl a également ét¢ étudiée dans
différentes tumeurs cérébrales dont des méningiomes (Miracco et al., 2007). Il a ét€ montré
que I’expression de Beclinl est significativement diminuée dans les tissus tumoraux comparés
aux tissus sains adjacents. De plus, I’expression de Beclinl est diminuée dans les grades II par
rapport aux grades I (Miracco et al., 2007). Il sera donc intéressant d’étudier I’expression de
Beclinl dans nos échantillons et déterminer si sa variation d’expression est similaire a celle

précédemment décrite.

2.4)-En réponse aux traitements anti-cancéreux

Au cours d’une étude récente effectuée au laboratoire visant a identifier de nouveaux
partenaires de la protéine GABARAPLI, il a été démontré que I’expression de la protéine
GABARAPL1 est régulée par des inhibiteurs du protéasome (publication intitulée
« Identification of HSP90a/p as a new GABARAPLI (GECI)-interacting protein » placée en
annexe).

Les résultats obtenus au cours de cette étude ont démontré, pour la premieére fois,
que la protéine GABARAPLI1 est une protéine cliente de HSP90 et que I’inhibition de
cette interaction induit la dégradation de GABARAPL1 par le protéasome.

Il a été décrit dans la littérature que certains inhibiteurs du protéasome peuvent induire
I’autophagie et sont ¢galement utilisés en thérapeutique pour le traitement de certains cancers.

171



En effet, des traitements par le MG132 et le Bortezomib induisent la formation des
autophagosomes marquée par la détection de la forme modifiée de la protéine LC3, LC3-1L.
D’autre part, une étude a montré que le Bortezomib, une drogue utilisée pour le traitement de
tumeurs du sein ER" (Periyasamy-Thandavan et al., 2010), induit une accumulation de la
forme modifiée LC3-II et de la protéine p62 dans des cellules de cancer du sein résistantes
aux anti-estrogenes (TRS). Cette inhibition est médiée par le blocage de la cathepsine L, une
enzyme lysosomale, nécessaire a la dégradation des protéines par autophagie. Dans ces
cellules, le Bortezomib induit une mort cellulaire dépendante des caspases précédée par une
inhibition de I’autophagie (Periyasamy-Thandavan et al., 2010).

Il a également été décrit que la protéine Beclinl régule la réponse de cellules MCF-7
aux composés estrogéniques (estradiol-17P) et a des anti-estrogénes (Raloxifene et le 4OH-
Tamoxifene) (John et al., 2008). Les auteurs ont notamment décrit que la surexpression de
Beclinl diminue la réponse de genes régulés par les estrogenes (fos, c-myc, erg-1 et nur77) et
que les cellules surexprimant Beclinl incubées avec des estrogenes présentent un taux de
prolifération plus faible que les cellules sauvages. Etant donné le caractere estrogéno-
dépendant de la protéine GABARAPLL, il sera donc intéressant de déterminer si 1’expression
de cette protéine est régulée dans des cellules cancéreuses résistantes aux anti-estrogenes et de
déterminer si le flux autophagique est altéré dans ces cellules.

De plus, il est actuellement admis que 1’autophagie peut induire 1’apparition d’une
résistance des cellules cancéreuses a certains traitements Ainsi, I’inhibition de 1’autophagie
est actuellement proposée pour resensibiliser les cellules a ces différents traitements (Chen et
al., 2010). Au contraire, I’expression de Beclinl dans des cellules de cancer de 'utérus
augmente leur sensibilité aux traitements induisant 1’apoptose tels que le paclitaxel,
I’épirubicine, le cisplastine ou le 5-fluorouracil (Sun et al., 2010). La régulation positive ou
négative de D’expression de ces molécules impliquées dans l’autophagie pourrait donc
permettre d’adapter la réponse autophagique et donc potentialiser 1’activité de certains
traitements actuels.

Afin de déterminer si I’expression de GABARAPLI1 peut étre régulée par une
association de composés chimiques ciblant la voie du protéasome et celle de 1’autophagie,
nous avons soumis des cellules MCF-7 a plusieurs traitements associant par exemple le
Bortezomib a la 3-MA ou la Bafilomycine Al. Au cours de ces expériences, nous avons
observé une augmentation du taux de la protéine apres traitement avec le Bortezomib, la 3-
MA ou la Bafilomycine Al mais aucun effet synergique n’a ét¢ observé aprés traitement avec

les deux composés. Pour poursuivre cette étude, il sera intéressant d’étudier I’effet de la
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surexpression de la protéine GABARAPLI sur la réponse des cellules MCF-7 au Bortezomib
et sur la mort cellulaire induite par le Bortezomib. Pour cela, des cellules MCF-7 et MCF-
7:FLAG-GABARAPLI-6HIS seront traitées par le Bortezomib seul ou en association avec
des inhibiteurs de 1’autophagie (3-MA ou BafAl) puis des tests MTT et d’exclusion au bleu
Trypan seront effectués afin d’évaluer la prolifération et la viabilité cellulaires.

Des tests préliminaires au cours desquels des cellules MCF-7 sauvages et
surexprimant la protéine GABARAPLI ont été incubées avec un composé anti-estrogénique
décrit pour induire ’autophagie, le 4OH-Tamoxiféne, ou avec un composé anti-prolifératif
décrit pour induire I’autophagie, la Rapamycine, ont été effectués. Nous avons observé que la
surexpression de GABARAPLI ne potentialise pas ’effet du 4OH-Tamoxifene ou de la
Rapamycine. Cette étude devra étre poursuivie avec de nouveaux composé€s ou avec de
nouvelles associations de composés (par exepmle, un inhibiteur de 1’autophagie associé avec
des molécules ciblant le protéasome ou les microtubules). Des travaux in vitro effectués en
collaboration avec le laboratoire du Dr. Uwe Schlattner ont décrit que GABARAPLI1 est
phosphorylée par I’AMPK. Ces travaux devront étre poursuivis afin de déterminer si un
activateur, AICAR, ou un inhibiteur, Compound C, de I’AMPK peuvent réguler la
phosphorylation de GABARAPLI et son éventuelle expression, stabilité ou activité dans les
cellules. En effet, il a déja été montré que la protéine LC3 est phosphorylée par la PKC dans
les cellules et qu’elle doit étre déphosphorylée avant d’étre associée aux vésicules

autophagiques (Jiang et al., 2010a).

3)-Perspectives a long terme

Les données obtenues au cours de ce travail ont permis, d’une part, de caractériser un
nouveau role de la protéine GABARAPLI au cours de I’autophagie et, d’autre part, d’étudier
son expression dans différentes conditions physiologiques et physiopathologiques. La
caractérisation fonctionnelle de la protéine GABARAPLI sera poursuivie au laboratoire dans
deux conditions physiopathologiques : au cours de la tumorigenese et au cours de la
neurodégénérescence.

Jusqu’a maintenant, le géne gabarapll a été principalement étudié dans les cancers et
plus particulierement dans le cancer du sein. Il a ét¢ montré qu’il peut étre considéré comme
un facteur de bon pronostic et qu’il peut étre considéré comme un gene suppresseur de
tumeurs, du moins in vitro. En effet, ’expression de la protéine GABARAPLI inhibe la
prolifération des cellules MCF-7 et diminue leur capacité a former des colonies sur agar mou

comme cela a été déja montré pour la protéine GABARAP (Klebig er al, 2005). Pour
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compléter les résultats obtenus in vitro, les cellules MCF-7 et MDA-MB231 sauvages et qui
surexpriment la protéine GABARAPL1 seront injectées dans des souris nude
immunodéficientes. La croissance des tumeurs ainsi que leur pouvoir métastatique seront
quantifiés régulierement afin de déterminer si la protéine GABARAPLI peut jouer un rdle au
cours de la progression tumorale.

Par ailleurs, 1’expression du geéne gabarapll a été largement étudiée dans le systeme
nerveux central. Ainsi, une cartographie d’expression a été établie et a montré que gabarapll
est exprimé exclusivement dans les neurones dans toutes les zones du cerveau de rat mais
préférentiellement dans des neurones impliqués dans les fonctions moteurs, somesthésiques et
neuroendocrines. De plus, une forte expression du gene gabarapll a été observée dans des
neurones dopaminergiques de la région pars compacta de la substance noire, une région
importante dans la maladie de Parkinson (Tolle et al, 2008). De plus, il a été montré une
interaction de la protéine GABARAPL1 avec la protéine o-synucléine, une protéine
importante lors de la progression de la maladie de Parkinson (Schnack et al., 2008). L’étude
de D’interaction de GABARAPLI avec a-synucléine dans la lignée SH-SYSY est en cours
dans notre laboratoire. Cette étude permettra de définir si la prot€éine GABARAPLI intervient
dans I’incorporation d’agrégats d’a-synucléine dans les autophagosomes et donc lors de leur
dégradation par ’autophagie. Un role de la protéine GABARAPLI1 dans la protection contre

les maladies dégénératives pourrait alors étre suggéré.
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Original or copycat?

Jaclyn Nicole Le Grand," Fatima-Zahra Chakrama, Stéphanie Seguin-Py," Annick Fraichard, Régis Delage-Mourroux,
Michéle Jouvenot and Michaél Boyer-Guittaut*

Université de Franche-Comté; Laboratoire de Biochimie; EA3922; Estrogénes, Expression Génique et Pathologies du Systéme Nerveux Central;
IFR133, U.F.R. Sciences et Techniques; Besangon, France

These authors contributed equally to this work.

Keywords: GEC1, GABARAPL1, GABARAP, LC3, autophagy, cancer, neurodegenerative diseases, estrogens

Abbreviations: AMPA receptor, a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole-propionic acid receptor; AP-1, activator protein-1;

Atg, autophagy-related; ER, estrogen receptor; ERE, estrogen response element; FoxO, forkhead box proteins; GABA ,, gamma-
aminobutyric acid type A; GABA R, gamma-aminobutyric acid type A receptor GABARAP; GABA , receptor-associated protein
GABARAPL1, GABARAPL2, GABARAPL3, GABARAP-like 1, 2 and 3; GATE-16, Golgi-associated ATPase enhancer of
16 kDa; GECI, glandular epithelial cell protein 1; GFP, green fluorescent protein; GnRH, gonadotropin releasing hormone;
KOR, kappa opioid receptor; MAP1LC3, microtubule-associated protein 1 light chain 3; MPTP, 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
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SNpc, substantia nigra pars compacta; SP-1, specificity protein-1; SQSTMI, sequestosome-1

The GABARAPLT (GABARAP-LIKE 1) gene was first described as
an early estrogen-regulated gene that shares a high sequence
homology with GABARAP and is thus a part of the GABARAP
family. GABARAPL1, like GABARAP, interacts with the GABA,
receptor and tubulin and promotes tubulin polymerization.
The GABARAP family members (GABARAP, GABARAPL1 and
GABARAPL2) and their close homologs (LC3 and Atg8) are not
only involved in the transport of proteins or vesicles but are
also implicated in various mechanisms such as autophagy,
cell death, cell proliferation and tumor progression. However,
despite these similarities, GABARAPL1 displays a complex
regulation that is different from that of other GABARAP family
members. Moreover, it presents a regulated tissue expression
and is the most highly expressed gene among the family in the
central nervous system. In this review article, we will outline the
specific functions of this protein and also hypothesize about
the roles that GABARAPLT might have in several important
biological processes such as cancer or neurodegenerative
diseases.

Introduction

The GECI gene (also known as GABARAPLI or ATGSL)
was first identified in 1993 as an early estrogen-induced
gene in quiescent guinea-pig endometrial glandular epithe-

lial cells (GEC)."* In 1999, a new protein named GABARAP
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(GABA ,-receptor-associated protein) was described to bind both
GABA R (y-aminobutyric acid receptor) and tubulin, and to
be involved in intracellular GABA, receptor trafficking.” The
discovery of this new protein, which shares 87% identity with
GABARAPLL, led to the classification of GEC1 as a member of
the GABARAP family.* We therefore propose to unify the some-
what confusing nomenclature and spelling of this protein and to
refer to GEC1 (or GABARAP-L1) as GABARAPLI1 (GABA,-
receptor-associated protein-like 1).

In this review, we will show that although GABARAPLI
shares a high sequence homology with other GABARAP family
members, its expression pattern and regulation differ. Together,
these findings suggest that GABARAPLI might have essential
and specific functions.

The GABARAP Family

GABARAPLI belongs to the GABARAP family, which is one of
2 subfamilies of the yeast Atg8 (autophagy-related 8) ortholog,
the other being the MAP-LC3s (consisting of the light-chain of
microtubule-associated proteins MAP1A, MAP1B and MAPIC,
also known as LC3A, LC3B and LC3C). The GABARAP fam-
ily comprises GABARAP, GABARAPL1 and GABARAPL2/
GATE-16 (GABARAP-like 2/Golgi-associated ATPase enhancer
of 16 kDa) (Fig. 1). GABARAPLI shows 87% identity with
GABARAP and 61% identity with GATE-16 *¢ and also shares a
distant homology with LC3A (30.8% identity), LC3B (29% iden-
tity) and LC3C (35.8% identity).”'° Members of the GABARAP
and LC3 families are composed of 117 to 145 amino acids and all
possess a conserved C-terminal glycine, essential for their role in
autophagy (Fig. 1).!? In addition to their sequence similarity,
the crystal structures of GABARAP,*7 GATE-16,° LC3,"® and
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VYVIRKRIMLPPEKAIFIFVN-DTLPPTAALMSAIYQEHKDKDGFLYVTYSGENTFGR-117

Figure 1. Alignment of the GABARAP and LC3 family members. Amino acid sequences (obtained from NCBI or GeneBank databases) of GABARAPL1
(NP_113600), GABARAP (CAG47031), GABARAPL2 (NP_009216), LC3A (NP_852610), LC3B (NP_073729), LC3C (NP_001004343) and Atg8 (NP_009475) pro-
teins were aligned using the NCBI Protein BLAST tool. The amino acids that differ from those present in GABARAPL1 are indicated in red. The terminal
glycine (position 116, 120 or 124), which is essential for congugation to phospholipids, is displayed in blue.

GABARAPLI (Structural Genomic Consortium, code: 2R2Q))
are also highly similar. It is also worth mentioning that the
GABARAPLI protein sequence is highly conserved throughout
evolution from plants to mammals (100% identity) suggesting
that this protein plays an essential role in these organisms.*’

Regulation and Expression of the GABARAPL1 Gene

GABARAPLI mRNA is expressed in a variety of tissues within
the mouse, rat and human. The highest expression levels were
initially observed in the brain, heart, liver, skeletal muscle, kid-
ney, spleen, ovary, small intestine, placenta and peripheral blood
leukocytes.*”! In contrast to its differential expression in adult
human tissues, GABARAPLI is present at comparable mRNA
levels in all fetal tissues.?

Regulation by estrogen. The human and guinea pig
GABARAPLI cDNA consist of 1,959 and 1,921 nucleotides,
respectively. Their coding sequences are composed of 351 nucleo-
tides, which share 93% identity and translate into the exact same
protein. The guinea-pig Gabarapll gene has a full-length ERE
sequence (estrogen responsive element, reviewed in ref. 21) that
is located in the first exon and described as the primary response
element necessary for gene activation by Estradiol-17@ (E,) via
ERa (estrogen receptor a).*

Sequence analysis of the human GABARAPLI gene (on chro-
mosome 12) by the Matinspector program from Genomatix*
or the Cister software® reveals the presence of several possible
regulatory sequences such as ERE, SP-1 (Specificity Protein-1)
and AP-1 (Activator Protein-1), to which estrogen receptors
could bind (Fig. 2).2>* However, the precise functions of these
sequences have not yet been determined.

In contrast, analysis of the DNA sequences of GABARAP
(on chromosome 17), GABARAPLZ2 (on chromosome 16) and
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LC3A, B and C (on chromosomes 20, 16 and 1, respectively)
did not indicate the presence of any ERE in the 1,200 bp region
upstream of the initial start codon. Indeed, no other GABARAP
or LC3 family member has been shown to be upregulated by
estrogen as is the case for GABARAPLI. This specific regula-
tion of the GABARAPLI gene by estrogen might indicate that
it exerts particular functions in tissues or pathologies in which
estrogens play a major role such as breast cancer or Parkinson
disease as discussed further below.

Expression in the central nervous system. Real-time RT-PCR
experiments performed on mRNA from male rat cerebral extrac-
tions showed that GabaraplI displays the highest expression levels
followed by L¢3, Gabarap and Gabarapl2.*” Transcript expression
levels of each member, however, differ depending on the specific
region of the brain. Gabarap/l mRNA is the most highly expressed
in all regions of the brain examined and its expression is the high-
est in the pons and diencephalon (thalamus and hypothalamus).”
These results were confirmed in the adult rat using in situ hybrid-
ization experiments, which showed that Gabarapll is indeed
widely expressed in the brain, most likely exclusively within neu-
rons, ranging from the olfactory bulb to the brain stem and spinal
cord.” More specifically, Gabarapll appears to be expressed more
predominantly in neurons that are involved in somatomotor and
neuroendocrine functions and to a lesser extent in sensory and
reticular structures.”® Gabarapll is also highly expressed in gonad-
otropin-releasing hormone (GnRH) neurons,?°
ulation that is regulated by estrogen. Indeed, estrogen receptors
are highly expressed in the hypothalamus?>* and play a major

a neuronal pop-

role in the regulation of the reproductive axis through their con-
trol on the release of luteinizing hormone and follicle-stimulating
hormone at the anterior pituitary. Moreover, the primary neu-
rotransmitter inputs to these neurons are GABA, and glutamate,
which exert their effects in the neurons through GABA , receptors
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Figure 2. Comparison of the human and guinea pig GABARAPLT gene promoter regions. Predictive computer analysis was conducted on promoter se-
quences. In the guinea pig gene, the INR element is sufficient to direct transcription and the ERE located in the first exon permits induction of the gene
by Estradiol-178 via ERc.* These sequences are conserved in the human gene but their roles have not yet been addressed. A similar analysis of the
equivalent region for the GABARAP gene revealed no estrogen responsive cis-regulatory sequences. AP-1: binding site of the Activator Protein-1; SP-1:
binding site of the transcription factor Specificity Protein-1; ERE: Estrogen Response Element; FHRE: ForkHead Responsive Element; INR: transcription
initiator element; TATA: TATA box; Atg: translation initiation codon. Cister and Matinspector softwares were used to predict the presence of estrogen
response cis-regulatory sequences.?*? Only sequences identified by both software programs are represented in the figure. Matinspector software was

and glutamate receptors, respectively.®# As an estrogen-regulated
gene, Gabarapll may play a role in the responsiveness of GnRH
neurons to estrogen through its implication in GABA R traffick-
ing to the plasma membrane.

Regulation by circadian rhythms. In mammals, the central
pacemaker in the hypothalamus, the suprachiasmatic nucleus,
and the intracellular oscillation generators within several periph-
eral organs all work together to generate circadian oscillation.’*4
Two separate studies have shown that Gabarapll expression varies
depending on the day/night rhythms.?*% The first study showed
that Gabarapll expression peaks halfway through the light phase
of a 24-h cycle (12 h light/12 h dark) in mouse liver.” The sec-
ond study demonstrated that Gabarapll expression is temporally
related to the oscillations of Circadian Locomotor Output Cycle
Kaput (Clock) transcription factors and dependent on Period 1
(Perl) expression in GnV-3 cells (conditionally immortalized
gonadotropin-releasing hormone-expressing neurons from rat).*’
Among the Gabarap and Lc3 family members, Gabarapll is the
only gene identified thus far to be regulated by circadian rhythms.

Several recent publications have hypothesized a relation-
ship between autophagy and circadian rhythms, although the
mechanism is not yet determined (reviewed in ref. 36). It has
been shown that the autophagy-related genes Vps4b and Bnip3,
like Gabarapll, undergo rhythmic variations. Gabarapll may,
therefore, be regulated by Per/ in order to participate or regulate
autophagy during the diurnal cycle. Moreover, unlike the studies
done on Vps4b and Bnip3,”” GabaraplI’s thythmic expression was
demonstrated in vitro, suggesting that autophagic activity may
vary intrinsically in the cell, independent of the circadian pattern

www.landesbioscience.com

of the whole animal. This finding may indicate that Gabarapll
is particularly important for the specific autophagic degradation
of unwanted proteins in the cell and not just involved in nutrient
recycling, a hypothesis that will require further examination.

Regulation by the FoxO transcription factor family. Several
groups have demonstrated that Gabarapl! is regulated by FoxO
transcription factors. For instance, Sengupta and colleagues
found that, in primary cultures of both cardiomyocytes from
neonatal rats and mouse heart tissue, stress conditions, such as
glucose deprivation or oxidative stress, cause the translocation of
FoxO1 and FoxO3 to the nucleus, where they activate autophagy-
related genes (Gabarapll, Atgl2 and Lc3) and a FoxOlI/FoxO3
conditional double-knockout mouse displays reduced expres-
sion of Gabarapll and Lc3-II following ischemia/reperfusion
injury.*®%? Another study indicated that the effects of insulin sup-
pression on autophagy are mediated by a FoxO1-dependent tran-
scription of genes implicated in autophagy (Gabarapll, Atgl2 and
Vps34).*° Furthermore, Gabarapll as well as several other genes
implicated in either the process or the regulation of autophagy
(Bnip3, Bnip3l, Vps34, Lc3, Atgl2, Beclin I and Atg4B) are upreg-
ulated in a model of muscle atrophy in vivo.""*> A recent study
linked FoxO, AMPK and p38a in colorectal cancer cells (CRC)
during stress-response. In this study, the authors used an inhibi-
tor of p38a (SB20219) to study the expression of FoxO3A target
genes and demonstrated that, of the genes involved in autophagy,
GABARAPLI shows the highest transcriptional induction after
treatment and accumulates in autolysosomes.*

Three FoxO target consensus sequences are located upstream
of the promoter region in the mouse Gabarapll gene** and
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4 potential FoxO binding sites are present in the guinea pig gene
(Fig. 2). While no FoxO binding sites are found in the human
gene within the homologous region, they are present further
upstream (2-3 kb respective to the start codon) in the human
gene. Interestingly, even if GABARAPLI is not the only member
of the GABARAP family found to be regulated by FoxO tran-
scription factors, it is regulated by several FoxO transcription
factors and in different physiological processes such as muscle
atrophy or colorectal cancer, therefore demonstrating its wide
range of action.

Expression and localization of the GABARAPLI protein. As
the protein sequences among the GABARAP family members,
and in particular between GABARAP and GABARAPLL, share
a high identity, a detailed analysis of their differential expres-
sion has been limited. To avoid the use of nonspecific antibod-
ies, research efforts have focused on the analysis of GABARAPLI
mRNA expression since mRNA probes, complementary to the
3'-untranslated region of the gene, are able to specifically identify
GABARAPLI

Despite the lack of a GABARAPLI-specific antibody,??5%
some tissue expression analysis has been performed. High levels
of GABARAPLLI have been found in the brain, in neurons but
not in glial cells, and in the lungs.* In addition, GABARAPLI
protein levels decrease in the failing human heart after mechani-
cal unloading, possibly due to a decreased ‘demand in energy
from the heart during this process.” Nevertheless, it is important
to point out that it cannot be excluded that, in these studies, sev-
eral members of the GABARAP family have been detected and
not only GABARAPLI.

Cell lines that stably express GABARAPLI linked to a fluo-
rescent tag have also been utilized for protein expression experi-
ments. These studies have shown that the cellular distribution of
GABARAPLI is highly variable, including the cytoplasm, Golgi
complex, endoplasmic reticulum or the plasma membrane, but
with a common feature, a staining linked to intracytoplasmic
vesicles that can partially colocalize with autophagosomes or
lysosomes.®#¢%4 Although these experiments make it possible
to determine the expression pattern of exogenous GABARAPLLI,
the cellular distribution of endogenous GABARAPLLI remains to
be confirmed.

Taken together these data show that GABARAPLI displays a
specific regulation (estrogens and circadian rhythms) not shared
by the other members of the GABARAP and LC3 families. This
regulation might allow the investigators to use specific inducers
targeting only one member of these families. Nevertheless, sev-
eral points will need to be addressed in the future: Do the dif-
ferences observed at the mRNA level reflect differences at the
protein level? Is this specific regulation linked to any cellular
process, such as autophagy, or pathologies, such as cancer and
neurodegenerative disease?

The Role of GABARAPL1 in Neuronal Signal
Transmission

GABA, receptors are ligand-gated chloride ion channels found
at neuronal synapses and are responsible for the majority of the
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fast inhibitory transmission in the brain.’®*' They are involved in
many different physiological processes such as anxiety, circadian
thythm, memory, learning, controlling excitability of the brain,
synaptic plasticity and synaptogenesis.’”? It has been recently
demonstrated that Gabarapll interacts with tubulin and the y2
subunit of the GABA, receptor and is able to promote tubulin
polymerization and bundling to form microtubules.***3 A simi-
lar role for the Gabarap protein has also been previously demon-
strated, suggesting that the 2 proteins are redundant with regard
to this function.>*

This idea has been confirmed with the creation of the Gabarap
knockout mouse.”” These mice lack a phenotype, they do not
display any change in localization or number of GABA  recep-
tors, nor are Gabarapll or Gabarapl2 protein levels upregulated.
siRNA knockdown of Gabarap in primary hippocampal neurons
also gave similar results.® A double-knockout mouse of both
Gabarap and Gabarapll will therefore be essential in order to
evaluate their collective role and to determine the role of the third
member of the family, Gabarapl2, has in the transport of GABA
receptors in vivo.

Interestingly, N-ethylmaleimide-sensitive factor (NSF) was
also identified as a Gabarapll binding partner in rat brain extracts
and Chinese hamster ovary cells.” Although the relevance of
the Gabarapll/NSF interaction has not yet been elucidated, it
is likely that this complex will be involved in the trafficking of
neuronal receptors as it has been described for the Gabarap/NSF
and Gabarapl2/NSF complexes.>”’

Another protein partner of Gabarapl1 is the kappa opioid recep-
tor (KOR), which is a member of the G-protein coupled recep-
tor family.” Immunocytochemical studies show that Gabarapll
colocalizes with the KOR in the endoplasmic reticulum and Golgi
where it appears to increase the number of cell-surface receptors.®
KOR/Gabarapll binding involves hydrophobic interactions® and
the Gabarapll residues that are responsible for these interactions
are highly conserved in Gabarap and Gabarapl2. However, com-
pared with Gabarapll, Gabarap and Gabarapl2 affect the trans-
port of the KOR to a lesser extent. Moreover, Gabarapll displays
a higher affinity for KOR and, unlike Gabarap, can associate with
and enhance the expression of this receptor without being pro-
cessed at its G116 residue and associated to membranes.”® These
data suggest a different role of these proteins in the transport of
the kappa opioid receptor. The residues within the opioid recep-
tor that are necessary for Gabarapll interaction are located within
a FPXXM motif at its C terminus. This motif is also present
in the GluR1 (glutamate receptor type 1) subunit of the AMPA
receptor and in the prostaglandin receptor EP3.f. The expression
of these receptors is increased as a result of Gabarapll overexpres-
sion, suggesting that Gabarapll has a role that is more complex
than merely in receptor transport.”® Indeed, the authors of the
previous study suggest that Gabarapll might act as a chaperone
for the KOR and possibly other proteins.

The Role of GABARAPL1 in Autophagy

Autophagy is a highly catabolic process leading to the degradation
of cytoplasmic components and sometimes also the degradation
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Figure 3. Role of GABARAPL1 in autophagy. GABARAP, GABARAPL2 and LC3 are cleaved in the cell by Atg4 enzymes to produce their mature forms;
GABARAPL1-l, GABARAP-I, GABARAPL21-l and LC3-I. Under autophagy-inducing conditions (e.g., stimulation with rapamycin or nutrient starvation) (1),
nucleation of phagophores is initiated (2) and followed by elongation of the pre-autophagosomal membrane, which leads to the creation of autopha-
gosomes. During this process, GABARAPL1-I, GABARAP-I, GABARAPL2-| and LC3-I are conjugated to phospholipids by Atg7 and Atg3 (3) to produce
the phospholipid-linked forms GABARAPL1-Il, GABARAP-II, GABARAPL2-1l and LC3-II. LC3-Il is essential for elongation of autophagosomes (4), whereas
GABARAP-II, GABARAPLI1-Il and GABARAPL2-II are required for the closure of autophagosomes (5). Autophagosomes then undergo maturation into
autophagolysosomes (6), resulting in the degradation of their content and the recycling of the breakdown products (7). GABARAPLI1 is also involved

in selective autophagy through its interaction with cargo adaptor proteins, such as Nix, p62 or NBR1, to activate the clearance of specific unwanted

proteins or organelles (4").

of the cell as a whole. It has been implicated in many biological
processes from development to disease states (reviewed in ref. 59
and 60). Numerous recent studies have focused on elucidating
the molecular mechanism of this process and it is now known
that the elongation of the phagophore is regulated by 2 conjuga-
tion systems.®" The first system involves the conjugation of Atgl2
to Atg5 by the Atg7 and Atgl0 enzymes. The second involves the
conjugation of the LC3 protein onto phosphatidylethanolamine
by the Atg7 and Atg3 enzymes (reviewed in ref. 62). Before con-
jugation, the precursor form of LC3 is cleaved by the cysteine
protease Atg4B, a member of the Atg4 family of endopeptidases,
to expose a glycine residue at its C terminus (Fig. 1). The mature
LC3 is then attached to its target phospolipid, typically a phos-
phatidylethanolamine on the forming autophagosomal structure
in vitro and in vivo (Fig. 3), or even a phosphatidylserine in vitro.

www.landesbioscience.com

This difference is thought to be governed by yet unidentified
‘selective factors’ that are only present in vivo.®

Recently, Gabarapll has been described as a new marker of
autophagosomes® and can be cleaved by Atg4B in vitro, a matu-
ration step described to be inhibited in Azg4B” mice.**“® The
loss of the maturation of the Gabarap family members by Atg4B
in this in vivo model leads to balance disorders owing to a loss of
autophagic function within the inner ear. Another recent study
shows that the proteins of the Atg8 family are involved in the for-
mation of the autophagosomes but display different and specific
function during this process: the LC3 family is necessary for the
elongation of the phagophore, whereas the GABARAP family is
implicated in later stages of the formation of the autophagosome.*®

One main question remains: What is the specificity of func-
tion of the GABARAP and LC3 family members in autophagy?
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Deletion of Gabarap does not result in an increased expression
of Gabarapll or Gabarapl2> Similarily, Le3B knockout mice do
not display a compensation of Lc3aw or Gabarap expression.” As
such, one could assume that the members of each subfamily are
simply redundant. Nevertheless, given their specific expression
patterns, their role in autophagy might be tissue or cell specific or
linked to specific types of autophagy such as selective autophagy
as described below.

The Role of GABARAPL1 in Selective Autophagy

The autophagic pathway has evolved to include more specific pro-
cesses in which certain autophagic targets are selected via auto-
phagic receptors such as sequestosomel (SQSTMI, also known
as p62) or neighbor of Brcal (NBR1).%*7° These proteins act as
cargo adapters and connect the ubiquitinated target proteins,
protein aggregates or damaged organelles to the autophagosome-
linked GABARAP and LC3 family members. They do so by
binding both the cargo (i.e., the material to be sequestered) via
their C-terminal ubiquitin-associated domain (UBA)”* and the
LC3 or GABARAP family members via their LC3-interacting
domain (LIR).” Indeed, GABARAPLI interacts with both p62
and NBRIL,%727 and the interaction between GABARAPLLI
and p62 facilitates the autophagy of ubiquitinated protein aggre-
gates.”” GABARAPLLI is also thought to be involved in mitoph-
agy through its interaction with the mitochondria-associated
protein NIX1 and its recruitment to damaged mitochondria in
vitro.”* It is therefore likely that GABARAPLI constitutes a pro-
tein target for cargo adapters and thus is necessary for the degra-
dation of unwanted organelles or protein aggregates, a function
that could prove to be useful for the therapy of various diseases,
such as cancer or neurodegeneration. Therefore, it will be of great
interest in the future to determine whether the GABARAP and
LC3 family members play redundant roles in this process or are
involved in the degradation of different targets that are associ-
ated with specific pathologies, such as a-synuclein in Parkinson
disease” or p62 in cancer.’®

The Role of GABARAPL1 in Cancer

The first evidence for a potential role of GABARAPLI and
GABARAP in cancer was a study that described reduced
GABARAPLI expression in different cancerous cell lines com-
pared with normal tissues.” More recently, we investigated
GABARAPLI expression in a large cohort of breast adenocarci-
noma (265 samples) 77 and demonstrated that those patients who
presented with high GABARAPLI expression levels had a lower
risk of metastasis, specifically for lymph node-positive patients.
Moreover, decreased GABARAPLI expression correlates with
clinic-pathological features such as the histological grade of a given
tumor. Reduced levels of GABARAPLI mRNA are observed in
tumors of high histological grade, with lymph node-positive and
estrogen- and/or progesterone receptor-negative status. These
results suggest a role for GABARAPLI as a prognostic marker
in breast cancer, specifically in lymph node-positive patients.
Like GABARAPLI, GABARAP expression is also diminished in

6 Autophagy

breast cancer cell lines, both at the mRNA and protein levels.”®
GABARAP also has a role in other cancers as GABARAP tran-
script expression correlates with a better survival rate for patients
affected by neuroblastoma,”” and GABARAP protein expression
is significantly upregulated in colorectal cancer.®

Autophagy has been described to play a paradoxical role in
tumor apparition and progression. Early in the process of tumori-
genesis, autophagy prevents tumor progression by degrading dam-
aged organelles such as mitochondria, which would otherwise be
stressors in the cell.*"# Under metabolic stress, and at later stages
of tumorigenesis, however, some tumors exploit their autophagic
capabilities in order to provide themselves with the necessary
nutrients to survive (reviewed in ref. 83—85). Later on, autophagy
is also responsible for the development of drug resistance in many
cancers.*® Since GABARAPLLI is regulated by estrogens, and its
gene expression is a good prognostic indicator for breast cancer
patients,”’ it has a tremendous potential as a therapeutic target
against cancer. In fact, anti-estrogen treatments (tamoxifen) are
currently being combined with an inhibitor of autophagy (chlo-

roquine) in clinical trials to treat breast cancer.5

The Role of GABARAPL1 in Neurodegeneration

In the last decade, there has been a growing body of evidence that
supports a role for autophagy in the protection against unwanted
protein aggregates in the brain. Anomalies in the autophagic pro-
cess have been discovered in many neurodegenerative diseases
including, but certainly not limited to, Alzheimer, Huntington
and Parkinson diseases (reviewed in ref. 87). As discussed above,
GABARAPLI interacts with the autophagy cargo adaptors p62
and NBRI1, which bind to ubiquitinated protein aggregates to
identify them for degradation.®*7°

However, GABARAPLI not only binds to these autophagy
cargo adaptors, but also confers an affinity for those mutated
proteins that form aggregates in neurodegenerative diseases,
such as a-synuclein oligomers in Parkinson disease.®® Moreover,
Gabarapll mRNA is highly expressed in the substantia nigra pars
compacta (SNpc), the region of the SNV that consists of dopaminer-
gic neurons, implicated in the progression of Parkinson disease,
whereas its expression is lacking in the pars reticula.*® Two recent
microarray analysis showed that GABARAPLI expression, but not
GABARAP or LC3, is significantly reduced in the prefrontal cortex
of macaque monkeys in an MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine) experimental model of Parkinson disease,*
and highly downregulated in laser microdissected dopaminergic
neurons (DA) of the SNpc of Parkinson disease patients.”” The
latter observation might indicate a need for a decreased auto-
phagic activity, by means of the degradation of GABARAPLI
and/or other autophagy proteins, in order for these neurodegen-
erative diseases to progress, further suggesting the importance of
GABARAPLI in the prevention of neurodegenerative diseases.

It is worth noting that sex steroids, in particular estrogens,
have a protective effect in various models of brain injury and,
in particular, in a MPTP-murine model of Parkinson dis-
ease.” Since estrogens regulate GABARAPLI transcription, the
GABARAPLI protein may be one of the links between estrogen
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Table 1. List of confirmed GABARAPLI1-interacting partners

GABARAPL1-interacting partners Potential significiance of the interaction References

GABARAPL 1-specific partners
ARH (Autosomal recessive hypercholesterolemia) Intracellular transport, outgrowth and elongation of axons Mameza et al., 2007

a-synuclein Protein aggregates degradation in neurodegenerative diseases Schnack et al., 2008

Partners common with one or more GABARAP-family members

GABA R (Gamma-aminobutyric acid type A receptor ) Transport of the GABA, receptor to plasma membranes Mansuy et al., 2004
Tubulin Tubulin assembly, microtubules bundling, transport of GABA, receptor via microtubules Mansuy et al., 2004
KOR (Kappa opioid receptor) Transport of KOR from ER/Golgi to plasma membranes Chen et al., 2006
NSF (N-ethylmaleimide sensitive factor) Intracellular transport, membrane fusion events Chen et al., 2006
PX-RICS Transport of the N-cadherin/B-catenin complex from ER to Golgi Nakamura et al., 2008
Stbd1 (Starch binding domain containing protein 1/genethonin 1) Vesicular transfer of glycogen to the lysosome Jiang et al., 2010
p62/SQSTM1 (sequestosome 1) Degradation of ubiquitinated protein aggregrates by autophagy Rual et al., 2005;
Pankiv et al., 2007
Nbr1 (Neighbor of Brca1) Degradation of ubiquitinated protein aggregrates by autophagy Larsen et al., 2010
Nix Clearance of damaged mitochondria by mitophagy Novak et al., 2010

and neuroprotection. If this is indeed the case, it might constitute  patients compared with normal blood donors.”> GABARAPLI

an attractive therapeutic target in the future. is the only member of the GABARAP family that has been
shown to interact with the autosomal recessive hypercho-
Other Functions of GABARAPL1 lesterolemia protein” in the brain. Lastly, GABARAPLI

interacts with the starch binding domain-containing
GABARAPLI mRNA expression is upregulated in periph- protein 1, a protein thought to play a role in glycogen metabolism
eral blood mononuclear cells from chronic fatigue syndrome  (Table 1).%4

CANCER CENTRAL NERVOUS SYSTEM
A high gabarapl1 expression in breast Involved in Involved in circadian
cancers is a positive prognosis factor receptor transport  rhythms regulation
Down-regulated Transcripts
in breast cancer highly expressed in the CNS

GABARAPL1

Associates with Interacts with Transcripts highly
autophagic vesicles a-synuclein  expressed in S. Nigra
Activates damaged Involved in Transcripts down-regulated in the DA neurons
mitochondria clearance autophagosome closure of the substantia nigra in parkinson brains
AUTOPHAGY NEURODEGENERATION

Figure 4. Confirmed and putative roles of GABARAPL1. Schematic illustration of described or putative roles for GABARAPL1 and regulation of Gab-
arapl1 gene and GABARAPL1 protein in physiological processes or pathologies.
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Conclusion

GABARAPLI, like GABARAP, is implicated in several different
cellular processes and presents a specific regulation including the
estrogen hormones, the FOXO family and the circadian rhythms.
Moreover, it is differentially regulated in various pathologies,
such as breast cancer, colorectal cancer, neurodegenerative mod-
els and chronic fatigue syndrome (Fig. 4).

Together, these data suggest an essential and specific role
for this protein that is distinct from that of its closest homolog,
GABARAP. At the molecular and cellular levels, the main ques-
tion to address will be the specificity of their protein partners:
are they identical for all the members of the family or are they
specific to different pathologies? The necessary studies to answer
these questions, however, will require a specific antibody to fur-
ther characterize the interaction of GABARAPLI with its pro-
tein partners. The therapeutic potential of GABARAPLI looks
promising since this protein displays a specific regulation that is

not shared by the other members of the GABARAP family. In
particular, GABARAPLI might prove a useful therapeutic target
for estrogen responsive cancers and in neurodegenerative diseases.
The example of GABARAPL] demonstrates the importance to
differentiate between the different members of the GABARAP
family when studying their role and no longer consider these pro-
teins as being functionally redundant.
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ABSTRACT

GABARAPL1 belongs to the small family of GABARAP proteins (including
GABARAP, GABARAPLI1 and GABARAPL2/GATE-16), one of the two subfamilies of the
yeast Atg8 orthologue. GABARAPLI is involved in the intracellular transport of receptors,
via an interaction with tubulin and GABA, or kappa opioid receptors, and also participates in
autophagy and cell proliferation. In the present study, we identify the HSP90o/f protein as a
novel interaction partner for GABARAPLI using mass spectrometry, GST pull-down and
coimmunoprecipitation experiments. GABARAPL1 and HSP90o/p partially colocalize in
MCF-7-Dsred-GABARAPL1 breast cancer cells and in rat brain. Moreover, treatment of
MCEF-7-FLAG-GABARAPLI1-6HIS cells with the HSP90o/f inhibitor 17-AAG promotes the
GABARAPLI1 degradation, a process that is blocked by proteasome inhibitors such as
MG132, bortezomib and lactacystin. Accordingly, we demonstrate that HSP90o/p interacts
and protects GABARAPLI from its degradation by the proteasome.
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1. INTRODUCTION

The gabarapll (gabarap like-1) gene was originally discovered in our laboratory as an
early estrogen-regulated gene in guinea pig endometrial glandular epithelial cells (GEC) and
was therefore previously named gec! [1, 2].

The GABARAPLI1 protein is composed of 117 amino acids, which are highly
conserved between species, and belongs to a small family of proteins, called the GABARAP
family, based on sequence identity between the different members. In addition to
GABARAPLI, this family also includes GABARAP (GABA, receptor-associated protein),
and GABARAPL2/GATE-16 (GABARAP like-2 protein/Golgi-associated ATPase enhancer
of 16 kDa), which share 87% and 61% identity with GABARAPLI, respectively [3, 4].
GABARAPLI also presents a rather low homology with the MAP-LC3B (microtubule-
associated protein light chain 3B) protein [5].

Very few studies regarding the expression of this protein have been conducted because
of its strong identity with GABARAP. Indeed, the existence of an antibody that can
discriminate between these two proteins has not yet been proven. The tissue specific
expression of the gabarapll mRNA, obtained with the use of a probe designed against a
unique portion of the 3' UTR, however, reveals that gabarapll is ubiquitously expressed with
the highest expression levels observed in the brain. Gabarap!l mRNA is, in fact, the most
strongly expressed amongst its closest counterparts in multiple rat brain areas ranging from
the olfactory bulb to the brainstem and cerebellum, as well as in the spinal cord. In these
structures, gabarapll mRNA seems to be localized in neurons and particularly in
motoneurons and neuroendocrine neurons [6, 7].

The emergence of new GABARAPLI protein partners has allowed us to hypothesize
the role of this small protein in major cellular processes. GABARAPLI has been shown to
interact in vitro with two essential membrane receptors in the brain: GABAAR (gamma-
aminobutyric acid, type A receptor) and KOR (kappa opioid receptor) [8-10]. GABARAPLI
could thus participate in neuronal signal transmission by aiding in the transport of these
membrane receptors to the cell surface. Tubulin and NSF (N-ethylmaleimide sensitive factor),
two other GABARAPLI1 binding partners, may contribute to the intracellular trafficking of
the two aforementioned receptors [8-11]. Tubulin is a major cell component of the
cytoskeleton, known to aid in the guidance of intracellular trafficking, and NSF is already

known to play a role in trafficking of neuronal receptors such as AMPA (a-amino-3-hydroxy-
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5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) type glutamate and [-adrenergic receptors.
GABARAPLL, via its interaction with tubulin, is also able to promote tubulin assembly and
microtubule bundling [8]. The contribution of GABARAPLI1 to intracellular protein transport
is not restricted to the brain as demonstrated by its interaction with PX-RICS [Phox-RhoGAP
(GTPase-activating protein) involved in the B-catenin-N-cadherin and NMDA (N-methyl-D-
aspartate) receptor signaling], a protein that mediates the transport of the N-cadherin / -
catenin complex from the ER to the Golgi apparatus in HeLa cells [12].

Due to the high homology between the different members of the GABARAP family,
all GABARAPLI partners outlined above also interact with one or several of the GABARAP
family members. Two proteins, namely alpha-synuclein and ARH (Autosomal Recessive
Hypercholesterolemia) have been described to interact only with the GABARAPLI1 protein
but their association with other GABARAP family members has not yet been addressed [13,
14].

Some studies have reported a low expression of gabarapll mRNA in different types of
cancers and we recently demonstrated, from the study of a cohort of 265 breast
adenocarcinoma biopsies, that patients with a high expression of gabarapll mRNA present a
lower risk of recurrence [15, 16].

Recently, we also described GABARAPLI1 as a new marker of autophagosomes. More
precisely, we demonstrated that GABARAPLI is cleaved in the cells to produce its mature
form, is linked onto phospholipids and associates with autophagic vesicles [17, 18].
Moreover, it has been suggested that GABARAPLI plays a role in selective autophagy, a
form of autophagy that targets specific proteins or organelles to be degraded in the lysosomes,
due to its association with p62/SQSTM1 (Sequestosome 1), NBR1 (Neighbour of Brcal gene)
and Nix1/BNIP3L [BNIP3 like protein (BNIP3: Bcl2/E1B 19 kDa-interacting protein 3-like
protein)], which have all been described as cargo adapters [19-22].

To search for new functions of the GABARAPLI1 protein, we looked for new
GABARAPLI partners in rat brain, a tissue that highly expresses gabarapll, by using a GST
pull-down assay coupled to mass spectrometry. We report here an interaction between
GABARAPLI1 and the molecular chaperone HSP90o/f in rat brain and in MCF-7 cells. In
cells, this  interaction  is disrupted by 17-AAG  (17-N-Allylamino-17-

demethoxygeldanamycin), a specific inhibitor of HSP90a/B ATPase activity, and is restored
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when cells are treated by the potent proteasome inhibitor MG132 (Z-Leu-Leu-Leu-al).
GABARAPLI can consequently now be defined as a new HSP90o/f client protein.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Animals and tissue preparation

All animal use and care protocols were in accordance with institutional guidelines (all
protocols were approved and investigators authorized). Sprague-Dawley rats were obtained
from Charles River Laboratories (L’ Arbresle, France).

Rats were anesthetized with an intraperitoneal injection of chloral hydrate 7% (1
mL/200 g), and then perfused as previously described [23] with 0.9% (w/v) NaCl followed by
ice-cold 1% (w/v) paraformaldehyde fixative in 0.1 M phosphate buffer. The brains were
removed, post-fixed in the same fixative overnight at 4°C, immersed overnight in a 15% (w/v)
sucrose solution at 4°C, and then frozen over liquid nitrogen. Brains were serially cut into 10
pm coronal sections on a cryostat-microtome, mounted on gelatinated slides and stored at -

40°C until further analysis.

2.2. Reagents and Antibodies

Cell culture reagents were purchased from Invitrogen (Carlsbad, CA). The following
antibodies were used: two different polyclonal anti-GABARAPLI antibodies, one from
Chemicon Millipore (AB15278) for Western blotting experiments and one from Protein Tech
Group (11010-1-AP) for immunohistochemistry and immunoprecipitation experiments,
polyclonal anti-GFP (Chemicon Millipore, AB3080), monoclonal anti-HSP90o/B (TebuBio,
AC88), monoclonal anti-FLAG M2 (Sigma-Aldrich, A2220), monoclonal anti-RIP1 (receptor
interacting protein 1) (BD Pharmingen, 551041), monoclonal anti-tubulin (Abcam, ab56676)
and polyclonal anti-actin (Sigma, A5060). MG132 (Z-Leu-Leu-Leu-al) (Sigma-Aldrich,
C2211), bortezomib (Santa Cruz Biotechnology sc-217785), lactacystin (Santa Cruz
Biotechnology, sc-3575) and 17-(Allylamino)-17-demethoxygeldanamycin (17-AAG)
(Sigma-Aldrich, A8476) were prepared in DMSO. The human recombinant HSP90p protein
was purchased from Cayman Chemical (10342).

2.3. Plasmids

The pGEX-4T-2, pGEX-4-T2 GST-GABARAPL1 and pGEX-4-T2 GST-
GABARAPL1 (22-117) vectors expressing the glutathione S-transferase (GST) enzyme, the
GST-GABARAPLI and the GST-GABARAPLI (22-117) proteins were described previously
[8]. The gabarapll coding sequence flanked by two tag sequences, coding for a Flag peptide



O ~J o Ul W

OO U UNUIGTUIOTUT OO DB DB DB DDAEDWWWWWWWWWWNNNNMNONNNMNONNDNN R R R R PR PR
GO WNHFROW®O-JdNOTDdWNROWWOW-JdJOAUDWNROW®O-JdJAUTDWNROWOWTIAUB®WNREOWOW-I0U N WN KR O WO

and a six-histidine tail, respectively, was cloned into the Xbal and BamH1:BgllII sites of the
pSBet vector, [24] allowing expression of the FLAG-GABARAPLI-6HIS protein in
Escherichia coli bacteria. The pGST-HSP90a and the pGFP-HSP90p vectors were kindly
provided by Dr. Altieri (University of Massachusetts Medical School, Worcester, USA) and

Dr. J. Kim (Korea University, Seoul, South Korea), respectively.

2.4. Cell culture and transfection

The HEK293 (Human Embryonic Kidney 293) (ATCC, CRL-1573) and MCEF-7
(Michigan Cancer Foundation) (ATCC, HTB-22) cells were cultured in DMEM (Dulbecco’s
Minimum Essential Medium, Invitrogen, 11880) supplemented with 2 mM L-Glutamine
(Invitrogen, 25030-032), 100 pg/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin (Invitrogen, 15140)
and 10% (for the HEK293 cells) or 5% (for the MCF-7 cells) foetal bovine serum (FBS,
Invitrogen, 10270-106) and kept in a 5% CO, incubator at 37°C. The MCF-7-FLAG-
GABARAPLI1-6HIS and MCF-7-Dsred-GABARAPLI1 cell lines were previously created
[17]. These cell lines were maintained in complete medium supplemented with 100 pg/ml
Hygromycin B (PAA, P02-015) and 100 pg/ml G418 (PAA, P02-012), respectively.
TransFast reagent (Promega, E2431) was used to transiently transfect HEK293 cells plated in
10 cm-diameter culture dishes (5 x 10° cells per Petri-dish) and Jet Prime reagent (Polyplus
Transfection, 114-07) was used to transiently transfect MCF-7-Dsred-GABARAPLI1 cells
plated in 24-well plates (5 x 10* cells per well), according to the manufacturer’s
recommendations. Ten pg or 500 ng of pGFP-HSP90p vector were used to transfect HEK293
and MCF-7 Dsred-GABARARAPLI cells, respectively.

MCF-7-FLAG-GABARAPLI-6HIS cells plated in 6-well plates (4 x 10° cells per
well) or MCF-7-Dsred-GABARAPLI1 cells plated in 24-well plates cultured on glass
coverslips (5 x 10* cells per well) were treated overnight with 1 uM of 17-AAG in complete
medium for the inhibition of HSP90o/B activity in the presence or in the absence of 2 uM
MGI132, 5 uM lactacystin or 25 nM bortezomib for the inhibition of proteasome activity.
Total proteins extracts from 6-well plates were used for immunoblotting. Cells cultured in 24-

well plates were analysed by confocal microscopy.
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2.5. Expression, production and purification of fusion proteins

The pGST-HSP90a vector, the pGEX-4-T2 GST-GABARAPLI1 and the pGEX-4-T2
GST-GABARAPLI1 (22-117) vectors were used to transform BL21-DE3 E.coli. The different
fusion proteins expressed from these vectors were induced with 0.5 mM isopropyl-B-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) for 2 h. The bacterial pellet, obtained by centrifugation (5000 g,
10 min, 4°C), was resuspended in 800 ul of PBS (0.137 M NaCl, 3.3 mM KCl, 10 mM
Na,HPO,, 1.8 mM KH,PO,) supplemented with 1% (v/v) Triton X-100, 1 mM protease
inhibitors (Sigma-Aldrich P8340) and 0.2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF). After
sonication (Sonics and Materials) (3 times for 15 s), a second centrifugation (10000 g, 20 min,
4°C) was performed to clear the lysate. The GST-fusion proteins contained in the supernatant
were bound to 100 pl of glutathione-agarose beads (Sigma-Aldrich, G4510). for 2 h at 4°C
under agitation. The beads were then washed 3 times in PBS supplemented with 500 mM
NaCl.

The FLAG-GABARAPLI-6HIS protein was purified using a Ni-NTA Purification
System (Qiagen 30210) according to the manufacturer's instructions. After induction of the
pool of the proteins with IPTG, bacterial cells were incubated in lysis buffer (20 mM Tris-
HCI, 20% (v/v) glycerol, 0.2 mM EDTA, 500 mM KCIl, 10 mM imidazole, 10 mM -
mercaptoethanol, 1 mg/ml lysozyme) for 30 min on ice. After sonication (3 times for 15 s)
and centrifugation (16000 g, 30 min, 4°C), the cleared lysate was incubated with Ni-NTA
resin for 2 h at 4°C. After centrifugation (5000 g, 5 min, 4°C), the resin was washed 3 times
in a wash buffer [(20 mM Tris-HCI, 20% (v/v) glycerol, 0.2 mM EDTA, 100 mM KClI, 20
mM imidazole, 10 mM B-mercaptoethanol, 0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)].
The FLAG-GABARAPLI1-6HIS protein was then eluted with increasing concentrations of
imidazole (50 to 250 mM).

2.6. GST pull-down affinity

Total protein lysates from HEK293 cells transiently transfected by the pGFP-HSP90p
vector or from rat brains (previously cut into small pieces and homogenized with a hand-
driven Potter-Elvehjem apparatus) were obtained by incubation on ice for 30 min in GST
pull-down lysis buffer [(10 mM Tris-HCI pH 7.6, 100 mM NaCl, 5 mM EDTA, 10 mM
MgCl,, 0.5% (v/v) NP-40, 1% (v/v) Triton X100, 1 mM protease inhibitors (Sigma-Aldrich
P8340)] followed by centrifugation (30 min, 16000 g, 4°C). Five mg of rat brain protein
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extract were incubated with GST or GST-GABARAPLI1 (prepared as previously described)
bound to 100 pl of glutathione-agarose beads in GST pull-down lysis buffer overnight at 4°C
under constant agitation. After three extensive washes in PBS supplemented with 200 mM
NaCl, proteins were eluted in 40 pl of SDS-PAGE loading buffer (78 mM Tris-HCI, pH 6.8,
2.5% (wlv) SDS, 12.5% (v/v) glycerol, 6.25% (v/v) B-mercaptoethanol, 0.025% (w/v)
bromophenol blue) and separated on a 10% or a 12.5% SDS-PAGE gel. After Coomassie blue
staining, seven protein bands of interest were excised from the gel and analysed by mass
spectrometry. To test in vitro binding of GABARAPL1 with HSP90o/B, GST pull-down
experiments were performed using GST-HSP90o, GST-GABARAPLI or GST-
GABARAPL1 (22-117) fusion proteins (prepared as previously described) immobilized on
100 pl glutathione-agarose beads in combination with either a rat brain protein extract (5 mg)
or a HEK293 expressing GFP-HSP90p cell lysate (1 mg) or a purified FLAG-GABARAPLI-
6HIS protein (500 ng), or a human recombinant HSP90p protein (5 pg).

2.77. Mass spectrometry analysis

Bands of interest were excised manually from the SDS-PAGE gel and cut into 1 mm’
pieces. The gel fragments were then washed in 0.1 M ammonium bicarbonate (NHsHCO3) for
10 min and dehydrated in acetonitrile for 10 min. Dried pieces of bands were incubated in the
dark successively in 10 mM tris (2-carboxyethyl) phosphine (TCEP)/0.1 M (NHsHCO3) (30
min at 37 °C), acetonitrile (8 min), 55 mM iodoacetamide/0.1 M NH,HCOj3 (20 min), 0.1 M
NH4HCOs3 (2 min) and acetonitrile (8 min). Each piece of band was then digested by 20 ul of
a digestion solution (10 ng/ul of trypsin in 40 mM NH4HCO; and 10% (v/v) acetonitrile
(Trypsin Gold Mass Spectrometry Grade, PROMEGA, V5280)) for 30 min at 4°C. Fifteen ul
of this solution was subsequently removed and 10 pl of 40 mM NH4sHCOs3/10% (v/v)
acetonitrile was added, prior to incubation at 37 °C for 2 h. Resulting peptides were
concentrated on C18 (PerfectPure Eppendorf C18, 0030 008 405) according to the
manufacturer's instructions. An aliquot (0.5 ul) of the concentrate solution was then deposited
onto a Ground Steel MALDI target together with 1 pl of matrix solution (3.5 mg/ml a-cyano-
4-hydroxycinnamic acid in 50% (v/v) acetonitrile, 0.5% (w/v) trifluoroacetic acid). Peptides
were analysed by MS and MS/MS with a MALDI-TOF/TOF UltraFlex II (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany) mass spectrometer. Proteins were identified by comparison to the rat

MSDB (Mass Spectrometry protein sequence DataBase) databank.
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2.8. Immunoprecipitation

Total protein lysates from MCF-7 cells or rat brains (previously cut into small pieces
and homogenized with a hand-driven Potter-Elvehjem apparatus) were obtained by incubation
on ice for 30 min in immunoprecipitation buffer [SO0 mM HEPES, pH 7.6; 150 mM NaCl; 5
mM EDTA; 0.1% (v/v) NP-40, 1 mM protease inhibitors (Sigma-Aldrich P8340)] followed
by a centrifugation (30 min, 16000 g, 4°C). The supernatants were then incubated with 30 ul
of magnetic beads (Dynabeads Protein G Invitrogen, 100-03D) together with 2 ug of the
indicated antibody [anti-FLAG M2 (Sigma Aldrich) or anti-GABARAPLI1 (Protein Tech
Group)] under constant agitation at room temperature for 10 min. MCF-7-FLAG-
GABARAPLI-6HIS cell lysate (100 pg) or rat brain extract (500 pug) were then added to the
beads and incubated for 30 min at room temperature while agitating. After three washes in
PBS, immunocomplexes were eluted in 2X SDS loading buffer and loaded on a 12.5% SDS-
PAGE gel. The target proteins were then detected by immunoblotting as described below.

2.9. Western blot analysis

Whole cell lysates (40 ug) were separated by SDS-PAGE on a 10%, 12.5% or a 15%
gel before transfer to an Immobilon-P PVDF membrane (Dutscher, 44088). The membranes
were blocked with 5% (w/v) skim milk in 0.1% Tween 20/TBS (10 mM Tris-HCI, pH 7.4,
150 mM NaCl, 0.1% (v/v) Tween 20) and incubated at 4°C overnight with primary antibodies
in antibody block buffer (0.5% (w/v) skim milk in 0.1% (v/v) Tween 20/TBS). The following
antibodies were used at the indicated dilution: polyclonal anti-GABARAPLI1 (Chemicon
Millipore) (1:2000), polyclonal anti-GABARAPL1 (Protein Tech Group) (1:1000), polyclonal
anti-HSP90B (1:3000), monoclonal anti-HSP90o/B (1:2000), polyclonal anti-GFP (1:5000),
monoclonal anti-RIP1 (1:2500), monoclonal anti-tubulin (1:10000) and polyclonal anti-actin
(1:10000). Immunoreactive bands were detected using goat horseradish peroxydase (HRP)-
coupled secondary anti-mouse (P.A.R.L.S, BI 2413C) or anti-rabbit (P.A.R.LS, BI 2407C)
antibodies (1:20000 in antibody block buffer) and ECL Plus reagent (GE Healthcare Life

Sciences, RPN2132), according to the manufacturer’s protocol.
2.10. Immunohistochemistry

Rat brain sections were rinsed in PBS supplemented with 0.3% (v/v) Triton X100 and
incubated overnight with the primary anti-GABARAPLI antibody (1:200) diluted in PBS

10
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containing 0.3% (v/v) Triton X100, 1% (w/v) bovine serum albumine, 10% (w/v) skim milk
and 0.01% (w/v) sodium azide at room temperature. The labeling was then revealed with a
secondary goat anti-rabbit IgG conjugated Alexa Fluor-488 (1:800, Invitrogen) for 1 h at
room temperature. Then, sections were incubated, under the same conditions, with the
monoclonal anti-HSP90o/p (1:400) antibody diluted in PBS containing 0.3% (v/v) Triton
X100 and revealed with a donkey anti-mouse IgG conjugated to Alexa Fluor-555 (1:800,
Invitrogen). Fluorescent sections were then observed using a confocal microscope described

below.

2.11. Confocal microscopy analysis

Cells grown on coverslips were fixed in PBS-paraformaldehyde 4% (w/v) (PFA,
Sigma-Aldrich, P6148) for 15 min and washed once with PBS. Cells and labeled brain
sections were then analysed using a fluorescence laser scanning confocal microscope
Fluoview FV1000 BX (Olympus, France). Images were obtained through a DP 75 numeric

camera using the Fluoview FV1000 software (Olympus, France).

11
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3. RESULTS

3.1. Identification of new GABARAPLI1-interacting partners.

In order to further understand the biological functions of GABARAPLI1, we searched
for new interacting partners of this protein using rat brain protein extracts in a GST pull-down
experiment coupled to mass spectrometry. Proteins eluted from the GST pull-down
experiments were separated by SDS-PAGE and visualized by Coomassie staining. Many
proteins displayed a specific interaction with GST-GABARAPL1 (Fig. 1D). Seven intensive
bands not present or of lower intensity in the control tracks [corresponding to GST alone (Fig.
1A), GST incubated with rat brain extract (Fig. 1B) and GST-GABARAPL1 alone (Fig. 1C)]
were excised from the gel and analysed by mass spectrometry. Of the various potential
GABARAPLI protein partners identified, eleven were confirmed by both MS and MS/MS
analysis (Table 1). Among all identified proteins, we recovered tubulin, a protein already
known to interact in vitro with GABARAPL1 [8] and clathrin heavy chain, a protein
described to associate with GABARAP [25]. The HSP90B protein corresponding to the 84
kDa heat shock protein (Q1PSW?2) identified in band n°4 (Fig. 1D) by both MS (Mascot
score: 63) and MS/MS (two peptides with respectively a Mascot score of 63 and 61) was
particularly interesting due to its implication in numerous cellular processes such as protein
folding, stress response, signal transduction and tumor progression [26, 27]. In the rat central
nervous system (CNS), HSP90o/p is markedly expressed throughout all neuronal
subpopulations suggesting its functional role in the CNS [28]. Moreover, a recent global
analysis of the human autophagic gene network has identified new GABARAPLI protein
partners including the HSP90a protein in HEK293 cells using immunoprecipitation coupled

to mass spectrometry [29].

3.2.  GABARAPLI interacts with HSP90a/p.

3.2.1. GST pull-down experiments.

A variety of GST pull-down experiments using GST and different GST-fusion
proteins [GST-HSP90a, GST-GABARAPLI1, GST-GABARAPL1 (22-117)] were used to
confirm the interaction between GABARAPL1 and HSP90a/B. A GST pull-down assay using
recombinant bacterial GST-GABARAPLI and rat brain protein extracts coupled to Western
blot analysis confirmed the in vitro interaction of this protein with HSP90o/p (Fig. 2A). A
GST pull-down assay followed by Western blot analysis using an anti-GFP antibody also

12
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demonstrated an interaction between these two proteins in HEK293 cells transiently
expressing GFP-HSP90p (Fig. 2B).

Two different GST pull-down experiments utilizing either GST-GABARAPLI and the
human recombinant HSP90 protein or GST-HSP90a and the purified FLAG-GABARAPLI1-
6HIS protein demonstrated the direct interaction between GABARAPL1 and HSP90a or
HSP90B (Fig. 2C, D). Moreover, a direct interaction between GST-GABARAP and human
recombinant HSP90B protein was also established (data not shown).

Mansuy and colleagues have demonstrated, using a deletion mutant of GABARAPL1
in a GST pull-down experiment, that the 22 amino-terminal residues of GABARAPLI are
necessary for tubulin binding [8]. In order to determine if this region of GABARAPLI1 is also
responsible for its interaction with HSP90B, we subsequently tested the ability of this deletion
mutant to interact with HSP90 in a pull-down assay performed with HEK293 GFP-HSP90f3
cell lysates and with the human recombinant HSP90P protein. The intensity of the signals
corresponding to GFP-HSP90B and HSP90B was strongly reduced when using the deletion
mutant compared to the wild-type protein, showing that the amino-terminus of GABARAPL1
largely contributes to the interaction with HSP90 (Fig. 2B, C).

All these results show that GABARAPLI interacts with both HSP90a and 3 isoforms.

3.2.2. Coimmunoprecipitation experiments.

To confirm this interaction in vivo, we performed an immunoprecipitation experiment
using rat brain extracts and an anti-GABARAPLI antibody (Protein Tech Group) or an anti-
FLAG M2 antibody (Sigma-Aldrich) followed by Western blotting using anti-GABARAPL1
(Chemicon, Millipore) and anti-HSP90o/B antibodies (Fig. 3). The anti-GABARAPLI1
antibody from Chemicon cross-reacts with GABARAP and GABARAPLI1 while the antibody
from Protein Tech Group shows little to no cross-reaction with the GABARAP protein under
the conditions used (data not shown). In Fig. 3, we note that the HSP90o/p protein was
coimmunoprecipitated with GABARAPLI, confirming an interaction between HSP90o/3 and
GABARAPLI in rat brain (Fig. 3A) and in MCF-7-FLAG-GABARAPLI1-6HIS cells (Fig.
3B). Three different irrelevant antibodies (anti-rabbit GFP, anti-rabbit IgG and anti-mouse
IgG) were used as immunoprecipitation negative controls. The use of an anti-GABARAPL1
antibody (Chemicon, Millipore) that detects both GABARAPL1 and GABARAP for Western

blot analysis showed two bands of different intensity in the brain, a higher and more intense

13
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band corresponding to GABARAPL1 and the other one corresponding to GABARAP (Fig.
3A). This observation also suggests that GABARAP could interact with HSP90o/p or that
GABARAP was coimmunoprecipitated with GABARAPLI. In MCF-7-FLAG-
GABARAPLI-6HIS cells, however, the GABARAPLI1/HSP900/f interaction is indubitable
given that GABARAP could not be immunoprecipitated by the anti-FLAG antibody (Fig.
3B).

3.3. GABARAPLI1 colocalizes with HSP90o/p.

3.3.1. Colocalization in MCF-7-Dsred-GABARAPLI cells.

Following demonstration of an in vitro and an in vivo interaction between
GABARAPLI1 and HSP90o/B, we investigated the possibility of a colocalization of these two
proteins in the MCF-7-Dsred-GABARAPLI1 stable cell line transiently transfected with a
plasmid encoding the GFP-HSP90B protein. This stable cell line overexpresses the red
fluorescent Dsred-GABARAPL1 fusion protein, which localizes to perinuclear
intracytoplasmic vesicles described to be autophagosomes and lysosomes [17]. Following
transfection, the GFP-HSP90p protein was widely expressed throughout the cell, mainly in
the cytoplasm, but also displayed punctate staining. Amongst these dots, a partial

colocalization of GABARAPLI1 with GFP-HSP90p was clearly observed (Fig. 4A).

3.3.2. Colocalization in rat brain.

To study if this colocalization also occurs in vivo, we performed
immunohistochemistry on rat brain sections within the dorsal retrosplenial cortex and
substancia nigra using anti-GABARAPL1 (Protein Tech Group) and anti-HSP90o/
antibodies. The anti-GABARAPLI antibody has been previously wused in
immunofluorescence staining to detect GABARAPLI1 in HT29 cells [30]. These brain areas
were previously described to display a strong expression of gabarapll mRNA [6, 7].
GABARAPL1 and HSP90o/p were highly expressed as intracytoplasmic dots and, in
agreement with the results obtained in MCF-7-Dsred-GABARAPLI1 cells, a partial
colocalization was observed. Furthermore, both these proteins also presented a diffuse

expression throughout the cytoplasm, where they partially colocalized (Fig. 4B).

14
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3.4. 17-AAG promotes proteasome-dependent degradation of GABARAPLI1.

HSP900/B is a chaperone for several client proteins involved in transcriptional
regulation, signal transduction and cell cycle control [26, 27]. The HSP900o/p activity inhibitor
17-AAG, an analogue of geldanamycin, blocks the association of HSP90a/B with its
substrates by disrupting its ATPase function leading to the degradation of these client
proteins. The majority of proteins whose stability is regulated by HSP90a/p are degraded by
the proteasome [31, 32].

Wild-type MCF-7 cells and MCF-7 cells stably expressing the FLAG-GABARAPLI-
6HIS fusion protein were treated with 1 puM of 17-AAG with or without the specific
proteasome inhibitor MG132 for 15 h. The efficacy of treatment was first verified by
immunodetection of the protein RIP1 in MCF-7 cells (Fig. 5A). The protein RIP1 is a well
known HSP900/B client protein as proved by disruption of the interaction between these two
proteins following geldanamycin treatment. Moreover, geldanamycin-induced degradation of
RIP1 was abrogated by MG132 treatment [33].

Similar results were obtained with the GABARAPLI1 protein (Fig. 5B). Two signals
were apparent in MCF-7-FLAG-GABARAPLI-6HIS cells in immunoblotting experiments
using the anti-GABARAPLI antibody from Chemicon. The higher molecular weight band
corresponded to FLAG-GABARAPLI-6HIS and the lowest one corresponded to GABARAP.
Only one signal corresponding to FLAG-GABARAPLI-6HIS was detectable with the anti-
FLAG M2 antibody (Sigma-Aldrich) (data not shown). The endogenous GABARAPLI
protein is not usually apparent in immunoblot experiments performed on untreated MCF-7
and MCF-7-FLAG-GABARAPLI1-6HIS cells. 17-AAG treatment caused a marked decrease
in the level of FLAG-GABARAPLI1-6HIS protein compared with non-treated cells. This
result indicates that GABARAPL1 may be a client protein for active HSP90o/p since the
molecular chaperoning activity of HSP90a/p appears to play an important role in the stability
of GABARAPLI in cells. We therefore hypothesized, that following treatment with 17-AAG,
the interaction between the two proteins is abolished leading to FLAG-GABARAPLI1-6HIS
degradation by the proteasome. To confirm our hypothesis, we treated MCF-7-FLAG-
GABARAPLI1-6HIS cells with the MG132 proteasome inhibitor. This treatment considerably
enhanced the level of FLAG-GABARAPLI1-6HIS in the cells. Interestingly, double treatment
with 17-AAG and MG132 led to the same result, implying that proteasomal inhibition
prevents the degradation of GABARAPLI induced by 17-AAG. As an aside, an additional
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signal, located between the bands corresponding to FLAG-GABARAPLI-6HIS and
endogenous GABARAP, was observed in this experiment. We propose that this signal
corresponds to the endogenous GABARAPLI1 protein. The treatment of non-transfected
MCF-7 cells with MG132 revealed this same new signal, strongly suggesting the
enhancement of endogenous GABARAPLI1 protein levels, as well.

As shown in Fig. 6A and B, the MG132 effect is maximal at a concentration of 2 uM
and after 15 h of treatment. We then used two different proteasome inhibitors (lactacystin and
bortezomib) to confirm that this effect is not due to side effects of MG132. As already
observed in the MG132 experiments, treatment with either of these two chemicals resulted in
an increased expression of FLAG-GABARAPLI1-6HIS and the apparition of a signal
corresponding to endogenous GABARAPLI (from 2.5 uM of lactacystin and from 10 nM of
bortezomib) (Fig. 6C, D). We can thus confirm the expression of endogenous GABARAPL1
following proteasomal degradation blockade.

Interestingly, unlike GABARAPLI, no variation of GABARAP expression was
observed with any of the proteasomal inhibitors tested, suggesting that these two highly
related proteins are subjected to different post-translational regulation in cells under the
conditions tested (Fig. 5, 6).

Consequently, we can conclude that disruption of the chaperoning activity of
HSP90u/B by 17-AAG causes the degradation of exogenous FLAG-GABARAPLI1-6HIS and
endogenous GABARAPLI1 through the proteasome since the use of proteasome specific
inhibitors leads to an accumulation of both the FLAG-GABARAPLI-6HIS and
GABARAPLI1 proteins in the cells.

Finally, we assessed effects of this disruption on the cellular localization and/or
expression of Dsred-GABARAPLI in MCF-7 cells by confocal microscopy (Fig. 7). Similar
to the results obtained by Western blot, 17-AAG treatment led to the reduction of Dsred-
GABARAPLI staining, whereas an opposite effect was observed when cells were stimulated

with MG132 and 17-AAG combined with MG132.
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4. DISCUSSION

In this study, a GST pull-down assay followed by mass spectrometry analysis led to
the discovery of various new GABARAPLI1 partners, opening the door to new functional
investigations for this protein. Among these partners, we identified HSP90B as a new
GABARAPLI1-interacting protein. We also confirmed previously published GABARAPL1
and/or GABARAP protein-interactions. For example, we found the clathrin heavy chain
protein, a GABARAP cellular partner that is essential in the formation of coated vesicles [25].
In the brain, neurons regulate the number of postsynaptic receptors, such as GABAj
receptors, by internalization in clathrin-coated vesicles. Amongst identified proteins in mass
spectrometry analysis, we also found the AP-2 (adaptor protein 2) and dynamin (D100)
proteins which are known to take part in GABAA receptors endocytosis [34, 35].
Consequently, GABARAPLI may associate with these three proteins to aid in the turnover of
GABA, receptors. Subunits of tubulin were also identified, reinforcing the hypothesis that
GABARAPLI1 mediates intracellular trafficking of proteins, such as GABA, or k-opioid
receptors, in the brain [8, 9, 11].

We then focused our attention on the potential new GABARAPLI interacting partner
HSP90P because of its involvement in various cellular processes including cell proliferation,
differentiation and apoptosis [36]. HSP90o/ is a highly conserved and abundant protein in
eukaryotic cells, corresponding to 1-2% of total cellular proteins under non-stress conditions
[37]. There are two major cytoplasmic isoforms of HSP90, HSP90a and HSP90p, which share
approximately 86% identity in vertebrate species [38]. HSP90o/p is a molecular chaperone
that interacts with multiple co-chaperones to assure the maintenance of protein quality in the
cell by regulating the balance between folding and degradation of proteins. There is a growing
list of HSP90o/B client proteins, which now includes several hundreds of proteins [27].
HSP90u/B client proteins include a variety of transcription factors such as mutated p53,
protein kinases (Akt, ErbB2, Raf, RIP1), cell surface receptors and cellular enzymes. The
NH,-terminal ATP/ADP binding pocket of HSP90o/f is important for its folding function as a
chaperone. Moreover, this domain is the binding site of specific drugs including ansamycin
antibiotics such as geldanamycin and its modified derivative 17-AAG [39]. These drugs
competitively inhibit ATP binding and induce a conformational change in the HSP90o/3
molecule that results in a destabilization of its interaction with its chaperoned proteins and

their subsequent degradation through the proteasome pathway [40]. These drugs also display
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antitumor activity in numerous animal tumor models and their effects are currently being
evaluated in several clinical trials [32, 41-43].

In this work, we demonstrate that GABARAPLI interacts directly with both HSP90a
and P isoforms as demonstrated by use of either purified GST-HSP90a or HSP90p proteins in
GST pull-down assays and by use of an antibody directed against the two isoforms in
coimmunoprecipitation experiments. In the immunoprecipitation experiment performed using
rat brain extracts, an antibody directed against GABARAPLI1 versus GABARAP was used to
immunoprecipitate GABARAPLI1 and an antibody recognizing the two proteins was used in
immunoblot. In the brain, the GABARAP protein, although to a lesser extent than
GABARAPLI, was immunoprecipitated disallowing us to exclude the possibility of an
interaction between GABARAP and HSP90o/p or between GABARAPL1 and GABARAP.
However, in the MCF-7-FLAG-GABARAPLI-6HIS cellular model, the specific interaction
between GABARAPL1 and HSP900/B is confirmed with the use of an anti-FLAG antibody,
which specifically immunoprecipitates GABARAPL1. Moreover, the interaction between
GABARAP and HSP90o/p was confirmed by in vitro pull-down experiments (data not
shown) and was also observed by Behrends et al. in HEK293 cells [29]. This same study
revealed, on one hand, a potential interaction between HSP90 a and/or B isoforms and all
other Atg8 family members, GATE-16, LC3A, LC3B and LC3C and on the other hand, the
interaction between GABARAPLI and other HSP proteins such as HSP70, HSP60 and
HSP105.

Mansuy et al. previously demonstrated that the first 22 amino-terminal residues of
GABARAPLI are implicated in tubulin binding [8]. Here, we show that the presence of this
basic N-terminal region (pHi 9.6) allows for a stronger interaction between GABARAPLI1
and the acidic HSP90o/ protein (pHi 5). Distribution of both GABARAPL1 and HSP90a/
proteins was analysed in MCF-7 stably expressing Dsred-GABARAPLI1 and in two rat brain
regions known to express high levels of gabarapll mRNA (cortex and substantia nigra).
Experiments performed in MCF-7-Dsred-GABARAPLI cells revealed a partial colocalization
of Dsred-GABARAPLI and GFP-HSP90p in intracytoplasmic perinuclear dots. A similar
partial colocalization was found in the two rat brain regions studied by
immunohistochemistry.

The role of the association between GABARAPL1 and HSP90o/p was established by
the use of the HSP90o/B activity specific inhibitor 17-AAG. Following disruption of the
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interaction between the two proteins, the degradation of GABARAPL1 was demonstrated to
be mediated by the proteasome as established by the use of various potent proteasome
inhibitors. Interestingly, unlike GABARAPL1, GABARAP protein levels were not affected
by the different treatments despite the fact that GABARAP might interact with HSP90o/j,
highlighting a major difference in the regulation of these two closely related homologues. We
have demonstrated, using quantitative RT-PCR experiments an increase of the endogenous
gabarapll mRNA level in MCF-7 cells treated by MG132 (data not shown). Moreover, gene
profiling studies of prostate cancer cells treated with MG132 and pancreatic cancer cells
treated with bortezomib revealed an up-regulation of gabarapll and lc3 mRNA [44, 45].
However, in our MCF-7-FLAG-GABARAPLI1-6HIS model, the rate of synthesis of the
fusion protein increases independently of the transcriptional activation. On the other hand, the
increase of the endogenous GABARAPLI protein level is due to a regulation of its stability
associated with a transcriptional regulation of the gabarapll gene. Recent studies have
demonstrated that inhibition of proteasomal degradation by specific inhibitors induces
autophagy, identified by accumulation of LC3B-II, the lipidated form of LC3B that localizes
to autophagosomes [46-48]. It is now obvious that these two major routes of degradation are
intimately linked. In particular, impairment of degradation by the proteasome pathway causes
induction of autophagy [49]. Surprisingly, no presence of the GABARAPLI1-II form, already
observed in cells by Chakrama et al. in autophagic conditions [17], is detectable in our
experiments, suggesting that GABARAPLI is not associated to autophagic vesicles following
the inhibition of proteasomal activity. These observations therefore describe a differential
regulation of GABARAPLI1 and LC3B in presence of proteasome inhibitors.

Generally, prior ubiquitinylation of the majority of HSP90o/p client proteins is
required for them to be recognized and subsequently delivered to the proteasome. Some
oncosuppressive client proteins, however, such as p53, display a ubiquitin-independent
degradation by the proteasome [50]. Moreover, LC3B can be processed by the 20S core
proteasome in a ubiquitin-independent manner in vitro and this degradation is inhibited by its
interaction with p62, a mediator of autophagic proteolysis [51]. Whether the ubiquitinylation
of GABARAPLI1 is necessary to induce its degradation by the proteasome will be
investigated in the future. Concerning GABARAP, Chen et al. suggest that GABARAP does
not undergo the ubiquitinylation process and is not degraded through the proteasome after

lactacystin treatment in rat cultured hippocampal neurons [52].
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In this report, we successfully screened for novel GABARAPLI1 binding partners by
performing a simple pull-down assay coupled to mass spectrometry, demonstrating that
GABARAPLI1 associates with the HSP90o/p protein and providing evidence for a direct
interaction between these two proteins. This study shows, for the first time, that HSP90o/3
protects GABARAPLI1 from its proteasomal degradation and therefore increases its stability
in MCEF-7 cells. These findings provide new and interesting information about the

GABARAPLI1 turnover within the cell.
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FIGURE LEGENDS
Fig. 1. Identification of new GABARAPL1-interacting proteins by GST pull-down assay

coupled to mass spectrometry.

GST (A, B) and GST-GABARAPLI1 (C, D) were expressed in E.coli and purified by
glutathione-agarose affinity chromatography prior to incubation with rat brain protein extracts
(B, D). After extensive washing, bound material was resolved by SDS-PAGE (10%) and
analyzed by Coomassie staining. Several proteins specifically bound GABARAPLI and
seven bands were excised from the gel to undergo tryptic digestion and mass spectrometry

analysis (Table 1).

Fig. 2. GABARAPLI1 interacts with HSP90a/p in vitro.

(A) Total proteins from rat brain were incubated with GST-GABARAPL1 or GST. Input
represents 0.8% of the amount of rat brain extract used in pull-down. (B) HEK293 GFP-
HSPI0B cell lysate was incubated with GST, GST-GABARAPL1 or GST-GABARAPLI1 (22-
117). Input represents 20% of the amount of cell lysate used in pull-down. (C) Human
recombinant HSP90P protein was incubated with either GST, GST-GABARAPLI or GST-
GABARAPLI1 (22-117). Input represents 10% of the amount of cell lysate used in pull-down.
(D) Recombinant FLAG-GABARAPLI1-6HIS protein was incubated with either GST or GST-
HSP90a. Input represents 10% of the recombinant protein used in pull-down. For each GST
pull-down experiment the bound proteins were eluted, separated by SDS-PAGE and analysed
by Western blotting using either anti-HSP90a/B (A, C) or anti-GFP (B) or anti-GABARAPL1
(Chemicon Millipore) antibodies (D). Each figure represents one of three independent

experiments performed with similar results.

Fig. 3. GABARAPL]1 interacts with HSP90a/$ in vivo.

Immunodetection of HSP90o/ and GABARAPLI1 (Chemicon antibody) from 500 ug of rat
brain extract (A) and 100 pg of MCF-7-FLAG-GABARAPLI1-6HIS cell lysate (B) after
GABARAPLI1 immunoprecipitation [anti-GABARAPLI1 antibody (Protein Tech Group) (A)
or anti-FLAG antibody (B)]. Three irrelevant antibodies (IP GFP, IP rabbit IgG or IP mouse
IgG) were used. Inputs represent 8% (A) and 40% (B) of the amount of cell lysate used in
immunoprecipitation. Each figure represents one of three independent experiments performed

with similar results.
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Fig. 4. GABARAPL1 partially colocalizes with HSP90o/p in MCF-7-Dsred-
GABARAPLI cells and in rat brain.

(A) MCF-7-Dsred-GABARAPLI1 cells were transfected by GFP-HSP90B-expressing vector.
36 h after transfection, cells were fixed and analysed by confocal microscopy. (B)
GABARAPLI (detected with the Protein Tech Group antibody) and HSP90ao/p proteins from
dorsal retrosplenial cortex or substantia nigra were analysed by confocal microscopy
following immunohistochemistry experiments. Images were acquired at a 120x magnification.

Each figure represents one of three independent experiments performed with similar results.

Fig. 5. GABARAPLI is a client protein of HSP90a/p.

(A) MCF-T7 cells were treated with MG132 (2 uM) or/and 17-AAG (1 uM) for 15 h. Western
blotting experiments were performed for RIP1 and tubulin. (B) MCF-7-FLAG-
GABARAPLI-6HIS cells or MCF-7 cells were treated with MG132 (2 uM) or/and 17-AAG
(1 uM) for 15 h. Western blotting experiments were performed for GABARAPLI1 (with the

Chemicon antibody) and tubulin. A representative experiment of three performed is shown.

Fig. 6. GABARAPL]1 degradation is inhibited by proteasome inhibitors.

(A) MCF-7-FLAG-GABARAPLI1-6HIS cells were treated with 2 uM MG132 for 1-15 h.
Western blotting was performed for GABARAPL1 (Chemicon antibody) and tubulin. (B)
MCEF-7-FLAG-GABARAPLI1-6HIS cells were treated with different concentrations of
MG132 (0.2 uM to 2 uM) for 15 h. Western blotting was performed to detect GABARAPL1
(Chemicon antibody) and tubulin. (C) (D) MCF-7-FLAG-GABARAPLI1-6HIS cells were
treated with different concentrations of lactacystin (0.5 uM to 10 uM) (C) or bortezomib (5
nM to 100 nM) (D) for 15 h. Western blottings were performed for GABARAPL1 (Chemicon
antibody), tubulin and actin. Each figure represents one of three independent experiments

performed with similar results.
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Fig. 7. Dsred-GABARAPLI1 expression in MCF-7 cells is modified following 17-AAG
and MG132 treatments.

Cells (5 x 10%), plated on coverslips, were treated with 17-AAG (1 uM), MG132 (2 uM) or
both agents for 15 h. Cells were then fixed and analysed by confocal microscopy. Images
were acquired at a 40x magnification. Each figure represents one of three independent

experiments performed with similar results.

Table I. Mass spectrometry results for the seven bands identified by MALDI-TOF MS
and/or MS/MS following GST pull-down experiments performed from total rat brain.

*: the reported theoretical MW is that of the protein in the database MSDB.

T: in MS mode, a Mascot score above 56 is significant (p<0.05).

1: precursor ions are single-charged unless stated.

§: in MS/MS mode, a Mascot score above 30 is significant (p<0.05).
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Tables

Bands Protein (accession number) Theoretical Matched | Percentage | Mascot m/z of the Mascot
Vs apparent peptides | of coverage | score " | precursor ion score *
MW (kDa) * MS (MS/MS
mode) mode) *
1 Clathrin heavy chain (LRRTH) 193.2/180 63 37.7 447 1296 44
1942 96
2 RIM2-5B (AAF81653) 173.2/140 35 26.5 61
3 D100 protein (S11508) 96.2/120 25 245 96 2093 32
Na+/K+ exchanging ATPase alpha-3 chain (C24639) 113/120 14 17.6 61
AP-2 complex subunit alpha-2 (AP2A2) 104.8/120 11 14.3 63 1586 31
4 84 KDa heat shock protein (Q1PSW2) 83.6/110 19 30 63 2255 63
1348 61
Proteasome 26-S subunit non-ATPase 2 (Q4FZT9) 100.9/110 19 30.2 63
5 Tubulin beta-2 (Q6PITS) 50.2/55 37 68.8 228 1229 70
1620 48
2014 69
Tubulin alpha chain (UBRTA) 50.8/55 25 59.6 133 1756 81
2415 94
6 LanC lantibiotic synthetase component C-like 1 (AAH85811) | 46/45 10 21.6 66 1359 43
7 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Q9QWU4) 36.1/40 18 42.6 113 1779 73
Guanidine nucleotide binding protein beta 2 (P54313) 37.3/40 - - - 1336 57
Microtubule-associated protein 1B (MAP1B) 269.5/40 - - - 1927 52

Table 1
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GABARAPL1: A novel protein associated with autophagic

vesicles and implicated in tumor progression

FZ. Chakrama, E. Jacquin, S. Seguin-Py, JN. Legrand, A. Fraichard, R. Delage-Mourroux,
G. Despouy, V. Perez, M.Jouvenot and M. Boyer-Guittaut*

* Laboratoire de Biochimie, EA3922, IFR133, Université de Franche-Comté, UFR-ST, Besangon, France

Introduction : Fig1: GABARAPLA1 is conjugated to phospholipids
Lysosomal
GABARAPL1 belongs to the GABARAP protein family §f (a) + NHiCI JL&‘E‘;T:‘ (B) + # [+ |Eoadipepsta ] mbtors
) ) . + + | + |BafAt inhibitors + + EBSS ut
due to its high sequence homology with GABARAP, T Tl Jesss  Juun T
= e in_] inducers
a = |— Flag:GABARAPL1-|
GATE 16 and LC3. Several studies have shown that 19100 T = _— Flag GABARAPLY.| iy e
X . . . 16 KD - e :-iFlag:GABARAPLHI = N\ cABARAP.!
some proteins of GABARAP family are involved in Tnu-_GABARAPLW-_\g:EQEQIz::I S GABARAR I ittty
autophagy, a mechanism of cellular degradation o —— - -_:tg:\ 19kDa-::--__"h":|[g§::l
characterized by the formation of autophagosomes. --Am‘m - Anti-LC3
i - Actin 46 kDa - - Actin
We recently demonstrated that, like GABARAP and O w9 4 6 G
LC3, GABARAPL1 is associated with autophagic AntiAdtn AntiActin
0 HEK293-Flag:GABARAPL 1:6his cells were cultured in the presence of autophagy inducers (Rapamycine or EBSS) with or without (A) a lysosome inhibitor
vesicles (Chakrama et al'r 2010) ThUS, GABARAPL1 (BafA1) or (B) lysosomal enzyme inhibitors (E64d/PepstatinA). Total proteins were then immunoblotted using anti-GABARAPL1, anti-LC3 and anti-Actin
can now be considered as an effector of the [janibodies:

autophagic process. Furthermore, gabarap/i mRNA is

Fig2: GABARAPLA1 is delipidated by Atg4B and associates with vesicles

weakly expressed in breast cancer and its high PFag(3X):
( A) Control  Atg4B:myc:6his (B) Control NH.CI
expression is associated with a better outcome for T 5 -3 5 <« H H
2 % £ £ % g T ©
patients with lymph node-positive breast cancer 8§ 2 838 % & L 5 5 4 8 B
R g S 3 e S 3
(Berthier et al., 2010). Given that the autophagic At Actin Flag(aX): ion
. . . . Atg4B:myc:6his 85KkDa ,_.-—__ -- Tfr (CD71)
process is known to be involved in tumor progression --—-...-—imgzxa Anti-Tir (CD71)
Anti-Atg4B Flag:GABARAPLA-| i — REGERRALH
(Chen and Debnath, 2010) and response to drugs 19kDarw--,—/ Flag:GABARAPLI-I T B B . g GBRAPL
used in the treatment of cancer (John et al., 2008), we g o i %GABARAP-I T 7 T Eﬁiiiﬁil‘
1 2 3 4 5 6 h
Anti-GABARAPL1 S AntEGABARARL

hypothesize that GABARAPL1 might regulate the

response to anti-cancerous treatments thl’OUgh its role (A) HEK293-Flag: GABARAPL 1:6his cells were transfected with a control or an Atg4B-expressing vector. 48 h later, cells were cultured with NH4CI or BafA1.

Total proteins were then immunoblotted using anti-GABARAPL 1, anti-Actin and anti-Atg4B antibodies.
(B) HEK293-Flag:GABARAPL1:6his cells were cultured with NH4CI. Cell lysates were then ultracentrifugated at 100 000g for 1h and proteins were
immunoblotted using anti-GABARAPL1 and anti-Tfr antibodies.

in autophagy.

Fig3: GABARAPL1 associates with autophagosomes Fig4: GABARAPL1 inhibits MCF-7 proliferation rate

( A) HEK293-DsRed-GABARAPL 1 (B) Algs WT Atg5-/-
NH.CI BafA1

=#=MCF-7 ~#~MCF-7-pcDNA3.1 MCF-7-Flag:GABARAPL1:6his

Control

/
10 é//
. e

NH<CI

GABARAPL1

-

Normalized proliferation ratio
-

BafA1 Anti-GABARAPL1

(A) HEK293-DsRed-GABARAPL1 cells were transfected with a GFP-LC3-expressing vector. 48h later, cells were incubated
with NH4CI (A,B, C) or BafA1 (D,E,F).

(B) Atg5 WT and Atg5-/- MEF cells were transfected with a DsRed-GABARAPL1-expressing vector and treated as described
in (A).

(A) Western blot analysis of MCF-7, MCF7-pcDNA3.1 and MCF-7-Flag:GABARAPL1:6his using an anti-GABARAPL1
antibody. (B)The proliferation rate of the MCF-7, MCF7-pcDNA3.1 and MCF-7-Flag:GABARAPL1:6his cell lines was
assessed using the MTT reagent.

Fig5: GABARAPL1 inhibits MCF-7 growth on soft agar Fig6: GABARAPL1 does not regulate MCF-7 response to

(A) Rapamycin treatment
(A) T 100 = S e R
I N I n o e o
o ' 0 - B Rapamycin 10 nM
(B) 130 reriiye i RN B Rapamycin 100 nM

(B) o 1 o Rapamycin 200 nM
a0 L‘ _ ™ i a s

Mumber of colenies 2100 pm
]

MCF-7, MCF7-pcDNA3.1 and MCF-7-Flag:GABARAPL1:6his were incubated with different concentrations of
Rapamycin or with DMSO (control). The proliferation rate of the cell lines was then assessed using the MTT reagent.
Representative results obtained at Oh (A) and 196 h (B) are shown above.

(A) MCF-7, MCF7-pcDNA3.1 and MCF-7-Flag:GABARAPL 1:6his cell lines were cultured on 1% of noble agar.
(B) The number of colonies (> 100 m) was counted using a phase contrast microscope after 21 days.

In this study, we showed that : In the future, we will:

- GABARAPL1 is implicated in the autophagy process, - analyse the expression of gabarap/1 and GABARAPL1 in breast tumors,

- its overexpression inhibits the proliferation rate of MCF-7 but does not induce cell - analyse the effect of GABARAPL1 overexpression on tumor cell proliferation
death (data not shown), in vivo.

- its overexpression does not regulate Rapamycine effect on cell death or survival.

Harden Autophagy Conference, UK, Sept 2010
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a new effector of the autophagy process

FZ. Chakrama, S. Seguin-Py, A. Fraichard, R. Delage-Mourroux, G. Despouy, V. Perez,
M.Jouvenot and M.Boyer-Guittaut*
* Laboratoire de Biochimie, EA3922, IFR133, Université de Franche-Comté, UFR-ST, Besancon, France
Email: michael.boyer-guittaut@univ-fcomte.fr

Introduction :

- GEC1 (117aa) shares 86% homology with GABARAP

- GEC1 is a member of the GABARAP family (GABAA receptor associated protein)

- GEC1 interacts with GABAAR and tubulin and promotes tubulin polymerization

- gec1 mRNAs are detected in neurons involved in somatomotor and neuroendocrine
functions but weakly expressed in sensory and reticular structures

Aim : Is GEC1, like GABARAP and LC3, involved in the autophagy process ?

Expression of gec1

\

Expression of gabarap

/

GEC1-G116A-GFP [ cect NG —- [ Geci | [HNGHR

(A) HEK293 cells were transfected with pEGFP-C1, pGFP-GEC1, pGEC1-GFP or pGEC1-
G116A-GFP vector. After 48h, total proteins were separated on a 15% SDS-PAGE and im-
munoblotted using anti-GFP or anti-GEC1 antibodies.

(B) Schema representing the GEC1-GFP and GEC1-G116A-GFP fusion proteins and the
peptides formed after their expression and maturation in cells.

Results :
e GECH1 is cleaved at the glycine 116 in the cells|| ¢ GEC1 is modified and delipidated by Atg4B in the cells
(A) A (A) (B) PFig(eX)
S &£ & cS*'O\ S £ O\,O\ Control  Atg4B:myc:6his
L ) & ) - —_ _ — _
&S FEReSs £ oz Eaggz
24 x0a - . GEC1-G116A-GFP HEK293 Flag:GEC1:6his e % ?cé g % E\S
T GFP-GEC1 S5 S - Acti Flag(3X):
29KkDa- - __GEP £ QO & £ O X e N Atz%(B' ):
8 % o 8 % P ATLiHAGT myc:6his
16 kDa - - - GECT - Actin ——— /B
1 2 3 456 7 8 o ; » :
(B) Py A GG Anti-Actin Flag:GEC1-I Anti-Atg4B
Gte = ma : | . @D & @ - 19kDa
e ————— U T—|=|ag.c-;Ec1»|| - .' - = - 16kDa
ae e -— GABARAP-| _/—*1 — R
111 6
CEGHEH? 'K_—> + K 12 3 4 5 6 _\_ GABARAP-II Anti-GEC1
G116A G116A Anti-GEC1

(A) HEK293-Flag:GEC1:6his cells were cultured in DMEM supplemented with 1% FCS and 50mM NH4Cl for 2h. Total proteins were then
separated on a 15% SDS-PAGE followed by immunoblotting with anti-GEC1 and anti-Actin antibodies. (B) HEK293-Flag:GEC1:6his cells
were transfected with a control or an Atg4B-expressing vector. 48 h after transfection, cells were incubated in DMEM supplemented with
1% FBS and 50 mM NHaCl for 2 h or 500 nM Bafilomycin A1 (BafA1) for 24 h. Total proteins were then separated on a 15% SDS-PAGE
followed by immunoblotting with anti-GEC1, anti-Actin and anti-Atg4B antibodies.

e GEC1 is localized in autophagosomes and lysosomes in the cells

(A) NH.4CI (B)

BafA1

Lysotracker
GFP- green
LC3
DsRed-
GEC1
DsRed-
GEC1
/ Merge

Merge

(A) HEK293-DsRed-GECH1 cells were transfected with the pGFP-LC3 vector and then incubated in DMEM supplemented with 1% FBS and
50 mM NHa4ClI for 2 h (A, B, C) or in complete medium with 500 nM BafA1 for 24 h (D, E, F). (B) HEK293-DsRed-GEC1 cells were

incubated in complete medium supplemented with 50 nM Lysotracker green for 1 h. Bottom image (D) corresponds to a 2-fold
magnification of the selected area (white square).

Perspectives :

Since gec1 expression is predominant in the CNS and HEK293 have been
recently described to be neuronal cells, future studies will concentrate on :

e GEC1 activates HEK293 cell proliferation
7

6

=4=HEK293
=Mi=HEK293-Flag:GEC1:6his
HEK293-DsRed-GEC1

1 12 13 14

The proliferation rate of HEK293, HEK293-Flag:GEC1:6his and HEK293-DsRed-GECH1 cells
was assessed using the XTT reagent over a 4 days period.

Conclusions :

1) How is GEC1 involved in autophagy ? Link with microtubules ?

2) The function of GEC1 in neuronal cells in vitro and in a rat model in vivo.

3) The study of neurodegenerative disease models in which autophagy is
playing an important role.

1) GEC1, like the other members of the GABARAP
family, is an effector of the autophagy process : it is
cleaved, linked onto phospholipids, delipidated by
Atg4B and localized to autophagosomes and
lysosomes in the cells.

2) Overexpression of GEC1
activates their proliferation rate.

in HEK293 cells
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GEC1 : A new autophagy effector highly expressed in the CNS

Fatima Zahra Chakrama, Stéphanie Seguin, Annick Fraichard, Régis Delage-Mourroux, Michele Jouvenot, Michaél Boyer-Guittaut

. Laboratoire de Biochimie, EA3922, IFR133, UFR-Sciences et Techniques, Université de Franche-Comteé,

U'FC

Introduction

The gene gec? (Glandular epithelial cell 1) was
first identified in our laboratory as an early and
positively estrogen-regulated gene. The GEC1 protein
(117aa) shares a very high homology with the proteins
of the GABARAP family (GABAA Receptor-Associated
Protein) such as GABARAP, GATE16 and LC3. It has
been demonstrated that, like GABARAP, GEC1
interacts with tubulin and the GABAA receptor and
promotes its intracellular transport. Furthermore, gec1
mRNAs are highly expressed in the CNS (central
nervous system), partcularly in the pons and the
diencephalon. In these structures, gec’ mRNAs are
detected in neurons involved in somatomotor and
neuroendocrine functions but weakly expressed in
sensory and reticular structures. It is well known that
autophagy, a degradation pathway, is involved in
many biological processes, such as cancer and
neurodegenerative diseases. Since the GABARAP
family members are important effectors of this process
and that GEC1 shares a high identity with these
factors, we wondered whether this protein might also
be involved in the autophagy process.

16 route de Gray, 25035 Besangon Cedex, France
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Z
N

Fig. 1 : GEC1 is cleaved in the cells and the Glycine 116, conserved in all members
of the family, is the site of maturation

GFP-GEC1 -

GFP - .
:

2 3

§ § &
S &

- 44KDa pU— I- GEC1-G116A-GFP
- —

- 29kDa e A - GFP
4 )

HEK293 cells were transfected with pGFP (1), pGFP-GEC1 (2), pGEC1-GFP (3,5) and pGEC1-G116A-GFP (4)
vectors. 48h after transfection, cells were lysed and total proteins were separated on a 12% SDS-PAGE

followed by immunoblotting with an anti-GFP antibody and the ECL Plus reagent.

Fig. 2 : GEC1 is conjugated to phospholipids after induction of autophagy

NH4Cl

- 2h

19kDa-‘

(53

Fig. 3 : GFP-GEC1 is relocalized into intracellular vesicles after

induction of autophagy
NH4CI

Control

pGFP

COS7 cells transfected with
the pGFP, pGFP-GEC1

or

pGFP-LC3  vector were
incubated in  complete
medium (Control) (A,B,C) or

_pGGI\EFCF; complete medium
supplemented with 50mM of
NH4Cl for 2h (Induced)
(D,E,F). Cells were then
analysed by confocal

pGFP microscopy.

-LC3

-

—

2
Anti-FLAG

HEK-Flag:GEC1:6his cells were cultured in
DMEM supplemented with 1% FCS and
50mM NH4Cl for 2h to induce autophagy.
Cells were then lysed and total proteins
were separated on a 15% SDS-PAGE
followed by immunoblotting with an
anti-Flag antibody and the ECL Plus
reagent.

- FLAG-GEC1-|
- FLAG-GEC1-ll

Fig. 4 : GEC1 regulates the basal level of autophagy in the cells

HEK293

Fig. 5 : GEC1 regulates HEK293 cell proliferation
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HEK-Flag:GEC1-G116A:6his
clone |

—>¢—HEK-Flag:GEC1-G116A:6his
clone Il

(A) Western blot analysis of HEK293, HEK-Flag:GEC1:6his and HEK-Flag:GEC1-G116A:6his cells using an

anti-GEC1 antibody and the ECL Plus reagent.

(B) The proliferation rate of the HEK-pcDNAS,

HEK-
Flag:GEC1:6his

Control HEK293 (A,B) and
HEK-Flag:GEC1:6his
(C,D) cells were incubated with
MDC (50uM) for 10min. at 37°C.
Cells were then fixed with 2%
PFA and washed with PBS.

MDC fluorescence was detected

stable

by confocal microscopy.

Prospects

In this study, we demonstrated for the first time
that GEC1, like the other members of the GABARAP
family, is an effector of the autophagy process.

Moreover, we showed that the overexpression of
GEC1 in HEK293 cells activates their proliferation
rate but also increases autophagic basal levels.
These biological consequences are linked to the
autophagy pathway since the mutation G116A
abolishes these effects.

Since GEC1 expression is predominant in the
CNS, future studies will concentrate on the fonction
of GEC1 in neuronal cells in vitro and in a rat model
in vivo. We will particularly study the
neurodegenerative diseases in which autophagy is
supposed to play an important role.
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Le géne gecl/gabarapll a été identifié au sein de notre laboratoire comme un geéne
régulé positivement par les estrogenes. Il appartient a la famille arg8 et a la sous-famille
gabarap incluant les génes gabarap, gabarapl2 et gabarapl3 qui codent des protéines de 117
acides aminés présentant de fortes homologies de séquences. Des études menées sur
I’expression et la régulation du géne gabarapll ont montré que ce geéne est exprimé dans tous
les tissus avec une prédominance dans le systéme nerveux central. De plus, gabarapll
s’exprime trés faiblement dans les lignées et tissus cancéreux et sa forte expression est
corrélée un facteur de bon pronostic dans les tumeurs du sein. L’étude fonctionnelle de la
prot¢éine GABARAPL1 a montré qu’elle est impliquée dans le transport de plusieurs
récepteurs et plus particuliérement le récepteur GABA, et le récepteur des k-opioides via son
interaction avec la tubuline et la protéine NSF. Cependant, trés peu de partenaires spécifiques
de GABARAPLI1 ont été identifiés a ce jour, et de ce fait, le role de GABARAPLI1 reste
encore mal connu. Cependant, il a été décrit que les protéines de la famille Atg8 sont
impliquées dans 1’autophagie, un mécanisme de dégradation et de survie cellulaire, qui se
caractérise par la formation de doubles membranes appelées autophagosomes. Le role majeur
de ce processus est de maintenir [’homéostasie cellulaire mais il a été rapporté que ce
processus est également impliqué dans plusieurs pathologies.

Les objectifs de mon travail étaient, d’une part, de caractériser le role de la protéine
GABARAPLI au cours de I’autophagie et, d’autre part, de caractériser son expression dans
des lignées et tissus cancéreux et sa régulation en réponse a des composés anti-cancéreux.
Tout d’abord, nous avons montré que GABARAPLI est clivée dans les cellules par la
protéase Atg4B au niveau de sa glycine 116 C-terminale avant sa conjugaison a des
phopholipides. Cette forme modifiée, lipidée, est localisée a la surface des autophagosomes et
des lysosomes.

Nous avons ensuite montré que la protéine GABARAPLI est faiblement exprimée
dans de nombreuses lignées cancéreuses, en particulier celles dérivées de patients atteints de
leucémies ou de cancer du sein. L’expression de la protéine est également altérée dans les
tissus pathologiques et notamment dans les méningiomes. En effet, elle présente une faible
expression dans les méningiomes de grade I psammomateux par rapport aux autres types de
méningiomes. Enfin, nous avons montré que 1’expression de GABARAPLI1 est régulée par
des inhibiteurs du protéasome utilisés en thérapie anti-cancéreuse mais nous n’avons pas pu
montrer, a I’heure actuelle, d’effet de la surexpression de GABARAPLI1 sur I’action de ces
drogues.

Nos travaux ont donc permis de montrer, pour la premicre fois, que la protéine
GABARAPLI est associée a des vésicules autophagiques. Des expériences préliminaires ont
¢galement montré que GABARAPL1 est surexprimée dans des cellules primaires en 1’absence
de son homologue GABARAP. Enfin, nous avons montré que, contrairement 8 GABARAP,
I’expression de la protéine est régulée dans différentes lignées cellulaires et dans des tissus
tumoraux (sein et méningiomes). Ces résultats nous permettront de poser les hypothéses de
nos futurs travaux.

Mots clés: GABARAPLI, GABARAP, LC3, macroautophagie, tumeurs du sein,
méningiomes, résistance aux drogues anti-cancéreuses, protéasome.



The Gecl/gabarapll gene was identified in our laboratory as an early estrogen regulated
gene. Gabarapll belongs to the gabarap family, also including gabarap, gabarapl? and
gabarapl3 genes, that encode proteins containing 117 amino acids each and present high
sequence homology with each other. Studies on the expression and regulation of the
gabarapll gene showed that it is expressed in all tissues, predominantly in the central nervous
system. Moreover, gabarapll is expressed very weakly in cancer cell lines and cancerous
tissues and its high expression is correlated with a good prognostic factor for breast tumor
patients. A functional study of the GABARAPLI protein showed that this protein is involved
in the transport of cellular receptors such as the GABAA and x-opioid receptors via its
interaction with tubulin and NSF. However, very few specific GABARAPLI partners have
been identified to date and the role of GABARAPLI, therefore, still unknown. It has been
reported that the Atg8 family proteins are involved in autophagy, a mechanism of degradation
and cell survival that is characterized by the formation of double membranes called
autophagosomes. While the major role of this process is to maintain cellular homeostasis,
autophagy is also involved in several pathologies.

The aims of my research were, firstly, to characterize the role of the GABARAPLI protein
during autophagy and, secondly, to study its expression in cancer cell lines and cancerous
tissues and its regulation in response to anti-cancer drugs. First, we showed that
GABARAPLI is cleaved in cells by protease Atg4B at its 116 C-terminal glycine residue
prior to its conjugation to phospholipids. This modified form, lipidated, is located on the
surface of autophagosomes and lysosomes. We then showed that GABARAPLI1 expression is
reduced in many cancer cell lines, particularly those derived from patients with leukemia or
breast cancer. GABARAPLI1 expression is also altered in pathological tissues and especially
in meningiomas. Indeed, its low expression is observed in grade I psammomatous
meningiomas compared to other types of meningiomas. Finally, we showed that
GABARAPLI1 expression is regulated by proteasome inhibitors used in cancer therapy, but
we could not show, at present, if the overexpression of GABARAPLI1 affects the action of
these drugs.

Thus, our results demonstrated for the first time that the GABARAPLI protein is associated
with autophagic vesicles. Preliminary experiments also showed that GABARAPLI is
overexpressed in primary cells in the absence of its counterpart, GABARAP. Finally, we
showed that, contrary to GABARAP, GABARAPLI protein expression is differentially
expressed in different cell lines and tumor tissues (breast and meningioma). These results
allow us to propose hypothesis for future work.

Key words: GABARAPL1, GABARAP, LC3, macroautophagy, breast tumors, meningiomas,
anti-cancer drugs resistance, proteasome.





