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3-MA: 3-méthyladénine

ADN: acide désoxyribonucléique

ADNec: acide désoxyribonucléique
complémentaire

ALFY: autophagy linked FYVE protein
AMBRAL: activating molecule in beclinl1-
regulated autophagy 1

AMPK: adenosine monophosphate associated
protein kinase

ATF4: activating transcription factor 4

ATF6: activating transcription factor 6

ATG: autophagy related

ARN: acide ribonucléique

AT1: angiotensine de type 1

BafA1l: bafilomycine Al

BCL-2: B cell lymphomas 2

BET: bromure d’éthidium

BIF-1: Bax-interacting factor-1

BNIP3: Bcl2/E1B 19 kDa-interacting protein 3
BNIP3L: Bcl2/E1B 19 kDa-interacting protein 3-
like

BSA: bovine serum albumin

C12o0rf44: chromosome 12 open reading frame
44

CaMKKSB: calcium/calmodulin kinase kinase §3
CCCP: carbonyl cyanide m-chlorophenyl
Hydrazine

CHOP: C/EBP homologous protein

CLEAR: coordinated lysosomal expression and
regulation

CMA: chaperon mediated autophagy

CQ: chloroquine

DAPK: death-associated protein kinase
DMEM: dulbecco’s modified eagle’s medium
DMSO: diméthyl sulfoxyde

dNTP: désoxyribonucléoside triphosphate
DTT: dithiothréitol
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Abréviations et acronymes

DVL2: dishevelled 2

E2: estradiol-17p

ECL: enhanced chemiluminescent

EBSS: earl’s balanced salt solution

EDTA: acide éthyléne diamine tétraacétique
EGFR : epidermal growth factor receptor
elF2a: eukaryotic initiation factor-2a

ERK: extracellular signal-regulated kinase
ERO: espéces réactives d’oxygene

ESCRT III: endosomal sorting complex required
for transport

FAD: flavine adénine dinucléotide

FIP200: focal adhesion kinase (fak) family
interacting protein of 200 kDa

FOXO: forkhead box transcription factor of the
O class

GABAA: y-aminobutyric acid type A
GABARAP: GABAA receptor-associated
protein

GABARAPL1: GABARAP like 1
GABARAPL2: GABARAP like 2

GATE16: Golgi-associated ATPase enhancer of
16 kDa

GECT1: glandular epithelial cell 1

GFP: green fluorescent protein

HDACG6: histone deacetylase 6

HER2: human epidermal growth factor receptor
2

HIF1a: hypoxia-inducible factor la

HMGBI1: high-mobility group box 1

HRP: horseradish peroxidase

HRS: hepatocyte growth factor-regulated
tyrosine kinase substrate

HSC-70: Heat shock cognate 70

HSP: heat shock protein

IL: interleukine

IRE1: inositol requiring enzyme 1



JNK: jun n-terminal kinase

Kb: kilobase

kDa: kiloDalton

KEAP1: kelch-like ECH-associated protein 1
KOR: « opioide receptor

LAMP-1/2: lysosomal-associated membrane
protein-1/2

LC3: light chain 3

LIR: LC3-interacting domain

LKB1: liver kinase B1

MAP: microtubule-associated protein

MAPK: mitogen-activated protein kinase
MCF-7: michigan cancer foundation-7
MDA-MB-231: M.D Anderson-metastatic
breast-231

MEF: mouse embryonic fibroblast

MLSTS8: mammalian lethal with SEC13 protein 8
MMP: matrix metalloproteinase

mTOR: mammalian target of rapamycin
mTORC1: mammalian target of rapamycin
complex 1

MTT: (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5
diphenyltetrazolium bromide

MY C: myelocytomatosis oncogene

NAC: N-acétyl cystéine

NBRI1: neighbour of BRCA1

NF-kB: nuclear factor kappa B

NH4CI: chlorure d’ammonium

NIX: Nip-like protein X

NLRP3: NOD-like receptor family pyrin domain
containing 3

NRF2: nuclear factor erythroid 2-related factor 2
NSF: N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein
ORF: open reading frame

pb: paire de bases

PPARGCI1A: peroxisome proliferator-activated

receptor gamma, coactivator 1 alpha
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Abréviations et acronymes

PARKIN: parkinsonien protein 2

PARL: presenilin-associated rhomboid-like
protease

PAS: phagophore assembly site

PBS: phosphate buffered saline

PCR: polymerase chain reaction

PDI: protein disulfide isomerase

PE: phosphatidyléthanolamine

PERK: double-stranded RNA-activated protein
kinase (PKR)-like endoplasmic reticulum kinase
PFA: paraformaldéhyde

pH: potentiel d’hydrogene

PI3KC3: phosphatidylinositol 3 kinase de classe
II

PI4KIlo: phosphatidylinositol 4-kinasella
PI3P: phosphatidyl-inositol-3-phosphate

PI4P: phosphatidylinositol 4-phosphate
PINK1: PTEN-induced putative kinase 1

PKA: protein kinase A

PKB: protein kinase B

PKC: protein kinase C

PLEKHM1: pleckstrin homology domain
containing protein family member 1

PMPCB: mitochondrial-processing peptidase
PMSF: phénylméthylsulfonidefluoride

PTEN: phosphatase and tensin homologue
PVDF: polyvinylidéne difluoride

QSCNG6: quiescin 6

QSOX1: quiescine sulfhydryl oxydase
RAPTOR: regulatory associated protein of
mTOR

RB1CC1: RB1-inducible coiled-coil 1

RE: réticulum endoplasmique

RHEB: Ras homolog enriched in brain
RT-PCR: reverse transcription polymerase chain
reaction

SAHA: suberoylanilide hydroxamic acid



SDS: Sodium dodécylsulfate

SDS-PAGE: SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis

shRNA: small hairpin RNA

siRNA: small interfering RNA

SIRTT1: sirtuine 1

SNARE: soluble NSF attachement protein
receptor

SQSTMI1: sequestosome 1

STBD1: starch binding domain-containing
protein 1

SV40: simian virus 40

SVF: sérum de veau feetal

TAK-1: TGFB activated kinase-1

TBS: tris buffered saline

TCA: tricarboxylic acid

TEM: transition épithélio-mésenchymateuse
TFEB: transcription factor EB

TNF: tumor necrosis factor
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Abréviations et acronymes

TRAF2: TNF receptor-associated factor 2
Tris: Tri-(hydroxyméthyl) amino methane
TSC2: Tuberous sclerosis complex 2

UBA: ubiquitin associated domain

UBL.: ubiquitin-like protein

ULK1: unc51-like kinase 1

UPR: unfolded protein response

UTR: untranslated region

UVRAG: ultraviolet irradiation resistance
associated gene

VAMP: vesicle-associated membrane protein
V-ATPases: Vacuolar-type H(+)-ATPases
VDACT: voltage dependent anion channel 1
VPS34: vacuolar protein sorting 34

WNT: wingless-integration 1 pathway
WT: wild type

XBP1: X-box binding protein
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Cadre et but du travail

Cette theése, débutée en Octobre 2012, s’inscrit dans les travaux de 1’équipe EA3922 et
concerne 1’étude de I’implication de I’autophagie dans le cancer via 1’analyse de deux protéines :
QSOXI1 et GABARAPLI.

Ma premicre année de thése a été consacrée a I’étude de la protéine QSOXI1 (Quiescin
Sulthydryl Oxydase 1). Le géne OSOXI a été identifié¢ au sein de notre laboratoire comme étant
régulé négativement par les estrogenes (Pellerin et al., 1993). 1l existe deux transcrits majoritaires
de OSOXI appelés QSOXI-S et QSOXI-L obtenus par épissage alternatif. Les protéines QSOX1
appartiennent a la famille des sulthydryls oxydases dépendantes du FAD et oxydent des
groupements sulfhydryls en ponts disulfures dans des peptides ou des protéines, favorisant ainsi
le repliement correct des protéines et donc leur stabilité (Hoober et al., 1996; Hoober et al., 1999).
Il a également été mis en évidence au sein de notre laboratoire que 1’expression de la protéine
QSOXI1-S est induite suite a un stress oxydant (Morel et al., 2007) ou un stress du réticulum
endoplasmique (RE) (données non publiées) et protege les cellules contre la mort induite par ces
stress. Des études ont également montré un role complexe de QSOX1 dans le cancer. En effet, un
role pro-tumoral de QSOX1 a été¢ mis en évidence dans les cancers de la prostate, du sein et dans
les adénocarcinomes pancréatiques (Antwi et al., 2009; Hellebrekers et al., 2007; Katchman et
al., 2011; Katchman et al., 2013; Soloviev et al., 2013; Song et al., 2009). Au contraire, des
résultats de notre laboratoire ont mis en évidence un réle anti-tumoral de QSOXI-S dans les
cancers du sein (Pernodet et al., 2012). D’autres études ont également montré un role similaire
pour QSOX1 dans le cancer du poumon et les tumeurs endothéliales (Gottschling et al., 2013;
Hellebrekers et al., 2007). Au vu de ces différentes études, le role exact de QSOX1 dans le cancer
semble complexe en particulier en raison de l'existence de ses différents transcrits, qui présentent
des profils d'expression différents en fonction du type de cancer.

Une recherche systématique des acteurs impliqués dans la régulation de 1’autophagie, réalisée
sur plus de 20000 genes, a ¢galement suggéré que QSOX1 pourrait inhiber 1’autophagie dans des
cellules de neuroblastomes H4 (Lipinski et al., 2010a). Etant donné le role de QSOX1 dans le
stress et le cancer, deux mécanismes étroitement liés a 1’autophagie, nous avons donc décidé
d’étudier :

- La régulation de I’expression de QSOX1-S suite a I’induction de I’autophagie

- Lerole de QSOXI1-S dans ’autophagie

- L’implication de ’autophagie dans les fonctions de QSOXI1-S liées aux cellules

cancéreuses

Suite a une réorientation thématique au sein de notre laboratoire, I’é¢tude du géene QSOXI a

¢té abandonnée afin de centrer uniquement nos recherches sur la prot¢éine GABARAPLI. La
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Cadre et but du travail

suite de ma theése a donc été consacrée a I’étude de cette derniere. Le géne GEC1/GABARAPLI
(Glandular epithelial cell 1/GABAA receptor-associated protein like 1) a été identifié au sein de
notre laboratoire comme étant régulé positivement par les estrogénes (Pellerin et al., 1993;
Vernier-Magnin et al., 2001). La protéine GABARAPLI1 a d’abord été impliquée dans le
transport intracellulaire des protéines par son interaction avec la tubuline et le récepteur
GABAA (Mansuy et al., 2004). Cette protéine appartient a la famille ATGS8 et sous-famille
GABARAP (GABAA Receptor-Associated Protein) qui est beaucoup moins étudiée que la
sous-famille LC3. L’ensemble des membres de la famille ATG8 posséde un résidu glycine en
position 116 essentiel lors du processus d’autophagie (Le Grand ef al., 2011a). Il a été mis en
¢vidence au laboratoire que GABARAPLI est clivée en aval de son résidu glycine puis
conjuguée a un phospholipide au niveau des autophagosomes (Chakrama et al., 2010). De plus,
il a ét¢ mis en évidence que les protéines de la famille GABARAP interviendraient plus
particuliérement dans les étapes tardives de la maturation des autophagosomes (Weidberg et
al., 2010). La protéine GABARAPLI posséde également un rdle suppresseur de tumeur. En
effet, il a ét¢ mis en évidence au laboratoire qu’une perte de I’expression du messager
GABARAPLI peut étre observée dans les tissus tumoraux comparativement aux tissus sains
(Nemos et al., 2003). De plus, une forte expression de GABARAPLI est associée a un facteur
de bon pronostic chez les patientes atteintes de cancer du sein et la protéine GABARAPLI
inhibe la prolifération des cellules de cancer du sein in vitro (Berthier et al., 2010). Zhang et
collaborateurs ont également montré que la surexpression de GABARAPL1 dans des cellules
MCF-7 inhibe la formation des tumeurs apres injection a des souris nude, suggérant un role
suppresseur de tumeur pour le géne GABARAPL1 (Zhang et al., 2011). Cette étude a également
suggéré que GABARAPLI1 pourrait agir en tant que suppresseur de tumeur en permettant la
dégradation par autophagie sélective de DVL2, acteur moléculaire de la voie WNT (wingless-
integration 1 pathway).
Au vu durdle de GABARAPLI dans le cancer et I’autophagie, nous avons décidé d’étudier :
- L’implication du métabolisme cellulaire et de la mitophagie dans les fonctions de
GABARAPLI1 liées aux cellules cancéreuses
- Lerole de GABARAPLI lors des étapes précoces et tardives de ’autophagie
- L’implication de ’autophagie dans les fonctions de GABARAPL1 li¢es aux cellules
cancéreuses
- Lerole de GABARAP/GABARAPLI dans la tumorigenese induite par I’oncogene H-
RASG12V
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L’ensemble de ces résultats ont fait 1’objet de 3 publications dont une actuellement en

révision dans le journal Autophagy. Par ailleurs, j’ai participé activement a I’écriture d’une

revue traitant de ’implication de I’autophagie et des stress oxydants lors des différentes étapes

du développement tumoral.
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2)

3)
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Introduction

I. AUTOPHAGIE

1. Définition

1.1. Définition générale

L’autophagie, vient du grec « auto » et « phagein » qui signifie se manger soi-méme et
permet la dégradation des complexes de protéines a longue durée de vie et des organelles
endommagées. Il existe également un autre systéme de dégradation appelé le protéasome qui
permet, quant a lui, I’élimination des protéines a courte durée de vie ou mal repliées. Le terme
« autophagie » a été¢ introduit en 1963 par Christian De Duve suite a I’observation au
microscope ¢lectronique de vésicules simple membrane contenant du cytoplasme et des
organelles telles que des mitochondries ou du RE (Ashford & Porter, 1962; Clark, 1957; De
Duve et al., 1955; De Duve & Wattiaux, 1966; Novikoft, 1959).

L’autophagie est un processus catabolique au cours duquel des protéines cellulaires, des
organites et des constituants cytoplasmiques endommaggés sont dégradés et recyclés au sein du
lysosome permettant le maintien de I’homéostasie cellulaire (Tanida, 2011; Yang & Klionsky,
2010). Ainsi, des dysfonctionnements de I’autophagie sont associés a de nombreuses
pathologies humaines telles que les maladies neurodégénératives, le diabéte, le vieillissement

ou encore le cancer (Wirawan et al., 2012).

1.2. Différents types d’autophagie

Il existe trois types d’autophagie appelés macroautophagie, microautophagie et autophagie
dépendante des chaperonnes (chaperone-mediated autophagy, CMA). Ces trois types
d’autophagie aboutissent a la dégradation de constituants cytoplasmiques par le lysosome mais
présentent des mécanismes d’action différents (Cuervo, 2004) (Figure 1).

La macroautophagie (que nous étudierons plus particulierement dans la suite de ce
manuscrit et que nous appellerons « autophagie ») est la forme principale des différents
processus d’autophagie et est caractérisée par la formation d’une vacuole d’autophagie ou
autophagosome qui va fusionner avec le lysosome afin de dégrader les protéines et organelles
endommagées (Xie & Klionsky, 2007) (Figure 1A).

Au contraire, la CMA et la microautophagie ne requicrent pas la formation de vacuole
d’autophagie et permettent la dégradation directe des constituants cytoplasmiques par le

lysosome. La CMA permet une dégradation uniquement sélective des protéines endommagées
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ou anormales possédant un motif « KFERQ » dans leur séquence en acides aminés (Dice, 1990)
(Figure 1B). La CMA est un processus multi-étapes caractérisé par la reconnaissance de la
protéine, son ciblage aux lysosomes, sa translocation et sa dégradation au sein du lumen
lysosomal. Ce mécanisme requiert la reconnaissance des protéines a dégrader par la protéine
chaperonne HSC-70 (Heat shock cognate 70) (Chiang ef al., 1989). Cette protéine chaperonne
emmene ensuite la protéine a dégrader aux lysosomes et permet son interaction avec LAMP2
(lysosomal-associated protein 2) (Cuervo & Dice, 1996). Ce complexe est ensuite transloqué

au sein du lysosome pour permettre la dégradation de la protéine (Bandyopadhyay et al., 2008).

A Macroautophanie

Hydrolazes
Iysozomales §

%, Lysosome

Autophagolysosome

Phagophore ;
Autophagosome

B Autophagie dépandante des chaparonnes C. Microautophagie

QK Protéine cible
= Maotif KFERQ

- |
Complexe ——{“
HSCTD

Figure 1 : Représentation des trois types d’autophagie. (A) La macroautophagie est caractérisée par la séquestration du
contenu cytoplasmique dans des vésicules d’autophagie appelées autophagosomes. Cet autophagosome fusionne ensuite avec
le lysosome pour permettre la dégradation de son contenu par les hydrolases lysosomales. (B) L’autophagie dépendante des
chaperonnes est caractérisée par la dégradation sélective des protéines présentant le motif KFERQ. Ces protéines sont
reconnues par la protéine chaperonne HSC70 qui s’associera ensuite a la protéine lysosomale LAMP2 conduisant a la
translocation des protéines au sein du lysosome et a leur dégradation. (C) La microautophagie est caractérisée par
I’invagination directe du contenu a dégrader par le lysosome. Modifiée d’apres (Parzych & Klionsky, 2014)

La microautophagie, quant a elle, est caractérisée par la séquestration d’une partie du
cytoplasme directement par le lysosome chez les mammiferes (Li et al., 2012) (Figure 1C). La
microautophagie peut permettre une dégradation non sélective (dégradation aléatoire de
portions du cytoplasme) ou sélective en ciblant des organelles particuliers comme des
mitochondries (micromitophagie) ou des noyaux (micronucléophagie) (Farre ef al., 2009; Kunz
et al., 2004). Pour la dégradation de constituants cytosoliques et de petites particules, la
membrane du lysosome forme une invagination tubulaire appelée « tube autophagique » tandis

qu’il y a formation de protrusions qui permettront I’encerclement des cibles a dégrader dans le
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cas de larges structures ou d’organelles (Muller et al., 2000; Todde et al., 2009; Uttenweiler &
Mayer, 2008).

2. Mécanismes de ’autophagie

2.1. Mécanisme cellulaire

L’autophagie est un processus multi-étapes qui commence par une étape
d’initiation/nucléation consistant en I’induction d’une structure multi-membranaires appelée
phagophore (Figure 2, étapes @ et @). L’origine de la membrane de ce phagophore reste
encore soumise a débat mais de nombreuses études suggerent que la membrane plasmique, le
RE, I’appareil de Golgi, les endosomes recyclés ou encore les mitochondries pourraient étre
une source de membrane (Shibutani & Yoshimori, 2014). Lors de 1’étape d’¢longation, ce
phagophore va s’allonger pour séquestrer le contenu cytoplasmique et former une vacuole
d’autophagie appelée autophagosome (Figure 2, étape 3). Cet autophagosome fusionne
ensuite avec le lysosome pour former un autophagolysosome lors de 1’étape de maturation
(Figure 2, étape @).1’autophagie se termine par une étape de dégradation du contenu séquestré
par les enzymes lysosomales, puis par le recyclage de ce contenu pour la synthése de

macromolécules et la production d’énergie dans la cellule (Figure 2, étape ©).
Lysosome
Induction

(=) =)
—> e —> | &6
o =2

Phagophore Autophagosome Autophagolysosome

Nucléation Elongation Fusion Dégradation
des phagophores des phagophores autophagosome/lysosome du contenu vésiculaire

Figure 2 : Différentes étapes de I’autophagie. L’autophagie est un processus multi-étapes qui va étre induit suite a
Pactivation du complexe ULK1 @. Il y a ensuite formation d’une structure multi-membranaires appelée phagophore @ qui
va s’allonger pour séquestrer le contenu cytoplasmique et former une vacuole d’autophagie ou autophagosome ®. Cet
autophagosome va ensuite fusionner avec un lysosome pour former ’autophagolysosome @ dont le contenu sera dégradé et
recyclé ®.

L’autophagie est un mécanisme conservé de la levure aux mammiféres et requiert
I’intervention de plus de 30 protéines appelées ATG (AuTophaGy related) (Klionsky et al.,
2003; Klionsky & Emr, 2000). Ces protéines ont d’abord été découvertes chez la levure mais
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posseédent pour la plupart leurs homologues chez les mammiferes. Les principales protéines
pouvant agir seules ou en complexe au niveau des différentes étapes de I’autophagie chez les
mammiferes sont : le complexe ULK1 (unc-51 like autophagy activating kinase 1), la protéine
ATGOYA, le complexe PI3KC3 (PI3 kinase de classe III), le systtme de conjugaison ATG12-
ATGIS5 et le systtme de conjugaison ATG8/MAPI-LC3 (microtubule-associated protein
1A/1B-light chain 3) communément appelé¢ ATG8/LC3 (Parzych & Klionsky, 2014).

La protéine ATG9A est la seule protéine transmembranaire ATG et est localisée a la
membrane de nombreux compartiments tels que 1’appareil de Golgi et les endosomes chez les
mammiferes (Young et al., 2006). La protéine ATG9A est également localisée de fagon
transitoire au niveau des autophagosomes suggérant un réle de cette protéine dans 1’apport de
membrane pour la biogenese des autophagosomes (Orsi ef al., 2012).

Le complexe PI3KC3 est nécessaire a la formation des autophagosomes en permettant la
synthése de PI3P (Phosphatidylinositol-3-phosphate) (Funderburk ez al., 2010). En effet,
I’accumulation de PI3P génére une plateforme qui permet le recrutement des protéines
effectrices de I’autophagie, nécessaires a la poursuite de ce processus (Axe et al., 2008; Polson
et al., 2010). Dans la suite de ce manuscrit, nous nous intéresserons plus particulierement aux
3 autres complexes, davantage en lien avec mon travail de theése : ULK1, ATG12-ATGI15 et
ATG8/LC3 chez les mammiferes.

2.2. Initiation de ’autophagie : Complexe ULK1

Le complexe ULK1 comprend différentes protéines : ULK1, ATG13, FIP200/RB1CC1
(FAK-family interacting protein of 200 kDa/RB1-inducible coiled-coil 1) et ATG101/C12o0rf44
(chromosome 12 open reading frame 44) (Hara et al., 2008; Hosokawa et al., 2009a; Hosokawa
et al.,2009b; Mercer et al., 2009). ULK1 interagit avec ATG13 qui se lie directement a FIP200.
Cette interaction se fait de maniere indépendante de I’état de phosphorylation de ces protéines
et du statut en nutriments (Hara ef al., 2008; Hosokawa et al., 2009a; Jung et al., 2009). FIP200
et ATG101 sont importantes pour la stabilité et la phosphorylation de ULK1 et ATG13
(Hosokawa et al., 2009b; Mercer et al., 2009) (Figure 3).

Lors de I’autophagie, I’activation du complexe ULK1 peut étre régulée par phosphorylation
de maniére dépendante du statut énergétique et du statut en nutriments. Cette régulation est
coordonnée par deux principales kinases : mMTOR (mammaliam target of rapamycin) et AMPK
(AMP-activated protein kinase). En effet, lors de conditions riches en nutriments, le complexe

mTORC1 (mTOR complex 1), composé¢ de mTOR, RAPTOR (regulatory-associated protein of
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mTOR) et MLST8 (mammalian lethal with SEC13 protein 8), est associé¢ au complexe ULK1
et phosphoryle ULK1 et ATG13 conduisant a leur inactivation. Lors d’une carence en
nutriments, mTORC1 est dissoci¢ de ce complexe et ne peut donc plus phosphoryler les
protéines ULK1 et ATG13. ULKI peut alors s’autophosphoryler et phosphoryler ATGI13 et
FIP200 rendant ainsi le complexe ULK1 actif (Ganley et al., 2009; Hosokawa et al., 2009a;
Jung et al., 2009; Lee et al., 2010a) (Figure 3). AMPK peut ¢galement induire 1’autophagie en
inhibant mTOR de plusieurs fagons : 1) de maniére indirecte en phosphorylant TSC2 (Tuberous
sclerosis complex 2) conduisant a I’inactivation de RHEB (Ras homolog enriched in brain) ou
i1) en phosphorylant RAPTOR ou ii1) de maniere directe en phosphorylant mTOR conduisant
ainsi a I’activation du complexe ULK1 (Gwinn et al., 2008; Inoki et al., 2003; Kim et al.,
2011a). Plus récemment, il a été mis en évidence qu’AMPK peut directement interagir avec
ULK1 et phosphoryler cette protéine a différents sites de phosphorylation tels que la Ser317,
Ser555, Ser777, Ser467 afin de 1’activer (Dorsey et al., 2009; Egan et al., 2011b; Kim et al.,
2011a; Lee et al., 2010a; Mack et al., 2012; Shang et al., 2011) (Figure 3). Néanmoins, 1’effet
de la phosphorylation d’ULK1 par AMPK sur certains sites de phosphorylation comme la
Ser637 reste encore a ¢lucider au vu de résultats contradictoires dans lesquels cette
phosphorylation conduit a une stimulation ou une inhibition de I’autophagie (Egan et al., 201 1b;
Shang et al., 2011). De plus, mTOR peut phosphoryler ULK1 au niveau de sa Ser757 afin
d’empécher I’interaction AMPK-ULKI1 et réguler négativement 1’induction de 1’autophagie

(Kim et al., 2011a; Shang et al., 2011).

@ ®) Rétrocontréle —-| AMPK
mTORC1 l ®

Activatrice
® Inhibitrice

( ULK1

FIP200

A4

\ + Nutriments

A

- Nutriments

FORME INACTIVE
INHIBITION DE LAUTOPHAGIE

Figure 3 : Régulation du complexe ULK1 par AMPK et mTORCI. La phosphorylation de la protéine ULK1 par
mTORCI au niveau de la Ser757 conduit a une forme inactive du complexe ULK1 et donc a I’inhibition de I’autophagie.
Au contraire, lors d’une carence en nutriments ou en énergie, la phosphorylation de la protéine ULK1 par AMPK au niveau
des Ser317, Ser555, Ser777 ou Ser467 conduit a une forme active du complexe et a I’induction de I’autophagie. De plus,
ULKI1 peut inhiber les protéines mTOR et AMPK conduisant respectivement a un rétrocontréle positif ou négatif de
1’autophagie.

Des études ont ¢galement mis en évidence une inhibition d’AMPK et mTOR par ULK1

permettant ainsi une régulation de 1’autophagie. En effet, lors de I’induction de 1’autophagie,
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ULKIT peut phosphoryler RAPTOR permettant ainsi le maintien de 1’inhibition de mTORCI1
lorsque 1’apport en nutriments reste limité (Dunlop ez al., 2011; Jung et al., 2011). Au contraire,
ULKI1 peut phosphoryler AMPK conduisant a son inactivation et permettant ainsi un
rétrocontrole négatif de I’autophagie (Loffler et al., 2011).

La forme active du complexe ULK1 conduit a I’induction de I’autophagie et participe a la
formation des autophagosomes en favorisant 1’activité du complexe PI3KC3 qui comprend
BECLINE 1, ATG14L, VPS34 (vacuolar protein sorting 34) et p150. En effet, ULK1 peut
phosphoryler AMBRA1 (activating molecule in beclinl-regulated autophagy 1), une protéine
interagissant avec le complexe PI3KC3, permettant la relocalisation de ce complexe au site
d’initiation de I’autophagie (Di Bartolomeo ef al., 2010). ULK1 peut également phosphoryler
BECLINE 1 conduisant a une augmentation de 1’activit¢ du complexe PI3KC3 et une
augmentation de I’induction de I’autophagie (Russell ef al., 2013). La protéine ULK1 régule
¢galement la relocalisation d’ATG9, une protéine régulant la biogenese des autophagosomes,
au niveau de ces vésicules lors d’une carence en nutriments (Mack et al., 2012; Young et al.,
2006).

L’ensemble de ces résultats met en évidence que le complexe ULK1 régule I’induction de
I’autophagie (Figure 2 @). lls suggérent également que ce complexe agit comme une
plateforme nécessaire au recrutement des protéines ATG en aval permettant ainsi la nucléation

des phagophores, étape suivante du processus autophagique (Figure 2 @).

2.3. Elongation et fermeture des autophagosomes : Systéeme de conjugaison Atgl2-

Atg5

Suite a 1’étape de nucléation, le phagophore va s’allonger pour séquestrer le contenu
cytoplasmique endommagé et former une vacuole d’autophagie appelée autophagosome. Cette
étape appelée étape d’¢élongation et fermeture des autophagosomes requiert I’intervention de
deux systemes de conjugaison : ATG12-ATGS5 et ATG8/LC3-phospholipides (Ohsumi, 2001;
Tanida et al., 2008). Les mécanismes d’action de ces deux systémes de conjugaison sont
similaires a ceux des systémes d’ubiquitinylation. En effet, lors de 1’ubiquitinylation,
I’ubiquitine est clivée pour exposer son résidu glycine en position C-terminale puis liée a une
enzyme E1 et activée par création d’un pont thioester. L’ubiquitine est ensuite transférée sur
une enzyme E2 et liée au résidu lysyl de sa cible grace a une enzyme E3 (Weissman, 2001).

Dans le cas du complexe ATG12-ATGS, ATG12 est conjuguée a ATGS a I’aide de deux

autres protéines ATG : ATG7 et ATG10 qui présentent une activité similaire a 1’enzyme
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activatrice E1 et conjugatrice E2 du systeme d’ubiquitinylation, respectivement. En effet,
ATG12, qui posséde une glycine en position C-terminale, va étre activée par création d’un pont
thioester avec ATG7 puis transférée sur ATG10 et conjuguée a ATGS au niveau de sa Lys149
(Mizushima et al., 1998; Mizushima et al., 2002; Nemoto et al., 2003; Shintani et al., 1999;
Tanida et al., 1999). L’interaction entre ATGS et ATG12 ne nécessite pas I’intervention d’une
protéine de type E3. Le complexe ATG12-ATGS interagit ensuite de maniére non covalente
avec la protéine ATG16L qui s oligomérise pour former un complexe multimérique d’environ
800 kDa (Kuma et al., 2002; Mizushima et al., 2003; Mizushima et al., 1999) (Figure 4A).
Contrairement a 1’ubiquitine qui peut étre conjuguée a de multiples cibles, ATGS semble étre
la seule cible d’ATG12. De plus, la conjugaison ATG12-ATGS se fait de manicre constitutive

et semble irréversible (Mizushima et al., 1998).
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Figure 4 : Systéme de conjugaison : ATG12-ATG5-ATG16L et LC3-phospholipides. (A) ATG12 est activée par ATG7,
transférée sur ATG10 puis conjuguée a ATGS. Le complexe ATG12-ATGS peut ensuite interagir avec ATG16L. (B) Les
protéines des sous-familles LC3 et GABARAP sont clivées par la protéase ATG4B pour donner les formes cytosoliques LC3-
I et GABARAP-I. LC3-I et GABARAP-I sont ensuite activées par ATG7, transférées sur ATG3 et conjuguées a un
phospholipide pour donner les formes membranaires LC3-1I et GABARAP-II. La protéase ATG4B peut également délipider
LC3-II et GABARAP-II afin de recycler LC3-1 et GABARAP-I pour un nouveau processus d’autophagie. D’apres (Parzych
& Klionsky, 2014)

Le complexe ATGI12-ATGS-ATG16L est localis¢ au niveau de la membrane du
phagophore en expansion, principalement sur la face externe et est dissocié de cette membrane
avant ou apres la fermeture des autophagosomes (Mizushima et al., 2003; Mizushima et al.,
2001). Ce complexe est indispensable a 1’autophagie et semble agir de fagon indirecte sur
I’étape d’¢élongation du phagophore en régulant le systtme de conjugaison ATGS8/LC3-
phospholipides (Geng & Klionsky, 2008; Mizushima et al., 2001). En effet, le complexe
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ATGI12-ATG5-ATG16L semble permettre le recrutement de LC3 au niveau du phagophore et
possede également une activité similaire a I’enzyme E3 facilitant ainsi la conjugaison

d’ATG8/LC3 aux phospholipides (Fujita et al., 2008b; Hanada ef al., 2007).

2.4. Elongation et fermeture des autophagosomes : Systéme de conjugaison

ATGS8/LC3

Les protéines de la famille ATGS

Chez les mammiferes, il existe plusieurs homologues d’ATGS classés en 2 sous-familles :
la sous-famille LC3 contenant LC3A, LC3B et LC3C et la sous-famille GABARAP (GABAA
receptor-associated protein) contenant GABARAP, GABARAPL1 (GABAa receptor-
associated protein like 1), GATE-16/GABARAPL?2 (Golgi-associated ATPase enhancer of 16
kDa/GABAa receptor-associated protein like 2) et GABARAPL3 (GABAA receptor-associated
protein like 3) (He et al., 2003; Xin et al., 2001).

GABARAPL1 MKFQYKEDHPFEYRKKEGEKIRKKYPDRVPVIVEK-APKARVPDLDKRKYLVPSDLTVGQF-60
GABARAP MKFVYKEEHPFEKRRSEGEKIRKKYPDRVPVIVEK-APKARIGDLDKKKYLVPSDLTVGQF-60
GABARAPL2 MEKWMFKEDHSLEHRCVESAKIRAKYPDRVPVIVEK-VSGSQIVDIDKRKYLVPSDITVAQF-60
LC3A MKMRFFSSPCGKAAVDPADRCKEVQQIRDOHPSKIPVIIERYKGEKQLPVLDKTKFLVPDHVNMSEL-66
LC3B MPSEKTFKQRRTFEQRVEDVRLIREQHPTKIPVIIERYKGEKQLPVLDKTKFLVPDHVNMSEL-62
LC3C MPPPQKIPSVRPFKORKSLAIRQEEVAGIRAKFPNKIPVVVERYPRETFLPPLDKTKFLVPQELTMTQF-70
Atgs8 MKSTFKSEYPFEKRKAESERIADRFENRIPVICEK-AEKSDIPEIDKRKYLVPADLTVGQF-60

GABARAPL1 YFLIRKRIHLRPEDALFFFVN-NTIPPTSATMGQLYEDNHEEDYFLYVAYSDESVYGK-117
GABARAP YFLIRKRIHLRAEDALFFFVN-NVIPPTSATMGQLYQEHHEEDFFLYIAYSDESVYGL-117
GABARAPL2 MWIIRKRIQLPSEKAIFLFVD-KTVPOSSLTMGQLYEKEKDEDGFLYVAYSGENTFGF-117

LC3A VKIIRRRLQLNPTQAFFLLVNQHSMVSVSTPIADIYEQEKDEDGFLYMVYASQETFGF-125

LC3B IKIIRRRLOLNANQAFFLLVNGHSMVSVSTRISEVYESEKDEDGFLYMVYASQETFGMKLSV-125

LC3C LSIIRSRMVLRATEAFYLLVNNKSLVSMSATMAEIYRDYKDEDGFVYMTYASQETFGCLESAAPRDGSSLEDRPCNPL-147
Atg8 VYVIRKRIMLPPEKATIFIFVN-DTLPPTAALMSATYQEHKDKDGFLYVTYSGENTFGR-117

Figure 5 : Alignement des séquences protéiques des différents membres de la famille ATGS. Les séquences des protéines
GABARAP, GABARAPLI1, GABARAPL2, LC3A, LC3B, LC3C chez I’homme et Atg8 chez la levure sont comparés. En
rouge sont symbolisés les acides aminés qui different de la protéine GABARAPLI. En bleu est représentée la glycine en
position C-terminale conservée chez I’ensemble des membres de la famille ATGS. Cette glycine est essentielle pour leur role
dans 1’autophagie. D’aprées Le Grand et al., 2011.

Au cours de ma thése, j’ai étudié la sous-famille GABARAP et plus particulierement la
protéine GABARAPLI. Le géne GABARAPLI/GECI a été mis en évidence au sein de notre
laboratoire comme étant régulé positivement par les estrogenes dans des cellules endothéliales
glandulaires d’endometre de cobaye (Pellerin et al., 1993; Vernier-Magnin et al., 2001). Le
gene GABARAPLI humain, localisé sur le chromosome 12, contient 4 exons et 3 introns. La

partie codante de GABARAPL I humain présente 93% d’identité avec GABARAPLI de cobaye

30



Introduction

et 79% d’identité de séquence avec GABARAP, découvert par Wang et collaborateurs (Wang
et al., 1999). Le géne GABARAPLI présente également une forte homologie de séquence avec
les genes GABARAPL?2 et GABARAPL3 (Xin et al., 2001). Cette homologie de séquence est
¢galement maintenue au niveau protéique (Le Grand et al., 2011a). En effet, chez I’homme, la
protéine GABARAPLI présente 96% d’identité avec la protéine GABARAPL3, 87% d’identité
avec la protéine GABARAP et 61% d’identité avec la prot¢ine GABARAPL2. Cette protéine
présente néanmoins un pourcentage plus faible d’identité avec la famille LC3 : 31% d’identité
avec la protéine LC3A, 29% d’identité avec la protéine LC3B et 35% d’identité avec la protéine
LC3C (Figure 5).

Les protéines GABARAPLI1 (pdb code : 2R2Q), GABARAP (pdb code : 1GNU) (Knight
et al.,2002), GABARAPL2 (pdb code : 1EO6) (Paz et al., 2000) et LC3 (pdb code : 1TUGM)
(Sugawara et al., 2004) possedent ¢galement de trés fortes similarités au niveau de leur structure
tridimensionnelle avec deux hélices a a I’extrémité N-terminale, un feuillet  a I’extrémité C-
terminale et une structure centrale proche de celle de I’'ubiquitine (Figure 6). Ces protéines sont

ainsi considérées comme des UBL (ubiquitin-like protein) (Coyle et al., 2002).

GABARAP GABARAPL1 GABARAPL2 LC3

Figure 6 : Structure cristallographique des membres de la famille ATGS. Les structures cristallographiques des protéines
ont été obtenues a partir de la banque de données RCSB (http://www.rcsb.org/pdb).

Les membres de la sous-famille GABARAP ont d’abord été identifiés comme étant
impliqués dans le transport intracellulaire des protéines. En effet, il a ét¢ mis en évidence que
les protéines GABARAP et GABARAPLI interagissent avec la tubuline et la sous-unité y2 du
récepteur GABAA (Mansuy-Schlick et al., 2006; Mansuy et al., 2004; Wang et al., 1999). La
protéine GABARAPLI en interagissant avec la tubuline favorise sa polymérisation suggérant
également une interaction de GABARAPL1 avec les microtubules (Mansuy et al., 2004). Les
protéines GABARAP, GABARAPL1 et GABARAPL?2 interagissent ¢galement avec le
récepteur aux k opioides et augmentent le nombre de ces récepteurs a la surface des cellules

CHO (Chinese hamster ovary cell) (Chen et al., 2006; Chen et al., 2009). De la méme maniere,
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il a été mis en évidence que les protéines GABARAP et GABARAPLI interagissent avec le
récepteur AT1 (Angiotensis receptor type 1) de 1’angiotensine II et augmente 1’expression de
ce récepteur a la surface cellulaire (Cook et al., 2008). La protéine LC3 a également été

identifiée au départ comme interagissant avec les microtubules (Mann & Hammarback, 1994).

Fonctions des membres de la famille ATGS dans [’autophagie

Contrairement au systeme de conjugaison ATG12-ATGS, LC3 ne se lie pas a une
protéine cible mais a un phospholipide : phosphatidyléthanolamine ou phosphatidylsérine
(Ichimura et al., 2000; Kabeya et al., 2000; Sou et al., 2006). Cette liaison a un phospholipide
est communément appelée « lipidation ». Parmi les protéines de la famille ATG8 chez les
mammiferes, LC3B, couramment appelée LC3, est la mieux caractérisée et représente un
homologue fonctionnel de la protéine ATGS chez la levure (Kabeya ef al., 2000). Les membres
de la famille ATG8 possédent une glycine C-terminale conservée en position 116 (Sous-famille
GABARAP) ou 120 (Sous-famille LC3) essentielle a leur lipidation et a leur réle dans
I’autophagie (Tanida et al., 2004c) (Figure 5). En effet, LC3 est synthétisée sous la forme
proLC3 puis est clivée par la protéase ATG4B pour exposer sa glycine et donner la forme
cytosolique mature appelée LC3-1 (Kabeya et al., 2000; Tanida et al., 2004b). Durant
I’¢longation du phagophore, LC3-I est activée par ATG7 (enzyme El), transférée sur ATG3
(enzyme E2) et finalement conjuguée a un phospholipide pour donner la forme membranaire
appelée LC3-II (Kabeya et al., 2004; Sou et al., 2006; Tanida et al., 2002; Tanida et al., 2001)
(Figure 4B). Cette lipidation permet la localisation de LC3-II au niveau des autophagosomes.
Néanmoins, le mécanisme exact par lequel LC3-II est recrutée au niveau des autophagosomes
reste a ce jour inconnu. La localisation du complexe ATG12-ATGS5 lui permet de réguler la
liaison de LC3 aux phospholipides. En effet, le complexe ATG12-ATGS5 peut avoir un role
similaire a ’enzyme E3 pour la conjugaison LC3-phospholipide puisqu’il facilite le transfert
de LC3 sur ATG3 et donc I’interaction avec le phospholipide (Fujita ef al., 2008b; Hanada et
al., 2007; Metlagel et al., 2014; Mizushima et al., 2001; Suzuki et al., 2001). A I’inverse de la
conjugaison ATG12-ATGS, la conjugaison LC3-phospholipide est réversible, LC3-II sur la
face externe des autophagosomes est délipidée par ATG4B afin de recycler LC3-I pour la
formation de nouveaux autophagosomes (Tanida et al., 2004a). La lipidation de LC3-II peut
étre induite suite a une carence en nutriments ou en présence d’inducteurs de 1’autophagie

(Kabeya et al., 2000; Mizushima et al., 2004).
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Les membres de la famille GABARAP sont également modifiés par ATG4B (mais aussi
ATG4A pour GABARAPL2 et ATG4D pour GABARAPLI) avec la participation d’ATG7 et
ATG3 comme cela a ét¢ démontré pour LC3 (Betin & Lane, 2009; Chakrama et al., 2010,
Kabeya et al., 2004; Sou et al., 2006; Tanida et al., 2003; Tanida et al., 2004a). Les formes
GABARAP-II, GABARAPLI-II et GABARAPL2-II ainsi obtenues sont également liées aux
membranes internes et externes des autophagosomes (Figure 7). Comme pour LC3, cette
lipidation est réversible et les protéines présentes sur la face externe des autophagosomes
peuvent étre délipidées par ATG4B et recyclées tandis que celles présentes sur la face interne

seront dégradées par les enzymes lysosomales.

LC3-1 GABARAP-I
o]
oo +PE oo +PE

Lysosome
/ /
SoLCal &8 GABARAP-II .
L . L_}
o 0
@ ©

Phagophore Autophagosome Autophagolysosome
Elongation Fermeture et maturation
du phagophore de I'autophagosome

Figure 7 : Réle des membres de la famille ATG8 dans I’autophagie. Lors de I’induction de 1’autophagie, les protéines des
sous-familles LC3 et GABARAP sont clivées puis liées a un phospholipide pour donner la forme lipidée LC3-I1 et GABARAP-
II. Sous cette forme, les membres de la sous-famille LC3 participent a 1’élongation des phagophores, tandis que les membres
de la sous-famille GABARAP participent a la fermeture et a la maturation des autophagosomes.

Les protéines de la famille ATGS8 sont impliquées dans I’¢longation et la fermeture des
autophagosomes (Figure 7). En effet, il a ét¢ montré que I’extinction d’ATG3 conduit a une
perte de LC3-II, une diminution du complexe ATG12-ATGS5 et une dissociation d’ATG16L du
phagophore chez la souris. Cela conduit également a la production d’autophagosomes plus
petits et dont la fermeture n’est pas terminée suggérant un role du complexe ATG12-ATGS-
ATGI6L et de LC3-II dans I’élongation et la fermeture du phagophore (Sou et al., 2008). Ces
résultats ont été confirmés par la surexpression d’un mutant inactif d’ATG4B qui conduit a
I’inhibition de la lipidation de LC3 et a I’observation d’un grand nombre d’autophagosomes
non clos (Fujita et al., 2008a). Un role différentiel des membres de la sous-famille LC3 et
GABARAP a également été suggéré. En effet, la surexpression de LC3 dans des cellules

n’exprimant plus les protéines de la sous-famille GABARAP conduit a une accumulation de
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larges vésicules membranaires. Au contraire, la surexpression de GABARAPL?2 dans des
cellules n’exprimant plus les membres de la sous-famille LC3 ne modifie pas la taille de ces
vésicules. De plus, I’inhibition de la lipidation des membres de la sous-famille GABARAP
conduit a une accumulation de vésicules autophagiques ouvertes. Ces résultats suggerent que
les membres de la sous-famille LC3 seraient impliqués dans 1’¢longation du phagophore tandis
que les membres de la sous-famille GABARAP seraient plutot impliqués dans les étapes plus
tardives de la maturation des autophagosomes (Weidberg et al., 2010) (Figure 7).

Le mécanisme par lequel les membres de la famille ATG8 peuvent participer a I’¢longation
du phagophore reste encore a ¢lucider. Néanmoins, il a été mis en évidence que, suite a leur
conjugaison a un phospholipide, LC3 et GABARAPL2 peuvent favoriser 1’adhésion et la fusion
de membranes (Weidberg et al., 2011). Cette activité est dépendante de leur extrémité N-
terminale et semble requise pour la biogenese des autophagosomes. Ainsi, il peut étre suggéré
que les membres de la famille ATG8 pourraient participer a 1’élongation du phagophore en
permettant 1’apport de membranes et la fusion de celles-ci avec le phagophore, deux étapes
requises pour 1’é¢longation de cette vésicule. Le mécanisme permettant ensuite la fermeture de

ce phagophore reste encore a déterminer.

Régulation transcriptionnelle et post-traductionnelle des membres de la famille ATGS

Les membres de la famille ATGS8 peuvent également étre soumis a des modifications post-
traductionnelles autres que la lipidation telles que la phosphorylation ou I’acétylation qui vont
permettre la régulation de I’autophagie (Wani et al, 2015). En effet, LC3 peut étre
phosphorylée par PKA et PKC (protéine kinase A et C) ce qui conduit a une inhibition de sa
lipidation et une inhibition de 1’autophagie (Cherra et al., 2010; Jiang et al., 2010a). Au
contraire, LC3, GABARAP et GABARAPLI1 peuvent étre phosphorylées par MAPKS
(mitogen-activated protein kinase 5)/ERKS8 (extracellular signal-regulated kinase 8) ce qui
empéche la phosphorylation par PKA et conduit a une induction de leur lipidation et une
induction de I’autophagie (Colecchia et al., 2012). L autophagie peut également étre régulée
par acétylation. En effet, la protéine LC3 peut étre acétylée par p300 conduisant a 1’inhibition
de I’autophagie (Lee & Finkel, 2009). Lors d’une privation sérique, LC3 est désacétylée par
HDACS6 (Histone deacetylase 6) ou SIRT1 (Sirtuine 1) dans des modeles de cellules HeLa
(Henrietta Lacks) et MEF (Mouse embryonic fibroblast) (Lee et al., 2008; Liu et al., 2013c).
Plus récemment, une étude a confirmé la désacétylation de LC3 par SIRT1 dans des mode¢les

de cellules HEK293 (Human embryonic kidney 293) (Huang et al., 2015). Cette étude a
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¢galement mis en évidence une désacétylation des autres membres de la famille ATGS :

GABARAP, GABARAPLI1 et GABARAPL2 lors d’une privation sérique.

2.5. Biogenése des lysosomes

Le lysosome a été décrit pour la premicre fois par Christian De Duve dans les années 1950
(de Duve, 2005). II représente I’organelle finale de la voie endocytique et permet ainsi la
dégradation de matériel extracellulaire par endocytose ou intracellulaire par autophagie (Luzio
et al., 2003; Mizushima et al., 2008). Le lysosome est également impliqué dans d’autres
processus biologiques tels que la réparation de la membrane plasmique, la réponse immunitaire
ou la transduction du signal (Luzio ef al., 2007; Mindell, 2012; Saftig & Klumperman, 2009;
Settembre et al., 2013). Le lysosome posséde un lumen acide (pH 4,6-5) contenant plus de 50
hydrolases solubles telles que les protéases, peptidases, phosphatases, nucléases, glycosydases,
sulfatases et lipases permettant ainsi la dégradation de tous les types de macromolécules (Lubke
et al., 2009). L’acidité du lysosome est maintenue par sa membrane formée d’une bicouche
lipidique et contenant plus de 20 protéines membranaires comme LAMPI1 (Lysosome-
associated membrane protein 1), LAMP2 (Lysosome-associated membrane protein 2) et les
pompes V-ATPases (Vacuolar-type H(+)-ATPases) (Forgac, 2007; Mindell, 2012). Ces
pompes sont responsables du maintien du pH acide en conduisant les protons au sein du
lysosome grace a 1’énergie produite par ’hydrolyse de I’ATP (Ohkuma et al., 1982).

Il a récemment été mis en évidence que les fonctions lysosomales peuvent étre régulées de
maniere coordonnée afin de répondre et de s’adapter aux signaux environnementaux grace a
I’expression d’un réseau de génes appelé CLEAR (coordinated lysosomal expression and
regulation). Ce réseau, qui comprend des geénes codant des protéines impliquées dans la
biogenese des lysosomes, dans les fonctions lysosomales et dans 1’autophagie, est régulé par le
facteur de transcription TFEB (Transcription factor EB) (Sardiello & Ballabio, 2009; Sardiello
et al., 2009; Settembre et al., 2011). TFEB est régulé négativement par mTOR et ERK1/2
(Extracellular signal-regulated kinase 1/2) et positivement par PKCp (Protein kinase Cp)
(Ferron et al., 2013; Martina et al., 2012; Settembre et al., 2011; Settembre et al., 2012). Suite
a la régulation par ces kinases, TFEB peut réguler positivement 1’expression de génes du réseau
CLEAR permettant de réguler 1’expression des geénes du lysosome, contrdler le nombre de
lysosomes et favoriser la dégradation des substrats lysosomaux mais également réguler
I’autophagie conduisant & une augmentation du nombre d’autophagosomes, de la fusion

autophagosome/lysosome et de la dégradation de substrats (Ma et al., 2012; Palmieri et al.,
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2011; Sardiello et al., 2009; Settembre et al., 2011).

2.6. Fusion autophagosome/lysosome et dégradation

Apres sa fermeture, I’autophagosome mature fusionne avec le lysosome pour donner un
autophagolysosome (Mizushima ef al., 2011; Yang & Klionsky, 2010) (Figure 8 @). Avant sa
fusion avec le lysosome, I’autophagosome mature peut également fusionner avec un endosome
pour donner un amphisome (Berg et al., 1998; Fader et al., 2009; Liou et al., 1997; Lucocq &
Walker, 1997) (Figure 8@). Cet amphisome est plus acide que I’autophagosome suite a la
fusion avec I’endosome qui posséde des pompes a protons et des protéines membranaires
lysosomales mais pas d’enzymes lysosomales (Eskelinen, 2005). L’amphisome peut ensuite

acquérir les hydrolases en fusionnant avec le lysosome (Dunn, 1990) (Figure 8 ).
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OC’ 2 Figure 8 : Fusion autophagosome/lysosome. @ Aprés
@ °© @ sa fermeture, I’autophagosome mature peut fusionner
L avec un lysosome pour former 1’autophagolysosome. @
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Autophagosome Autophagolysosome endosome pour former un amphisome. ® Cette
amphisome fusionnera ensuite avec le lysosome pour
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Les autophagosomes sont normalement localisés de fagon aléatoire dans le cytoplasme
tandis que les lysosomes ou endosomes sont situés majoritairement au niveau périnucléaire.
Afin de permettre la fusion autophagosome/lysosome, les autophagosomes circulent de fagon
bidirectionnelle le long des microtubules grace aux dynéines et kinésines, protéines motrices,
permettant ainsi leur localisation a proximité des lysosomes (Kimura et al., 2008; Kochl et al.,
2006; Maday et al., 2012; Ravikumar et al., 2005). Il a été mis en évidence que les microtubules
ne sont pas indispensables mais facilitent la fusion autophagosome/lysosome chez les
mammiferes (Fass et al., 2006; Monastyrska et al., 2009). En effet, la déstabilisation des
microtubules conduit a un blocage de la maturation des autophagosomes tandis que leur

stabilisation augmente ce processus (Aplin et al., 1992; Hoyvik et al., 1991; Jahreiss et al.,
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2008; Kochl et al., 2006; Webb et al., 2004; Yu & Marzella, 1986).

La fusion autophagosome/lysosome requiert ensuite I’intervention de plusieurs groupes de
protéines décrit ci-dessous. Le complexe PI3KC3 n’intervient pas uniquement lors de
I’induction de 1’autophagie mais peut également moduler positivement ou négativement la
maturation des autophagosomes. En effet, la protéine UVRAG (UV irradiation resistance
associated gene), interagissant avec BECLINE 1 au sein du complexe PI3KC3, peut interagir
avec la protéine VPS de classe C pour réguler positivement la maturation des autophagosomes
(Liang et al., 2006; Liang et al., 2008).

Par cette interaction, UVRAG peut stimuler I’activation de la GTPase RAB7 impliquée
dans la maturation des autophagosomes (Gutierrez et al., 2004; Jager et al., 2004). Au contraire,
’association de la protéine Rubicon au complexe PI3KC3-UVRAG conduit a I’inhibition de la
maturation des autophagosomes (Matsunaga et al., 2009; Zhong et al., 2009). Le complexe
ESCRT III (endosomal sorting complex required for transport) et la protéine HRS (hepatocyte
growth factor-regulated tyrosine kinase substrate), impliqués dans la biogenése et le transport
des endosomes, sont également requis pour la fusion des autophagosomes avec les endosomes
ou lysosomes (Filimonenko et al., 2007; Lee et al., 2007; Rusten et al., 2007; Tamai et al.,
2007). Les protéines VTIIB, VAMP3 (vesicle-associated membrane protein 3), VAMP7
(vesicle-associated membrane protein 7), appartenant aux protéines SNAREs (soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptors) ainsi que LAMP1 et LAMP2
appartenant aux protéines transmembranaires du lysosome sont également impliquées dans la
fusion autophagosome/lysosome puisqu’une délétion de ces protéines conduit a une inhibition
de ce processus (Atlashkin et al., 2003; Eskelinen, 2005; Eskelinen et al., 2004; Fader et al.,
2009; Tanaka et al., 2000).

Récemment, il a été mis en évidence que PLEKHMI1 (Pleckstrin homology domain
containing protein family member 1), une protéine effectrice de RAB7 localisée a la surface du
lysosome, peut favoriser la fusion autophagosome/lysosome par son interaction avec
I’ensemble des membres de la famille ATG8 via son motif LIR (LC3-interacting region)
(McEwan & Dikic, 2015; McEwan et al., 2015). 1l a également été mis en évidence que les
membres de la famille GABARAP régulent la fusion autophagosome/lysosome en interagissant
avec la kinase PI4KIla (Phosphatidylinositol 4-kinasello) permettant la génération de PI4P
(phosphatidylinositol 4-phosphate) au niveau des autophagosomes, une étape critique a la
fusion avec les lysosomes (Albanesi et al., 2015; Wang et al., 2015).

De maniére intéressante, I’autophagolysosome, généré par la fusion entre un lysosome acide

(0,1 a 1 um) et un autophagosome neutre de plus grande taille (0,5 a 1,5 um), semble présenter
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un pH encore plus bas que le lysosome, suggérant I’existence de mécanismes permettant le
maintien d’un pH acide optimal au sein de I’autophagolysosome (Klionsky et al., 2008; Scott
et al., 2004). 11 a ét¢ suggéré que cette acidification de I’autophagolysosome est réalisée via un
double mécanisme : 1) I’inhibition de mTOR qui conduit a I’activation de TFEB régulant
I’expression des genes du lysosome et ii) la fusion autophagosome/lysosome (Zhou et al.,
2013).

Expos¢ au lumen acide du lysosome et aux hydrolases, la membrane interne de
I’autophagosome ainsi que le contenu de cette vésicule sont ensuite dégradés. Les
macromolécules produites sont ensuite exportées a 1’extérieur de 1’autophagolysosome a 1’aide
de perméases afin d’étre utilisées par la cellule pour les processus anaboliques et la production
d’énergie (Yang & Klionsky, 2009; Yorimitsu & Klionsky, 2005). Les molécules impliquées
dans ce mécanisme restent encore trés peu connues. De plus, une fois I’ensemble des produits
dégrades, il semble que I’autophagolysosome redevienne un lysosome ayant la possibilité d’étre
a nouveau utilis¢é pour I’endocytose ou I’autophagie. Si la dégradation du contenu est
incompléte, I’autophagolysosome peut devenir un corps résiduel contenant des matériaux non

digérables qui sera ¢liminé par exocytose (Eskelinen & Saftig, 2009; Yi & Tang, 1999).

3. Autophagie sélective

3.1. Geéneéralites

L’autophagie sélective permet la dégradation d’organelles endommagées ou superflues
telles que des agrégats ubiquitinylés, des mitochondries (mitophagie), des peroxysomes
(pexophagie) ou des noyaux (nucléophagie) tandis que 1’autophagie non sélective est induite
pour ¢éliminer des parties aléatoires du cytoplasme suite a une carence en acides aminés par
exemple. Ce mécanisme sélectif nécessite I’intervention d’adaptateurs de 1’autophagie qui
permettent I’interaction entre les substrats a dégrader et les autophagosomes permettant ainsi
leur dégradation par autophagie (Figure 9A4). Par exemple, 1’adaptateur p62/SQSTM1 est
impliqué dans la dégradation des agrégats ubiquitinylés en se liant a ’ubiquitine grace a son
domaine UBA (ubiquitin associated) et a LC3 localisé¢ aux autophagosomes grace a son motif
LIR (Bjorkoy et al., 2005; Ichimura et al., 2008; Komatsu et al., 2007; Noda et al., 2008; Pankiv
et al., 2007; Shvets et al., 2008; Vadlamudi et al., 1996) (Figure 9B). p62 a également été
identifié¢e comme interagissant avec LC3A, GABARAP, GABARAPL1 et GABARAPL2

(Pankiv et al., 2007). Apres leur liaison a p62, les protéines ubiquitinylées sont séquestrées par
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I’autophagosome via les membres de la famille ATGS et dégradées par autophagie.

La protéine NBR1 (neighbor of BRCALI) a également été identifiée comme un adaptateur
ayant une structure et des fonctions similaires a p62 (Kirkin et al., 2009b; Lamark et al., 2009;
Waters et al., 2009). En effet, NBR1 interagit avec I’ensemble des membres de la famille ATGS
via son motif LIR et avec 1’ubiquitine via son domaine UBA, permettant ainsi la dégradation
des agrégats ubiquitinylés par autophagie (Kirkin et al., 2009b) (Figure 9B).

NBRI1 et p62 peuvent également interagir ensemble pour permettre la dégradation des
substrats ubiquitinylés et réguler leur agrégation quand 1’autophagie est inhibée (Kirkin et al.,
2009a). Plus récemment, d’autres adaptateurs de 1’autophagie interagissant avec les membres
de la famille ATGS ont été mis en évidence comme la protéine ALFY (autophagy-linked FYVE
protein, également appelée WDFY3). En effet, lors de I’autophagie, ALFY interagit avec p62
associée a des agrégats ubiquitinylés puis avec les protéines de la sous-famille GABARAP
associées aux autophagosomes permettant la dégradation des substrats (Lystad et al., 2014). La
protéine GABARAPLI1 est également impliquée dans ’autophagie sélective du glycogene
appelée glycophagie (Jiang et al., 2010b; Jiang et al., 2011). En effet, GABARAPLI interagit
avec STBD1 (Starch-binding domain-containing protein 1) via son motif LIR permettant ainsi
le ciblage du glycogéne aux autophagosomes et sa dégradation par autophagie. Nous allons

décrire plus particulierement dans le chapitre suivant un type d’autophagie sélective : la

mitophagie.
A
@ Protéine ATGS
OAdaptateur
(D Substrats a dégrader

Figure 9 : Mécanisme de I’autophagie sélective. (A) L’autophagie sélective est réalisée grace a un adaptateur qui va
permettre le recrutement des substrats a dégrader aux autophagosomes. Pour cela, 1’adaptateur interagit avec le substrat
a dégrader et avec 1’autophagosome via les membres de la famille ATGS. (B) Exemple de la dégradation des agrégats
ubiquitinylés. Les adaptateurs p62 et NBR1 peuvent interagir avec 1’agrégat via leur interaction avec 1’ubiquitine et
avec les autophagosomes via leur interaction avec les membres de la famille ATGS, par exemple LC3-11, pour permettre
la dégradation de ces substrats par autophagie sélective.

3.2. Exemple de la mitophagie

La mitophagie est un processus de dégradation sélective des mitochondries qui permet : 1)

I’élimination d’un surplus de mitochondries saines (Figure 10@) et ii) 1’élimination des
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mitochondries endommagées, source d’ERO (especes réactives de 1’oxygene) nocives pour la
cellule (Figure 10 @) (Feng et al., 2013; Kim et al., 2007; Novak, 2012; Schweers et al., 2007,
Youle & Narendra, 2011). Ces deux processus présentent des mécanismes d’action distincts qui
requierent des protéines différentes : la protéine NIX/BNIP3L (Bcl-2/adenovirus E1B 19-kDa-
interacting protein 3 long form) et les protéines PARKIN/PARK?2 et PINK1 (PARK2/PTEN

induced putative kinase 1), respectivement (Figure 10).

{-@ Mitochondrie endommagée
@ ubiquitinylation

e phosphorylation

Lysosome

Phagophore :O Autophagosome Autophagolysosome

LC3-Il

Figure 10 : Mécanisme de la mitophagie. @ Lors de la différenciation des cellules spécialisées, I’expression de la protéine
NIX sur la face externe de la mitochondrie augmente. NIX va ainsi pouvoir interagir avec les membres de la famille ATGS et
permettre la séquestration et la dégradation des mitochondries. @ Lors de la dégradation des mitochondries endommagées,
PINK1 s’accumule au niveau des mitochondries et recrute PARKIN. PARKIN peut ensuite ubiquitinyler les protéines
mitochondriales qui seront reconnues par p62, permettant leur dégradation sélective par mitophagie.

L’¢limination des mitochondries saines survient lors de la différenciation de certaines
cellules spécialisées et est essentielle pour le développement correct des tissus et des organes.
Cette ¢élimination programmeée des mitochondries intervient par exemple lors de la maturation
des réticulocytes (Sandoval et al., 2008; Schweers et al., 2007). En effet, les réticulocytes de
souris présentant une extinction de NIX/BNIP3L sont incapables d’éliminer leurs
mitochondries conduisant & une inhibition de leur maturation en érythrocytes. Néanmoins,
aucune modification de I’autophagie non sélective n’est observée. NIX/BNIP3L située a la

membrane externe des mitochondries permet le recrutement de ces organites aux
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autophagosomes. En effet, NIX/BNIP3L peut interagir grace a son motif LIR avec LC3,
GABARAP et GABARAPLI localisées aux autophagosomes permettant ainsi la séquestration
et la dégradation des mitochondries par mitophagie (Novak et al., 2010) (Figure 10 D).

Les protéines PARKIN et PINKI sont impliquées dans la dégradation sélective des
mitochondries endommagées et dysfonctionnelles en réponse a la dépolarisation de la
membrane (Matsuda et al., 2010) (Figure 10@). Les génes codant PARKIN et PINK1 sont
mutés dans la maladie de Parkinson, mettant en évidence 1’importance de la dégradation des
mitochondries endommagées dans le maintien de I’homéostasie cellulaire (Kitada et al., 1998;
Valente ef al., 2004). Suite a un dommage aux mitochondries, PINK1 s’accumule au niveau de
la membrane externe des mitochondries endommagées permettant la translocation de PARKIN,
une ligase E3 de I’ubiquitine, du cytoplasme a la membrane de ces organites. Une fois localisée
aux mitochondries, la protéine PARKIN ubiquitinyle les protéines mitochondriales telles que
VDACI (voltage dependent anion channel 1), mitofusine 1 et mitofusine 2 conduisant a leur
reconnaissance par p62 et a leur dégradation par autophagie sélective comme décrit
précédemment (Voir paragraphe 1.3.a. « Généralités ») (Gegg et al., 2010; Geisler et al., 2010,
Tanaka et al., 2010) (Figure 10@). En effet, comme décrit précédemment, p62 en tant
qu’adaptateur crée un lien entre les protéines mitochondriales ubiquitinylées et
I’autophagosome. Néanmoins, I’implication de p62 dans I’induction de la mitophagie par
PARKIN est encore soumise a controverse (Ding et al., 2010; Geisler et al., 2010; Lee et al.,
2010b; Narendra et al., 2010; Okatsu ef al., 2010). Dans les mitochondries saines, PINK1 est
importée au niveau de la membrane interne de la mitochondrie ou elle est clivée par PMPCB
(mitochondrial-processing peptidase) et PARL (presenilin-associated thomboid-like protease)
conduisant a sa dégradation. Ceci empéche I’accumulation de PINK 1 au niveau de la membrane
externe et donc la mitophagie de mitochondries saines (Jin ef al., 2010; Meissner et al., 2011).

Récemment, il a été mis en évidence que la protéine AMBRA1 localisée a la membrane des
mitochondries peut interagir avec LC3 via son motif LIR afin de favoriser la mitophagie
dépendante de PARKIN (Strappazzon et al., 2015). De plus, cette étude a suggéré qu’un fort
taux de protéine AMBRAI a la membrane des mitochondries peut induire une mitophagie
indépendante de PARKIN et p62. Une implication de la protéine ULK1 dans la mitophagie a
¢galement été mise en évidence. En effet, la phosphorylation d’ULK1 par AMPK au niveau de
sa Ser555 régule son recrutement au niveau des mitochondries endommagées permettant ainsi

leur dégradation par mitophagie (Tian et al., 2015).
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4. Autophagie et fonctions biologiques

4.1. Induction de I’autophagie

L’autophagie se déroule a taux basal dans la cellule et permet le maintien de ’homéostasie
cellulaire en dégradant et recyclant les constituants cytoplasmiques endommagés pour fournir
de I’énergie et des nutriments. L’autophagie peut également étre induite par différents stress
comme une carence en nutriments, une hypoxie ou encore un stress oxydatif permettant ainsi
la dégradation des constituants cytoplasmiques en métabolites. Ces métabolites pourront
ensuite étre utilisés dans les processus anaboliques et la production d’énergie permettant ainsi
une résistance aux stress et la survie des cellules (Kroemer et al., 2010). Lors de ces stress,
I’autophagie va maintenir le métabolisme cellulaire en fournissant les substrats nécessaires
(Rabinowitz & White, 2010). Néanmoins, lorsque le stress est trop important, I’autophagie peut
¢galement conduire a la mort cellulaire par apoptose (mort cellulaire de type I) ou a la mort
autophagique (mort cellulaire de type II) (Galluzzi et al., 2008). La stimulation de 1I’autophagie
par ces stress implique différentes voies de signalisation que nous détaillerons dans la suite de

ce manuscrit dans le cas du stress oxydant et du stress du RE.

4.2. Autophagie et carence en nutriments

Une carence en nutriments (acides aminés ou glucose) conduit a 1’induction de I’autophagie
dans la plupart des cellules de mammiferes (Boya et al., 2005). Les principales molécules
impliquées dans cette régulation sont mTOR et AMPK et plus récemment les sirtuines.

Ces dernieres sont des désacétylases dépendantes du NAD qui percoivent le stress
environnemental (Haigis & Sinclair, 2010). Les sirtuines sont requises pour I’induction de
I’autophagie par une carence en nutriments ou énergie indépendante de 1’inhibition de mTOR
ou d’un stress du RE (Lee et al., 2008; Morselli et al., 2010). SIRT1 peut désacétyler des
protéines de I’autophagie telles que ATGS, ATG7, LC3 et FOXO3a (Factor forkhead box O3a)
(Kume et al., 2010; Lee et al., 2008) (Figure 11A4). La désacétylation de FOXO3a conduit a
une augmentation de I’expression de la protéine pro-autophagique BNIP3 (Kume et al., 2010).
Suite a une carence en sérum, une autre sirtuine, SIRT2, se dissocie de FOXO]1 conduisant a
son acétylation et favorisant son interaction avec ATG7 et I’induction de I’autophagie (Zhao et

al.,2010) (Figure 11B).
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L’activation d’AMPK varie en fonction du statut énergétique de la cellule et plus
particulierement du ratio AMP/ATP. AMPK peut étre activée apres phosphorylation par
différentes kinases : LKBI1 (liver kinase B1) activée par une déplétion énergétique, CaMKKB
(calcium/calmodulin kinase kinase B) activée par le calcium cytosolique et TAK-1 (TGFRB
activated kinase-1) activée par les cytokines pro-inflammatoires (Hawley et al., 2003; Hawley
et al., 2005; Hurley et al., 2005; Momcilovic et al., 2006; Woods et al., 2005; Woods et al.,
2003) (Figure 11C). SIRT1 et AMPK peuvent agir de fagon coordonnée afin de réaliser une
boucle positive d’amplification (Ruderman et al., 2010). En effet, SIRT1 peut désacétyler
LKBI conduisant a une augmentation de son activité kinase et a sa translocation du noyau au
cytoplasme ou elle peut activer AMPK (Figure 11C). AMPK peut également stimuler
I’activation de SIRT1 de maniére indirecte en augmentant le NAD+ (Lan et al., 2008;
Ruderman et al., 2010).
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Figure 11 : Induction de ’autophagie suite 2 une carence en nutriment ou énergie. Suite a une carence en nutriments ou
¢énergie, 1’autophagie peut étre induite par différents mécanismes : (A) SIRT1 désacétyle les protéines ATGS, ATG7, LC3 et
FOXO03, (B) SIRT2 acétyle FOXO1 favorisant son interaction avec ATG7, (C) les kinases TAK-1, LKBI1 et CaMKKS®3
phosphorylent et activent AMPK conduisant a I’activation du complexe ULK1. La kinase LKB-1 peut étre désacétylée et activée
par SIRT1, (D) les kinases ERK1/2 et AKT inactives ne phosphorylent pas TSC1/TSC2 conduisant a I’activation de ces deux
sous-unités et ainsi a ’inhibition de RHEB et de mTORCI.

Le mécanisme le plus étudié par lequel AMPK régule positivement 1’autophagie est par
inhibition de mTOR. En effet, comme décrit précédemment (Voir paragraphe 1.2.b « Initiation
de autophagie : Complexe ULKI »), lors d’une carence énergétique, AMPK inhibe mTOR et
active ULK1 conduisant a I’induction de I’autophagie (Efeyan & Sabatini, 2010; Gwinn ef al.,
2008; Kim et al., 2008; Lee et al., 2010a). mTOR peut également étre régulée par des molécules
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autres qu’AMPK. En présence de facteurs de croissance, AKT et ERK1/2 sont activées et
phosphorylent une des deux sous-unités TSCI/TSC2 (Tuberous sclerosis complex 1/2)
conduisant a leur inhibition. Ceci conduit a 1’activation de la GTPase RHEB qui peut alors
activer mTOR et inhiber 1’autophagie (Huang & Manning, 2009; Long et al., 2005a; Long et
al., 2005b; Neufeld, 2010) (Figure 11D). En présence d’acides aminés, mTOR peut également
étre activée de facon indépendante de la signalisation AKT/TSC1-TSC2 par les protéines de la
famille des GTPases RAG. Ces protéines interagissent directement avec RAPTOR et recrutent
mTOR a la surface des lysosomes ou cette derniére sera activée par RHEB (Efeyan & Sabatini,

2010; Kim et al., 2008; Sancak ef al., 2010; Sancak et al., 2008).

4.3. Autophagie et stress oxydant

Un stress oxydant est caractéris¢€ par une présence ¢levée d’ERO. Ces ERO représentent un
groupe de molécules incluant 1’anion superoxide (O2e-), le radical hydroxyl (OHe) et le
peroxyde d’hydrogéne (H202). Ces molécules sont synthétisées au sein de la cellule par le
métabolisme de I"oxygeéne et agissent comme des molécules de signalisation importantes
lorsqu’elles sont présentes a faible taux (Gough & Cotter, 2011).

Les ERO ont été identifiées comme des inducteurs précoces de 1’autophagie suite a une
carence en nutriments (Filomeni ef al., 2015; Filomeni et al., 2010; Levonen et al., 2014). Lors
d’une carence en nutriments, H>O» oxyde ATG4 ce qui bloque principalement son activité de
délipidation et conduit & une augmentation de la formation de LC3-II (Scherz-Shouval ef al.,
2007) (Figure 12 @). De plus, les ERO peuvent inhiber mTOR directement (Liu et al., 2008)
ou indirectement par le biais par exemple d’AMPK conduisant a 1’induction de 1’autophagie.
En effet, une carence en oxygene induit une augmentation du ratio AMP/ATP et active AMPK
qui peut ainsi, comme décrit précédemment (Voir paragraphe 1.2.b « Initiation de
Pautophagie : Complexe ULKI ») inhiber mTOR ou phosphoryler ULK1 (Alexander et al.,
2010; Egan et al., 2011a; Egan et al., 2011b; Gwinn et al., 2008; Inoki et al., 2003; Kim et al.,
2011a). AMPK est sensible au stress oxydatif et peut étre phosphorylée par la kinase AMPKK
(AMPK kinase) suite a I’accumulation d’H>0», conduisant a son activation et a une induction
indirecte de 1’autophagie (Choi et al., 2001) (Figure 12 @). Les ERO peuvent également activer
des MAPK telles que JNK1 qui active I’autophagie (Wong et al., 2010) ou peuvent moduler
I’activité de facteurs de transcription tels que NF-«kB (Nuclear factor kappa B) conduisant a
I’induction de I’expression de genes impliqués dans 1’autophagie comme bécline 1 ou p62

(Boyer-Guittaut et al., 2014; Chen et al., 2008; Djavaheri-Mergny et al., 2006).
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L’hypoxie (diminution de I’apport en oxygene) est également un inducteur de I’autophagie.
L’hypoxie induit la production d’ERO conduisant a la stabilisation de HIF-la (Hypoxia-
inducible factor-1a) (Chandel et al., 2000). HIF-1a induit la transcription de bnip3 et nix qui
vont perturber 1’interaction inhibitrice entre BECLINE 1 et BCL-2 permettant le relargage de
BECLINE 1 et son activation (Bellot et al., 2009) (Figure 123). 1l a également été mis en
évidence que cette augmentation de I’expression de BNIP3 conduit a 1’induction de la
mitophagie (Zhang et al., 2008). Pendant I’hypoxie, I’autophagie peut également étre induite
par AMPK ou la réponse UPR (Unfolded protein response) de manicre indépendante de HIF-
la (Mazure & Pouyssegur, 2010; Papandreou et al., 2008; Rouschop et al., 2010).
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AMPKK I @ ubiquitinylation
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Figure 12 : Lien entre autophagie et stress oxydant. Les ERO régulent I’autophagie par différents mécanismes tels que : @
L’oxydation d’ATG4 conduisant & I’accumulation d’autophagosomes,@ [I’activation de la voie AMPK induisant ainsi
Pactivation du complexe ULK1, @ la rupture de I’interaction BECLINE 1 et BCL-2 conduisant ainsi a la libération de
BECLINE 1 disponible pour I’autophagie, @ I’altération de I’homéostasie mitochondriale conduisant & I’activation de la
mitophagie. L’autophagie inhibe ainsi I’accumulation d’ERO par I’élimination des mitochondries endommagées, ® Ia
dégradation de KEAP1 par autophagie sélective et I’expression des génes antioxydants régulés par NRF2.

%

Noyau

Les mitochondries représentent la source majeure d’ERO intracellulaires par la fuite
d’électrons lors de la phosphorylation oxydative (Murphy, 2009; St-Pierre et al., 2002). Lors
de dysfonctions mitochondriales, les ERO sont produites de maniére trés importante et peuvent

conduire a une accumulation de protéines, lipides et ADN oxydés, un déséquilibre redox et a
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un stress oxydant (Cross et al., 1987; Fruehauf & Meyskens, 2007; Poli et al., 2004). Dans ce
cas, ’autophagie sélective va étre induite pour éliminer les mitochondries endommagées par
mitophagie grace a la voie PARKIN-PINKI1 (Voir paragraphe 1.3.b « Exemple de la
mitophagie ») permettant ainsi I’élimination de la source du stress oxydatif et la protection des
cellules contre les dommages qui en découlent (Hill et al., 2012; Kim et al., 2007; Zhang, 2013)
(Figure 12@).

L’autophagie peut également ¢liminer le stress oxydatif en régulant la voie NRF2/KEAP1
(nuclear factor erythroid 2-related factor 2/kelch-like ECH-associated protein 1) et p62
(Komatsu et al., 2010; Lau et al., 2010). p62 phosphorylée peut interagir avec KEAP1 et
I’emmener aux autophagosomes conduisant a sa dégradation sélective (Ichimura et al., 2013;
Taguchi et al., 2012). Ceci conduit a la libération de NRF2 qui peut alors étre transloquée au
noyau et activer des génes antioxydants : glutathion peroxidase, superoxide dismutase et
thioredoxine par exemple (Ma, 2013; Villeneuve et al., 2010) (Figure 12®). En condition
normale, NRF2 est séquestrée par KEAP1 et inactivée aprés dégradation par le protéasome.
Lors d’un stress oxydatif, KEAP1 est inhibée suite a I’inhibition de son activité ubiquitine ou
séquestrée par son interaction avec p62 conduisant a un blocage de la dégradation de NRF2 et

son activation.

4.4. Autophagie et stress du RE

Suite a Iaccumulation de protéines mal repliées, la réponse UPR diminue la synthése
protéique et restaure 1’homéostasie cellulaire en régulant 1’activité de facteurs de transcription
permettant ainsi la survie des cellules (Hetz, 2012; Rutkowski & Hegde, 2010). La réponse
UPR fait intervenir trois voies de signalisation : PERK (PKR-like eIF2a kinase ou EIF2AK3),
ATF6 (activating transcription factor-6) et IRE1 (inositol requiring enzyme 1).

La réponse UPR peut induire 1’autophagie pour permettre aux cellules de survivre face a
ces conditions défavorables (Buchberger ef al., 2010). En effet, PERK induit 1’autophagie
principalement en régulant de fagon transcriptionnelle les génes impliqués dans ce mécanisme.
Lors de la réponse UPR, PERK phosphoryle et inactive elF2a (eukaryotic initiation factor-2a)
conduisant a une inhibition de la synthése protéique (Ron & Walter, 2007). Il a été mis en
¢vidence que la voie PERK/elF2a augmente la transcription des ARNm LC3, ATGS et ATG12
en régulant les facteurs de transcription ATF4 (Activating transcription factor 4) et CHOP
(C/EBP Homologous protein) conduisant ainsi a une induction de 1’autophagie (B'Chir et al.,

2013; Kouroku et al., 2007; Milani et al., 2009; Rouschop et al., 2010; Talloczy et al., 2002).
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ATFG6 peut également induire 1’autophagie en participant avec PERK a I’activation du facteur
de transcription CHOP. La voie PERK/elF2a peut également phosphoryler et activer NF-kB
conduisant ainsi a I’induction de 1’autophagie (Deng et al., 2004).

De son c6té, IRE1 est également responsable de 1’induction de 1’autophagie (Ogata et al.,
20006). Lors de la réponse UPR, IRE1 interagit avec TRAF2 (TNF receptor-associated factor 2)
conduisant a la phosphorylation de JNK1 (Urano et al., 2000). JNK1 activée peut ensuite
phosphoryler BCL-2 conduisant a sa dissociation de BECLINE 1 et a I’induction de
I’autophagie (Lei & Davis, 2003; Wei et al, 2008; Yamamoto et al., 1999). La voie
IRE1/TRAF2 peut également permettre I’activation de NF-kB et I’induction de I’autophagie
(Kaneko et al., 2003). Néanmoins, d’autres études ont mis en évidence une inhibition de
I’autophagie par IRE1. En effet, I’inhibition d’IRE1 ou de son effecteur en aval XBP-1 (X-box
binding protein 1) conduit a I’induction de I’autophagie (Hetz et al., 2009; Vidal & Hetz, 2013).
ATF6, ayant pour cible XBP1, pourrait également réguler négativement I’autophagie. Lors d’un
stress du RE, dans des cellules neuronales, il a également été mis en évidence que la voie
IRE1/TRAF2 inhibe le flux autophagique (Lee et al., 2012). Ces résultats suggerent qu’IRE1
pourrait étre impliquée dans un rétrocontrdle négatif de I’autophagie afin d’empécher une

induction excessive de I’autophagie par PERK.

5. Autophagie et pathologies

L’autophagie jouant un rdle dans de nombreux processus biologiques, sa dérégulation est
souvent associée a des pathologies telles que les maladies neurodégénératives, les maladies
cardiaques, les maladies infectieuses, le diabéte de type II, la mucoviscidose et le cancer
(Levine & Kroemer, 2008; Wirawan et al., 2012). Ces maladies sont caractérisées, pour la
plupart, par une accumulation de protéines mutées ou mal repliées et a une déficience en
autophagie ne permettant pas 1’élimination de ces protéines. C’est le cas par exemple de la
mucoviscidose, de nombreuses myopathies et des maladies neurodégénératives (Grumati et al.,
2010; Luciani et al., 2010; Pickford et al., 2008; Roze et al., 2010; Spencer et al., 2009). 11 a
¢té mis en évidence que 1’autophagie peut, en éliminant les agrégats de protéines mutées ou mal
repliées, prévenir la survenue de ces pathologies (Frake et al., 2015; Knaevelsrud & Simonsen,
2010; Williams et al., 2006). L’autophagie présente également un réle dans le cancer.

Néanmoins, le role de 1’autophagie dans le cancer est complexe puisque 1’autophagie peut avoir
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un role pro- ou anti-tumoral selon le type de tumeur et le stade de développement. Nous

détaillerons plus particulierement ici ce lien étroit entre autophagie et cancer.

II. AUTOPHAGIE ET CANCER
1. Historique

1.1. Délétion des genes de ’autophagie dans le cancer

Le cancer est I’'une des premiéres maladies identifiées comme étant liées a des dysfonctions
de I’autophagie (Levine & Kroemer, 2008; Mathew ef al., 2007a). Initialement, I’autophagie a
¢té mise en évidence comme un mécanisme suppresseur de tumeur suite a I’observation de la
délétion mono-allélique de BECLINE 1, dans de nombreux cancers du sein, des ovaires et de la
prostate (Liang ef al., 1999). Une faible expression protéique de BECLINE 1, membre du
complexe PI3K(C3, a également été observée dans les tissus de cancer du sein, du cerveau et
des ovaires comparativement aux tissus sains (Liang et al., 1999; Miracco et al., 2007). La
surexpression du géene BECLINE 1 dans les cellules de cancer du sein MCF-7 conduit a une
augmentation de I’autophagie associée a une inhibition de la prolifération et de la clonogénicité
in vitro et de la croissance tumorale in vivo (Liang et al., 1999). De plus, les souris hétérozygotes
BECLINE I développent de maniére spontanée de nombreuses tumeurs malignes comme des
lymphomes, des carcinomes du poumon et du foie (Liang et al., 1999; Qu et al., 2003; Yue et
al., 2003). Les cellules hépatiques et mammaires déficientes en BECLINE [ présentent
¢galement un pouvoir tumorigéne plus important que les cellules sauvages (Karantza-
Wadsworth et al., 2007; Mathew et al., 2007b). L’ensemble de ces résultats a suggéré un role
suppresseur de tumeur de BECLINE 1 et donc de 1’autophagie. D’autres constituants du
complexe PI3KC3, qui sont nécessaires a son activité autophagique, sont également délétés
dans de nombreux cancers et présentent un role suppresseur de tumeur comme UVRAG, BIF'1
(bax-interacting factor 1) et AMBRAI. UVRAG est fréquemment délétée de maniere mono-
allélique dans les cancers du colon. De plus, sa surexpression inhibe la prolifération et la
tumorigénécité des cellules dérivées de cancer du cdlon (Liang ef al., 2006). La délétion de
BIFI, qui interagit avec BECLINE 1 via UVRAG, ou d’un alléle d’AMBRAI conduit au
développement de tumeurs spontanées (Cianfanelli ez al., 2015; Takahashi ef al., 2007).

Des résultats similaires ont été obtenus pour d’autres acteurs de I’autophagie. En effet,
ATGS possede un role suppresseur de tumeur dans un modele de xénogreffe de souris (Yousefi

et al., 2006). De plus, les souris présentant une déficience en autophagie suite a I’extinction
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d’ATGS5 dans I’ensemble des cellules de 1’organisme ou suite a I’extinction d’47G7 dans un
organe spécifique tel que le foie développe de maniére spontanée des tumeurs bénignes du foie
(Takamura et al., 2011). L’extinction d’ATG4C, une cystéine protéase impliquée dans la
lipidation de LC3, favorise le développement de fibrosarcome induit chimiquement chez la
souris (Marino et al., 2007).

Au-dela du réle des protéines ATG comme suppresseur de tumeur, la régulation de
I’autophagie semble également étroitement liée au cancer (Botti et al., 2006; Morselli et al.,
2011). En effet, plusieurs oncogeénes, fréquemment activés dans le cancer, sont connus pour
inhiber 1’autophagie comme par exemple PI3K, AKT et BCL-2 (Cully et al., 2006; Maiuri et
al., 2007; Pattingre et al., 2005). Au contraire, les génes suppresseurs de tumeur, fréquemment
mutés ou délétés dans le cancer, stimulent 1’autophagie comme par exemple p53, PTEN
(Phosphatase and tensin homolog), DAPK (death-associated protein kinase) ou TSC1/TSC2
(Crighton et al., 2006; Cully et al., 2006; Feng et al., 2005; Gozuacik & Kimchi, 2006;
Schwartz et al., 2007).

L’ensemble de ces résultats suggere un réle suppresseur de tumeur de 1’autophagie.
Néanmoins, le role de I’autophagie dans le cancer est beaucoup plus complexe. En fonction du
type de tumeur et du stade de développement, I’autophagie peut avoir un role pro-tumoral ou
anti-tumoral (Avalos et al., 2014; Kenific & Debnath, 2015; White, 2012). Le role de
I’autophagie au cours des différentes étapes de la croissance tumorale : de la tumorigenése a la

formation des métastases est décrit ci-dessous.

2. Autophagie et tumorigenése

2.1. Régulation des stress oxydants, des dommages a I’ADN et de ’inflammation

Lors des étapes précoces de la tumorigenese, transformation d’une cellule normale en
cellule cancéreuse, I’autophagie agit comme un suppresseur de tumeur. En effet, I’autophagie
protege les cellules contre une production excessive d’ERO. Il a été mis en évidence qu’une
augmentation de la production d’ERO accélére la mutagenese, augmente 1’activité des
oncogenes conduisant a la stimulation de la tumorigenese (Goetz & Luch, 2008; Marnett, 2000)
(Figure 13 @). L’autophagie élimine les ERO par le biais de la mitophagie ou de la voie
NRF2/KEAP1 comme décrit précédemment (Voir paragraphe 1.4.c « Autophagie et stress
oxydant ») (Debnath, 2011; Morselli et al., 2009). Ainsi, dans de nombreux modéles,
I’inhibition de I’autophagie suite a I’extinction d’ATGS5 et ATG7 conduit a un stress oxydatif
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chronique, une accumulation de mitochondries endommaggées, des dommages tissulaires, de
I’inflammation et de l’instabilité génomique qui favorisent I’initiation tumorale (Karantza-
Wadsworth et al., 2007; Komatsu et al., 2005; Mathew et al., 2007b; Takamura et al., 2011).
L’autophagie peut également inhiber la tumorigenése en ¢liminant les agrégats
ubiquitinylés et p62. En effet, une déficience en autophagie conduit a une accumulation
d’agrégats protéiques et de p62 associés a une augmentation de la production d’ERO et a
I’activation de la réponse aux dommages a I’ADN (Komatsu et al., 2007; Mathew et al., 2009).
De plus, le développement tumoral observé dans les cellules déficientes en autophagie est
inhib¢ suite a I’inactivation de p62, suggérant que p62 favorise la formation des tumeurs (Guo

et al.,2011b; Inami et al., 2011; Mathew et al., 2009; Takamura et al., 2011).
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Figure 13 : Rdles pro- et anti-tumoral de ’autophagie dans le cancer. Le role de ’autophagie dans le cancer varie en
fonction du stade de développement. Durant les étapes précoces du développement tumoral, I’autophagie joue un réle protecteur
en ¢liminant les dommages & I’ADN et I’inflammation induite par les ERO conduisant a I’inhibition de la tumorigenése (D ®).
Durant les stades plus tardifs, 1’autophagie présente un réle pro-tumoral en ¢liminant les stress métaboliques et en produisant
les nutriments nécessaires a la survie des cellules cancéreuses (® @). 11 existe également une forte interaction entre les cellules
du stroma tumoral et les cellules cancéreuses. Les cellules cancéreuses en hypoxie induisent la formation d’ERO qui va activer
I’autophagie dans les cellules du stroma produisant ainsi des nutriments énergétiques nécessaires a la survie des cellules
cancéreuses et & leur prolifération®.

L’autophagie est également impliquée dans plusieurs étapes de la réponse immunitaire
innée et adaptative et participe ainsi a la réponse immunitaire anti-tumorale qui empéche
I’établissement et la prolifération des cellules cancéreuses (Deretic et al., 2013; Maet al., 2013).
Ainsi, I’inhibition de ’autophagie empéche la reconnaissance des cellules cancéreuses par le

systéme immunitaire conduisant a la survie de ces cellules. L’autophagie lutte aussi contre

50



Introduction

I’inflammation, décrite comme un risque important dans I’initiation du cancer tel que le cancer
du foie (Brenner et al., 2013; Deretic et al., 2013; Levine et al., 2011; Sakurai et al., 2008)
(Figure 13 @). En effet, la tumorigenése est stimulée par un microenvironnement inflammatoire
qui présente un fort taux d’ERO et de nombreuses cytokines (Coussens et al., 2013). Plusieurs
¢tudes ont montré qu’une déficience en autophagie suite a la délétion d’ATG16L, BECLINE 1
ou LC3 induit I’accumulation de mitochondries endommagées et d’ERO conduisant a
I’induction de I’inflammation associée a une augmentation du taux d’IL-1p (Interleukine-1p)
et IL-18 (Interleukine-18) (Bensaad et al., 2009; Nakahira et al., 2011; Saitoh et al., 2008; Zhou
et al, 2011). En effet, les ERO activent les facteurs pro-inflammatoires tels que
I’inflammasome NLRP3 (NOD-like receptor family pyrin domain containing 3), un complexe
multi-protéiques responsable de la maturation et de la sécrétion de ces cytokines pro-
inflammatoires (Bensaad et al., 2009; Zhou et al., 2011). D’autres études ont également
confirmé le rle négatif de ’autophagie dans I’inflammation (Dupont et al., 2011; Lupfer et al.,
2013). De plus, il a été mis en évidence que des protéines de 1’inflammasome peuvent étre
ubiquitinylées permettant leur interaction avec p62 et la dégradation du complexe par
autophagie sélective (Shi et al, 2012). Un défaut d’autophagie conduit donc a un
environnement inflammatoire qui contribue a ’initiation du cancer. Néanmoins, le lien entre
cytokines inflammatoires et cancer reste encore a établir du fait du réle pro- et anti-tumoral de

ces molécules en fonction du contexte tumoral.

2.2. Activation d’oncogénes et transformation cellulaire

La transformation cellulaire requiert I’intervention de genes spécifiques, impliqués dans la
prolifération cellulaire, appelés proto-oncogenes. Suite aux instabilités génomiques et aux
mutations, ces proto-oncogenes vont devenir des oncogenes qui vont favoriser la croissance
incontrolée des cellules conduisant a la survenue du cancer. Il existe de nombreux oncogenes
connus pour moduler 1’autophagie tels que MYC (myelocytomatosis oncogene) (Tsuneoka et
al., 2003) ou encore RAF et RAS. Nous nous intéresserons plus particuliérement ici aux
protéines de la famille RAS présentes sous plusieurs isoformes N, K et H et mutées dans 33%
des cancers humains (Jemal et al., 2010; Jiang et al., 2009; Karnoub & Weinberg, 2008).
L’oncogene ras code une protéine G monomérique impliquée dans la régulation de la division
cellulaire en réponse a la stimulation par des facteurs de croissance.

Lors de la transformation cellulaire, 1’activation d’oncogénes conduit a un stress important

des cellules induisant ainsi la mort cellulaire et la sénescence, deux mécanismes onco-
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suppresseurs. Il a été suggéré que I’autophagie pourrait agir en tant que suppresseur de tumeur
en favorisant la mort cellulaire et la sénescence induite par ces oncogenes et en éliminant les
stress oxydants (Figure 13@). En effet, I’activation d’oncogénes provoque un stress
considérable chez les cellules saines qui peut étre interrompu par un arrét définitif de la
prolifération appelé sénescence (lannello & Raulet, 2013). Il a été mis en évidence dans des
cellules épithéliales d’ovaires que 1’expression ectopique de HRAS conduit a une augmentation
de I’expression de BECLINE 1 et a une augmentation de la mort cellulaire par autophagie
limitant la transformation de ces cellules (Elgendy et al., 2011). De maniére similaire,
I’extinction d’ATGS5 et ATG7 par shRNA (small hairpin RNA) empéche la sénescence induite
par les oncogénes dans des cellules primaires exprimant les oncoprotéines mutées BRAF V600E
et HRASC!'?V (Liu et al., 2013b; Young et al., 2009). De plus, I’expression ectopique d’ATG5
ou l’induction de I’autophagie par des traitements pharmacologiques dans des mélanocytes
primaires conduit a une inhibition de leur capacité a former des colonies (Liu et al., 2013b). 11
a également été mis en évidence que la délétion d’4TG7 dans des souris exprimant BRAFY600E
conduit a une augmentation du stress oxydant et a une augmentation de la croissance tumorale
précoce des cellules de cancer du poumon (Strohecker et al., 2013).

L’autophagie peut également avoir un role pro-tumoral lors de la transformation cellulaire
par un oncogene en permettant aux cellules de survivre aux stress métaboliques (Figure 13 @).
En effet, la délétion d’ATG7 dans les souris exprimant BRAFV6%E conduit également a une
inhibition de la progression des cellules vers un phénotype plus agressif et augmente la survie
de ces souris (Strohecker et al., 2013). Plusieurs études ont mis en évidence que les protéines
HRAS et KRAS mutées peuvent induire 1’autophagie dans différents types de cancers tels que
le cancer du colon, du sein, du col de I'utérus ou du pancréas (Guo et al., 2011b; Kim et al.,
2011b; Kim et al.,2011c; Wuet al.,2011; Yang et al., 2011). L’inhibition de I’autophagie dans
ces lignées cellulaires conduit a I’accumulation de mitochondries non fonctionnelles et a une
diminution de la croissance cellulaire (Guo et al., 2011b; Kim et al., 2011c; Lock et al., 2011;
Yang et al., 2011). De maniére similaire, la délétion d’ATGS5 ou ATG7 in vivo conduit a une
inhibition de la progression tumorale dans un mod¢le cellulaire de cancer du pancréas et du
poumon induit par KRASY!?P ou BRAFY®%E (Rosenfeldt er al., 2013; Strohecker et al., 2013;
Yang et al., 2014). La délétion d’ATG7 conduit a une accumulation de mitochondries et
diminue la croissance cellulaire conduisant a la régression des adénocarcinomes en
oncocytomes (tumeurs bénignes caractérisées par une accumulation de mitochondries) (Guo et
al., 2011b; Guo et al., 2013; Rao et al., 2014). De plus, I’autophagie est nécessaire a la survie

des cellules exprimant HRAS, KRAS ou BRAF lors d’une carence en nutriments. Ainsi,
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I’inhibition de la transformation par HRAS, KRAS ou BRAF suite a I’inhibition de I’autophagie
est associée a une diminution de la phosphorylation oxydative et de la glycolyse (Guo et al.,
2011b; Lock et al., 2011; Strohecker et al., 2013; Yang et al., 2011). En effet, KRAS et BRAF
conduisent a une diminution du taux d’acétyl-CoA nécessaire au cycle TCA (Tricarboxylic
acid) par différents mécanismes (Chun et al, 2010; Zheng et al., 2009). Les cellules
cancéreuses exprimant RAS ou RAF requic¢rent donc I’autophagie afin de subvenir a leurs

besoins métaboliques rendant ainsi ces cellules dépendantes a ce mécanisme pour leur survie.

3. Autophagie et progression tumorale

3.1. Régulation de I’hypoxie et des stress métaboliques

Lors de la progression tumorale, I’autophagie représente un mécanisme pro-tumoral en
permettant aux cellules cancéreuses de s’adapter a 1’ischémie (carence en glucose et hypoxie)
dans un environnement défavorable a leur croissance et leur survie (Figure 13 3). Les régions
hypoxiques de la tumeur sont caractérisées par un taux ¢levé d’autophagie associé a une survie
des cellules cancéreuses (Debnath, 2011; Degenhardt et al., 2006; Karantza-Wadsworth et al.,
2007; Mathew et al., 2007b). En effet, I’autophagie peut étre induite par I’hypoxie comme décrit
précédemment (Voir paragraphe 1.4.c « Autophagie et stress oxydant »). L ’inhibition de
I’autophagie suite a ’extinction de BECLINE 1, ATG5 ou ATG7 conduit a une mort cellulaire
induite par I’hypoxie. L’induction de 1’autophagie est donc nécessaire pour éliminer la
production d’ERO induite par hypoxie et constitue alors un mécanisme de survie (Brahimi-
Horn et al., 2011; Mazure & Pouyssegur, 2010; Rouschop et al., 2009).

De plus, les cellules cancéreuses requierent des besoins énergétiques supérieurs aux cellules
normales. Ces besoins peuvent étre satisfaits par une induction de 1’autophagie permettant ainsi
I’obtention d’ATP et d’intermédiaires métaboliques (Eng & Abraham, 2011; Rabinowitz &
White, 2010; White, 2012). En effet, la dégradation des protéines par autophagie généere des
acides aminés qui alimenteront le cycle TCA pour maintenir le métabolisme mitochondrial. Les
lipides et les glucides dégradés peuvent également étre utilisés pour fournir du pyruvate et de
I’acétyl-CoA au cycle TCA. De ce fait, une déficience en autophagie dans les cellules tumorales
conduit a un déficit en ATP, une déplétion des intermédiaires du cycle TCA et une production
aberrante d’ERO (Guo et al., 2011b; Karantza-Wadsworth et al., 2007; Mathew et al., 2009;
Mathew et al., 2007b; Yang et al., 2011). L’ensemble de ces études suggere un role de

I’autophagie dans la régulation du métabolisme des cellules cancéreuses leur permettant ainsi
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d’obtenir les substrats nécessaires a une prolifération rapide.

3.2. Autophagie, métastases et transition épithélio-mésenchymateuse

La progression tumorale et I’agressivité sont caractérisées par la formation de métastases,
qui requiert la capacité¢ des cellules cancéreuses a migrer vers des organes a distance du site
initial (Sethi & Kang, 2011; Valastyan & Weinberg, 2011). Le réle de I’autophagie lors de la
formation des métastases est complexe puisque des €tudes ont mis en évidence un role pro- et
anti-métastatique de 1’autophagie (Kenific et al., 2010) (Figure 13@). Durant les stades
précoces des métastases, 1’autophagie présente un rdle anti-métastatique. En effet, I’autophagie
facilite la survie des cellules tumorales en conditions de stress métabolique et d’hypoxie en
restreignant la nécrose et I’inflammation, deux mécanismes nécessaires aux métastases
(Degenhardt et al., 2006; DeNardo et al., 2008; Tlsty & Coussens, 2006). L’autophagie peut
¢galement activer la libération de HMGBI1 (High mobility group box 1) conduisant a
I’induction d’une réponse immunitaire anti-tumorale et a I’inhibition des métastases (Apetoh et
al., 2007; Yang et al., 2010). Durant les stades plus avancés, 1’autophagie a un role pro-
métastatique. L’inhibition de ’autophagie apres délétion de FIP200 conduit a une diminution
du potentiel métastatique associée a une accumulation de mitochondries endommagées (Wei et
al., 2011). De plus, une augmentation de 1’autophagie est associée a une augmentation des
métastases et a un mauvais pronostic chez les patients atteints de mélanomes et de cancer du
sein (Lazova et al., 2012; Ma et al., 2011). En effet, ’autophagie permet la résistance des
cellules pré-métastatiques a I’anoikis, une mort cellulaire induite suite a leur détachement de la
matrice extracellulaire (Debnath, 2008; Lock & Debnath, 2008). Le détachement des cellules
de la tumeur primaire induit des modifications du métabolisme cellulaire telles qu’une
diminution du taux d’ATP et une augmentation de la production d’ERO conduisant a
I’induction de I’autophagie et a une résistance a 1’anoikis (Buchheit et al., 2012; Fung et al.,
2008; Lock et al., 2011; Paoli et al., 2013). Ainsi, I’inhibition de I’autophagie dans des cellules
de carcinome hépatocellulaire conduit a une diminution des métastases de poumon en réduisant
la résistance a I’anoikis et la colonisation du poumon par les cellules (Peng et al., 2013).
L’induction de ’autophagie lors du détachement de la matrice extracellulaire permet ainsi le
maintien du métabolisme des cellules jusqu’a leur attachement a une nouvelle matrice
extracellulaire (Guadamillas et al., 2011; Lock & Debnath, 2008). L’autophagie peut ¢galement
favoriser les métastases en induisant la dormance des cellules métastatiques qui ne parviennent

pas a interagir avec la matrice extracellulaire du nouveau site (Lu et al., 2008).
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La transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) est caractérisée par la perte des propriétés
¢épithéliales associée a 1’acquisition des propriétés mésenchymateuses conduisant a une
augmentation de la mobilité cellulaire et permettant ainsi la formation de métastases (Lamouille
et al., 2014). Comme sur la formation de métastases, I’autophagie posséde un réle double sur
la TEM. Il a ét¢ mis en évidence que 1’autophagie augmente I’invasion des cellules de
carcinome hépatocellulaire en augmentant la TEM (Li et al., 2013). Une autre étude a
¢galement suggéré que I’autophagie favorise I’invasion des cellules de cancer des voies biliaires
en induisant la TEM (Nitta et al., 2014). L’induction de I’autophagie par HIF-1a dans des
cellules de cancer du pancréas conduit également a une augmentation de la TEM (Zhu et al.,
2014). Au contraire, il a ét¢é montré que I’autophagie peut inhiber la migration et I’invasion
cellulaire en réduisant la TEM suite a une diminution de 1’expression de SNAIL et SLUG, deux
facteurs de transcription régulateurs de ce processus (Catalano et al., 2015). De plus,
I’autophagie peut inhiber la TEM en permettant la dégradation de SNAIL et TWIST, deux
facteurs de transcription régulant ce processus, par autophagie sélective (Lv et al., 2012; Qiang
& He, 2014). 11 a également été¢ mis en évidence que la TEM peut induire 1’autophagie de
manicre indirecte en régulant des répresseurs ou inducteurs de ce mécanisme. Cette autophagie
induite par la TEM semble permettre aux cellules cancéreuses de résister aux traitements en

régulant la réactivité des lymphocytes T cytotoxiques (Akalay et al., 2013).

3.3. Autophagie et stroma tumoral

Le microenvironnement tumoral ou stroma tumoral est un compartiment complexe qui
encercle la tumeur et est composé¢ de myofibroblastes ou fibroblastes associés aux cellules
cancéreuses, de matrice extracellulaire, de cellules immunitaires, de vaisseaux sanguins et
lymphoides et d’autres molécules extracellulaires (Kalluri & Zeisberg, 2006). Ce stroma, et en
particulier les myofibroblastes, influence la croissance et la progression tumorale. En effet, les
myofibroblastes peuvent favoriser la survie des cellules cancéreuses, la vascularisation de la
tumeur, la mobilité des cellules, les métastases, la TEM et la résistance aux traitements anti-
cancéreux (Andre et al., 2010; Giannoni et al., 2010; Kim et al., 2003; Pietras & Ostman, 2010;
Vered et al., 2007; Vered et al., 2009; Wang et al., 1996).

Le stroma tumoral est caractérisé par la présence de différents stress tels que I’hypoxie, un
taux ¢levé d’ERO, des stress métaboliques et une carence en facteurs de croissance qui peuvent
induire 1’autophagie en particulier dans les myofibroblastes (Maes et al., 2013; Martinez-

Outschoorn et al., 2010a; Martinez-Outschoorn et al., 2011b; Martinez-Outschoorn et al.,
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2010c; Pavlides et al., 2010; Sotgia et al., 2012a). De nombreuses études ont mis en évidence
des différences d’activité autophagique entre la tumeur et le stroma tumoral et un nouveau
modele appelé «Autophagie du stroma tumoral» a été proposé par les auteurs (Bensaad et al.,
2006; Lisanti et al., 2010; Martinez-Outschoorn et al., 2011a; Pavlides et al., 2012; Zhao et al.,
2013) (Figure 133). Dans ce modele, les cellules cancéreuses peuvent induire un stress
oxydatif dans les fibroblastes adjacents conduisant a une augmentation de la production d’ERO
et a la conversion des fibroblastes en myofibroblastes. Ce stress active les facteurs de
transcription HIF-1a et NF-xB dans le stroma par un mécanisme paracrine conduisant a
I’induction de l’autophagie et de la mitophagie dans ce microenvironnement. Cette
augmentation de 1’autophagie dans le stroma tumoral permet aux myofibroblastes de survivre
a la sénescence et induit la sécrétion de nutriments énergétiques recyclés tels que le lactate qui
alimentera les cellules cancéreuses durant la croissance tumorale et le processus métastatique
(Bonuccelli et al., 2010; Castello-Cros et al., 2011; lozzo, 2011; Martinez-Outschoorn et al.,
2010b). De plus, la production d’ERO dans les myofibroblastes augmente les dommages a
I’ADN et I’'instabilit¢ génomique des cellules cancéreuses, des mécanismes essentiels a la
progression tumorale.

Contrairement au modele initial appelé « Warburg Effect » suggérant que les cellules
cancéreuses dépendaient principalement de la glycolyse durant la croissance tumorale, les
cellules cancéreuses sont maintenant décrites comme présentant une diminution du flux
autophagique, une phosphorylation oxydative ¢élevée et une forte production d’ERO. Les
cellules du stroma, quant a elles, présentent un flux autophagique élevé permettant le recyclage
des nutriments nécessaires aux cellules cancéreuses adjacentes. Ce modele a été confirmé par
une analyse transcriptionnelle qui a démontré que plus de 95 génes codant des protéines de la
biogeneése et des fonctions mitochondriales sont régulés positivement dans les cellules
humaines de cancer du sein (Sotgia et al., 2012b). Parmi ces geénes, 40 sont impliqués dans la
traduction des protéines mitochondriales de la phosphorylation oxydative. De manicre
intéressante, ces genes ne sont pas exprimés ou a faible taux dans les cellules du stroma et
I’expression de certains geénes est associée a un mauvais pronostic. Les cellules cancéreuses
peuvent donc reprogrammer les myofibroblastes pour leur permettre d’entrer en glycolyse et de
sécréter des nutriments €nergétiques qui alimenteront directement la phosphorylation oxydative

des cellules cancéreuses.
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4. Membres de la famille ATGS et cancer

Au cours de mon travail de thése, j’ai plus particulierement étudié comme acteurs de
I’autophagie, les membres de la famille ATG8. De nombreuses études ont pu mettre en évidence

un lien entre les membres de cette famille et le cancer.

4.1. Sous-famille LC3

L’expression de LC3 dans les tumeurs rend bien compte du role complexe de 1’autophagie
dans le cancer en fonction du stade de développement et du type de tumeurs. Certaines études
n’ont pas discriminé les différentes isoformes de LC3 telles que LC3A, LC3B et LC3C,
j utiliserai dans ces cas-la le terme LC3. Différentes études ont mis en évidence une diminution
de I’expression de LC3B dans les cancers du cerveau, de I’ovaire, de 1’utérus et du rein mais
¢galement dans les cancers de la prostate, de I’hypopharynx et du poumon (Aoki et al., 2008;
Deng et al., 2013; Jiang et al., 2012; Liu et al., 2013a; Shen et al., 2008; Wang et al., 2013;
Zhu et al., 2012). 11 a également été mis en évidence que 1’expression de LC3 diminue lors la
progression tumorale dans les mélanomes (Miracco et al., 2010). Au contraire, une
augmentation de I’expression de LC3B a été observée dans les cancers de 1’cesophage, du colon,
de P’intestin, du foie, de la cavité buccale et dans les cancers du sein triple négatif (TN) (Chen
etal.,2013; Hao et al., 2014; Lefort et al., 2014; Park et al., 2013; Tang et al., 2013; Wu et al.,
2014; Yoshioka et al., 2008). L’augmentation de 1’expression de LC3B dans les cancers
colorectaux avancés a également été associée a une résistance au traitement anti-cancéreux
cetuximab, un anticorps monoclonal ciblant 'EGFR (epidermal growth factor receptor)
surexprimé a la surface de certaines cellules tumorales (Guo et al., 2011a). De plus, I’expression
de LC3B est associée a un facteur de mauvais pronostic chez les patients atteints de cancer du
pancréas, de 1’cesophage, du foie, de la cavité buccale mais également de cancer gastro-
intestinaux, de glioblastome et de mélanome (Aoki et al., 2008; Fujii ef al., 2008; Hao et al.,
2014; Lee et al., 2013b; Tang et al., 2013; Yoshioka et al., 2008). En effet, dans ces cancers,
I’expression de LC3B est corrélée a la formation de métastases et a la diminution de la durée
de vie des patients. Au contraire, il a ét¢ montré que 1’expression de LC3 peut étre associée a
un facteur de bon pronostic chez les patients atteints de cancer de [’hypopharynx et du rein en
permettant d’augmenter la survie de ces patients (Deng et al., 2013; Wang et al., 2013). L’étude

de I’expression de LC3A a également permis de mettre en évidence qu’une forte expression de
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cette protéine est associée a un facteur de mauvais pronostic chez les patients atteints de cancer
des ovaires et des poumons (Karpathiou et al., 2011; Spowart et al., 2012).

Neéanmoins, le role de LC3 dans le cancer ne semble pas dépendre uniquement du type de
tumeur. En effet, dans le cancer de I’cesophage, Chen et collaborateurs ont mis en évidence
qu’une faible expression de LC3 est associée a une meilleure survie des patients, tandis que
Sakurai et collaborateurs ont montré que I’expression de LC3 est associée a une fonction
suppresseur de tumeur (Chen et al., 2013; Sakurai et al., 2013). De fagon similaire, dans les
cancers du sein TN, He et collaborateurs ont démontré qu’une faible expression de LC3 est
associée a une augmentation du risque de métastases tandis que Lefort et collaborateurs ont mis
en évidence que LC3 est associée a un facteur de mauvais pronostic (He ef al., 2013; Lefort et
al., 2014). Des études supplémentaires semblent donc indispensables afin de mieux comprendre

le role de LC3 ou son statut de biomarqueur dans le cancer.

4.2. Sous-famille GABARAP

Les membres de la sous-famille GABARAP ont également été associés au cancer. Il a été
mis en évidence, au sein de notre laboratoire, que GABARAP est peu exprimé dans les tissus
tumoraux (Nemos et al., 2003). D’autres études ont ¢galement montré une perte d’expression
de la protéine GABARAP dans les cellules de cancer du sein CALS1. De plus, la surexpression
de GABARAP dans ces cellules conduit a une diminution des phénotypes cancéreux in vitro et
de la croissance tumorale in vivo (Klebig et al., 2005). De maniére similaire, une perte de
I’expression du messager et de la protéine GABARAP a été observée dans des cellules de
cancer de I’ovaire et du sein ou la surexpression de cette protéine conduit a une diminution de
la croissance cellulaire et de la migration (Rho ez al., 2013). L’ensemble de ces résultats suggere
un rdle suppresseur de tumeur de GABARAP. Néanmoins, ceci ne semble pas étre le cas pour
I’ensemble des types de cancer. En effet, une augmentation de 1I’expression de GABARAP a été
mise en évidence dans les adénomes et dans les cancers de la thyroide comparativement aux
tissus sains (Roberts ef al., 2009). Une faible expression de GABARAP est également associée
a une diminution de la survie des patients atteints de neuroblastomes (Roberts et al., 2004). De
plus, la forte expression de GABARAP dans le cancer du c6lon semble associée a une réduction
de la durée de vie des patients (Miao et al., 2010).

Au sein de notre laboratoire, il a été également mis en évidence une perte de 1’expression
de GABARAPLI dans différentes lignées tumorales (Nemos et al., 2003). De plus, une forte

expression de GABARAPLI est associée a un facteur de bon pronostic chez les patientes
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atteintes de cancer du sein et la surexpression de la protéine GABARAPLI1 dans les cellules
MCF-7 conduit a une diminution de la prolifération cellulaire (Berthier et al., 2010). Zhang et
collaborateurs ont confirmé que la surexpression de GABARAPLI inhibe, in vitro, la
prolifération des cellules MCF-7 et ont démontré que cette surexpression inhibe, in vivo, la
croissance tumorale apres injection a des souris nude (Zhang et al., 2011). Cette étude a
également suggéré que GABARAPLI dégrade la protéine DVL2 (Dishevelled 2) par
autophagie sélective conduisant ainsi a I’inhibition de la voie WNT, une voie impliquée dans
le cancer. Récemment, une perte de 1’expression du messager et de la protéine GABARAPL1
a ¢été mise en ¢vidence dans les carcinomes hépatocellulaires comparativement aux tissus sains.
Il a également été montré dans cette étude que la surexpression de GABARAPLI conduit a une
inhibition de la prolifération cellulaire et qu’une forte expression de cette protéine est associée
a un facteur de bon pronostic chez les patients (Liu et al., 2014). L’étude de 1’expression des
protéines membres de la famille GABARAP dans les leucémies myéloides aiglies a montré une
perte de I’expression de GABARAPL1 et GABARAPL2 mais pas de GABARAP (Brigger et
al., 2013).

L’ensemble de ces résultats suggére donc un rdle suppresseur de tumeur des membres de la

sous-famille GABARAP.

5. Autophagie dans les thérapies anti-cancéreuses

I a été mis en évidence que de nombreux traitements anti-cancéreux affectent I’autophagie,
principalement en induisant ce mécanisme (Levy & Thorburn, 2011). Ces traitements peuvent
induire ’autophagie de maniére directe en régulant des composants de la machinerie
autophagique ou de maniére indirecte. C’est le cas par exemple des inhibiteurs de mTOR tels
que le Temsirolimus et I’Everolimus utilisés actuellement pour les cancers du sein et du rein,
I’inhibiteur du protéasome Bortezomib utilisé dans les cas de myélome ou lymphome ou encore
I’inhibiteur ’HDAC (Histone désacétylases) Vorinostat (Shao et al., 2004; Xie et al., 2013;
Zhu et al., 2010).

Neéanmoins, comme lors du développement et de la progression tumorale, de nombreuses
¢tudes ont mis en évidence un rdle paradoxal de I’autophagie suite a ces traitements anti-
cancéreux conduisant & une augmentation ou une diminution de leur efficacité (Nagelkerke et
al., 2015; Panda et al., 2015) (Figure 14). En effet, ’autophagie peut étre activée comme un

mécanisme protecteur qui va permettre aux cellules cancéreuses de résister aux traitements
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(Levy & Thorburn, 2011; Maycotte & Thorburn, 2011) (Figure 14 @). D’un autre coté,
I’autophagie peut avoir un role anti-tumoral en induisant la mort autophagique et/ou I’apoptose
(Figure 14©@).

Par exemple, il a ét¢é mis en évidence que l’inhibition de l’autophagie augmente la
cytotoxicité du traitement anti-cancéreux Docetaxel (un inhibiteur de la dépolymérisation des
microtubules), mais inhibe celle d’un autre traitement anti-cancéreux appelé Cisplatine (un
alkylant de I'ADN) dans le cancer du sein, suggérant que le premier compos¢ induit une
autophagie pro-tumorale tandis que le second induit une autophagie anti-tumorale (Shen ef al.,
2015). Il existe donc actuellement deux principales stratégies dans les thérapies anti-
cancéreuses ciblant I’autophagie : inhiber 1’autophagie protectrice ou induire la mort

autophagique en association avec les traitements anti-cancéreux classiques.

@ Thérapie ® Thérapie
anti-cancéreuse anti-cancéreuse
. AUTOPHAGIE Inducteurs
Inhibiteurs —————] ANTITUMORALE ©

!

¢

Figure 14 : Modulation de I’autophagie dans les thérapies anti-cancéreuses. De nombreuses thérapies conduisent a
I’induction de I’autophagie dans les tumeurs. Deux scénarios sont possibles : @ L’autophagie peut conduire a la survie des
cellules en leur permettant de résister aux traitements anti-cancéreux. L’inhibition de 1’autophagie peut alors permettre de
sensibiliser a nouveau les cellules aux traitements et conduire a leur mort cellulaire. @ Lors d’un stress prolongé, I’autophagie
peut conduire a la mort des cellules cancéreuses par apoptose ou mort autophagique. Une induction supplémentaire de
I’autophagie peut permettre d’augmenter la mort des cellules cancéreuses.

5.1. Traitements anti-cancéreux en association avec l’inhibition de ’autophagie

Des études ont mis en évidence que la résistance des tumeurs aux traitements anti-cancéreux

tels que la radiothérapie et la chimiothérapie peut étre diie a I’induction de 1’autophagie dans
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ces tumeurs (Hu et al., 2012; Zou et al., 2012) (Figure 14 @). Ainsi, I’inhibition de I’autophagie
en association avec des traitements anti-cancéreux semble une bonne stratégie afin d’augmenter
la cytotoxicité de ces traitements. Plusieurs types d’inhibiteurs de 1’autophagie peuvent étre
utilisés : par exemple le 3-MA (3-méthyladénine), la Wortmannine et le LY 294002 qui inhibent
les étapes précoces de I’autophagie en ciblant le complexe PI3KC3 ou la CQ (chloroquine),
I’HCQ (hydroxychloroquine) et la BafA 1 (bafilomycine A1) qui inhibent les étapes tardives de
I’autophagie en ciblant la fusion autophagosome/lysosome.

I1 a été mis en évidence par exemple que I’inhibition de 1’autophagie par 3-MA augmente
I’efficacité¢ du cisplatine et du 5-FU (5-fluorouracil, un antinéoplasique) dans le cancer de
I’cesophage et du colon, respectivement (Li ef al., 2009; Liu et al., 2011). De plus, I’association
de la CQ et du 5-FU permet la rémission compléte dans un modele de carcinome mammaire
murin comparé a 1’utilisation de ces composés seuls. Il a également été mis en évidence que
’utilisation de CQ en association avec le Vorinostat, le Bortezomib ou le 5-FU conduit a une
diminution de la croissance tumorale et a I’induction de 1’apoptose dans des modeles de cancer
du cdlon et du sein, de maniere plus importante que les traitements anti-cancéreux seuls (Carew
et al., 2010; Ding et al., 2009; Dupere-Richer et al., 2013; Shoemaker, 1978). L’inhibition de
I’autophagie dans des cellules de cancer du sein résistantes au Trastuzumab, un anticorps
monoclonal recombinant ciblant HER2 (human epidermal growth factor receptor 2), et au
Tamoxiféne (4-hydroxy-tamoxiféne, un antiestrogene) permet de rendre ces cellules a nouveau
sensibles aux traitements (Cufi ef al., 2013; Qadir ef al., 2008; Samaddar et al., 2008; Vazquez-
Martin et al., 2009).

Néanmoins, le choix d’un inhibiteur de I’autophagie, agissant sur les étapes précoces ou
tardives de ce mécanisme, est important puisque tous ne conduiront pas a une inhibition de la
résistance des cellules lors de 1’association a un traitement anti-cancéreux. Par exemple, le
traitement anti-cancéreux FK866 induit une autophagie protectrice dans des cellules de
neuroblastomes. L’ajout de CQ augmente la cytotoxicité de ce composé tandis que le 3-MA
réduit cette cytotoxicité (Travelli et al., 2011). Il a également ét¢ montré dans des cellules de
gliome que la cytotoxicité induite par I’imatinib (un inhibiteur des tyrosines kinases) ou le
témozolomide (un alkylant de I’ADN) est réduite par addition de 3-MA et augmentée par
addition de BafA1l (Kanzawa et al., 2004; Shingu et al., 2009). Des résultats similaires ont
¢galement été obtenus dans le cas de leucémie myéloide chronique, de cancer du cdlon et du
foie (Adiseshaiah et al., 2013; Schafranek et al., 2013). L’ensemble de ces données suggere
que I’inhibition des stades tardifs de ’autophagie (CQ ou BafAl) est plus efficace pour
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augmenter la cytotoxicité des traitements anti-cancéreux que 1’inhibition des stades précoces

(3-MA).

5.2. Traitements anti-cancéreux en association avec [Dinduction de la mort

autophagique

Un stress prolongé peut induire une autophagie excessive qui va empécher la survie des
cellules les forgant a entrer en mort autophagique. Ce stress prolongé peut également conduire
a ’apoptose en association ou non a la mort autophagique (Panda et al., 2015) (Figure 14 @).
La mort autophagique différe de I’apoptose puisqu’elle est associée a une augmentation du
nombre d’autophagosomes et est indépendante des caspases. Différents traitements anti-
cancéreux tels que le Tamoxiféne, les inhibiteurs des topoisomérase de classe 11, I’ Amsacrine
(un inhibiteur de la synthése d’ADN), le Témozolomide, les cannabinoides (un activateur des
récepteurs cannabinoides) et le Trioxyde d’arsenic (un inhibiteur de la prolifération cellulaire)
induisent la mort des cellules cancéreuses par le biais de 1’autophagie (Bursch et al., 1996;
Kanzawa et al., 2004; Kanzawa et al., 2003; Kanzawa et al., 2005; Lo ef al., 2012; Salazar et
al., 2009; Shen et al., 2011; Yoo et al., 2012). De fagon similaire, il a été mis en évidence que
le traitement anti-cancéreux STF-62247 induit I’autophagie et conduit a la mort des cellules de
cancer du rein. L’inhibition de I’autophagie dans ces cellules conduit a une perte de la sensibilité
au traitement (Turcotte ef al., 2008). Il a é¢galement été mis en évidence que certains traitements
utilisés dans d’autres pathologies tels que la Metformine, un anti-diabétique, peuvent également
induire la mort autophagique dans les cellules cancéreuses (Takahashi et al., 2014). De
nombreuses voies de signalisation activées dans le cancer régulent I’autophagie, il a été montré
que les inhibiteurs de ces voies de signalisation peuvent inhiber la croissance tumorale via la
mort autophagique. C’est le cas par exemple de I'Imatinib qui induit la mort autophagique des
cellules de gliome (Shingu et al., 2009). Les inhibiteurs d’histones désacétylases tels que le
SAHA (suberoylanilide hydroxamic acid) induisent la mort autophagique dans le cancer du col
de I’utérus mais également dans les carcinomes hépatocellulaires ou ils inhibent la voie mTOR
et induisent la réponse UPR (Liu et al., 2010; Shao et al., 2004).

Afin d’augmenter 1’efficacité des traitements, des inducteurs de 1’autophagie peuvent étre
utilisés en association avec des traitements anti-cancéreux augmentant ainsi la mort
autophagique, 1’apoptose et la sensibilité des cellules résistantes. Par exemple, 1’association de
la Rapamycine, un inhibiteur de mTOR et inducteur de 1’autophagie, a la radiothérapie conduit

a une augmentation de la mort des cellules de cancer du sein et a une sensibilisation des
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carcinomes hépatocellulaires résistants a ce traitement (Kuwahara et al., 2011; Paglin et al.,
2005). De la méme manicre, 1’association de RADOO1, un dérivé de la rapamycine, a la
radiothérapie conduit a la sensibilisation des cellules de cancer du sein et de la prostate (Albert
etal.,2006; Cao et al., 2006). L’inhibition de mTOR en association avec la radiothérapie induit
¢galement la sénescence dans les cellules cancéreuses et les xénogreffes (Nam et al., 2013). 1l
a ¢également ¢ét¢é mis en évidence que I’association de RADOOI aux traitements de
chimiothérapie témolozomide conduit & une augmentation de la cytotoxicité suite a 1’induction

de la mort autophagique (Josset et al., 2013).

5.3. Théranostique

Toutes ces études mettent en évidence la complexité du choix d’un traitement adapté a
chaque patient ou a chaque type de tumeur. Ces observations ont amené les chercheurs a
développer un autre type de thérapie appelée théranostique ou médecine personnalisée qui
consiste a adapter la thérapie au contexte génétique et biochimique de chaque patient liant ainsi
diagnostic et thérapie. Cette approche est basée sur le développement de nouveaux protocoles
de diagnostic qui ciblent de nouveaux biomarqueurs spécifiques permettant I’utilisation d’une
thérapie ciblée.

Neéanmoins, il est difficile de savoir s’il est plus judicieux d’activer ou d’inhiber
I’autophagie chez les patients. En effet, le probléme majeur est de pouvoir mesurer avec
précision le taux d’autophagie dans la tumeur in vivo afin d’adapter au mieux le traitement. Or,
I’autophagie est un processus dynamique dans lequel les autophagosomes marqués par LC3-11
sont formés puis dégradés et recyclés. Une augmentation de LC3-II peut donc étre associée a
une augmentation ou une diminution de 1’autophagie (Klionsky et al., 2012). De nombreuses
techniques existent aujourd’hui pour étudier ce processus in vitro mais nous possédons
actuellement trés peu de techniques nous permettant de 1’évaluer in vivo chez ’homme. Afin
d’étudier le flux autophagique, il est nécessaire de comparer le taux de LC3-II en présence et
en absence d’un inhibiteur de I’autophagie, ce qui n’est pas réalisable chez un patient rendant
ainsi difficile I’analyse de 1’autophagie. Il est donc indispensable actuellement de trouver de
nouveaux biomarqueurs et de nouvelles techniques pour ¢tudier le flux autophagique in vivo et

permettre ainsi le développement de traitements adaptés a chaque patient.
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Matériels et méthodes

Cette partie « Matériels et méthodes » regroupe les protocoles des expériences que j’ai pu
réaliser au cours de ma thése. Les protocoles des expériences réalisées en collaboration avec le

laboratoire du Dr. Jianhua Zhang (Birmingham, AL, USA) ne sont pas décrits ici.

I. CULTURE CELLULAIRE

1. Lignées cellulaires utilisées

Les lignées MDA-MB-231 (MD Anderson Hospital-Bruce Mackay), MCF-7 (Michigan
Cancer Foundation) et MDA-MB-436 sont des lignées cellulaires humaines dérivées de cancer

de sein. Les MEF (Mouse embryonic fibroblast) sont des fibroblastes embryonnaires de souris.

1.1. MCF-7 C, QSOXI1S-1, QSOXIS-2 et MDA-MB-231 shC, shQSOXI-I,
shQSOXI-2.

La lignée MDA-MB-231 exprime la protéine QSOX1-S a un niveau élevé contrairement a
la lignée MCF-7 qui ne I’exprime pas. La lignée MDA-MB-231 a donc été utilisée comme
modele d’extinction de QSOXI1 et la lignée MCF-7 comme mod¢le de surexpression de cette
protéine.

Les lignées cellulaires shQSOX1-1 et shQSOX1-2 dans lesquelles 1’expression de QSOX1
est éteinte et la lignée contrdle shC résultent de la transfection des cellules MDA-MB-231 par
des vecteurs de type shRNA  (TRCN0000064183, TRCNO0000064185 et
SHGLYNM 001004128 respectivement, Sigma Aldrich). Ces cellules présentent une
résistance a la puromycine (1 pg/ml).

Les lignées cellulaires hQSOX1S-1 et hQSOX1S-2 dans lesquelles la protéine QSOX1-S
est surexprimée et la lignée contrdle Ctrl résultent de la transfection des cellules MCF-7 par des
plasmides d’expression de QSOXI1-S. Le plasmide d’expression de QSOX1-S (pcDNA3.1-
QSOX1S) a été construit par insertion de la séquence codante du variant 2 d’épissage QSOX1-
S (AF361868) entre les sites EcoRV et BamHI du plasmide pcDNATM3.1/Hygro (-)
(Invitrogen). Ces cellules présentent une résistance a I’hygromycine (100 pg/ml). L extinction
et la surexpression de QSOX1 dans les lignées MDA-MB-231 et MCF-7 ont été validées

précédemment au laboratoire (Figure 15) (Pernodet et al., 2012).
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Les cellules MCF-7 C, QSOX1S-1, QSOXI1S-2 et MDA-MB-231 shC, shQSOX1-1,
shQSOX1-2 ont été cultivées en milieu complet DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
contenant 1% de L-glutamine et additionné de 5% de SVF (Sérum de Veau Foetal), d'un
cocktail d'antibiotiques (100 U/mL pénicilline, 100 ug/mL streptomycine) et d’antifongique
(Amphotericin B 0,23 U/mL).
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1.2. MDA-MB-436 shC, sh2, sh5 et MCF-7 C, GABARAPLI1, GABARAPLI G116A
cl etc2

La lignée MDA-MB-436 qui exprime la protéine GABARAPLI de maniére endogene a
servi de modele d’extinction de cette protéine contrairement a la lignée MCF-7 qui exprime tres
peu GABARAPLI et représente donc un bon modele de surexpression.

Dans la lignée MDA-MB-436, 5 clones d’extinction (shl a sh5) de GABARAPLI ont été
précédemment obtenus au laboratoire. Les clones sh2 et sh5 présentant les plus forts taux
d’extinction ont ét¢ sélectionnés pour la suite des expériences. Les lignées sh2 et sh5 et la lignée
controle shC résultent de la transfection des cellules MDA-MB-436 par des vecteurs de type
shRNA (SHCLNG-NM 031412, shRNA443slcl pour pKo.l-puro-shRNA GABARAPLI et
SHCO002 pour pKo.1-puro-shRNA-control vector, Sigma Aldrich). Les cellules MDA-MB-436
shC, sh2, sh5 présentent une résistance a la puromycine (1 pg/ml).

Les lignées cellulaires GABARAPL1, GABARAPL1 G116A cl et c2 dans lesquelles la
protéine GABARAPLI ou GABARAPL1 GI116A est surexprimée et la lignée contrdle C
résultent de la transfection des cellules MCF-7 par les plasmides pcDNA3.1-FLAG-
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GABARAPLI1-6HIS, pcDNA3.1-FLAG-GABARAPLI1-G116A-6HIS ou pcDNA3.1 vide,
respectivement. Ces cellules présentent une résistance a I’hygromycine (100 pg/ml).

Les cellules MDA-MB-436 shC, sh2, shS et MCF-7 C, GABARAPL1, GABARAPLI
GI116A cl et c2 ont été cultivées en milieu complet DMEM contenant 1% de L-glutamine et
additionné de 10% de SVF, d'un cocktail d'antibiotiques (100 U/mL pénicilline, 100 pg/mL
streptomycine) et d’antifongique (Amphotericin B 0,23 U/mL).

1.3. MEFi ou MEFt WT, GABARAP-/- et GABARAPLI

Les cellules fibroblastiques embryonnaires (embryon a J14) MEFi GABARAP -/- ont été
obtenues a partir de cellules de souris Knock-out 129/SvEv-C57BL/6 fournies par le Pr.
Heinrich Betz (Max Planck institute for Brain research, Allemagne) immortalisées par
transfection stable de I’antigene grand T de SV40 (Simian virus 40).

Les lignées transformées MEFt WT et MEFt GABARAP -/- surexprimant 1’oncoprotéine
HRAS®"?Y mutée ont été établies par transfection stable des cellules MEFi WT et MEFi
GABARAP -/- par le vecteur pPBABE-HRAS-V12-puro. En parall¢le, des lignées contrdle ont
¢été obtenues apres transfection stable des cellules MEFi WT et MEFi GABARAP -/- par le
plasmide pBABE vide. La sélection des clones stables a été effectuée en présence de 3 pg/ml
de puromycine puis les clones positifs ont ¢t¢ maintenus dans du milieu complet additionné de
3 pg/ml de puromycine. Les lignées MEFi surexprimant la protéine de fusion GABARAPLI1
ou GABARAPLI G116A ont été établies par transfection stable des cellules MEFi par le
vecteur pcDNA3.1-FLAG-GABARAPLI1-6HIS ou pcDNA3.1-FLAG-GABARAPL-G116A-
6HIS. La sélection des clones stables a été effectuée en présence de 200 pg/ml d’hygromycine
puis les clones positifs ont ét¢ maintenus dans du milieu complet additionné de 100 pg/ml
d’hygromycine.

Les cellules MEF ont été cultivées en milieu complet DMEM contenant 1% de L-glutamine
et additionné de 10% de SVF, d'un cocktail d'antibiotiques (100 U/mL pénicilline, 100 pg/mL
streptomycine) et d’antifongique (Amphotericin B 0,23 U/mL).

2. Entretien des cellules

Les cellules ont été cultivées a 37°C en atmospheére humide a 5% de COz et sous-cultivées

deux fois par semaine. Pour cela, le surnageant de culture a été éliminé et remplacé par 5 mL
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de Hank’s-EDTA 0,03%. Aprées élimination du Hank’s-EDTA 0,03%, les cellules ont été
incubées avec 1,5 mL de trypsine-EDTA 1X et placées a 37°C pendant 5 min. La trypsine a
ensuite été inactivée par ajout de 8,5 mL de milieu complet. La suspension cellulaire a été
prélevée et centrifugée pendant 5 min a 600 g. Le culot cellulaire a été repris dans 10 mL de
milieu complet et la quantité de cellules nécessaire a été ensemencée dans 10 mL de milieu

complet dans une nouvelle boite.

3. Congélation et décongélation

Pour la congélation, des cellules en phase exponentielle de croissance (environ 60% de
confluence) ont été trypsinées, reprises dans 10 mL de milieu complet puis centrifugées pendant
5 min a 600 g. Le culot a ensuite été remis en suspension dans 1 mL de solution de congélation
(90% milieu complet et 10% de DMSO). La suspension cellulaire a ¢été congelée
progressivement dans un récipient contenant de I’isopropanol pendant une nuit a -80°C, puis
plongée dans 1'azote liquide a -196°C pour un stockage des cellules de longue durée.

Pour la décongélation, les cryotubes ont été placés a 37°C dés la sortie de 1’azote liquide.
La suspension cellulaire est ensuite transférée dans 10 mL de milieu complet et centrifugée
pendant 5 min a 600 g. Le culot est remis en suspension dans 10 mL de milieu complet puis
placé dans une boite de culture de 75 cm?. Le lendemain, le milieu de culture a été éliminé et

remplacé par 10 mL de milieu complet.

4. Transfection cellulaire

4.1. Transfection stable

Pour ’obtention des cellules MEFi surexprimant GABARAPL1 ou GABARAPLI G116A ;

Les cellules MEFi ont été ensemencées dans des boites de 10 cm de diamétre a raison de 500
000 cellules par boite. Une linéarisation du vecteur pcDNA3.1 vide ou exprimant FLAG-
GABARAPLI1-6HIS ou FLAG-GABARAPLI1-G116A-6HIS a été réalisée par Bg/ Il pendant 1
heure a 37°C. Suite a une inactivation de ’enzyme avec 20 mM d’EDTA, les cellules MEFi
WT ont été transfectées avec 500 ng du vecteur linéarisé. Pour cela, le vecteur a été incubé avec
I’agent de transfection Jet Prime (Jet Prime, Polyplus Transfection) dans 250 pl de tampon (Jet
Prime buffer) pendant 10 min a température ambiante. Ce volume a été ajouté au milieu de

culture des cellules a transfecter et une incubation de 24 heures a 37°C et 5 % CO» a été réalisée.
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Apres 24 heures, les cellules ont été trypsinées puis ensemencées dans deux nouvelles boites
de 10 cm de diametre a dilution 2. Les cellules ont été sélectionnées dans du milieu complet
contenant 1’antibiotique de sélection jusqu’a I’apparition de clones stables.

Pour I’obtention des cellules MEFt WT et GABARAP™" : Les cellules MEFi WT et MEFi
GABARAP -/- ont été transfectées avec 500 ng du vecteur pPBABE-HRAS-V12-puro (Debnath

et al., 2003) non linéarisé€. Le vecteur a été incubé avec 1’agent de transfection Jet Prime (Jet
Prime, Polyplus Transfection) dans 250 pl de tampon (Jet Prime buffer) pendant 10 min a
température ambiante. Ce volume a été ajouté au milieu de culture des cellules a transfecter et
une incubation de 24 heures a 37°C et 5 % CO: a été réalisée. Apres 24 heures, les cellules ont
été trypsinées puis ensemencées dans deux nouvelles boites de 10 cm de diametre a dilution 2.
Les cellules ont été sélectionnées dans du milieu complet contenant I’antibiotique de sélection

jusqu’a I’apparition de clones stables.

4.2. Transfection transitoire

Les cellules ont été ensemencées sur des lamelles de verre dans des plaques 24 puits a raison
de 2 x 10° cellules par puit (pour I’analyse en microscopie confocale). Le jour suivant, les
cellules ont été transfectées avec 0,5 ng de vecteur, 50 ul de tampon Jetprime et 1 pl de Jetprime
(Polyplus Transfection) selon les recommandations du fournisseur. Apres 4h d’incubation a
37°C avec les complexes ADN-Jetprime, le milieu de transfection a été remplacé par 500 ul de
milieu complet puis les cellules ont été¢ de nouveau placées a 37°C pendant 24h. Les cellules
ont ensuite été traitées et analysées en microscopie confocale (Olympus FluoView FV1000).
Le vecteur pGFP-LC3 a été obtenu aupres du laboratoire du Dr. Zvunlun Elazar (Weizmann
Institute, Israél). Le vecteur ptf-LC3 (pGFP-RFP-LC3) et le vecteur HA-p62 ont été achetés
aupres d’Addgene (137624 et 28027, respectivement).

Pour les expériences de western-blotting, les cellules ont ét¢ ensemencées dans des plaques
6 puits a raison de 600 000 cellules par puit, transfectées le jour suivant puis récoltées 24 h

apres la transfection.

5. Traitement chimique des cellules

L’autophagie est un processus dynamique lors duquel les autophagosomes sont produits puis

dégradés suite a leur fusion avec les lysosomes. Pendant I’autophagie, la protéine LC3 est clivée
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et liée a un phospholipide au niveau des autophagosomes pour donner la forme associée a la
membrane LC3-II. Le taux de cette protéine est donc directement corrélé au nombre
d’autophagosomes. Néanmoins, le taux de protéine LC3-II n’est pas directement corrélé au flux
autophagique global mais représente 1’autophagie a un moment donné. Une augmentation de
LC3-II peut ainsi rendre compte d’une augmentation de flux autophagique ou d’une diminution
de la dégradation des autophagolysosomes. Afin d’¢tudier le flux autophagique, il est donc
nécessaire d’utiliser des inhibiteurs de ce mécanisme. Les concentrations de chaque composé
utilis¢ ainsi que la durée des traitements sont décrits dans le Tableau 1.

Pour induire I’autophagie, nous avons utilisé plusieurs composés : I’EBSS (Earle’s balanced
salt solution, Sigma Aldrich) ou la rapamycine (Sigma Aldrich). L’EBSS est une solution saline
dépourvue de nutriments qui conduit a une carence nutritionnelle et induit donc I’autophagie.
La rapamycine inhibe 1’activité de la kinase mTOR qui est un inhibiteur connu de 1’autophagie.

Pour inhiber I’autophagie, nous avons utilis¢é des inhibiteurs des étapes précoces de
I’autophagie : 3-MA (Sigma Aldrich) et wortmannine (Sigma Aldrich) et des inhibiteurs des
¢tapes tardives de 1’autophagie : BafAl (Sigma Aldrich), CQ (Sigma Aldrich) et NH4ClI
(Chlorure d’ammonium, Sigma Aldrich). Le 3-MA et la wortmannine inhibent le complexe
PI3K responsable de I’initiation de 1’autophagie. La BafAl bloque les pompes V-ATPase
conduisant a une inhibition de la fusion autophagosome/lysosome. La CQ et le NH4Cl sont des
agents lysosomotropiques qui inhibent les enzymes lysosomales en augmentant le pH intra-
lysosomal ce qui aboutit également a une inhibition de la fusion autophagosome/lysosome.

Nous avons également utilisé un inhibiteur du protéasome, le MG132, qui inhibe I’activité

protéolytique du complexe 9 du protéasome.

Composé Utilisation Temps (h)
3-MA 10 mM 24
BafAl 100 nM 2

CQ 40 uM 2
EBSS / 4a8
MG132 2 uM 15
NH4C1 50 mM 2
Rapamycine 10 uM 4
Wortmannine 100 nM 24

Tableau 1 : Concentrations et durées des traitements utilisés
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ANALYSE DES PROTEINES

Extraction des protéines

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

1))

2)

3)

Les cellules MCF-7 C, QSOX1S-1, QSOX1S-2 et MDA-MB-231 shC, shQSOXI1-1,
shQSOX1-2 ont été collectées mécaniquement a I’aide d’un grattoir puis centrifugées
(5 min, 260g) et lavées dans la solution saline de Hank’s. Les culots cellulaires ont
ensuite été repris dans 50 puL de tampon RIPA [Tris-HCI 10 mM pH 7,4, NaCl 0,1 M,
EDTA 1 mM, Triton X-100 1% (v/v), NaDOC 0,5% (p/v), SDS 0,1% (p/v)] additionné
d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Sigma Aldrich) puis incubés 20 min sur glace.
Les échantillons ont été centrifugés (20 min, 14 000g, 4°C) afin de récupérer le
surnageant. La concentration en protéines du surnageant a été ensuite déterminée par la
méthode de Lowry puis 1’extrait protéique a été dilué dans du tampon de charge [Tris-
HC1300 mM pH 6,8, glycérol 50% (v/v), SDS 10% (p/v), B-mercaptoéthanol 25% (v/v),
bleu de bromophénol 0,1% (p/v)] avant conservation a -80°C.

Les cellules MDA-MB-436 shC, sh2, sh5 et MCF-7 C, GABARAPL1, GABARAPLI1
G116A cl et c2 ont été lysées par ajout de volume adéquat de tampon de charge 1X
[Tris-HCI 60 mM pH 6,8, glycérol 10% (v/v), SDS 2% (p/v), B-mercaptoéthanol 5%
(v/v), bleu de bromophénol 0,02% (p/v)]. Les extraits protéiques ont ensuite été
soniqués pendant 10s (Sonics and Materials, USA) puis congelés a -80°C jusqu’a leur
utilisation.

Les cellules MEFi et MEFt ont été collectées mécaniquement a 1’aide d’un grattoir puis
centrifugées (5 min, 260g) et lavées dans la solution saline de Hank’s. Les culots
cellulaires ont ensuite été repris dans 50 pL de tampon de lyse composé de 50 mM
HEPES pH 7,5, 150 mM NacCl, 1 % Triton X-100, 10 % glycérol, ImM MgCl,, 1 mM
EGTA, inhibiteur de phosphatases (I mM Na3VO4 et 10 mM NaF), additionné d’un
cocktail d’inhibiteurs de protéases (Sigma Aldrich), 1 mM de PMSF, puis incubés 20
min sur glace. Les échantillons ont été¢ centrifugés (20 min, 14 000g, 4°C) afin de
récupérer le surnageant. La concentration en protéines du surnageant a été ensuite
déterminée par la méthode de Lowry puis 1’extrait protéique a été dilué¢ dans du tampon
de charge [Tris-HCI 300 mM pH 6,8, glycérol 50% (v/v), SDS 10% (p/v), B-
mercaptoéthanol 25% (v/v), bleu de bromophénol 0,1% (p/v)] avant conservation a -

80°C.
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2. Western blotting et révélation

Les échantillons protéiques ont été dénaturés 5 min a 95°C avant d’étre chargés sur un gel
SDS-PAGE (composé d’un gel de séparation 10% ou 12,5% et un gel de concentration 4%)
(Systeme Mini Protean Gel III, BioRad). La migration a été effectuée dans un tampon
d’¢électrophorese [Tris-HCI 25 mM pHS,3, glycine 192 mM, SDS 0,1% (v/v)] a 10 mA par gel
pendant 30 min puis a 20 mA par gel pendant environ 1h.

Apres migration, les protéines ont été transférées du gel sur une membrane PVDF (BioRad)
dans du tampon de transfert [Tris-HC1 25 mM pHS,3, glycine 192 mM, méthanol 10% (v/v)] a
200 mA durant 2h et a froid (Systéme Mini Trans Blot, BioRad). Les sites de fixation non
spécifiques ont été saturés dans un tampon TBS-T [Tris-HCI 199 mM pH7.4, NaCl 0,35 M,

Tween 20 0,1% (v/v)] supplémenté de 5% Régilait durant 1h a température ambiante et sous

agitation.
Anticorps Espéces Dilution Fournisseur ‘
PRIMAIRES
po62 (SQTM1) souris 1/1500¢ Santa Cruz, sc-28359
LC3 lapin 1/3000°¢ Sigma, L8918
QS0OX1 lapin 1/7500¢ Pr Esnard (Tours)
Actine lapin 1/1500 Sigma, A5060
GABARAPL1 lapin 1/2000¢ Chemicon Millipore, AB15278
GABARAPL1 lapin 1/1000¢ Proteintech, 11010-1-AP
LAMP1 souris 1/1000¢° Abcam, AB25630
mTOR lapin 1/1000¢ Cell signaling, #2983
Phospho-mTOR lapin 1/1000¢ Cell signaling, #2974
P70S6 kinase Lapin 1/1000e Cell signaling, #9202
Phospho-p70S6 kinase Lapin 1/1000e Cell signaling, #9205
Phospho-ULK1 S555 lapin 1/1000¢ Cell signaling, #5869
SV40 souris 1/2000°¢ Abcam, AB16879
HRas lapin 1/500¢ Santa Cruz, sc-520
SECONDAIRES
Anti IgG de souris HRP chévre 1/10000¢ Paris Anticorps, BI12413C
conjugué
Anti IgG de lapin HRP chévre 1/10000¢ Paris Anticorps, BI12407
conjugué

Tableau 2 : Anticorps primaires et secondaires utilisés pour la détection des protéines par Western-Blotting
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Les membranes ont été incubées une nuit, sous agitation, avec I’anticorps primaire approprié
(Tableau 2) dans la solution de saturation. Suite a trois lavages de 10 min dans la solution de
lavage TBS-T, les membranes ont été incubées pendant 1h, avec I’anticorps secondaire dilué
dans la solution de saturation (Tableau 2). Apres trois lavages de 10 min dans la solution de
lavage TBS-T, les protéines ont été révélées par chimioluminescence. Pour cela, les membranes
ont été recouvertes par 1 mL de réactif PCA-ECL (Tris-HCI 100 mM pH 8,8, luminol 2,5 mM,
0,2 mM pCA, 2,6 mM hydrogenperoxide) puis analysées a I’aide du Chemidoc XRS+ (Biorad).

3. Marquage des cellules et microscopie confocale

3.1. Immunofluorescence

Les cellules ont été ensemencées sur lamelle dans des plaques 24 puits a raison de 2 x 10°
cellules par puit. Le jour suivant, les cellules ont été stimulées ou non puis rincées 2 fois 5 min
au PBS froid et fixées pendant 15 min au PFA 4% (p/v). Apres lavage rapide au PBS 1X, les
cellules ont été perméabilisées pendant 5 min au PBS-Triton 0,1% (v/v) et rincées rapidement
puis 5 min au PBS 1X. Les sites aspécifiques ont ensuite été saturés pendant 45 min avec une
solution de PBS-BSA 5%. Les cellules ont été incubées une nuit a 4°C en présence de

I’anticorps primaire dilué dans une solution de PBS-BSA 1% (ZTableau 3).

Anticorps Espéces Dilution Fournisseur ‘
PRIMAIRES
p62 (SQSTM1) souris 1/250¢ Santa Cruz, sc-28359
GABARAPLI1 lapin 1/100¢ Proteintech, 11010-1-AP
LAMP1 souris 1/100¢° Abcam, AB25630
SECONDAIRES
Anti IgG de souris
chévre 1/800¢ Life technologies, A-21422
Alexa fluor 555
Anti IgG de lapin
chévre 1/800°¢ Life technologies, A-11008
Alexa fluor 488

Tableau 3 : Anticorps primaires et secondaires utilisés pour la détection des protéines par immunofluorescence

Le lendemain, les cellules ont été lavées rapidement puis pendant 5 min au PBS 1X avant
d’étre incubées en présence de I’anticorps secondaire dilué dans la solution de PBS-BSA 1%
pendant 1h (7ableau 3). L’ADN du noyau des cellules est ensuite marqué au DAPI (AAT
Bioquest). Les cellules ont été rincées pendant 5 min au PBS 1X, montées sur lame a 1’aide du

milieu de montage Vectashield Hardset (Vector Laboratories) et observées au microscope.
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3.2. Marquage au Lysotracker et Mitotracker

Le Lysotracker permet un marquage des vésicules acides et en particulier des lysosomes
tandis que le Mitotracker permet un marquage des mitochondries. Les cellules ont été
ensemencées sur lamelle dans des plaques 24 puits a raison de 2 x 10° cellules par puit. Le jour
suivant, les cellules ont été traitées par 500 nM de Lysotracker red (Lysotracker Red Dnd-99,
Invitrogen) pendant lh. Les cellules ont ensuite été rincées 2 fois 10 min au PBS 1X froid et
fixées au PFA 4% pendant 15 min. Les cellules ont ét¢ a nouveau rincées au PBS puis montées
sur lame a I’aide du milieu de montage Vectashield Hardset et observées au microscope
confocal a une longueur d’onde d’excitation de 577 nm et d’émission de 590 nm.

Afin d’¢tudier les lysosomes et mitochondries sur cellules vivantes, les cellules ont été
ensemencées a raison de 2,8 x 10° cellules par puit dans des chambres Lab-Tek (Nunc, 155380).
Le jour suivant, le milieu de culture a été €liminé puis remplacé par du milieu complet frais
contenant 100 nM de Lysotracker green (Lysotracker Green Dnd-26, Invitrogen) et 50 nM
Mitotracker red (Mitotracker Red CMX-ROS, Invitrogen). Les cellules ont ensuite été placées
a 37°C pendant 45 min 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 (pour le Lysotracker) et
a une longueur d’onde d’excitation de 579 nm et une longueur d’onde d’émission de 599 nm

(pour le Mitotracker).

4. Cytométrie en flux

Les cellules ont été ensemencées dans des plaques 24 puits a raison de 2 x 10° cellules par
puit. Le jour suivant, les cellules ont été traitées par 50 nM de Lysotracker red (Lysotracker
Green Dnd-99, Invitrogen) pour 1’étude des lysosomes ou par du MagicRed selon les
recommandations du fournisseur (Immunochemistry technologie) pour 1’étude de 1’activité des
cathepsines B. Les cellules ont ensuite été incubées pendant 45 min a 37°C, récoltées a 1’aide
de trypsine, resuspendues dans du milieu complet et centrifugées a 600g pendant 5 min. Les
cellules ont été ensuite reprises dans 500 pul de PBS 1X et soumises a une nouvelle
centrifugation avant d’étre remises en suspension dans 250 pl de PBS 1X. L’intensité de
fluorescence a ensuite été analysée par cytométrie en flux sur 10000 événements (FC500

Beckman Coulter).
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III. ANALYSE DES ARN TOTAUX
1. Extraction des ARN totaux

Dans le but d’extraire les ARN totaux, 600 000 cellules ont été lavées par une solution saline
de Hank’s. Les cellules ont ensuite été lysées par ajout de 1 mL de tampon de lyse (TRIzol
Reagent, Invitrogen). Les ARN ont été extraits par 1’ajout de 200 ul de chloroforme, suivi d’une
centrifugation (10 min, 12 000g, 4°C). Les ARN contenus ont ensuite été précipités par
I’addition d’un volume d’isopropanol froid suivie d’une incubation de 10 min a température
ambiante et d’une centrifugation (10 min, 12 000g, 4°C). Le culot a été lavé par 1 mL d’éthanol
70% avant d’étre dissout dans 20 pl d’eau ultra pure stérile.

Afin d’¢éliminer toutes traces d’ADN, les échantillons d’ARN ont été traités par 1 U/ul de
DNAse I pendant 30 min a 37°C (Fermentas). L’activité de la DNAse I a été stoppée par ajout
d’EDTA 1 mM suivi d’une incubation a 65°C pendant 10 min. Les échantillons ont ensuite été
purifiés par addition de % de volume de phénol acide suivie d’une incubation de 5 min sur glace
et d’une centrifugation (15 min, 12 000g, 4°C). Les échantillons ont été quantifiés par mesure

de I’absorbance a 260 nm et conservés a -20°C jusqu’a utilisation.

2. Transcription inverse (RT)

Suite a ’extraction des ARN totaux, les ARNm ont été soumis a une transcription inverse.
Pour ce faire, 2 png d’ARN totaux, 1 uM d’amorce oligodT(17) et 1 mM de dNTP dans un
volume final de 10 pL ont été incubés a 70°C durant 10 min puis rapidement placés sur glace.
Le tampon de I’enzyme et 100 U de transcriptase inverse (M-MLV Reverse Transcriptase,
Sigma) ont ensuite été¢ ajoutés dans un volume final de 20 ul. Ce mélange réactionnel a été
placé 10 min a température ambiante puis 50 min a 37°C. L’enzyme a ¢été inactivée par
chauffage 10 min a 87°C. Les ADNc ainsi obtenus ont pu étre analysés par PCR semi-

quantitative ou en temps réel.

3. Analyse par RT-PCR semi-quantitative

Briévement, les réactions PCR ont été effectuées dans un volume final de 50 pl en présence
de : 200 uM de dNTP, 2 uM de chaque amorce (Tableau 4), 8 ul d’ADNc dilués au 1/80, du
tampon 1X DreamTaq (Euromedex) et 1 U de DreamTaq polymérase (Euromedex). La PCR

est réalisée dans un thermocycleur T100 (Biorad), d’aprés le protocole suivant : 5 min de
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dénaturation initiale a 94°C suivie de 35 cycles composés d’une €tape de dénaturation pendant
30 sec a 94°C, d’une étape d’hybridation pendant 30 sec a 56°C et une étape d’élongation
pendant 1 min a 72°C. La PCR se termine par une ¢longation finale pendant 10 min a 72°C.
Ensuite 10 pl du produit de PCR ont été déposés dans un gel d’agarose 1,2 %, 1’ADN a été séparé
a 50 V pendant 10 min dans un tampon TAE 0,5x (40 mM Tris-acétate pH 8,1 mM EDTA), puis a
100 V pendant 30 min. 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 1kb DNA Ladder Plus

(Invitrogen).
Amorces Séquences
60 Asens BAMHI (GABARAPLI) CGCGGATCCGCCTTTCCCATAGACACTCTC
17 sens (GABARAPLI) TAAATACGACTCACTATAGGG
HRas-V12 sens (HRas) TACACGTTGGTGCGTGAGAT
PBABE3 rev (HRas) ACCCTAACTGACACACATTCC

Tableau 4 : Séquences des amorces utilisées pour les réactions de PCR semi-quantitative

4. Analyse par RT-PCR en temps reéel

Les ADNCc ont été¢ amplifiés par PCR en temps réel (q-PCR) grace a la méthode du Syber
Green (Applied Biosystem). A 10 pl du mélange Power SYBR Green PCR Master Mix 2X ont
été ajoutés 1 pl de chaque amorce sens et anti-sens (Tableau 5) a une concentration initiale de
10 uM et 8 pl de matrice diluée au 1/80 ou 8 pl d’eau pour les témoins négatifs, dans un volume
final de 20 pl.

Le programme d’amplification appliqué sur ’appareil de PCR en temps réel « StepOne »
(Applied Biosystems) a été le suivant : dénaturation initiale et activation de la polymérase a

95°C pendant 10 min et amplification a 95°C pendant 15 sec puis 60°C pendant 1 min (40

cycles).
ADNc Amorces Séquences
hQSOX1 endogene p85s GACCTGACGAGTTGGT
p85r AATCAAGCATGTGTAAGGCAC
H3B2 His-1 GCTAGCTGGATGTCTTTTGG
His-N GTGGTAAAGCACCCAGGAA
P62 p62 F Hs ATCGGAGGATCCGAGTGT
p62 R Hs TGGCTGTGAGCTGCTCTT
LC3 LC3B-F2 CGGAAAGCAGCAGTGTACCA
LC3B-R2 GGCAGAAGGGAGTGTGTCTGA

Tableau 5 : Séquences des amorces utilisées pour les réactions de PCR quantitative en temps réel.
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IV. ETUDE DES PHENOTYPES CANCEREUX IN VITRO
1. Test de prolifération cellulaire : Test MTT

Le principe du test MTT est basé sur la réduction du bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-
yl)-2,5-diphényltétrazolium (MTT) par les déshydrogénases mitochondriales des cellules
vivantes. Tandis que le MTT est de couleur jaune, les cristaux de formazan, produits de la
réaction, sont de couleur bleue. L’intensité de la coloration bleue est fonction de la proportion
de cellules vivantes.

Les cellules ont été ensemencées en plaques 96 puits a raison de 1,5 x 10* cellules par puit
pour les cellules MCF-7, 500 cellules par puits pour les cellules MDA-MB-231 et 300 cellules
par puit pour les cellules MEF. Le jour suivant, le milieu a été éliminé et les cellules ont été
placées en présence de MTT a 100 mM dans la solution saline de Hank’s, a raison de 100 uL.
par puit. Aprés 2h d’incubation a 37°C, les plaques ont été centrifugées (5 min, 300g) et le MTT
a été ¢liminé en retournant vivement la plaque sur du papier absorbant. Afin de solubiliser les
cristaux de formazan, 50 ul de DMSO ont été ajoutés dans chaque puit. La quantité de cellules
vivantes a alors été estimée par la mesure de 1’absorbance a 549 nm et 620 nm en utilisant un

spectrophotometre lecteur de microplaques (Multiskan FC, ThermoScientific).

2. Test de prolifération clonale

2.1. Test de capacité clonogénique

Les cellules ont été ensemencées en plaques 6 puits a raison de 500, 1000 et 2000 cellules
par puit. Apres 14 jours de culture, les colonies formées ont été fixées pendant 10 min par 1 mL
d’¢éthanol absolu puis colorées pendant 10 min par une solution de cristal violet [cristal violet
0,5% (p/v), éthanol 2% (v/v)]. L’exces de colorant a été éliminé par trois lavages avec de I’eau
distillée. Les colonies formées ont été photographiées a 1’aide du Chemidoc XRS+ (Biorad) et

analysées a 1’aide du logiciel Bio-Capt.
2.2. Test de prolifération clonale en milieu semi-solide (agar mou)
Les lignées cellulaires tumorales et normales transformées ont la capacité de croitre

indépendamment de 1’ancrage et peuvent ainsi former des colonies sur un milieu semi-solide a

base d’agar mou. Le test de prolifération clonale en milieu semi-solide (agar-mou) permet donc
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d’évaluer la tumorigénicité de cellules cancéreuses ou transformées. Une couche basale de 2
ml de noble agar 1 % enrichi en DMEM supplémenté de 5 % SVF, de 1 % L-Glutamine, 100
U/ml pénicilline, 100 pg/ml streptomycine et 0,23 U/ml Fungizone a été préparée dans des
boites de 35 mm de diametre. Apres polymérisation, une couche supérieure de 2,5 ml de noble
agar 0,3 % enrichi en DMEM complet décrit ci-dessus contenant 5 x 10* cellules a été déposée
dans les boites. Les cultures ont été placées sous atmosphere humide, a 37°C et 5 % de CO2
pendant 21 jours. Pour chaque type de cellules, plusieurs séries de photographies des cellules
ayant formé des colonies ont été réalisées de manicre aléatoire. Les colonies de taille supérieure

ou égale a 100 pm de diameétre ont été alors comptabilisées.

3. Test d’invasion cellulaire en chambre de Boyden modifié

L’étude de I’invasion cellulaire a été effectuée dans des chambres de Boyden modifiées (SPL
Life Sciences, diamétre de 6,5 mm, pores de 8 um). Les membranes de polycarbonate ont été
préalablement tapissées de 50 pug de Matrigel (Sigma Aldrich) extrait de tumeurs d’Engelbreth-
Holm-Swarm de Souris et riche en protéines de la matrice extracellulaire. Le Matrigel a été
dilué a la concentration de 1 mg/mL dans une solution de DMEM en présence ou en absence
de 3-MA ou de wortmannine. Cinquante plL de cette solution ont été déposés sur chaque
membrane, puis la polymérisation du gel a été€ obtenue par incubation des inserts a 37°C pendant
7h. Les cellules ont été ensemencées dans le compartiment supérieur a raison de 10° cellules
par insert dans 250 pl de milieu sans SVF. Cinq cent uL. de milieu complet ont ensuite été
ajoutés dans le compartiment inférieur. Apres 24h d’incubation a 37°C en présence de 5% de
COg, les cellules ont été fixées a 1’éthanol 100% pendant 5 min. Les cellules de la face
supérieure, qui n’ont pas traversé la membrane, ont été éliminées par grattage a 1’aide d’un
batonnet ouaté. Les cellules restant sur la face inférieure des membranes ont été colorés par
addition de 1 mL d’une solution de crystal violet 0,5% (p/v)/éthanol 2% (v/v) durant 10 min.
L’exces de colorant a été éliminé par trois lavages de la membrane a 1’eau distillée. Les cellules
ont ensuite été¢ comptées en utilisant un microscope inversé dans 5 champs par membrane, a un
grossissement X400. Les cellules comptées correspondent aux cellules qui ont traversé la
couche de Matrigel puis la membrane poreuse de la chambre de Boyden ; elles sont donc le
reflet des capacités d’invasion des cellules tumorales au travers d’une matrice extracellulaire

ou d’une membrane basale, ici reproduite par le Matrigel.
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4. Test de migration cellulaire

4.1. Test de migration cellulaire en chambre de Boyden

L’¢tude de la migration cellulaire a été réalisée dans des chambres de Boyden (SPL Life
Sciences, diamétre de 6,5 mm, pores de 8 um). Les cellules ont été ensemencées dans le
compartiment supérieur a raison de 10° cellules par insert dans 250 pl de milieu sans SVF. Dans le
compartiment inférieur, 500 ul de milieu complet ont été ajoutés. Apres 24h d’incubation a 37°C
en présence de 5% de COz, les cellules ont été fixées a I’éthanol 100% pendant 5 min. Les
cellules de la face supérieure, qui n’ont pas traversé la membrane, ont été ¢liminées par grattage
a I’aide d’un batonnet ouaté. Les cellules restant sur la face inférieure des membranes ont été
colorées par addition de 1 mL d’une solution de crystal violet 0,5% (p/v)/éthanol 2% (v/v)
durant 10 min. L’exces de colorant a été éliminé par trois lavages de la membrane a 1’eau
distillée. Les cellules ont ensuite été¢ comptées en utilisant un microscope inversé dans 5 champs
par membrane, a un grossissement X400. Les cellules comptées correspondent aux cellules qui
ont traversé la membrane poreuse de la chambre de Boyden ; elles sont donc le reflet des

capacités de migration des cellules tumorales.

4.2. Test de migration cellulaire en blessure cicatrisation

Les cellules ont été ensemencées en plaque 6 puits a raison de 5 x 10° cellules par puit. Une
fois les cellules confluentes, deux blessures ont été créées dans chaque puit a I’aide d’une pointe
de pipette. Le milieu a ensuite été éliminé et les cellules ont été rincées 2 fois avec du PBS 1X
afin d’éliminer les cellules détachées. La fermeture de la blessure a été controlée a To, Toan et
Tagn. L aire de la blessure a été quantifiée a 1’aide du logiciel ImagelJ. La migration des cellules
a été exprimée en pourcentage de fermeture de la blessure : % de fermeture = [(Aton — Atan)/Aton]
x100%. Aton est 1’aire mesurée immédiatement apres la blessure et Atan est I’aire mesurée 24

ou 48 h apres la blessure.

5. Test d’adhérence cellulaire

Les cellules ont été ensemencées en plaques 24 puits a raison de 4 x 10° cellules par puit
dans du milieu sans SVF. Apres 1 h et 3 h d’incubation a 37°C en présence de 5% de CO», les

cellules ont été décollées par ajout de trypsine puis comptées en cellule de Malassez. Les
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résultats ont été exprimés sous forme de ratio entre les cellules adhérées et le nombre total de

cellules ensemencées.

6. Zymographie

La zymographie permet la révélation des métalloprotéases comme MMP-2 et MMP-9. Un
gel de polyacrylamide a 10 % (p/v) contenant 0,1 % (p/v) de gélatine a été¢ préparé. Les
surnageants de culture ont été repris dans du tampon SB5X sans B-mercaptoéthanol dans un
volume de 30 pl. La migration des échantillons a ¢été faite dans les mémes conditions qu’une
¢lectrophoreése SDS-PAGE. Apres migration des échantillons, I’excés de SDS a été éliminé du
gel par 2 lavages de 30 min dans un bain d'eau distillée contenant 2,5 % (p/v) de Triton X-100,
permettant ainsi la renaturation des protéines. Le gel a été ensuite incubé pendant 24 h a 37°C
dans un tampon d’activation contenant 1 M Tris-HCI pH 8, 1M CaCl,, 0,5 M ZnSO4 et 2,5 M
NaCl. Les MMPs sont calcium-dépendantes d’ou 1’addition de CaCl, dans le tampon
d’activation. Le lendemain, le gel a ét¢ coloré a I’aide d’une solution de bleu de Coomassie G-
250 (bleu de Coomassie G-250 0,1 % p/v, 10 % v/v acide acétique, 40 % v/v méthanol) pendant
1 h puis décoloré a 1’aide d’une solution 10 % v/v d’acide acétique et 30 % v/v de méthanol, le
gel a été étudi¢ a I’aide du systéme d’analyse d’image Chemidoc couplé au logiciel Image Lab

(BioRad).

V. XENOGREFFES

Les xénogreffes ont été réalisées en collaboration avec 1’équipe du Pr Christophe Borg «
Interactions Hote-Greffon et Ingénierie Cellulaire et Génique » (UMR1098) a Besancon avec

I’aide technique du Dr. Jean-René Pallandre.

1. Xénogreffe des lignées MDA-MB-231 shC, shQSOX1-1 et shQSOX1-2

Les cellules MDA-MB-231 shC, shQSOX1-1 et shQSOX1-2 ont été précédemment
injectées en sous-cutané au niveau du flanc droit dans des souris CIEA NOG. Lorsque la tumeur
présentait une nécrose ou une longueur supérieure a 1 cm, les souris ont été sacrifiées. Apres
résection des tumeurs, celles-ci ont été fixées dans une solution de PFA 4% puis conservées en

tampon sucrose 10%. Les tumeurs ont ensuite été incluses en milieu d’enrobage Tissue-Tek
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(Microm, F/62550-1) découpées au cryostat (Microm microtek, HM560), placées sur lame et

conservées a -80°C jusqu’a leur utilisation en immunofluorescence.

2. Xénogreffe des lignées MCF-7 C, GL1, GL1 G116A c1 et GL1 G116A
c2

Une semaine avant I’injection et pendant toute la durée de I’expérience, 1 pg/ml
d’estrogénes (Ex) a été ajouté a I’eau des souris. Pour chaque lignée cellulaire, 1,5 x 10° cellules
ont ensuite été injectées en sous-cutané au niveau du flanc droit des souris RAGg/c. Apres que
les xénogreftes aient été palpables, des mesures ont été réalisées tous les 4-5 jours. Les volumes
des tumeurs ont été estimés en utilisant la formule suivante : V = a x b2, ou a est la longueur et
b la largeur de la tumeur. Lorsque la tumeur présentait une nécrose ou une longueur supérieure
a 1 cm, les souris ont été sacrifiées. Aprés résection des tumeurs, celles-ci ont été fixées dans
une solution de formol pendant une nuit a 4°C puis conservé dans une solution de sucrose 10%
avant d’étre photographiées. Les tumeurs ont ensuite été incluses en milieu d’enrobage Tissue-
Tek découpées au cryostat, placées sur lame et conservées a -80°C jusqu’a leur utilisation en

immunofluorescence.

3. Immunofluorescence sur coupe de tumeurs

Les lames ont ét¢ incubées dans un tampon citrate de sodium (10 mM citrate de sodium, pH
6) 2 95°C pendant 40 min. Les lames ont ensuite ét¢ incubées une nuit avec I’anticorps primaire
et 1 h a température ambiante avec 1’anticorps secondaire dilué¢ dans du PBS-Triton X100 1%.
Apres chaque incubation, les lames ont été rincées 3 fois dans du PBS-Triton X100 1%. Les

lames ont ét¢ montées dans un milieu PBS-glycerol puis observées au microscope confocal
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I. ETUDE DU ROLE DE LA PROTEINE QSOX1 DANS
L’AUTOPHAGIE DES CELLULES DE CANCER DU SEIN

1. QSOX1 (Quiescine sulfhydryl oxydase 1) : Géne et protéine

Au cours de ma thése, j’ai pu étudier la protéine QSOXI1 (ou QSCN6 : Quiescin 6)
impliquée dans les stress oxydants, les stress du RE et dans le cancer, des mécanismes
étroitement liés a I"autophagie, suggérant un role de QSOX1 dans ce processus. Nous nous
sommes donc intéressés plus particulierement a cette protéine qui sera décrite dans la suite de
ce manuscrit.

Le géne QSOX] a été identifi¢ au sein de notre laboratoire comme étant régulé négativement
par les estrogénes dans un modele de cellules épithéliales glandulaires d’endomeétre de Cobaye
(Pellerin et al., 1993). Le géne OSOXI humain (ou HOSOXT) est localisé sur le chromosome 1
au locus 1q24 et est organisé en 12 exons et 11 introns (Heckler et al., 2008; Smith ez al., 1996)
(Figure 16). Chez ’homme, il existe deux transcrits majoritaires, QSOX1-S (Short) et QSOX1-
L (Large) aussi appelés QSOXI1A4 et QSOXIB d’environ 2,5 kb et 3,2 kb (Coppock et al., 1993;
Musard et al., 2001; Radom et al., 2006). Il a été mis en évidence que ces transcrits sont obtenus
par épissage alternatif au niveau de I’exon 12 chez ’homme mais également chez le rat (Radom
et al., 2006; Thorpe et al., 2002) (Figure 16). Ces 2 transcrits permettent de coder 2 protéines
de 604 acides aminés (66 kDa) et 747 acides aminés (82 kDa) nommées respectivement

QSOX1-S et QSOXI-L.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10Mmn
ADNg gsox1 I | /| L1 | ll I:.
1 2 34 5 6 7 8 910 1112

1234567891011 12

ADNc gsoxT-s [T CL IS

O Exons
[\ O Site d'épissage

1234567891011 12

ADNc gsoxi-

Figure 16 : Schéma représentant le géne QSOXT humain et ses deux transcrits QSOXI-S et QSOXI-L. Le géne OSOX1
humain possede 12 exons et 11 introns. L’épissage alternatif au niveau de 1’exon 12 permet 1’obtention de deux transcrits
majoritaires appelés OSOXI-S et OSOX1-L. D’aprés (Thorpe et al., 2002).

L’expression tissulaire des messagers OSOXI semble étre ubiquitaire mais a des taux

variables. En effet, les transcrits OSOXI-S et OSOXI-L sont exprimés dans de nombreux
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organes tels que le cceur, le foie, le pancréas, le colon, les ovaires, ’intestin gréle et les testicules
par exemple (Coppock et al., 2000; Musard et al., 2001). Néanmoins, le pharynx et la glande
parathyroidienne ne semblent pas exprimer les transcrits OSOX! (Kodali & Thorpe, 2010).
Comme les messagers, la protéine QSOXI1 est exprimée dans de nombreux tissus et en
particulier dans les tissus a vocation de sécrétion tels que les ilots de Langerhans, 1’intestin
gréle, le tissu placentaire, 1’épithélium pulmonaire, les cellules plasmatiques, les glandes
sébacées, les follicules des cheveux et les cellules épithéliales de 1’épiderme (Hashimoto et al.,
2000; Thorpe & Coppock, 2007; Thorpe et al., 2002).

La protéine QSOX1 possede une séquence signal d’adressage au RE, a ’appareil de Golgi
et aux vésicules de sécrétion mais ne possede pas de séquence de rétention a ces compartiments
(séquence KDEL), suggérant ainsi une localisation extracellulaire de cette protéine
(Chakravarthi et al., 2007; Mairet-Coello et al., 2004; Thorpe et al., 2002; Tury et al., 2004).
En effet, des études ont mis en évidence la présence des protéines QSOXI1 au niveau de la
membrane de différents compartiments (RE, appareil de Golgi et vésicules de sécrétion) ainsi
que dans les surnageants de culture et dans les espaces extracellulaires (Benayoun et al., 2001;
Musard et al., 2001; Tury et al., 2004). QSOX1 a également ¢été¢ mise en évidence dans le
cytoplasme et au niveau périnucléaire (Matsuba et al., 2002; Thorpe et al., 2002).

2. Fonctions de QSOX1

2.1. Fonction engymatique

Les protéines QSOX1 appartiennent a la famille des sulthydryls oxydases dépendantes du
FAD (flavine adénine dinucléotide) et oxydent des groupements sulthydryls en ponts disulfures
dans des peptides ou des protéines avec une réduction de 1’oxygéne moléculaire en peroxyde

d’hydrogene (Hoober et al., 1996) (Figure 17).

Protéine

réduite

Etape d'oxydation Etape d’'isomérisation

Figure 17 : Schéma de la réaction catalysée par les sulfhydryls oxydases. QSOX1 est une sulthydryl oxydase, capable
d’oxyder les groupements thiols en réduisant 1I’oxygene moléculaire en peroxyde d’hydrogene. QSOX1 permet ainsi d’oxyder
les protéines avant que celles-ci soient isomérisées par la PDI

QSOX1 pourrait introduire des ponts disulfures rapidement dans les protéines réduites

avant que celles-ci ne soient prises en charge par la PDI (protein disulfide isomerase), une
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protéine responsable de I’isomérisation des ponts disulfures et du repliement correct des
protéines favorisant ainsi leur stabilit¢ (Hoober et al., 1999). Cette activité joue un role par
exemple dans la synthese de la matrice extracellulaire par les fibroblastes et dans I’adhésion
des cellules cancéreuses a cette matrice. En effet, QSOX1 permet 1’incorporation de laminine
a la matrice extracellulaire (Ilani et al., 2013). Par cette fonction, QSOXI1 serait également

impliquée dans les mécanismes mis en jeu lors des stress cellulaires.

2.2. Role de QSOXI dans les stress

Des travaux de notre équipe ont montré que les stress oxydants induisent tardivement une
augmentation des messagers et de la protéine QSOX1 dans des cellules PC12 (cellule de
phéochromocytome de la médullosurrénale de rat). En effet, I’induction d’un stress oxydant par
H>0, conduit a I"augmentation du taux de messagers OQSOXI dés 24h et atteint un pic
d’expression a 72h. De plus, les cellules surexprimant QSOXI1-S sont protégées contre
I’apoptose induite par ce stress oxydant (Morel et al., 2007).

Par ailleurs, il a ét¢ montré qu’une induction de la réponse UPR par un traitement a la
tunicamycine, a la thapsigargine ou au DTT induit une augmentation de I’expression du
messager OSOX] et de la protéine QSOXI1-S. De plus, la surexpression de QSOX1 rend les
cellules de cancer du sein MCF-7 moins sensibles a la réponse UPR induite par la thapsigargine
tandis que I’extinction de cette protéine dans les cellules de cancer du sein MDA-MB-231 rend
ces cellules plus sensibles aux traitements (données non publiées). L’ensemble de ces résultats

suggere que QSOXT1 peut protéger les cellules contre la mort induite par ’UPR.

2.3. Role de QSOXI dans le cancer

Plusieurs études ont suggéré que QSOXI1 pourrait étre associée aux processus tumoraux.
Ainsi, QSOXI est surexprimée au cours des étapes précoces de la progression tumorale des
cancers de la prostate et dans les adénocarcinomes pancréatiques (Antwi ef al., 2009; Song et
al., 2009). Il a également été mis en évidence que QSOX1 favorise I’invasion et la prolifération
des cellules tumorales par 1’activation des métalloprotéases et que ’ARNm de OSOXI est
associ¢ a un marqueur de mauvais pronostic dans les tumeurs luminales B (Katchman et al.,
2011; Katchman et al., 2013; Song et al., 2009). Plus récemment, il a ét¢ montré qu’un nouveau
transcrit de gsox!/ est surexprimé dans le cancer du sein ductal et que cette augmentation est

associée au grade de la tumeur (Soloviev et al., 2013). De plus, il a ét¢ mis en évidence que
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I’hypoxie induit I’expression du messager et de la protéine QSOX1 via HIF-1a dans les cellules
de cancer du pancréas et que I’extinction de QSOX1 conduit a I’inhibition de I’invasion induite
par I’hypoxie dans ces cellules (Shi et al., 2013). Une forte expression de QSOX1 a également
été associée a un facteur de mauvais pronostic et a une faible survie des patients atteints de
neuroblastomes (Araujo ef al., 2014).

Par contre, dans d’autres types de cancer, il a ét¢ montré une diminution de 1’expression de
QSOXI. Ainsi, ’expression du géne OQSOX1 est réprimée par désacétylation des histones dans
un modele cellulaire de tumeurs endothéliales ou cette protéine inhibe la prolifération cellulaire
(Hellebrekers et al., 2007). Des résultats de notre laboratoire en collaboration avec 1’équipe du
Dr F. Descotes (CHU de Lyon Sud) ont mis en évidence qu’une forte expression de QSOX/ est
associée a un facteur de bon pronostic dans les cancers du sein. De plus, notre équipe, en
utilisant des mode¢les cellulaires de surexpression (MCF-7) et d’extinction (MDA-MB-231) de
QSOX1-S, a montré que cette protéine réduirait la prolifération, la migration et 1’invasion
cellulaire in vitro en régulant négativement 1’activité de la métalloprotéase MMP-2 et réduirait
le développement tumoral in vivo (Pernodet et al., 2012). Ces résultats sont en accord avec ceux
obtenus précédemment in vitro sur le role de QSOXI1 dans la prolifération et 1’adhérence
cellulaire (Coppock et al., 2000; Coppock et al., 1993; Hellebrekers et al., 2007; Morel et al.,
2007; Musard et al., 2001). Plus récemment, il a ¢galement été mis en évidence que 1’expression
du messager et de la protéine QSOX1 est réprimée dans les cellules souches mésenchymateuses
dérivées de cancer du poumon qui présentent une prolifération plus importante que les cellules
saines (Gottschling et al., 2013). Le role de QSOX1 dans le cancer est donc complexe
principalement a cause de I’existence de ces différents transcrits. Sa fonction dans le cancer
semble également dépendre du type et du stade de la tumeur. Par exemple, I’expression de
QSOX1 dans les médulloblastomes ne semble pas avoir de valeur pronostique mais cette
protéine semble impliquée dans le développement de la maladie (Sobral ef al., 2015).

Comme nous 1’avons décrit précédemment, les stress oxydants et du RE sont des inducteurs
de I’autophagie et il existe un lien étroit entre autophagie et cancer. De plus, une recherche
systématique des acteurs impliqués dans la régulation de 1’autophagie, réalisée sur plus de 20000
genes, a suggéré que QSOX1 pourrait inhiber 1’autophagie dans des cellules de neuroblastomes
H4 (Lipinski et al., 2010a). En effet, dans ces cellules, I’extinction de plusieurs genes dont gsox/
par la technique d’interférence ARN conduit a une augmentation de la formation des
autophagosomes. L’objectif initial de ma premicére année de thése a donc été de déterminer si
I’expression de QSOX1-S était régulée suite a I’induction de I’autophagie et si QSOX1-S avait
un role dans ce processus qui pourrait expliquer ses fonctions dans les cellules cancéreuses.

L’ensemble de cette étude a été réalisée a partir deux modeles cellulaires de cancer du sein : un
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modele de surexpression de QSOX1-S dans les cellules MCF-7 et un modele d’extinction de
QSOXI1 dans les cellules MDA-MB-231. Les résultats de notre étude ont permis de montrer que :
- L’induction de I’autophagie suite a une carence en acides aminés conduit a une
augmentation de ’expression de QSOX1 aux niveaux messagers et protéines.
- L’expression de la protéine QSOX1 conduit a une inhibition de la mort cellulaire
lors de ’induction de I’autophagie par une carence en acides aminés.
- La protéine QSOXI1 inhibe le flux autophagique des cellules de cancer du sein en
inhibant la fusion autophagosome/lysosome.
- La protéine QSOXI1 pourrait inhiber I’invasion des cellules de cancer du sein par
sa fonction inhibitrice sur I’autophagie.

L’ensemble de ces résultats est présenté dans la Publication I.
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Abstract

The QSOX1 protein (Quiescin Sulfhydryl oxidase 1) catalyzes the formation of disulfide bonds and is involved in the folding
and stability of proteins. More recently, QSOX1 has been associated with tumorigenesis and protection against cellular
stress. It has been demonstrated in our laboratory that QSOX1 reduces proliferation, migration and invasion of breast cancer
cells in vitro and reduces tumor growth in vivo. In addition, QSOX1 expression has been shown to be induced by oxidative
or ER stress and to prevent cell death linked to these stressors. Given the function of QSOX1 in these two processes, which
have been previously linked to autophagy, we wondered whether QSOX1 might be regulated by autophagy inducers and
play a role in this catabolic process. To answer this question, we used in vitro models of breast cancer cells in which QSOX1
was overexpressed (MCF-7) or extinguished (MDA-MB-231). We first showed that QSOX1 expression is induced following
amino acid starvation and maintains cellular homeostasis. Our results also indicated that QSOX1 inhibits autophagy through
the inhibition of autophagosome/lysosome fusion. Moreover, we demonstrated that inhibitors of autophagy mimic the
effect of QSOX1 on cell invasion, suggesting that its role in this process is linked to the autophagy pathway. Previously
published data demonstrated that extinction of QSOX1 promotes tumor growth in NOG mice. In this study, we further
demonstrated that QSOX1 null tumors present lower levels of the p62 protein. Altogether, our results demonstrate for the
first time a role of QSOX1 in autophagy in breast cancer cells and tumors.
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Introduction

Quiescin Sulfhydryl Oxidase 1 (QSOXI1) was described in our
laboratory as an estrogen-regulated gene in guinea-pig endome-
trial glandular epithelial cells [1]. The human QSOXI1 gene,
localized on chromosome 1 (1q24), encodes two major protein
isoforms, QSOXI1-S (66 kDa) and QSOXI-L (82 kDa), resulting
from an alternative mRNA splicing process (QSOXI-S:
NM_001004128; QSOXI1-L: NM_002826) [2,3]. Immunoelec-
tron microscopy experiments have shown that the QSOXI
protein is linked to the endoplasmic reticulum (ER) membrane,
the Golgi apparatus and to secretory granules [4] and has also
been detected in culture supernatants and extracellular spaces
[1,5], suggesting its extracellular secretion. QSOXI proteins
belong to the flavin adenine dinucleotide (FAD)-dependent
sulthydryl oxidase family and catalyze the formation of disulfide
bonds in unfolded proteins [6]. This activity has been proposed to
play an important role for incorporation of laminin in extracellular
matrix (ECM) synthesized by fibroblasts and the adhesion of
cancer cells to the ECM [7].

More recently, QSOXI1 has been associated to cancer and
protection against cellular stress. In fact, several studies have
shown a deregulation of QSOXI1 expression in cancer cells
[8,9,10] and its involvement in tumorigenesis. Indeed, in our
laboratory, we have demonstrated that QSOXI reduces prolifer-
ation, migration, invasion ¢ vitro and tumorigenesis i vivo which is
in agreement with our findings, indicating that a high QSOX1

PLOS ONE | www.plosone.org

expression is associated with a better survival for breast invasive
ductal carcinomas patients [11]. These results are in agreement
with those previously obtained in vitro regarding the role of
OSOXI1 in proliferation and cell adhesion [1,12,13,14,15]. On the
contrary, it has been demonstrated that QSOXI promotes
invasion and proliferation of pancreatic and breast tumor cells
wm vitro and that QSOX1 mRNA is a predictive marker of poor
survival in luminal B tumor [16,17]. Recently, Soloviev and
colleagues have demonstrated that QSOX1 mRNA is overex-
pressed in breast ductal carcinoma and that this increase is
correlated to the tumor grade [18]. Therefore, it is now clear that
the role of QSOXI in cancer is complex mainly because of the
existence of its different transcripts and that its function seems to
depend on the stage and type of tumor.

Furthermore, we have shown that QSOXI protects cells against
cellular stressors. Indeed, QSOX1 mRNA and protein levels are
increased following an oxidative or an ER stress and QSOXI
protects against stress-induced-cell death [15] (unpublished data).

Cancer and protection against cellular stressors are two
processes that have previously been linked to autophagy.
Autophagy, a cellular degradation process involved in the
degradation and recycling of damaged proteins, organeclles and
other cytoplasmic constituents, occurs at low basal levels in almost
every cell type to maintain cellular homeostasis. Following a
metabolic stress, such as nutrient starvation, oxidative stress or ER
stress, autophagy is induced to provide nutrients and energy

January 2014 | Volume 9 | Issue 1 | e86641



allowing cell survival [19]. Three types of autophagy have been
described: macroautophagy, microautophagy and chaperone-
mediated autophagy [20]. Macroautophagy (hereafter called
autophagy) is a multi-step process involving initiation, elongation,
maturation and degradation steps. The initiation step is charac-
terized by the induction of a unique double membrane structure
called the phagophore that sequesters part of the cytoplasm,
soluble proteins and/or organelles. The elongation and closure of
this phagophore results in the formation of a double-membrane
organelle called the autophagosome which ultimately fuses with
the lysosome to form the autophagolysosome, leading to the
degradation of its contents [21].

Besides its role in cellular homeostasis, autophagy has been
described to be involved in various cancers such as breast cancer
[22,23,24]. However, the role of autophagy in cancer formation
and growth is complex and context-dependent. During the carly
stages of tumorigenesis, autophagy acts as a tumor suppressor
mechanism by preventing cytoplasmic damage, genomic instabil-
ity and inflammation which usually lead to cancer initiation and
development [25,26]. Moreover, expression levels of proteins
involved in autophagy are reduced or lost in several types of
cancers [27,28,29]. For example, Beclinl gene is deleted in 50% of
breast cancer [27,30]. On the contrary, during the later stages of
cancer growth, autophagy promotes survival of cancer cells under
conditions of metabolic stress. Indeed, the microenvironment of
cancer cells presents reduced levels of nutrients, oxygen and
growth factors leading to decreased oxidative phosphorylation,
decreased ATP production and limited cancer cell proliferation
[31,32]. For example, it has been shown that the inhibition of
autophagy by a fip200 (FAK family-interacting protein of
200 kDa) gene deletion in a mouse model of human breast cancer
leads to reduced tumor initiation and progression by both the
impairment of tumor cell proliferation and the induction of
immune surveillance [33].

Given the function of QSOXI1 in cancer and protection against
cellular stressors, two processes linked to autophagy, the purpose
of our study was to determine whether QSOXI1 could be regulated
by autophagy inducers and might play a role in this catabolic
process that could explain its function during breast tumor
development. We showed in this study, that QSOXI expression is
increased following nutrient stress-induced autophagy and main-
tains cellular homeostasis. Our results also indicated that QSOX1
inhibits autophagy through the inhibition of autophagosome/
lysosome fusion in breast cancer cell line. Therefore, we propose
that its inhibitory effect on autophagy might explain its function in
cancer cell invasion and tumor growth.

Materials and Methods

Reagents and Antibodies

Cell culture reagents were purchased from Invitrogen. Earle’s
balanced salt solution (EBSS, E3024), bafilomycin Al (B1793), 3-
methyladenine (3-MA) (M9281) and wortmannin (W1628) were
purchased from Sigma Aldrich. For the western blotting exper-
iments, the following antibodies were used: polyclonal anti-rat
QSOXI1 [5] diluted at 1:7500, polyclonal anti-LC3 (Sigma,
1.8918) diluted at 1:3000, monoclonal anti-p62 (Santa Cruz, sc-
28359) diluted at 1:1500, polyclonal anti-actin (Sigma, A5060)
diluted at 1:15000, polyclonal anti-rabbit (P.A.R.LS, BI2407)
diluted at 1:10000 and polyclonal anti-mouse (P.A.R.LS, BI24130)
diluted at 1:10000. For the immunofluorescence experiments, the
following antibodies were used: monoclonal anti-p62 antibody
(Santa Cruz, sc-28359) diluted at 1:250, monoclonal anti-mouse
lysosomal-associated membrane protein 1 (LAMPI1) (Abcam,
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Ab25630) diluted at 1:100, Alexa Fluor 555 goat anti-mouse (Life
technologies, A-21422) diluted at 1:800.

Cell Culture and Treatment

Two breast cancer cell lines were used: MCF-7 in which
QSOXI1-S is overexpressed (MCF-7 QSOX1S-1 and QSOX1S-2)
and MDA-MB-231 in which QSOXI1 is extinguished (MDA-MB-
231 shQSOXI1-1 and shQSOXI1-2). In every experience, we
compared these stable cell lines to the control ones (MCF-7 C
transfected with an empty control vector and MDA-MB-231 shC
expressing a control shRNA). These cellular models have
previously been described [11]. MCF-7 QSOXIS-1 and
QSOXI1S-2 cells show similar overexpression of QSOX1 whereas
MDA-MB-231 shQSOX1-1 and shQSOX1-2 cells show 55% and
92% of QSOXI1 extinction, respectively [11]. MCF-7 cells were
chosen to overexpress QSOXI since this protein is weakly
expressed in these cells. On the contrary, MDA-MB-231 cells
were selected because they present a high expression of
endogenous QSOX1 [11,14].

Cells were cultured in Dulbecco’s minimum essential medium
(DMEM) (PAA, E15-891) supplemented with 100 pg/ml penicil-
lin/streptomycin (PAA, P11-010) and 5% fetal bovine serum (FBS)
(PAA, A15-101) in a 5% CO2 incubator at 37°C. To inhibit
autophagosome/lysosome fusion, cells were incubated for 8 h in
complete medium supplemented with 100 nM bafilomycin Al. To
induce autophagy, cells were incubated in EBSS for 2 to 8 h at
37°C. To inhibit autophagy, cells were incubated in complete
medium supplemented with 10 mM 3-MA or with 100 nM
wortmannin for 24 h.

Western Blotting

Cells were scraped, harvested and lysed in a RIPA buffer
(50 mM Tris-HCI, pH 8, 150 mM NaCl, 1% Triton X100, 0.5%
DOCA, 0.1% SDS) supplemented with 0.1% protease inhibitors
(104 mM AEBSF, 1.5 mM pepstatin A, 1.4 mM E-64, 4 mM
bestatin, 2 mM leupeptin, 80 pM aprotinin). Protein lysates were
sonicated for 5 s before loading (Sonics and Materials), separated
on a 10-12.5% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
clectrophoresis (SDS-PAGE) before being transferred onto a
polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane (Bio-Rad, 162-
0177). The membrane was blocked with 5% nonfat milk in Tris-
buffered saline with Tween 20 (TBS-T) (20 mM Tris-HCI,
pH 7.6, 137 mM NaCl, 0.1% Tween 20) and incubated with
primary antibodies at the previously indicated dilutions. Immu-
noreactive bands were detected using goat horseradish peroxidase
(HRP)-coupled secondary anti-mouse or anti-rabbit antibodies
and the p-coumaric acid- enhanced chemiluminescent (PCA-ECL)
solution [34].

Cell Viability

For the MTT assay, cells (1.3 x 10* cells/well) were cultured in
a 96-well plate and incubated with EBSS for 4 and 8 h. After the
removal of the supernatant, 100 ul of 100 mM MTT solution
(Sigma, M2128) in Hank’s were added to the cells. After a 2 h
incubation, the formazan crystals were dissolved in dimethyl
sulfoxide (DMSO) (50 pl) and the absorbance was quantified at
549 nm using a microplate reader (Multiskan FC, ThermoScien-
tific). All experiments were performed in 8 replicates, and the
relative cell viability (%) was normalized to the untreated control
cell.

For the trypan blue exclusion assay, cells (7.6 x10" cells/well)
were seeded in a 24-well plate in duplicate and incubated with
EBSS for 4 and 8 h. Cells were then collected by trypsinization,
stained with trypan blue (0.04%) (Sigma, T8154) and cells were
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counted in triplicate. Data were obtained from two independent
experiments.

Immunofluorescence and Confocal Microscopy

The green fluorescent protein-microtubule-associated protein
light chain 3 (GFP-LC3) plasmid was kindly provided by Dr.
Elazar (Weizmann Institute, Israél). For transient GFP-LC3
transfection, MCF-7 and MDA-MB-231 cells were plated on
coverslips in 6-well plates on coverslips at a density of 4.5 x10° and
3x107 cells/well, respectively. Plasmids were transfected using the
Jetprime reagent (Polyplus transfection, 114-07) according to the
manufacturer’s protocol. After the designated treatments, cells
were washed with phosphate-buffered saline (PBS) and fixed with
4% paraformaldehyde (PFA) (Sigma, P6148) in PBS for 15 min at
room temperature. The cells were then examined and photo-
graphed wusing a confocal microscope (Olympus Fluoview
FV1000).

For Lysotracker staining, cells were incubated for 1 h in
complete medium supplemented with 500 nM Lysotracker red
DND-99 (Invitrogen, L75-28). Cells were then washed with PBS
and fixed with 4% PFA in PBS for 15 min at room temperature.
Cells were then analyzed by confocal microscopy.

For LAMPI immunofluorescence, cells were washed with PBS
and fixed with 4% PFA in PBS for 15 min at room temperature.
Cells were then permeabilized with 0.2% Triton-X100 in PBS for
5 min, washed with PBS, blocked with 5% bovine serum albumin
(BSA) (Sigma, A6793) in PBS for 30 min, incubated with an anti-
mouse LAMPI primary antibody overnight at 4°Ci and finally with
an Alexa Fluor 555 goat anti-mouse for 1 h at the previously
indicated dilutions. The cells were analyzed using a confocal
microscope. Each picture is representative of a typical cell staining
observed in 10 fields chosen at random.

GFP-LC3 and Lysotracker red or LAMP1 colocalization was
analyzed using the Image] software and the Pearson’s coefficient.
For each cell line, 35 cells were randomly selected.

For immunofluorescence staining of tumor tissue sections, the
slides were incubated at 95°C for 40 min in sodium citrate buffer
(10 mM sodium citrate, pH 6). The tissue sections were then
incubated overnight with the previously described p62 antibody
and incubated for 1 h at room temperature with an Alexa Fluor
555 goat anti-mouse secondary antibody at previously indicated
dilutions and with DAPI (1:333) (AAT bioquest, 17510) in PBS for
10 min. After each incubation, the slides were rinsed thrice in 1%
PBS-Triton X-100. After being mounted in PBS-glycerol mount-
ing medium, the slides were observed and analyzed using confocal
microscopy.

Real-time PCR

Total RNAs were extracted as previously described [15]. For
real time RT-PCR analysis, 2 ug of total RNAs were reverse
transcribed using the RevertAid M-MulV Reverse Transcriptase
(Fermentas, EP0441) according to the manufacturer’s protocol.

Quantitative PCR was performed using the Step One Real
Time PCR System (Applied Biosystems) and the SYBER Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems, 4309155). The primers
used for QSOXI (Targeting endogenous QSOXI1-S and QSOX1-
L mRNA) were p85r: 5'-AATCAAGCATGTGTAAGGCAC-3’
and p85s: 5'-GACCTGACGAGTTGGT-3" and the ones used
for p62 were p62_F_Hs: 5'-ATCGGAGGATCCGAGTGT-3’
and p62_R_Hs: 5'-TGGCTGTGAGCTGCTCTT-3". The PCR
signals were normalized with the endogenous control (H3.3 like
histone H3B-2) amplified with the primers His-I:  5'-
GCTAGCTGGATGTCTTTTGG-3' and  His-N: 5'-
GTGGTAAAGCACCCAGGAA-3'.
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Cell Invasion Assay

50 ul of extra cellular matrix (ECM) gel (I mg/ml) (Sigma,
E6909) were added to the upper chamber and incubated for 5 h at
37°C. 10° cells were subsequently diluted in 250 pl serum-free
medium, added to the upper chamber and incubated for 24 h at
37°C in the presence or absence of an autophagy inhibitor (3-MA
or wortmannin). The cells on the upper surface were removed
using a cotton bud while the remaining invasive cells were fixed
with 100% ethanol, stained with 2% crystal violet and images from
each membrane were taken. Finally, the invasive cells located in
the lower chamber were counted manually in 10 fields of view

(FOV).

Xenograft Experiments

CIEA NOG mice were obtained from Taconic (Germantown,
NY, USA) and maintained in the UMRI1098 animal facility
(agreement number #C25-056-7). Approval for animal experi-
mentation and care was received from the Services Vétérinaires de
la Santé et de la Protection Animale delivered by the Ministére de
I’Agriculture, Paris, France and experimental procedures were
approved by a local ethic committee (Comité d’Ethique Bisontin
d’Expérimentation Animale [CEBEA]).

As previously described [11], MDA-MB-231 shC, shQSOX1-1
and shQSOX1-2 cells were subcutaneously inoculated in NOG
mice and tumor growth was monitored twice a week. When
tumors reached a diameter of 1 ¢cm, mice were sacrificed and each
tumor was fixed in formol and photographed.

Statistical Analysis
Statistical analyses were carried out using a Student’s t test. A p
value <0.05 was considered statistically significant.

Results

QSOX1 is Induced Following Nutrient Stress and Protects
against Cell Death

Our laboratory has previously described that oxidative [15] or
ER stress (unpublished data) induces QSOX1 expression and that
this protein protects cells against these cellular stresses. Since these
stressors can also induce autophagy, we investigated whether
amino acid starvation could induce QSOX1 mRNA and protein
expression. To do so, starvation was induced in MDA-MB-
231 shC cells by an EBSS treatment of 2, 4, 6 or 8 h. An increase
in QSOXI1 expression was detected from 2 h of EBSS treatment.
The highest fold increase was observed after 8 h of EBSS
treatment for QSOX1 mRNA expression (2.5) (Figure 14) and
after 6 h of EBSS treatment for QSOXI protein expression (2.2)
(Figure 1B). These results demonstrate that nutrient stress can
induce QSOX1 mRNA and protein.

Since amino acid starvation can regulate cell viability, we then
examined whether QSOXI could protect the cells against such
stress. To do so, we used two breast cancer cell lines: MCF-7 in
which QSOXI-S is overexpressed (MCF-7 QSOXI1S-1 and
QSOXI1S-2) and MDA-MB-231 in which QSOXI1 is extinguished
(MDA-MB-231 shQSOX1-1 and shQSOX1-2) [11]. Overexpres-
sion was induced in MCF-7 because of their initial low expression
of QSOXI1 whereas extinction was performed in MDA-MB-231
cells because of their endogenous high expression of QSOXI1. The
viability of these cellular models was assessed using a M'T'T" assay
following an 8 h treatment with EBSS. MCF-7 QSOXI1S-1 and
QSOX1S-2 cells (65% and 76%, respectively) presented a higher
viability than MCF-7 C cells (52%). On the other hand, MDA-
MB-231 shQSOXI1-2 and shQSOXI-1 cells (62% and 63%,
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Figure 1. QSOX1 is induced following a nutrient stress and protects against cell death. (A, B) MDA-MB-231 shC cells were cultured in the
presence or absence of EBSS for 2, 4, 6 and 8 h. (A) After a reverse transcription step, relative QSOX1 mRNA expression was determined by qPCR.

H3B-2 mRNA was used for normalization. Data are means = S.D. of two

independent experiments performed in triplicate. *P<<0.05, compared to the

control. (B) Cells were lysed and total proteins (50 pg) were separated on a 10% SDS-PAGE followed by immunoblotting using anti-QSOX1 and anti-
actin antibodies. QSOX1 levels were quantified using the Image Lab software. NS: Non specific signal. (C, D) MCF-7 C, QSOX1S-1, QSOX1S-2 and
MDA-MB-231 shC, shQSOX1-1, shQSOX1-2 cells were cultured in the presence or absence of EBSS for 8 h. Cell viability was estimated using a MTT
assay (C) or a trypan blue exclusion assay (D). Results were expressed as a ratio between treated and untreated cells. Data are means * S.D. of two
independent experiments performed in 8 replicates for the MTT assay and in duplicate for the trypan blue exclusion assay). *P<<0.05 compared to the

control.
doi:10.1371/journal.pone.0086641.g001

respectively) showed a lower viability compared to MDA-MB-
231 shC cells (74%) (Figure 1C).

The percentage of living cells was also determined using a
trypan blue exclusion test. The results were similar to those
obtained with the MTT assay. MCF-7 QSOXIS-1 and
QSOXIS-2 cells (75% and 69%, respectively) showed a higher
viability than MCF-7 G cells (50%), while MDA-MB-231
shQSOXI1-2 and shQSOXI-1 cells (73% and 81%, respectively)
presented a lower viability compared to MDA-MB-231 shC cells
(88%) (Figure 1D). Similar results were also obtained after a 4 h
treatment with EBSS (Data not shown). Altogether, our data
demonstrate that QSOXI1 is induced following amino acid
starvation and protects against a nutrient stress-induced cell death.

QSOXT1 Inhibits Autophagic Flux

During autophagy, the microtubule-associated-protein light
chain 3 (LC3) is cleaved to give the cytoplasmic mature form
(LCG3-I). During autophagosome elongation, LC3-I is conjugated
to phospholipids to give the membrane-associated form (LC3-II).
Thus, the amount of LC3-11 is directly correlated with the number
of autophagosomes and is considered as an autophagosome
marker. The protein p62/SQTMI, which is specifically degraded
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during autophagy, has also been described as a marker of the
autophagic flux.

We first investigated whether QSOX1 could regulate autophagy
by studying the changes in p62 and LC3-II protein levels in our
models during basal and induced autophagy. As shown in
Figures 24 and C, overexpression of QSOXI in MCF-7
QSOX1S-1 and QSOXI1S-2 cells leads to an increase in p62
levels compared to the levels observed in MCF-7 C cells (1.4 and
1.8 fold, respectively). On the contrary, knock-down of QSOXI in
MDA-MB-231 shQSOXI1-2 and shQSOXI-1 cells leads to a
decrease of p62 levels compared with those observed in MDA-
MB-231 shC cells (0.8 and 0.2 fold, respectively) (Figures 2B
and D). Moreover, in the MDA-MB-231 shQSOXI1-1 and
shQSOXI1-2 cells, p62 levels could be correlated to QSOXI1
mRNA levels in these different cell lines which are decreased of
55% and 92%, respectively [11]. Since it has been shown that p62
transcription can be regulated by different pathways such as the
NRF2 pathway during oxidative stress [35], the Ras/MAPK
pathway [36] or the JNK/c-Jun pathway [37], we checked
whether p62 protein level variations were due to a transcriptional
regulation. In our cellular models, no significant changes in p62
mRNA levels were observed (Figures 2E and F), confirming that
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the change in p62 protein levels was not due to a transcriptional
regulation of the p62 gene but could be attributed to its
degradation by the autophagic process. These results suggested
that QSOXI inhibits the autophagic flux. Interestingly, LC3-1I
protein levels were increased in both our knockdown and
overexpression models (Figures 24, B, C, D). Since LC3-1I is
degraded after autophagolysosome formation, the amount of LC3-
II protein is not directly linked to the autophagic flux but rather to
the number of autophagosomes at a particular time. An increase in
LC3-II protein levels might therefore represent either an increased
autophagosome formation or a blockade in autophagosomal
maturation and degradation [38].

To study the autophagic flux, we examined the effect of
QSOXI levels variations on autophagic flux by studying p62 and
LC3-II levels in the presence or absence of an autophagosome/
lysosome fusion inhibitor, bafilomycin Al. In our experiments,
bafilomycin Al led to an increase in p62 and LC3-II levels in

MCF-7

A B
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MCF-7 C cells whereas it induced a limited effect on p62 and
LC3-II levels in MCF-7 QSOXI1S-1 and QSOXIS-2 cells
(Figure 3A). Similarly, after treatment with bafilomycin Al,
MDA-MB-231 shQSOXI1-2 and shQSOXI-1 cells presented
increased p62 and LC3-II levels whereas MDA-MB-231 shC cells
displayed only a slight change in these proteins levels (Figure 3B).
These results indicate that bafilomycin Al has little effect on p62
and LC3-II levels in cells expressing QSOX1.

Moreover, we quantified the ratio of LC3-II levels in the
presence of bafilomycin Al over LC3-II levels in the absence of
bafilomycin Al, a ratio that has been previously used to describe
the overall autophagy flux in cells [39]. Our results, shown in
Figures 3C and D, demonstrated a decreased autophagic flux in
the cells expressing QSOXI1. Briefly, the LC3-1I ratio was lower in
MCF-7 QSOXI1S-1 and QSOXI1S-2 cells (2.8 and 1.4, respec-
tively) compared to MCF-7 C cells (6.5) (Figure 3C). Similarly,
this ratio was higher in MDA-MB-231 shQSOXI1-2 and
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Figure 2. QSOX1 regulates the levels of autophagic markers, p62 and LC3-Il. (A) MCF-7 C (lanes 1-3), QSOX1S-1 (lanes 4-6), QSOX1S-2
(lanes 7-9) and (B) MDA-MB-231 shC (lanes 1-3), shQSOX1-2 (lanes 4-6), shQSOX1-1 (lanes 7-9) cells were cultured for 24 h. Cells were then lysed
and total proteins (40 ug) were separated on a 12.5% SDS-PAGE followed by immunoblotting using anti-p62, anti-LC3 and anti-actin antibodies. (C
and D) p62 and LC3-Il levels, observed on the western blot in A and B respectively, were quantified using the Image Lab software. Data are means *+
S.D. of one representative experiment performed in triplicate. *P<<0.05 compared to the control. (E and F) After reverse transcription, relative p62
mRNA levels in MCF-7 C, QSOX1S-1, QSOX1S-2 (E) and MDA-MB-231 shC, shQSOX1-1, shQSOX1-2 (F) cells were determined by qPCR. H3B-2 mRNA
was used for normalization. Data are means = S.D. of one representative experiment performed in triplicate.

doi:10.1371/journal.pone.0086641.9002
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Figure 3. QSOX1 inhibits autophagic flux. (A) MCF-7 C, QSOX1S-1, QSOX1S-2 and (B) MDA-MB-231 shC, shQSOX1-2, shQSOX1-1 cells were
cultured in complete medium with or without 100 nM bafilomycin A1 for 8 h. Cells were then lysed and total proteins (40 ug) were separated on
12.5% SDS-PAGE followed by immunoblotting with anti-p62, anti-LC3 and anti-actin antibodies. p62 and LC3-II levels were quantified using the
Image Lab software. (C and D) The autophagic flux, observed in A and B respectively, was determined as the ratio of LC3-Il protein levels in the
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presence of bafilomycin A1 versus the levels in the absence of bafilomycin A1. Data are means = S.D. of three independent experiments. *P<<0.05
compared to the control. (E) MCF-7 C, QSOX1S-1, QSOX1S-2 and (F) MDA-MB-231 shC, shQSOX1-1, shQSOX1-2 cells were transfected with the pGFP-
LC3 vector. 24 h after transfection, cells were incubated with or without 100 nM bafilomycin A1 for 8 h. GFP-LC3 puncta were then analyzed by
confocal microscopy. Each picture is representative of a typical cell staining observed in 10 fields chosen at random. Scale bar represents 20 um. (G
and H) GFP-LC3 puncta, observed in E and F respectively, were counted using the ImageJ software. For each group, 20 cells were randomly selected.
Data are means * S.D. of three independent experiments. *P<<0.05 compared to the control.

doi:10.1371/journal.pone.0086641.g003

shQSOXI1-1 cells (10.6 and 9.5, respectively) compared to MDA-
MB-231 shC cells (6.3) (Figure 3D). Morcover, the p62 ratio was
also decreased in the cells expressing QSOXI1. This ratio was
lower in MCF-7 QSOX1S-1 and QSOX1S-2 cells (1.6) compared
to MCF-7 C cells (2.7) (Figure 3C) and higher in MDA-MB-231
shQSOXI1-2 and shQSOXI-1 cells (3.3 and 2.4, respectively)
compared to MDA-MB-231 shC cells (1.6) (Figure 3D). These
results prove that QSOXI1 can inhibit the later stages of
autophagy.

We then quantified the number of autophagosomes by studying
GIP-LC3 fluorescence in our models in the presence or absence of
bafilomycin Al. The results, described in the Figures 3E, F, G,
H, were consistent with those obtained for LC3-II levels in the
western blotting experiments. Indeed, overexpression of QSOX1
in MCF-7 QSOXI1S-1 and QSOXIS-2 cells enhanced the
number of GFP-LC3 puncta per cell compared to MCF-7 C cells
(23.7 and 20.4 vs 12.4) (Figures 3E and G). Likewise, knock-
down of QSOXT1 in MDA-MB-231 shQSOX1-2 and shQSOXI-
1 cells led to a decrease of GFP-LC3 puncta per cell compared to
MDA-MB-231 shC cells (9 and 8.4 vs 15.6) (Figures 3F and H).
Moreover, treatment with bafilomycin Al showed none or a
limited effect on the cells expressing QSOXI. In fact, bafilomycin
Al enhanced the number of GFP-LC3 positive vesicles in MCF-7
C cells to those observed in MCF-7 QSOXI1S-1 and QSOX18S-2
cells whereas this compound did not induce a further accumula-
tion in these models. Similarly, bafilomycin Al increased GFP-
LC3 puncta in MDA-MB-231 shQSOX1-2 and shQSOXI1-1 cells
compared to MDA-MB-231 shC cells. These results confirm that
QSOXI, like bafilomycin Al, can inhibit the later stages of
autophagy (autophagosome/lysosome fusion or degradation by
lysosomal proteases).

QSOX1 Inhibits the Autophagosome/Lysosome Fusion
We next investigated which stage of autophagy was targeted
by OSOXI. Functional lysosomes are critical for the maturation
of autophagosomes and the degradation of their content. We
first examined the effect of QSOXI1 on lysosomal acidification
using the Lysotracker green marker,
compartments (including lysosomes) in living cells. Our data
showed that there is no significant difference in Lysotracker
staining in our different cell lines, suggesting that QSOXI1 does
not affect lysosomal function (Data not shown). To study
autophagosome and lysosome fusion, we next examined the
colocalization between Lysotracker red and GIFP-LC3 fluores-
cence. Overexpression of QSOXI1 in MCF-7 QSOXIS-1 and
QSOX18-2 cells led to a decrease of Lysotracker red/GFP-LC3
colocalization compared to MCF-7 C cells (Figures 44 and
C). On the other hand, a knock-down of QSOXI in MDA-
MB-231 shQSOX1-2 and shQSOXI-1 cells led to an increase
of Lysotracker red/GFP-LC3 colocalization compared to the
one observed in MDA-MB-231 shC cells (Figures 4B and D).
These results confirm that QSOXI inhibits autophagosome/
lysosome fusion. In order to further study the lysosome, we
determined the GFP-LC3 colocalization with the lysosomal
marker LAMPI1. Our data showed that GFP-LC3 colocalized to
a lesser extent with LAMPIL in the cells expressing QSOXI1

a marker of acidic
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compared to the cells that did not express this protein. Indeed,
overexpression of QSOXI1 i MCF-7 QSOXIS-1 and
QSOXI1S-2 cells led to a decrease of the LAMP1/GFP-LC3
colocalization (Figures 4E and G) and the knock-down of
QSOXI1 in MDA-MB-231 shQSOX1-2 and shQSOXI-1 cells
led to an increase of LAMPI/GFP-LC3 colocalization
(Figures 4F and H). Thus, these data confirm that QSOXI1
inhibits autophagosome/lysosome fusion.

QSOX1 Function in Cell Invasion is Related to its Role in
Autophagy

We have previously shown in our laboratory that QSOXI1
decreased  breast invasion,
clonogenicity and proliferation [11]. Moreover, several studies
have shown that autophagy can promote cancer cell invasion
[33,40]. According to our results described above, which
showed that QSOXI1 inhibits autophagy, we hypothesized that
this protein might inhibit invasion through its function on
autophagy. To address this question, the effect of autophagy
inhibitors on QSOXI1 function in invasion assays was investi-
gated. As previously described [11], overexpression of QSOX1
in MCF-7 QSOXIS-1 and QSOXI1S-2 cells decreased cell
invasion (Figures 5A and C) whereas knock-down of QSOXI1
in MDA-MB-231 shQSOX1-2 and shQSOXI-1 cells increased
this process (Figures 5B and D). After the inhibition of
autophagy, using 3-MA or wortmannin, we no longer detected
a difference in invasive abilities between the different cell lines
expressing or not QSOXI. Indeed, the invasion ability of MCF-
7 G cells was decreased to the levels observed in MCF-7
OSOX1S-1 and QSOXIS-2 cells (Figures 54 and C).
Similarly, invasion ability of MDA-MB-231 shQSOXI-2 and
OSOXI1-1 cells were decreased to the levels observed in MDA-
MB-231 shC cells (Figures 5B and D). Thercfore, we can
conclude that the inhibition of autophagy by 3-MA or
wortmannin treatment mimics the effect of QSOXI on cell
invasion. These results suggest that QSOXI1 might inhibit
cancer cell invasion via its function in autophagy.

cancer cell features such as

The Extinction of QSOX1 Expression in Tumors Decreases
p62 Levels

We have previously shown that a decreased expression of
OSOX1 in subcutaneous mouse xenografts led to a strong
enhancement of the tumor growth. Indeed, tumors obtained after
inoculation of MDA-MB-231 shQSOXI-1 cells presented a
higher volume than those obtained after inoculation of MDA-
MB-231 shC cells [11]. Similar results were obtained after
inoculation of MDA-MB-231 shQSOX1-2 cells (Figure S1). In
order to investigate the effect of QSOXI1 on autophagy i vive, we
studied whether autophagic marker levels such as LC3 and p62
were altered in these tumors. No significant differences were
observed for LC3 levels (data not shown) but, as shown in
Figures 6A, B and C, MDA-MB-231 shC tumors exhibited
higher levels of p62 puncta per cell and a higher number of p62-
positive cells compared to the levels observed in the MDA-MB-
231 shQSOX1-2 and shQSOXI-1 tumors. Altogether, these data
demonstrate that QSOXI extinction activates p62 degradation in
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Figure 4. QSOX1 inhibits autophagosome/lysosome fusion. (A) MCF-7 C, QSOX1S-1, QSOX1S-2 and (B) MDA-MB-231 shC, shQSOX1-1,
shQSOX1-2 cells were transfected with the pGFP-LC3 vector. 24 h after transfection, cells were incubated in complete medium supplemented with
500 nM Lysotracker red for 1 h. Scale bar represents 10 um. (C and D) Colocalization between Lysotracker-stained acidic vesicles and GFP-LC3-
positive autophagosomes, observed in A and B respectively, was quantified using a confocal microscope and the Pearson'’s coefficient using coloc_2
plugin (ImageJ software). The data representative of two independent experiments are shown. *P<<0.05 compared to the control. Arrows indicate
colocalization. (E) MCF-7 C, QSOX1S-1, QSOX1S-2 and (F) MDA-MB-231 shC, shQSOX1-1, shQSOX1-2 cells were transfected with the pGFP-LC3 vector
and then immunostained for LAMP1. Arrows indicate colocalization and Scale bar represents 10 pm. (G and H) Colocalization of the autophagosome
marker GFP-LC3 and the lysosomal marker LAMP1 was analyzed using a confocal microscope and the Pearson’s coefficient using coloc_2 (Image)J
software). A representative image of two independent experiments is shown. *P<0.05 compared to the control.
doi:10.1371/journal.pone.0086641.9004
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Figure 5. QSOX1 function in cell invasion is related to its role in autophagy. (A) MCF-7 C, QSOX1S-1, QSOX1S-2 and (B) MDA-MB-231 shC,
shQSOX1-1, shQSOX1-2 cells were seeded on polycarbonate filters coated with Matrigel and incubated for 24 h, in the presence or absence of
autophagy inhibitors 3-MA (10 mM) or wortmannin (100 nM). Inserts were then stained with a 2% crystal violet solution and photographed. A
representative image of ten fields of view (FOV) of each membrane is shown. Scale bar represents 30 um. (C and D) 10 FOV were randomly selected
and the number of invasive cells, observed in A and B respectively, was determined. Data are means * S.D. of two independent experiments
performed in duplicate. *P<<0.05 compared to the control.

doi:10.1371/journal.pone.0086641.g005
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shQSOX1-2 and shQSOX1-1 tumors fixed in formol were subjected to p62 immunostaining. Sections were then analyzed by confocal microscopy and
a representative image of 3 independent experiments performed in duplicate is shown. Scale bar represents 30 um. (B) The number of p62 puncta
per cell and (C) the number of p62-positive cells were determined using the ImageJ software. To determine the number of p62 puncta, 40 cells per
tumor were randomly counted. To determine the number of p62-positive cells count, 23 fields were randomly chosen. *P<<0.05 compared to the

control.
doi:10.1371/journal.pone.0086641.g006

While the enzymatic function of QSOXI is well described, its
biological functions are not fully elucidated. QSOX1 expression is
deregulated in cancer cells and this protein has been described to
be involved in tumorigenesis. We previously demonstrated that
QSOXI1 is induced following an oxidative [15] or ER stress
(unpublished data), and protects breast cancer cells against a stress-
induced cell death. Since autophagy is a stress-regulated mecha-
nism involved in cancer progression, we investigated whether
QSOXI1 could regulate the autophagic pathway, a regulation that
could explain its role during tumor development. To do so, we
used two models of breast cancer cell lines: a MCF-7 cell line in
which QSOXI1 is overexpressed and a MDA-MB-231 cell line in
which QSOXI1 is extinguished.

During a nutrient stress-induced autophagy, QOSOX1 mRNA
and protein levels were upregulated and cell survival increased, as
it has already been shown for other cellular stresses. Besides its role
in homeostasis and cell survival, autophagy can be associated to a
non-apoptotic form of cell death called autophagic cell death or
type II programmed cell death. Indeed, this type of cell death can
occur when autophagy is excessive or when the cells fail to survive
against cellular stresses [41,42,43,44]. As such, during an extended
amino acid starvation, QSOXI1 might prevent excessive autoph-
agy and/or autophagic cell death and allow cell survival by
inhibiting this catabolic process. As such, it would be interesting to
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focus future experiments on the study of autophagic cell death in
our different cell models.

Since QSOXI1 is upregulated during autophagy induction, its
role in this process was investigated through the study of different
autophagic markers. The results regarding p62 degradation
suggest that QSOXI inhibits the basal autophagic flux. The
increase in LC3-II protein levels could have represented either an
increase of autophagy induction or a decrease of autophagosome
degradation. To clarify this point, we compared the ratio of LC3-
II in the presence and the absence of the lysosomal inhibitor
bafilomycin Al. Our results showed that QSOX1 overexpression
leads to an increase in p62 and LC3-II levels and an increase in
the number of GFP-LC3 puncta in breast cancer cells. More
interestingly, bafilomycin Al, which is an autophagosome/
lysosome fusion inhibitor, had a limited effect on autophagic flux
in cells overexpressing QSOX1. We also observed that QSOX1
prevents the colocalization of GFP-LC3 (an autophagosome
marker) and Lysotracker (a marker of acidic vesicles) or LAMPI
(a lysosomal marker) staining, suggesting that this protein inhibits
the autophagosome/lysosome fusion. These results are consistent
with those obtained in a genome-wide human siRNA screen
targeting more than 20 000 genes, suggesting that the knock-down
of QSOXI leads to an increase of GIFP-LC3 puncta in the
absence, but not in the presence of a lysosomal protease inhibitor
(E64d) in neuroblastoma cells [45].
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Figure 7. QSOX1 functions in breast cancer cells. Our results
demonstrate that QSOX1 expression is induced following a nutrient
stress-induced autophagy. QSOX1 also inhibits autophagy through the
inhibition of autophagosome/lysosome fusion and its inhibitory effect
on autophagy could explain its function in breast cancer cell invasion
and tumor growth. Dotted arrows and lines represent data which have
already been described whereas solid arrows and lines represent results
obtained in our study.

doi:10.1371/journal.pone.0086641.g007

The mechanism by which QSOXI inhibits autophagy remains
to be determined. One of the potential QSOXI interacting
proteins is Ubiquilin4 (UBQLN4), a protein which belongs to the
Ubiquilin family involved in the autophagic process [46]. Indeed,
it has recently been shown that UBQLN4 acts together with
UBQLNI to induce autophagosome/lysosome fusion through
mediated interaction of UBQNLI with the autophagic machinery
[47,48]. QSOXI, through its interaction with UBQLN4, could
inhibit the autophagosome/lysosome fusion. Moreover, a genome-
wide targeting more than 200 genes has shown that QSOX1
(QSCNG6) could inhibit autophagy in human neuroblastoma cells
by negatively regulating PISK activity [49]. These results suggest
that QSOX1 could inhibit autophagosome/lysosome fusion by
interfering with the formation of the complex between UV
radiation resistance-associated gene (UVRAG), phosphoinositide
3-kinase (PI3K) and Beclinl.

Several previous studies have shown an involvement of QSOX1
in cancer. However, the role of QSOXI1 seems to be complex
mainly because of the existence of its different transcripts. Indeed,
expression of QSOXI1 spliced variants present differential
expression patterns depending on the type of cancer and the
specific role of these different transcripts remain elusive. Conse-
quently, QSOXI1 has been correlated to a good or a poor
prognosis according to the type of cancer studied and could
promote or reduce cancer cell phenotypes according to the tumor
type or grade [1,11,12,13,14,15,16,17,18].

Autophagy also plays a role in various cancers such as breast
cancer. This process has a “double-edged sword” role in cancer
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depending on the cell type, the context or the stage of tumor
development [50,51,52]. As such, we wondered whether the
ivolvement of QSOX1 in autophagy might explain its function in
tumor progression. Our results suggest that QSOXI1, through the
inhibition of autophagy, reduces cell invasion. To confirm this
hypothesis, it will be necessary to genetically inhibit autophagy
using siRNAs against ATGS or ATG7 and study the effect of this
inhibition on QSOXI function in invasion. These results also
highlight that autophagy plays a prosurvival role in our cellular
models as previously described in pancreatic or mammary
tumorigenesis [53,54,55].

It has previously been shown in our laboratory that QSOXI
inhibits tumor growth i viwo [11]. Indeed, tumors obtained after
inoculation of MDA-MB-231 shQSOXI cells in NOG mice
presented a higher volume than those obtained after inoculation of
MDA-MB-231 shC cells. In order to determine whether these
differences could be related to a deregulation of autophagy, we
investigated the expression of autophagic markers (p62 and LC3-
II) in these tumors. Our data showed no significant differences for
LC3 levels between shC and shQSOX1 tumors (Data not shown)
but the presence of QSOXI in control tumors was associated with
high levels of p62. These results are in agreement with those
observed in our cellular models and suggest that QSOXI plays a
role during tumor growth i vive and that this effect could be linked
to its inhibitory effect on autophagy. However, tumors-induced by
MDA-MB-231 shQSOXI1-2 cells, which present 92% of QSOX1
extinction, did not present a greater decrease of p62 levels
compared to tumors-induced by MDA-MB-231 shQSOXI1-1 cells
which present 55% of QSOXI extinction, as expected in regard to
the results obtained i vitro with the two cell lines. Previous results
have already demonstrated that tumors obtained after inoculation
of MDA-MB-231 shQSOX1-1 [11] and shQSOX1-2 (Figure S1)
cells show similar growth despite their difference in the level of
OSOXI1 extinction. This observation could be explained by the
fact that a tumor tissue is far more complex and heterogeneous
than a cell line i vitro. Moreover, p62 is a multi-domain protein
that interacts with the autophagic machinery and plays a role in
various signaling pathways such as antioxidant response, inflam-
mation, metabolism and cancer [56], we still cannot exclude that
the high p62 levels observed in tumors expressing QSOX1 might
not only be related to the deregulation of autophagy. Moreover,
our results are consistent with those previously reported describing
a pro-survival role of autophagy during tumor establishment and
progression [33,57].

Altogether, our results demonstrate that QSOXI inhibits the
autophagic pathway through the inhibition of autophagosome/
lysosome fusion and that its inhibitory effect on autophagy might
explain its function in cancer cell invasion and tumor growth
(Figure 7).

Supporting Information

Figure S1 Decreased expression of QSOXI1 led to a
strong increase in tumor growth. MDA-MB-231 shC,
shQSOX1-1 and shQSOXI1-2 cells were injected subcutaneously
in CIEA NOG mice (n=5 per group). (A) 21 days after injection,
the evolution of the tumor volume was measured twice a week.
The tumor volume was calculated using the formula: V=" a x
b2, where a is the longest tumor axis, and b is the shortest tumor
axis. (B) 42 days after injection, tumors were fixed in formol and
photographed. * P<0.05, compared to the control. This
experiment is representative of two independent experiments.

(TIF)
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Résultats

II. ETUDE DU ROLE DE LA PROTEINE GABARAPL1 DANS
L’AUTOPHAGIE ET LE CANCER DU SEIN

Le géne GABARAPLI, identifi¢ au sein de notre laboratoire comme étant régulé
positivement par les estrogeénes, code une protéine de 117 acides aminés (Pellerin et al., 1993;
Vernier-Magnin et al., 2001). Cette protéine a d’abord été identifiée comme interagissant avec
la tubuline et la sous-unité y2 du récepteur GABAA suggérant I’implication de GABARAPLI1
dans le transport du récepteur GABAA (Mansuy et al., 2004). Plus récemment, il a été mis en
évidence que la protéine GABARAPLI1 appartient a la famille ATG8 et sous-famille
GABARAP dont les membres sont impliqués dans 1’autophagie (Xin ef al., 2001). L’ensemble
des membres de cette famille possede une glycine en position 116 conservée, nécessaire a leur
role dans 1’autophagie (Le Grand et al., 2011a). Il a été mis en évidence au sein de notre
laboratoire que GABARAPLI, comme les autres membres de la famille ATGS, est associée aux
vésicules autophagiques. En effet, lors de 1’autophagie, GABARAPLI est clivée par la protéase
ATG4B en aval de son résidu glycine puis conjuguée a un phospholipide au niveau des
autophagosomes (Chakrama et al., 2010). Une étude a suggéré que les membres de la famille
GABARAP interviendraient dans les étapes tardives de la maturation des autophagosomes
(Weidberg et al., 2010). Par son interaction avec des adaptateurs tels que p62, NBR1 et NIX, la
protéine GABARAPLI1 pourrait également participer a I’autophagie sélective permettant ainsi
la dégradation des agrégats protéiques ubiquitinylés et des mitochondries endommagées
(Kirkin et al., 2009b; Novak et al., 2010; Pankiv et al., 2007). GABARAPLI1 interagit
¢galement avec STBDI1 pour permettre la dégradation du glycogéne par autophagie, plus
particuliérement appelée dans ce cas glycophagie, suggérant une fonction de GABARAPL1
dans le métabolisme (Jiang et al., 2010b; Jiang et al., 2011).

La protéine GABARAPLI a aussi été associée au cancer. Une perte de 1’expression de
GABARAPLI a été mise en évidence dans les tissus cancéreux comparativement aux tissus sains
(Nemos et al., 2003). Des études réalisées au sein de notre laboratoire ont ¢galement permis
d’associer ’expression de GABARAPLI a un facteur de bon pronostic chez les patientes
atteintes de cancer du sein (Berthier ef al., 2010). De plus, la surexpression de GABARAPLI
dans des cellules de cancer du sein conduit a une inhibition de la prolifération in vitro et de la
croissance tumorale in vivo (Berthier et al., 2010; Zhang et al., 2011). Des résultats similaires
ont été obtenus dans les carcinomes hépatocellulaires (Liu et al., 2014). L’ensemble de ces

résultats suggerent ainsi un réle suppresseur de tumeur de GABARAPLI.
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Etant donné I'implication de GABARAPLI dans la dégradation du glycogéne et des
mitochondries endommagées, nous avons voulu dans un premier temps vérifier ’hypothese selon
laquelle GABARAPLI serait impliquée dans le métabolisme cellulaire et plus particulierement
dans la production d’énergie qui pourrait expliquer sa fonction dans le cancer. L’ensemble de
cette étude a été réalisée en collaboration avec le laboratoire du Dr. Jianhua Zhang (Birmingham,
AL, USA) a partir d’un modéle d’extinction de GABARAPL1 dans les cellules de cancer du sein
MDA-MB-436. Les résultats de notre étude ont permis de montrer que :

- L’extinction de GABARAPL1 augmente la prolifération, la capacité a former des

colonies et I’invasion des cellules MDA-MB-436 confirmant ainsi son réle de

suppresseur de tumeur.

- L’extinction de GABARAPLI1 inhibe le flux autophagique et diminue le nombre de

lysosomes.

- Cette inhibition de I’autophagie conduit a une augmentation du nombre de

mitochondries et du taux d’ADN mitochondrial endommagé.

- Le nombre plus élevé de mitochondries augmente I’activité métabolique qui se

manifeste par une augmentation de la consommation d’oxygéne, du taux d’ATP et

du taux de glutathion.

L’ensemble de ces résultats est présenté dans la Publication II.

Dans un second temps, au vu du role de GABARAPLI1 dans 1’autophagie et le cancer,
deux mécanismes étroitement li€s, nous avons voulu approfondir le role de GABARAPLI1 dans
I’autophagie et I’implication de ce processus dans les fonctions de GABARAPLI liées aux
cellules cancéreuses. L’ensemble de cette ¢tude a été réalisé a partir d’un modele de surexpression
de GABARAPLI et de son mutant GABARAPL1 G116A dans les cellules de cancer du sein
MCF-7. Ce mutant posséde une alanine en position 116 qui remplace la glycine, nécessaire a la
localisation de GABARAPLI au niveau des autophagosomes. Les résultats de notre étude ont
permis de montrer que :

- La mutation G116A empéche la lipidation de GABARAPLI1 et sa localisation aux

autophagosomes sans perturber d’autres caractéristiques de cette protéine.

- Lalocalisation de GABARAPLI1 au niveau des autophagosomes est nécessaire a son

réle lors de ’autophagie induite mais pas lors de ’autophagie basale.

- Le role de GABARAPLI1 lors des étapes tardives de ’autophagie requiert sa

localisation au niveau des autophagosomes.

- GABARAPLI1 a également un réle au niveau des étapes précoces de I’autophagie

mais indépendamment de sa localisation au niveau des autophagosomes.
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- Lerole de GABARAPLI sur les phénotypes cancéreux in vitro peut étre dépendant
et indépendant de sa localisation au niveau des autophagosomes.

- Le role de GABARAPLI1 sur la croissance tumorale in vivo est indépendant de sa
localisation au niveau des autophagosomes.

L’ensemble de ces résultats est présenté dans la Publication III.
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Michaél Boyer-Guittaut,">** Laura Poillet,' Qiuli Liang,?* Elodie Bble-Richard,' Xiaosen Ouyang,?*“ Gloria A Benavides,??
Fatima-Zahra Chakrama,"* Annick Fraichard,' Victor M Darley-Usmar,?* Gilles Despouy,' Michele Jouvenot,'
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Abbreviations: ATG, autophagy-related; CQ, chloroquine; BafAl, bafilomycin A; DNMIL/Drpl, dynamin 1-like;
ECAR, extracellular acidification rate; FCCP, carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone; GABA, gamma-
aminobutyric acid; GABA,R, gamma-aminobutyric acid type A receptor; GABARAP, GABA(A)receptor-associated protein;
GABARAPL1/GEC1, GABA(A) receptor-associated protein like 1; GABARAPL2/GATE-16, GABA(A) receptor-associated
protein-like 2; GFP, green fluorescent protein; GSH, glutathione; HNE, 4-hydroxynonenal; KD, knockdown;
MAPILC3, microtubule-associated protein 1 light chain 3; MFN1, mitofusin 1; MT'T, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide; NBR1, neighbor of BRCA1 gene 1; OCR, oxygen consumption rate; PBS, phosphate-buffered saline;
PBS-T, PBS-Triton-X; PFA, paraformaldehyde; PPARGCIA, peroxisome proliferator-activated receptor gamma, coactivator
lalpha; PINK1, PTEN-induced putative kinase 1; PVDF, polyvinylidenedifluoride; RCR, respiratory control ratio; SDS, sodium
dodecylsulfate; SQSTM1/p62, sequestosome 1; TBS-T, Tris buffered saline-Tween; TMRM, tetramethylrhodamine methyl ester
perchlorate; VDACI, voltage-dependent anion channel 1; WT, wild type

GABARAPLI1/GECT is an early estrogen induced gene which encodes a protein highly conserved from C. elegans to
humans. Overexpressed GABARAPL1 interacts with GABA , or kappa opioid receptors, associates with autophagic vesicles,
and inhibits breast cancer cell proliferation. However, the function of endogenous GABARAPL1 has not been extensively
studied. We hypothesized that GABARAPLI is required for maintaining normal autophagic flux, and plays an important
role in regulating cellular bioenergetics and metabolism. To test this hypothesis, we knocked down GABARAPLT expres-
sion in the breast cancer MDA-MB-436 cell line by shRNA. Decreased expression of GABARAPL1 activated procancer
responses of the MDA-MB-436 cells including increased proliferation, colony formation, and invasion. In addition, cells
with decreased expression of GABARAPL1 exhibited attenuated autophagic flux and a decreased number of lysosomes.
Moreover, decreased GABARAPL1 expression led to cellular bioenergetic changes including increased basal oxygen con-
sumption rate, increased intracellular ATP, increased total glutathione, and an accumulation of damaged mitochondria.
Taken together, our results demonstrate that GABARAPL1 plays an important role in cell proliferation, invasion, and auto-
phagic flux, as well as in mitochondrial homeostasis and cellular metabolic programs.

Introduction epithelial cells." The encoded protein is conserved throughout

evolution from C. elegans to humans, with 100% identical pro-

The GABARAPLI/GECI (GABA[A] receptor-associated — tein sequence from yeast to mammals.? This protein also shares
protein like 1) gene was discovered during the search for new  a high degree of homology with the GABARAP protein, which
carly estrogen-induced genes in a model of guinea-pig glandular ~ expresses a new GABA, receptor-associated protein.’ The 2
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proteins share 87% sequence identity, a common tridimensional
structure similar to the one described for ubiquitin, and serve
a similar function in GABA  receptor transport.’ In addition,
GEC1 was shown to interact with tubulin and promote tubulin
assembly and microtubule bundling in vitro” GEC1 was later
renamed GABARAPLI. The role of GABARAPLI in the trans-
port of receptors is not restricted to the GABA, receptor since
it interacts with human OPRKI (opioid receptor, kappa 1) and
enhances its trafficking to the plasma membrane.®

In rodents, GABARAPLI is highly expressed in the brain,
and restricted to neurons.”” In muscle or cardiomyocytes, it is
activated after glucose deprivation, oxidative stress or ultra-
endurance exercise.'®'" In most tumor cell lines or cancer tissues
tested, GABARAPLI expression is lower than noncancerous tis-
sues or cells.'>"® Inhibition of GABARAPLI expression has also
been observed in muscles of Duchenne muscular dystrophy
patients,'*" in the skeletal muscle of patients presenting an upper
motor neuron lesion® or in the substantia nigra of Parkinson dis-
ease patients.'® Whether the changes of GABARAPLI expression
are contributing to the disease pathogenesis or compensatory
responses to various pathological conditions is currently unclear.

Recently, we have demonstrated that GABARAPLI, like
GABARAP, can associate with autophagic vesicles and is involved
in the autophagy process.? The autophagy pathway is a cellular
degradation pathway involved in the degradation of long-lived
proteins and organelles.””' This is in contrast to the proteasome
pathway which is involved in the specific degradation of ubig-
uitinated short-lived proteins.”> Autophagy requires more than
30 AuTophaGy-related (ATG) proteins,and the regulated forma-
tion of a double-membrane structure known as the phagophore.
Following its initiation, this structure elongates and engulfs part
of the cytoplasm containing organelles, aggregates or soluble
proteins, to form a closed vesicle called the autophagosome.
This vesicle will later fuse with the lysosomes, to form an auto-
lysosome, and induce the degradation of its content, a process
that is involved in maintaining mitochondrial quality and in the
responses to oxidative stress.”* The initiation and the elonga-
tion of this structure requires several ATG proteins, including
orthologs of yeast Atg8, which are conjugated to phospholipids
of the elongating double-membrane structure via a cycle similar
to the one described for the ubiquitination of proteins.?> These
Atg8 orthologsare divided into 2 subfamilies: the MAPILC3
(microtubule-associated protein 1 light chain 3) family, usually
abbreviated as LC3, and the GABARAP family which together
comprises LC3A, B, B2 and C and GABARAP, GABARAPLI,
and GABARAPL2, respectively. These proteins were initially
thought to serve redundant functions in the formation of the
autophagosome.

Recent studies have shown that in HeLa cells, the proteins
of the LC3 family are indispensable for the elongation of the
double-membrane structure while the GABARAP family mem-
bers are required for the late maturation of the autophagosomes.*
In the course of these experiments, siRNA directed against each
of the 7 ATG8 orthologs inhibited SQSTM1/p62 degradation.
However, cross-regulation among individual siRNAs was not
examined. Out of the 7 ATG8 family genes, Lc3b and Gabarap
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genes have been knocked out in mice. Mice with disruption of
the Gabarap or the Lc3b gene alone are viable and without an
apparent change in phenotype.””?® It is noteworthy that, altera-
tions of the autophagy pathway have not been reported with the
Gabarap knockout mice. The fact that these animals are viable,
fertile, and do not exhibit any noticeable phenotype is in favor
of the redundancy theory. Recent studies, however, have shown
that Le36 KO mice exhibited decreased autophagic vesicles in the
lung after chronic exposure to cigarette smoke, suggesting that in
response to a specific stimulus, individual A7G8 ortholog genes
may play important and distinct roles in autophagy.”

Consistent with these observations, one recent hypothesis to
explain the high number of Atg8 orthologs in mammals is their
possible involvement in different types of selective autophagy
(e.g., aggrephagy, mitophagy, pexophagy, ribophagy, or xenoph-
agy).’® Adaptor proteins, such as SQSTM1, NBR1 (neighbor of
BRCALI gene 1), and BNIP3L/NIX, interact with ubiquitinated
aggregates or organelles via their ubiquitin associated domains
and recruit cargos to the autophagosomes by interacting with
different ATG8 members via their LC3-interacting region (W/
YxxL/I). Several studies have indicated that the distinct Atg8
family members have different affinities for the specific cargos
and therefore might be the missing link to explain the selectiv-
ity of the autophagy process. For example, it has been shown
that all Atg8 members can bind BNIP3L in vitro but only
GABARAPLL is preferentially recruited to damaged mitochon-
dria in a BNIP3L-dependent manner in cells treated with the
mitochondrial uncoupler CCCP.*" Another study showed that
GABARAPLI can specifically bind to STBD1 (starch-binding
domain 1)/genethoninl and induce glycogen degradation by
autophagy in a process now known as glycophagy.® This process
is also dependent on the STBD1 LC3-interacting region and
seems to be specific to GABARAPL1.* A third study recently
demonstrated that GABARAPLI inhibits Wne-CTNNBI1/3-
catenin signaling in MCF-7 cells via the selective degradation
of DVL2 (dishevelled segment polarity protein 2), an activa-
tor of the WNT-CTNNBI pathway.’* In addition, overexpres-
sion of GABARAPLI inhibits MCEF-7 cell proliferation and
the formation of tumors in nude mice.** Whether the role of
GABARAPLLI in regulating cell proliferation and tumor for-
mation is linked to the degradation of DVL2 or the autophagy
pathway has not been determined. These observations suggest
that different Atg8 members may be involved in selective auto-
phagy processes linked to the degradation of specific cargos,
occurring in distinct cell types or tissues or in response to dif-
ferent stressors.

Since GABARAPLI is involved in glycogen degradation, relo-
calizes to damaged mitochondria and interacts with BNIP3L, we
hypothesized that GABARAPLI may play an essential role in cell
metabolism and in particular in energy production. This func-
tion may also explain the fact that overexpression of this protein
inhibits MCE-7 breast cancer cell proliferation and tumor forma-
tion."*** Indeed, it is known that highly proliferating breast can-
cer cells need increased levels of ATP and that tumor formation
requires an active autophagy pathway to survive under hypoxic

and oxidative stress before the vascularization of a solid tumor.*
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Figure 1. GABARAPLT mRNA and protein expression are significantly decreased in the MDA-MB-436-sh2 clone. (A) GABARAPL1, GABARAP, and LC3B mRNA
expression was analyzed by qRT-PCR in the different MDA-MB-436 stable cell lines. The different stable cell lines, expressing 1of the 5shRNAs directed
against the GABARAPLT gene (sh1 to sh5), were compared with the stable MDA-MB-436 cell line expressing a control shRNA (shC). *P < 0.05, vs shC (n =
3). (B) GABARAPL1 expression levels in the MDA-MB-436 stable cell lines were determined by western blotting. Total proteins (40 pug) were separated on
a 15% SDS-PAGE gel and immunoblotted using anti-GABARAPL1 and anti-ACTIN antibodies and the ECL Plus reagent. A representative experiment of 3
performed is shown. Rat whole brain extract (WBE) was used as a positive control of GABARAPL1 expression. (C) Quantification of the signals observed

In this study, we stably expressed 5 different shRNAs target-
ing GABARAPLI in the MDA-MB-436 cell line, which is the
only breast cancer cell line, to our knowledge, that has detectable
levels of the protein. This protocol allowed us to select cell lines
targeting only GABARAPLI, without affecting GABARAP or
LC3B, and study the function of this knockdown on the phe-
notype of breast cancer cells. Our data showed that several shR-
NAs specific to GABARAPLI decreased mRNA expression but
only 2 significantly decreased levels of the GABARAPLLI protein.
These stable cell lines exhibited increased cell growth, decreased
autophagic flux, and decreased lysosome number. Furthermore,
decreased GABARAPLI led to increased glutathione (GSH) and
ATP, increased basal respiration as well as increased numbers of
mitochondria. These observations support the hypothesis that
the lower levels of GABARAPLLI in cancer cells inhibits auto-
phagic flux and thereby the turnover of mitochondria leading to

www.landesbioscience.com

their accumulation and an increase of basal respiration, levels of
ATP and GSH. This increased energetic and antioxidant capac-
ity in response to the suppression of GABARAPLI could then
contribute to more aggressive phenotypes in cancer cells.

Results

Establishment of GABARAPLI knockdown stable cell lines

MDA-MB-436 cells were transfected with 5 different
shRNA-GABARAPLI-expressing vectors (directed against
the open reading frame of the gene) and ashRNA-control-
expressing vector, and we selected 5 antibiotic-resistant clones
for each shRNA. Cells with stable transfection of shRNA-
GABARAPLI sh2 exhibited the greatest decrease in the mRNA
(80%) (Fig. 1A) and protein expression (96%) levels (Fig. 1B
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Figure 2. GABARAPL1 knockdown promotes cell growth, colony formation, and invasion. (A) MDA-MB-436-shC, sh2 and sh5 cell growth was deter-
mined using a MTT assay over an 8-d period. All data were normalized to the number of cells at Day 1 for each cell line. ‘P < 0.05, vs shC (n = 24). (B)
MDA-MB-436-shC and sh2 cells (3,000 in 6-well plates) were grown for a period of 12 d then fixed and stained with crystal violet. The number of colonies
was then determined using the Vision-Capt software (VilberLourmat). A representative experiment of 3 performed is shown. ‘P < 0.05, vs shC (n = 3). (C)
MDA-MB-436-shC and sh2 cells were grown in modified Boyden chambers coated with ECM gel. After a 24 h incubation at 37 °C, cells in the upper cham-
ber were swabbed while cells in the lower chamber were fixed, stained with crystal violet and counted using a light microscope at a high magnification
(x400). A representative experiment of 3 performed is shown. ‘P < 0.05, vs shC (n = 3).

and C) compared with the control cell line expressing the
shRNA control (shC), without changing GABARAP and LC3B
mRNA levels. In a second cell line, cells with stable transfec-
tion of sShRNA-GABARAPLI sh5 exhibited a 50% decrease of
GABARAPL] mRNA (Fig. 1A) and an 80% decrease in pro-
tein levels (Fig. 1B and C).

GABARAPLLI regulates MDA-MB-436 proliferation, col-
ony formation ability, and cell invasion

We investigated whether the decrease of GABARAPLI
expression in the MDA-MB-436 cell line would alter its tumor
cell-linked features such as proliferation, colony formation,
and invasion. We first performed an MTT assay over an 8-d
period to determine whether GABARAPLI regulated cell pro-
liferation. We observed that the sh2 and sh5 cell lines exhibited
an increased proliferation rate compared with the shC control
cell line (Fig. 2A). We also confirmed that this increase was

4 Autophagy

not due to a decrease in cell death (data not shown). That the
sh5 cell line exhibited a lower increase in proliferation com-
pared with the sh2 cells is consistent with the observation that
GABARAPLI is decreased by 80% in sh5 compared with 96%
in sh2 cells (Fig. 1C). We then assessed the ability of the sh2
cell line to form new colonies. As shown in Figure 2B, after
14 d, we found a significantly higher number of colonies
formed with the sh2 cell line compared with the shC cell line.
Furthermore, using a modified Boyden chamber, we found that
the sh2 cells exhibited a substantially higher capacity for migra-
tion (Fig. 2C). We have also tested the ability of the sh5 cells
to form new colonies and migrate in a Boyden chamber but did
not detect any significant change compared with the control
cells (Data not shown). This can be explained by the fact that
the decrease of GABARAPLI in the sh5 cells is less than that
observed in the sh2 cells.
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and sh2 cells increase autophagic flux
in response to rapamycin, a MTOR-
dependent inducer, as indicated by an increase of LC3-II levels
(Fig. S1A-S1C). Autophagic flux as defined by the ratio LC3-I1
in response to rapamycin+CQ/LC3-II in response to rapamycin
is similar in shC and sh2 cells (Fig. S1D). However the flux in the
presence of rapamycin and in the absence of rapamycin is simi-
lar in shC cells, and significantly increased in sh2 cells (Fig. 3B,
which is also included in Fig. SID for direct comparison). In
contrast, sh2 cells exhibited a greater increase in LC3-II in
response to trehalose, a MTOR-independent autophagy inducer,
compared with shC cells, and no further increase in LC3-II when
both trehalose and chloroquine were present (Fig. S2A-S2C).
Hence, the sh2 cell line exhibited a lower increase of autophagic
flux in response to trehalose compared with shC cells (Fig. S2D).
These data suggest that GABARAPL1 knockdown does not
change MTOR signaling, but changes the autophagic response
to rapamycin.

Both rapamycin and trehalose inhibited sh2 cell prolifera-
tion (Fig. S3A and S3B). As shown in Figure S1 and Figure

www.landesbioscience.com

S2, autophagic flux was increased in sh2 cells in response to
rapamycin, whereas it was unchanged in response to trehalose.
Therefore, the inhibition of proliferation by rapamycin or tre-
halose cannot be simply attributed to an increase in autophagic
flux. Consistent with this interpretation, we found no change in
cell proliferation for sh2 cells following transfection of A7G7 or
nontargeting siRNA (Fig. S3C and S3D), despite a significant
knockdown of ATGY, suggesting that further inhibition of auto-
phagy in sh2 cells does not affect proliferation.

GABARAPL1 knockdown increases SQS7TMI mRNA,
SQSTM1 protein, as well as BECNI1 protein levels

Since we did not detect any change in MTOR signaling asso-
ciated with GABARAPLI knockdown, we examined the levels
of other key proteins in the autophagic-lysosome pathway and
found an increase of BECN1/Beclin 1 and SQSTM1 protein lev-
els in the sh2 and sh5 cells (Fig. 4A and B). Since the transcrip-
tion of genes encoding these proteins may change according to
the stress status of the cells,”” we performed quantitative real-time
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Figure 4. GABARAPL1 knockdown leads to increased SQSTM1 and BECN1 proteins.(A) MDA-MB436-shC, sh2, and sh5 cells were cultured for 24 h at 37

ACTIN antibodies and the ECL Plus reagent. A representative experiment of 3 performed is shown. (B) Quantification of the signals observed on the
western blot in (A). ‘P < 0.05, vs shC (n = 3). (C) GABARAPL1, GABARAP, LC3B, BECNT, andSQSTMT mRNA expression was analyzed by qRT-PCR in the MDA-
MB436-shC and sh2 cells. P < 0.05, vs shC(n = 3). (D) MDA-MB436-shC and sh2 cells were cotransfected with the vectors expressing HA-SQSTM1 and
PEGFP-NT1 (ratio 10:1). Forty-eight h after transfection, total proteins (25 pug) were separated on 12% SDS-PAGE gels, followed by immunoblotting with
anti-HA, anti-GFP and anti-ACTIN antibodies and the ECL Plus reagent. A representative experiment of 3 performed is shown. (E) Quantification of the

gels followed by immunoblotting with anti-BECN1, anti-SQSTM1 and anti-

RT-PCR, and found a significant increase in SQSTMI (about
4-fold) but not BECNI mRNA levels (Fig. 4C). Therefore,
increased transcription of SQSTMI in response to the loss of
GABARAPLI may have contributed to the changes in its pro-
tein levels. Nevertheless, the loss of GABARAPLI also attenu-
ated autophagic flux. To determine whether SQSTMI protein
also accumulates in sh2 cells independent of transcription, we
transfected shC and sh2 cells with a pCMV-HA-SQSTM1 con-
struct, in which SQSTMI expression is under the control of a
constitutive CMV promoter. Our data showed a 50% increase in
HA-SQSTMI levels in the sh2 cells compared with the shC cells
(Fig. 4D and E). These results suggest that both an increase of
transcription and a decrease of autophagic flux contribute to the
higher levels of SQSTM1 in sh2 cells.

GABARAPLI1 knockdown decreases LAMPI mRNA and
protein levels

Next we examined lysosome protein levels in shC, sh2, and sh5
cells. We found a significant decrease of LAMP1 (by 50%) in sh2
cells but not sh5 cells (Fig. 5A and B). The decreased LAMP1 pro-
tein in sh2 cells may be due to decreased transcription as LAMPI
mRNA levels were also decreased by 30% in sh2 cells (Fig. 5C).
Interestingly, both sh2 and sh5 cells exhibited significant

6 Autophagy

decrease of LAMP1 immunostaining compared with shC cells
(Fig. 5D). This discrepancy between LAMP1 western blot analy-
ses and LAMP1 immunostaining may be due to a difference in
protein denaturation procedure in western blotting and in immu-
nostaining. Intriguingly, a decrease of LAMP1 protein level is
not associated with a decrease of lysosomal protease activities. We
found that lysosomal CTSB (cathepsin B) activity and protein
levels are unchanged, whereas CTSD (cathepsin D) activity and
protein levels are increased, in sh2 cells compared with shC cells
(Fig. S4A-S4C). This increase of CTSD may be a compensatory
response to a decrease of LAMPI, as prior studies report that a
decrease in lysosome number leads to the induction of cathepsin
activities.”®%

GABARAPLI knockdown increases mitochondrial mem-
brane potential and the demand for mitochondrial bioenergetics

To determine the effects of GABARAPLL on mitochon-
drial membrane potential we used TMRM staining and found
a significant increase in the sh2 cells compared with shC cells,
and that it decreased to the same levels by FCCP as expected
(Fig. 6A). In addition, MitoIracker Red staining (Fig. 6B)
was also increased in the sh2 cell line, consistent with either an
increase in mitochondrial membrane potential or mitochondrial
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Figure 5. GABARAPL1 knockdown leads to decreased LAMP1 protein levels and immunocytochemistry staining.(A) MDA-MB436-shC, sh2, and sh5 cells
were cultured for 24 h at 37 °C and 5% CO, then total proteins (25 ug) were separated on 12% SDS-PAGE gels followed by immunoblotting with anti-
LAMP1 antibodies and the ECL Plus reagent. A representative experiment of 3 performed is shown. (B) Quantification of the signals observed on the
western blot in (A). ‘P < 0.05, vs shC (n = 3). (C) GABARAPL1T and LAMPT mRNA expression was analyzed by qRT-PCR in the MDA-MB436-shC and sh2 cells.
‘P <0.05, vs shC. (D) MDA-MB436-shC, sh2 and sh5 cells were cultured for 24 h at 37 °Cand 5% CO,, fixed, permeabilized, blocked with 5% BSA, incubated
with a monoclonal anti-mouse LAMP1 overnight at 4 °C and then with an Alexa Fluor 555 goat anti-mouse for 1 h. The cells were then analyzed using a
confocal microscope. Each picture is representative of a typical cell staining observed in 10 fields chosen at random.

number. Similarly, MitoTracker Red intensity is higher in both
sh2 and sh5 cells compared with shC cells as assessed by confocal
microscopy (Fig. 6C and D).

We then used the Seahorse XF24 analyzer to determine
whether GABARAPL1 knockdown changed mitochondrial
function.?**TheshC and sh2 cells were plated at similar conflu-
ency (Fig. 7A). We then monitored the basal levels of oxygen
consumption rate (OCR), and OCR following injection of oli-
gomycin, an inhibitor of ATP synthase, FCCP, an uncoupler,
and antimycin A, an inhibitor of mitochondrial complex III
(Fig. 7B). We were then able to calculate basal, ATP-linked,
proton leak (non-ATP linked), maximal, reserve capacity and
nonmitochondrial OCR (Fig. 7C).**%4! We found an increase
in basal OCR in sh2 cells, which was largely due to an increase
in non-ATP linked proton leak respiration, consistent with a
higher membrane potential. We also determined the extracel-
lular acidification rate (ECAR), which can be ascribed to gly-
colysis and other proton-generating processes in the cells, but
did not detect differences between the 2 cell lines (Fig. 7D).
Furthermore, we did not observe any changes of maximal OCR
or reserve capacity (Fig. 7C), nor the state apparent (Fig. 7E), in
response to GABARAPLI knockdown, however, the RCR basal
and maximal were decreased in sh2 cells compared with shC cells
(Fig. 7E). Interestingly, we found that GABARAPLI-suppressed
cells had higher amounts of ATP compared with the control cells,
which suggests that the mitochondrial population in these cells
is capable of meeting the increased demands for proliferation
through increased metabolic activity (Fig. 7F).

www.landesbioscience.com

GABARAPLI1 knockdown leads to an increase of mitochon-
drial protein levels and an increase of damaged mitochondrial
DNA

An altered autophagy-lysosome pathway may result in an
increased mitochondrial number in GABARAPLI1 knockdown
cells. Therefore, we then examined whether the levels of proteins
involved in mitochondrial biogenesis or homeostasis would be
altered in sh2 cells. We found that levels of both PPARGCI1A,
which is involved in mitochondria biogenesis,*> and VDACI,
which is involved in the flux of metabolites to and from the
mitochondria,®® were upregulated in sh2 cells compared with
shC cells (Fig. 8A and B). Levels of MENI (mitofusin 1), which
is involved in mitochondria fusion,* DNMI1L/Drpl (dynamin
1-like), which is involved in mitochondria fission,” PINK1 and
PARK2/PARKIN, which are involved in mitophagy,* were
unchanged. Our data support the hypothesis that GABARAPLI
is important in maintaining mitochondrial homeostasis by pro-
moting autophagic flux, independent of mitochondrial fission/
fusion or selective mitophagy.

As an additional index of mitochondrial number we mea-
sured mtDNA copy number relative to the genomic DNA. As
shown in Figure 8C, we found increased levels of mtDNA in
sh2 cells compared with shC cells. These data also suggest that
both an attenuation of autophagic flux and an increase in mito-
chondrial biogenesis via PPARGCIA increase*® may contribute
to an increased MitoIracker staining, mtDNA copy number,
mitochondrial membrane potential, and VDACI protein levels.
To further assess mitochondrial health, we measured mtDNA
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Figure 6. GABARAPL1 knockdown increases TMRM and MitoTracker Red staining.(A) TMRM staining (AU, arbitrary units) normalized to total protein.
MDA-MB436-shC and sh2 cells (40,000) were cultured in 96-well plates for 24 h at 37 °C and 5% Co,. Cells were then incubated with 100 nM TMRM for
45 min before being washed with PBS. TVIRM fluorescence was measured at 590 nm using a Victor®V Perkinelmer Wallace 1420 Multilabel Counter. FCCP
as a control decreased mitochondrial membrane potential to ~750 in both shC and sh2 cells. ‘P < 0.05, vs shC (n = 3). *P < 0.05, vs without FCCP (n = 3).
(B) MitoTracker Red fluorescence values (AU) for the 2cell lines shC and sh2. Cells (600,000) were cultured in 6-well plates for 24 h at 37 °C and 5% CO,,
stained with 50 nM MitoTracker Red for 45 min at 37 °C, trypsinized, washed with PBS and resuspended in 500 pl PBS. Intracellular fluorescence was then
assessed using the LSR-Il Becton Dickinson flow cytometer. P < 0.05, vs shC (n = 3). (C) MDA-MB436-shC and sh5 cells (100,000) were cultured in Labtek
4-well plates for 24 h at 37 °Cand 5% CO,, stained with 50 nM MitoTracker Red for 45 min at 37 °C and washed with PBS. Mitochondria were imaged using
the Zeiss LSM 710 confocal microscope and the Zen 2008 software. MitoTracker intensity was quantified by Image J for 25 cells for each cell line in 5
different fields of view chosen at random. ‘P < 0.05, vs shC. (D) MDA-MB436-shC and sh2 cells (100,000) were cultured in Labtek 4-well plates for 24 h at
37 °Cand 5% CO,, stained with 50 nM MitoTracker Red for 45 min at 37 °C and washed with PBS. Similarly, MDA-MB436-shC and sh5 cells (100,000) were
cultured, stained with MitoTracker Red, and imaged. The pictures were taken with the Zeiss LSM 710 confocal microscope.

damage, and found that sh2 cells exhibited significantly higher
mtDNA damage compared with shC cells (Fig. 8D). mtDNA
copy number is increased in sh5 cells compared with shC but
mtDNA damage in sh5 is comparable to shC, this may reflect
an incomplete GABARAPLI knockdown in sh5 cells (data not
shown).

The accumulation of mitochondria and the changes of mito-
chondrial quality suggest a defect in mitochondrial clearance
in sh2 cells. To quantify mitochondrial clearance, we have per-
formed costaining of mitochondria and lysosomes in the pres-
ence or absence of FCCP (Fig. S5). We found a slight increase
of MitoTracker Red and LysoIracker Green colocalization in sh2
cells compared with shC cells; this may be due to an increase of
mitochondrial number, and is not consistent with an attenuated
selective mitophagy. We did not find a significant difference of
FCCP-induced colocalization of mitochondria and lysosomes in
shC or sh2 cells. Similarly, we did not find colocalization of GFP-
PARK2 with mitochondria in shC or sh2 cells (data not shown)
but it is conceivable that the potential defects in mitochondrial

8 Autophagy

clearance in sh2 cells are independent of PARK2 translocation to
the mitochondria. The exact mechanism of how accumulation
of underperforming mitochondria occurs in sh2 cells remains
unclear.

GABARAPL1 knockdown promoted cell survival in
response to HNE

We incubated shC and sh2 cells with increasing concen-
trations of HNE, a product of lipid peroxidation previously
described to decrease mitochondrial activity,**"" through its
modification of proteins including ATP5B (ATP synthase, H*
transporting, mitochondrial F1 complex, § polypeptide)*® or
SIRT3.# As shown in Figure 9A, after 16 h, the viability of sh2
cells was higher than shC cells after incubation with different
concentrations of HNE, indicating that GABARAPL1 knock-
down enhances cell survival in response to HNE.

To determine effects of HNE on autophagic flux in sh2
cells, we assessed the LC3-II levels (Fig. 9B and C). We found
that LC3-II levels were significantly increased in the shC cells
(-1.4-fold) but unchanged in sh2 cells following HNE exposure.
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Figure 7. GABARAPL1 knockdown increases basal and proton-leak Oxygen Consumption Rate (OCR), increases intracellular ATP levels, and decreases
basal and maximal Respiratory Control Ratio (RCR).MDA-MB436-shC and sh2 cells (60,000) were cultured for 24 h in 24-well XF24 Seahorse Biosciences
V7 microplates and then bioenergetic function was assessed using the Seahorse XF24 analyzer. Both OCR and ECAR were measured. The ATP synthase
inhibitor oligomycin (O; 1 M), uncoupler FCCP (F; 0.75 uM), and complex Il inhibitor antimycin A (A; 10 wM) were injected at the indicated times to deter-
mine different parameters of mitochondrial function. (A) Pictures showing similar confluency of the shC and sh2 cells before the start of the Seahorse
analysis.(B) OCR values shown as pmol Oz/min/pug protein. (C) Histogram showing the comparison of basal, ATP-linked, proton leak-linked, maximal, and
non-mitochondrial OCR of shC and sh2 cells. Nonmitochondrial OCR was determined as the OCR after antimycin A treatment. Basal OCR was determined
as OCR before oligomycin minus OCR after antimycin A. ATP-linked OCR was determined as OCR before oligomycin minus OCR after oligomycin. Proton
leak was determined as basal OCR minus ATP-linked OCR. Maximal OCR was determined as the OCR after FCCP minus nonmitochondrial OCR. Reserve
capacity was defined as the difference between maximal OCR after FCCP minus basal OCR. ‘P < 0.05, vs shC (n = 4). (D) Extracellular acidification rate
(ECAR) values were plotted as mpH/min/p.g protein for shC and sh2 cells (n = 4). (E) Histogram showing the comparison of state apparent, RCR basal and
RCR maximal of shC and sh2 cells. State apparent was determined as the value corresponding to the following formula: 4-[(Basal-Oligo)/(Basal-FCCP)].
RCR basal was determined as the value corresponding to the following formula: (Basal-AntiA)/(Oligo-AntiA). RCR maximal was determined as the value
corresponding to the following formula: (FCCP-AntiA)/(Oligo-AntiA).‘P < 0.05, vs shC (n = 4).(F) Histogram showing intracellular ATP values (pmoles/pg
protein) for shC and sh2 cells. MDA-MB436-shC and sh2 cells (40,000) were cultured in 96-well plates for 24 h at 37 °C and 5% CO,. The intracellular ATP
concentration was then determined using the ATPlite kit from PerkinElmer according to the manufacturer’s instructions. Luminescence was measured
using a Victor?V Perkinelmer Wallace 1420 Multilabel Counter. ‘P < 0.05, vs shC (n = 3).

Consequently, the ratio of LC3-II with HNE vs. LC3-1I without
HNE was also lower in the sh2 cells. Basal HNE-protein adducts
were higher in sh2 cells compared with shC cells (Fig. 9D and
E) (compare lanes 1 to 3 and 4 to 6). After exposure to exog-
enous HNE, HNE-protein adduct levels increased to 1.5-fold in

the shC cells but did not change in the sh2 cells (Fig. 9D and
E). Next we determined the levels of GSH in the 2 cell lines,
since the formation of HNE-protein adducts could be attenuated
by intracellular cellular glutathione (GSH) which can detoxify
HNE through the action of glutathione transferases.’® As shown
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Figure 8. GABARAPL1 knockdown increases mitochondria number, and mtDNA
damage.(A) MDA-MB436-shC and sh2 cells were cultured for 24 h at 37 °C and 5%
CO,. Cells were then lysed in the presence of protease and phosphatase inhibitors
and total proteins (25 pg) were separated on 12% SDS-PAGE gels followed by immu-
noblotting with anti-PPARGC1A, anti-DNM1L, anti-MFN1, anti-VDAC1, anti-PARK2,
anti-PINK1, and anti-ACTIN antibodies and the ECL Plus reagent. A representative
experiment of 3 performed is shown. (B) Quantification of the signals on the west-
ern blot in (A). ‘P < 0.05, vs shC (n = 3). (C) MDA-MB436-shC and sh2 cells (600,000)
were cultured in 6-well plates for 24 h at 37 °C and 5% CO,. Cells were washed with
PBS and kept frozen at —80 °C until purification of total DNA. Specific genomic and
mitochondrial DNA sequences were amplified by quantitative real-time PCR. The
data are presented as the ratio of mitochondrial vs. genomic DNA and normalized
to the control cell line, shC. ‘P < 0.05, vs shC (n = 3). (D)MDA-MB436-shC and sh2
cells (600,000) were cultured in 6-well plates for 24 h at 37 °C and 5% Co,. Cells were
washed with PBS and kept frozen at —80 °C until purification of total DNA. Specific
long and short mitochondrial DNA sequences were amplified by PCR. The data were
calculated from the levels of long mitochondrial PCR product vs. levels of short mito-
chondrial PCR product as described in Materials and Methods, and normalized to
shC. ‘P < 0.05, vs shC (n = 3). Change labels to DNM1L, PARK2.

form tumors in nude mice’ GABARAPLI overex-
pression has been shown to inhibit proliferation of
the breast cancer cell line (MCF-7),”* and their abil-
ity to form tumors in nude mice.** Building on these
data, we hypothesized that endogenous GABARAPLI
plays a role in suppressing the cancer cell phenotype
and in mediating autophagy. In this study, we estab-
lished stable cell lines that exhibited significant loss
of GABARAPLI mRNA and protein levels (Fig. 1),
and found that these cells exhibited an increased pro-
liferation rate, colony formation and invasion (Fig. 2)
consistent with the hypothesis that GABARAPLI is a
tumor suppressor gene.

Autophagy plays a complex role in tumor initiation
and progression. On the one hand, autophagy protects
against the production of reactive oxygen species in the
cells and their deleterious effects in mutating DNA and
promoting cell transformation.”” On the other hand,
autophagy is required for the transformation of mouse
embryonic fibroblasts by the Ras oncogene and this
effect is linked to its role in nutrient recycling such as
glucose uptake and increased glycolytic flux.> During
the later stages of in vivo tumor formation, autophagy
has been shown to be necessary for the cancer cell
survival in hypoxia before the vascularization of the
tumor.” Autophagy has also been shown to protect
against cellular stress induced by the chemotherapeutic
drugs used in cancer treatment leading to several clini-
cal trials involving the use of an inhibitor of the auto-
phagy flux as a combination therapy.™® Even though the
mechanism is still unclear, many studies suggest a role
of autophagy in the regulation of cancer cell metabo-
lism allowing them to meet the requirements for rapid
proliferation. Using multiple autophagic flux analyses,
including comparing LC3-1II levels with and without
chloroquine, endogenous SQS7MI mRNA and pro-
tein levels, as well as exogenous constitutively expressed
pCMV-HA-SQSTM1 (Fig. 3A and B; Fig. 4D and
E), we have found that GABARAPLI knockdown cells
exhibit a decreased autophagic flux. Interestingly, sh5
cells with incomplete GABARAPL1 knockdown also

in Figure 9F, GSH levels were significantly higher in the sh2 cell
lines, suggesting that the decreased HNE-induced cell death in
sh2 cells may be partially provided by the higher levels of GSH.

Discussion

Recent studies have shown that GABARAPLLI is associated
with autophagic vesicles” and the GABARAPLI gene may be
a tumor-suppressor gene and a prognostic biomarker in breast
cancer.”” GABARADP, the closest homolog of GABARAPLI, is
expressed at low levels in invasive ductal and invasive lobular
carcinomas compared with normal breast tissue, and the over-
expression of GABARAP in CAL5!1 decreases their proliferation
rate as well as their ability to form colonies in soft-agar and to

10 Autophagy

exhibited decreased autophagic flux, although to a less extent
than sh2 cells and did not result in the same colony formation
and migration phenotypes as the sh2 cells.

The underlying mechanism of attenuated autophagic flux
as a result of GABARAPLI knockdown appears to be a signifi-
cant decrease of LAMP1 protein levels and lysosome number
(Fig. 5A-D), supporting the hypothesis that loss of GABARAPL1
leads to an attenuation of autophagosomal degradation.
Importantly, we did not find a difference in the phosphoryla-
tion of MTOR and RPS6KB between control and GABARAPLI
knockdown cells, suggesting an MTOR-independent attenua-
tion of autophagic flux (Fig. 3C and D). Furthermore, we found
increased BECNI levels that cannot explain an attenuation of
autophagic flux (Fig. 4A—C). Previous studies have shown that
autophagy and lysosomal genes are coordinately regulated by

Volume 10 Issue 6

. Do not distribute.

l0oScience

©2014 Landes B



A B - HNE -
140 - BShC mSh2 shC sh2 shC sh2
120 | \ ACTIN - S s e e e
g 100 - LC3-l -
5 80 x LC3-I - 15
L * 123456 7 8 9101 12
> 60 - c
= OshC Osh2 2 3
8 40 1 mShC+HNE msh2+HNE WshC msh2
4 = # =]
2 20 Q15 B.,5
0 ; : " I *
Crttl  5uM 15uM 30 uM e . 3
[HNE] (uM) 8 Z 11
: Y
£ =
D =| 05 ] _— 05 T
0 o
- HNE 3 ¥
shC sh2 shC sh2 ~ (kDa) = - 0
5 0- o
L
E BshC msh2 F o0 x
O 2 OShC+HNE msh2+HNE | _ 70 -
=y c
] \ i # ® 60 ‘
HNE : | =
o 40 -
adducts §?{/ 1 1 g 30 ,‘
= | 2 20
@ |3 | S 10 -
123 45678 9101 12 i | & 0+
0 — — | O shC sh2

Figure 9. GABARAPL1 knockdown enhances cell survival in response to HNE, inhibits autophagic flux in response to HNE, and increases intracellular
HNE-protein adducts and glutathione (GSH) concentration. (A) MDA-MB436-shC and sh2 cells were grown for 16 h in the presence of HNE (0, 5, 15 or
30 uM). Cells were then trypsinized and counted in the presence of trypan blue. The values were normalized to the number of cells determined in the
control samples for each cell line. ‘P < 0.05, vs shC (n = 3). (B) MDA-MB436-shC and sh2 cells were cultured for 16 h in the presence of HNE (30 uM). Cells
were then lysed and total proteins (25 pg) were separated on 12% SDS-PAGE gels followed by immunoblotting with anti-LC3 and anti-ACTIN antibodies
and the ECL Plus reagent. A representative experiment of 3 performed is shown. (C) Quantification of the LC3-II signals observed in the western blots
shown in (B). HNE-induced changes of LC3-II levels were determined as the levels of LC3-Il in response to HNE divided by the levels of LC3-Il without
HNE. ‘P < 0.05, vs shC (n = 3), P < 0.05, vs untreated cells (n = 3). (D) MDA-MB436-shC and sh2 cells were cultured for 16 h in the presence of HNE (30 pM).
Cells were then lysed in HNE lysis buffer containing 10 mM N-ethylmaleimide and total proteins (25 ug) were separated on 12% SDS-PAGE gels followed
by immunoblotting with anti-4-HNE and anti-ACTIN antibodies and the ECL Plus reagent. (E) Quantification of the signals observed in the western blot
in (D). ‘P < 0.05, vs shC (n = 3), *P < 0.05, vs untreated cells (n = 3). (F) Total cellular GSH was determined using the GSH recycling assay, as described in
Materials and Methods, using a Beckman Coulter DU-800 spectrophotometer, after shC and sh2 cells (600,000) were cultured in 6-well plates for 24 h at

37°C.“P < 0.05, vs shC (n = 3).

master transcription activators and repressors,’* such coordi-

nate regulation appears to be perturbed in GABARAPLI knock-
down cells. In this context, it has been previously shown that
rapamycin and trehalose are able to induce TFEB (transcription
factor EB), a transcription factor specifically inducing the tran-
scription of genes involved in the autophagosomal and lysosomal
biogenesis including LAMP1.4> We found that rapamycin and
trehalose inhibited cell proliferation and abolished the effects of
GABARAPLI suppression on cell proliferation. The effects of
rapamycin and trehalose on cell proliferation may be linked to
an increase in LAMPI. Furthermore, although the exact mecha-
nisms are unclear, our observation that LAMP1 is decreased and
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CTSD is increased in sh2 cells is consistent with prior findings
and supports a differential role of lysosomal components in cell
proliferation.”°

GABARAP1 has been previously linked to the selective auto-
phagy of mitochondria, shown to interact with BNIP3L, a mito-
chondrial protein, and to be recruited to mitochondria to induce
their clearance during the maturation of reticulocytes.?' Because
mitophagy degrades damaged mitochondria and therefore sup-
presses reactive oxygen species formation and DNA damage, and
that our results showed that autophagic flux is attenuated in the
absence of GABARAPLI, we determined whether GABARAPLI
knockdown would lead to desensitization to mitochondrial
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stressor-induced autophagy. Indeed, we found that in response
to HNE, which is a byproduct of lipid peroxidation previously
shown to modify mitochondrial proteins and inhibit their activ-
ity, 244148 GABARAPL1 knockdown cells exhibit less of an
increase in LC3-II levels compared with control shC cells (Fig. 9B
and C). However, cell survival in response to HNE is dependent
on GABARAPLLI (Fig. 9A). Further, GABARAPLI knockdown
induced a higher level of total endogenous HNE-protein adducts
in the cells, and there were no further increases after additional
HNE exposure in these cells (Fig. 9D). Additionally, glutathi-
one steady-state levels are increased in the GABARAPLI knock-
down cells compared with control cells (Fig. 9G), and the higher
level of glutathione may form conjugates with the exogenously
added HNE to inhibit its toxic effect in the cells.®® The increase
of endogenous HNE-protein adducts may be due to the attenua-
tion of autophagic flux, and the increased adducts may also signal
to induce an antioxidant response for the cells to produce more
enzymes involved in glutathione synthesis.®!

We also determined the impact of GABARAPLI knockdown
on mitochondrial function. We found that GABARAPLI knock-
down cells exhibited increased mitochondrial membrane poten-
tial, mitochondrial biogenesis factor PPARGCI1A, mitochondrial
protein VDACI, both total and damaged mtDNA (Figs. 6-8).
In addition to exhibiting decreased autophagic flux as discussed
above (Fig. 4), sh5 cells with incomplete GABARAPLI knock-
down also exhibited increased total mtDNA but not damaged
mtDNA (Fig. 8), suggesting that autophagic flux and accumu-
lation of mitochondrial mass are sensitive to moderate change
of GABARAPLI levels, whereas increased colony formation,
cell migration/invasion, and mtDNA damage occur only when
GABARAPLI level decreases more than 70% (Fig. 1).

These competing impacts on mitochondrial homeostasis due
to GABARAPLI knockdown resulted in a cellular bioenergetic
profile that did not substantially deviate from that of the con-
trol shC cells, other than a significant increase in proton leak
(Fig. 7). Importantly, ATP levels were increased in response to
GABARAPLI inhibition showing that although a decrease in
mitochondrial quality occurred, the overall mitochondrial popu-
lation was still competent to meet the energetic demands of the cell.
This could be due to the activation of mitochondrial biogenesis in
attempt to restore the integrity of the mitochondrial population
and a small but active population of functioning mitochondria.

Our study supports the model that GABARAPLI inhibition
induces a depletion of LAMP1 and lysosomal number, attenu-
ates autophagic flux, and leads to an accumulation of damaged
mitochondria, associated with stimulated mitochondrial biogen-
esis leading to increased mitochondrial number, mitochondrial
protein, mitochondrial membrane potential, mitochondrial res-
piration, and ATP levels (Fig. 10). The increase of mitochondrial
number and cellular glutathione, which itself could be stimulated
by an increase in the basal levels of mitochondrial reactive oxygen
species, further resulted in resistance to cell death, and may con-
tribute to increased proliferation and aggressiveness of these cells.
Our data demonstrate that GABARAPLI plays an important
role in regulating the autophagy-lysosome pathway, mitochon-
drial activity, cell metabolism, and proliferation.

12 Autophagy

Materials and Methods

Reagents and antibodies

Cell culture reagents were purchased from Invitrogen. The
following antibodies were used: polyclonal anti-GABARAPLI
(Proteintech, 11010-1-AP, 1:1,000), polyclonal anti-LC3B
(Sigma-Aldrich, L8918, 1:3,000), monoclonal anti-SQSTM1/
p62 (Abnova, H00008878-M01, 1:3,000), monoclonal anti-
LAMP1 (Developmental hybrid studies, H4a3, 1:1000), mono-
clonal anti-VDAC1 (Abcam, ab16816, 1:1000), monoclonal
anti-DNMI1L/Drpl (Abcam, ab56788, 1:1000), polyclonal anti-
MEFN1 (Santa Cruz, H65 sc-50330, 1:1000), polyclonal anti-
PPARGCI1A (Santa Cruz, H300 sc-13067, 1:1000), monoclonal
anti-PINK1 (Abcam, ab23707, 1:1000), polyclonal anti-PARK2
(Santa Cruz, H300 sc-30130, 1:1000), goat anti-4-HNE (Alpha
diagnostics, HNE12-S, 1:3000), polyclonal rabbit anti-MTOR
(Cell Signaling, 2983, 1:1000), polyclonal rabbit anti-phospho-
MTOR (Cell Signaling, 2971, 1:1000), polyclonal rabbit anti-
RPS6KB (Cell

Signaling, 9202, 1:1000), polyclonal rabbit anti-phospho-
RPS6KB (Cell signaling, 9205, 1:1000), polyclonal rabbit
anti-CTSB (Santa Cruz, sc-13985, 1:1000), polyclonal goat
anti-CTSD (Santa Cruz, sc-6486, 1:1000), and polyclonal
anti-ACTIN (Sigma-Aldrich, A5060, 1:10,000). Bafilomycin
A, (Sigma, B1793) was prepared as a 50 1M stock in DMSO.
Rapamycin (Sigma-Aldrich, R8781) was purchased as a 2.74
mM stock in DMSO. Chloroquine (Sigma-Aldrich, C6628) was
prepared as a 200 mM stock in water. Tetramethylrhodamine
methyl ester perchlorate (TMRM, Sigma-Aldrich, T5428) was
prepared asa 100 mM stock in DMSO. 3-Methyladenine (3-MA,
Sigma-Aldrich, M9281) was prepared fresh as a 10 mM work-
ing solution in complete culture medium. Oligomycin (O4876),
FCCP (C2920) and antimycin A (A8674) were purchased from
Sigma-Aldrich. 4-hydroxynonenal (HNE) was prepared fresh
from a stock solution purchased from Calbiochem (393204). The
HA-SQSTM1-expressing vector was purchased from Addgene
(28027, Dr Qing Zhong).

Cell culture and stable cell lines

The MDA-MB-436 cell line (ATCC) was maintained
in DMEM medium (Dulbecco’s modified Eagle’s medium;
Invitrogen, 11965-092) containing 1 mM L-glutamine and
supplemented with 10% fetal bovine serum (Atlanta Biologicals,
S$111-50), 100 pg/ml penicillin/streptomycin (Invitrogen, 15140-
122) and 1 mM sodium pyruvate (Invitrogen, 11360-070) in
a 5% CO, incubator at 37 °C. Cells were splic every 4 d (1:3
dilution). The MDA-MB-436-shRNA-control (shC or control)
and -GABARAPLI (sh2 or GABARAPL1 KD) cell lines were
maintained in complete medium supplemented with 1 pg/ml
puromycin (Invitrogen, 28-111-QL). To create these stable cell
lines, MDA-MB-436 cells (10°) plated in 10-cmdiameter cul-
tures dishes were transfected the day after plating using 10 pg of
5 different pKo.l-puro-shRNA-GABARAPLI vectors (Mission
shRNA,  Sigma-Aldrich, SHCLNG-NM_031412, shRNA
443slcl) and 1pKo.l-puro-shRNA-control vector (Sigma-
Aldrich, SHC002) and 20 pl TransFast reagent (Promega,
E2431) according to the manufacturer’s protocol. After 48 h
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Figure 10. GABARAPLI function in breast cancer cells. Our studies indicate that GABARAPL1 plays an important role in autophagic flux, mitochondrial
homeostasis, metabolic programming, and control of cell proliferation in breast cancer MDA-MB-436 cells. GABARAPL1 knockdown induces a disruption
of the autophagosome-lysosome pathway leading to a decrease of lysosome number and accumulation of damaged mitochondria, increased mito-
chondrial biogenesis and number, and increased mitochondrial respiration, mitochondrial membrane potential, mitochondrial proteins, and mtDNA
damage. This is further evidenced by an increase of HNE-protein adducts, increased antioxidant response, and increased ATP levels. The increase of
mitochondrial number, cellular glutathione, and cellular ATP may contribute to resistance to cell death and increased proliferation.

incubation, 3 pg/ml puromycin was added to each plate and the
medium was changed every 2 d for the next 14 d until the appear-
ance of antibiotic-resistant single clones. Five resistant clones for
each shRNA transfection were then tested for the expression
of GABARAPLI, GABARAP and LC3B mRNAs and proteins
by gRT-PCR and western-blotting, respectively. The stable cell
lines used later on in this study are the MDA-MB-436-shRNA-
control clone 2 (shC or control) and the MDA-MB-436-shRNA-
GABARAPLI clone 2 (sh2 or GABARAPL1 KD). The sh5 clone
has been designed using the same protocol as described for the
sh2 clone but using a different shRNA (Mission shRNA, Sigma-
Aldrich, SHCLNG-NM_031412, shRNA 570slcl).

Quantitative real-time RT-PCR analysis

Total RNAs were extracted using the TRI Reagent (Invitrogen,
AMY9738). To remove any genomic DNA contamination, total
RNAs were treated with RNase-free DNase I (Invitrogen,
AM2222) and purified with phenol/chloroform. A volume of
1 pg of total RNAs was reverse transcribed using M-MLV RT
(Sigma-Aldrich, M1302) and oligo(dT)15 primers following the

manufacturer’s instructions. Quantitative PCR was run on the
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Step One Real Time PCR System (Applied Biosystems) using the
SYBER Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, 4309155)
an