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file://///intra.i2bc.paris-saclay.fr/partages/Equipes/OTOFAJ/Vincent%20Scarcelli/Vincent/Thèse/Docs%20bureau/Thèse%20Vincent%20220519%2014h%20Final%20+%20correction%20240619.docx%23_Toc12362386
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5 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbréviations 



6 

 

  



7 

 

 

3-MA : 3-MéthylAdénine  

Aβ : Amyloïdes-β 

ACBD5 : Acyl-Coenzyme A Binding Domain containing protein 5  

ADN : Acide DésocyriboNucléique  

AIM : Atg8-Interacting Motif  

ALS : Sclérose Amylotrophique Latérale 

ALFY : Autophagy-Linked FYVE protein 

AMBRA1 : Activating Molecule in Beclin-1-Regulated Autophagy 

AMPK : AMP-activated protein Kinase 

APH : Hélice AmPhiphatique  

Arl6 : ADP-ribosylation factor-like protein 6  

ARN : Acide RiboNucléique 

ARNi : Acide RiboNucléique interférent  

ARNm : Acide RiboNucléique messager  

ATF6 : Activating Transcription Factor 6 

ATG : AuTophaGy-related 

ATL1/2/3 : ATLastine  

ATP : Adénosine TriPhosphate 

BACE1 : Beta-site Amyloid precursor Cleaving Enzyme 1 

BCL-2: B-Cell Lymphoma 2  

BEC-1 : Beclin-1   

BiP : Binding immunoglobulin Protein 

BNIP3 : Bcl2 interacting protein 3  

CALCOCO2 : CALcium binding and COiled-COil Domain 2  

CaV1.1 : Voltage-gated calcium channel alpha 1S  

CCPG1 : Cell Cycle Progression Protein 1  

CED : Cell death 

C. elegans : Caenorhabditis elegans 

CERT : Ceramide Transport Protein  

CICR : Ca2+-induced Ca2+ release 

CLEM : Correlative Light Electronic Microscopy 

Climp : Cytoskeleton-linking membrane protein   

CMA : Chaperon-Mediated Autophagy 

COS-7 : CV-1 in Origin Simian - African green monkey kidney line  

CRAC : Ca2+ release activated channels 

CRACR2A/ B : Ca2+ release-activated 

CRISPR : Clustered Regularly Interspaced Short 

Cvt : Cytoplasm to vacuole targeting  

DAG : DiAcylGlycérol  

DGAT :DiAcylGlycérol O-acylTransférase   

DIC : Differential intereference contrast  

DNM1L : Dynamin 1 Like  

DP1 : Deleted in Polyposis 1 

Drp1 : Dynamin related protein 1  

DTT : DithioThréiTol  

EB1 : End Binding 1  

eIF2α : Eukaryotic Initiation Factor 2  

EN : Enveloppe Nuclélaire 

EPG : Ectopic P Granules 

ERAD : ER-associated degradation 

ERES : ER exit sites  

ERGIC : compartiment intermédiaire RE-Golgi 

ERMES : ER-Mitochondria Encouter Structure 

ESCRT : Endosomal Sorting Complexes Required for Transport  

E-Systs : synaptotagmines-likes  

FAM134B : FAMily with sequence similarity 134 member B  

FATP1 : Fatty Acid Transport Protein 1  

FFAT : Motif Phénylalanyne dans un tract acide  



8 

 

FGF : Fibroblast Growth Factor  

FIP200 : focal adhesion kinase FAK family kinase interacting protein of 200 kDa 

FIR : FIP200 Interacting Region  

FRAP : Fluorescence Recovery After Photobleaching  

FUNDC1 : FUN14 Domain Containing 1  

GABARAP : Gamma-Aminobutyric Acid type A Receptor-Associated Protein  

GABARAP-L1 : GABARAP-like 1 

GDP : Guanosine Di-Phosphate 

GFP : Green Fluorescent Protein  

GIM : GABARAP Interacting Motifs 

GRAMD : Gram Domain Containing 

GTP : Guanosine Tri-Phosphate 

HEK-293 : Human Embryonic Kidney 293 cells  

HeLa : Henrietta Lacks  

HOPS : homotopic fusion and protein sorting 

HSAN 1 : Human protein N-terminal acetyltransferase hNaa50p  

HSC-70 : Heat Shock Cognate 70 

HRP : horsedish peroxidase 

HSN : neurons moteurs spécifiques des hermaphrodites 

HSP : Paraplégie Spastique Héréditaire  

HTT : Huntingtine 

IFNG : Interféron gamma  

IFT20 : intraflagellar transport 20 

IGF : insulin-like growth factor 

IRE1 : inositol requiring enzyme 1 

IP3 : Inositol triphosphate 

IP3R : Recepteur Inositol Triphosphate 

kDa : kiloDalton 

KIF5 : Kinesin family member 15  

LAAT-1 : Lysosomal amino acid transporter 1 

LAM6/LTC1 : Lipid Transfert at Contact sites 1 

LAMP-2A : Lysosome Associated Membrane Protein type 2A 

LAP : LC3-associated phagocytosis  

LC3A/B/C : light chain 3 

LD : Lipid Droplets  

LGG : LC3, GABARAP, GATE-1 

LIR : LC3-interacting region  

MAM : Mitochondria associated membranes 

MAP1A/B/S: Microtubule associated protein A1 

ME : microscopie éléctronique 

MP : membrane plasmique  

MS : sclérose multiple  

MSP : Major Sperm Protein  

MT : Microtubules 

mTOR : mammalian target of rapamycin  

MDV : mitochondria derived vesicles 

NBR1 : neighbor of BRAC1 gene  

NDP52 : nuclear dot protein 52  

NEBD : Nuclear envelope breakdown 

NHEJ : Non Homologous End Joining 

Nir2 : N-terminal domain-interaction receptor 2  

Nogo-A : Neurite outgrowth inibitor-A 

NS3A : Nonstructural protein 3  

NSF : N-ethyhnaleimide-sensitive factor  

NUC-1 : NUClease 1 

OFD1 : Oral-Facial-Digital syndrome 1  

OPTN : Optineurin 

ORP : OSBP-Related Proteins  

OSBP : OxySterol Binding Protein  

Osh3 : OxySterol binding protein Homolog 3 



9 

 

PAM : Protospacer Adjacent Motif  

Parkin / PKR : E3 Ubiquitin ligase parkin 

PAS : Structure Pré-Autophagosomale 

PC12 : Pheochromocytoma 12 

PDI : Protéine Disulphide Isomérase 

PE : PhosphatidylEthanolamine 

PEX3/19 : PEroXisomal biogenesis factor  

PERK : Protein Kinase RNA-activated-like ER Kinase 

PGAM5 : Phosphoglycerate Mutase Family member 5  

PHB2 : ProHiBitine 2 

PI : Phosphatidylinostitol 

PI3K : PhosphoInositide 3-Kinase 

PINK1: PTEN-induced putative kinase 1  

PI4P : PhosphatIdylinositol-4-Phosphate  

PIP2 : PhosphatIdylinositol 4,5 biphosphate 

PLC : PhosphoLipase C 

PLNs : PerLipiNes  

PolyQ : Polyglutamines  

PRKN : PARKIN 

PS : Phosphatidylsérine  

PtdCho : Phosphatidylcholine 

PtdEtn : PhosphatidylEthanolamine 

Rab7/10 : Ras-related protein Rab-7  

RE : Reticulum Endoplasmique  

RET-1 : Reticulon 1  

RHD : domaine d’homologie aux réticulons 

RHOT1 : Ras Homolog Family Member T1  

REEP : Receptor expression-enhancing protein 

REL : Réticulum Endoplasmique lisse 

RER :Réticulum Endoplasmique Rugueux  

RETREG1 : RETiculophagy REGulator 1  

RHD : Reticulon Homology Domain 

RHOT1 : Ras Homolog Family Member T1 

RIDD : Regulated IRE1-Dependant Decay 

ROL : ROmane Leboutet 

ROS : espèces réactives de l’oxygène (Reactive Oxygen Species ) 

RS : Reticulum Sarcoplasmique  

RTNL : ReTiculoN Like  

Sec61/62 : Sec61 translocon alpha 1 subunit  

SERCAs : Sarcoendoplasmic Reticular Ca2+ ATPases  

SLA : Sclérose Latérale Amyotrophique  

SNARE : Soluble NSF Attachment protein Receptor 

SNC : système nerveux central 

SNCA : Synuclein Alpha 

S. typhimurium : Salmonella enterica sérotype Typhimurium 

SOCE : Store-operated Ca2+ entry 

SP12 : Signal peptidase 12kDa 

SRP : Signal recognotion particle  

STIM1 : Stromal interaction molecule 1  

STX17 : SynTaXin 17 

SQST-1 : SeQueSTosome 1  

TAC : Tip Attachement Complex 

TAG :TriAcylGlycerides 

TBK1 : Sérine thréonine protein kinase  

TFEB : Transcription factor EB 

TOM : Translocase of the Outer Membrane  

TMEM : TransMEMbrane protein  

Tcbs : Tricalbines  

TRIM16 : Tripatite motif- containing protein 16  

ULK : Unc-51-Like Kinase 1  
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UNC : UNCoordinated 51  

UPR : Unfolded Protein Response 

VAMP : associated proteins, VAPa et VAPb 

VAPs : Vesicules Associated Membrane Protein 

VDAC : Canal Voltage-Dépendant Anion-Sélectif  

VMP : Vacuolar Membrane Protein 

VPS : Vacuolar Protein Sorting 

WIPI : WQ-40 repeat containing protein that interacts with PI  

Wnt : Wingless iNTegration 1 pathway 

XBP1 : X-box Binding Protein 1 

YOP1 : YIP One Partner 1 
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 L’étude de l’autophagie connait une importance croissante dans le domaine de la biologie 

cellulaire. L’intérêt que porte la communauté scientifique pour sa compréhension est notamment 

illustré par l’attribution du prix Nobel de médecine à Yoshinori Ohsumi, principal découvreur 

des gènes de l’autophagie chez la levure. De nombreux travaux mettent en évidence un lien entre 

l’autophagie et sa régulation et de nombreux processus biologiques ayant des implications 

physiopathologiques.  

 Dans ce contexte, notre équipe, « Autophagie et développement », dirigée par Renaud 

Legouis, met à profit le modèle biologique Caenorhabditis elegans afin d’étudier les aspects 

cellulaires et développementaux de l’autophagie. Cette thématique d’étude, développée depuis 

de nombreuses années, a conduit l’équipe à générer des outils génétiques, cellulaires et 

moléculaires. Au cours de mes années de thèse, plusieurs projets ont cohabité au sein de l’équipe. 

Concernant l’aspect développemental de l’autophagie, l’équipe a voulu déterminer l’implication 

des protéines autophagiques au cours de la dégradation des corps apoptotiques, qui résultent de 

l’apoptose de cellules déterminées au cours du développement. J’ai contribué à cette étude 

parallèlement à mon projet principal, notamment par le développement des approches de vidéo-

microscopie. Elle a conduit à une publication dans Autophagy, en 2018 (Jenzer et al, 2019). Je 

présente cet article, en particulier ma contribution à celui-ci, dans mon manuscrit de thèse, en fin 

de partie « Résultats ». Les autres projets concernent l’étude de la dégradation sélective de 

l’autophagie et s’articule autour de deux axes : d’une part, l’étude des fonctions moléculaires des 

protéines autophagiques des protéines LGG-1 et LGG-2, et d’autre part la dégradation sélective 

par autophagie d’organites. Cet axe comporte l’étude de la dégradation sélective des 

mitochondries par autophagie, portée par une autre étudiante doctorante de l’équipe, Yanfang 

Chen, et celle de la relation entre le réticulum endoplasmique et l’autophagie, mon projet. Celui-

ci nous a mené à nous intéresser plus particulièrement au locus ret-1, seul locus conduisant à 

l’expression de protéines réticulons chez C. elegans. L’introduction de ma thèse concerne ce 

projet.  

 J’ai donc organisé mon introduction en traitant d’abord du réticulum endoplasmique, à 

travers ses fonctions, sa structure, sa dynamique et son homéostasie. Je présente ensuite la famille 

de protéines réticulons, leurs particularité, l’évolution de cette famille, leurs rôles et leurs 

implications physiopathologiques. Par la suite, je décris l’autophagie, le processus et la 

machinerie moléculaire impliquée, et en aborde certains aspects physiologiques et pathologiques, 

avant de détailler les processus d’autophagie sélective. Je détaille plus particulièrement ce qui 

est actuellement connu sur la RE-phagie et les différents acteurs de celle-ci. Enfin, par 
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l’introduction d’une revue bibliographique pour laquelle je suis co-premier auteur, « Approaches 

for studying Autophagy in Caenorhabditis elegans », j’aborde les spécificités de C. elegans en 

tant que modèle, les différents processus physiologiques chez celui-ci impliquant l’autophagie, 

ses acteurs moléculaires de l’autophagie, ainsi que les différentes approches possibles afin 

d’étudier cette dernière. Le RE, les réticulons et l’autophagie ayant un lien avec certaines 

pathologies neurodégénératives, j’ai choisi d’évoquer particulièrement celles-ci lorsque je 

mentionne les aspects pathologiques.  

 Après la présentation de ma problématique d’étude, les résultats obtenus dans le cadre de 

mon projet principal sont présentés sous forme d’un manuscrit en anglais, que nous souhaitons 

soumettre très prochainement, à la suite duquel j’ajoute des résultats compléméntaires. Comme 

indiqué, l’article « Autophagy mediates phosphatidylserine exposure and phagosome 

degradation during apoptosis through specific functions of GABARAP/LGG-1 and LC3/LGG-2» 

est présenté ensuite. 

 Dans la partie discussion, je présente des pistes de réflexion sur les résultats que j’ai 

obtenus dans le cadre de mon projet. En mettant en relation les résultats obtenus chez de 

nombreuses espèces, j’apporte des éléments de réponses aux questions restées en suspens, et je 

présente des perspectives pour l’équipe afin de répondre à celles-ci.  
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I/ Le réticulum endoplasmique, organite omniprésent dans la cellule   

 Le reticulum endoplasmique (RE) est un organite aux multiples rôles présent uniquement 

dans les cellules eukaryotes. Observé pour la première fois en 1857 par microscopie optique dans 

les glandes salivaires de diverses espèces par Charles Garnier, il est d’abord nommé 

ergatoplasme. Emilio Verrati observa lui le réticulum sarcoplasmique en 1902. La première 

observation du RE en microscopie électronique date de 1945 par Porter, Claude et Fullam, dans 

des cultures cellulaires issues de tissus d’embryons de poulet. En 1953, Porter utilise le terme 

réticulum (« réseau ») endoplasmique pour la première fois. Depuis, l’utilisation de nombreuses 

techniques avancées comme la tomographie en microscopie électronique et la microscopie 

confocale ont permis de montrer que le RE est composé d’une seule membrane continue, formant 

un réseau comportant plusieurs domaines différant dans leur structures et fonctions. Sa 

membrane constitue généralement plus de la moitié des membranes d’une cellule animale, et son 

volume souvent plus de 10% du volume cellulaire total (Molecular Biology of the Cell. 5th 

edition. Alberts B, Johnson A, Lewis J, et al., P569-571). Le RE a un rôle central à la fois dans 

la biosynthèse des lipides et des protéines. Sa membrane est le site de production des lipides 

constituant les organelles de la cellule, et accueille les protéines transmembranaires avant leur 

adressage. Le RE est en outre en continuité physique avec l’enveloppe nucléaire, ce qui fait que 

cette dernière peut être décrite comme faisant partie intégrante du RE. 

 

Figure 1 : Le réseau de réticulum endoplasmique dans la cellule. En continuité membranaire avec l’enveloppe 

nucléaire, le RE est constitué de différentes structures morphologiquement différentes. (Adapté de Goyal and 

Blackstone, 2013). 
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1.  Des fonctions fondamentales pour la cellule 

 Le RE est un organite aux multiples fonctions, qui sont également corrélées à sa structure, 

comme nous le verrons dans la partie suivante. Ses principales fonctions sont la synthèse des 

protéines transmembranaires et des protéines destinées à être excrétées, la synthèse des lipides 

(phospholipides, stéroïdes, cholesterol), et le maintien de l’homéostasie calcique. Le RE a en 

outre un rôle de détoxification, en particulier dans certains types cellulaires comme les cellules 

des reins et du foie, où certaines molécules toxiques sont transformées, notamment en les 

solubilisant. Cette fonction dépend d’enzymes comme le cytochrome p450.    

a- Synthèse et conformation des protéines 

 

 Le RE est le site de la synthèse des protéines sécrétées, des protéines transmembranaires, 

ainsi qu’une partie mineure de protéines cytosoliques (Reid & Nicchitta, 2015). Cette synthèse 

protéique nécessite la localisation de ribosomes à la face cytosolique de la membrane du RE. La 

traduction des protéines sécrétées ou transmembranaires débute dans le cytosol. Les mRNA 

correspondant sont traduits partiellement par le ribosome, le polypeptide naissant contenant une 

séquence signal à son extrémité amino-terminale est alors reconnu par la particule de 

reconnaissance du signal (SRP, signal recognition particle), et le complexe ainsi formé est alors 

adressé au RE où il se fixe au récepteur du SRP. La traduction se poursuit sur le RE et le 

polypeptide résultant entre dans le RE au cours de la traduction (Rapoport, 2007) à travers la 

membrane via le translocon, canal composé de plusieurs protéines Sec (Meyer et al, 1982). La 

translocation est donc cotraductionnelle. Au cours de ce processus ou plus rarement 

postérieurement à celui-ci, la signal peptidase clive le court peptide signal, la protéine entre ainsi 

dans la lumière du RE (Evans et al, 1986).  

 Si la protéine est une protéine membranaire intégrale, la présence d’un domaine de résidus 

hydrophobes ou d’une séquence stop-transfert met en pause la translocation (Blobel, 1980). La 

protéine est alors déplacée latéralement et devient ancrée dans la bicouche phospholipidique. Les 

protéines transmembranaires peuvent contenir une seule séquence d’acides aminés hydrophobes, 

qui sont alors désignées comme « single pass », ou de multiples régions traversant la membrane, 

les protéines transmembranaires « multi-pass » (Braakman & Hebert, 2013).  
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Figure 2 : La translocation co-traductionnelle dans le RE des protéines à peptide signal. Le peptide signal est 

reconnu par le SRP au cours de la traduction, et l’ensemble formé par le ribosome et le polypeptide en traduction 

est recruté au RE via le récepteur au SRP. La protéine est transloquée par le complexe translocon et le signal peptide 

clivé par le complexe signal peptidase. La protéine est finalement libérée dans la lumière du RE.  

 Si la protéine n’est pas destinée à être intégrée à la membrane mais à entrer dans la voie 

sécrétoire ou dans la lumière des organites, la protéine entre dans un processus de transport. Une 

fois la traduction achevée et le peptide signal clivé, les ribosomes sont libérés dans le cytosol. 

Certains ribosomes sont liés de façon stable à la membrane du RE, dans ce cas l’ARNm est libéré 

et le ribosome peut participer à plusieurs traductions successives (Jagannathan et al, 2014; Potter 

& Nicchitta, 2002). Des protéines cytosoliques peuvent être issues d’une traduction effectuée par 

ces ribosomes liés au RE, et le recrutement des ARNm à ces ribosomes pourrait dépendre de la 

protéine p180 qui recrute des ARNm au RE de façon indépendante à la traduction (Cui et al, 

2012).  

 A la suite de la synthèse protéique et de la translocation, une protéine destinée à la 

sécrétion est prise en charge par les chaperonnes et des enzymes pour le repliement et les 

modifications post traductionnelles, qui comprennent les N-glycosylations, la formation des 

ponts disulfures et l’oligomérisation (Braakman & Hebert, 2013). Si la protéine est résidente du 

RE, elle est correctement repliée. Si la protéine est sécrétée, elle est libérée par les chaperonnes 

avant d’être recrutée pour le transport via l’appareil de Golgi vers sa destination (comme à la 

membrane plasmique ou pour sécrétion) ou adressée au peroxysome (van der Zand et al, 2012). 

Les domaines cytosoliques des protéines transmembranaires peuvent nécessiter des protéines 

cytosoliques ou chaperones pour le repliement correct de ces domaines. 
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 Malgré la machinerie destinée à effectuer correctement ces modifications, une fraction 

des protéines transloquées dans le RE n’atteignent pas leur repliement natif et fonctionnel, et 

restent ma repliées ou s’agrègent (Hartl & Hayer-Hartl, 2009). Ces protéines peuvent rester ainsi 

dans le RE ou être prises en charge par la voie dégradation associée au RE (ERAD, ER-associated 

degradation), qui implique le protéasome et empêche les polypeptides aberrants d’entrer dans la 

voie de sécrétion (Ruggiano et al, 2014). Cette dégradation par ERAD nécessite une 

reconnaissance précise et contrôlée des agrégats pour éviter une trop forte dégradation des 

protéines du RE. L’activation du stress du RE est d’ailleurs liée à plusieurs pathologies humaines 

(voir partie stress du RE).  

 

b- Biosynthèse des lipides 

 

 Le RE et l’appareil de Golgi constituent l’essentiel du compartiment endomembranaire 

dans les cellules eukaryotes. Ce compartiment est le site majeur de synthèse des lipides, qui 

constituent les membranes biologiques de la cellule. Le RE produit les lipides essentiels dans la 

composition des membranes, comme la phosphatydilcholine (PtdCho), la 

phosphatidylethanolamine (PtdEtn) et de lipides membranaires moins abondants comme le 

phosphatidyl-inositol (PtdIns) et la structure des sphingolipides. Sont également présentes dans 

le RE les enzymes permettant la synthèse du cholesterol et des triacylglycerides (TAG), servant 

à constituer des réserves énergétiques. Les lipides synthétisés dans le RE participent à la 

composition des membranes des autres organites, dans lesquelles ils sont distribués par le trafic 

vésiculaire et/ou les sites de contact RE-organites, et les TAGs sont transférés dans les 

gouttelettes lipides, émergeant du RE. La très grande majorité des lipides spécifiques à certains 

organites (comme la cardiolipine des mitochondries) dérivent de précurseurs ou de lipides 

synthétisés par le RE (Jacquemyn et al, 2017).  

 La membrane du RE contient de hauts niveaux de PtdCho et PtdEtn, et relativement peu 

de sphingolipides et de cholestérol. Cette composition spécifique induit une membrane 

relativement fine. Du fait de la particularité des lipides à être enchâssés dans des membranes, il 

existe peu de rétrocontrôles classiques où le produit inhibe directement la synthèse de lipides. Il 

existe ainsi des mécanismes complexes de régulation qui modifient l’activité des enzymes du 

RE. En fonction du lipide synthétisé, des chaines d’enzymes différentes sont mises à contribution 

(Fagone & Jackowski, 2009).  
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c- Métabolisme du calcium 

 

 En plus de ses fonctions de biogénèse, le RE a également un rôle important de réservoir 

de Ca2+ intracellulaire. Le calcium est utilisé de façon étendue pour diverses régulations, comme 

la localisation, la fonction de protéines et leur association avec leurs partenaires, qui peuvent être 

d’autres protéines, des organites ou de l’acide nucléique. 

  La concentration cytosolique de Ca2+ dans le cytosol est d’environ 100nM, alors que 

dans la lumière du RE, cette concentration est de 100-800 µM, en comparaison des 2mM 

extracellulaires. Le RE comporte ainsi plusieurs canaux calciques, récepteurs à la ryanodine et à 

l’IP3 (inositol triphosphate) responsables de la libération de Ca2+ depuis le RE dans le cytosol 

quand la concentration de ce dernier baisse. Cette libération dépend de la stimulation de la 

phospholipase C (PLC) via l’activation du récepteur couplé à la protéine G (Oude Weernink et 

al, 2007). La PLC clive le PIP2 (phosphatidylinositol 4,5 biphosphate) en diacyl-glycérol (DAG) 

et IP3, activant son récepteur (IP3R), ce qui conduit à une libération du Ca2+ du RE et provoque 

une augmentation transitoire des concentrations intracellulaires de Ca2+. Les récepteurs à la 

ryanodine sont activés via l’augmentation du Ca2+ intracellulaire (Ca2+-induced Ca2+ release, 

CICR) et amplifient la réponse (Endo, 2009). La dépolarisation des membranes de t-tubules, 

extensions de la membrane plasmique peut conduire à des changements de conformation des 

canaux Ca2+ voltage dépendants comme le récepteur à la dyhydropyrine (Fill & Copello, 2002). 

Le Ca2+ peut également s’échapper du RE et être ensuite pris en charge par des ATPases, les 

SERCAs (sarcoendoplasmic reticular Ca2+ ATPases), ou bien entrer dans la cellule depuis le 

milieu cellulaire externe, ajoutant à la complexité de la régulation (Clapham, 2007). 

L’épuisement rapide de la réserve de Ca2+ via sa libération par les IP3R déclenche l’activation 

d’un mécanisme d’entrée du calcium dans la cellule, l’entrée du Ca2+ stock-dépendante (SOCE, 

store-operated Ca2+ entry)(Clapham, 2007; Prakriya & Lewis, 2015). Lorsque cette déplétion de 

Ca2+ dans la lumière du RE se produit, les protéines STIM1 forment des clusters au niveau du 

RE au contact des membranes plasmiques, au niveau desquelles elles séquestrent et assemblent 

les sous unités Orai1 en canaux actifs à Ca2+ (CRAC, Ca2+ release activated channels) (Feske 

et al, 2006; Parekh & Penner, 1997; Roos et al, 2005; Zhang et al, 2006). Ces canaux entrainent 

une capture du Ca2+ extracellulaire directement dans la lumière du RE afin d’en restaurer la 

concentration. Ce processus est dépendant des changements de concentration en Ca2+ dans la 

lumière du RE mais indépendant des variations dans le cytoplasme.  

Ces régulations des concentrations du Ca2+ intracellulaires via le RE sont notamment impliquées 

dans la fécondation après l’entrée du spermatozoïde (Busa & Nuccitelli, 1985; Gilkey et al, 
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1978), dans la libération de neurotransmetteurs (Mulkey & Zucker, 1991) ou la contraction 

musculaire (Clapham, 2007). La libération de Ca2+ peut être fait à l’échelle de la cellule entière 

(Gilkey et al, 1978) ou, être très localisé via des clusters de canaux (Cheng et al, 2013)). Dans 

les cellules musculaires, un type de réticulum est spécialisé dans ces transferts, le réticulum 

sarcoplasmique (SR). Celui-ci est organisé au plus près des structures contractiles, et libère les 

ions calcium en réaction au potentiel d’action. Cette libération entraine l’interaction entre l’actine 

et la myosine, conduisant à la contraction musculaire. Le SR illustre une relation entre la structure 

et la fonction du réticulum. 

 

2.  Une structure du RE complexe, régulée, en relation avec ses fonctions  

 Le RE présente une architecture tridimensionnelle complexe et hétérogène. A l’origine, 

c’est la microscopie électronique qui a permis de faire la distinction entre différents sous 

domaines du RE, le RER (Réticulum Endoplasmique Rugueux) et le REL (Réticulum 

Endoplasmique lisse). Le RER est défini par la présence à sa membrane de ribosomes et est 

impliqué dans les fonctions de synthèse de protéines ainsi que leur repliement et modifications 

post-traductionnelles. Par opposition, Le REL est le RE dépourvu de ribosomes, et comprend 

notamment les zones de RE de transition, où les vésicules sont générées et fusionnent, ainsi que 

les zones de contact avec d’autres organelles. La répartition de ces types de RE varie notamment 

en fonction du type cellulaire. Par exemple, dans les cellules musculaires un REL spécialisé dans 

le contrôle de la concentration en Ca2+ pour réguler la contraction musculaire. Le REL et le RER 

sont bien sûr en continuité membranaire, comme l’intégralité du RE, mais sont séparés 

spatialement. C’est particulièrement le cas dans les neurones, où les corps cellulaires et les parties 

proximales des dendrites sont enrichis en RER, alors que le REL est localisé principalement au 

niveau des axones et des extrémités distales. Avec les progrès de la microscopie, et notamment 

photonique, deux structures morphologiques du RE, distinctes aussi bien dans leur composition 

que par leur structure, ont pu être mis en évidence : les tubules et les feuillets.   

a- Tubules de RE 

 

 Les tubules de RE sont de longues structures cylindriques de 50nm de diamètre (chez les 

mammifères, 30nm chez la levure) interconnectés entre eux généralement par des jonctions 

triple, ce qui forme un réseau présent dans tout le cytoplasme. Ils sont connectés à l’enveloppe 

nucléaire ainsi qu’aux feuillets. Leur structure tubulaire est en premier lieu déterminée et 
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stabilisée par plusieurs protéines membranaires. Par les propriétés de leurs domaines 

transmembranaires, elles permettent à un système composé d’une seule membrane continue de 

former des structures complexes. En effet, la courbure des membranes nécessaire à l’existence 

de tubules est maintenue par différentes protéines membranaires, qui contiennent des domaines 

particuliers, les domaines d’homologie aux réticulons (RHD, reticulon homology domain). Ces 

protéines sont de la famille des réticulons ou DP1/REEP5/Yop1. Je détaillerai leurs propriétés 

dans la seconde partie de l’introduction. D’autres protéines participent à l’oragnisation des 

tubules de RE en médiant par exemple la fusion des membranes.  

 

Figure 3 : Différentes protéines du RE organisent la structure et la morphologie du réseau. (A) Schéma 

indiquant l’insertion des proteins ayant un role de courbure des membranes. Celles-ci sont insérées dans le feuillet 

externe de la bicouche lipidique, côté cytosolique. Les tubules de RE sont reliés entre eux par des jonctions triple. 

(B) Le réseau de RE dans des cellules COS-7, marqué par mCherry::KDEL (rouge) et les jonctions triples par 

Lnp1::GFP (vert) (Adapté de Chen et al., 2013b). 

 En outre, les tubules de RE présentent une importante proximité avec les cytosquelettes 

de microtubules (MTs) et d’actine. Dans les cellules de mammifère, l’association du RE avec les 

MTs est critique pour la formation de tubules, la dynamique du RE, et le maintien du réseau 

(Terasaki et al, 1984, 1986). L’élongation des tubules de RE implique les machineries de 

transport antérogrades et rétrogrades le long des MT (Bola & Allan, 2009; Fehrenbacher et al, 

2002; Lee & Chen, 1988; Waterman-Storer & Salmon, 1998). Bien que le réseau de RE persiste 

transitoirement en cas de dépolymérisation des MTs, il perd progressivement sa structure et les 

tubules se réduisent au profit des feuillets périnucléaires.  
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 De plus, des études sur les levures et les plantes ont mis en évidence un rôle du 

cytosquelette d’actine dans le transport du RE (Bola & Allan, 2009; Fehrenbacher et al, 2002; 

Ueda et al, 2010). Ce cytosquelette pourrait également avoir un rôle important dans la structure 

du RE dans les cellules de mammifère puisque plusieurs études ont montré l’interaction entre 

cytosquelette d’actine et les feuillets de RE (Sanger et al, 1989; Tabb et al, 1998; Wagner et al, 

2011; Wang et al, 2002). La dépolymérisation de l’actine par la latrunculine A affecte la structure 

du RE et sa répartition, et conduit à l’apparition de feuillets plus nombreux mais de taille réduite 

(Joensuu et al, 2014). Cette interaction filaments d’actine-RE reste moins caractérisée que le lien 

entre microtubules et déplacement des tubules de RE.  

 En effet, des études de la dynamique des tubules de RE par imagerie photonique ont 

dévoilé trois types de déplacement des tubules de RE dépendant des MTs. Le plus fréquemment 

observé est un phénomène de glissement : la pointe d’un nouveau tubule apparait à partir d’un 

préexistant, et subit une élongation le long d’un MT accolé (Westrate et al, 2015). Ce mouvement 

dépend de moteurs moléculaires, kinésine 1 ou dynéine. L’inhibition de l’un ou de l’autre affecte 

la dynamique du RE et réduit la portion de tubules. Ces évènements de glissement de nouveaux 

tubules de RE sur des MTs s’effectuent préférentiellement le long de MTs acétylés, plus stables 

(Friedman et al, 2010).  

 Un autre type de mouvement du RE dépend du TAC (tip attachement complex), un 

complexe protéique associé à la fois à l’extrémité du tubule de RE ainsi qu’à l’extrémité plus 

d’un MT, conduisant au fait que le tubule de RE et le MT croissent et rétrécissent ensemble (Bola 

& Allan, 2009; Waterman-Storer & Salmon, 1998; Waterman-Storer et al, 1995). Ce processus 

se déroule principalement à la périphérie de la cellule, proche de la membrane plasmique.  

Le dernier type de déplacement caractérisé du RE en lien avec les MTs implique des anneaux de 

RE se déplaçant le long des MTs. En effet, ce déplacement a été observé le long des MTs à des 

vitesses correspondant aux moteurs moléculaires (Friedman et al, 2010; Lee & Chen, 1988). De 

petite taille, ces anneaux de RE peuvent devenir de plus en plus petits et se fermer complètement. 

Des données montrant une proximité de ces anneaux avec d’autres organites comme les 

mitochondries ou les endosomes pourraient indiquer que la fermeture de ceux-ci pourrait 

correspondre à des évènements de fission (Friedman et al, 2011, 2013; Rowland et al, 2014). 

 Des données récentes obtenues par approches de super résolution ont montré que les 

tubules de RE peuvent se regrouper de façon très dense, dynamiquement, pour former des 

structures que les auteurs proposent d’appeler matrices de RE (Nixon-Abell et al, 2016). Ces 

matrices, localisées en périphérie, apparaissent en microscopie plus classique comme des patches 

de signal qui ont pu être interprétées comme des feuillets ou des citernes. Ces résultats suggèrent 
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l’importance de la structure du RE et des tubules dans la régulation de différentes fonctions 

biologiques. Ces matrices, notamment en présentant une surface très grande par rapport au 

volume de la lumière, pourraient constituer un réservoir de membranes et protéines 

membranaires pour moduler les interactions avec d’autres organelles.  

b- Feuillets de RE 

 

 Les feuillets, autre type de structure du RE périphérique, consistent généralement en des 

citernes aplaties, avec une lumière entre les deux bicouches lipidiques parallèles. L’épaisseur de 

ces feuillets est similaire au diamètre des tubules, elle est maintenue autour de 30 nm chez la 

levure et 50 nm chez les mammifères (Bernales et al, 2007; West et al, 2011). Contrairement aux 

tubules, les feuillets présentent une courbure des membranes très réduite, excepté au niveau des 

bords, où la bicouche lipidique est repliée sur elle-même. Cette forme entraine un ratio 

volume/surface plus élevé que les tubules. Ainsi, d’un point de vue purement morphologique, les 

feuillets sont plus indiqués dans la réalisation des fonctions du RE dépendant de la lumière, et 

les tubules dans celles dépendant principalement des membranes (Westrate et al, 2015). Les 

membranes plates sont stabilisées, maintenues l’une face à l’autre, et les membranes des bords 

sont maintenues courbées.  

 La mise en lumière de la forte densité de ribosomes au niveau des feuillets de RE suggère 

que les ribosomes attachés et les polyribosomes pourraient avoir un rôle dans la régulation de la 

structure du RE. De plus, le traitement par la puromycine de cellules de mammifère, afin de 

détacher les ribosomes et de simuler un état de mitose, entraine une tubulation du RE et une perte 

des feuillets (Puhka et al, 2007). Les polyribosomes sont associés à une protéine observée 

enrichie dans les feuillets, TRAPα, sous unité du complexe translocon, et sont nécessaires à cet 

enrichissement (Shibata et al, 2010). Ces données expérimentales indiquent un rôle des 

ribosomes associés en polyribosomes dans la stabilisation des feuillets de RE et du contenu 

protéique de ces citernes.  

 La taille stable de l’espace luménal dans les feuillets de RE (30nm chez la levure, 50 nm 

chez les mammifères), mise en lumière par la microscopie électronique (Bernales et al, 2006; 

Shibata et al, 2010), suggère une régulation de celle-ci. En effet, CLIMP63, une protéine 

membranaire intégrale du RE de 63kDa agit comme une attache entre les deux bicouches 

lipidiques du feuillet. Sa structure se compose d’un domaine cytoplasmique N-terminal, qui peut 

interagir avec les MT (Klopfenstein et al, 1998; Schweizer et al, 1993), d’un domaine 

transmembranaire, ainsi que d’un domaine coiled-coil étendu, luménal. Ce sont des interactions 
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entre ces domaines luménaux qui pourraient conduire à l’oligomérization de CLIMP63 et ainsi 

former un pont physique entre les deux bicouches lipidiques et fixer leur écartement 

(Klopfenstein et al, 2001). La déplétion en CLIMP63 n’entraine pas d’altération de la proportion 

de feuillets de RE, en revanche la distance entre les bicouches lipidiques est réduite de 45-50nm 

à 25-30nm (Shibata et al, 2010). Sa surexpression augmente drastiquement le nombre de feuillets 

au détriment des tubules. CLIMP63 fonctionne ainsi en opposition aux réticulons, dont la 

surexpression augmente le nombre de tubule. Les réticulons et DP1/REEP5/Yop1 pourraient en 

revanche avoir également un rôle dans l’organisation des feuillets en permettant la courbure des 

membranes au niveau des bords. En effet, les réticulons sont localisés sur ces bords de feuillets 

de RE des levures et des cellules animales (Shibata et al, 2010). La tomographie électronique sur 

des levures mutantes pour Rtn1 et Yop1 a révélé une expansion massive des feuillets de RE, ainsi 

qu’une perturbation légère de l’espace luménal. Ces résultats suggèrent que le rôle des réticulons 

et protéines contenant des RHD de courbure des membranes au bord des feuillets participe 

également à l’organisation globale des feuillets de RE.   

 

Figure 4 : L’organisation du RE dépend de différentes classes de protéines. Le réseau du RE est composé de 

tubules et de feuillets (A). Les tubules sont guidés par les microtubules qui participent à leurs déplacements (B). Ils 

sont stabilisés par les réticulons et leurs jonctions médiées par les atlastines (C). La structure des feuillets est 

déterminée par les protéines régulant l’espacement des membranes (CLIMP-63) et stabilisée par les polyribosomes. 

La courbure des membranes en bordure de feuillet met en jeu les réticulons (D) (Adapté de Goyal and Blackstone, 

2013).  
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c- Relation entre structure et fonction  

 

 Si la distinction principale entre les domaines fonctionnels du RE s’est longtemps faite 

sur leur aspect en microscopie électronique (RE lisse versus RE rugueux), avec une ségrégation 

des fonctions semblant évidente, celle-ci pourrait être plus complexe. La présence de ribosomes 

ainsi que des machineries de translocation et de repliement des protéines au niveau du RE 

rugueux lie de façon claire ce sous-domaine du RE avec la synthèse protéique. Le RE rugueux 

semble également spécifiquement impliqué dans d’autres fonctions, comme par exemple la 

formation des autophagosomes (Hayashi-Nishino et al, 2009). Une corrélation peut être faite 

avec l’organisation tridimensionnelle du RE : les feuillets ou citernes sont davantage liés aux 

ribosomes que ne le sont les tubules. Chez la levure, les citernes de RE présentent une densité de 

ribosomes de 600-1100/µm² contre 250-400 pour les tubules (West et al, 2011). Similairement, 

les protéines associées à la machinerie de translocation sont davantage présentes dans les 

feuillets, chez les mammifères (Shibata et al, 2010). Les cellules spécialisées dans la sécrétion, 

comme celles du pancréas, présentent une abondance de citernes, décorées de ribsosomes. En 

revanche, les cellules spécialisées dans les fonctions principalement associées au réticulum 

endoplasmique lisse comme la synthèse lipidique, la signalisation du calcium ou dépendant de 

sites de contact présentent un RE composé majoritairement de tubules. La production 

d’hormones stéroïdiennes, dérivées de lipides, dans les cellules des glandes surrénales, la 

détoxification dans les cellules du foie et la régulation calcique de la contraction dans les cellules 

musculaires sont par exemple corrélées avec une forte proportion de réseau de tubules de RE 

(Baumann & Walz, 2001). Une autre fonction des tubules de RE est de médier les sites de contact 

entre le RE et les autres organites.  

d- Sites de contact membranaires  

 

 La présence de nombreux sites de contact du RE tubulaire avec de multiples organites, 

aux rôles variés, souligne la relation entre structure et fonction du RE. L’amélioration de la 

résolution spatiale et temporelle de l’imagerie cellulaire, permise par le développement 

technologique, a permis d’étudier la dynamique de ces sites de contact, et in fine de préciser leurs 

rôles. En effet, il a été observé que ces sites de contact sont maintenus au cours de processus 

dynamiques tels que le trafic, la fusion ou la fission des organites au contact, suggérant une 

importance fonctionnelle de ces structures ou domaines particuliers. Ces sites de contact 

dépendent de mécanismes différents et assurent des fonctions diverses en fonction des organites 

concernés.  
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Figure 5 : Les différents sites de contact RE-organites dans les cellules (issu de Wu et al., 2018).  

 

  Sites de contact avec les mitochondries 

 

 Les sites de contact entre des tubules de RE et les mitochondries ont été observés chez la 

levure et des cellules animales (Friedman et al, 2011). Les tubules sont enroulées autour de 

mitochondries à une distance de 10nm, sont dépourvus de ribosomes, recouvrent 2 à 5% de la 

surface mitochondriale et ont une influence directe sur la dynamique du réseau mitochondrial 

(Friedman et al, 2013; Wu et al, 2017). Des expériences de fractionnement anciennes ont montré 

une copurification de membranes associées aux mitochondries, contenant des enzymes du RE 

impliquées dans la biosynthèse des lipides et la signalisation calcique (Vance, 1990). En effet, 

les sites de contact RE-mitochondries sont impliqués dans le transport de Ca2+ depuis la lumière 

du RE vers la matrice mitochondriale (Cárdenas et al, 2010). Ce transfert se fait dans un premier 

temps par le relargage de Ca2+ via le canal tétramérique recepteur de l’inositol 1,4,5-triphosphate 

(IP3R) puis l’entrée dans l’espace intermembranaire mitochondrial via un canal voltage-

dépendant anion-sélectif (VDAC) dans la membrane externe mitochondriale (Fan et al, 2015; 

Rapizzi et al, 2002; Rizzuto et al, 1998; Shoshan-Barmatz & Gincel, 2003; Szabadkai et al, 

2006). Le Ca2+ est ensuite transloqué dans la matrice mitochondriale par l’uniport mitochondrial 
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du calcium (Baughman et al, 2011; De Stefani et al, 2011). Un niveau de régulation 

supplémentaire est apporté par différents acteurs protéiques qui modulent ce flux (de Brito & 

Scorrano, 2008; Chen et al, 2003; Hirabayashi et al, 2017; Szabadkai et al, 2006). Le RE et les 

mitochondries sont impliqués dans la biogénèse lipidique, et différentes molécules intermédiaires 

doivent voyager entre les organites. Différentes expériences suggèrent qu’un complexe impliqué 

dans ce transport est le complexe ERMES (ER-mitochondria encouter structure), chez la levure 

(Kornmann et al, 2009). Il est composé de Mmm1, Mdm10, Mdm12, et Mdm34. Ces quatre sous 

unités forment une cavité hydrophobique reliant le RE et la mitochondrie (AhYoung et al, 2015). 

ERMES semble transférer la phosphatidylsérine (PS) et la phosphatidylcholine vers la membrane 

mitochondriale (Jeong et al, 2017; Kojima et al, 2016; Kornmann et al, 2009). La mécanistique 

reste cependant à élucider, notamment en établissant précisément la structure du complexe 

ERMES par cristallographie. L’interaction génétique entre ERMES et d’autres voies de transport 

lipidique montrent que plusieurs voies sont possibles pour l’apport aux mitochondries. En effet, 

les mutants pour les membres du complexe ERMES ne présentent pas de défaut important en 

termes de composition des membranes (Kornmann et al, 2009; Nguyen et al, 2012). La voie via 

ERMES devient cependant essentielle dans des contextes de disfonctionnement d’autres voies 

(sites de contact entre vacuole et mitochondrie via v-CLAMP, qui implique notamment Vps13 

et Vps39) (Elbaz-Alon et al, 2014; Hönscher et al, 2014; Lang et al, 2015; Peter et al, 2017; Tan 

et al, 2013). De façon similaire, le complexe ERMES est essentiel en cas disfonctionnement de 

Lam6/Ltc1. Lam6/Ltc1 est une protéine membranaire du RE localisant aux sites de contacts avec 

la mitochondrie via l’interaction avec Tom70 et Tom71, de la membrane externe mitochondriale. 

Lam6/Ltc1 a la capacité de transfert de stérols, in vitro (Elbaz-Alon et al, 2015; Gatta et al, 2015; 

Murley et al, 2015). Le transfert de lipide au niveau des sites de contact RE-mitochondries n’a 

pour le moment pas été caractérisé chez les animaux.  

Une fonction importante du RE via les sites de contact avec le réseau mitochondrial a une 

influence directe sur la dynamique de celui-ci. En effet, le réseau mitochondrial dépend d’un 

équilibre entre évènements de fission et de fusion. Les sites de contact RE-mitochondries 

définissent les sites de fission des mitochondries chez la levure et dans des cellules animales 

(Friedman et al, 2011). Des tubules de RE sont enroulés autour de mitochondries et forment des 

sites de contact, entrainant le recrutement des machineries de constriction et de division au niveau 

de ces anneaux (Friedman et al, 2011). La constriction de la membrane interne de la mitochondrie 

est d’ailleurs antérieure à celle de la membrane externe, suggérant une transduction du signal 

depuis la matrice mitochondriale pour recruter le RE et ensuite positionner la machinerie de 

fission (Cho et al, 2017). Ce signal pourrait provenir de l’ADN mitochondrial (Lewis et al, 2016; 



30 

 

Murley et al, 2013). Dans les cellules animales, la dynamine Drp1 (Dnm1 chez la levure) a un 

rôle clé dans ce processus de fission. Elle est recrutée à la mitochondrie depuis le cytoplasme, au 

niveau des sites de contacts RE-mitochondrie, via des adaptateurs (Gandre-Babbe & van der 

Bliek, 2008; Osellame et al, 2016; Otera et al, 2010; Palmer et al, 2011; Zhao et al, 2011). Ceux-

ci et Drp1 localisent au niveau de mitochondries en constriction associées au RE.  

 

Figure 6 : Images de microscopie électronique des sites de contact membranaires RE-mitochondries, dans des 

cellules épithéliales de rat, par M. Ladinsky (issu de Wu et al., 2018) 

 De plus, les sites de contact RE-mitochondries peuvent également jouer le rôle de site de 

formation des autophagosomes. Dans des cellules de mammifères, les autophagosomes peuvent 

se former aux MAMs (Mitochondria Associated Membranes) et un défaut de formation de ces 

sites de contact entraine une baisse de la formation d’autophagosomes (Hamasaki et al, 2013). 

Chez la levure, l’autophagie non sélective n’est pas affectée par l’absence d’ERMES, mais la 

dégradation des mitochondries par autophagie sélective nécessite ERMES (Böckler & 

Westermann, 2014).  

 

  Sites de contact avec la membrane plasmique 

 

 Le RE forme également de nombreux sites de contacts avec la membrane plasmique 

(MP), et ce chez tous les eucaryotes. Si la proportion de la surface de la MP impliquée dans ces 

contacts avec le RE peut être de 40% chez la levure (Schuck et al, 2009; West et al, 2011), elle 

est de 2 à 5% dans les cellules animales (Chung et al, 2015; Giordano et al, 2013; Wu et al, 

2017). Malgré cette différence, les contacts RE-MP ont les mêmes fonctions de transfert des 

lipides et d’homéostasie du calcium. 
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 Les phospholipides synthétisés au niveau du RE, comme le phosphatidylinositol (PI) et 

la phosphatidylsérine (PS), sont transférés à la MP via ces sites de contact. Les protéines de la 

famille ORP/Osh, particulièrement ORP5 et ORP8 dans les cellules animales, régulent le 

transfert de lipides notamment en étant davantage recrutés au niveau des sites de contact RE MP 

quand les niveaux de PI4P sont élevés (Chung et al, 2015). Chez la levure, c’est Osh3 qui assume 

ce rôle (Stefan et al, 2011). Une autre famille de protéines régulant le transfert de lipide et la 

formation de sites de contact est celle des protéines étendues synaptotagmines-likes (E-Systs, 

tricalbines Tcbs chez la levure) (Giordano et al, 2013; Manford et al, 2012; Toulmay & Prinz, 

2012). Leurs déplétions conjointes entrainent une baisse du niveau de sites de contact (Giordano 

et al, 2013). Les E-Systs/Tcbs sont ancrées à la membrane du RE par un domaine en épingle 

reticulon-like, transmembranaire, en N-terminal. Un domaine SMP et plusieurs domaines C2 

sont localisés au niveau de la partie C-terminale, cytoplasmique (Giordano et al, 2013; Min et al, 

2007). Les domaines SMP permettent la dimérisation et forment alors un long tonneau Beta 

hydrophobique, par lequel les lipides pourraient être transportés (AhYoung et al, 2015; Schauder 

et al, 2014). La longueur de cette structure est de 10 nm, soit la distance la plus faible mesurée 

entre RE et MP (Fernández-Busnadiego et al, 2015; Schauder et al, 2014; West et al, 2011). Les 

domaines C2 participent à l’interaction avec des lipides et à détecter le Ca2+ cytosolique, dont 

l’augmentation entraine une accumulation de certaines E-Syts au niveau des sites de contact RE 

MP (Giordano et al, 2013; Idevall-Hagren et al, 2015). Une diminution de PIP2 provoque 

également une accumulation similaire des E-systs (Saheki et al, 2016), ainsi que de Nir2 et des 

VAPs (vesicules associated membrane protein (VAMP) associated proteins), qui régulent aussi 

le transfert de PI aux sites de contact RE MP (Kim et al, 2013b, 2015). TMEM34 est également 

impliqué dans la régulation du PI en fonction de la concentration calcique. Son étude a permis 

de mettre en lumière un lien entre le transfert de lipides et la sécrétion d’insuline (Lees et al, 

2017). La famille de protéines Lam/Ltc, chez la levure, localise au niveau des sites de contact 

RE MP, et sont impliqués dans le transfert des stérols. Chez les mammifères, les protéines 

GRAMD1a et GRAMD2a, apparentés à la famille Lam/Ltc, sont également localisés aux sites 

de contact RE MP mais présentent des localisations distinctes, suggérant des fonctions différentes 

(Besprozvannaya et al, 2018).  
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Figure 7 : Sites de contact RE-Membrane plasmique dans les neurones de souris par Y. Wu et P. De Camilli 

(issu de Wu et al., 2018) 

 Le RE est un site majeur de stockage de Ca2+ dans les cellules animales. Lorsque les 

concentrations cellulaires sont insuffisantes, le Ca2+ doit être capté à partir du milieu 

extracellulaire, mécanisme pour lequel le rôle des sites de contact RE MP a été suspecté il y a 

plus de 30 ans (Putney, 1986). Le canal le plus caractérisé permettant le passage de Ca2+ depuis 

le milieu extracellulaire vers le RE au niveau des sites de contacts est ORA1, sous forme 

hexamèrique, localisé à la membrane plasmique. STIM1, protéine membranaire du RE, 

oligomérise en cas de carence en Ca2+ dans le RE, et localise au niveau des sites de contact RE 

PM, où il se lie et active Orai1. Cette interaction provoque l’entrée du Ca2+ via SERCA, une 

pompe Ca2+-adénosine triphosphate du RE et du réticulum sarcoplasmique. Différents facteurs 

comme CRACR2A et B, junctate, la junctophiline 4, et TMEM110 participent à la régulation de 

ce complexe, notamment en promouvant le recrutement de STIM1 au niveau des sites de contacts 

RE MP (Woo et al, 2016). Dans les muscles squelettiques, le flux calcique est régulé au niveau 

des contacts RE MP, celui-ci contrôlant la contraction musculaire. Dans ces cellules, des 

structures membranaires particulières, les tubules transverses, des invaginations de la MP, 

forment des sites de contact avec les citernes terminales du réticulum sarcoplasmique. A ce 

niveau, le récepteur à la ryanodine RyR1 de la membrane sarcoplasmique et Cav1.1, sous unité 

d’un canal calcique voltage dépendant, coopèrent pour répondre à un potentiel d’action par la 

libération de Ca2+ dans le cytoplasme et provoquer la contraction musculaire (Hernández-Ochoa 

et al, 2016). La pompe SERCA capte ensuite le Ca2+ du cytosol afin de régénérer le Ca2+ du 

réticulum sarcoplasmique.  
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 Additionnellement, les sites de contact entre la membrane plasmique et le RE semblent 

jouer un rôle dans la formation des autophagosomes. Dans des cellules HeLa en conditions 

d’induction de l’autophagie comme la starvation, le nombre de sites de contact RE-MP est 

augmenté. La surexpression des E-systs, qui augmente le nombre de sites de contacts RE-MP, 

entraine une augmentation de l’autophagie, et à l’inverse, leur inhibition entraine une diminution 

de celle-ci. Les E-systs sont en fait nécessaires à la synthèse du PIP3 (Phosphatydil-inositol-3-

phosphate), qui participe à la biostynthèse des autophagosomes (Nascimbeni et al, 2017).  

  Autres sites de contact 

 

 En plus des transferts vésiculaires antérogrades et rétrogrades, les lipides peuvent être 

transférés du RE au Golgi par une voie non vésiculaire. C’est d’ailleurs pour Golgi que le 

transfert de lipides au niveau des sites de contacts entre RE et d’autres organites a été montré 

pour la première fois (Hanada et al, 2003; Peretti et al, 2008). Les seules protéines du RE 

impliquées dans ce transfert pour l’instant sont les VAPs, VAPa et VAPb dans les cellules 

animales, Scs2 et Sc22 chez la levure. Ces protéines membranaires intégrales, très conservées, 

interagissent avec diverses protéines au niveau des sites de contacts ER organites. Les VAPs 

contiennent notamment un domaine « major sperm protein » (MSP), interagissant avec les motifs 

FFAT (FF localisés au sein d’un tract acide) des protéines Nir2 (Loewen et al, 2003; Peretti et 

al, 2008), CERT (Hanada et al, 2003) et OSBP (Mesmin et al, 2013), impliquées dans le transfert 

de lipides. 

 

Figure 8 : Images de microscopie électronique des sites de contact membranaires RE-Golgi dans des cellules 

épithéliales de rat, par M. Ladinsky (issu de Wu et al., 2018) 
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 Les cargos en provenance de la membrane plasmique sont internalisés via des vésicules 

de la voie de l’endocytose. Durant leur maturation, les endosomes forment avec le RE des sites 

de contacts membranaires. Ainsi, la majorité des endosomes précoces et la totalité des endosomes 

tardifs sont liés au réseau tubulaire de RE (Friedman et al, 2013; Zajac et al, 2013). Ces sites de 

contact sont stables, et les tubules de RE en contact suivent la migration des endosomes au cours 

du temps. Un seul endosome peut être lié à plusieurs tubules de RE, et la surface des endosomes 

concernées par ces contacts représente 2 à 5% de leur surface cytoplasmique. Cette liaison ER-

endosome a différents rôles, tels que le transfert de lipides, le tri des cargos, le trafic endosomal 

et la fission (Phillips & Voeltz, 2016). Les VAPs sont impliquées dans plusieurs de ces fonctions, 

en interagissant avec des protéines endosomales contenant des motifs FATT, notamment ORP1L. 

Dans des cellules humaines immortalisées, cette interaction joue un rôle dans le trafic endosomal 

en déterminant le sens de déplacement des endosomes tardifs le long des MTs, et également dans 

le transport de cholestérol (Kant et al, 2013; Rocha et al, 2009). La GTPase Rab7 participe à la 

régulation de l’interaction des complexes formés par les VAPs et ses partenaires avec la kinésine 

et la dynéine, suggérant un rôle pour promouvoir le transport antérograde des endosomes 

(Raiborg et al, 2015; Rocha et al, 2009).  

 

 Les tubules de RE sont également au contact des peroxisomes, et participent à plusieurs 

rôles métaboliques de ceux-ci. Par exemple, la synthèse des étherlipides est initiée dans le 

peroxysome et s’achève dans le RE. Le transfert d’intermédiaires lipidiques est donc nécessaire 

pour cette réaction (Lodhi & Semenkovich, 2014). La caractérisation de machinerie fonctionnelle 

au niveau de ces sites de contact est relativement récente et encore incomplète. Par exemple, la 

protéine 5 à domaine de liaison à l’Acyl-coenzyme A (ACBD5), protéine ancrée dans la 

membrane des peroxysomes, possède un motif FATT interagissant avec les VAPs et établit les 

sites de contact ER-peroxysomes. Le transfert de lipides entre VAPs et ACBD5 n’est pas encore 

démontré. Lorsque les sites de contacts sont perturbés, les peroxysomes sont plus mobiles et cela 

affecte leur localisation (Costello et al, 2017), et cela pourrait avoir des conséquences 

fonctionnelles (Asare et al, 2017). 

 

 Les sites de contact RE-gouttelettes lipidiques, nombreux, sont différents de ceux avec 

les autres organites. En effet, une continuité membranaire est souvent observée. Cela est dû à la 

nature des gouttelettes lipidiques, qui ne présentent à leur surface qu’une monocouche lipidique, 

et sont générées par accumulation de lipides entre les deux faces d’une bicouche lipidique de RE. 

Le pont lipidique entre RE et gouttelette permet le transfert de lipides neutres et de certaines 
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protéines contenant des domaines en épingle (Walther et al, 2017). Si les mécanismes sont mal 

connus, la seipine (protéine membranaire localisée à ces interfaces RE-gouttelettes) joue un rôle 

majeur (Fei et al, 2008; Magré et al, 2001; Szymanski et al, 2007). Sa déplétion entraine des sites 

de contact aberrants, empêchant l’intégration correcte des lipides et affectant la morphologie des 

gouttelettes lipidiques (Grippa et al, 2015; Salo et al, 2016; Wang et al, 2014, 2016), ce qui a des 

implications pathologiques chez l’Homme. Ces ponts lipidiques peuvent, après maturation des 

gouttelettes, être résolus et disparaitre, de manière réversible (Jacquier et al, 2011; Wilfling et al, 

2014). D’autres protéines participent à l’établissement de sites de contacts canoniques, qui 

agissent parallèlement aux ponts pour contrôler la dynamique des gouttelettes. Ces protéines sont 

organisées en deux complexes, d’une part FATP1 et DGAT2 (Xu et al, 2012), d’autre part Rab18 

avec le complexe NRZ et des protéines SNAREs (Xu et al, 2018, 18).  

 

Figure 9 : Images de microscopie électronique des sites de contact RE-Gouttelettes lipidiques chez la levure, 

par M. Radulovic (issu de Wu et al., 2018) 

 

3-  Dynamique du réseau et homéostasie du RE 

a-  Au cours du cycle cellulaire 

 

 Le cycle cellulaire, étape essentielle à la division cellulaire, se décompose en deux 

grandes phases, l’interphase et la mitose, subissant chacune d’importants réarrangements 

cellulaires notamment le cytosquelette et le réseau de RE. La mitose est l’un des processus 

cellulaires entrainant les changements les plus importants au niveau des structures cellulaires, 

afin d’assurer la ségrégation des chromosomes et autres composants cellulaires au cours de la 
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division. Par exemple, le cytosquelette de microtubules subit une réorganisation importante 

conduisant à la formation du fuseau mitotique.  

 La mitose entraine ainsi des changements importants de la structure du RE, par différents 

mécanismes, et ces changements dépendent de l’organisme. En effet, dans les cellules où la 

mitose est ouverte, l’enveloppe nucléaire se morcèle et autorise les échanges entre noyau et 

cytoplasme. Cette réorganisation de l’enveloppe nucléaire (Nuclear envelope breakdown, 

NEBD) commence durant la prophase, et implique notamment la dépolymerisation de la lamina 

nucléaire et la migration des protéines de l’enveloppe vers le RE. Ces processus sont régulés par 

des kinases mitotiques, comme cdk1.  

 Pendant ces changements au niveau de l’EN, le reste du RE change de façon importante 

de structure. Les études du RE pendant la mitose par imagerie photonique ou électronique ont 

parfois montré des résultats opposés. D’abord, des études relativement anciennes chez la 

drosophile et C. elegans ont montré que le réseau interphasique, composé de tubules et de 

feuillets, changeait en mitose pour ne comporter presque qu’exclusivement des feuillets 

(Bobinnec et al, 2003; Poteryaev et al, 2005). La microscopie électronique sur ces cellules HeLa 

a également révélé que la majeure partie du RE mitotique était composée de feuillets 

(McCullough & Lucocq, 2005). Cependant, d’autres études, dans des lignées cellulaires variées 

de mammifères, ont observé un RE mitotique majoritairement tubulaire (Puhka et al, 2007, 

2012). D’autres études suggèrent que le RE reste tubulaire au cours de la mitose et que les tubules 

sont impliqués dans le réassemblage de l’enveloppe nucléaire en se liant à la chromatine 

(Anderson & Hetzer, 2007, 2008). Comme le RE mitotique est particulièrement dynamique, il 

est parfois difficile techniquement d’acquérir des images reflétant sa structure. La combinaison 

d’approches de haute résolution spatiale et temporelle en photonique et de microscopie 

électronique a permis dans deux études consécutives de montrer que durant la mitose, le RE est 

composé presque exclusivement de feuillets (Lu et al, 2009, 2011). Une étude in vitro de RE 

reconstitué extrait des œufs de Xenopus, car plus simple à imager, a démontré que le RE issu de 

cellules mitotiques est majoritairement composé de feuillets et que le RE interphasique est 

tubulaire. L’addition de la cyclineB/cdk1 active conduit à la conversion du RE tubulaire en 

feuillets. La synthèse de l’ensemble de ces résultats parfois contradictoires est que dans beaucoup 

d’organismes très variés, il existe une dynamique entre un RE interphasique davantage tubulaire 

et un RE mitotique composé de davantage de feuillets. L’observation occasionnelle du cas 

inverse pourrait être due à l’observation de types cellulaires particuliers où le réseau de RE a déjà 

une organisation particulière et donc une dynamique différente.  
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 La réorganisation du RE au cours de la mitose n’est pas seulement structurelle : la 

distribution des protéines est drastiquement affectée. Par exemple, durant l’interphase, le 

réticulon Rtn4 est exclusivement localisé au niveau du réticulum périphérique et absent de 

l’enveloppe nucléaire (Anderson & Hetzer, 2008; Lu et al, 2009; Voeltz et al, 2006). D’autres 

protéines, comme la laminine B, sont exclues du RE périphérique et restreinte à l’EN, ou bien 

sont présentes dans tous les compartiments du RE, comme Sec61ß. Durant la mitose, toutes ces 

protéines se retrouvent mêlées et perdent leurs localisations spécifiques. Rapidement après celle-

ci, les protéines sont triées et déplacées de sorte de retrouver leur localisation interphasique. La 

surexpression de Rtn4 ralentit la vitesse de reformation de l’enveloppe nucléaire, alors que la 

déplétion pour 3 réticulons (Rtn1, Rtn3, Rtn4) accélère celle-ci. Ces résultats soulignent 

l’importance des protéines structurales dans cette dynamique. D’ailleurs, cette redistribution de 

ces protéines suggère également que l’activité de celles-ci peut être modifiée pendant la mitose. 

Par exemple, la redistribution de Rtn4 dans tout le RE durant la mitose alors que le RE est 

majoritairement sous forme de feuillets suggère que l’activité de formation de tubules de RE par 

Rtn4 est inhibée. L’analyse d’études à grande échelle de phospho-protéomiques a révélé qu’un 

grand nombre de protéines structurant le RE possèdent un ou des sites de phosphorylation 

spécifiques à la mitose. Une étude réalisée à partir des cellules humaines HeLa et COS, 

fibroblastes issus de singes, a montré la présence de trois sites de phosphorylation en N-terminal, 

spécifiques à la mitose, sur la protéine Climp63, clé dans la structuration des feuillets de RE 

(Vedrenne et al, 2005). La phosphorylation de ces sites empêche l’interaction de Climp63 avec 

les microtubules. Des expériences avec des mutants phosphomimétiques ou non phosphorylables 

montrent respectivement un RE interphasique majoritairement composé de feuillets et un 

rapprochement important entre RE et microtubules, affectant la structure du RE. Ces résultats 

suggèrent que la phosphorylation mitotique de Climp63 bloque l’interaction du RE avec les 

microtubules et que cela pourrait être un facteur important dans la transition tubules vers feuillets 

au cours de la mitose. De plus d’autres études s’intéressant à l’interaction entre RE et 

microtubules en croissance ont montré que STIM1, protéine du RE, interagit avec EB1, protéine 

de l’extrémité plus des microtubules en croissance, durant l’interphase, et ainsi couplent la 

polymérisation des MT avec la répartition du RE dans des cellules en culture (Grigoriev et al, 

2008). Pendant la mitose, le RE est exclu du fuseau mitotique et ne suit pas la croissante des 

extrémités plus des MT. De plus, STIM1 est phosphorylé spécifiquement pendant la mitose pour 

contrôler l’interaction du RE avec les microtubules, en inhibant son interaction avec EB1. En 

contexte mutant non phosphorylable, le RE est recruté au niveau du fuseau, ce qui montre que 

cette phosphorylation régule bien l’interaction du RE avec les MT durant la mitose (Smyth et al, 



38 

 

2012). La phosphorylation de STIM1 bloque par ailleurs l’activation de SOCE, le mécanisme 

d’entrée du calcium dépendant de la concentration de Ca2+ dans le RE, mais cela est indépendant 

de l’interaction entre STIM1 et EB1 (Dephoure et al, 2008). 

 La reformation de l’enveloppe nucléaire semble dépendre de processus particuliers. Deux 

études récentes ont identifié une localisation transitoire du complexe ESCRT-III à la surface de 

la chromatine à la fin de l’anaphase, lorsque l’enveloppe nucléaire commence à se reformer 

(Olmos et al, 2015; Vietri et al, 2015). Le rôle canonique de ESCRT-III est de participer à la 

formation de corps multi vésiculaires à partir d’endosomes, et a aussi d’autres rôles dans la 

cytodiérèse et dans le bourgeonnement viral à partir de la membrane plasmique (Hurley, 2015). 

ESCRT-III permettrait donc via sa capacité à déformer et à lier les membranes à reformer 

l’enveloppe nucléaire. Ces résultats suggèrent en outre que le complexe ESCRT-III pourrait avoir 

des rôles encore non élucidés dans l’organisation du RE.  

b- Suite au stress du réticulum endoplasmique    

 

 La perturbation de l’homéostasie, à différents niveaux, entraine un état de stress du RE, 

le facteur principal de ce stress étant généralement l’accumulation de protéines mal conformées 

dans la lumière du RE. Différentes voies de signalisation peuvent être impliquées dans la réponse 

au stress du RE (Pour revue, Almanza et al., 2019). Celui-ci peut être causé par des perturbations 

intrinsèques à la cellule, comme des mutations affectant à différents niveaux l’homéostasie, 

comme dans le cas de certains cancers, ou par exemple la sclérose amyotrophique latérale (ALS), 

qui peut être liée à un défaut de signalisation de la réponse au stress (Chen et al, 2010). 

Différentes conditions extrinsèques peuvent conduire à un stress du RE. Toujours dans le cas du 

cancer, la prolifération rapide des cellules entraine une modification de l’environnement des 

cellules en réduisant l’oxygène et les nutriments (comme le glucose) disponibles, entrainant un 

stress du RE, notamment par défaut de glycosylation (Giampietri et al, 2015). La présence de 

certaines molécules affectant la maturation des protéines, l’export de celles-ci, ou la régulation 

calcique du RE peut induire un stress du RE. Par exemple, la tunicamycine et le 2-deoxyglucose 

affectent la glycosylation des protéines, et le dihiothreitol (DTT) inhibe la formation des ponts 

disulfures, conduisant le plus souvent à des protéines mal conformées (Cleland, 1964; Olden et 

al, 1979; Schwarz & Datema, 1980). De façon plus indirecte, de nombreux facteurs externes 

peuvent entrainer l’accumulation d’espèces réactives de l’oxygène (ROS), et affecter la capacité 

de la cellule à les éliminer. Lorsque cela se produit, le stress oxydatif impacte l’homéostasie du 

RE (Zeeshan et al, 2016). Le processus de formation des ponts disulfures dans le RE génère une 
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partie des ROS cellulaires. Dans beaucoup de modèles d’études du stress du RE, ce stress et le 

stress oxydatif s’accentuent mutuellement dans une boucle d’amplification positive, qui interfère 

avec le fonctionnement normal de la cellule et active des voies de signalisation pro-apoptotique 

(Malhotra & Kaufman, 2007). La température est un facteur externe ayant une grande influence 

sur beaucoup de processus physiologiques. Chez les mammifères, une déviation de la 

température normale de 37°C peut entrainer la dénaturation de protéines ou leur agrégation. Un 

choc thermique, une élévation transitoire de la température, peut entrainer une fragmentation du 

système endomembranaire (Lepock, 2005). Des stress induits par un changement de température 

peuvent avoir un effet hormétique : l’expression de certaines protéines « heat shock » notamment 

peut faire acquérir à la cellule une résistance au stress (Mollereau, 2015). 

 La réponse au stress du RE se traduit par l’activation d’une voie de signalisation UPR 

(unfolded protein response), qui aide la cellule à atténuer le stress en réduisant la synthèse globale 

de protéines, induit la dégradation des protéines mal conformées ou agrégées, et augmente la 

capacité du RE à replier les protéines. La voie UPR repose sur trois acteurs principaux : IRE1 

(inositol requiring enzyme 1), PERK (protein kinase RNA-activated-like ER kinase), et ATF6 

(activating transcription factor 6). Les domaines de ces protéines situés dans la lumière du RE 

sont, en conditions normales, pris en charge par la chaperonne résidente du RE, BiP (binding 

immunoglobulin protein), qui les garde inactives (Bertolotti et al, 2000). Si les protéines mal 

conformées s’accumulent dans le RE, BiP est mis à contribution et libère les trois protéines. 

 D’autres acteurs annexes jouent un rôle activateur ou répresseur en modulant l’interaction 

de BiP avec IRE1. La dissociation de BiP avec IRE1 entraine l’oligomérisation de cette dernière, 

provoquant sa trans-autophosphorylation. IRE1 ainsi activée sur son domaine cytoplasmique 

participe à la maturation de l’ARNm de XBP1 (X-box binding protein 1), entrainant sa 

traduction. XBP1 est un facteur de transcription de type leucine zipper, qui va induire la 

transcription de nombreux gènes et ainsi induire l’expression de chaperonnes, foldases, et 

composants de l’ERAD. XBP1s (s pour spliced, correspondant à l’ARNm maturé) peut 

également participer à de nombreux autres processus cellulaires, comme notamment la 

biosynthèse des lipides, le métabolisme du glucose ou la différentiation cellulaire (Lee et al, 

2005; Reimold et al, 2001; Sriburi et al, 2004; Zhou et al, 2011). IRE1, par son activité de 

dégradation de l’ARN, peut également cibler d’autres transcrits, ce qui constitue un mécanisme 

appelé RIDD (regulated IRE1-dependant decay) (Hollien et al, 2009). Ce mécanisme est 

conservé chez les eucaryotes et clive les ARNm contenant une séquence consensus CUGCAG 

suivie d’une structure en tige-boucle (Han et al, 2009), qui sont ensuite dégradés. L’activité de 
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dégradation des ARNm de IRE1 participe au maintien de l’homéostasie du RE en réduisant la 

synthèse protéique. 

  

Figure 10 : L’induction de l’ UPR via IRE1. La dissociation de BiP et IRE1 lorsque les protéines mal conformées 

s’accumulent dans le RE provoque l’oligomérisation et l’activation de IRE1. IRE1 activé entraine la maturation du 

mRNA de XBP1, facteur de transcripiton (issu de Matos et al., 2015).  

 

 PERK est une sérine/thréonine kinase transmembranaire possédant un domaine dans la 

lumière du RE et un domaine kinase cytoplasmique (Harding et al, 1999), et est exprimée de 

façon ubiquitaire (Shi et al, 1998). De façon similaire à IRE1, le détachement de BiP du domaine 

luménal de PERK entraine l’oligomérisation de celui-ci, à sa trans-autophosphorylation, et ainsi 

à son activation (McQuiston & Diehl, 2017). PERK phosphoryle eIF2α, sous unité de 

l’hétérotrimère eIF2 (eukaryotic translation initiation factor 2), ce dernier régulant la première 

étape de la traduction en associant un ARNt à une sous unité 40S du ribosome (Harding et al, 

1999). La synthèse protéique est ainsi réduite au cours du stress du RE, permettant de réduire la 

quantité protéique à prendre en charge par la machinerie de repliement dans le RE (Harding et 

al, 2000). La phosphorylation d’eIF2α a cependant un effet positif sur la traduction de certains 

transcrits, notamment ATF4 (Activating Transcription Factor 4), qui participe à différentes voies 

de signalisation impliquées dans l’induction de l’apoptose ou de l’autophagie (Liu et al, 2015). 

En effet, des évènements de traduction dépendant de la phosphorylation de eIF2α conduisent à 

la régulation positive d’Atg12, ce qui induit la formation du complexe Atg5-Atg12-Atg16, 

conduisant à la lipidation de LC3 (voir partie Autophagie). De plus, différents gènes 
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autophagiques comme Atg3, Atg12, Atg16, Map, Becn1 et Gabarapl2 sont la cible d’ATF4 

(B’chir et al, 2013). Dans des cellules endothéliales, il a été montré que PERK pouvait moduler 

la voie AMPK (AMP-activated protein kinase) mTORC1 (mammalian target of rapamycin C1), 

ce dernier régulant négativement l’autophagie. Dans ces cellules, PERK active AMPK par 

phosphorylation et AMPK inhibe mTORC1 (Avivar-Valderas et al, 2013).  

 

Figure 11 : L’activation de la voie PERK. La dissociation de BiP et PERK lorsque les protéines mal conformées 

s’accumulent dans le RE provoque l’oligomérisation et l’activation de PERK. PERK phopshoryle eIF2α , ce qui 

provoque l’inhibition de la traduction (issu de Matos et al., 2015). 

 

 Enfin, ATF6 est un facteur de transcription présent dans le RE, où il est transmembranaire 

et inactif. Son activation dans le RE conduit à son export vers le Golgi où il est clivé par des 

enzymes résidentes du Golgi, libérant un fragment N-terminal cytosolique de ATF6, qui importé 

dans le noyau, pourra induire l’expression de différents gènes liés à la réponse UPR (Shen et al, 

2002), en induisant notamment la synthèse de XBP1 et CHOP. ATF6 est aussi critique dans la 

réponse à l’interféron gamma (IFNG) suite à une infection bactérienne. En condition normale, 

IFNG induit l’autophagie et cela participe à la réponse à l’infection. En l’absence d’ATF6, IFNG 

n’induit pas l’autophagie, et les souris déplétées en ATF6 sont très susceptibles à des infections 

bactériennes létales, ce qui indique un lien entre signalisation du stress du RE et autophagie dans 

la modulation de la défense antibactérienne (Kalvakolanu & Gade, 2012). ATF6 n’est cependant 
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pas le seul facteur de transcription résidant dans le RE : d’autres, tissus spécifiques, comme 

CREBH ou Luman, sont également impliqués dans la signalisation en réponse au stress du RE 

(Asada et al, 2011), soulignant la complexité de cette régulation. 

  

Figure 12 : L’activation de la voie ATF6. . La dissociation de BiP et ATF6 lorsque les protéines mal conformées 

s’accumulent dans le RE libère ATF6, qui peut alors transiter par le Golgi, étape nécessaire pour son activation (issu 

de Matos et al., 2015). 

 Les différentes voies de signalisation impliquées dans l’UPR entrainent une modulation 

de la transcription de nombreux gènes, codant par exemple des protéines chaperonnes du RE, des 

facteurs de l’ERAD, du transport des acides aminés ou des enzymes de biosynthèse des lipides. 

La traduction est également modulée à la suite de l’activation de ces voies de signalisation. La 

dégradation protéique est également induite par induction de l’expression de différents gènes, 

dont ceux de l’ERAD, qui consiste à la rétrotranslocation des protéines mal repliées du RE vers 

le cytoplasme où elles seront dégradées par le protéasome ou par autophagie, comme évoqué 

précédemment.  

 La signalisation en réponse au stress du RE a différents rôles physiologiques. Au cours 

du développement de nombreuses espèces, différents acteurs de ces voies peuvent être activés, 

et l’absence de ceux-ci peuvent entrainer des défauts de développement. Par exemple, chez C. 

elegans, la déplétion conjointe en XBP-1 et PEK-1, homologue de PERK, entraine une létalité 

partielle durant le développement larvaire, qui dépend de la température. A des températures 

supérieures à 23°C, la létalité atteint 100% (Richardson et al, 2011). Au niveau cellulaire, des 
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évènements de différentiation peuvent nécessiter une activation transitoire de l’UPR. Par 

exemple, l’activation de l’UPR est nécessaire dans différentes lignées résultant de 

l’hématopoïèse, la production d’immunoglobuline entrainant un stress du RE (Bettigole et al, 

2015). Les voies de signalisation mises en jeu lors de l’UPR ont également un lien avec le 

métabolisme. L’activation de ces voies peut entrainer une modulation de l’expression de 

différents gènes liés au métabolisme des lipides, du glucose ou des acides aminés. Cette 

régulation peut se faire au niveau du clivage des mRNA par IRE1, ou par induction ou répression 

de la transcription. Certaines pathologies humaines ont un lien étroit avec le stress du RE et les 

voies de signalisation qu’il déclenche. En effet, les cellules β pancréatiques comportent un RE 

très développé afin de soutenir la sécrétion intense d’insuline. Des disfonctionnements dans la 

synthèse de l’insuline peuvent entrainer un stress important du RE et conduire à l’apoptose de 

ces cellules, conduisant à un diabète de type II (Oakes & Papa, 2015). L’accumulation de 

protéines dans de nombreuses maladies neurodégératives peut entrainer un effet toxique sur les 

neurones, notamment en provoquant un stress du RE important, surpassant les capacités de 

maintien de l’homéostasie. 

 

II/ Les réticulons, une classe de protéines structurant les tubules de RE 

 Les réticulons sont une famille de protéines membranaires du réticulum endoplasmique,  

associées préférentiellement avec les tubules de RE et aux bords des citernes. En premier lieu, 

j’aimerais faire un point sur la nomenclature des réticulons. Les gènes réticulons « vrais » sont 

les quatre gènes trouvés chez les vertébrés, RTN1, RTN2, RTN3, RTN4, et conduisent à 

l’expression de nombreuses isoformes. Les « reticulon-like » (RTNL) désignent généralement 

les homologues de ces gènes présents chez les autres eukaryotes, comme rtn1 chez la levure, ret-

1 chez C. elegans, et plus de 20 gènes différents chez A. thaliana, notés RTNLB (reticulon-like 

B X). Cependant, la désignation de ces « reticulon-like » est maintenant souvent simplifiée en 

réticulons, comme je le ferai dans la suite de mon manuscrit. De plus, il existe une autre catégorie, 

les « reticulon related » qui désigne en fait les protéines ne faisant pas partie de la famille des 

réticulons, mais possédant un domaine d’homologie aux réticulons, le RHD. Dans la littérature, 

ces dernières protéines sont parfois désignées par « reticulon-like ». Cette catégorie comprend 

par exemple Yop1 (et la famille DP1, pour « deleted in polyposis »), FAM134B ou Atg40, ces 

deux derniers ayant été identifiés récemment comme récepteurs de la RE-phagie (voir partie RE-

phagie). Les réticulons et les autres protéines contenant un RHD ont généralement une fonction 
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médiée par leur RHD dans la capacité à courber les membranes. Je traiterai dans cette partie 

majoritairement et plus exhaustivement des protéines réticulons et mentionnerai certaines autres 

protéines possédant un RHD.  

1.  Une structure particulière des réticulons, présents chez tous les 

eucaryotes 

a- Une famille de protéines conservée au cours de l’évolution chez les eucaryotes 

 

Une étude relativement complète de l’évolution de la famille des réticulons a été réalisée 

par T. Oertle et ses collègues (Oertle et al, 2003). L’alignement des séquences des RHD de 226 

gènes différents de 80 espèces différentes a permis d’établir un arbre phylogénique des gènes de 

la famille des réticulons. Comme de nombreux gènes associés au système endomembranaire, ils 

sont retrouvés chez la plupart des eukaryotes mais sont absents des bactéries (Yang & 

Strittmatter, 2007). La grande majorité des gènes réticulons contiennent de multiples introns et 

exons, le gain ou la perte d’introns au cours de l’évolution a participé à établir la diversité de la 

famille des réticulons. Si le RHD est relativement bien conservé au sein de la famille des 

réticulons, les régions N-terminales des réticulons ne présentent aucune similarité de séquence, 

même entre les paralogues d’une même espèce. Au sein du RHD, c’est la seconde boucle 

hydrophobe qui est la plus conservée, puis la première, et enfin la partie C-terminale est moins 

conservée, ce qui pourrait correspondre en partie à l’hélice amphipatique dont les propriétés 

semblent plus critiques que sa séquence en acides aminés (voir partie suivante). Chez les 

mammifères, les gènes de réticulons encodent pour les protéines RTN1-4. La séquence en acides 

aminés des RHD de RTN1, RTN3 et RTN4 sont relativement similaires (73% d’identité en 

moyenne), et RTN2 présente davantage de variation (52% d’identité avec RTN4) (Yang & 

Strittmatter, 2007). La diversité des régions N-terminales entre les différents réticulons de 

mammifère suggèrent des spécificités de fonction entre espèces ou types cellulaires, alors que le 

RHD peut conférer aux réticulons une certaine redondance dans l’organisation du RE. D’ailleurs, 

comme évoqué précédemment, l’une des plus courtes protéines réticulons chez la plante, 

RTNLB13, constituée presque exclusivement du RHD, a une fonction de courbure des 

membranes et de formation de tubules (Tolley et al, 2008). En outre, les RHD des 4 gènes 

réticulons présents chez les vertébrés sont plus proches entre eux qu’avec les RHD des autres 

espèces. De plus, chez les espèces d’invertébrés, un seul gène réticulon (auquel s’ajoute parfois 

un pseudogène) est présent. Cela suggère que la diversité des gènes réticulons chez les vertébrés 
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est en cohérence avec l’hypothèse de la quadruplication du gènome au cours de l’évolution des 

vertébrés (Abi-Rached et al, 2002). Les gènes réticulons sont chacun responsables de 

l’expression de plusieurs isoformes, généralement variant par épissage alternatif et/ou par de 

multiples sites d’initiation de la transcription dans la partie N-terminale.  

 

Figure 13 : Analyse phylogénétique des RHD de différents réticulons. Les 4 gènes de réticulons présents chez 

les vertébrés sont ceux présentant le plus de similitudes dans leur RHD. Les scores ont été obtenus en utilisant le 

programme ClustalW2 (Adapté de Yang and Strittmatter, 2007).  
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b- Les domaines caractéristiques des réticulons leur confèrent un rôle dans la 

formation de tubules de RE 

  

 

Figure 14 : Structure des réticulons dans les membranes. En jaune, les domaines hydrophobes du RHD, 

traversant la membrane de part et d’autre, conférant la structure en W des réticulons. En orange, l’hélice 

amphipatique, dont le côté hydrophobe est associé à la membrane. Cette structure particulière conduit à une courbure 

positive de la membrane dans laquelle les réticulons sont insérés et s’oligomérisent.  

 La caractéristique commune des réticulons est de posséder un RHD en partie C-terminale. 

D’environ 200 acides aminés, ce domaine correspond à deux longs domaines hydrophobes 

espacés d’une boucle hydrophile, ainsi que la plus récemment découverte hélice amphipatique. 

Au fil des années, les données de la littérature ont proposé plusieurs modèles de conformations 

de ces domaines hydrophobes afin d’expliquer leur topologie au sein des membranes permettant 

de comprendre leur fonction. Aujourd’hui, devant le nombre croissant de protéines réticulons 

étudiées, il apparait clair que la grande majorité des RHD sont insérés dans les membranes 

suivant une conformation en W : chacun des longs domaines hydrophobes correspond en fait à 

deux domaines transmembranaires successifs, sans réelle séparation (Breeze et al, 2016). D’après 

les derniers modèles, les deux domaines transmembranaires de chaque région hydrophobe 

traversent de part et d’autre la bicouche lipidique, arrivant à la surface interne de celle-ci mais 

sans avoir de boucle luménale (Breeze et al, 2016). Une différence notable entre les RHD 

présents chez les réticulons et les autres protéines contenant des RHD est la longueur de la boucle 

hydrophile située au milieu du RHD, plus longue chez les réticulons (66 acides aminés dans 

Rtn4/Nogo).  
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Figure 15 : Représentation schématique de l’insertion de RTN13 dans les membranes, basée sur l’analyse du 

caractère hydropathique des acides aminés : Rouge représente acide, bleu basique, jaune polaire non chargé, et vert 

hydrophobe. TM1-4 identifient les domaines transmembranaires du RHD et APH l’hélice amphipatique (adapté de 

Breeze et al., 2016).  

 Cette conformation particulière ainsi que les dimensions de ces domaines 

transmembranaires confèrent différentes propriétés aux protéines les contenant. En effet, le RHD 

module l’oligomérization de ces protéines, formant des oligomères peu mobiles dans les 

membranes, et conduisant à la courbure des membranes. In vivo, la surexpression de RTNs 

conduit à une constriction des tubules de RE ainsi qu’une diminution de la quantité de feuillets 

au profit de tubules (Anderson & Hetzer, 2008; Sparkes et al, 2010; Tolley et al, 2008). In vitro, 

la seule présence de Rtn1 purifié depuis la levure dans des protéoliposomes génère des tubules 

de membrane, propriété partagée avec Yop1 (Shibata et al, 2008). La taille précise des domaines 

transmembranaires semble critique pour la capacité de ces protéines à induire une courbure des 

membranes. En effet, un raccourcissement de ceux-ci dans RTNLB13, plus petite protéine 

réticulon chez A. thaliana, entraine une perte par celle-ci de sa capacité à induire des tubules, à 

former des oligomères et perd sa localisation aux membranes présentant une courbure élevée 

(Tolley et al, 2010). De façon similaire, l’allongement des domaines transmembranaires du RHD 

de RTN4 dans des cellules humaines en culture entraine une perte de fonction de celui-ci dans la 

détermination de la courbure des membranes et dans l’induction des tubules de RE (Zurek et al, 

2011), mais sont correctement insérés dans les membranes et sont capables d’oligomérisation. 

Cette étude montre, par des expériences de FRAP (Fluorescence Recovery After 

Photobleaching), que la mobilité de RTN4 sauvage au sein du RE est très réduite, alors que les 

RTN4 mutants comprenant des domaines transmembranaires allongés sont plus mobiles.  

 Plus récemment, un autre domaine caractéristique, proche du RHD et localisé en C-

terminal, a été montré comme nécessaire pour la fonction de formation de tubules du réticulon 

RTNLB13 chez A. thaliana (Breeze et al, 2016). Une hélice amphipathique (APH) est en effet 

située en continuité du domaine transmembranaire du RHD le plus proche de l’extrémité C-
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terminale. Cette hélice a dans un premier temps été identifiée dans la protéine Yop1p de la levure 

(Brady et al, 2015). Des versions mutées de RTNLB13 tronquées pour la partie C-terminale après 

le RHD par insertion d’un codon stop ou par l’excision de la partie codant pour l’APH conduisent 

à la perte de leur capacité, en cas de surexpression, à induire une constriction des tubules (Breeze 

et al, 2016). Les protéines ainsi modifiées maintiennent cependant leur localisation au RE. Des 

résultats similaires sont obtenus en cas de perte du caractère amphipatique de cette hélice, 

indiquant que la présence de l’hélice intacte en C-terminal est nécessaire pour la fonction de 

courbure des membranes de RTNLB13 in vivo. De plus, l’analyse de l’hydrophobicité de 250 

séquences similaires à celle de l’APH de RTN13LB montre que la grande majorité de celles-ci 

sont également amphipatiques. Cela suggère que les protéines réticulons possèdent très 

majoritairement une hélice amphipatique similaire.  

 Les protéines de type réticulons ont donc une structure très particulière, et la question des 

mécanismes conduisant à leur insertion dans les membranes du RE se pose. En effet, les 

réticulons sont dépourvus de peptide signal, et pour la grande majorité deux domaines 

transmembranaires particuliers situés en partie C-terminale. Une première expérience pour 

expliquer la translocation a consisté à traduire RTN3 in vitro à partir d’un plasmide en présence 

ou non d’une préparation de microsomes d’origine canin (He et al, 2007). Lorsque cette dernière 

est présente lors de la traduction, RTN3 est détecté ensuite en quantité et est présent dans la 

fraction correspondant aux membranes. Lorsque la préparation est ajoutée après la traduction, ou 

lorsqu’elle n’est pas ajoutée, RTN3 reste dans la fraction soluble. Cela suggère que la 

translocation dans les membranes de RTN3 est un évènement co-traductionnel, mais le 

mécanisme précis n’a pas encore été élucidé. Plus récemment, un autre mécanisme possible de 

translocation a été proposé pour RTN4C ainsi qu’une protéine contenant un RHD, Arl6P1. Les 

chercheurs Y. Yamato et T. Sakisaka ont synthétisé in vitro des versions taguées de ces protéines 

avant de les incuber avec des cellules HeLa semi-perméabilisées. A partir de leurs localisations 

au RE et leur détection par Western blot dans la fraction membranaire, ils montrent que RTN4C 

et Arl6P1 sont insérées post-traductionnellement dans les membranes du RE. Le traitement au 

carbonate de sodium, éliminant les protéines membranaires périphériques, n’élimine pas RTN4C 

et Arl6P1, ce qui permet de montrer que ces deux protéines sont véritablement insérées dans les 

membranes (Yamamoto & Sakisaka, 2018). Le facteur de biogénèse des peroxysomes Pex19 est 

impliqué dans la reconnaissance des protéines contenant un RHD en cours de traduction, et 

coopère avec Pex3 pour leur insertion post-traductionnelle dans les membranes du RE. Il reste 
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cependant à déterminer si ces mécanismes proposés concernent l’ensemble des réticulons et des 

protéines contenant des RHD, et s’ils sont évolutivement conservés. 

 La fonction principale des réticulons et des protéines contenant des RHD dans les cellules, 

conférée par la structure particulière de leur RHD, est d’induire des courbures dans la bicouche 

lipidique du RE, et ainsi participer à l’organisation tridimensionnelle du réseau de RE. En effet, 

et comme mentionné auparavant, la présence et l’oligomérisation de réticulons fonctionnelles 

promeuvent et sont suffisantes pour induire la formation de tubules. La surexpression de 

réticulons dans différents types cellulaires conduit à une présence plus grande de tubules de RE 

ainsi que de la constriction de ceux-ci. Leur présence in vitro conduit à la formation de tubules 

lorsqu’ils sont mis en présence de phospholipides (Hu et al, 2008). Des observations similaires 

ont été faites avec une autre classe de protéines, DP1/Yop1/REEP (Receptor expression-

enhancing protein), qui contiennent également des RHD. Cela a permis de proposer un modèle 

de la formation des tubules de RE où les réticulons et les REEPs agissent de façon synergique 

pour établir la courbure des membranes et la morphologie du réseau de RE en stabilisant les 

tubules.  

c- Autres aspects fonctionnels des réticulons 

 

Bien que majoritairement localisés au RE, en particulier au niveau des tubules, les 

réticulons peuvent également être présents au niveau de l’appareil de Golgi et à la membrane 

plasmique. Différentes données vont dans le sens d’un rôle des réticulons dans le transport 

vésiculaire de membranes. La surexpression de RTN3 dans des cellules HeLa entraine un défaut 

de transport rétrograde depuis le Golgi vers le RE (Wakana et al, 2005). Des réticulons ont été 

montrés comme interacteurs de différents acteurs du transport vésiculaire : par exemple, RTN1C 

co-immunoprécipite avec des composants des complexes SNAREs comme les syntaxines, ou 

VAMP2 (Steiner et al, 2004). L’expression ectopique d’un fragment de RTN1C dans des cellules 

PC12, cellules issues de tumeur des glandes surrénales de rat, entraine une augmentation de la 

sécrétion d’hormone de croissance (Steiner et al, 2004), et RTN2B régule positivement le 

transport pour l’exposition du transporteur neuronal de glutamate EAAC1 (Liu et al, 2008). Chez 

C. elegans, la première étude sur la caractérisation de RET-1, alors indiqué comme RTN-1, a 

montré une interaction avec RME-1, un régulateur de l’endocytose (Iwahashi et al, 2002). Le 

locus ret-1 étant le seul locus de gène réticulon dans cette espèce, cela suggère que l’implication 

des réticulons dans le transport vésiculaire est apparu rapidement au cours de l’évolution des 

eucaryotes (Di Sano et al, 2012).  
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Une autre fonction de certains réticulons est la modulation de l’apoptose, en particulier 

en liaison avec la signalisation pro-apoptotique liée au stress du RE. La surexpression de RTN1C 

ou RTN4A/B conduit à induire l’apoptose en inhibant les facteurs anti-apoptotiques Bcl-XL et 

Bcl-2, et celle de RTN1C, RTN3, et RTN4B induit l’apoptose par induction du stress du RE. 

Dans des cellules de neuroblastome, la surexpression de RTN1C conjointe à un stress du RE 

entraine une augmentation de la mort cellulaire (Di Sano et al, 2007). RTN3 active indirectement, 

dans les cellules HeLa, des caspases et entraine la libération du cytochrome C suite à la perte du 

potentiel de membrane mitochondrial (Xu et al, 2006). Cependant, RTN4B pourrait avoir un 

effet anti-apoptotique, et RTN3, lors d’un stress du RE, pourrait participer à l’effet protecteur en 

contribuant à la translocation de Bcl-2 à la mitochondrie (Wan et al, 2007). RTN3 interagit avec 

Bcl-2 in vivo et in vitro et module son accumulation dans les mitochondries (Zhu 2007). 

Les réticulons peuvent avoir des rôles plus spécifiques. RTN1C peut par exemple se lier 

à l’ADN en fonction de son état d’acétylation (Fazi et al, 2009). L’extrémité N-terminale de 

RTN1C a un rôle régulateur d’une chaperonne impliquée dans la réponse au stress du RE, la PDI 

(Protéine Disulphide Isomérase) (Bernardoni et al, 2013). RTN3 a quant à lui un rôle dans 

l’autophagie. D’une part, c’est un récepteur de l’autophagie sélective des tubules de RE (voir 

partie autophagie) et d’’autre part, il participe à la formation d’un complexe inactif Bcl-2/Beclin-

1, inhibant ainsi Beclin-1 et donc l’induction de l’autophagie (Chen et al, 2011). Les protéines 

RTN4, aussi appelées Nogo, sont impliquées dans différents processus en lien avec des 

inflammations, comme le recrutement des leucocytes (Schanda et al, 2011), l’inhibition de la 

migration des cellules endothéliales (Wälchli et al, 2013), ou la régulation de la plasticité 

synaptique, de façon indépendante de leur motif RHD (Tews et al, 2013). De plus, le premier 

effet élucidé de Nogo-A/RTN4A est d’inhiber la régénération neuronale. Cet effet serait médié 

par l’exposition extracellulaire de Nogo66, la boucle reliant les deux domaines hydrophobes du 

RHD, au niveau des oligodendrocytes, déclenchant une voie de signalisation via un récepteur 

spécifique.  

De façon plus inattendue, il a été montré que des réticulons chez A. thalianna, RTN20 et 

RTN19, n’ont pas de rôle dans la courbure des membranes : contrairement aux autres réticulons, 

leur surexpression n’entraine pas la constriction des tubules. Alors que RTN19 est localisé à 

l’ensemble du RE, RTN20 se localise en points le long de la membrane du RE. Ces deux 

réticulons ont un rôle dans la régulation des lipides. Leur déplétion entraine une diminution de la 

présence de stérols dans les racines (Kriechbaumer et al, 2018). 
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2.  Localisation des différents réticulons 

a- Localisation subcellulaire des réticulons  

 

 Dans les cellules, les réticulons sont très majoritairement localisés dans les membranes 

du RE, en particulier au niveau des tubules. Cependant, les réticulons peuvent ne pas marquer 

chaque sous-compartiment du RE, et ils peuvent être présent au niveau d’autres membranes 

comme celles de l’appareil de Golgi, ou la membrane plasmique. Par exemple, chez la 

drosophile, l’immunolocalisation de Rtnl1, dans des cellules en culture S2, coïncide 

majoritairement avec un marquage anti-HDEL. Rtnl1 ne présente qu’une colocalisation très 

partielle avec une autre protéine du RE, Boca, chaperone de récepteurs lipidiques, et elles 

semblent présentes dans des domaines séparés, alors que Rtnl1 colocalise avec 

l’immunomarquage de Golgi (Wakefield & Tear, 2006) . De plus, des différences de localisation 

subcellulaires peuvent être mises en évidence entre plusieurs protéines de réticulons au sein d’une 

même espèce. Chez A. thaliana, AtRTNLB2 et AtRTNLB4 localisent principalement aux tubules 

de RE, mais AtRNTLB4 est particulièrement présent, comparativement à AtRTNLB2, aux 

tubules associés aux chloroplastes, et est retrouvé au niveau des feuillets. 

  

b- Patrons d’expression des différents réticulons et de leurs isoformes 

 

 Les réticulons avec leurs différentes isoformes présentent des patrons d’expression 

différents, dont certains sont associés à une spécificité tissulaire ou à certains organes. Chez les 

invertébrés, les isoformes issues d’un locus unique sont exprimées spatio-temporellement très 

différemment. Une souche exprimant Rtn1l-GFP (caractérisée parmi une librairie de souches où 

des exons correspondant à la GFP ont été introduits au hasard dans des introns) permet d’observer 

le patron d’expression des isoformes E et F, qui sont enrichies dans le système nerveux mais 

retrouvées ubiquitairement. L’utilisation de sondes ARN ciblant les exons spécifiques des 

différents ARNm issus de Rtn1l a montré en outre que les transcrits G et D sont exprimés au 

cours du développement, au pôle postérieur de l’embryon, puis provisoirement ubiquitairement, 

avant de disparaitre. Enfin, le transcrit A est exprimé faiblement au cours du développement 

avant d’être présent dans l’épiderme et l’intestin, et est absent du système nerveux (Wakefield & 

Tear, 2006). Chez C. elegans, le gène ret-1 (précédemment noté rtn-1) est à l’origine de 

l’expression de multiples isoformes (voir partie Résultats). Une étude utilisant le promoteur des 

transcrits des isoformes G (plusieurs transcrits avec la même séquence codante) fusionné à une 
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séquence codant pour la GFP a montré que cette isoforme est très majoritairement exprimée dans 

les neurones (Torpe et al, 2017).  

 

Figure 16 : L’isoforme G de RET-1 est exprimée dans les neurones. L’expression de la GFP sous le contrôle de 

la région promotrice des transcrits codant pour les isoformes G de RET-1 révèle une expression neuronale forte. 

eMNs : embryonnic motor neurons, HSN : hermaphrodite-specific neurons. Barre d’échelle : 10 µm (adapté de 

Torpe et al., 2017). 

 De plus, au cours d’une étude antérieure, n’identifiant alors que trois isoformes, il a été 

observé par immunolocalisation que RTN-C, correspondant à une des actuelles isoformes courtes 

de RET-1, était exprimée uniquement au cours de l’embryogénèse (Iwahashi et al, 2002).  

 Chez les mammifères, les quatre protéines réticulons, indistinctement de leurs isoformes, 

présentent des expressions différentes : chez l’Homme, d’après « The human protein atlas », 

RTN-1 est exprimé dans les tissus nerveux ainsi que dans le pancréas, RTN2 est présent dans les 

muscles striés et lisses, ainsi que dans le sein, RTN3 principalement dans le système nerveux, et 

dans certaines glandes endocrines, les muscles, les poumons, le colon et des tissus mous, et RTN4 

est principalement présent dans le système nerveux et le testicule, et de façon moindre dans le 

colon. De plus, les isoformes peuvent présenter des patrons d’expression très différents, à l’instar 

de ce qui s’observe chez les invertébrés. Par exemple, RTN2-B est localisé dans le système 

nerveux, RTN2-C est exprimé fortement dans les muscles squelettiques (Geisler et al, 1998; 

Roebroek et al, 1998). Chez la souris adulte, une isoforme courte (25 kDa) de RTN3 est exprimée 

très fortement dans le cortex, et est retrouvée dans les poumons, le foie, l’œil, l’ovaire et le 

testicule, et est absent du cœur et des muscles squelettiques (Figure 17, Shi et al., 2014). 

L’isoforme la plus longue prédite par les auteurs a été quant à elle détectée uniquement dans les 

tissus adipeux. En outre, dans les jeunes souris de stade P5, l’isoforme de 25 kDa est également 
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très exprimée dans le cerveau, ainsi que dans les tissus périphériques de façon moindre, mais 

aussi dans le cœur, indiquant que cette expression dans le cœur est contrôlée au cours du 

développement. Une autre isoforme de 95 kDa est par contre exprimée dans le cerveau des 

adultes mais pas dans celui des souris néonatales (Shi et al, 2014). 

 

 

Figure 17 : Western-blot à partir de lysats de tissus de souris adultes sauvages (WT) ou mutantes nulles 

RTN3. L’anticorps utilisé ; R458, reconnait toutes les isoformes de RTN3. Un anticorps contre la calnexine a été 

utilisé pour contrôler la quantité de protéine. Les isoformes présentent des patrons d’expression différents (adapté 

de Shi et al., 2014). 

 RTN1-A, seule isoforme détectée dans ces conditions chez la souris, est également 

fortement exprimé dans le système nerveux, et faiblement dans des tissus périphériques comme 

la rate et le poumon (Shi et al, 2017). Les isoformes de RTN4 ont des patrons d’expression 

différents. RTN4A est exprimé majoritairement dans le système nerveux, ainsi que plus 

minoritairement au niveau de la peau, des muscles squelettiques, le cœur, et des cellules du 

système immunitaire (Schwab, 2010, 20). RTN4B est exprimé dans le système nerveux et 

d’autres tissus périphériques comme l’endothélium vasculaire (Acevedo et al, 2004), et RTN4C 

dans les cellules musculaires, et dans certains neurones (Josephson et al, 2001). Dans les cellules 

en culture, RTN4A et RTN4B sont exprimés dans les cellules épithéliales, les fibroblastes et les 

cellules neuronales (Rämö et al, 2016).  
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3.  Implications physiopathologiques   

 Les réticulons ont un lien avec des pathologies humaines graves comme les cancers ou 

des maladies associées au système nerveux (Chiurchiù et al, 2014). La maladie d’Alzheimer est 

la maladie neurodégénérative progressive la plus courante. Elle résulte d’une dégénérescence des 

neurones au niveau de l’hippocampe et est caractérisée par l’accumulation de plaques amyloïdes, 

composées de peptides amyloïdes-β (Aβ) et des enchevêtrements neurofibrillaires de protéine 

tau hyperphosphorylée (Holtzman et al, 2011). Les 4 réticulons humains co-immunoprécipitent 

avec BACE1 (Beta-site amyloid precursor enzyme 1), impliquée dans la maturation des peptides 

amyloïdes-β (Aβ) (He et al, 2004), et la régulent négativement. La surexpression de RTN3 in 

vitro dans des cellules HEK-293 réduit le niveau de Aβ, et sa déplétion entraine une augmentation 

de celui-ci (He et al, 2004). De plus, chez certains patients, le niveau de RTN3 est réduit (Yokota 

et al, 2006). Les domaines RHD de RTN3 et RTN4 semblent être critiques pour réguler 

négativement BACE1 (Kume et al, 2009) qui colocalise notamment avec RTN3. Cependant, 

RTN3 peut également être accumulé dans les neurites dystrophiques chez des patients Alzheimer, 

et sa surexpression chez la souris entraine des défauts morphologiques des neurones similaires à 

ceux observés dans le cas d’Alzheimer (Hu et al, 2007). 

 Dans le cas de la sclérose latérale amyotrophique (ALS), ou maladie de Charcot, maladie 

neurodégénérative fatale entrainant la mort cellulaire de nombreux neurones moteurs, la quantité 

de d’ARNm codant pour RTN4A/B, faible en condition normale, est augmentées, et celle pour 

RTN4C est réduite (Dupuis et al, 2002; Jokic et al, 2005). Un lien a été établi avec la 

surexpression de RTN4A dans les cellules musculaires et un défaut de la jonction 

neuromusculaire, menant à la dégénération des neurones moteurs (Jokic et al, 2005). Cependant, 

l’expression forte de RTN4A n’est pas nécessairement liée à cette pathologie, et peut aussi être 

détectée dans d’autres types de myopathies, comme la polymyosite ou la dermatomyosite 

(Wojcik et al, 2006). La spécificité de RTN4A comme biomarqueur de l’ALS est donc 

controversée. La surexpression de rtn4a1 (homologue de RTN4A) dans les muscles du poisson 

zèbre adulte entraine cependant des défauts similaires à ceux observés dans le cas de l’ALS (Lin 

et al, 2019). 

 RTN4A semble également en lien avec la sclérose multiple (MS), maladie inflammatoire 

chronique dégénérative, caractérisée par des épisodes intermittents de démyélinisation et de perte 

d’axone dans le système nerveux central. Plusieurs observations, comme par exemple la présence 

d’auto anticorps contre RTN4A chez des patients, suggèrent un effet aggravant de RTNA4 sur 
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cette pathologie, et la déplétion en RTN4 chez des souris modèles de la pathologie cause un effet 

protecteur (Karnezis et al, 2004). Le ciblage de RTN4A et de la signalisation dépendant de 

Nogo66 pourrait ainsi être une piste thérapeutique dans cette pathologie. 

 La paraplégie spastique familiale (HSP) est un ensemble de maladies rares affectant le 

système nerveux central, de cause génétique. Elle entraine une faiblesse musculaire progressive 

des membres inférieurs, résultant d’une dégénérescence des motoneurones liée à un défaut de 

transport le long de l’axone (Blackstone et al, 2011). Plusieurs mutations observées dans cette 

maladie touchent des protéines liées à l’organisation tridimensionnelle du RE, comme la spastine, 

l’atlastin-1, REEP1, et RTN2 (Blackstone, 2012). Ces protéines peuvent interagir avec les 

réticulons RTN1, 3 ou 4. Les mutations dans le gène codant pour RTN2 peuvent entrainer une 

paraplégie spastique autosomale dominante, vraisemblablement par haplo-insuffisance 

(Montenegro et al, 2012).  

 Les différents réticulons ont donc un lien avec plusieurs maladies neurodégénératives, 

même si les mécanismes sont seulement partiellement élucidés. Ce lien semble souvent dépendre 

de la fonction canonique des réticulons dans l’organisation du RE, mais pourrait également 

dépendre de fonctions plus spécifiques, potentiellement encore à découvrir.  

 RTN4 a également une relation avec les cancers. En effet, une expression plus faible de 

RTN4 dans des cancers issus de patients est associée à une meilleure survie, dans des types variés 

de cancers (Pathak et al, 2018). La déplétion en RTN4 retarde en outre la prolifération cellulaire 

de lignées cellulaires cancéreuses, et l’absence de RTN4 dans ces lignées augmente la sensibilité 

au paclitaxel, utilisé en chimiothérapie. Dans les cancers colorectaux, RTN4B a une fonction de 

répression de l’apoptose et ainsi participe au développement du cancer (Kawaguchi et al, 2018). 
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III/ L’autophagie, processus dégradatif clé des cellules eucaryotes 

1. Généralités 

 L’autophagie est un processus cellulaire dégradatif exclusif aux cellules eucaryotes. Elle 

conduit à la dégradation de composants cytoplasmiques et d’organites tels que des mitochondries, 

des peroxysomes, le réticulum endoplasmique. Ce processus permet à la fois de renouveler les 

organites et maintenir l’homéostasie cellulaire, et de mobiliser en condition de stress des réserves 

énergétiques de la cellule comme des acides gras et des acides aminés.  

 La découverte de ce processus a commencé avec la découverte par Christian de Duve (De 

Duve et al, 1955) des lysosomes, puis de l’observation dans des cellules rénales de souris par C. 

Clark notamment, en microscopie électronique, de vésicules à double membrane distinctes des 

lysosomes contenant notamment des mitochondries altérées (Clark, 1957) . Ce processus 

cellulaire par lequel des organites et des portions de cytoplasme sont séquestrés par des structures 

membranaires a été nommé “autophagie” par Christion de Duve en 1963, terme dérivé de la 

langue Grecque et signifiant « se manger soi-même » (De Duve, 1963; De Duve & Wattiaux, 

1966). L’étude chez la levure de ce processus, dans les années 1990, ont permis de montrer les 

premières bases moléculaires de ce mécanisme. Baba et Oshumi observent ainsi, en condition de 

restriction nutritionnelle, des vésicules à double membrane à contenu cytoplasmique dans le 

cytoplasme, et à simple membrane dans la vacuole, équivalent du lysosome, après fusion de la 

membrane de cette dernière avec la membrane externe de l’autophagosome (Baba et al, 1995; 

Takeshige et al, 1992). Le laboratoire d’Oshumi publie en 1993 le premier crible identifiant une 

centaine de mutants de l’autophagie, basée sur l’absence d’accumulation d’autophagosomes en 

conditions de carence nutritionnelle (Tsukada & Ohsumi, 1993). Après le clonage du premier 

gène autophagique ATG1 par le même laboratoire, de nombreux autres gènes autophagiques, 

essentiels ou non, ont été mis en évidence. Les découvertes d’Oshumi sur l’autophagie lui ont 

valu d’être récompensé par le prix Nobel de physiologie ou médecine en 2016.  

 Il existe trois types d’autophagie : la macroautophagie, la microautophagie et 

l’autophagie médiée par les chaperones (montrée uniquement dans les cellules de mammifère). 

Ces types ont en commun la dégradation des cargos par le lysosome mais diffèrent par leurs 

mécanismes moléculaires. La macroautophagie est la forme la plus étudiée et semble être la plus 

importante en terme de flux. Elle consiste en la formation d’une structure à double membrane, le 

phagophore, qui va subir une élongation progressive et va englober les composants 
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cytoplasmiques à dégrader avant de se refermer et de séquestrer ceux-ci dans les 

autophagosomes. La fusion avec le lysosome forme l’autolysosome et permet par l’apport 

d’enzymes lysosomales la dégradation de son contenu. Le processus de macroautophagie sera 

appelée « autophagie » dans le reste du manuscrit. 

  

Figure 18 : Principaux systèmes de dégradation dans les cellules eucaryotes.  

 La microautophagie est un processus consistant en l’internalisation de portions de 

cytoplasme directement dans le lysosome par invagination de la membrane lysosomale. Au cours 

de ce processus, la membrane lysosomale s’invagine et forme progressivement des structures 

caractéristiques appelées tubes autophagiques (Müller et al, 2000). Une vésicule à l’extrémité du 

tube se forme et s’étend avant de se détacher dans le lysosome. Comme la macroautophagie, la 

microautophagie peut être sélective ou non. Les mécanismes à l’origine de ce processus et son 

intérêt physiologique sont encore mal connus, mais il est établi qu’il est en relation étroite avec 

les autres types d’autophagie. En effet, le flux résultant de l’invagination de la membrane 

lysosomale permet de réguler la taille des lysosomes en dégradant les excès de membrane 

accumulés, lors de la macroautophagie par exemple. 
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 Le dernier type d’autophagie, observé pour la première fois en 1981, est l’autophagie 

médiée par les chaperonnes (CMA) (Cuervo, 2004; Xilouri & Stefanis, 2015). Elle cible 

individuellement les protéines contenant le motif KFERQ, présent dans environ 30% des 

protéines cytosoliques. La CMA entraine la translocation directement dans le lysosome des 

protéines mal repliées grâce à la protéine chaperonne Hsc70 (Heat shock cognate 70) et au 

récepteur membranaire LAMP-2A (Lysosome Associated Membrane Protein type 2A). Ce type 

particulier d’autophagie n’implique pas la formation de vésicules, contrairement aux deux autres.  

a- Un processus dégradatif à plusieurs étapes 

 Le processus dynamique de la macroautophagie consiste en différentes étapes de 

formation et de fusion membranaires, telles que l’initiation, l’élongation et la maturation, 

impliquant un grand nombre d’acteurs moléculaires. 

 L’autophagie débute par la formation d’une structure membranaire, aplatie, en forme de 

coupe, appelée phagophore. Cette structure va ensuite subir une élongation progressive par 

apport de membranes. La source de ces membranes reste débattue aujourd’hui, et semble 

dépendre à la fois de l’espèce et du type d’autophagie. Ainsi, chez la levure, l’origine de la 

nucléation du phagophore a été montrée comme étant un unique site près de la vacuole, nommé 

structure pré-autophagosomale (PAS) (Suzuki & Ohsumi, 2010; Suzuki et al, 2001). Chez les 

eucaryotes supérieurs, l’origine semble plus diverse. Il a cependant été montré qu’en cas 

d’autophagie induite suite à une starvation, la nucléation des phagophores se fait au niveau d’une 

structure particulière, l’omégasome (nommée d’après sa ressemblance à la lettre de l’alphabet 

grec en microscopie électronique). Différents acteurs moléculaires sont requis pour la formation 

de cette structure, qui seront discutés dans la partie « machinerie moléculaire ». Si les 

omégasomes sont localisés au niveau du RE, ils peuvent être particulièrement présents aux sites 

de contact RE-mitochondries (Hamasaki et al, 2013), ce qui pourrait participer à la contribution 

en lipide de la membrane externe de la mitochondrie pour le phagophore, montré auparavant 

(Hailey et al, 2010). La transition entre omégasome et phagophore n’est pas encore claire, et 

notamment la question d’une continuité physique entre les membranes de l’un et de l’autre 

demeure. D’autres études ont montré que le phagophore peut recevoir des membranes d’autres 

sources. Ainsi, les sites de sortie du RE (ERES, ER exit sites), le compartiment intermédiaire 

RE-Golgi (ERGIC) (Ge et al, 2013), l’appareil de Golgi (Bodemann et al, 2011; Geng & 

Klionsky, 2010; van der Vaart et al, 2010), la membrane plasmique (Ravikumar et al, 2010) et 

les endosomes de recyclage (Knævelsrud et al, 2013; Longatti et al, 2012; Puri et al, 2013) ont 
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été montré comme étant impliqués comme source de membranes pour les phagophores. Il reste 

cependant difficile de discriminer entre site de nucléation du phagophore ou source de membrane 

pour l’élongation. Comme la plupart de ces données proviennent d’expériences de starvation 

(carence en nutriments), la ou les sources de membrane pourraient dépendre du type de signal 

induisant l’autophagie, et du cargo à dégrader. Ces apports de membrane permettent l’élongation 

du phagophore autour des cargos. Dans le cas de l’autophagie sélective, il est probable qu’un 

dialogue s’établisse entre le cargo et les protéines du phagophore afin de guider son élongation 

et sa courbure (Carlsson & Simonsen, 2015).  

 

Figure 19 : Formation des autophagosomes et apport de membrane au phagophore. La biogénèse de 

l’autophagosome nécessite un sous domaine du RE , l’omégasome, qui pourrait être une matrice, en continuité 

membranaire ou non, de la formation du phagophore. D’autres membranes sont apportées simultanément ou 

postérieurement par d’autres sources, telles que les mitochondries, les sites de contact RE-mitochondries, les 

gouttelettes lipidiques, la membrane plasmique ou encore les endosomes de recyclages (issu de Morel, 2017). 

 La fermeture du phagophore marque la formation de l’autophagosome, séquestrant les 

constituants cytoplasmiques à dégrader, et ainsi la fin de la phase d’élongation. La membrane 

externe de l’autophagosome fusionne ensuite avec le lysosome, ou la vacuole chez la levure, 

formant ainsi l’autolysosome. Cette fusion nécessite auparavant le désassemblage de la 

machinerie autophagique de la membrane externe de l’autophagosome. Les hydrolases 

lysosomales comme les cathepsines et les lipases dégradent ainsi la membrane interne de 

l’autophagosome et son contenu. Cette dégradation permet ensuite la libération dans le 
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cytoplasme par les perméases du matériel dégradé, qui est donc recyclé et peut permettre la 

synthèse de nouvelles biomolécules ou de générer de l’ATP (Kovsan et al, 2010). Alors que la 

fusion se fait systématiquement avec la vacuole chez la levure, chez les mammifères 

l’autophagosome peut également fusionner avec les endosomes précoces ou tardifs pour former 

une structure appelée amphisome. Les amphisomes fusionnent ensuite avec les lysosomes. La 

maturation des amphisomes, d’abord du même pH que le cytoplasme, entraine leur acidification 

progressive par fusions avec d’autres endosomes ou des lysosomes (Klionsky & Codogno, 2013; 

Lamb et al, 2013). 

 

Figure 20 : Les différentes étapes de la voie autophagique. Le phagophore se forme et croit progressivement, et 

englobe le matériel cytoplasmique à dégrader. Sa fermeture forme l’autophagosome, dont la maturation nécessite la 

fusion avec le lysosome. Celui-ci apporte les enzymes nécessaires à la dégradation du contenu de l’autophagosome. 

L’autophagosome peut également fusionner avec l’endosome, et forme alors l’amphisome, qui nécessite également 

la fusion avec le lysosome. Les produits finaux de dégradation sont relâchés dans le cytosol (Adapté de Céline 

Jenzer).  

a- Machinerie moléculaire 

 

 Un grand nombre d’acteurs moléculaires interviennent au cours des différentes étapes du 

processus d’autophagie, notamment les protéines Atg. Les protéines constituant la machinerie de 

formation des autophagosomes peuvent être réparties en différents groupes en fonction de l’étape 

dans lesquelles elles interviennent. Je décris ici succinctement les acteurs moléculaires impliqués 

chez la levure et les mammifères, davantage d’informations sur les spécificités de C. elegans 
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étant données dans la revue « Approaches for studying autophagy in Caenorhabditis elegans » 

présentée en fin d’introduction. 

  Etapes précoces de l’autophagie 

 

 Le complexe Atg1/ULK, initiateur du processus, comporte une protéine kinase Atg1. Il 

est médiateur de l’amplitude de l’autophagie (Cheong et al, 2005; Kabeya et al, 2005; Kawamata 

et al, 2008). Son activité est finement régulée, via des signaux provenant de différentes voies. 

Chez la levure, elle est principalement régulée par les voies de signalisation dépendant de la 

présence de nutriments. Atg1 est la seule kinase de la machinerie principale de l’autophagie, et 

son activité est nécessaire pour la formation d’autophagosomes. La formation de la membrane 

du phagophore est régulée par le complexe de classe III phosphatidylinositol 3-kinase 

(PtdIns3K), qui comprend notamment Vps34, Atg14 et Vps30/Beclin1 (He & Klionsky, 2009). 

Ce complexe forme du phosphatidylinositol-3-phosphate à partir de phosphatidylinositol, et il 

cible chez la levure le PAS (Structure Pré-Autophagosomale). Par son activité, il participe à 

recruter au PAS des protéines de l’autophagie, dont Atg18, et est nécessaire au recrutement des 

vésicules Atg9. Atg9 est la seule protéine transmembranaire de la machinerie autophagique, 

requise pour l’expansion du phagophore. Chez la levure, Atg9 est localisé au niveau de petites 

vésicules qui participeraient à l’apport de membranes au phagophore. Elle participe au 

recrutement des protéines Atg ayant un rôle plus tardif dans le processus d’autophagie, comme 

Atg18 et Atg8 (Papinski & Kraft, 2014). Le recrutement des protéines essentielles à l’autophagie, 

Atg8 et Atg12, présente dans les deux cas un système de conjugaison présentant de nombreuses 

similitudes avec celui de l’ubiquitine. Atg8 est dans un premier temps synthétisé avec un résidu 

arginine C-terminal, clivé ensuite par Atg4 (Kim et al, 1999; Kirisako et al, 1999). Atg7 et Atg3 

sont ensuite impliquées dans les conjugaisons successives d’Atg8 résultat à la formation de Atg8-

PE, soit la lipidation de Atg8 au niveau d’un phosphatydilétanolamine présent dans la membrane 

des phagophores et autophagosomes. Un second clivage par Atg4 peut ensuite libérer Atg8 de sa 

liaison avec le PE (Kirisako et al, 2000). De manière similaire, par conjugaisons successives, 

Atg12 est liée de manière covalente à Atg5, et elles forment un complexe avec Atg16. Atg7 est 

aussi impliquée dans cette première étape de conjugaison, et Atg10 ensuite. Ce complexe 

participe ensuite à la conjugaison finale de Atg8. Chez les mammifères, ce système de 

conjugaison est très conservé. Les différences majeures sont d’une part qu’il existe pas moins de 

6 homologues d’Atg8, divisés en deux sous-familles, LC3 et GABARAP (Weidberg et al, 2010), 

d’autre part qu’Atg4 a 4 homologues, ATG4B étant l’homologue ayant un rôle majeur dans 

l’autophagie (Li et al, 2011). ATG4B clive le précurseur proLC3 après sa glycine C-terminale, 
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et génère ainsi LC3-I cytosolique, qui devient LC3-II suite à sa conjugaison au PE. Cette 

lipidation d’Atg8 et homologues est donc régulée et a un rôle important dans la biogénèse des 

autophagosomes.  

 

Figure 21 : Initiation de l’autophagie chez les mammifères en cas de starvation. Le complexe ULK-1 alors 

activé est recruté au niveau du RE et y adresse le complexe PI3KC3. Des vésicules présentant la protéine ATG9 

apportent les membranes pour la formation du phagophore. Les différentes protéines de l’autophagie sont recrutées 

au niveau de l’omégasome et conduisent in fine à la lipidation de LC3 (issu de Morel, 2017) 

 Chez C. elegans, il existe seulement deux homologues d’Atg8. Basé sur un alignement 

de séquences, LGG-1 est l’homologue des membres de la famille GABARAP, et LGG-2 de la 

famille LC3. Atg8 et ses homologues participent notamment à la reconnaissance des cargos 

(cibles de la dégradation) ou des récepteurs (protéine faisant le lien entre cargo et autophagosome 

en formation) par interaction protéine-protéine (voir autophagie sélective). 

  Fusion avec le lysosome et dégradation 

 

 Si la majorité des gènes de l’autophagie connus sont impliqués dans les étapes précoces 

de l’autophagie, peu de données existent à propos des protéines impliquées spécifiquement dans 

la fusion des autophagosomes à la vacuole ou au lysosome. Ainsi, la machinerie endo-lysosomale 

est impliquée dans cet évènement et fait intervenir de nombreux acteurs. Les protéines Rab, des 

GTPase Ras-like, dont l’activité est régulée en fonction de leur liaison au GTP (actif) ou GDP 
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(inactif), ont des rôles clés au cours des différents processus impliquant le trafic vésiculaire. Une 

dizaine d’entre elles sont impliquées au cours du processus autophagique, à différentes étapes. 

Rab4 par exemple a un rôle au début de celui-ci (Talaber et al, 2014) et Rab7, de façon similaire 

à son rôle dans la maturation endosomale, est impliqué dans le transport et la fusion des 

autophagosomes au lysosome (Hyttinen et al, 2013), bien qu’il ait été montré que la fusion directe 

entre autophagosomes et lysosomes dépend des SNAREs, indépendamment de Rab7 (Itakura et 

al, 2012; Takáts et al, 2013). Les protéines SNAREs ont un rôle majeur dans les évenements de 

fusion de membranes. Chez la levure, les SNAREs Vam3 et Vam7 sont impliquées dans la fusion 

entre autophagosomes et vacuole (Darsow et al, 1998; Sato et al, 1998). Chez les mammifères, 

VAMP3 et VAMP7 (vesicle associated membrane protein 7) sont médiateurs respectivement de 

la fusion entre endosomes et autophagosomes, et entre autophagosomes ou amphisomes et 

lysosomes (Fader et al, 2009). La syntaxine 17 (Stx17) a par ailleurs un rôle essentiel dans les 

étapes tardives du processus autophagique : recrutée sur des autophagosomes fermés, elle 

interagit avec d’autres SNAREs pour permettre la formation d’autolysosomes (Itakura & 

Mizushima, 2013; Itakura et al, 2012). Des résultats similaires ont été obtenus chez la drosophile 

(Takáts et al, 2013). Dans des cellules de mammifère, Stx17 est un interacteur d’Atg14 au niveau 

des sites de contact entre RE et mitochondries, site privilégié de formations d’autophagosomes 

(Hamasaki et al, 2013). Atg14, en plus de son activité précoce dans le processus autophagique, 

contrôle également l’activité de Stx17 et des SNARES interagissant avec celle-ci. De plus, Stx17 

interagit avec plusieurs membres du complexe HOPS (homotopic fusion and protein sorting), qui 

ont été tous co-précipités avec STX17 (Jiang et al, 2014). La déplétion en VPS33A, VPS16 ou 

VPS39 entraine en effet un blocage du flux autophagique, comme la déplétion en STX17. Chez 

C. elegans, il a été montré que VPS39 interagit avec LGG-2, cette interaction jouant un rôle dans 

la fusion des autophagosomes avec les lysosomes au cours du processus d’allophagie 

correspondant à la dégradation des composants cellulaires d’origine paternels après la 

fécondation (Manil-Ségalen et al, 2014).  

 D’autres protéines sont impliquées dans ces étapes tardives du processus, comme les 

protéines LAMPs, localisées à la membrane endolysosomale et essentielles à la dégradation des 

autophagosomes (Eskelinen, 2006). L’acidification progressive des autophagosomes suite aux 

fusions avec le système lysosomal, dépend d’ATPases vacuolaires (v-ATPases) qui établissent 

l’acidité des lysosomes, à un pH de 4,5. Ces ATPases pompent les protons pour les transloquer 

dy cytosol vers le lumen, et le blocage de leur activité entraine un disfonctionnement des enzymes 

lysosomales, actives à faible pH. Le flux autophagique est alors bloqué (Yamamoto et al, 1998). 
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Après la fusion entre autophagosome et lysosomes, différentes hydrolases comme les cathepsines 

et les lipases dégradent le contenu de l’autolysosome, la membrane interne autophagique et son 

contenu. Les produits finaux de la dégradation sont les acides aminés, les acides gras, le glucose 

et les nucléotides, et sont relargués dans le cytosol par des permeases, ce qui conduit à leur 

recyclage (Kovsan et al, 2010). Les lysosomes peuvent ensuite être reformés à partir des 

autolysosomes, et cela entraine un recyclage des constituants membranaires comme les SNAREs 

et Rab7 (Yu et al, 2010).  

 Comme il s’agit d’un processus dépendant grandement de transport vésiculaire, les 

microtubules sont impliqués à différents stades du processus autophagique. En effet, plusieurs 

protéines Atg impliquées dans les étapes précoces (ULK1, Beclin-1, Atg5, Atg12) sont enrichies 

dans la fraction cellulaire correspondant aux microtubules, suggérant une association des sites de 

formation des autophagosomes avec la dynamique des microtubules (Mackeh et al, 2013). De 

plus, LC3 est capable de s’associer avec des protéines liées aux microtubules MAP1A 

(Microtubule associated protein A1), MAP1B, et MAP1S (Mann & Hammarback, 1994). Le nom 

développé des protéines LC3 est d’ailleurs MAP1LC3 (Microtubule-associated proteins 1 Light 

chain 3). De plus, les microtubules sont impliqués dans le transport des autophagosomes vers les 

lysosomes via l’action de la dynéine (Jahreiss et al, 2008). Le désassemblage des microtubules 

entraine une perte de collocalisation entre autophagosomes et lysosomes (Webb et al, 2004), 

mais les microtubules n’ont pas de rôle direct dans le processus de fusion.  

  Acteurs de la régulation de l’autophagie 

 

 Ce processus à nombreuses étapes dans lequel de nombreux acteurs moléculaires sont 

impliqués est finement régulé par différentes voies de signalisation, notamment les voies TOR 

(target of rapamycin), AMPK (adenosin mono phosphate activated protein kinase), insuline/IGF 

(insuline like growth factors) et la voie de signalisation calcique. De nombreuses revues décrivent 

les mécanismes connus régulant l’autophagie (Feng et al, 2015; Kim & Guan, 2015; Russell et 

al, 2014; Yang et al, 2013). La voie qui semble la mieux caractérisée pour l’induction de 

l’autophagie est celle en réponse à la carence nutritionnelle. TOR (Target of rapamycin) fait 

partie du complexe TOR 1 et contrôle plusieurs types de facteurs de transcription en réponse à la 

starvation. Chez les mammifères, mTOR peut faire partie de deux complexes fonctionnellement 

différents : mTORC1 et mTORC2. La présence d’acides aminés libres entraine l’activation de 

mTORC1, ce qui entraine une inhibition de l’autophagie. En effet, l’inactivation de mTORC1 en 

présence de nutriments déclenche l’induction de l’autophagie (Kanazawa 2004). Bien que les 
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mécanismes varient en fonction des espèces, TOR inactive Atg1/ULK1, de laquelle dépend 

l’induction de l’autophagie, par phosphorylation (Russell et al, 2014). TOR inhibe également 

VPS34, qui fait partie du complexe PI3K, impliqué dans la formation de l’autophagosome (Yuan 

et al, 2013). mTORC1 régule également la maturation des autophagosomes en modulant la 

biogénèse des lysosomes via la régulation de TFEB (Transcription factor EB) (Martina et al, 

2012). TOR est ainsi capable de réguler négativement l’initiation et la maturation de 

l’autophagie. De plus, TOR peut également jouer un rôle dans la dégradation des ARNm 

correspondant aux protéines Atg, participant également à la répression de l’autophagie en 

présence de nutriments (Hu et al, 2015). A l’inverse, l’AMPK, sérine thréonine kinase, agit 

positivement sur la régulation de l’autophagie (Egan et al, 2011; Kim et al, 2011). La présence 

de glucose entraine en revanche l’inactivation de l’AMPK. Active, l’AMPK peut directement 

activer le complexe Atg1/ULK1 en le phosphorylant (Bach et al, 2011; Kim et al, 2011). 

Toujours en présence de glucose, l’AMPK régule le complexe PI3K (Kim et al, 2013a) pour 

induire l’autophagie. En l’absence de glucose, l’AMPK phosphoryle et active le complexe 

TSC1/2 qui inhibe alors l’activation de TOR, et provoque l’inhibition du complexe par 

phosphorylation, et donc induit l’autophagie. Globalement, les kinases TOR et AMPK 

participent à la régulation fine, par phosphorylations de différentes cibles, de l’induction de 

l’autophagie.  

 

b-  Fonctions physiologiques dans la différentiation 

 

 L’autophagie a de nombreux rôles physiologiques dans différents processus, notamment 

développementaux. Dans la partie autophagie chez C. elegans, je décris différents processus 

développementaux dans lesquels l’autophagie joue un rôle crucial, ainsi que le lien entre 

autophagie et vieillissement. Je décrirai donc ici succinctement l’implication de l’autophagie 

dans les processus d’organogénèse et de différenciation cellulaire, puis les implications 

physiopathologiques des défauts de l’autophagie. 

 Par son rôle de dégradation et de recyclage, l’autophagie est un outil clé dans le 

changement rapide du contenu d’une cellule, en dégradant des protéines ou des organites clés. 

Elle participe donc à plusieurs processus de différentiation. Lors de l’hématopoïèse, les noyaux 

et les organites des érythroblastes sont dégradés, pour devenir des érythrocytes contenant les 

molécules d’hémoglobine. L’autophagie est nécessaire pour cette dégradation, en effet des 

mutants pour plusieurs gènes ATG (Atg7, Atg1) entrainent un défaut de dégradation dans les 
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érythrocytes et leur différenciation (Kundu et al, 2008; Mortensen et al, 2011). De plus, la 

protéine GATA-1, régulateur maitre de l’hématopoïèse, active directement la transcription de 

des gènes LC3 et GABARAP (Kang et al, 2012). La délétion de gènes de l’autophagie affecte 

également la différentiation des lymphocytes B et T (Bronietzki et al, 2015; Miller et al, 2008). 

Chez la souris, la déplétion en Atg7, Atg5 et Vps34 entraine une forte diminution du nombre de 

lymphocytes, et ceux restant présentent des mitochondries endommagées (Jia et al, 2011; 

Mortensen et al, 2011; Parekh et al, 2013; Pua et al, 2007). La production d’anticorps dans les 

cellules plasmatiques, effecteurs terminaux du lignage des lymphocytes B est impactée par un 

défaut de l’autophagie causé par la déplétion en Atg5. De plus, Atg7 joue un rôle dans la 

maintenance des cellules souches hématopoïétiques (Mortensen et al, 2011), et l’autophagie 

contrôlerait le cycle cellulaire de ces cellules en fonction de la présence de nutriments (Cao et al, 

2015). 

 Dans la différentiation des tissus adipeux, l’absence d’Atg5 affecte la différenciation en 

adipocytes dans des cellules en culture (Baerga et al, 2009). De plus, l’inhibition de la voie de 

signalisation Notch serait impliquée dans cette différenciation via une activation de l’autophagie 

(Song et al, 2015). Chez la souris, la déplétion en Atg5 ou Atg7 entraine une réduction du nombre 

d’adipocytes (Singh et al, 2009; Zhang et al, 2009). Les effecteurs de la différentiation via 

l’autophagie, notamment la protéine C/EBPα, facteur adipogénique important qui active Atg4, 

ont été mis en évidence (Guo et al, 2013). L’autophagie pourrait également participer à réguler 

le métabolisme lipidique (Mizushima & Levine, 2010).  

 Lors des débuts de la découverte de l’autophagie, la présence d’autophagosomes 

englobant des fractions cytoplasmiques dans les neurones a été mise en évidence (De Duve & 

Wattiaux, 1966). Depuis, un lien étroit entre autophagie et développement du système nerveux 

central (SNC) a été établi par de nombreuses études. Chez la souris, l’inactivation de Atg5 ou 

Atg7 affecte le système nerveux des souriceaux, entrainant un handicap pour s’allaiter (Komatsu 

et al, 2006; Kuma et al, 2004). Atg5 a depuis été montrée comme impliquée dans la 

différentiation des précurseurs neuronaux (Lv et al, 2014). Un régulateur autophagique, Ambra1 

(activating molecule in Beclin-1-regulated autophagy) s’associant à la kinase Vps34 et impliquée 

de fait dans la biogénèse des autophagosomes, est fortement exprimé dans le SNC au cours de 

l’embryogénèse. L’inactivation de Ambra1 chez la souris entraine une létalité embryonnaire 

associée à des défauts du SNC (Fimia et al, 2007). Dans des embryons de poulets, l’inhibition de 

l’autophagie par la 3-MA change le patron d’expression spatio-temporel de plusieurs marqueurs 

de différenciation neuronale et affecte la neurogénèse otique (Aburto et al, 2012). Un apport 
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d’ATP restaure ces défauts de différentiation, suggérant que l’autophagie a un rôle d’apport 

d’énergie dans ces évènements de différenciation. Chez C. elegans, il a été montré que 

l’autophagie est impliquée dans la différenciation neuronale des cellules tumorales de la lignée 

germinale (Gomes et al, 2016). De plus, Atg7, Beclin-1 LC3 et Ambra1 sont impliqués dans la 

neurogenèse des bulbes olfactifs de souris (Vázquez et al, 2012). Beclin-1 et Ambra1 sont 

également impliquées dans la survie des cellules souches neuronales (Yazdankhah et al, 2014). 

L’autophagie peut participer à la différenciation des cellules souches neuronales en dégradant un 

récepteur essentiel de la voie Notch (Wu et al, 2016b). Chez la drosophile, la protéine 

autophagique ALFY participe à la dégradation par autophagie des constituants essentiels à la 

voie Wnt (Wingless integration 1 pathway) et ainsi contrôle la taille du cerveau donc la 

neurogenèse (Kadir et al, 2016). Son inactivation entraine une forte diminution de la taille du 

cerveau. 

 L’autophagie participe également à la différenciation des cellules cardiaques. La 

signalisation FGF, en inhibant l’autophagie, empêche la différenciation des progéniteurs 

cardiaques en cardiomyocytes (Zhang et al, 2012a). Chez le poisson-zèbre, l’inactivation de 

gènes autophagiques entraine des défauts de morphogénèse du cœur, notamment des valves (Lee 

et al, 2014). L’inactivation de Atg5, Atg7 ou Beclin-1 dans les cellules cardiaques de souris 

entraine également des problèmes de morphologie du cœur (Lee et al, 2014). Dans les embryons 

de souris, Atg13 est essentiel au développement cardiaque (Kaizuka & Mizushima, 2016), et sa 

déplétion entraine une létalité embryonnaire. Si des défauts de l’autophagie peuvent entrainer 

des défauts dans les étapes précoces de la différentiation cardiaque, comme la formation du tube 

cardiaque dans l’embryon de poulet (Wang et al, 2015), une induction de l’autophagie peut 

également avoir un effet délétère : des malformations du tube cardiaque et des défauts de 

différentiations des cardiomyocytes (Li et al, 2015; Wang et al, 2016).  

 L’autophagie a un rôle primordial dans la régulation de la formation du cil primaire. Elle 

dégrade en conditions d’induction de l’autophagie une protéine inhibant la formation du cil, 

OFD1 (Tang et al, 2013, 2014). L’autophagie à son niveau basal participe en revanche à la 

dégradation d’IFT20, protéine essentielle à la formation du cil, et dans ces conditions inhibe 

celle-ci (Pampliega et al, 2013). L’autophagie, en fonction de son niveau et éventuellement de 

paramètres non élucidés, a donc un rôle à la fois répresseur et activateur de la formation du cil 

primaire.  
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 Une fois les cellules différenciées, l’autophagie peut jouer un rôle essentiel dans la 

régulation de l’homéostasie de celles-ci. Par exemple, l’inactivation de l’autophagie par déplétion 

en Atg5, Atg7 ou FIP2000 dans les neurones entraine une accumulation anormale d’agrégats 

protéiques et de mitochondries endommagées, accélérant la dégénérescence neuronale (Hara et 

al, 2006; Komatsu et al, 2006). De la même façon, l’accumulation de défauts cellulaires par 

insuffisance de l’autophagie peut entrainer des problèmes dans les cellules cardiaques (Chen et 

al, 2013a; Nakai et al, 2007). Des pistes thérapeutiques d’activation de l’autophagie sont 

d’ailleurs envisagées pour réduire l’hypertrophie cardiaque (Gu et al, 2016; Lu et al, 2016). 

L’autophagie, de façon dépendante de la voie TOR, a un rôle dans le remodelage et le maintien 

de la fonction des cellules cardiaques (Nishida & Otsu, 2015; Taneike et al, 2016). Dans plusieurs 

autres tissus comme les hépatocytes, le muscle squelettique, les cellules pancréatiques ou les 

podocytes, une inactivation ciblée de l’autophagie entraine une accumulation d’agrégats 

protéiques (Hartleben et al, 2010; Jung et al, 2008; Komatsu et al, 2005; Masiero et al, 2009), 

entrainant des défauts dans la fonction de ces tissus, illustrant le rôle important de l’autophagie 

dans l’homéostasie une fois les cellules différenciées. 

c- Pathologies liées à l’autophagie  

 

 Le maintien de l’homéostasie cellulaire et tissulaire mettant en jeu l’autophagie, une 

dérégulation de cette dernière peut être liée à de nombreuses pathologies humaines. Ainsi, un 

défaut d’autophagie a été mis en évidence dans des cancers, des maladies neurodégénératives, 

des maladies cardiaques, certaines maladies infectieuses, le diabète de type II et la mucoviscidose 

(Jiang et al, 2015; Kiriyama & Nochi, 2015; Levine & Kroemer, 2008; White, 2015; Xu et al, 

2015). Je m’intéresse particulièrement ici au lien avec le cancer et les maladies 

neurodégénératives. 

 L’autophagie a un rôle bivalent connu en ce qui concerne les cancers. D’un rôle 

suppresseur de tumeur en veillant au bon fonctionnement de la cellule, l’autophagie est mise à 

contribution dans les cellules engagées sur la voie tumorale pour permettre à celles-ci de survivre 

et de se multiplier. Ainsi, l’inactivation de certains gènes autophagiques chez la souris (Atg7, 

Atg5, ou Beclin-2) est liée à l’apparition de tumeurs ou l’augmentation de la susceptibilité de 

tumorigénèse dans de nombreux tissus (Qu et al, 2003; Takamura et al, 2011, 201; Yue et al, 

2003). Chez l’humain, un lien a été établi entre certains types de cancers et l’inactivation ou la 

faible expression de Beclin-1 (Choi et al, 2013; Liang et al, 1999; Miracco et al, 2007). Les 

hypothèses proposées du rôle antitumoral de l’autophagie suggèrent que l’activité autophagique 
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basale empêche l’accumulation de p62, de mitochondries défectueuses, réduit le niveau de stress 

oxydatif et ainsi prévient le risque de dégâts de l’ADN. Elle participe ainsi à éviter les 

inflammations et les mutations, qui peuvent être la cause de tumorigenèse. L’autophagie participe 

également au bon fonctionnement du système immunitaire, notamment à la réponse immunitaire 

anti-tumorale (Deretic et al, 2013). Les résultats obtenus sur la contribution de l’autophagie à la 

protection contre l’apparition de tumeurs montrent aujourd’hui que l’autophagie joue un rôle 

suppresseur de tumeur et que la diminution de son activité pourrait être un marqueur de cancer 

(Xu et al, 2015). 

 L’autre aspect de la relation entre autophagie et cancer est le rôle homéostatique du flux 

autophagique dans les cellules cancéreuses. En effet, une fois les cellules engagées sur la voie 

tumorale et la tumeur augmentant de taille, elles subissent différents stress en raison d’un apport 

de nutriments et d’oxygène transitoirement insuffisant. Lors de la progression de la tumeur, une 

vascularisation plus importante va progressivement s’établir. Cependant, lors de cette transition, 

l’autophagie est induite et fournit par recyclage de l’énergie aux cellules cancéreuses, ce qui leur 

permet de survivre et de proliférer (Degenhardt et al, 2006). Dans certaines conditions, 

l’inhibition de l’autophagie peut entrainer une réduction de la croissance tumorale et de la survie 

des tumeurs (Huo et al, 2014; Strohecker et al, 2013). La modulation fine de l’autophagie 

présente donc un potentiel pour le développement de thérapies anticancéreuses.  

 Comme évoqué auparavant, les cellules du système nerveux mettent à contribution 

l’autophagie pour leur différentiation et le maintien de leur homéostasie. De nombreuses 

pathologies humaines sont liées à des dysfonctionnements des neurones, et ceux-ci peuvent être 

liés à des défauts de l’autophagie. Par exemple, chez la souris, l’inactivation d’Atg5 et Atg7 dans 

le système nerveux entraine un phénotype de neurodégénérescence associé à l’accumulation 

d’agrégats protéiques ubiquitinés normalement dégradé par autophagie (Hara et al, 2006; 

Komatsu et al, 2006). La maladie d’Alzheimer est la maladie neurodégénérative progressive la 

plus courante et est caractérisée par l’accumulation de plaques amyloïdes, composées de peptides 

amyloïdes-β (Aβ) et des enchevêtrements neurofibrillaires de protéine tau hyperphosphorylée 

(Holtzman et al, 2011). Le premier lien établi entre Alzheimer et l’autophagie a été l’observation 

d’une accumulation d’autophagosomes dans les neurones issus de patients atteints (Nixon et al, 

2005). Des cas de maladie d’Alzheimer familiale sont en outre associés à un défaut 

d’acidification des lysosomes via la dysfonction de la préseline 1. De plus, l’expression de 

Beclin1, nécessaire à l’initiation de l’autophagie, est réduite dans le cerveau de patients atteints 

(Jaeger et al, 2010). Dans des modèles de souris pour la maladie d’Alzheimer Beclin1 est moins 
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exprimée et les peptides Aβ sont accumulés (Pickford et al, 2008). Dans un modèle de maladie 

d’Alzheimer chez la souris, l’induction de l’autophagie par la rapamycine effectuée avant la 

formation de plaques amyloïdes réduit le niveau de peptides Aβ et atténue les problèmes cognitifs 

(Caccamo et al, 2010; Majumder et al, 2011; Spilman et al, 2010). La maladie de Parkinson, 

seconde maladie neurodégénérative la plus courante, est causée par la mort spécifique des 

neurones dopaminergiques dans la substance noire, les patients atteints présentent notamment 

des tremblements, une rigidité musculaire, et des problèmes du contrôle des mouvements 

volontaires. Même si la grande majorité des cas est sporadique, des mutations dans certains gènes 

ont été identifiées dans des formes familiales. Les mutations entrainant des défauts des protéines 

PINK1 et Parkin sont la première cause génétique du parkinsonisme (Hardy, 2010). PINK1 et 

Parkin sont des acteurs importants de la modulation de la dégradation par autophagie des 

mitochondries, la mitophagie (voir Autophagie sélective).  

 La maladie de Huntington est une maladie neurodégénérative autosomale dominante 

provoquée par l’expansion d’une répétition codant pour une polyglumamine (polyQ) à 

l’exterminé N-terminale de la huntingtine (HTT). Elle provoque une dégénérescence 

neurologique entrainant des disfonctionnements moteurs cognitifs et psychiatriques importants. 

L’inactivation de la HTT chez la souris entraine également la neurodégénération (Dragatsis et al, 

2000). HTT présente des similarités avec trois protéines autophagiques de levure, Atg23, Vac8, 

et Atg11 (Ochaba et al, 2014; Steffan, 2010). HTT interagit avec ULK1 : elle entre en 

compétition avec mTORC1 pour la libération de ULK1 et ainsi participer à l’initiation de 

l’autophagie (Rui et al, 2015). HTT interagit également avec p62, qui est un récepteur entre 

substrats ubiquitinés et LC3 pour leur dégradation par autophagie. De plus, la délétion de 

l’extension polyQ dans la HTT chez la souris augmente le flux autophagique dans les neurones 

(Zheng et al, 2010).  

 La sclérose latérale amyotrophique (SLA, en anglais ALS), ou maladie de Charcot, est 

une maladie neurodégénérative des motoneurones de l’adulte. Pour cette maladie également, une 

grande majorité de cas sont sporadiques, mais différents gènes sont associés aux formes 

familiales, et notamment le récepteur à Sigma 1 (SigmaR1) (Al-Saif et al, 2011) : très exprimée 

dans les neurones moteurs du cerveau et de la corde spinale (Mavlyutov et al, 2010), sa déplétion 

chez la souris entraine des problèmes moteurs associés à une dégénération des moteurs neurones 

(Bernard-Marissal et al, 2015). SigmaR1 régule le transport du calcium entre les mitochondries 

et le RE au niveau des sites de contact. La déplétion en SigmaR1 cause notamment une 

dépolarisation du potentiel de membrane mitochondrial, mais aussi une inhibition du flux 
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autophagique et de la dégradation par autophagie (Vollrath et al, 2014). Des défauts dans d’autres 

gènes liés à la mitophagie ont été détectés pour des cas de SLA, comme TBK1 et OPTN (Cirulli 

et al, 2015; Maruyama & Kawakami, 2013). Une relation entre disfonctionenement 

mitochondrial et SLA a été montrée (Cozzolino & Carrì, 2012; Palomo & Manfredi, 2015). Ainsi, 

le contrôle qualité des mitochondries dépendant de l’autophagie semble un facteur important 

dans la sclérose latérale amyotrophique.  

 Le rôle de l’autophagie dans la dégradation des agrégats et des organelles 

dysfonctionnelles semble donc de première importance pour le fonctionnement normal des 

neurones. En effet, une fois différenciés, les neurones ne peuvent plus diluer les composants 

cytoplasmiques problématiques par mitose et dépendent de l’autophagie pour maintenir leur 

homéostasie. Des défauts dans le processus autophagique ou sa régulation peuvent donc 

participer à des évènements de neurodégénération, pouvant conduire à des pathologies lourdes.  

2. Autophagie sélective 

L’autophagie a longtemps été considérée comme une voie de dégradation non sélective, 

présente constitutivement, pouvant être induite de façon globale par différents stimuli externes 

ou internes. Au cours des 10 dernières années, de plus en plus de résultats montrent une sélectivité 

importante des cibles à dégrader, au cours de différents processus (Stolz et al, 2014). 

L’autophagie sélective met en jeu des interactions entre protéines autophagiques et soit 

directement les cargos à dégrader soit avec des récepteurs qui en font la liaison (Gatica et al, 

2018). Ces récepteurs sont des protéines interagissant à la fois avec les protéines de l’autophagie 

et avec les cargos. Si le terme récepteur est aujourd’hui établi, ces protéines sont parfois appelées 

adaptateurs. L’autophagie sélective est notamment impliquée dans la dégradation des protéines 

susceptibles de provoquer des agrégats retrouvés dans certaines maladies neurodégénératives. Je 

décrirai ici différents types d’autophagie sélective, en fonction de la cible à dégrader, et 

m’intéresserai ensuite plus particulièrement à la dégradation du réticulum endoplasmique par 

autophagie. 
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a- Types d’autophagie sélective 

 

Bien qu’il soit particulier, le premier type d’autophagie sélective à avoir été observé est 

la voie Cvt (pour Cytoplasm-to-vacuole targeting). Ce processus consiste en l’internalisation 

d’enzymes vacuolaires au départ cytoplasmiques dans des structures autophagiques afin de les 

adresser à la vacuole. Certaines protéines particulières sont impliquées dans ce processus, qui 

dépend également de protéines autophagiques comme Atg19 et Atg11, et met en jeu la lipidation 

d’Atg8 à ces vésicules. Dans ce processus la sélectivité des cargos à adresser à la vacuole est 

réalisée par Atg19 qui agit comme un récepteur (Leber et al, 2001; Scott et al, 2001), et dépend 

de la protéine d’échafaudage Atg11 pour la formation du complexe Cvt (Pfaffenwimmer et al, 

2014). Cette dernière est également impliquée dans d’autres types d’autophagie sélective chez la 

levure (Farré et al, 2008; Kanki et al, 2009). Atg19 interagit avec Atg8 via un motif WXXL, 

similaire à SQSTM1/P62 (Noda et al, 2008; Pankiv et al, 2007). Ces motifs AIM/LIR (pour Atg8 

interacting motif ou LC3 interacting region) sont conservés au cours de l’évolution.  

La dégradation sélective d’agrégats protéiques par autophagie est appelée agréphagie. De 

nombreuses protéines susceptibles de s’agréger sont des substrats de l’autophagie, comme par 

exemple les petites amyloïdes β, la Huntingtine HTT ou la SNCA/α-synucléine. Chez la levure, 

le récepteur entre protéines pouvant s’agréger, contenant des polyQ (poly-glutamines) et les 

protéines de l’autophagie est Cue5. Par des domaines spécifiques, il peut interagir avec 

l’ubiquitine et avec Atg8. L’ubiquitination des substrats a été montré comme un facteur clé de 

leur reconnaissance et leur dégradation par autophagie. Trois récepteurs supplémentaires sont 

connus chez les mammifères, SQSTM1, NBR1 et OPTN, et se lient à l’ubiquitine. Ils possèdent 

tous des LIRs, et servent de lien entre les protéines ubiquitinées et LC3/GABARAP (Ichimura et 

Figure 22 : Principe général de l’autophagie sélective. Les protéines de l’autophagie, situées sur le phagophore, 

interagissent avec des cargos ou des récepteurs protéiques faisant la liaison avec les cargos. Cette interaction 

conduit à l’englobement des cargos lors de l’expension et la fermeture du phagophore. Les cargos séléctionnés par 

l’interaction directe ou indirecte sont ainsi séquéstrés dans l’autophagosome et sont ensuite dégradés (adapté de 

Céline Jenzer).  
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al, 2000; Kirkin et al, 2009; Pankiv et al, 2007; Shen et al, 2017). L’ubiquitination sert donc à la 

fois de marqueur de dégradation pour la voie de l’ubiquitine et du protéasome (UPS), et de 

l’autophagie sélective, interrogeant sur les relations entre ces deux processus. Des récentes 

données chez la levure indiquent que c’est l’état d’oligomérisation des récepteurs qui va 

déterminer le type de dégradation : lorsque les récepteurs sont oligomérisés, ils se lient aux 

protéines de l’autophagie, sinon ils sont pris en charge par la voie du protéasome (Lu et al, 2017).  

La dégradation des peroxysomes par autophagie est appelée pexophagie. Dans certaines 

conditions toxiques, un excès de peroxysome se forme dans les levures. Ceux-ci sont rapidement 

dégradés par autophagie (Klionsky & Ohsumi, 1999), de façon sélective via Atg36 chez S. 

cerevisiae (Nazarko et al, 2009), qui relie Atg8 et la membrane des peroxysomes, via 

l’interaction avec Pex3 (Motley et al, 2012). Des AIMs alternatifs sont retrouvés sur Atg36 mais 

leur mutation n’entraine pas la disparition de la dégradation des peroxysomes par autophagie 

mais simplement un délai (Farré et al, 2013). Atg11 est également nécessaire à la pexophagie 

(Kim et al, 2001). Chez les mammifères, il n’y a pas de récepteur connu de la pexophagie. Celle-

ci dépend de l’ubiquitination de protéines peroxysomales et de leur reconnaissance par SQSTM1 

(Kim et al, 2008) et NBR1 (Deosaran et al, 2013). PEX5, protéine navette entre cytosol et la 

membrane peroxysomale, peut être ubiquitinée et s’accumuler dans la membrane du peroxysome, 

ce qui déclenche la pexophagie. Cet évènement peut notamment être déclenché par la présence 

de ROS (reactive oxygen species), et cela entraine la reconnaissance de PEX5 ubiquitinée par 

SQSTM1 (Zhang et al, 2015). Cependant, dans des conditions de starvation, c’est PEX14 qui 

peut interagir directement avec LC3-II. Le récepteur principal de pexophagie semble donc 

dépendre des conditions d’induction. De plus, l’homologue d’Atg34 des mammifères, ACBD5, 

est essentiel pour la pexophagie.  

Le contrôle qualité des mitochondries est particulièrement important pour le maintien de 

l’homéostasie cellulaire. La mitophagie, la dégradation sélective par autophagie des 

mitochondries, permet d’éliminer les mitochondries endommagées ou surnuméraires (Liu et al, 

2014). Deux rôles importants des mitochondries sont la production d’énergie et la régulation de 

l’aptoptose. La disruption de l’un ou l’autre rôle peut entrainer une augmentation des ROS dans 

la cellule ou une dérégulation de l’homéostasie cellulaire. De plus, le maintien des mitochondries 

en fonctionnement demande un coût énergétique important. La régulation de la qualité et de la 

quantité des mitochondries par mitophagie est donc de première importance pour la cellule. 

Comme évoqué précédemment, une déficience dans ce processus peut être liée à différentes 

pathologies humaines, notamment des maladies neurodégénératives (Redmann et al, 2016). Chez 
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la levure, la sélectivité de la mitophagie dépend de la protéine de la membrane externe des 

mitochondries Atg32 (Kanki et al, 2015). Atg32 interagit avec Atg11 (Mao et al, 2013) ce qui 

entraine le recrutement des mitochondries ciblées au PAS, puis interagit avec Atg8 via son AIM 

cytosolique (Liu et al, 2014). La mutation de l’AIM entraine seulement un défaut partiel de la 

mitophagie, suggérant que l’interaction entre Atg32 et Atg8 n’est pas indispensable pour ce 

processus (Aoki et al, 2011; Kanki et al, 2015; Kondo-Okamoto et al, 2012). Les mitochondries, 

organisées en réseau, sont généralement trop volumineuses pour être dégradées nativement par 

autophagie. La mitophagie pourrait ainsi avoir un lien avec la fission des mitochondries. En effet, 

chez S. cerevisiae, la déplétion de facteurs impliqués dans la fission des mitochondries comme 

Dnm1 ou Fis1 entraine une diminution importante de la mitophagie (Abeliovich et al, 2013; 

Kanki & Klionsky, 2008). Dnm1 interagit d’ailleurs avec Atg11, permettant le recrutement de 

cette dernière aux mitochondries (Kanki & Klionsky, 2008). Un mécanisme important de la 

fission des mitochondries est l’interaction fonctionnelle avec des tubules de RE au niveau de 

sites de contact RE-mitochondries. Les protéines associées à ces sites de contact (ERMES, pour 

ER-mitochondrial encounter site) pourraient être impliquées dans les évenements de fissions au 

cours de la mitophagie (Mao et al, 2013). 

 Chez les mammifères, la mitophagie fait appel à une machinerie plus complexe que chez 

la levure, et au-delà du maintien de l’homéostasie, elle peut être impliquée dans des processus 

développementaux. Comme évoqué précédemment, la mitophagie joue un rôle important dans 

certains processus de différentiation cellulaire comme le développement des érythrocytes, ainsi 

que lors du développement embryonnaire lors de la dégradation sélective des composants 

d’origine paternels (Wei et al, 2017). Dans les cellules de mammifères, la perte du potentiel de 

membrane des mitochondries par traitement chimique entraine la mitophagie, mais l’effet 

drastique de ces traitements ne permet pas d’étudier toutes les régulations de ce processus 

(Narendra et al, 2010). L’hypoxie est un autre stimulus induisant la mitophagie dans les cellules 

de mammifères (Liu et al, 2014). La voie la mieux caractérisée dans la modulation de 

l’autophagie chez les mammifères est la voie PINK1-PRKN/PARK2/parkin. PINK1 est une 

Ser/Thr kinase avec un domaine kinase en C-terminal et une séquence d’adressage en N-terminal, 

alors que PRKN est une ubiquitine ligase de type E3. Lorsque l’intégrité de la mitochondrie est 

affectée, la dépolymérisation que cela entraine affecte l’import de PINK1, normalement importé 

dans la matrice mitochondriale où elle est clivée (Trempe et al, 2013). Cette absence d’import 

fait que PINK1 s’accumule dans l’espace intermembranaire et s’active par autophosphorylation 

(Aerts et al, 2015; Kondapalli et al, 2012; Narendra et al, 2010). Il phosphoryle ensuite 
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différentes protéines, dont PRKN, qui devient active et polyubiquitine différentes protéines de la 

membrane externe mitochondriale. Le modèle classique de la mitophagie implique la 

reconnaissance par les récepteurs SQSTM1 et OPTN des mitochondries polyubiquitinées, faisant 

le lien avec LC3 (Geisler et al, 2010; Kondapalli et al, 2012). 

 

Figure 23 : Principe général de la mitophagie chez les mammifères. L’accumulation de PINK1 la conduit à 

activer par phosphorylation PRKN, qui ubiquitine des protéines de la membrane externe de la mitochondrie. Les 

récepteurs de la mitophagie interagissent avec les protéines polyubiquitinées et font le lien avec LC3, ce qui entraine 

la dégradation de la mitochondrie par autophagie.  

 Cependant, l’activité kinase de PINK1 sur l’ubiquitine pourrait être suffisante, 

indépendamment de l’activité de PRKN, pour recruter les récepteurs autophagiques 

CALCOCO2/NDP52 et OPTN, et ainsi induire l’autophagie dans des proportions moindres 

(Lazarou et al, 2015). Un autre récepteur de la mitophagie semble être PHB2 (prohibitine 2), 

protéine de la membrane interne de la mitochondrie contenant un LIR. L’exposition de cette 

protéine dépendrait de la désintégration de la membrane externe, induite par l’extraction de 

nombreuses protéines de celle-ci suite à leur polyubiquitination (Wei et al, 2017). PHB2 induit 

la mitophagie de façon dépendante à Pink1-PRKN. Un autre rôle de Pink1-PRKN est de médier 

une voie alternative à la mitophagie, la formation de vésicules dérivées des mitochondries 

(MDVs, mitochondria derived vesicles) (McLelland et al, 2016; Sugiura et al, 2014). Ces MVDs 

se forment en cas de défaut des mitochondries limité et localisé. Dans ce cas, seules des portions 

de l’organite sont dégradées. PINK1 et PRKN sont aussi impliquées dans la régulation de la 

mobilité des mitochondries (Wang et al, 2011), en participant à la perte de l’interaction indirecte 

entre une protéine de l’OMM RHOT1 et la kinésine KIF5, transportant les mitochondries le long 

des microtubules. Les mitochondries endommagées sont donc stoppées (Hsieh et al, 2016).  



76 

 

 Si PINK1-PRKN sont des récepteurs majeurs de la mitophagie, tous les types cellulaires 

ne les expriment pas chez les mammifères, et de nombreux autres récepteurs de la mitophagie, 

localisés à la mitochondrie, existent. Par exemple, BNIP3L est un récepteur de la mitophagie 

impliqué lors de la différentiation des réticulocytes en érythrocytes (Matsushima et al, 1998; 

Sandoval et al, 2008). BNIP3L est localisé à l’OMM et possède un domaine LIR, la mutation de 

ce dernier n’entrainant qu’une perte partielle de la mitophagie (Novak & Dikic, 2011), c’est un 

autre motif court qui est indispensable à la fonction de BNIP3L dans les réticulocytes (Zhang et 

al, 2012b). BNIPL3 et un autre récepteur FUNDC1 sont également impliqués dans la mitophagie 

en réponse à l’hypoxie. FUNDC1, phosphorylé et inactivé en conditions normales, est 

déphosphorylé notamment au niveau de son LIR par PGAM5 (Chen et al, 2014). L’élucidation 

de la régulation de la mitophagie en conditions d’hypoxie est particulièrement importante pour 

mieux comprendre la physiopathologie des tumeurs (Palikaras et al, 2015; Zhang et al, 2008).  

 Chez les mammifères, un lien existe également entre fission des mitochondries et 

mitophagie. La fission est régulée par la GTPase DNM1L, connue également comme DRP1 

(Bordi et al, 2017). L’induction de la mitophagie entraine également une diminution de la fusion 

entre mitochondries et une augmentation de la fission (Ni et al, 2014). L’activation de PINK1 

entraine d’ailleurs la dégradation de facteurs pro-fusion des mitochondries (Gegg et al, 2010). 

FUNDC1 participe au recrutement de DNM1L en cas de mitochondrie endommagée, ce qui 

induit la fission (Chen et al, 2016). De façon similaire aux ERMES chez la levure, les MAMs 

(mitochondria associated membrane sites), sites de contact entre ER et mitochondries, pourraient 

moduler la fission des mitochondries en lien avec la mitophagie (Wu et al, 2016a).  

 La plupart des récepteurs de l’autophagie sélective sont des protéines. Dans le cas de la 

mitophagie, un lipide uniquement présent aux mitochondries, la cardiolipine, pourrait jouer ce 

rôle dans les neurones corticaux de mammifères. Le fait d’endommager les mitochondries via un 

traitement de rotenone entraine une translocation importante de la cardiolipine depuis la 

membrane interne vers l’externe, et interagit avec l’extrémité N-terminale de LC3. L’inhibition 

de la synthèse ou de la translocation de la cardiolipine réduit la mitophagie dans les neurones 

(Chu et al, 2013). La cardiolipine pourrait avoir un rôle similaire chez la levure (Shen et al, 

2017), et d’autres lipides pourraient être impliqués comme récepteurs de la mitophagie, comme 

la céramide dans des lignées cellulaires cancéreuses (Sentelle et al, 2012). 

 Afin d’éviter que des enzymes lysosomales ne soient libérées dans le cytoplasme suite à 

la rupture d’une membrane lysosomale et ainsi entrainer la mort cellulaire lysosomale, le contrôle 
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qualité des lysosomes doit être effectué. La dégradation sélective des lysosomes endommagés 

est appelée lysophagie. La galectine 3 (LGALS3) se lie aux glycoprotéines exposées lorsque la 

membrane lysosomale est endommagée, et colocalise avec LC3 lors des évenements de 

lysophagie. GAL3 recrute la protéine tripartite motif TRIM16, qui sert de plateforme de 

recrutement des protéines d’initiation de l’autophagie et de formation du phagophore (Chauhan 

et al, 2016). La dégradation des lysosomes par autophagie semble dépendre d’une liaison entre 

l’ubiqutine, SQSTM1 et LC3, de façon similaire à d’autres types d’autophagie sélective 

(Maejima et al, 2013). De façon indépendante à l’ubiquitine, Gal8 peut directement se lier au 

récepteur autophagique NDP52, qui recrute ensuite des phagophores positifs pour LC3 et 

entraine la lysophagie (Thurston et al, 2012).  

 La xenophagie est un terme générique englobant la dégradation par voie autophagique de 

tout pathogène intracellulaire, comme des virus ou des bactéries. L’ubiquitination des cibles pour 

leur prise en charge par les récepteurs de l’autophagie va permettre la sélectivité. Par exemple, à 

la suite de l’infection par Salmonella typhimurium et sa présence dans le cytosol, les protéines 

bactériennes sont rapidement ubiquitinées et reconnues par les récepteurs SQSTM1 (Zheng et al, 

2009), CALCOCO2 et OPTN (Thurston et al, 2009). Si les trois récepteurs fonctionnent de 

manière équivalente avec des domaines de liaison à l’ubiquitine et des LIRs et peuvent se lier en 

même temps à la même bactérie, la déplétion individuelle en SQSTM1 CALCOCO2 et OPTN 

entraine une augmentation de la réplication de S. typhimurium (Wild et al, 2011). Cela suggère 

que ces trois récepteurs pourraient avoir des rôles individuels, non complètement redondants.  

 La lipophagie (pour revue Schulze et al, 2017), la dégradation sélective des gouttelettes 

lipidiques par autophagie, participe à réguler, en conditions basales ou de déprivation 

nutritionnelle, la disponibilité intracellulaire des triglycérides (Singh et al, 2009). Différents 

types d’autophagies semblent impliqués dans la dégradation des gouttelettes lipidiques (LD pour 

lipid droplets). Une étude a montré que la dégradation des protéines de surface des LD, les 

perlipines (PLINs) pouvait dépendre de l’activité de l’autophagie médiée par les chaperones 

(Kaushik & Cuervo, 2015), qui semble être un évènement en aval nécessaire à l’initiation de la 

lipophagie. L’ATGL, l’adipose triglyceride lipase, possède un LIR et et interagit avec LC3 à la 

surface des LDs. L’ablation de ce LIR entraine un défaut de localisation d’ATGL aux LDs 

(Martinez-Lopez et al, 2016). Bien que ATGL soit capable de dégrader des lipides, le rôle 

principal d’ATGL dans la dégradation des LDs semble lié à sa capacité à réguler l’autophagie 

(Khan et al, 2015). Parmi les protéines localisées au niveau des LDs, on retrouve de nombreuses 

Rab GTPases, dont Rab7, impliquée notamment dans la maturation des autophagosomes. 
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D’autres Rab comme Rab10 participent également au recrutement des marqueurs de la 

macroautophagie et des lysosomes aux LDs, et la déplétion de Rab7 ou Rab10 entraine une 

accumulation des LDs dans les hépatocytes en condition de starvation (Li et al, 2016; Schroeder 

et al, 2015). Ceci suggère un rôle de ces deux Rab dans la régulation de la macroautophagie des 

LDs. Chez la levure, la microautophagie participe également à la dégradation des LDs, en 

adressant directement les LDs à la vacuole, à des sites d’invagination de la membrane de celle-

ci. Les acteurs protéiques et les mécanismes de mise en jeu de la microlipophagie semblent 

dépendre grandement du type de stimulus entrainant celle-ci (Vevea et al, 2015; van Zutphen et 

al, 2014).  

 

Figure 24 : Voies de dégradation des gouttelettes lipidiques. La CMA dégrade la perlipine à la surface des 

gouttelettes lipidiques, et ainsi promeut leur dégradation en rendant accessible les lipides par les lipases et les 

mécanismes de lipophagie. La dégradation des LD conduit à la libération d’acides gras, ensuite utilisables (adapté 

de Schulze et al, 2017). 

 La RE-phagie, dégradation sélective du reticulum endoplasmique par autophagie, ainsi 

que la nucléophagie seront traitées plus en détail dans la partie suivante. 
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 L’autophagie sélective de différents composants de la cellule peut prendre des formes 

variées et assumer différents rôles. Le principe général cependant est qu’un récepteur fait le lien 

entre les protéines de la machinerie autophagique et le cargo à dégrader (ou fait partie intégrante 

du cargo). Ces mécanismes présentent différents niveaux de régulations, dont certains restent à 

élucider afin de mieux comprendre les différentes implications physiopathologiques. 

 

b- RE-phagie, dégradation sélective du RE par autophagie  

 

Le terme Le terme RE-phagie (Pour revue, Grumati et al, 2018) a été utilisé pour la 

première fois pour décrire chez la levure la dégradation du RE à la vacuole lors de la réponse 

UPR (Unfolded Protein Response) (Bernales et al, 2006; Schuck et al, 2009). Lors de cette UPR, 

le volume du RE et sa quantité de membrane augmentent. Rapidement, les levures rétablissent 

l’homéostasie du RE en éliminant les membranes superflues (Schuck et al, 2014). Cette voie de 

dégradation peut également être mise à contribution pour la détoxification : des compartiments 

du RE peuvent stocker des protéines agrégées ou surnuméraires, et ensuite être adressés à la 

vacuole pour dégradation (Cebollero et al, 2012; Yorimitsu & Klionsky, 2007). Des spirales de 

RE se formant après stress du RE provoqué par des traitements au DTT et à la tunicamycine sont 

dégradées par un mécanisme de microautophagie directement à la vacuole (Schuck et al, 2014). 

Des fragments du RE peuvent également être séquestrés dans des vésicules Atg8-positives, en 

cas de starvation ou de traitement par la rapamycine qui inhibe la voie TOR. Cette voie nécessite 

la présence de deux récepteurs, Atg39 et Atg40, qui interagissent via un AIM avec Atg8 

(Mochida et al, 2015). Ces interactions ont été confirmées par approche double hybride chez la 

levure ainsi qu’en immunoprécipitation, et des mutations des AIMs entrainent une perte 

d’interaction. Atg39 est une protéine transmembranaire localisée spécifiquement au niveau de 

l’enveloppe nucléaire, et Atg40 (reticulon-like) est une protéine membranaire contenant un 

domaine RHD très majoritairement localisée au niveau du RE cortical. La surexpression 

d’Atg39-GFP ou Atg40-GFP entraine la présence de points Atg8 et Atg11 positifs près de la 

vacuole. De plus, la déplétion en Atg39 affecte grandement la dégradation d’un marqueur de 

l’enveloppe nucléaire (Hmg1-GFP), alors que l’effet de la déplétion en Atg40 sur celle-ci est 

moindre. La dégradation de Rtn1-GFP, marqueur du réticulum cortical, est très affectée par la 

déplétion en Atg40, alors que les levures déplétées en Atg39 ne présentent pas de différence 
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significative avec le sauvage. Ces résultats indiquent une implication de Atg39 et Atg40 dans la 

dégradation sélective de sous domaines différents du RE. 

 

Figure 25 : Le réticulon-like Atg40 permet l’élimination du RE tubulaire alors que le récepteur Atg39 permet 

la dégradation du RE périnucléaire. Les deux récepteurs comportent un AIM, Atg8 Interacting Motif, entrainant 

leur interaction avec Atg8 et médiant leur prise en charge par le processus autophagique (adapté de Nakatogawa and 

Mochida, 2015). 

 Chez les mammifères, c’est maintenant six récepteurs différents qui ont été mis en 

évidence. FAM134B, SEC62 et CCPG1 ont un rôle dans la dégradation sélective des feuillets de 

RE, et ATL3 et RTN3 dans la dégradation des tubules.  

 

Figure 26 : Récepteurs de la RE-phagie chez la levure et les mammifères. La figure montre la topologie, 

l’orientation et la localisation membranaire des deux récepteurs de levure Atg39 et Atg40 et des cinq récepteurs de 

mammifère RTN3, ALT3, FAM134B, SEC62 et CCPG1. (11BR, région de liaison à Atg-11 ; AIM/LIR et GIM, 

motif d'interaction à Atg8/LC3 et GABARAP respectivement ; FIR, région d'interaction à FIP200 ; RHD, domaine 

réticulon-homologie, TMD, domaine transmembranaire) (adapté de Fregno & Molinari, 2018). 

 FAM134B (reticulon-like) (ou RETREG1) est le premier récepteur de la RE-phagie chez 

les mammifères à avoir été identifié dans des cellules humaines en culture (Khaminets et al, 

2015). FAM134B partage une structure similaire à Atg40, avec la présence d’un RHD près de 

l’extrémité N-terminale et un LIR en C-terminal. FAM134B est une protéine de l’appareil de 

Golgi, également présente au niveau du réticulum endoplasmique, particulièrement au niveau 

des feuillets. FAM134B a notamment pour propriété de courber les doubles membranes 
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lipidiques. L’inactivation de FAM134B ou du LIR entraine un blocage de la fragmentation du 

RE et sa dégradation par la voie lysosomale, en conditions basales ou de starvation. La 

fragmentation du RE lors de la dégradation des feuillets dépendant de FAM134B implique 

l’atlastine ATL2 (Liang et al, 2018). En outre, FAM134B interagit avec la chaperonne 

transmembranaire CANX (Calnexine), qui agit comme un co-récepteur en reconnaissant le 

procollagène mal conformé. Ce processus conduit à l’adressage au lysosome par autophagie du 

procollagène (Forrester et al, 2019). Cela constitue le seul exemple bien caractérisé de la 

médiation par un récepteur de la RE-phagie de la dégradation par autophagie de protéines de la 

lumière du RE. 

 

Figure 27 : Rôles connus de FAM134B dans la RE-phagie des feuillets de RE et l’élimination des 

procollagènes. FAM134B interagit avec LC3 via son LIR (LC3-Interacting Region), ce qui entraine sa prise en 

charge par la voie autophagique et la RE-phagie. La calnexine CANX peut interagir avec FAM134B, et s’associer 

à du procollagène mal conformé, et entraine ainsi la dégradation du RE contenant cette accumulation de procollagène 

(adapté de Forrester et al, 2019). 

 SEC62, protéine transmembranaire faisant partie du complexe translocon, est un 

récepteur autophagique intervenant dans une forme particulière de RE-phagie, la recovER-phagy 

(Fumagalli et al, 2016). Lors d’un stress de type UPR, les cellules de mammifère peuvent 

répondre par l’expansion du RE. Alors que chez la levure, le rétablissement de l’homéostasie et 

du volume peuvent passer par des évènements de micro-autophagie, chez les mammifères c’est 

la macroautophagie séléctive médiée par SEC62 qui est mise à contribution. Ce rôle de SEC62 

dépend de son LIR situé en C-terminal, et semble indépendant du complexe translocon.  

 Lorsque le RE est surchargé de protéines agrégées ou mal repliées, CCPG1 agit en tant 

que récepteur de la RE-phagie (Smith et al, 2018). CCPG1, protéine transmembranaire, présente 

en N-terminal un LIR et deux domaines d’interaction à FIP200. Elle est présente uniquement 

chez les vertébrés et n’a pas d’autre fonction physiologique connue. La partie C-terminale semble 

pouvoir interagir avec les cargos dans la lumière du RE, alors que la partie N-terminale 
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cytosolique recrute les membranes autophagiques. CCPG1 interagit avec LC3B, LC3C et 

GABARAP, et également avec FIP200, via deux séquences FIR (FIP200 interacting region). En 

conditions normales, CCPG1 est localisé principalement au RE périnucléaire ainsi qu’à des foci 

au niveau du RE périphérique, dont le nombre augmente en cas de condition de starvation, et 

ceux-ci colocalisent avec des marqueurs de l’autophagie comme DFCP1, FIP200, WIPI2 et 

LC3B. Si l’interaction avec LC3/GABARAP ou avec FIP200 est empêchée, les foci ne sont plus 

formés. CCPG1 nécessite l’interaction avec les deux partenaires pour pouvoir assurer sa fonction. 

Le traitement par la bafilomycine A1, qui bloque la fusion avec le lysosome, entraine une 

accumulation de CCPG1, qui peut être colocalisée avec LC3B ou STX17 sans marqueurs 

précoces, indiquant que CCPG1 est présent du début à la fin du processus autophagique. De plus, 

l’induction de la réponse UPR notamment par la tunicamycine ou le DTT entraine une 

augmentation de l’expression de CCPG1. In vivo, la RE-phagie médiée par CCPG1 a un effet 

protecteur dans les cellules acinaires pancréatiques contre l’agrégation de protéines dans la 

lumière du RE. CCPG1 pourrait ainsi mettre en relation la signalisation UPR et la RE-phagie 

dans certains contextes.  

 L’atlastine 3 (ATL3) a été très récemment identifiée comme un récépteur de la RE-phagie 

des tubules, spécifiquement (Chen et al, 2019). Il existe 3 atlastines, (ATL1-3), GTPases 

fonctionnant dans la fusion des membranes du RE (Hu et al, 2009). ATL1 est exprimée 

principalement au niveau du système nerveux central, et ATL2 et ATL3 sont ubiquitaires 

(Rismanchi et al, 2008). La déplétion en ATL3 n’affecte pas la morphologie du RE, au contraire 

de celle en ATL2, qui conduit à un RE moins ramifié. En conditions de starvation, seule la 

déplétion en ATL3 affecte la dégradation de protéines des tubules du RE comme REEP5 ou 

RTN4 (Chen et al, 2019), alors que la déplétion en ATL2 affecte uniquement la dégradation de 

protéines des feuillets (Kinectine, Climp63), de façon cohérente avec son implication dans la RE-

phagie dépendant de FAM134B (Liang et al, 2018). L’utilisation de la fusion de la GFP et de la 

mCherry sur le même marqueur REEP5 a permis de suivre l’adressage au lysosome des tubules 

de RE. En effet, l’acidité du lysosome provoque un arrêt de la fluorescence de la GFP mais pas 

de la mCherry (voir partie Autophagie chez C. elegans). La starvation entraine une augmentation 

de la localisation de REEP5 aux lysosomes chez les cellules COS-7 sauvage, ce qui n’est pas 

visible en cas de déplétion d’ATL3. Des expériences d’immunoprécipitation ainsi que de 

précipitation GST ont montré que ATL3 interagit spécifiquement avec les membres de la famille 

GABARAP, mais pas LC3, via deux GIMs (GABARAP interacting motifs), dont les mutations 

affectent l’interaction et la colocalisation d’ATL3 avec GABARAP. Ces mutations affectent 
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l’adressage d’ATL3 aux lysosomes en conditions de starvation. L’interaction entre ATL3 et 

GABARAP est nécessaire à sa fonction dans la RE-phagie des tubules. Les auteurs ont également 

testé des versions d’ATL3 comportant des mutations associées à la pathologie HSAN I 

(hereditary sensory and autonomic neuropathy type I) (Fischer et al, 2014; Kornak et al, 2014). 

Ces mutations entrainent une réduction de l’interaction avec GABARAP et une dysfonction dans 

la dégradation des protéines des tubules de RE en starvation. Le défaut de RE-phagie provoqué 

par ces mutations pourrait être responsable de la pathologie. ATL1 présente en outre des 

homologies avec ATL3, et comporte un GIM fonctionnel. ATL1 interagit donc également avec 

GABARAP. Une mutation de ce GIM est d’ailleurs associée à la paraplégie spastique familiale 

(HSP) (McCorquodale et al, 2011), et elle entraine une diminution de l’interaction avec 

GABARAP.  

 Le gène RTN3 est un gène de type réticulon conduisant à l’expression de plusieurs 

isoformes, dont seule la plus longue (notée RTN3L par les auteurs (Grumati et al, 2017)) est 

impliquée dans la RE-phagie. Identifiée suite à la surexpression dans des cellules UOS d’une 

isoforme courte et d’une isoforme longue issue de chacun des 4 gènes de réticulons (RTN1-4), 

seule la surexpression de RTN3L en conditions de starvation affecte la morphologie des tubules 

décorés par RTN3L.  

 

Figure 28 : L’élimination des tubules de RE par le réticulon RTN3L et le récepteur ATL3. RTN3 comporte 6 

LIR (LC3-Interacting Region) sur sa partie N-terminale, et interagit avec LC3, entrainant la dégradation des tubules 

de RE par autophagie. ATL3 comporte deux GIM (GABARAP Interacting Motif), et peut recruter GABARAP 

associé aux phagophores et ainsi entrainer la RE-phagie des tubules. (adapté de Chen et al., 2019; Grumati et al., 

2017).  

 Suite à la starvation, les tubules présentant un marquage pour RTN3L se fragmentent 

progressivement et colocalisent avec LC3B, et sont ensuite adressés au lysosome. De façon 

intéressante, l’homodimérisation de RTN3L est nécessaire à leur effet de fragmentation des 

tubules de RE. Les isoformes longues ont la particularité de présenter, sur leur partie N-terminale, 
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6 LIRs fonctionnels : seule la mutation simultanée des 6 LIRs entraine la perte totale d’interaction 

avec LC3/GABARAP. Cette interaction est d’ailleurs nécessaire à la fragmentation du RE, qui 

nécessite également la machinerie autophagique. Grumati et ses collaborateurs ont également 

mis en évidence une distinction entre FAM134B et RTN3L. D’une part, les protéines agissent de 

manière indépendante, et présentent des interactomes seulement partiellement similaires. D’autre 

part, FAM134B interagit de façon préférentielle avec MAP1LC3, et RTN3L favorise 

GABARAP-L1.  

 Tout dernièrement, un autre récepteur de la RE-phagie a été identifié dans des études 

utilisant des MEF et des cellules HeLa (An et al, 2019; Chino et al, 2019). TEX264, 

originellement identifiée comme une protéine exprimée dans les testicules (Testis-expressing 

membran protein), interagit avec LC3B via un LIR et colocalise avec les autophagosomes en 

condition de starvation, au niveau de fragments du RE, et apparait comme un récepteur majeur 

de la RE-phagie.  

 La RE-phagie semble liée à différentes pathologies humaines. Il existe différentes 

maladies infectieuses qui exploitent le RE pour leur cycle de réplication, virus ou bactéries. Si 

les mécanismes ne sont pas encore complètement connus, FAM134B et RTN3 peuvent 

restreindre la réplication de différents virus (Chiramel et al, 2016; Lennemann & Coyne, 2017) 

et peuvent être la cible de certains virus. Par exemple, le virus de l’hépatite C (HCV) possède 

une protéase capable de cliver FAM134B dans son RHD, ce qui entraine son incapacité à 

promouvoir la RE-phagie (Lennemann & Coyne, 2017). La protéine NS3A du flavirus interagit 

avec RTN3 pour moduler son activité de courbure de membranes et de générer des vésicules 

(Aktepe et al, 2017). De plus en plus de liens sont établis, notamment suite à l’identification de 

ATL3 comme récepteur, entre maladies neurodégénératives et RE-phagie. FAM134B est lié à la 

neuropathie héréditaire sensorielle HSAN-II. L’inhibition de la RE-phagie modulée par 

FAM134B entraine un stress du RE dans les neurones autonomes et sensoriels et affecte leur 

survie (Khaminets et al, 2015). Si RTN3 a été lié à des maladies neurodégénératives, ce sont 

principalement les isoformes courtes qui ont été exploitées expérimentalement, rendant difficile 

le lien entre ces pathologies et le type de RE-phagie dépendant de RTN3L. Comme indiqué 

précédemment, l’ATL3 est également impliquée dans la HSAN-I, et l’ATL1 dans la HSP. De 

plus, FAM134B et SEC62 sont impliquées dans certains types de cancer. Des mutations de 

FAM134B ont un rôle bivalent : dans le carcinome des cellules squameuses de l’œsophage, 

FAM134B agit comme un oncogène et participe au développement du cancer (Islam et al, 2019). 

A l’inverse, un effet suppresseur de tumeur a été établi dans les cancers du côlon et du sein (Islam 
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et al, 2017; Tang et al, 2007). L’expression de SEC62 a été détectée comme amplifié dans 

plusieurs cancers, sans que le mécanisme ne soit identifié. De façon similaire, TEX264 est 

fortement exprimé dans le cancer colorectal (Liu & Liu, 2015).  

3.  L’autophagie chez Caenorhabditis elegans 

 Depuis plus de 15 ans, Caenorhabditis elegans a émergé comme un modèle puissant pour 

l’étude de l’autophagie, en particulier au cours du développement. Ce nématode est un vers 

transparent de 1mm de long à l’âge adulte, existant principalement à l’état hermaphrodite, alors 

capable d’auto-fécondation. Des mâles peuvent émerger de façon spontanée avec une fréquence 

faible et sont capable de féconder les hermaphrodites, ce qui permet des approches génétiques. 

Le cycle de vie de C. elegans est composé d’une phase de développement embryonnaire, dont 

les différents stades sont décrits d’abord par le nombre de cellules puis par la morphologie de 

l’embryon (Figure 27). 

  

 

Figure 29 : Cycle de développement de C. elegans et implications développementales de l’autophagie. Le 

cycle de développement est composé d’un stade embryonnaire suivi de 4 stades larvaires et un stade adulte. 

L’autophagie est impliquée tout au long du développement dès la fécondation pour la dégradation des organites 

en provenance du spermatozoïde, au cours de l’organogénèse, à l’entrée dans un stade de dormance (daueur) en 

cas de carence alimentaire, et dans la longévité.  
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 Après éclosion, quatre stades larvaires se succèdent, séparés par des mues, et entre ensuite 

au stade adulte caractérisé chez l’hermaphrodite par la maturité reproductive. En réponse à un 

milieu défavorable, les larves précoces peuvent entrer dans un stade développemental alternatif, 

la larve dauer, ce qui leur permet de survivre plusieurs mois.  

 

 Ce modèle présente différents avantages expérimentaux tels qu’un lignage cellulaire 

stéréotypé, la transparence des vers et des embryons et la disponibilité de nombreux outils et 

protocoles expérimentaux.  

 Dans la revue méthodologique suivante, co-écrite avec Yanfang Chen et Renaud Legouis, 

je présente les particularités de la machinerie autophagique chez C. elegans, les différents 

processus physiologiques impliquant l’autophagie dans ce modèle, et présente les différentes 

techniques et outils pour étudier l’autophagie chez le nématode (Chen et al, 2017). 
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Abstract: Macroautophagy (hereafter referred to as autophagy) is an intracellular degradative process,
well conserved among eukaryotes. By engulfing cytoplasmic constituents into the autophagosome
for degradation, this process is involved in the maintenance of cellular homeostasis. Autophagy
induction triggers the formation of a cup-shaped double membrane structure, the phagophore,
which progressively elongates and encloses materials to be removed. This double membrane vesicle,
which is called an autophagosome, fuses with lysosome and forms the autolysosome. The inner
membrane of the autophagosome, along with engulfed compounds, are degraded by lysosomal
enzymes, which enables the recycling of carbohydrates, amino acids, nucleotides, and lipids.
In response to various factors, autophagy can be induced for non-selective degradation of bulk
cytoplasm. Autophagy is also able to selectively target cargoes and organelles such as mitochondria
or peroxisome, functioning as a quality control system. The modification of autophagy flux is involved
in developmental processes such as resistance to stress conditions, aging, cell death, and multiple
pathologies. So, the use of animal models is essential for understanding these processes in the
context of different cell types throughout the entire lifespan. For almost 15 years, the nematode
Caenorhabditis elegans has emerged as a powerful model to analyze autophagy in physiological or
pathological contexts. This review presents a rapid overview of physiological processes involving
autophagy in Caenorhabditis elegans, the different assays used to monitor autophagy, their drawbacks,
and specific tools for the analyses of selective autophagy.

Keywords: C. elegans; genetics; in vivo imaging; electron microscopy; mitophagy; aggrephagy;
LGG-1; LGG-2

1. C. elegans, an Animal Model to Study Autophagy

1.1. General Experimental Advantages

A Caenorhabditis elegans adult is an approximately 1 mm, transparent nematode, predominantly
found as a self-fertilizing hermaphrodite. C. elegans males emerge spontaneously at low frequency
and are able to fertilize hermaphrodites, which allows for all genetic approaches. The life cycle of
C. elegans includes an embryonic phase, four consecutive larval stages (L1–L4) separated by cuticle
sloughing, and the adult stage, during which the worm is reproductively mature. In favorable
conditions, the lifespan of wild-type C. elegans is approximately two to three weeks. In response to
harsh environments, early larvae can enter an alternative larval stage called dauer, which enables them
to survive for several months. C. elegans has a rapid development, three days, and is highly fertile,
with a progeny of a few hundred for a single hermaphrodite. Its cell lineage, 959 somatic nuclei in
the adult hermaphrodite, is invariant, and its stereotypical development leads to the differentiation

Cells 2017, 6, 27; doi:10.3390/cells6030027 www.mdpi.com/journal/cells

http://www.mdpi.com/journal/cells
http://www.mdpi.com
http://dx.doi.org/10.3390/cells6030027
http://www.mdpi.com/journal/cells


Cells 2017, 6, 27 2 of 19

of various cell types and tissues (epidermis, intestine, muscle, neurons . . . ). Its small size and
transparency are convenient for diverse microscopy approaches, and populations can be synchronized
and cultured in liquid medium to obtain a large quantity of biological material. Classical genetic tools
are available in C. elegans, and transgenesis or RNA interference (RNAi) are commonly performed.
Moreover, the genomic engineering by CRISPR-Cas9 has been recently adapted to C. elegans to
efficiently create new transgenic or mutated strains [1]. All these experimental advantages established
C. elegans as a good model, which has been key in the understanding of major biological processes
such as the apoptotic cell death or the discovery of RNAi.

1.2. Physiological Processes Involving Autophagy in C. elegans

The Atg (autophagy related) genes, which are involved in various aspects of autophagy, were
first identified in yeast, but are mostly conserved in other eukaryotes (Table 1). In mammals,
numerous orthologs emerged from genetic amplifications, but in C. elegans, most atg genes have
one single ortholog. However, two homologs exist for Atg4, Atg8, and Atg16 (Table 1). Interestingly,
each homolog of the ubiquitin-like protein ATG8, named LGG-1 and LGG-2, corresponds to a specific
member of the GABARAP and LC3 families, respectively. Both LGG-1 and LGG-2 are conjugated to a
phosphatidylethanolamine (PE) lipid present in the membrane of phagophore and autophagosome [2].
Although lgg-1 is essential for development and fertility, lgg-2 null mutants do not present a gross
developmental or morphological phenotype. In regards to the limited genetic duplications and
the simplicity of the animal, C. elegans has emerged as a powerful alternative model for exploring
autophagy in the context of tissue-specificity and developmental processes [3–5].

Table 1. Autophagy genes in C. elegans, and homologs.

C. elegans Genes Mutant Alleles or RNAi Mammalian Homologs Yeast Genes References

atg-2 bp576 ATG2 ATG2 [6]
atg-3 bp412/RNAi ATG3 ATG3 [7]

atg-4.1 bp410 ATG4A, ATG4B ATG4 [2]
atg-4.2 tm3948 ATG4C, ATG4D ATG4 [2]
atg-5 bp546/RNAi ATG5 ATG5 [8]
atg-7 bp422/RNAi ATG7 ATG7 [7]
atg-9 bp564/RNAi ATG9 ATG9 [6]

atg-10 bp421, bp588/RNAi ATG10 ATG10 [7]
atg-16.1 gk668615d ATG16L1 ATG16 [8]
atg-16.2 bp636, ok3224 ATG16L2 [8]
atg-18 gk378/RNAi WIPI1, WIPI2 ATG18 [9,10]
bec-1 ok691, bp613, ok700/RNAi BECN1 VPS30/ATG6 [10,11]
epg-1 bp414 KIAA0652 ATG13 [12]
epg-2 bp444/RNAi ? VPS34 [9]
epg-3 bp405/RNAi VPM1 VPS34 [9]
epg-4 bp425/RNAi EI24 VPS34 [9]
epg-5 tm3425/RNAi EPG5 VPS34 [9]
epg-6 bp242 WIPI3, WIPI4 [6]
epg-7 tm2508 FIP200 VPS34 [13]
epg-8 bp251 ATG14 ATG14 [14]
epg-9 bp320 ATG101 VPS34 [15]

let-363 h98/RNAi TOR [16–18]
lgg-1 tm348/RNAi GABARAP ATG8 [7,9,18–25]
lgg-2 tm5755/RNAi LC3 ATG8 [22,24,26]
lgg-3 RNAi ATG12 ATG12 [7,22]
pgl-3 bp439 ? [12]
rab-7 ok511/RNAi RAB7 [19,23–25]
sepa-1 bp456 ? [9,12]
sqst-1 ok2892 SQSTM1/p62 [13]
unc-51 e369/RNAi ULK1 ATG1 [18,27,28]
vps-34 h741 VPS34 VPS34 [29]
vps-39 tm2253 VPS39 [25]
vps-41 ep402 VPS4 [25]
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During the last 15 years, numerous studies on C. elegans have shown that autophagy is involved
in multiple processes through embryonic and larval development. Upon fertilization, the degradation
of several paternal organelles is dependent of the formation of autophagosomes. This fast process,
called allophagy (allogenic organelles autophagy), leads to the degradation of the sperm components
by selective autophagy, and is linked to the polyubiquitination of these organelles [19,24]. In this
particular process, it has been shown that LGG-1 acts upstream of LGG-2, with LGG-1 being involved
in the early steps of autophagy, and LGG-2 in the maturation of autophagosomes [25]. Later during
embryogenesis, a selective autophagy process called aggrephagy is involved in the removal of proteins
that are prone to form aggregates (see below Section 3.1.1). During this process, different maternally
inherited germline-specific components are selectively eliminated by aggrephagy in somatic cells,
allowing their restriction to the germline precursor cells. The depletion of various autophagy proteins
results in a late embryonic lethality demonstrating that autophagy also plays a role in differentiation
and organogenesis [30]. During larval development, autophagy acts as a response to unfavorable
environmental conditions. For instance, autophagy allows newly hatched L1 larvae to survive one to
two weeks without nutrients [20]. Autophagy also has a critical role for the epidermal differentiation
of the dauer larvae stage, which enables survival in harsh environments for several months [31].

Autophagy is also involved in the response to various kinds of stress such as osmotic stress,
oxidative stress, starvation, and resistance to pathogens. The inhibition of autophagy in C. elegans leads
to a reduced survival under particular stress conditions [20,21,32–34]. For instance, inactivation by
RNAi of autophagy genes (atg-7, bec-1, lgg-1) decreases the survival rates in S. thyphimurium-infected
animals and suppresses the resistance conferred by the insulin-like signaling pathway. Hormetic heat
stress induces autophagy, and thus improves survival and proteostasis in the nematode [35].

Using genetic contexts where the lifespan of the worm is extended (eat-2, daf-2, let-363, among
others), studies have shown that aging and longevity are dependent on autophagy [16]. Indeed,
the long-lived phenotype can be suppressed when several autophagic genes are inactivated (lgg-1,
atg-18, bec-1, atg-7, atg-9, vps-34) [36]. Several pieces of evidence link autophagy and longevity
in C. elegans [16,23], notably through the insulin pathway, which is consistent with knowledge on
other species.

Cell death is crucial for many aspects of normal development, and can occur by apoptosis, necrosis,
or other processes. C. elegans is a well-established model to study cell death, and more than 10% of
cells undergo programmed cell death during embryonic and larval development [37]. Autophagy
genes are involved in apoptotic cell degradation during development, and in germline cells. Dying
cells lead to the formation of cell corpses, and autophagy proteins (BEC-1, UNC-51, ATG-18) were
shown to be involved in the removal of those corpses in germline cells. In addition, the inactivation
of bec-1, the ortholog of human Beclin-1 that interacts with the apoptotic factor CED-9/BCL2, causes
an augmentation of the number of apoptotic cell corpses in embryo [38]. Moreover, some classical
autophagy proteins are implicated in the so-called LC3-associated phagocytosis (LAP), which is
involved in apoptotic cell removal. LAP is distinct from autophagy because it does not require the
whole autophagy machinery, and LC3 is recruited to a single membrane vesicle. BEC-1 is critical for
the removal of cell corpses in germline cells by a LAP process. Recently, a LAP-dependent degradation,
requiring BEC-1, LGG-1 and LGG-2, but not UNC-51 and EPG-8, has been demonstrated for mid-bodies
in C. elegans embryo [39]. Using a model of necrosis for touch neurons, some studies have shown that
autophagy is upregulated in early phases of necrotic cell death, and synergizes with the lysosomal
pathway [18,40].

Until 2016, the relationship between autophagy and tumor cells has not been addressed using
available models of C. elegans. However, a first report demonstrated that the upregulation of autophagy
has a role in limiting the growth of heterogeneous tumors in the gonad [41].
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2. Methods to Monitor Autophagy in C. elegans

2.1. Imaging Autophagy

One of the most common ways to monitor and study autophagy consists of imaging autophagic
structures, receptors and cargoes. The transparency of C. elegans has facilitated the development of
light microscopy approaches, either in vivo or on fixed material. Additionally, different protocols have
been optimized for analyzing autophagy by electron microscopy in C. elegans.

2.1.1. In Vivo Imaging

Similarly to Atg8/LC3, which are widely used to monitor autophagy [42], LGG-1 and LGG-2
are the most frequent markers to localize autophagosomes in C. elegans, because they are recruited
to autophagosome through the lipidation of their C-terminus. Several strains expressing fluorescent
fusion proteins with LGG-1 and LGG-2 are available (Table 2). In 2003, Melendez and colleagues
generated the first strain expressing GFP::LGG-1, driven by its own promoter [31], which rapidly
became the most common way to localize autophagosomes in C. elegans (strain DA2123 [20]).
GFP::LGG-1 shows a dynamic pattern of dots during embryogenesis, which appears along with
a diffuse signal in some cells that can be reduced by confocal imaging (Figure 1A). In adult and larva,
in nutrient-rich conditions, GFP::LGG-1 is diffused in various tissues. Upon starvation, the number
of GFP::LGG-1 dots increases mostly in hypodermis, seam cells, and intestinal cells, corresponding
to an activation of autophagy [4]. The quantification of autophagy has been performed by counting
GFP::LGG-1 dots at most stages of development and in most tissues. However, care should be taken,
since some cells present a high cytosolic diffuse signal, and because GFP::LGG-1 is a multiple-copies
transgene with an overexpression that might affect the number of autophagosomes, and possibly
forms aggregates in particular conditions. Moreover, despite an expression under LGG-1’s own
promoter, DA2123, GFP::LGG-1 is silenced in the germline and the very early embryo. The use of a
stage-specific promoter, Ppie-1, has overcome this difficulty (strain RD204 [25]). DsRed::LGG-1 and
mCherry::LGG-1 have been generated, although they have been less extensively used and are more
prone to aggregation, especially in nutrient deprivation conditions [5,20,43]. Interestingly, a tandem
fusion GFP::mCherry::LGG-1 has been created, which allows for the monitoring of the autophagic flux
in vivo (Figure 1D) [25]. GFP and mCherry have different sensitivities to the acidic pH of the lysosome,
which enables autolysosomes (mCherry-only positive dots) to be distinguished from autophagosomes
(GFP and mCherry positive dots). However, due to the pie-1 promoter-driven expression, this tool can
only be used in the early embryo and germline cells [25].

LGG-2 has been less characterized than LGG-1, but GFP::LGG-2 can also be used as an alternative
marker to monitor autophagy activity during development, because its localization at phagophores
and autophagosomes has been validated by immunoelectron microscopy [25]. Of note, two particular
constructs have been generated, GFP::LGG-1(G116A) and GFP::LGG-2(G130A), which inhibit their
lipidation and can be used as controls to exclude aggregation artefacts (Figure 1C).

Another caution about the interpretation of LGG-1 and LGG-2 patterns arises from recent
studies that show that in starved mammalian cells, the LC3 family is dispensable for autophagosome
formation [44]. This finding supports the idea that an autophagosomal-like structure can be formed in
the absence of the Atg conjugation system [45]. Thus, it is possible that LGG-1 and LGG-2 may not be
involved in all autophagy processes. To overcome these potential limitations, alternative and reliable
markers of autophagosomes should be investigated in C. elegans. One interesting possibility would be
to use the syntaxin 17 (STX17), which labels closed autophagosomes in mammals [46]. Unfortunately,
there is no obvious homolog of stx17 in the C. elegans genome. Alternatively, the identification of other
C. elegans ATG orthologous genes enabled the generation of several tools to visualize autophagy in vivo.
Fluorescent reporters such as GFP::BEC-1, GFP::ATG-4.1, GFP::ATG-9, and GFP::ATG-18 have been
generated, and their specific expression patterns have been described [2,6,38,47]. Those reporters have
not been frequently used, but should emerge as powerful complementary tools to further visualize
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and analyze the autophagy process, especially for early steps of phagophore formation. Additionally,
the analysis of aggrephagy by Zhang et al. led them to develop several interesting tools [4,7], which
are not restricted to this particular autophagy process. For instance, several GFP-tagged proteins can
be used to analyze the degradation or visualize specific cargoes, such as the SEPA family and the
autophagy receptor SQST-1 (see Section 3.1).
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Figure 1. Use of LGG-1 and LGG-2 to monitor autophagy in C. elegans. (A) In vivo confocal picture of 
GFP::LGG-1 in a 500-cell embryo. GFP::LGG-1 puncta correspond to autophagosomes; (B) Merge 
confocal picture of a co-immunostaining of LGG-1 and LGG-2 in 200-cell embryo. Three types of 
puncta can be distinguished: LGG-1 positive (red), LGG-2 positive (green), and double positive 
(yellow); (C) In vivo confocal picture of GFP::LGG-1(G116A) form in a 500-cell embryo. This non-
lipidated form presents a diffuse localization pattern with no puncta; (D) Epifluorescence merge 
picture of the tandem GFP::mCherry::LGG-1 in a two-cell embryo. The yellow arrow indicates an 
autophagosome (yellow resulting from GFP and mCherry fluorescences), whereas the red arrow 
shows an autolysosome (only mCherry fluorescence in acidic compartment); (E,F) Electron 
micrographs of GFP::LGG-1 embryos incubated with antibodies coupled to gold beads, revealing 
autophagosomal structures; (G–I) Correlative light and electron microscopy (CLEM) analysis of 
GFP::LGG-1; (G) Merge between bright field and fluorescence images of an ultrathin section of an 
embryo; (H,I) Electron micrographs of the boxed region in G. Green arrows indicate GFP::LGG-1 
positive autophagosomes; (J) Schematic representation of autophagic flux and Western blot analysis 
of GFP::LGG-1 using GFP antibodies. The cleaved GFP correspond to a product of degradation in 
autolysosomes. The relative quantity of GFP::LGG-1 and the phosphatidylethanolamine (PE) 
conjugated form allows the measurement of the autophagic flux. Tubulin is used for normalization. 
Scale bar: 5 µm (A); 2 µm (E); 1 µm (H). 

Figure 1. Use of LGG-1 and LGG-2 to monitor autophagy in C. elegans. (A) In vivo confocal picture
of GFP::LGG-1 in a 500-cell embryo. GFP::LGG-1 puncta correspond to autophagosomes; (B) Merge
confocal picture of a co-immunostaining of LGG-1 and LGG-2 in 200-cell embryo. Three types of puncta
can be distinguished: LGG-1 positive (red), LGG-2 positive (green), and double positive (yellow);
(C) In vivo confocal picture of GFP::LGG-1(G116A) form in a 500-cell embryo. This non-lipidated form
presents a diffuse localization pattern with no puncta; (D) Epifluorescence merge picture of the tandem
GFP::mCherry::LGG-1 in a two-cell embryo. The yellow arrow indicates an autophagosome (yellow
resulting from GFP and mCherry fluorescences), whereas the red arrow shows an autolysosome
(only mCherry fluorescence in acidic compartment); (E,F) Electron micrographs of GFP::LGG-1
embryos incubated with antibodies coupled to gold beads, revealing autophagosomal structures;
(G–I) Correlative light and electron microscopy (CLEM) analysis of GFP::LGG-1; (G) Merge between
bright field and fluorescence images of an ultrathin section of an embryo; (H,I) Electron micrographs
of the boxed region in G. Green arrows indicate GFP::LGG-1 positive autophagosomes; (J) Schematic
representation of autophagic flux and Western blot analysis of GFP::LGG-1 using GFP antibodies.
The cleaved GFP correspond to a product of degradation in autolysosomes. The relative quantity of
GFP::LGG-1 and the phosphatidylethanolamine (PE) conjugated form allows the measurement of the
autophagic flux. Tubulin is used for normalization. Scale bar: 5 µm (A); 2 µm (E); 1 µm (H).
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2.1.2. Immunostaining of Autophagy Proteins

Additionally to fluorescent reporters, antibodies against several autophagy proteins have
been produced and used in C. elegans (Table 2). Immunostaining of the endogenous LGG-1 and
LGG-2 proteins revealed dots that are similar to the GFP::LGG-1 dots in transgenic worms [6,24].
While GFP::LGG-1/LGG-2 reporters are useful for observations of live animals, immunostaining
is essential to reflect the endogenous protein localization. Anti-LGG-1 and LGG-2 antibodies
confirmed that the basal level of autophagy is not constant during embryonic development, with a
maximum puncta between 100-cell and 200-cell stages [4]. In different autophagy mutant contexts,
the pattern of LGG-1 is drastically modified. For instance, in atg-3 and atg-7 mutants, both required
for LGG-1 conjugation to PE, no LGG-1 puncta are detected [9]. In atg-2, atg-18 and epg mutants,
the progression of the autophagy flux is impaired, resulting in the accumulation of LGG-1 puncta [6,9].
Co-localization approaches using anti-LGG-1 and anti-LGG-2 antibodies allowed researchers to
highlight the existence of three distinct populations of autophagosomes: LGG-1 only, LGG-2 only,
or double positive (Figure 1B) [25]. The co-localization approaches between LGG-1/LGG-2 and other
proteins, for instance the autophagy substrate SEPA-1, are easy to perform by immunostaining in
the embryo, but this approach is more complicated in larva or adult, especially for some tissues.
Because anti-LGG-1 and anti-LGG-2 antibodies are limited resources and not commercially available,
some studies used anti-GFP and anti-mCherry antibodies in reporter-expressing strains to perform
co-localization analyses.

Table 2. List of autophagic reporters and targets of antibodies in C. elegans.

C. elegans Protein Tools Localization Pattern References

LGG-1
GFP, DsRed,

GFP::Cherry, Cherry,
mRFP; antibody

Puncta [9,25,28,31,40,48]

GFP::LGG-1(G116A) Diffuse [25]
LGG-2 GFP; antibody Puncta [24]

GFP::LGG-2(G130A) Diffuse [23]
BEC-1 GFP, mRFP Puncta/Patch [28,38]

ATG-4.1 GFP Diffuse [2]
ATG-9 GFP Diffuse [6]
ATG-18 GFP Puncta [47]
EPG-1 GFP Diffuse [12]
EPG-2 Antibody Puncta [9]
EPG-3 GFP Diffuse [9]
EPG-4 GFP Diffuse [9]
EPG-5 GFP Diffuse [9]
EPG-6 GFP Diffuse [6]
EPG-7 GFP Puncta [13]
EPG-8 GFP Diffuse [14]
LMP-1 GFP Puncta [11]
SEPA-1 GFP, RFP; antibody Puncta/Patch [7,12]
SQST-1 GFP Puncta/Patch [9]
PGL-1 GFP; antibody Puncta/Patch [7]
PGL-3 Antibody Puncta/Patch [7]

2.1.3. Electron Microscopy

At the end of 1950s, electron microscopy (EM) allowed researchers to observe double-membrane
vesicles, which were first coined as “autophagosomes”, by C. de Duve in 1963 [49,50]. The three main
steps of the autophagy flux were described first on a morphologic basis: phagophore, autophagosome,
and autolysosome. EM is still considered to be one of the most reliable approaches in the study
of autophagy, as it allows the anatomic observation of the different autophagic structures without
labelling. It is also a very unique method for analyzing many detailed aspects, from the sub-cellular
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compartments to the tissue organization when autophagy is impaired. EM approaches have been
applied and optimized for C. elegans [51]. When C. elegans is grown in starvation conditions, it has
been observed through EM that the relative volume of autophagic structures increases 10-fold [34].
Autophagic structures have also been shown by EM analysis to accumulate under oxidative stress,
and in mutants such as glp-1 and daf-2 [17,31]. In the epg-3 or epg-4 mutants, an abnormal accumulation
of phagophore is observed, which supports the idea of a role for these proteins in the early steps
of autophagosome formation [9]. Therefore, the anatomic analysis of autophagic structures by
EM, combined with a quantitative analysis, allows for a good characterization of the autophagy
flux. Moreover, combining EM with gold immunostaining can create a more specific analysis
of various autophagy proteins or processes. Indeed, the presence of LGG-1 and LGG-2 at the
membranes of phagophores and autophagosomes were confirmed with this technique (Figure 1E).
As an alternative approach to immunogold labelling, correlative light and electron microscopy (CLEM)
allows researchers to study the distribution of an autophagy protein when antibodies are not available.
The principle is to combine EM with the observation of the fluorescence of a reporter by using fixation
conditions and embedding resin that preserves the fluorescence. Such a technic has been efficiently
used for GFP::LGG-1 and GFP::LGG-2, allowing researchers to correlate fluorescent puncta with
vesicular structures (Figure 1G) [25].

EM-based approaches present the advantages of being anatomical, very resolutive,
and independent of any markers, so they are often essential to further confirm light microscopy
observations. Although EM approaches are very informative, they can only be performed on fixed
tissue, which can generate artefacts; they are time and resources consuming; and they require a high
level of expertise. Moreover, rare events could be very difficult to identify, and 3D reconstitutions
are complicated to perform in routine. Therefore, EM and light microscopy analysis are very
complementary approaches.

2.2. Molecular Approaches

Autophagy is a very dynamic process whose regulation relies on multiple parameters. Although
imaging autophagy reveals insights about important features of the process, it is not sufficient to
address all aspects. In order to monitor the level of autophagy and/or the completion of the different
steps of the autophagic process, different molecular tools are available that enable the quantitative
analysis of protein modifications.

2.2.1. Monitoring Autophagic Flux by Western Blotting

LGG-1 is synthetized as a precursor protein and immediately cleaved at position 116 by the
protease ATG-4.1 to generate LGG-1-I, a protein diffuse in the cytosol with a C-terminal exposed glycine
residue. By a conjugation mechanism involving several ATG proteins, LGG-1-I is lipidated to PE,
thereafter called LGG-1-II, and associated at the membrane of the phagophore and autophagosome [25].
Due to their differences in molecular weight and lipid modification status, LGG-1 forms can be
separated on a SDS-page gel, with LGG-1-II migrating slightly faster than LGG-1-I, and revealed
by Western blotting (WB). The relative quantity of the LGG-1-II form compared with LGG-1-I can
generally be correlated with the number of autophagosomes. Measuring the ratio of LGG-1 conjugated
to autophagosomes is a way to quantify autophagy activity in different contexts [4,52]. For example,
in embryos, the LGG-1 precursor is not visible, and LGG-1-II is in small minority compared with
LGG-1-I. When autophagy flux is blocked, either during autophagosome formation or maturation
(epg-3, epg-5), both LGG-1-I and LGG-1-II levels increase. In contrast, when LGG-1 cleavage is impaired
(atg-4.1 mutant), a significant accumulation of LGG-1 precursor is observed, and LGG-1-I becomes
undetectable. When conjugation is blocked (atg-3), LGG-1-I is accumulated and the lipidated form is
not present. More generally, an increased level of lipidated LGG-1-II reflects an increase in the number
of autophagic structures, which can result from both an increase of the autophagic flux or a blockage
of autophagosomal maturation. The usage of lysosomal inhibitors can help distinguish between those
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cases [52]. An alternative approach consists of using GFP::LGG-1-expressing strains. Within these
constructs, WB using an anti-GFP allows the identification of the lipidated and non-lipidated forms,
and an additional lower band that corresponds to the cleaved GFP (Figure 1J). GFP::LGG-2 can also
be used for monitoring autophagy through WB, although it has been less extensively characterized
and used. When autophagy is functional, a major band for GFP::LGG-2 is observed along with two
minor bands, one slightly higher and one slightly lower, which could correspond to post-translational
modifications. The lipidated form has not been strictly identified yet with the non-lipidated form
GFP::LGG-2(G130A); only the major band is observed [23]. Similarly to LGG-1, a cleaved GFP appears
upon formation of the autolysosome, and is very convenient for measuring the autophagic flux.
For example, in a context where the formation of the autolysosome is impaired, the amount of the
cleaved GFP is decreased, while GFP::LGG-1-I and GFP::LGG-1-II forms are increased.

If WB has been predominantly performed on LGG-1 and LGG-2, the quantification of known
cargoes and receptors of autophagy also has been punctually used. In particular, the amount of the
aggrephagy cargo PGL-3 and the receptor SQST-1 have been used as indicators of autophagy activity
by WB [7,53].

Western blotting approaches are useful to evaluate and quantify autophagy in different contexts.
They are also relatively easy to perform, but some limitations should be mentioned. Since LGG-1
expression highly depends on the developmental stage, the population of worms or embryos needs to
be synchronized, and the material must be in sufficient quantity. Additionally, the sensitivity of this
technique is limited, and subtle changes of autophagic flux state might be not observed. In particular,
a modification of the autophagic flux limited to a specific tissue could potentially be very difficult to
detect with this technique.

2.2.2. Monitoring Autophagy Genes Expression by RT-qPCR

While the post-translational modification of several autophagy proteins is very important
for autophagy, analyzing the transcriptional level could be a good indication of an autophagy
induction/repression. Measuring the transcription level of autophagy genes by RT-qPCR has been
an efficient way to detect the induction of autophagy. In the context of starvation or the inhibition of
the LET-363/TOR signaling pathway, this technique revealed an increase of mRNA levels of several
autophagy genes (lgg-1, atg-18 . . . ). This approach allowed the identification of new actors involved
in the regulation of autophagy gene expression in C. elegans, and particularly the transcription factor
HLH-30, ortholog of mammalian TFEB [54]. In a similar way, in the long-lived insulin receptor daf-2
mutants, mRNA levels of some autophagy genes are increased, which supports the link between
autophagic activity and lifespan expansion [55]. For this technique, the normalization of gene
expression to multiple control genes is mandatory (for example pmp-3, cdc-42) [56,57]. RT-qPCR
is very sensitive, and can be performed on many genes in the same experiment even with small
samples, so it represents an interesting complementary tool.

2.3. Modifying Autophagy

In order to study the links between autophagy and cellular or developmental processes, it is
essential to analyze the effects of a modification in the autophagic flux. Through using either genetic
approaches or drug treatments, C. elegans allows the study of the consequences of an induction or a
blockage of autophagy throughout a whole organism.

2.3.1. Genetic Approaches

Yoshinori Ohsumi identified Atg genes by genetic screens in Saccharomyces cerevisiae, for which
he was awarded the 2016 Nobel Prize in Physiology or Medicine. The large majority of those genes
have a single ortholog in C. elegans, and are involved in autophagy process (Table 1). For example,
one of the first autophagy genes characterized in C. elegans is bec-1 [31]. The usage of RNAi to deplete
BEC-1 causes defects in dauer formation and extension of the lifespan [31]. Thanks to the international
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C. elegans Gene Knockout Consortium and the Japanese National BioResource Project, numerous
knocked-out mutants in autophagy genes are available. Noticeably, additional autophagy genes
have been discovered by screening in C. elegans. Zhang et al. performed a non-lethal genetic screen
to identify mutants for deficiency in the degradation of autophagy aggregates during embryonic
development [6,9]. The newly identified genes involved in this autophagy process have been named
epg (ectopic PGL granules). The epg genes are either distantly related to yeast ATG genes or have
no yeast counterparts [12,14,15]. Numerous new tools such as mutants and fluorescent reporters
have been generated by these studies. More recent RNAi screenings allowed the identification of
signaling pathways involved in the control of autophagy. The results of the different screenings and the
numerous genetic tools available have made C. elegans a powerful model to study the genetics behind
autophagy process and its modulation. Indeed, the mutants of diverse autophagy genes involved in
different steps of autophagy process, such as impairing or decreasing autophagy, are widely used.
Additionally, mutants in the regulation of autophagy (hlh-30, TOR) and adaptors (sepa, sqst-1) also
have been described [9,12,56,58]. The depletion of some autophagy proteins, such as BEC-1 and
LGG-1, can be linked to sterility or lethality occurring during development, which can complicate
their study at later stages. Nevertheless, RNAi in C. elegans can be performed by feeding and has
been successfully used to provoke depletions in larva and adults. In addition, RNAi depletion can
be performed in a tissue-specific manner, thanks to the development of a genetic tool [59]. Since
C. elegans presents highly specialized tissues, tissue-specific autophagy genetic tools can be interesting
for studying the involvement of autophagy in very specific processes. While tissue-specific knockout
are not possible in classical mutants, a tissue-specific RNAi approach has been developed in C. elegans.
It consists of using a strain impaired for RNAi processing machinery, then transfected with construct
with a tissue-specific promoter, which restores the RNAi process. Intestinal-specific depletion of BEC-1
revealed that autophagy activity in the intestine is essential against S. typhimurium infection [33].
The main limit of the RNAi approach could be its efficiency, with some RNAi failing to reliably deplete
the target protein. So, it is essential to check whether a specific RNAi has an effect on the amount
of protein or mRNA. Temperature-sensitive mutants are generally a good tool to overcome lethality
in C. elegans, but have not been yet reported for atg genes. Particular genetic tricks can be exploited
for resolving lethality issues. For example, the lgg-1(tm3489 maternal) strain was obtained by the
transgenesis of Plgg-1::gfp::lgg-1, which is expressed in somatic cells but not in germline cells. Indeed,
the expression of GFP::LGG-1 starts when embryos reach 20-cell stage, rescuing the adult sterility
and allowing the characterization of the phenotype of early embryos depleted for LGG-1 [23,25].
Altogether, the numerous autophagy-related genetic tools available in C. elegans allow an in-depth
genetic analysis of pathways and epistasis.

2.3.2. Pharmacological Treatments

In mammalian cells, drugs are commonly used for modifying and also analyzing the autophagic
flux. In regards to the links between pathologies (neurodegenerative diseases, cancer) and autophagy,
drugs that modulate autophagy activity have a strong potential. Those molecules have various effects,
and can be sorted into two main categories: autophagy activators and autophagy inhibitors. Drugs
causing starvation or ER stress also increase the induction steps of autophagy, whereas some activators
have an effect on later steps of the autophagic process, during the autophagosome maturation. Several
inhibitors are effective for the blockage of the induction steps (class III PI3P inhibitors), while others
impair the autophagosome’s degradation.

In C. elegans, several constraints made the pharmacological approaches less preponderant for
modulating autophagy. Indeed, worms present a protective cuticle that reduces the penetration and
diffusion of drugs. Additionally, it has been suggested that C. elegans metabolism reduces the efficiency
of drugs, leading to the usage of higher concentrations of drugs in this model [60]. Lastly, numerous
studies on autophagy have been performed on the embryos, whose eggshell is impermeable to most
molecules, which complicates pharmacological approaches. Nevertheless, several drug screenings
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and pharmacological approaches have been validated in C. elegans for both inducing and inhibiting
autophagy. A drug screen on C. elegans showed that fluphenazine, a potent autophagy enhancer,
was efficient at reducing the proteotoxicity of ATZ (alpha-1-antitrypsin Z) in both C. elegans and a
mouse model. In mammals, the accumulation of ATZ is linked to liver disease, as well as associated
with hepatic fibrosis and hepatocellular carcinoma [48]. In regard to longevity, both resveratrol and
spermidine increase the lifespan of the nematode in an autophagy-dependent way [61,62]. On the
other hand, Bafilomycin A1 can be used to block the late steps of autophagy and avoid autophagosome
maturation, thus delaying the degradation of autophagy substrates, and simplifying their study. It can
be administered by feeding or injection; both approaches showed an effect on autophagy [63,64].
The inactivation of autophagy using inhibitors of type III PI3K, Wortmannin, and 3-methyladenin,
causes an hypoxic lethality in the worms [21].

Alternatively, exposure to stress such as starvation or heat-stress are also an option that can be
exploited to induce autophagy. Starvation strongly increases the volume of autophagosomes [34],
and thermotolerance affects the transcription of autophagic genes, autophagosome numbers,
and mitochondrial degradation [20,35,65,66]. The main limitation of using either pharmacological or
physical treatments is the potential secondary effects on various other cellular processes. Additionally,
autophagy induction or inhibition caused by treatments could be a secondary effect of the potential
disruption of an unrelated process. In summary, this approach is powerful for performing mechanistic
analyses, but should be used cautiously for interpreting physiological processes.

3. Tools to Monitor Selective Autophagy

Depending on the cargoes that are sequestered and degraded, autophagy has been qualified
as bulk or selective. Selective autophagy specifically recognizes and engulfs proteins or organelles
through autophagy receptors that mediate the interaction with ATG8/LC3 proteins. Autophagy
adaptors could have a function during selective autophagy, but have no roles on cargo recognition,
and are not degraded during the process [67]. It can be sometimes difficult to distinguish between bulk
and selective autophagy because they mainly share the same autophagy machinery and can contain
similar organelles, such as mitochondria or ER. This part concentrates on two selective processes:
the aggrephagy and the mitophagy, for which C. elegans has been efficiently used for in vivo analyses.

3.1. Aggrephagy

Autophagy is an efficient mechanism for the degradation of proteins, and in particular of
aggregates, through a selective process called aggrephagy. During C. elegans embryogenesis, several
aggregate-forming proteins are selectively removed by aggrephagy [53].

3.1.1. P Granules Degradation through Aggrephagy

P granules are ribonucleoprotein aggregates synthesised in germline and transferred to offspring
through oocyte. P granules were proved to have a function in germ cell determination during
embryogenesis, and are restricted to germline precursor cells, while the P granules components in
somatic cells are quickly degraded [7,68]. Two types of P granules components, the proteins PGL-1 and
PGL-3, are selectively degraded through aggrephagy, and in autophagy mutants, P granules-like (PGL)
structures accumulate until the larva stage. By a genetic screening, the SEPA-1 protein was identified
as an important factor for P granules degradation. SEPA-1 binds with both PGL-3 and LGG-1 for
cargo recognition in this process, and SEPA-1 itself is also degraded by autophagy [7]. Western blot
analysis showed that the sepa-1 mutant caused the accumulation of PGL granules. Immunostaining
assay revealed the co-localization of SEPA-1 with both PGL granules and LGG-1 dots, which indicated
that the SEPA-1 protein may be a bridge molecule in mediating P granule selective autophagy. Then,
the co-immunoprecipitation confirmed the interaction of SEPA-1 with PGL granules and LGG-1.
These data demonstrated that SEPA-1 is a receptor for selective autophagy in P granules degradation.
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Several tools have been generated to allow the analysis of aggrephagy in the embryo. P granules
can be analyzed by EM, immunofluorescence or Western blot on embryo extract, and transgenic worms
expressing GFP::PGL-3 or GFP::PGL-1 in germline allow in vivo observation. In wild-type embryos,
GFP::PGL-1 granules are detected only in germ cell precursors, while in autophagy mutant embryos
(lgg-1, atg-3, atg-4.1, atg-7, unc-51), GFP::PGL-1 granules accumulate in the whole embryo. Using this
selective aggrephagy process, Zhang et al. performed very powerful genetic screens that permitted the
identification of the EPG proteins [6,9] (see also Section 2.3.1).

3.1.2. Poly-Q Aggregates

Due to overexpression or misfolding, some proteins form aggregates within the cell that must
be then degraded. In mammalian cells, proteins containing polyglutamine (polyQ) are prone to form
aggregates when the number of glutamine residues is above the normal length, which leads to a cellular
toxicity. It has been reported that the formation of some polyQ aggregates can be responsible for
neurodegenerative diseases [69], and that autophagy is a major pathway to degrade polyQ aggregates
within the cell [70,71]. Thus, polyQ reporter proteins have been used for the study of autophagy
in C. elegans as a substrate to reflect the autophagy activity. A series of transgenic strains have
been generated that express a reporter GFP protein fused to different length polyQ tracts in various
tissues [72–75]. Diffuse GFP fluorescence indicates that the polyQ constructs are not aggregated,
while GFP clusters correspond to polyQ aggregates, allowing the tracing of polyQ aggregates in vivo
by time-lapse microscopy. Interestingly, it has been shown that huntingtin-like polyQ aggregates can
be extruded out of neuron cells, and that the extrusion is increased when autophagy is blocked [76].
Moreover, polyQ aggregates remain insoluble after worm lysis, and can be detected by WB [72].
The capacity of polyQ to form aggregates is correlated with the number of glutamines, although it
is also affected by aging or stress. The inactivation of autophagy genes affects the amount of polyQ
aggregates and increases their toxicity [77,78]. The polyQ aggregates can also be directly detected and
quantified by electron microscopy. In C. elegans, it has been shown that polyQ aggregates formed during
aging were associated with ubiquitination. In mammalian cells, p62 functions as an autophagy receptor for
recognizing ubiquitinated protein aggregates, and SQST-1, the homologue of p62 in C. elegans, mediates
autophagy during embryogenesis [9]. Similarly to p62 in mammalian cells, SQST-1 aggregates also
accumulate in autophagy deficiency contexts in both embryo and larva stages. However, whether SQST-1
is involved in the degradation of polyQ aggregates has not been studied in C. elegans.

3.2. Selective Degradation of Mitochondria by Autophagy

Mitophagy is one of the most studied of the selective autophagy processes. Studies in yeast
and mammalian cells have revealed that mitophagy is an important mechanism for mitochondrial
quality control, and its impairment has been linked with pathologies such as cancers as well as
neurodegenerative and mitochondrial diseases. In C. elegans, the study of mitophagy was mainly
focused on its role in eliminating paternal mitochondria [19,24]. More recently, some studies have
started to exploit the advantages of C. elegans to explore the roles of mitophagy in the context of
aging or other stress conditions [65,66]. Since mitophagy and bulk autophagy share a common
machinery, the tools described previously (see Section 2) are useful to study mitophagy in C. elegans.
However, it is becoming crucial to develop a series of methods that are able to specifically discriminate
mitophagy from bulk autophagy. We briefly describe here the recent tools that allow the analysis of
the mitophagy flux.

3.2.1. Mitophagy of Paternal Mitochondria

In most metazoans, mitochondrial DNA (mtDNA) is maternally inherited [79], and paternal
mitochondria are eliminated by diverse mechanisms that have been studied in several model animals.
These degradative mechanisms can occur before or after fertilization, and result in the clearance of
the whole paternal mitochondria, including its mtDNA. The presence of autophagy markers around
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sperm material in the fertilized oocyte suggested that autophagy may be involved in this process.
Indeed, studies in C. elegans have shown that upon fertilization, the paternal mitochondria and
other sperm specific membranous organelles (MOs) are selectively removed by autophagy during
a process called allophagy [19,24]. In vivo imaging and immunofluorescence are the most widely
used approaches to analyze allophagy. The main substrates of allophagy are paternal mitochondria
and MOs, which can be labelled by the antibodies 1CB and SP56 [80,81]. In the absence of a specific
antibody for paternal mitochondria, sperm mitochondria are labelled with a mitochondrial-targeted
GFP or through using a dye. For instance, applying mitoTracker or tetramethylrhodamine, ethyl
ester (TMRE) to males before mating allows researchers to stain and trace paternal mitochondria in
the embryo [19,24]. Tracing mtDNA has been also used for monitoring paternal mitophagy through
the labelling of males with the nucleic acid dye SYTO11 [82]. Alternatively, a specific genetic strain
can be used to detect paternal mtDNA by PCR. In this particular heteroplasmic strain, a part of
mtDNA harbors the uaDf5 deletion that is easily discriminated from wild-type mtDNA [83]. Sperm
mitochondria carrying the uaDf5 mtDNA are normally quickly degraded upon fertilization, but persist
in the progeny when autophagy is blocked in the oocyte [19,24]. Autophagosomes are analyzed with
tools described above (see Section 2.1) using LGG-1 and LGG-2 antibodies or fluorescent reporters
as well as EM. In early embryos, the presence of double-membrane vesicles engulfing paternal
mitochondria was revealed by EM analysis, further demonstrating mitophagy [24]. Immunostaining
analyses demonstrated the co-localization of paternal mitochondria and MOs with LGG-1 and LGG-2
soon after fertilization until 8-cell stage. In unc-51, atg-5, atg-7, and atg-18 autophagy mutants,
the number of LGG-1/2 dots strongly decreased and paternal mitochondria persisted. A recent
study has identified the prohibitin PHB-2 as a novel mitophagy receptor involved in the degradation
of paternal mitochondria in C. elegans [84]. Interestingly, analysis of allophagy revealed that despite
the formation of LGG-1 and LGG-2 double-positive autophagosomes, LGG-1 and LGG-2 participate
differently in the process. Time-lapse assay with a tandem fusion protein GFP::mCherry::LGG-1,
EM, and Western blot experiments were used to characterize the autophagic flux. In the lgg-1 null
mutant, the formation of autophagosomes is blocked, whereas the lgg-2 null mutant only delays the
formation of autolysosomes during allophagy. Further studies using a yeast two-hybrid screen and
co-localization in vivo revealed that LGG-2 interacts with the HOPS protein VPS-39 to facilitate the
fusion between autophagosomes and lysosomes [25].

Allophagy is essential for the elimination of sperm materials, but it is probable that other
degradative mechanisms involving proteasome or other proteins could also be involved in this
process [85]. A recent study reported that the mitochondrial endonuclease G, encoded by the gene
cps-6, is involved in the breakdown and aggregation of sperm mtDNA within the mitochondrial matrix
after fertilization, but before autophagosome engulfment. The mutant of paternal cps-6 slows down the
internal breakdown of paternal mitochondria, and in turns leads to a delay of paternal mitochondria
degradation [82].

3.2.2. Mitophagy in Stress Conditions

In normal conditions, basal mitophagy in C. elegans is kept at a low level. Many stresses can cause
mitochondrial damages, and the dysfunction of mitochondria could result in cell toxicity linked to the
increase of ROS level or the triggering of the apoptotic cascade. However, if a severe mitochondrial
stress leads to mitochondrial dysfunctions and cellular toxicity, a mild mitochondrial stress could
activate a beneficial adaptive response and extend lifespan in C. elegans [35,86]. The induction of
mitophagy is essential to remove dysfunctional mitochondria, maintain cellular homeostasis, and play
a protective role in stress conditions. As a model animal, C. elegans has been used to analyze the effect
of various mitochondrial stresses, paving the way to study the regulation and the roles of mitophagy
on stress tolerance. This part briefly presents the tools that are used to monitor and trigger mitophagy.

The original method used to identify mitophagy was EM, which has been widely used in yeast,
mammalian cells, and C. elegans. The anatomy of mitochondria is very characteristic, and EM analysis
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is a powerful approach for the identification of phagophores and autophagosomes that are sequestering
fragmented mitochondria [87]. However, EM has not been extensively used in C. elegans for
characterizing mitophagy in stress conditions, probably because it is time-consuming and costly. As a
result, in vivo approaches that are easy to carry out in C. elegans and enable the analysis of numerous
samples have been preferred, such as monitoring the co-localization of fragmented mitochondria
with autophagosomes marked by fluorescence (Figure 2). Thanks to the genetic tools developed
in C. elegans, researchers have generated transgenic worms expressing fluorescence proteins for
observation in living animals. For instance, transgenic worms expressing mitochondria-targeted GFP
and DsRed::LGG-1 have been used to detect the co-localization of mitochondria and autophagosomes
indicating mitophagy events (Figure 2A) [66]. However, the overexpression of DsRed::LGG-1 may
form aggregates, and this transgenic strain should be used carefully and with rigorous controls.
Alternatively, the tandem fluorescence protein mitoRosella has been developed to monitor in vivo
the mitophagic flux (Figure 2B). During the last step of autophagy, the autophagosomes fuse with
lysosomes, which allows for the formation of an acidic compartment, the autolysosome, favorable
for the degradation of cargoes. MitoRosella is a biosensor containing a fast maturing pH-insensitive
DsRed and a pH-sensitive GFP addressed to the mitochondria. Thus, measuring the ratio between
GFP and DsRed fluorescences allows researchers to monitor the fusion of mitochondria-containing
autophagosomes with lysosomes [66]. Although mitoRosella has been efficiently developed for
monitoring the mitophagic flux in the body wall muscle cells (Figure 2C), its heterogeneous level of
expression between individual muscle cells may affect the morphology and the homeostasis of the
mitochondrial network.

Upon stress conditions, mitophagy is generally considered to be a degradative process that
enables researchers to recognize and selectively remove fragmented and dysfunctional mitochondria.
When mitophagy is deficient, damaged mitochondria accumulate in the cells, which results in major
consequences on the homeostasis of the cell. So, it can be useful to measure the reactive oxygen
species (ROS), ATP, and cytoplasmic Ca2+ levels, as well as the oxygen consumption, which are
all indicators of the mitochondrial status and could reveal an induction or a defect of mitophagy.
Similarly, the analysis of the mitochondrial morphology is informative because mitophagy is often
accompanied by mitochondrial fission [88,89]. Transgenic worms expressing mitoGFP or GFP fused
with mitochondrial protein such as DCT-1 or a fragment of the yeast TOM70 have been efficiently
used to detect mitochondrial morphology in specific tissues [66,90]. During mitophagy in C. elegans,
the fragmentation of mitochondria can be visualized using Pmyo-3::mtGFP worms in body wall muscle
cells, or MitoTracker in numerous tissues. The quantification of mitochondrial fluorescence is also
informative, because a reduced amount of mitochondria is one of the features of active mitophagy [66,91].

Since the basal level of mitophagy is very low in C. elegans, the use of mitochondrial stress often has
been a necessity to better understand the mechanism and physiological function of mitophagy. Drugs
that cause the loss of mitochondrial potential (CCCP) or produce oxidative stress in mitochondria
(paraquat) are also powerful mitophagy inducers in C. elegans [66]. Recent studies revealed that
urolithin A, a natural compound belonging to ellagitannins, could induce mitophagy and autophagy
in both mammalian cells and C. elegans, and prolong the nematode lifespan [91]. Heat stress has
been efficiently used to induce mitophagy in C. elegans, but other types of autophagy have not been
excluded. Finally, the facility to carry out genetic approaches in C. elegans could be a powerful means
of inducing mitophagy. For example, in C. elegans, a partial depletion of frataxin, a main protein of
the Fe-S-cluster-containing complex, causes an iron-depletion stress in mitochondria that induces
mitophagy [65]. Alternatively, the blockage of mitophagy can be achieved by knocking down either the
autophagy general machinery or mitophagy-specific genes. For instance, the mutated form of BEC-1,
which belongs to nucleation PI3K complex, blocked mitophagy in C. elegans [66], while other studies
in Hela cells indicated that BECN1 is dispensable for CCCP-induced mitophagy [92]. Recent studies
confirmed that the homologs of Parkin and PINK1 (PDR-1/PINK-1), two well-studied proteins critical
and specific for mitophagy in mammalian cells, are also involved in mitophagy in C. elegans [66,93].
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The deficiency of pdr-1/pink-1 specifically blocked CCCP, paraquat, or heat stress-induced mitophagy
in C. elegans, and also reduced the lifespan of long-lived animals. Recently, DCT-1 protein, which
contains a classic LC3-interacting region (LIR) motif and can interact with LGG-1, has been identified
as a receptor for mitophagy in C. elegans [66].Cells 2017, 6, 27  14 of 19 
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Figure 2. Tools for the study of mitophagy in C. elegans. (A) In vivo confocal images of mitophagy in
the body wall muscle cells of an adult worm. After heat stress (37 ◦C for 2 h), mitophagy is visualized
by co-localization between fragmented mitochondria (mitoGFP in green) and autophagic structures
(DsRed::LGG-1); (B) Schematic diagram of mitoRosella fluorescent protein biosensor under the control
of the muscle-specific promoter myo-3. MitoRosella is a chimeric protein-containing fragment of
TOMM20, which leads to mitochondrial localization, the pH-stable DsRed fluorescent protein, and the
pH-sensitive GFP. During mitophagic flux, mitochondria turn from yellow (DsRed and GFP) to red in
autolysosome, due to the quenching of the GFP signal; (C) Confocal images of mitoRosella in body
wall muscle cells of an adult worm in standard condition (20 ◦C). All mitochondria are fluorescent for
GFP and DsRed, indicating that the basal level of mitophagy in muscle is very low. Scale bar = 10 µm.

4. Conclusions

Although this review mainly focuses on macroautophagy, other autophagy pathways, such as
chaperone-mediated autophagy and microautophagy, should not been ignored. However,
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their implications in the physiology of C. elegans, has not been yet analyzed. Since macroautophagy
is a complex and dynamic process, each method for studying autophagy presents some limitations.
In fact, the combination of different approaches is essential when analyzing autophagy to minimize the
drawbacks. In regards to recent publications, it is clear that new methods for monitoring autophagy
will be rapidly developed to improve and optimize the currently available assays.

If autophagy is a key mediator for cell metabolism, it is now clear that it is acting together with
the other degradative mechanisms, and particularly the ubiquitin-proteasome system. As mentioned
previously, proteasome may contribute to paternal organelles degradation together with allophagy.
Moreover, a recent study identified a complimentary way to analyze autophagy for the elimination of
protein aggregates and organelles [67]. Under stress conditions, adult C. elegans neurons could extrude
vesicles, called exophers, which contain protein aggregates and mitochondria [76]. Both mitophagy
and exopher-genesis are involved in proteostasis and mitochondria quality control, and may contribute
to relieve neurodegeneration.
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 Notre équipe s’intéresse depuis de nombreuses années aux rôles physiologiques de 

l’autophagie au cours du développement d’un organisme pluricellulaire. La complexité des 

mécanismes autophagique contrôlant la spécificité des cargos à dégrader a suscité dans la 

communauté scientifique un engouement certain afin d’en améliorer les connaissances. 

 La sélectivité de l’autophagie met en jeu la protéine Atg8/LC3 via son interaction avec 

des récepteurs afin de moduler la dégradation de cargos spécifiques comme les mitochondries ou 

le réticulum endoplasmique par exemple. Les récents travaux de recherche réalisés dans l’équipe 

nous ont conduit à étudier les rôles de LGG-1 et LGG-2 (homologues respectivement des 

membres de la famille GABARAP et LC3) dans des processus de sélectivité, nous permettant 

d’identifier des rôles différentiels pour ces deux protéines notamment lors de la dégradation des 

mitochondries paternelles (allophagie) ou de la phagocytose. De nombreuses études ont révélé 

que l’autophagie intervenait dans des fonctions très diverses dans la physiologie et la pathologie. 

Les recherches actuelles sur l’autophagie montrent que cette voie est cruciale pour plusieurs 

processus développementaux. Cependant, les connaissances sur les mécanismes cellulaires, les 

cibles et les récepteurs de l’autophagie dans ces processus restent encore incomplètes. 

 Cette quête de compréhension de ces mécanismes d’autophagie sélective et la découverte 

récente de plusieurs récepteurs impliqués dans la RE-phagie nous a conduits à essayer de mettre 

en évidence pour la première fois chez C.elegans de l’ER-phagie. Plusieurs des récepteurs connus 

étant des réticulons ou des reticulon-like, nous nous sommes intéressé au seul locus réticulon 

chez C. elegans : ret-1. Le peu de connaissance sur ce gène, associé au fait qu’une approche 

visant à identifier des interacteurs de LGG-1 et LGG-2 menée au laboratoire l’a identifié comme 

un bon candidat, nous a conduits à la caractérisation de ce locus. Mon projet de thèse s’articulait 

autour de deux questions majeures : 

 Quels peuvent être les rôles physiologiques de RET-1 et la spécificité associée à ses 

nombreuses isoformes ? 

 RET-1 est-il un récepteur de l’autophagie et peut-on mettre en évidence de la RE-

phagie chez C. elegans ? 
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 J’ai décidé de présenter les résultats obtenus au cours de ma thèse en trois parties. Tout 

d’abord, les résultats que j’ai obtenus s’intégrant dans la problématique de recherche telle que 

présentée dans l’introduction ont conduit à la rédaction d’un manuscrit inséré ci-après, intitulé 

« Short isoforms of reticulon protein ret-1/rtn4 are involved in the shaping of ER-tubules network 

but not in autophagosome biogenesis in C.elegans. ». La partie I correspondant à mes résultats 

principaux, seront introduits par un résumé de mes principales conclusions, suivi par le manuscrit 

que nous allons soumettre prochainement. Ensuite, dans une seconde partie, je présenterai les 

approches complémentaires, conduites au cours de cette étude et n’ayant pas été intégrées en 

l’état dans le manuscrit. Enfin, dans une dernière partie, je vous présenterai ma contribution à un 

projet de l’équipe concernant le lien entre autophagie et phagocytose des corps apoptotique dans 

l’embryon de C. elegans. Ces travaux ont d’ores et déjà été valorisés par une publication dans la 

revue « Autophagy », intitulée « Autophagy mediates phosphatidylserine exposure and 

phagosome degradation during apoptosis through specific functions of GABARAP/LGG-1 and 

LC3/LGG-2. », Je vous en présenterai les principaux résultats ainsi que les questions biologiques 

auxquelles ils ont permis de répondre.  

Partie I : Les isoformes courtes de RET-1, protéine de la famille des réticulons, 

sont impliquées dans la mise en forme du réseau de tubules de RE, mais pas 

dans la biogénèse des autophagosomes chez C. elegans 

Dans cette étude, nous avons choisi d’étudier le locus ret-1 et les différentes isoformes de 

RET-1, et de mieux comprendre leurs rôles au sein du réticulum endoplasmique. Les réticulons, 

par leur rôle d’induire et de stabiliser les tubules de RE, participent à l’organisation 

tridimensionnelle du RE, et ret-1 est le seul gène de réticulon présent chez C. elegans. En outre, 

il a récemment été montré que les isoformes longues de RTN3 ont un rôle de récepteur de la RE-

phagie des tubules (Grumati et al, 2017). Le RE étant par ailleurs le site préférentiel de nucléation 

du phagophore et donc de l’initiation de l’autophagie, nous avons décidé d’étudier les relations 

entre RET-1, le réticulum endoplasmique, et l’autophagie.  

a. Les isoformes courtes sont les plus exprimées 

Nous nous sommes tout d’abord intéressés à caractériser le locus ret-1. Nous avons analysé, 

sur la base des données présentes sur Wormbase ainsi que celles issues de la méta-analyse du 

transcriptome réalisée par l’équipe de Denis Dupuy, les différents transcrits et isoformes 

exprimées. Nous avons utilisé un anticorps polyclonal reconnaissant l’isoforme B 
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(majoritairement composée du RHD) afin de détecter les différentes isoformes par Western blot. 

Combinées, ces données nous ont permis d’estimer la proportion des isoformes exprimées sur 

des populations de vers tous stades. Ainsi, les isoformes les plus exprimées sont les isoformes 

courtes A et B, ainsi que l’isoforme G, traduite à partir de plusieurs transcrits. Les isoformes les 

plus longues, les isoformes C, sont prédites très minoritaires et n’ont pas pu être détectées par 

WB, et les isoformes intermédiaires d sont exprimées modérément. Ces résultats ont permis de 

mettre en évidence l’expression de différentes classes d’isoformes de RET-1, détectées à des 

tailles similaires aux tailles prédites, excepté les isoformes les plus longues C, ceci étant 

probablement dû à la corrélation entre la grande taille de 363 kDa et la faible expression de cette 

isoforme.  

b. Les isoformes longues C sont exprimées dans les muscles du corps alors que les isoformes 

intermédiaires D sont majoritairement exprimées dans les neurones. 

 Par insertion de la GFP par la technologie CRIRSPR-Cas9 dans des exons spécifiques 

des isoformes c et d, ou dans un exon commun à toutes les isoformes de RET-1, nous avons pu 

en établir pour la première fois les profils d’expression des différentes isoformes. Chez l’adulte, 

RET-1 (toutes isoformes) est présent dans tous les tissus, et au cours du développement à tous 

les stades embryonnaires et larvaires. L’expression de l’isoforme C est restreinte aux cellules 

musculaires, chez la larve et l’adulte. L’isoforme D est exprimée fortement dans les neurones, 

ainsi que dans l’intestin, l’épiderme et les cellules musculaires chez les larves et adultes, et au 

cours du développement embryonnaire, dans les précurseurs des neurones.  

c. RET-1 est enrichi dans les tubules de RE 

 

 En complément des patrons d’expression des isoformes de RET-1, nous avons déterminé 

la localisation subcellulaire de RET-1, notamment la répartition du signal RET-1 au cours de la 

division cellulaire. RET-1 colocalise avec un marqueur de la membrane du RE, GFP::SP12, 

confirmant sa localisation au RE. Il est cependant absent de l’enveloppe nucléaire. Le RE, et 

donc le signal correspondant à RET-1, change de morphologie au cours du cycle cellulaire. En 

interphase, il est majoritairement constitué de fins tubules formant un réseau relativement dense. 

Au cours de la mitose, les tubules deviennent moins nombreux et plus épais, le réseau moins 

dense, et le RE au contact du noyau et de la membrane plasmique s’étend sous forme de patchs. 

Ceci peut correspondre à des feuillets de RE ou bien à une matrice très dense de tubules, notre 
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approche par imagerie confocale ne nous permettant pas de trancher. On observe également un 

enrichissement du signal RET-1 autour des centrosomes et du fuseau mitotique en mitose.  

 Si les signaux correspondant à RET-1 et à GFP::SP12 collocalisent globalement, on peut 

observer des différences . Le signal RET-1 apparait plus homogène dans le réseau de tubules : 

les tubules et les jonctions entre ceux-ci sont bien définis. Le signal GFP::SP12 semble plus 

hétérogène et moins visible dans les tubules, et plus fort au niveau des jonctions. Nous avons 

quantifié les intensités aux tubules et aux jonctions des deux signaux pour établir que RET-1 est 

enrichi aux tubules de RE, de façon cohérente avec les données sur de nombreux réticulons chez 

d’autres espèces.  

 

d. Les isoformes courtes de RET-1 sont nécessaires au maintien du réseau de tubule de RE 

 Dans le mutant ret-1 on observe une augmentation drastique de structures en forme 

d’anneau dans le réseau de RE. L’analyse tridimensionnelle à partir de plans successifs révèle 

une organisation sphérique du réseau. L’analyse tridimensionnelle à partir de plans successifs 

révèle une organisation sphérique du réseau. L’utilisation d’un marqueur luménal du RE 

(anticorps anti-HDEL) montre qu’il ne s’agit pas de citernes. Comme seules les isoformes courtes 

de RET-1 ont pu être détectées dans les embryons précoces, cela suggère fortement que ces 

isoformes sont impliquées dans l’organisation tubulaire du RE.  

e. Les isoformes courtes de RET-1 ne sont pas impliquées dans la biogénèse des 

autophagosomes 

 Par des approches d’immunolocalisation ou d’observation in vivo de protéines de fusion, 

nous avons observé les localisations du RE et des autophagosomes afin d’en étudier les liens. 

Nous avons distingué deux types de répartition des signaux lorsque ceux-ci se recouvrent : la 

colocalisation, lorsque les localisations du centre des deux objets correspondent, et la 

codistribution, correspondant à des signaux partiellement recouvrant, les centres des objets étant 

alors proches mais distincts. Des évènements de colocalisation et de codistribution ont pu être 

régulièrement observés, toujours de manière minoritaire. Ces observations nous ont conduits à 

envisager un lien entre RE, RET-1 et biogénèse des autophagosomes.  

 Afin de déterminer si RET-1 a une fonction dans la biogénèse des autophagosomes, nous 

avons quantifié le nombre d’autophagosomes dans les embryons précoces en condition mutante 

pour ret-1 et en condition contrôle, et aucune différence significative n’a été observée. Le nombre 

d’évènements de colocalisation entre LGG-1 et le RE (marqué par GFP::SP12) n’est pas affecté 
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par la déplétion en RET-1. Afin d’induire l’autophagie, nous avons fait subir aux embryons un 

choc thermique avant de conduire une approche d’immunomarquage. Dans cette condition, le 

nombre d’autophagosomes et d’évenements de colocalisation entre RE et LGG-1 augmente de 

manière similaire en condition contrôle ou mutante pour ret-1. 

 Enfin, afin d’apprécier plus précisément la répartition des autophagosomes vis-à-vis du 

RE dans les embryons dans ces différentes conditions, nous avons mesuré la distance entre le 

centre des autophagosomes et le RE. Cette distance est similaire dans les embryons wild type et 

mutants ret-1, après heatshock ou non. De plus, la comparaison avec la distance entre RE et des 

points aléatoirement répartis dans le cytoplasme, plus grande dans toutes ces conditions, montre 

que la répartition des autophagosomes par rapport au RE n’est pas aléatoire. Cette répartition des 

autophagosomes par rapport au RE n’est pas affectée par la déplétion en RET-1. Par déduction 

de l’expression des isoformes intermédiaires et longues, absentes de l’embryon précoce, nous 

avons conclu que les isoformes courtes de RET-1 ne sont pas impliquées dans la biogénèse des 

autophagosomes, en condition basale comme en condition d’induction.  
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Abstract 

The endoplasmic reticulum (ER) is a contiguous network of interconnected sheets and 

tubules forming distinct domains that spread from nuclear envelope to the cell cortex including 

perinuclear and peripheral ER. Several proteins play an important role in shaping and 

organizing the endoplasmic reticulum network, including a reticulon family proteins as 

RTN4/Nogo-A that generate and maintain tubule structure. In mammalian cell, in stress 

conditions, the different domains of ER are degraded by a selective autophagy (ER-phagy), 

mediated by specific reticulon receptor as FAM134B or RTN3L. The presence of multiple 

isoforms of reticulon may suggest a specific spatio-temporal expression pattern depending on 

the needs of different cell types. Here, we characterize the locus of the only reticulon gene in 

C. elegans, ret-1 and show the specificity of expression of the three categories of isoforms. The 

long and intermediate isoforms are expressed in muscle cells and neurons respectively, while 

the short RET-1 isoforms are ubiquitous and the only isoforms expressed in early embryos. 

Because the RET-1 depletion leads to the increase of abnormal ring ER structure, we show that 

short isoforms are necessary for the establishment of the tubular ER network but are not 

involved in the biogenesis of autophagosomes in embryos. Our results highlight that the 

distribution of autophagosomes in the cell embryos is not random and closely associated with 

the ER network. 
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Introduction 

 

The endoplasmic reticulum (ER) is the largest membranous structure in eukaryotic cells. 

ER endorse several functions in the cell, main ones being the synthesis of secretory and 

membrane proteins, biosynthesis of lipids, and the regulation of calcium homeostasis. The ER 

forms a continuous membrane compartment from the nuclear envelope to the outer periphery 

of the cell, throughout the cytosol commonly called perinuclear ER and peripheral ER 

respectively. The peripheral ER corresponds to a complex network of interconnected tubules 

and sheets, localized throughout the cytoplasm and closed to the plasma membrane called 

usually cortical ER. (Shemesh et al., 2014; Shibata et al., 2010). During long time, the structure 

of the peripheral ER was qualified as tubules and sheets but, recently, combination of super-

resolution technologies revealed that some previously thought flat sheets correspond to dense 

tubular matrices (Nixon-Abell et al., 2016). The ER is an organelle extremely dynamic whose 

shape is remodeled according to the needs of the cell. For example, in most cell types the ER 

network undergoes drastic changes of organization during cell cycle progression, shifting from 

an interphasic mainly ER network of thin tubules to a majority of sheets or dense tubule 

matrices during mitosis (Bobinnec et al., 2003; Poteryaev et al., 2005). ER is able to form 

transient contact sites with other organelles (for review: Wu et al., 2018). The contact sites 

formed with different organelles, as ER-Mitochondria  (Friedman et al., 2011; Hamasaki et al., 

2013; Zhao et al., 2017), ER-Lipid Droplet (Grippa et al., 2015; Salo et al., 2016; Wang et al., 

2014, 2016) or ER-Plasma Membrane (Chung et al., 2015; Giordano et al., 2013; Wu et al., 

2017) for example, are different and contain specific sets of proteins. The particular structures 

are involved in the regulation of organelle distribution and division, lipid and ion transfer. 

Dynamic reorganization of the ER structure thus emerges as a mechanism for modulating 

peripheral ER function. The contact sites between ER and PM, as well as ER-mitonchondria, 
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has been shown to be a very important process for the biogenesis of autophagosomes (Hamasaki 

et al., 2013; Molino et al., 2017; Nascimbeni et al., 2017) constituting a strong link between ER 

and autophagy. 

The macro-autophagy pathway (hereafter referred to as autophagy) is a degradative system of 

cellular components (Mizushima et al., 2008; Reggiori and Klionsky, 2002; Yoshimori, 2004). 

ER being the largest membrane reservoir, it participates to the formation of phagophores, 

becoming autophagosomes after enclosure (Kotani et al., 2018; Suzuki and Ohsumi, 2010). 

While direct involvement of the ER in this process usually takes place in specific compartments 

of the ER called omegasomes, the systematic involvement of these omegasomes in phagophore 

formation is not proven. The ER is thus involved in the initiation of the formation of 

autophagosome, and it can itself be the target of selective autophagy, ER-phagy.  

 Several proteins play an important role in the shaping and the organization of the ER 

network, among them the GTPase atlastin and Sey1 involved in the fusion of ER membranes 

(Hu et al., 2015), or CLIMP-63 that stabilizes ER sheets (Shibata et al., 2010). The reticulon 

family and reticulon-related proteins are particularly important for generating and maintaining 

the structure of ER-tubules (Shibata et al., 2010; Voeltz et al., 2006). Reticulon proteins localize 

mainly at ER membrane and are characterized by a C-terminal reticulon homology domain 

(RHD) of 150-200 amino acids, consisting of two hydrophobic regions separated by a 66 amino 

acid hydrophobic loop. The RHD adopts a hairpin-like W-topology within the membrane 

(Breeze et al., 2016), establishing a positive membrane curvature (Zurek et al., 2011). 

Additionally, recently highlighted amphipathic helix (APH) at the C-terminus is thought to 

provide additional stabilization (Breeze et al., 2016). Although the C-terminal RHD is well 

conserved in all species, the N-terminal domains are highly variable in sizes and sequences 

from a few to over a thousand amino acids. While in urochordates, only a single bona fide rtn 

gene is described, in mammals, four independent reticulon genes, rtn1, rtn2, rtn3, rtn4/nogo, 
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each encoding for several isoforms through alternative splicing sites and various promoters 

(Oertle et al., 2003). Alternative splicing and use of different promoters correlate with different 

expression patterns. For example, the human RTN2-B is localized in the nervous system, 

RTN2-C is expressed strongly in skeletal muscles (Geisler et al., 1998; Roebroek et al., 1998). 

In rat, RTN4/NOGO-A is mainly expressed in neurons, and has an effect on neuronal outgrowth 

(Huber et al., 2002). RTN4A and B expression are detected in cultured epithelial cells, 

fibroblasts, and neurons (Rämö et al., 2016). In mouse, a short isoform of RTN3 is expressed 

very strongly in the cortex, and is found in the lungs, liver, eye, ovary and testis, but is absent 

from the heart and the skeletal muscles (Shi et al., 2014). 

Interestingly, isoforms of reticulon have been recently involved in ER-phagy. Critical 

compounds of selective autophagy are receptors, able to interact with the ubiquitin like protein 

Atg8/LC3 in yeast or mammalian and linked to the cargo to be degraded. The literature on the 

topic of receptors shows that their location is correlated with what they are able to degrade. 

Upon stress fragments of ER are addressed into nascent autophagosomes by reticulon via 

autophagic proteins. In yeast, ER-phagy is induced by starvation or treatment with rapamycin. 

This process requires Atg40, reticulon-like protein, localized to the peripheral ER. Recent work 

on resident ER proteins that bind to mammalian Atg8 proteins has revealed that ER-phagy 

involves different specific receptors for different ER subdomains or stresses. FAM134B and 

RTN3 participate in remodeling the ER network by selective elimination of specific domains 

of ER (Chen et al., 2019; Grumati et al., 2017; Khaminets et al., 2015). Interestingly, three of 

identified ER-phagy receptors are reticulons or RHD containing proteins. Atg40, localized at 

the cortical and cytoplasmic ER, is essential for ER subdomains elimination via 

autophagosomes (Mochida et al., 2015). In mammals, FAM134B, member of the RHD 

containing family FAM134, is localized at the edge of the ER sheets. It binds to MAPLC3 via 

its LIR (LC3 Interacting Region) and leads fragmented ER sheets into nascent autophagosomes. 



 6 

Depletion of FAM134B causes the ER sheets to expand abnormally(Khaminets et al., 2015). 

More recently, it has been shown that RTN3 long isoform (RTN3L) binds, independently of 

FAM134B, to LC3 and GABARAP for mediating the ER-phagy of tubules (Grumati et al., 

2017). Clustering of homodimers of RTN3L leads to the fragmentation of ER tubules and 

subsequently to their degradation by ER-phagy. RTN3 study suggests important differences in 

the functions of reticulon isoforms. Notably, most of the studies highlighting ER-phagy have 

been performed in stresses or starvation conditions. It appears essential to better understand and 

characterize ER-phagy and the involvement of reticulons in physiological conditions and in a 

whole animal. Given the variety of reticulon isoforms, the specificity of ER-phagy involving 

reticulons is yet largely unknown. 

With only one reticulon locus, ret-1, Caenorhabditis elegans is a promising model to 

analyze the specific functions of its various isoforms. However, the locus is poorly documented 

and RET-1 expression has not been fully characterized yet. One study suggests the existence of 

one RET-1 isoform expressed specifically in neurons (Torpe et al., 2017). Here we first deepen 

the analysis of the ret-1 locus and show the specificity of expression of three categories of 

isoforms. Long and intermediate isoforms are expressed in muscle cells and neurons 

respectively. Short isoforms, ubiquitous and expressed at all stages, are required for the correct 

shaping of ER tubule network. We also explored the link between RET-1 and autophagy in 

embryos. Our data highlight that the distribution of autophagosomes in the cell is not random 

but closely associated with ER network. We show here that the short isoforms are necessary to 

maintain the integrity of tubule organization and the depletion does not block the 

autophagosome biogenesis in embryos.  
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Results 

 

1. The short isoforms of ret-1 locus are major forms. 

According to Wormbase (WS269; https://wormbase.org/), the ret-1 locus, 

expendedover 18 kpb, is composed of 13 exons, which from alternative splicing and differential 

promoters encode at least 8 predicted isoforms that range from 204 to 3303 amino acids. 

To explore the relative quantification of ret-1 isoforms, we first performed a bioinformatics 

analysis (FIG 1A and S1A-B). We used the wealth of accumulated RNA-seq data to generate a 

compendium of qualitative measurements of alternative spicing of all C. elegans genes 

(Tourasse et al., 2017). We performed the quantitative visualization of splice-sites usage of ret-

1 locus. This analysis indicates that there would be 6 transcription initiation sites and an 

alternative splicing event for exon 5. This approach led us to determine 3 categories of transcript 

corresponding to short, intermediated and long isoforms: the short one corresponding to the 

isoforms A, B and E, the intermediated to isoforms G1, G2, D1 and D2, and long isoforms C 

and F (FIG S1A and B). (FIG S1), The short isoforms are essentially composed by RHD, based 

on the number of reads, A and B are largely majority (21% and 33% respectively) while E are 

minority (3%). We identified by this approach the possibility of another isofom D called D2 

containing the exon 5 in addition to the D predicted form. These isoforms are weakly expressed 

(6% of total reads). The long isoform C seems to be very minority (0,5%), raising the possibility 

that such an isoform could be mainly background signal resulting from a transcriptional leak. 

Based on this analysis, ret-1 locus would encode a series of putative proteins with apparent 

molecular weights ranging from 22 kDa to 360 kDa.  

To check if those predicted proteins are really expressed, we performed western blot analysis 

using an antibody directed against the RHD domain present in C-terminus of all forms (Audhya 

et al., 2007; Gerstein et al., 2010; Torpe et al., 2017) (FIG 1B). The specificity of results was 
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validated using the deletion mutant ret-1(tm390) which removes part of the RHD and results in 

a premature stop codon and affecting all isoforms (FIG 1B). We compared total protein extracts 

from a mixed stage populations of wild-type or ret-1 mutant animals. Three main molecular 

weights were detected. The first band corresponds to 20kDa representing about 65% of total 

signal. A second band was detected around 60kDa corresponding to 24% of total among of 

specific signal. The last band around 70kDa represents 12% of total signal.  The apparent 

molecular weight and the amount of each bands correlate very well with the isoforms predicted 

by our quantitative bioinformatics approach (FIG Sup1). The lower band corresponds to A, B 

and E short isoforms, the second one to G isoforms and the higher corresponds to D isoforms. 

However, no higher isoforms could be detected. 

To further confirm the specificity of RET-1 isoforms, we performed a CRISPR-Cas9 approach 

to generate various GFP tagged proteins and deletion mutants (FIG 1A and 1C). We generated 

3 different GFP-fusions on the ret-1 locus. The insertion of the GFP at the C-terminus of ret-1 

was designed to tag all RET-1 isoforms is hereafter referred as panRET-1::GFP. The insertion 

of GFP at the beginning of exon 4 is specific of isoforms C and D and named GFP::RET-1CD. 

The last insertion, in exon 2, was designed to specifically tag the long RET-1C isoform 

(GFP::RET1C). By these CRISPR approaches we also generated the specific mutants in RET-

1C ret-1(pp103) and RET-1CD ret-1(pp130) corresponding of a 50 bp deletion in exon 2 and 

insertion of 125 bp in exon 4 respectively, leading to a frame shift and a premature stop codon 

(See Material and Methods). 

The western blot analysis of the expression of tagged proteins is presented in figure 1D. The 

expression of GFP specific isoforms in each strain was analyzed using the anti GFP or anti 

RET-1 antibodies. panRET-1::GFP extract (figure 1D, line 1) revealed 3 shifted bands to 50 

kDa, 80kDa at 90Kda. This data demonstrate the existence of A, B, E, G and D isoforms. We 

were not able to detect the GFP::RET-1C. The GFP::RET-1CD extract revealed a shift of the 
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RET-1D isoforms and the maintenance of A, B, E, and G isoforms (figure 1D, line 2). This 

result is confirmed by the disappearance of this band in the mutant ret-1(pp130). Isoform C is 

still not detected. We also characterized the two new mutants from CRIPSR-cas9 strategy. 

Protein extracts from ret-1c(pp103) ret-1cd(pp130)  also confirm the identity of the RET-1D 

isoforms. All together, these results show that the ret-1 locus encodes at least 6 isoforms. The 

short and abundant A, B, E, the intermediate G and D1/D2. No RET-1C specific isoform could 

be detected possibly due to a low expression and the high molecular weight. Moreover, the 

description on RNA sequences suggest an alternative 12 nucleotides insertion in exon 12 raises 

the possibility of supplementary isoforms (asterisk in FIG1A). 

 

2. RET-1 short isoforms are ubiquitous while RET-1D is enriched in neurons and RET-

1C restricted to the muscle. 

To investigate whether the various RET-1 isoforms could display a tissue or stage 

specificity, we perform in vivo analysis of GFP constructs and immunofluorescence analysis. 

Because all GFP have been inserted in the endogenous ret-1 locus, they should reflect the level 

of expression of the different promoters. 

The analysis was first performed on adult worms to visualize all somatic differentiated tissues 

and the germ cells (FIG 2A-F” and S2A-D). panRET-1::GFP is strongly detected in all cells 

indicating that RET-1 is ubiquitously expressed. The signal describes a meshwork that varies 

according to the cell types, consistent with global ER network and probably SR muscle 

localization. In GFP::RET-1C animals, the GFP signal is very weak and could be detected and 

restricted to the body wall muscle cells (BWM) (Figure 2C, F-F "). C isoform pattern in BWM 

shows that this isoform is localized in cytoplasm and sarcoplasm close to the basal membrane 

of muscle cell and along the dense body (anchorage structure of actin filaments) (FIG S2 A and 

D). In worms expressing both the isoforms C and D (GFP::RET-1CD), the signal of the isoform 
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D is highly detected in neurons and  more weakly in the hypoderm, the intestine and probably 

the muscle cells (FIG 2B, E-E " and S2B). The RET-1C is weakly expressed and restricted to 

the muscle while RET-1D is mainly expressed in neurons and short isoforms of RET-1 are 

ubiquitous.  

In larvae, no obvious differences with expression in adults were observed (data not shown). 

PanRET-1::GFP is ubiquitous and the signal of GFP::RET-1C and CD confirm the results 

obtained in adults. However, analysis of embryos revealed differences. PanRET-1::GFP is 

detected as soon as 1 cell stage (FIG 1G-J) while GFP::RET-1C does not appear to be expressed 

in the embryo (FIG. 1K and S2E-E’) and RET-1D is expressed only at the onset of neuron 

differentiation (FIG. 1L-M and S2F-G’). Similarly to the signal in adult tissues, in the embryo 

the signal of RET-1 describes a meshwork consistent with ER network. Our present data on C 

and D and those Torpe and colleagues on G strongly support that early embryos only express 

the short RET-1 isoforms. 

Our data are the first evidence that RET-1 isoforms are differently expressed according to tissue 

type and developmental stage. 

 

3. RET-1 is enriched in ER-tubules. 

We then ask whether RET-1 is homogeneously distributed in the ER. To characterize 

the subcellular localization of RET-1, we focused on the early embryos which presents large 

cells and checked first that RET-1 antibody and GFP fusion localize similarly (FIG 2, 3 and 

S3). We checked whether RET-1, localized to ER-network, by colocalization analysis with 

GFP::SP12 or SCA-1::GFP, a SERCA calcium channel, both markers of the ER membrane 

(Audhya et al., 2007; Zwaal et al., 2001). Both staining of RET-1 and GFP::SP12 or SCA-1 

appeared strongly colocalized, confirming the ER localization of RET-1 (FIG 3A-D). First, 

RET-1 is localized in the peripheral-ER and excluded from the perinuclear-ER as previously 
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described in one cell stage by Audhya and colleagues. RET-1 is present in a network of fine 

tubules and patch structures dispersed throughout the cytoplasm. To analyze if RET-1 

localization evolves during cell cycle, we focused on the 4 cells stage where cell divisions are 

very stereotyped, with 2 posterior cells in interphase and 2 anterior in mitosis (FIG 3B). We 

observed in interphase cells, RET-1 labeling seems homogeneous. RET-1 localization describes 

a network of thin tubules with some patches in the peripheral ER (FIG 3B, G, H). In mitotic 

cells, the ER-network forms a less dense reticular network of thicker tubules and clusters 

corresponding to enlarged patches. Moreover, RET-1 is enriched around the mitotic furrow and 

presents a dense tubule network close to the centrosome (FIG S3) and an enrichment of RET-

1 is observed at the cortical ER closed to the plasma membrane (FIG 3B, E, F and S3A). The 

reorganization of ER pattern during cell division was further confirmed during later stages and 

using GFP::SP12 (FIG 3C, I, I’ and S3). These results show that RET-1 is localized at the 

peripheral ER in C. elegans embryos. Interestingly, we observe an enrichment of RET-1 in 

hypodermis in stage of epithelialization also observed in panRET-1::GFP (FIG 3J and K and 

FIG 2I). 

Albeit strong colocalization, we observed variations in intensity between SP12 and RET-1 

within the ER. Indeed, the GFP::SP12 pattern seems to be heterogeneous at the ER network 

with a stronger staining at the tubule junctions (hereafter referred to as "intersection") than at 

the tubules themselves. RET-1 pattern seems more homogeneous. We performed a quantitative 

analysis on tubules and intersections. We based our analysis on the ratio of the maximum 

intensities observed at the tubule and its intersection (junction) (FIG 3L, M and N), allowing 

us to appreciate the relative distribution of both RET-1 and SP12. In the early embryos, the 

ratio of the RET-1 intensities in tubule versus intersection is 0.7 whereas that of SP12 is 0.5. 

Our data show that RET-1 is a marker of peripheral ER, excluding the nuclear envelope, and 

enriched in tubules compared to ER marker SP12. The RET-1 localization suggests that it could 
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play a particular role in the tubule, consistently with data on reticulons from other species 

(Shibata et al., 2008). To explore this idea, we have characterized RET-1 depletion mutants. 

 

4. RET-1 short isoforms are required for ER-tubules morphology. 

To decipher the requirement and function of RET-1 in C. elegans development, we next 

analyze the null mutant ret-1(tm390) as well as the ret-1cd(pp130) mutant in which the isoforms 

C and D are absent. In all mutants, no developmental defects were observed (data not shown). 

The embryonic development occurred normally and the worm hatch correctly. No lethality was 

observed and the adult animals lay eggs normally. To correlate the cellular localization of RET-

1 with its cellular function, we analyze the ER shape in ret-1(tm390) mutant using GFP::SP12. 

We have constructed a strain expressing the transgene GFP::SP12 in ret-1(tm390) mutant 

context. Compared to control, the ret-1(tm390) presents a significant change in the ER-network 

morphology. Instead of patches and tubules in the control animals, numerous ring-like 

structures were present in ret-1 mutant. (FIG 4A-B’and quantification in FIG 4C). We never 

observe this particular organization of ER-tubules in ret-1(pp130) (FIG S4C-C’). This is 

consistent with the fact that we have shown that the C and D isoforms are absent from the early 

embryo, suggesting that the defect is mainly due to the loss of short isoform. 3D reconstitution 

analysis suggests that abnormal structures adopt an empty sphere shape (FIG D-E). This was 

further confirm by the analysis of luminal ER marker protein HDEL, which show that these 

structures are not due to ER inflation but to modification of the shape of the network (FIG 4G). 

These data are the first evidence that RET-1 is involved in ER structuration in C. elegans.  

Previous results at the one cell stage suggest a redundant function between RET-1 and YOP-1, 

the only reticulon-like protein in C. elegans (Audhya et al., 2007). We then ask if  YOP-1 is 

redundant with RET-1 in the organization of the ER tubules network. In the embryos depleted 

for YOP-1, the ER network appears correctly organized (FIG S4D-D’). Interestingly, in ret-
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1(tm390)/yop-1(RNAi) animals, we confirmed the embryonic lethality (as described by 

Audhya) and observed numerous ER rings. No aggravation of the phenotype corresponding to 

the increase of rings is observed in the double depleted embryos despite a network with fewer 

tubules compared to each single mutant. This data indicates that the ring phenotype is 

specifically due to depletion of ret-1. Otherwise, in ret-1(tm390)/yop-1(RNAi) animals, we 

observe an ER defects associated with cell morphological suggesting that RET-1 and YOP-1 

are important to maintain the ER network morphology. In the absence of ret-1, we strongly 

reduce the specificity of ER network shaping during cell cycle, suggesting that the function of 

ret-1 is to maintain the repartition of the tubules in the cell. Our expression data suggest that 

the function of RET-1 in shaping the ER are due to short isoforms. 

 

5. The depletion of RET-1 isoforms in embryos does not affect the autophagosome 

biogenesis. 

We then investigate how the phenotype of ret-1could affect autophagy. The relationship 

between ER and autophagosomes is dual. On one hand, it is autophagosome site for biogenesis 

and on the other hand, a cargo of ER-phagy. We first analyzed the colocalization events 

between RET-1 and LGG-1. LGG-1, homologous of Atg8 protein family, was used as a marker 

of autophagosomes (anti LGG-1 antibody or GFP::LGG-1). Using antibodies anti-RET-1 or 

anti-LGG-1 we very rarely observed yellow dots suggesting a very rare colocalization but very 

frequent proximity is detected between RET-1 and LGG-1 in physiological condition (FIG 5A 

and B). The colocalization is shown by graph of fluorescence intensity (FIG 1A’ and B’). 

Although clear colocalization events between the two proteins are rare, there is often a very 

close proximity between the LGG-1 and RET-1 signals, called co-distribution, and 

corresponding to distances until 200 nm between both staining. The origins of autophagosomes 

are multiple, ER, PM, mitochondria, but no study have addressed that question in C. elegans. 
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Our results illustrate that in physiological conditions, autophagosomes are in close proximity 

to ER suggesting that it is a main site of biogenesis. 

To know if RET-1 is important function in biogenesis of autophagosomes, we next decided to 

monitor the behavior of ER and autophagosomes in ret-1(tm390). Analysis of LGG-1 and SP12 

reveals a similar pattern than the one observed with RET-1. Moreover, in ret-1 depletion, 

despite the formation of ER-ring, the autophagosomes are formed normally (FIG 5G). We first 

quantify the number of autophagosomes in the mutant compared to the control. We observed 

no significant difference in the number of autophagosomes between control and ret-1(tm390) 

(FIG. 5D and E, quantification in F). Autophagosomes were observed inside of ER-ring 

suggesting that defect in shaping does not prevent autophagosomes formation. During early 

embryogenesis in physiological condition, the depletion of RET-1 has no effect on the number 

of autophagosomes and their localization relative to ER, suggesting that RET-1 would not be 

involved in the autophagosomes biogenesis.  

We next performed a stress approach leading to an increase of autophagic flux. We applied a 

one hour 37°C stress (HS) and monitored colocalization and co-distribution (measurement of 

distance) events between LGG-1 and GFP::SP12. We observed an increase of LGG-1 dots in 

control and in ret-1(tm390) embryos after HS (FIG 5E and H, quantification in F). No 

significant difference was observed between control and mutant. The quantification of 

colocalization events between GFP::SP12 and LGG-1 is summarized in figure 5 panel I. Those 

data show that in HS condition, there is significant increase of GFP::SP12/LGG-1 

colocalization control (3 at 20°C to 7 at 37°C per embryo) and ret-1(tm390) (2 at 20°C to 7 at 

37°C per embryo). Moreover, we do not observe a significant difference between the control 

and the mutant at 37°C (FIG 5I). Finally, to evaluate the co-distribution between the 

autophagosomes and the ER, we measure the distances between the LGG-1 puncta and the 

nearest GFP::SP12 staining (FIG 5G and K) and compared with a random distribution of points 
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in the embryo. The mean distance from LGG-1 to GFP::SP12 confirms a non-random 

distribution of autophagosomes which are close to the ER marker (FIG 5J and K) even in HS 

condition. Together, these indicate first that autophagosomes are preferentially located close to 

the ER network. Secondly, during a heat stress, the absence of RET-1 does not seem to have 

any consequences on the formation of autophagosomes or autophagy process. Together these 

data suggest that the short isoforms of RET-1 are not involved in the biogenesis of 

autophagosomes. 
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Discussion 

In this study, we report that ret-1, the only reticulon gene in C. elegans, leads to the 

expression of at least 8 isoforms having size and tissue specificities. This diversity of reticulon 

ask the question about the specificity of functions. For the first time, the ret-1 locus was 

dissected to prove the existence of the three categories of predicted isoforms, identified a new 

D2 isoform and better understand their respective role. Until now, the ret-1 locus was poorly 

documented and is represented in most reviews only by its longest isoform corresponding to 

3303 aa. Here, we have shown that the short isoforms of RET-1 are majority and ubiquitously 

expressed and responsible for maintaining a thin tubular structure constituting the peripheral-

ER network. In addition, the long isoforms, the very minor forms, are restricted to the body 

wall muscle cells and the intermediate isoforms are expressed weakly in epidermis, intestine 

and probably in muscle in the larvae and the adult but are mainly expressed in the neurons. ret-

1 is not the only reticulon gene to have an expression specificity of different isoforms. 

Expression of RTN4A and B are detected in cultured epithelial cells, fibroblasts and neurons 

(Rämö et al., 2016). In zebrafish, RTN4/NOGO is mainly expressed in neurons and has an 

effect on neuronal growth (Pinzón-Olejua et al., 2014). In mammals, the presence of multiple 

promoter regions in gene loci of the reticulon family may suggest a specific spatio-temporal 

expression pattern depending on the needs of different cell types. The study of the expression 

of the different isoforms of RTN3 in the different tissues of the mouse has notably shown that 

the rtn3 gene produces different transcripts following different alternative splicing or 

transcription initiation sites. For example, the level of expression of RTN3 is much higher in 

neurons than in peripheral tissues and short isoforms are much more represented than other 

isoforms (Shi et al., 2014). The latest data on RTN3 highlight important differences in functions 

between the isoforms. These new data suggest that different functions can be associate to these 
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proteins but no function has been yet assigned to these tissue-specific isoforms. C.elegans 

seems to be a good model to decipher the specific function of different isoforms. 

Because it has already been established in mammals and yeast that some reticulons/reticulon-

like as RTN3, FAM134B or Atg40 are involved in ER-phagy (Grumati et al., 2017; Khaminets 

et al., 2015; Mochida et al., 2015), it was interesting to explore the link between ret-1 and 

autophagy process. Moreover, in mammals, the only long isoform of RTN3, RTN3L, has a role 

in ER-phagy leading to the specifically ER tubules degradation and seems to be the only 

described case of ER-phagy involving a particular isoform. In our study we only interested in 

the short RET-1 isoforms and we show that its do not appear to be involved in the biogenesis 

of autophagosomes. In regard of our results, the conditions are probably not the best to observe 

ER-phagy events. Otherwise, in HS conditions where the induction of autophagic flux occurred 

and probably also an ER stress, we do not see an increase of colocalizations between ER and 

autophagosome in the ret-1 mutant suggesting that ret-1 would not be necessary for ER-phagy. 

All these data suggest that the long or intermediate isoforms appear to be good candidates for 

mediating a link between ER and autophagosomes in muscle or neurons in C. elegans. Indeed, 

a close link seems to be established between autophagy and the development of the central 

nervous system, in mouse (Fimia et al., 2007), in drosophila (Kadir et al., 2016). Moreover, it 

is established that some reticulons are also involved in CNS homeostasis as for example in 

zebrafish (Pinzón-Olejua et al., 2014). Finally, the only defect assigned to ret-1 null mutation 

until now has been a defect in axonal guidance. In this case, is the ER network is affected in 

neurons and is this phenotype due to a defect of ER organization in ER? In addition, analysis 

of the expression pattern of a transcriptional fusion between GFP and the promoter of the G2 

isoform, shows that this isoform is specifically localized in neurons (Torpe et al., 2017). Here 

we have demonstrated that the other intermediate isoform D are also mainly expressed in 

neurons in C. elegans. We hypothesize that the RET-1 intermediate isoforms could have a 
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specific role in ER-phagy in neuron. These numerous isoforms all share in common their C-

terminal part containing RHD but diverge from a N terminal part presenting a very variable 

sizes, suggesting that their function could be mediated by the N-terminal. In addition, no known 

domain is present in the N-terminal parts of the different isoforms of RET-1. 

In mammals, it is now six receptors that are known, so one can also imagine that in C. elegans 

there may exist other RE-phagy receptors than RET-1. 

 Another part of our results also report that the short RET-1 isoforms are essential for 

maintaining the shaping of the ER tubules in embryos. Our approach was to study the ret-1 

mutant during embryonic development bringing new data compared with to Audhya’s results 

that were only interested in the first cell stage using ret-1 RNAi. Our data led us to show that 

in absence of RET-1 proteins, the ER network presents an increase in abnormal ring structures. 

Audhya and colleague also observed an ER aberrant morphology in triple depletion of RET-

1/YOP-1/RAB-5 what they called numerous loop-shaped structures that look similar to what 

we observed in ret-1 mutant. These loops, present in interphase, are accumulated around the 

spindle poles in mitosis do not exactly the same structure what we have. Moreover, our ring 

structures looks like that it described by Golden and colleagues associated with the depletion 

of lipin. They postulate that when lipin is downregulated, either an excess of ER membrane in 

the form of sheets counteracts the activity of reticulon, or ER membrane composition is altered 

such that the reticulons cannot induce the formation of ER tubules (Golden et al., 2009). But in 

our observation, the increase in these ring-like structures seems to be associated with a decrease 

in patches. It is clear that in RET-1 depletion, some ER structures disappear and the ER network 

is organized differently. One possibility is that these patches are in fact matrices of tubules as 

it has been described recently in living cells (Nixon-Abell et al., 2016), to explain the 

reorganization of the network in the mutant. Otherwise, ring structure of tubular ER have been 

observed in living cell and are very dynamic and microtubules-dependent (Friedman et al., 
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2010; Lee and Chen, 1988). The ring structures consist of two three-way junctions and are 

localized where ER circumscribes endosomes and mitochondria (Friedman et al., 2010, 2013; 

Zajac et al., 2013). These organelles are constricted where they are wrapped by ER, 

corresponding to contact sites where mitochondrial and endosome fissions occur (Friedman et 

al., 2011; Rowland et al., 2014). Indeed, ER has been shown to establish transient membrane 

contacts with other endomembrane systems to exchange material (eg calcium and lipids) and 

to modulate the dynamic processes of organelles, such as fission, sorting and displacement of 

vesicles (Rowland et al., 2014). We hypothesize that these ring like structures, observed in ret-

1 mutant, may contain cell organelles as mitochondria, endosomes or lipid droplets, for 

example. The question being whether they correspond to contact sites between RE and 

organelles. Indeed, a typical animal cell have more than 100 endosomes and mitochondria and 

most are attached to the tubular ER network (Friedman et al., 2011; Rowland et al., 2014). Also, 

many ER sliding events may occur at positions where an ER tubule is pulled behind a trafficking 

organelle. Therefore, it is possible that most ER dynamics in the cell are indirectly caused by 

tethered organelles dragging the ER around with them. On the other hand, a hypothesis will be 

that in the absence of RET-1, particular associations are formed leading to a stabilization of 

contact areas. In order to decipher this hypothesis, it would be necessary to identify what is 

inside in these spheres. Because the ER is a central position in relations with most organelles 

of the cell, many contact areas exist between RE-endosomes, RE-mitochondria, RE-LP, etc. 

(Westrate et al., 2015; Wu et al., 2018). In this case, we would thus be able to show that RET-

1 could not only favor the setting up of thin tubules but also that it could limit the contact zones 

with certain cellular organelles because in its absence, the tubule network seems destabilized 

and forms many new structures more spherical and fairly regular. The modification of the ER 

structure could lead to the modification of contact zones. The effect of ER membrane protein 

depletion associated with an increase in contact sites has already been described for the EPG-
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3/VMP1 protein (Zhao et al., 2017). On the other hand, RET-1 could participate to form and 

maintain rigid tubules, which could explain that in its absence, the tubules, less constrained and 

less rigid, would cover the organelles, following the steric hindrance of the organelles and 

sometimes cover them. To better characterized these ring-like structures, it will be interesting 

to see if these structures are stable or not. 

Finally, we also focus on the ER reorganization during cell cycle. The peripheral-ER undergoes 

major structural modifications ranging from majority of thin tubules in interphase to an increase 

in patches to the detriment of tubules in mitosis. In ret-1 mutant, we observe a stabilization of 

the peripheral-ER network which appear more similar in both phases associated with increased 

of ring-like structure, suggesting that ret-1 is necessary to allow the correct dynamics of ER 

reorganization. 

 In summary, our results suggest that ret-1 is involved in ER shaping maintaining tubular 

integrity of peripheral ER and could play a role in regulating contact sites between ER and 

organelles. We propose that the tissues specificity of extended isoforms of RET-1 and their 

interaction with autophagosomes could be an ER-phagy receptors or modulators of phagophore 

formation in C. elegans. 
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Experimental procedures:  

C. elegans strains 

Nematode strains were grown on nematode growth media (NGM) plates and fed with 

Escherichia coli strain OP50 (Brenner, 1974). The C. elegans Bristol N2 strain was used as a 

wild-type strain. Genotypes of all the strains used in this study are listed in Table 1 in 

supplemental material.  

 

Immunofluorescence  

Embryos were prepared for antibody staining on poly-L-linisated (Sigma P8920) slides. 

Early embryos were extracted from mothers cutted directly on the slides. The samples were 

freeze–fractured and fixed in desiccated methanol at -20°C (30 minutes). After two quick 

washes with PBS 1X (~5min each), and a saturation step with 1X PBS containing 4% BSA 

(Sigma A7030) and 0.1% Triton (X-100 Sigma T9284) (Abdil buffer) for 1h, samples were 

incubated in 1X PBS, 4% BSA and 0.1% Triton buffer overnight at 4°C with primary 

antibodies, in humid chamber. After four 15 min washing steps in 1X PBS 0.1% Triton, samples 

were incubated in the same Abdil buffer for 2h at room temperature (20°) with secondary 

antibodies and a DNA labeling agent. Final mounting was carried out in DABCO (Sigma). 

Primary antibodies used in this study: mouse monoclonal anti-GFP at 1:250 (Roche, 1814460), 

chicken polyclonal anti-GFP 1:40 (Abcam Ab13970), rabbit anti-GABARAP at 1:200 (Merck 

Millipore AB15278), rabbit anti-RET-1 at 1:1000, anti-HDEL at 1:100. As secondary 

conjugated antibodies, Alexa Fluor® 488, Alexa Fluor® 568 (Molecular Probes) were used at 

a dilution of 1:500, and Alexa Fluor® 647(anti Rabbit, Invitrogen A21244) at 1:200. DNA was 

labeled using Hoechst at 1/500 (Molecular Probes).  

 

Heat stress  
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For heat stress condition on embryos, gravid hermaphrodites were grown at 20oC and 

then incubated at 37oC for 1h followed by a recovery at 20oC for 45 min, and then an 

immunostaining has been performed. 

 

Protein extraction and Western-blot  

Unsynchronized population of worms were harvested in M9 from OP50 plates and the 

pelleted worms were lysed in equal volume of PBS Triton 2% + 10% PIC (Protease inhibitor 

cocktail, Roche 1183617), and glass beads (425-600µm, Sigma IG8772), with Precellys (1min 

6000rpm, 5 min on ice, 1min 6000rpm, and on ice). 65 µg of proteins from total extracts have 

been loaded in each well of 4-12% tris-glycine gel (NuPage NP0321), and have been migrated 

with MOPS 1X buffer (NuPage, NP0001). Transfer has been performed in liquid buffer (14,4g 

Glycine, 5,05g Tris, 0,5g SDS and 200mL EthOh in 1L) overnight in cold room (4°C) at 30V. 

Membrane has been blocked with TBST 1X (1,2g Tris, 9g NaCL, 1mL Tween20 in 1L, pH7,5) 

+ 3% milk for one hour, then primary antibodies were incubated in TBST milk 3% overnight 

at 4°C or 1h at RT, with agitation. Anti-RET-1 was used at 1:5000 dilution, anti-GFP at 1:2000 

and anti-Tubulin at 1:2000. 4 washes in TBST 1X with stronger agitation were performed 

between primary and HRP coupled secondary antibodies incubations, which have been 

performed 1h at RT and were used at 1:10000 dilution (both anti-Rabbit and anti-Mouse). After 

4 washes, HRP signal has been revealed by incubating the membrane for 5 minutes with 

Supersignal West Femto (Thermoscientific 34094) and detected with Chemidoc® Touch 

(Biorad).  

 

Light microscopy imaging 

Routinely, embryos and animals were imaged on a confocal Leica TCS SP8 microscope. 

Embryos and details of adult worms were imaged with 100x objective, while live whole worm 
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images are assemblages of projected stacks captured with 40x objective. All embryos images 

are from immunostaining experiments, for signal amplification.  

Spinning disc approaches were performed using a Nikon Eclipse Ti E inverted microscope, 

Yokogawa CSU-X1-A1 spinning disc module and Prime 95B camera.  

Deconvolution treatment was performed using Huygens software. Intensity quantification, 

counting and image processing was performed with imageJ (Fiji) (Schindelin et al., 2012).  3D 

rendering was performed with Chimera software (Pettersen et al., 2004).  

 

Plasmid constructions and transgenic strains 

RD344, RD346, RD380, RD412 and RD413 strains were obtained by a CRISPR-CAS9 

approach optimized for C. elegans, using a dpy-10 co-CRISPR protocol (Paix et al., 2015). In 

RD344, GFP was inserted in-frame in exon 2 of isoform C, in order to avoid secondary 

structures. RD346 is the result of a NEHJ event at the same cutting site, and resulted of a 

deletion of XX bp causing a frame shift leading to appearance of premature stop codon. In 

RD380, GFP was inserted in c-terminal, just before the stop codon, in the last exon, common 

to all isoforms of ret-1. RD412 correspond to an insertion of GFP in beginning of exon 1 of d 

isoform. RD413 is the result of an NEHJ event at the same Cas9 cutting site, inserting random 

material, causing a frame shift and introducing a stop codon, leading to a KO of c and d 

isoforms. All the insertions and deletions were verified by sequencing. 

RD404 has been constructed by crosses.  

 

RNA mediated interference 

RNAi by feeding was performed as described (Kamath and Ahringer, 2003; Timmons 

and Fire, 1998). Fourth-larval stage (L4) animals or embryos were raised onto 1mM isopropyl-

D-b-thiogalactopyranoside (IPTG)-containing NGM plates seeded with bacteria (E. coli 
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HT115[DE3]) carrying the empty vector L4440 (pPD129.36) as a control or the bacterial clones 

from the J. Ahringer library, Open Biosystem (yop-1). RNAi embryonic lethality phenotypes 

of F1 generation embryos were scored one day after the removal of of egg laying F0 adults. 

 

Statistics 

All statistical analyses were performed by using the R-software (www.r-project.org). 

The error bars represent the standard deviation (SD). The Shapiro-Wilk’s test was used to 

evaluate the normal distribution of the values. Data derived from different genetic backgrounds 

or conditions were compared by the Wilcoxon-Mann-Whitney test.  
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Figure legends 

 

Figure 1. ret-1 locus codes for 3 categories of isoforms of various sizes. 

(A) Schematic representation of the genomic locus of ret-1, and all the proteins it codes. 

Alternative spliced exons are colored. The different GFP insertion sites are indicated in green, 

while mutated sites leading to K.Os are indicated in black. Sizes in amino acids of the different 

isoforms are indicated at their C terminal end.  αRET-1 represents the fragment of RET-1 used 

to generate the antibody. RHD in red represents the Reticulon homology domain. The three 

categories of isoforms are indicated at left. Interpretation of splicing analysis allowed us to 

estimate the relative quantity of each isoform as shown at right. (B) Western blot analysis of 

the RET-1 isoforms expression in wild type or null mutant ret-1(tm390). Asterisks indicates 

aspecific bands. Signal quantification of each category of isoforms from the wild type extract 

is indicated by the histogram. (C) Schematic representation of the different generated GFP 

fusions expressed in the three transgenic strains generated by a CRISPR-Cas9 technology. (D) 

Western blot analysis of the RET-1 isoforms expression in GFP fusion expressing strains, K.Os 

mutant of cd isoforms, and K.Os mutant of c isoform. The same membrane was hybridized with 

anti-GFP antibody (left) and antiRET-1 antibody (right). Asterisk indicates aspecific bands. 

Anti-tubulin was used for normalization. 

 

Figure 2. RET-1C is restricted to muscle cells and RET-1D is mainly expressed in neurons. 

(A-C) Assemblage of confocal images projections of live adult hermaphrodites. Scale bar: 

100µm. (A) Expression of panRET-1::GFP. The expression can be detected in all tissues; 

arrows indicate some of them (NR: Nerve ring). (B) Expression of GFP::RET-1CD can be 

detected in neurons, intestine, epidermis and body wall muscle cells (BWM). (C) Expression 

of GFP::RET-1D is restricted to BWM. (D-F”) Confocal images of magnification of live adult 
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hermaphrodite tissues showing the expression pattern of the different RET-1 GFP fusions in 

epidermis (D, E, F), intestine (D’, E’, F’; corner window shows autofluorescence of the 

intestine), and muscle cell (D”, E”, F”). Scale bar: 10µm. D panels correspond to panRET-

1::GFP ubiquitous expression. E panels correspond to GFP::RET-1CD expression in those 3 

tissues. F panels correspond to GFP::RET-1C expression restricted to BWM.  (G-N) Confocal 

images of GFP tagged proteins in embryo after immunostaining with anti-GFP antibody. In 

panGFP::RET-1 expressing embryos, signal is ubiquitous in all stages (G-J). GFP::RET-1 C 

expression is absent of embryos (K), and GFP::RET-1CD are expressed in neuronal precursors 

and neurons from morphogenesis (M,N). Scale bar: 10 µm. 

 

Figure 3. RET-1 is enriched in ER-tubules and accumulated in epithelial cells during 

morphogenesis. 

(A-L) Confocal planes of embryos from immunofluorescence experiment. Scale bar: 5 µm. (A-

D) Staining with antibodies against RET-1, against GFP and DNA marker (Hoechst) of a 1 cell 

(A), 4 cells (B), 50 cells (C), revealing GFP::SP12 localization, and 150 cells embryos (D), 

revealing GFP::SCA-1 localization.  (E-I) Confocal magnifications of previously shown 4 cells 

embryo and 50 cells embryo (NE: nuclear envelope). (E, F) Two different confocal planes of 

ABa cell in mitotic state (white arrows indicate patches and yellow one cortical-ER). (G-H) 

Two different confocal planes of P2 cell in interphase. (I) cells in interphase, (I’) cell in mitosis. 

(J-K) Confocal images of immunofluorescence against RET-1 and AJM-1 of a 550 cells 

embryo, with external and internal planes. Arrow indicates the enrichment of RET-1 in 

epithelial cells. (L) Confocal magnification of a 2 cell immunostained embryo, illustrating 

measurement of relative quantification of RET-1 and GFP::SP12 in ER tubules versus ER 

junctions. Arrow shows ER junction, arrowhead indicates ER tubule. Dotted line is passing 

through a junction and a single tubule for plotting in M. (M) Histogram showing GFP::SP12 
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and RET-1 fluorescence intensity along the dotted line in L. (N) Boxplot representation of 

measured ratios corresponding to maximum intensity at tubule/ maximum intensity at junction  

for RET-1 and GFP::SP12 in 2 cell embryos or in 4-10 cells embryos. Intensities values have 

been each measured at single tubule and at the closest junction. N=60 ratios measurement for 

each condition.  

 

Figure 4. Depletion of RET-1 results in an abnormal ER shape. 

(A-B’) Single planes from deconvoluted confocal images of 4 cells embryos immonostained 

with anti-GFP antibody, revealing GFP::SP12. Arrows show spherical ER structure. (A,A’) 

Upper plane and central plane of a control embryo. Dotted square indicates structure used for z 

multiplane montage in E. (B, B’) Upper slice and central slice of a ret-1(tm390) embryo. Dotted 

square indicates structure used for 3D rendering in D and z multiplane montage in F. (C) 

Quantification of spherical ER structures in control and ret-1(tm390) by confocal plane. 

Quantification has been performed on 3 nonconsecutive confocal slices for each embryo. (N=42 

slices analyzed for control, N= 51 for ret-1(tm390)). (D) 3D rendering of a spherical structure 

from successive z slices corresponding to B’ dotted square. (E) Montage of successive z planes 

of spherical structures from deconvoluted confocal images of 4 cells ret-1(tm390) embryos, 

indicated by dotted squares in B’. 0 represent the central plane of the structures; other values 

indicate the z distance of each plane from the central plane, in µm. (F, F’, F”) Single confocal 

magnification images of 4 cells embryo. Immunostained with anti-GFP (F) and anti-HDEL (F’) 

antibodies. Merged signals are displayed in (F”). Right panel shows higher magnification of 

the structure indicated by arrow.  
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Figure 5. RET-1 is not involved in autophagosome biogenesis.  

(A-C’). Colocalization and codistribution analysis of RET-1 and LGG-1 proteins. (A) Confocal 

images of 25 cells stage embryo using anti-GFP and anti-GABARAPL1 antibodies. (B) STED 

image of 16 cells stage embryo using anti-GFP and anti-RET-1 antibodies. (C) Deconvoluted 

confocal image of 50 cells stage embryo using anti-GFP and anti-RET-1 antibodies.  (A’-C’) 

graphs corresponding to a visualization of pic of fluorescence intensity of each staining along 

the dotted line in magnification panels. Arrows indicate the colocalization events in A’ and B’ 

or codistribution in C’. (D, E, G, H) Deconvoluted confocal image of early embryos expressing 

GFP::SP12 fusion protein. Immunofluorescence of GFP, LGG-1 and DNA staining using 

hoescht in control and ret-1(tm390) at 20°C (D and E respectively) or 37°C (G-H respectively) 

corresponding to heat shock (HS). (F) Quantification of number of autophagosomes per embryo 

in control at 20°C and 37°C and ret-1(tm390) at 20°C and 37°C (n = 20, 9, 16, 8 respectively). 

Dots counting have been performed on total z-projection from 2-10 cell stages embryos. I) 

Quantification of colocalisation events per embryo in same conditions (n= 10, 8, 9, 8 

respectively). J) Confocal image used for measurement of distance between LGG-1 

(autophagosomal marker) signal and GFP-SP12 (ER marker) signal or random dot and GFP-

SP12 signal. Measurements performed on confocal images of 2-10 cell stages embryos. Yellow 

line represents the measured distance. (K) Boxplot of the distance between autophagosomes/ER 

or random dots/ER in control or ret-1(tm390) at 20°C or 37°C (random dots within the nucleus 

have been excluded). 20 to 23 measurements have been performed for each embryo, (3 embryos 

for each condition were used). Scale bar: 5 µm. * : p<0,05; ** : p<0,01; *** : p<0,001 
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Supplementary Figure Legends 

Figure S1. Quantitative visualization of relative splice-sites usage in ret-1 locus. (A) 

Schematic representation of ret-1 exons associated with the absolute read count for each cis- 

and trans-splicing event in the gene on a logarithmic scale. This graphical representation shows 

the high-confidence events and include junction usage frequencies for alternative events 

(Tourasse et al., 2017). (B) Schematic representation of all transcripts from ret-1 locus using 

splicing data. Percentage of each isoform transcripts based on number of spicing reads are 

indicated on the right. Data set indicates that a, b and g as major forms, e and d as minor and c 

as rare forms of ret-1 gene. 

 

Figure S2. (A) Live spinning disk images of body wall muscle cells of strains expressing 

panRET-1::GFP or GFP::RET-1C. We focus on three different areas of muscle cell. Basal zone 

correspond to a confocal plane under the plasma membrane. Arrowheads indicate one muscle 

cell, arrow indicate a neuron. panRET-1::GFP and GFP::RET-1C pattern are associated to 

sarcoplasm and cytoplasm network structures in BWM cells. (B) Live confocal image of the 

head of an adult expressing GFP::RET-1 CD. Fluorescence signal is localized in axons and 

cellular bodies of neurons and in nerve ring (NR). (C) Confocal single plane image of 

immunostained gonad from a cutted worm expressing panRET-1::GFP with anti GFP antibody. 

(D) Confocal images after immunostaining with anti RET-1 antibody (in green) and anti 

calcequestrin-1 (CSQ-1 in red) or actin staining with phalloïdin (in red) in adult BWM cell 

expressing panRET-1::GFP or GFP::RET-1C. CSQ-1 is localized at the sarcoplasmic 

reticulum, and phalloidin stains actin filaments that are attached to dense bodies (arrow 

indicates the localization of dense body). RET-1 fusion proteins are partially colocalized with 

CSQ-1 and along the dense bodies. (E-I’) Confocal single plane images of immunostained 

embryos. (E-E’) Immunofluorescence of GFP (green) and ERM-1 (red and used as control of 
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immunostaining) in 16 cells stage embryos expressing GFP::RET-1C. No GFP signal was 

detected in early embryo. (F-G’) Immunoflorescence of embryos expressing GFP::RET-1 CD 

with anti-GFP (green) and anti-RET-1 (red). In early embryo, no GFP signal was detected while 

in late embryo, GFP signal is localized in neurons. (H-I’) Immunostaining of GFP (green) and 

RET-1 (red) in embryos mutants for ret-1(pp130). Depletion of RET-1 C and D isoforms 

specifically does not affect RET-1 general pattern of localization of other isoforms.  

 

Figure S3. RET-1 localization during cell cycle. A) Confocal image of immunostained 16 

cell stage embryo expressing panRET-1::GFP, with antibody against GFP (green) and DNA 

marker Hoechst (blue) Dotted squares indicate cells magnified in (B-C’). (B-B’) Confocal 

magnification of a cell in mitotic state, upper single slice (B) and central single slice (B’). (C-

C’) Confocal magnification of a cell in interphase, upper single slice (C) and central single slice 

(C’).  Cells in interphase display a dense network of thin tubules with a relative low number of 

sheets/cisternae. Cells in mitosis present thicker tubules forming a wider network, and more 

patches, especially close to the PM and the nucleus, and around centrosomes.  

 

Figure S4. (A-D’) Confocal single slice images of immunostained 4 cell stage embryos. (A-

A’) Upper and central views of an embryo depleted in RET-1 C and D, stained with antibody 

against RET-1 (green), and DNA marker Hoechst (blue). ER shape and ER dynamics are not 

affected. (B-D’) Upper and central views of embryos depleted for YOP-1 by RNAi treatment, 

and immunostained with antibody against GFP (revealing GFP::SP12) and DNA marker (blue). 

(B-B’) Control background. The increase of the number of ring structures in case of depletion 

of RET-1 is not observed when YOP-1 is depleted. (C-C’) In case of codepletion of RET-1 and 

YOP-1, ring structures number strong increase is observed, with drastic effects on the ER shape, 

resulting in a strong decrease of ER tubules. 
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Table S1 

All the strains used in this study are listed below 

 

 WH327 ojIs23 [pie-1p::GFP::C34B.10] 

 RD380 ret-1(pp120)[panRET-1::GFP] 

 RD344 ret-1(pp100)[GFP::RET-1C] 

 RD346 ret-1(pp103)[KO ret-1 c] 

 ret-1(tm390) ret-1(tm390) V.  

 RD404 ret-1(tm390) V. ojIs23 [pie-1p::GFP::C34B.10] 

 SCA-1::GFP      gift from K.R. Norman 

 RD412 ret-1(pp125)[GFP::RET-1D] 

 RD413 ret-1(pp103)[KO ret-1c/d] 

 N2 wild type 

 DA2123 adIs2122 [lgg-1p::GFP::lgg-1 + rol-6(su1006)] 
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Partie II : Résultats complémentaires 

a- RET-1 isoformes C et D sont des interacteurs potentiels de LGG-1. 

 

 N’ayant pas pu mettre en évidence in vivo une interaction entre LGG-1 et une ou plusieurs 

isoformes de RET-1, nous n’avons pas inclus ces résultats dans le manuscrit. Par une double 

approche suite à un crible double hybride réalisé chez la levure en utilisant LGG-1 et LGG-2 

comme appats (réalisé par Hybrigenics) et une immunuprécipitation de GFP::LGG-1 et 

GFP ::LGG-2 suivie d’une analyse en spectrométrie de masse (réalisé au laboratoire par Marion 

Manil-Segalen en collaboration avec la plateforme de spectrométrie de masse), nous avons 

identifié environ 200 d’interacteurs potentiels de LGG-1 et/ou LGG-2. L’un de ces interacteurs, 

RET-1, s’est avéré positif pour LGG-1, et non pour LGG-2. Nous avons entrepris l’analyse des 

séquences d’ADNc correspondant aux fragments positifs de RET-1 issus du crible double 

hybride. Nous avons alors observé que l’ensemble de ces fragments correspondaient à des exons 

uniquement présents dans les isoformes C et D, en amont du début de traduction des autres 

isoformes. De plus, tous les fragments sauf un comprenaient un exon pouvant être éliminé par 

épissage alternatif (Figure 28, A).  

Par une approche bio-informatique en utilisant l’outil iLIR, nous avons identifié 6 LIR situés 

spécifiquement sur les isoformes longues et intermédiaires, dont deux sur la partie commune aux 

fragments de RET-1 issus du crible double hybride. Nous avons fait tester l’interaction de ce 

fragment avec LGG-1, et également avec des versions mutées de l’un ou l’autre de ces deux LIR, 

ou bien les deux. La mutation de l’un ou l’autre des LIR entraine un affaiblissement de 

l’interaction, et la mutation conjointe des deux entraine une perte de l’interaction de ce fragment 

de RET-1 avec LGG-1 (Figure 28, B).  
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Avant d’avoir analysé les données relatives à l’épissage alternatif de ret-1, nous avons utilisé 

pour notre interprétation des résultats, les prédictions indiquées par le site Wormbase. Celles-ci 

Figure 30 : Les isoformes C et D de RET-1 sont des interacteurs potentiels de LGG-1. (A) Représentation des 

différents transcrits avant epissage issus du locus ret-1. En noir, les différentes séquences exprimées chez la levure 

pour le crible double hybride , qui, exprimées, ont entrainé une interaction avec LGG-1. Deux LIR sont présents 

sur le fragment commun à tous les clones sauf deux. (B) Approche double hybride chez la levure avec le fragment 

sauvage, muté pour le premier LIR ou le second, ou bien les deux. L’interaction forte du fragment de RET-1 avec 

LGG-1 entraine la croissance des levures même en forte concentration de 3AT (3-amino-1,2,4-triazole), inhibiteur 

compétitif du gène rapporteur de l’interaction. Avec l’un ou l’autre des LIRS mutés, l’interaction est toujours 

détectable mais la croissance des levures est affectée par la concentration croissante en 3AT. Les mutations 

conjointes des deux LIRs entrainent une perte d’interaction avec LGG-1 : les levures ne poussent pas. L’interaction 

testée avec LGG-2 conduit à une croissance même en absence du fragment de RET-1, suggérant une auto-

activation de LGG-2.   
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indiquaient que seules les isoformes les plus longues, C, comportaient l’exon 5, et que dans les 

isoformes D, il était systématiquement épissé. Nous nous sommes donc intéressés en premier 

lieu aux isoformes C, et donc à leur rôle dans les cellules musculaires. L’identification récente, 

suite aux données de Denis Dupuy, d’une nouvelle isoforme intermédiaire D2, contenant 

également les deux LIR, nous permettant ainsi d’élargir à d’autres tissus notre analyse in vivo de 

l’interaction avec LGG-1.  

b- Obtention par CRISPR-Cas9 de souches de vers exprimant différentes isoformes de 

RET-1 fusionnées à des protéines fluorescentes, sous le contrôle des promoteurs 

endogènes.  

 

 Afin de générer de nouveaux outils indispensables à notre étude, nous avons utilisé la 

technologie CRISPR-Cas9 optimisée pour C. elegans (Paix et al, 2015). Par des stratégies 

différentes, nous avons obtenue trois souches exprimant : 1) GFP ::RET-1C où seule la forme 

longue C est fusionnée à la GFP, toutes les autres formes étant présentes mais non marquées, 2) 

panGFP ::RET-1 où toutes les isoformes sont fusionnées à la GFP en C-terminal, 3) GFP ::RET-

1CD et mCherry ::RET-1CD, où seules les isoformes C et D sont marquées. 

L’approche CRISPR-Cas9 consiste à utiliser un ARN guide qui par complémentarité va 

reconnaitre une séquence spécifique en amont d’une séquence PAM (Protospacer adjacent 

motif), classiquement NGG. Le recrutement de la Cas9 dans ce complexe conduit à la coupure 

double brin trois paires de bases en amont du PAM.  

 Nous avons dans chaque cas utilisé le protocole de co-CRISPR pour C. elegans. Celui-ci consiste 

à injecter simultanément, dans la gonade d’animaux sauvages, la machinerie pour couper et 

réparer le locus d’intérêt avec la séquence désirée, ainsi que celle pour couper et réparer un locus 

rapporteur, dpy-10. La coupure double brin générée par l’action de la Cas9 peut conduire à une 

réparation aléatoire d’insertion délétion, via le mécanisme NHEJ (Non Homologous End 

Joining), ou utiliser l’ADN double brin servant comme modèle de réparation, par homologie des 

séquences flanquantes, pour conduire à une réparation homologue. Sur le locus dpy-10, la 

réparation aléatoire entraine une mutation récessive conférant le phénotype « dumpy » (les 

animaux sont plus courts et plus épais), et la recombinaison homologue une mutation dominante 

conférant le phénotype « roller » (les vers ont un corps organisé en légère spirale, les faisant se 

déplacer en cercle). Ce marqueur phénotypique permet de repérer et de sélectionner, en première 

instance, les animaux pour lesquels la probabilité de coupure et de recombinaison au locus dpy10 

est la plus grande attestant ainsi de la bonne efficacité du système de réparation (Figure 29). 
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Figure 31 Approche de co-CRISPR chez C. elegans. La Cas9 est recrutée à la fois au locus dpy-10 et au locus 

d’intérêt par les ARNguides présents dans le mixte d’injection. Elle reconnait le motif PAM et clive l’ADN en 

coupure double brin. L’ADN double brin de réparation, par homologie, peut être utilisé pour réparer cette coupure, 

ou la machinerie de réparation va résoudre cette cassure par un mécanisme de NHEJ conduisant à des délétions et/ou 

des insertions aléatoires, entrainant souvent l’apparition de codon stop par insertion ou décalage de la phase de 

lecture. Au locus dpy-10, cela peut entrainer une mutation nulle, qui confère à l’état homozygote un phénotype 

dumpy [dpy]. La recombinaison homologue conduit à un phénotyope [rol]. Parmi la génération issue de la ponte des 

animaux injectés dans les gonades, les animaux présentant des phénotypes sont sélectionnés. La probabilité chez 

ceux-ci d’avoir eu des évenemments de coupure au locus d’intérêt est plus grande. Ces évenements sont repérés par 

PCR.  

 La première souche que nous avons générée est une souche exprimant GFP::RET-1C. 

Pour cela, j’ai utilisé différents outils de prédiction dans les exons spécifiques à cette isoforme. 

Même si aucun peptide signal n’est prédit dans la séquence de ret-1, j’ai choisi d’éviter 

l’extrémité N-terminale. J’ai recherché d’éventuels domaines transmembranaires, au nombre 

prédit d’un ou deux, en plus du RHD, et ai évité d’insérer la GFP à proximité 

(http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html). J’ai également évité les structures 

secondaires prédites (http://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/COUDES/). Ces raisons m’ont 

conduit à insérer la GFP dans l’exon 2 de l’isoforme C (Figure 30). 

http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html
http://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/COUDES/
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Figure 32 : Stratégie d’insertion de la GFP au locus RET-1 par CRISPR-Cas9, dans l’exon 2 spécifique des 

isoformes longues C, pour marquer spécifiquement celles-ci.  

 Cette souche nous a permis de décrire le patron d’expression de RET-1C, dans les cellules 

musculaires. Lors de cette approche, nous avons également observé des évènements de NHEJ au 

locus conduisant à des erreurs de réparation et donc des mutations nous permettant d’isoler une 

souche correspondant à une délétion de 50 nucléotides, entrainant un décalage de la phase de 

lecture et l’apparition d’un codon stop. Nous avons donc obtenu un mutant spécifique de 

l’isoforme longue C de RET-1 n’affectant pas les autres isoformes.  

 Par la suite, nous avons inséré une GFP à l’extrémité C-terminale, commune à toutes les 

isoformes, pour les marquer toutes. Cette souche nous était indispensable car l’anticorps qui nous 

a été donné par Oegema et Audhya s’épuisait. Il nous fallait donc générer un outil afin de 

continuer à étudier ces protéines. Cette stratégie fut très délicate car nous souhaitions insérer la 

GFP au niveau du stop afin de ne pas perturber le domaine RHD situé en position C-terminale. 

L’absence d’un PAM proche du codon stop nous a fait adopter une stratégie particulière. Le seul 

PAM possible entrainant une coupure à 37 nucléotides du codon stop, nous avons utilisé un ADN 

double brin de réparation comprenant l’homologie nécessaire à la réparation, puis les 37 

nucléotides dégénérés (afin d’éviter l’homologie), suivis de la GFP avec son codon stop et enfin 

la queue homologue correspondant à la séquence en aval du codon stop de ret-1 (Figure 31). Ce 

construit conduit à l’expression de toutes les isoformes de RET-1 fusionnées à la GFP.  
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 La dernière souche exprimant RET-1 fusionnée à une protéine fluorescente que nous 

avons généré correspond à la construction de GFP::RET-1D. Pour ce faire, nous avons inséré la 

séquence correspondant à la GFP directement au site de coupure le plus proche de l’extrémité N-

terminale de l’isoforme D (Figure 32). 

  

Figure 34 : Stratégie d’insertion de la GFP ou de la mCherry au locus RET-1 par CRISPR-Cas9, en N-ter des 

isoformes D, pour marquer spécifiquement les isoformes intermédiaires D et les longues C. 

 Nous avons co-injecté un ADN double brin de réparation contenant la séquence de la mCherry. 

Par cette approche, nous avons obtenu directement et en une injection, des souches exprimant 

Figure 33 : Stratégie d’insertion de la GFP au locus RET-1 par CRISPR-Cas9, en C-terminal, pour 

marquer toutes les isoformes de RET-1.  
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soit GFP::RET-1D soit mCherry::RET-1D. Cette approche fut également utilisée pour nos deux 

autres CRISPR mais sans pouvoir obtenir de vers marqué avec la mCherry. 

 Néanmoins, chez le nématode adulte, l’expression de la mCherry entraine parfois la 

formation d’agrégats et/ou de fibrilles, ce que nous avons observé dans cette souche, la rendant 

inexploitable pour l’analyse de la localisation subcellulaire de RET-1 chez l’adulte. De plus, nous 

avons obtenu par cette approche une insertion de 125 nucléotides, entrainant l’apparition d’un 

codon stop et d’un décalage de phase de lecture. Dans cette souche, seules les isoformes C et D 

de RET-1 sont absentes.  

 En fonction de la complexité de l’approche, l’efficacité et ainsi la probabilité d’obtention 

de la souche désirée peut grandement varier. Les approches CRISPR pour obtenir des protéines 

de fusion avec les isoformes C ou D sont simples, l’insertion se faisant exactement au site de 

coupure, en utilisant une homologie de 33 nucléotides de part et d’autre de celui-ci afin de générer 

l’ADN double brin de réparation.  

Le premier CRISPR (pour GFP::RET-1C) effectué nous a conduit à cloner 139 animaux avec 

des phénotypes dumpy ou roll, et par PCR nous avons observé 3 évènements d’insertion 

correspondant à la GFP (717 nucléotides), deux délétions aléatoires de 50 et 174 nucléotides, et 

trois évènements d’insertions de matériel aléatoire, combiné à la délétion de quelques 

nucléotides.  

 La génération de GFP::RET-1D a posé davantage de difficultés : nous avons dû répéter 

plusieurs fois les injections, les premières fois ayant entrainé l’apparition d’un faible nombre 

dans la descendance d’animaux avec un phénotype dumpy/roller, et n’ayant pas permis 

d’observer des évenements d’insertion. Lors de l’expérience fructueuse, nous avons cloné 195 

animaux avec un phénotype, parmi lesquels nous avons observé par PCR 8 insertions à la taille 

de la GFP/mCherry, et 6 insertions plus courtes. Les 8 insertions se révèleront, par séquençage, 

correspondre à 4 GFP et 4 mCherry.  

 La construction de panRET-1::GFP a impliqué l’insertion d’une partie C-terminale dont 

la séquence a été dégénérée, augmentant la taille de l’insert, et nous avons utilisé une homologie 

correspondant non directement à la séquence en bordure de coupure double brin, mais à une 

distance de 37 nucléotides. De cette façon, la réparation homologue pour obtenir la séquence 

d’intérêt nécessite également l’excision des 37 nucléotides flanquant la coupure double brin, 

réduisant la probabilité la réparation. L’approche opérée pour générer la souche exprimant 
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panRET-1::GFP, bien que plus complexe, nous a permis d’obtenir la souche désirée en une seule 

tentative. A partir de 167 animaux avec phénotype dumpy/roll clonés, nous avons observé par 

PCR 36 évènements d’insertion/délétion de tailles variables, suffisamment grands pour être 

repérés sur gel. Parmi ces évènements, un seul correspond à la taille de la GFP, qui sera confirmée 

par séquençage. Comparé à nos autres approches CRISPR-Cas9, sur les locus ret-1 et lgg-1 et 

lgg-2, ce nombre d’insertions/délétions suggère que la coupure double brin induite par la Cas9 a 

été particulièrement efficace à ce PAM. En revanche, la présence d’un unique insert d’intérêt 

parmi ceux-ci suggère une probabilité de réparation homologue réduite, probablement dûe à la 

stratégie que nous avons décidé d’adopter.  

 Les approches CRISPR-Cas9 nous auront ainsi permis de générer des outils clés dans 

notre étude du locus de ret-1. Cette technologie permet l’édition du génome de manière ciblée, 

et les limites inhérentes à celle-ci (comme la nécessité de la présence de PAM au niveau du site 

de coupure) peuvent être en partie contournées par des stratégies, qui peuvent cependant en 

réduire l’efficacité.  

 

c- L’interaction entre LGG-1 et RET-1 conduit-elle à de la RE-phagie chez C. elegans ?  

 

 Nous avons cherché à mettre en évidence des évènements de RE-phagie chez le 

nématode. Les études chez la levure et les cellules de mammifère en culture mettent souvent en 

jeu des conditions particulières entrainant la fragmentation du RE, en particulier lors de condition 

de starvation induite combinée ou non à la surexpression des récepteurs de la RE-phagie. Je 

mentionnerai dans cette partie les différents moyens que nous avons mis en œuvre pour observer 

la fragmentation du RE et sa colocalisation avec les autophagosomes. 

 Nous nous sommes d’abord intéressés à l’isoforme c, car au départ notre étude, seul 

interacteur potentiel de LGG-1. Son patron d’expression, exclusivement dans les muscles le long 

du corps des nématodes (body wall muscles, BWM) dans les derniers stades larvaires et chez 

l’adulte, nous a conduit à nous intéresser particulièrement aux cellules musculaires. Dans un 

premier temps, j’ai cherché à observer, en conditions physiologiques contrôle, une colocalisation 

entre RET-1C et LGG-1. J’ai ainsi combiné par croisement les expressions de GFP::RET-1C et 

mCherry::LGG-1, provenant d’une souche également construite par une approche CRISPR-Cas9 

au laboratoire. L’observation d’évènements de colocalisation entre le signal vert de GFP::RET-

1C et des signaux correspondant à des structures ponctiformes positives pour mCherry::LGG-1, 
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est rendu difficile de par la présence d’un signal mCherry souvent agrégé ou sous formes de 

fibrilles dans les différents tissus du nématode adulte. Ces structures, rares dans la partie 

sarcoplasmique de la cellule, sont plus nombreuses dans le cytoplasme. De plus, le nombre de 

ces structures augmente lors du vieillissement de l’animal (observés jusqu’à 12 jours après 

atteinte de l’âge adulte), et en conditions de stress thermique (animaux placés 1h à 37°C puis 

observés après 1h de récupération). 

 J’ai plus particulièrement porté mon attention sur des colocalisations entre GFP::RET-1C 

et LGG-1 par immunohistochimie. L’immunolocalisation dans le nématode adulte est plus 

complexe que dans les embryons, et fait appel à des protocoles adaptés, notamment pour les 

cellules musculaires. Cependant, celui-ci ne permet pas la bonne préservation de toutes les 

structures cellulaires et présente certaines limites selon les anticorps utilisés. Les difficultés 

techniques ont rendu cette analyse difficilement exploitable malgré quelques évènements de 

colocalisation très rares. 

 Pour essayer de visualiser ces colocalisations entre RE et autophagosomes, j’ai souhaité 

placer mes vers en conditions de stress afin d’induire soit un stress du RE conduisant à une 

fragmentation ou une modification de la structure du réseau ou soit une augmentation de 

l’autophagie. 

 Pour cela, j’ai utilisé une approche d’ARN interférent par feeding, classiquement utilisée 

chez C. elegans, permettant la déplétion des produits des gènes unc-52 et unc-112, entrainant des 

défauts importants dans la structure et la fonction musculaire, perturbant notamment le réticulum 

sarcoplasmique. J’ai utilisé d’autres ARNi pour perturber le système endomembranaire (rab-5) 

ou la dégradation des protéines du RE (cdc-48). Dans ces conditions, la fragmentation du RE n’a 

pas été observée ni dans les muscle ni même dans les embryons. J’ai également utilisé des 

conditions de starvation, classiquement utilisée pour induire l’autophagie et la fragmentation du 

RE, par exemple dans des cellules humaines en culture. L’approche classique d’induction de la 

starvation chez C. elegans correspond à faire éclore des embryons dans un milieu sans nourriture 

et observer les effets de la starvation sur les larves L1. Dans celles-ci, le réseau de RE est très 

dense dans les cellules, empêchant l’appréciation des effets sur sa structure.  

 S’il existe une approche de transgénèse chez C. elegans permettant la surexpression, nous 

n’avons pas envisagé cette approche à cause de la très grande taille de l’ADNc correspondant à 

l’isoforme C (près de 10 000 paires de bases).  
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 Enfin, par une approche généraliste, j’ai cherché à provoquer un stress UPR dans le RE 

par un moyen pharmacologique, la tunicamycine. Cet antibiotique bloque les N-glycosylations 

et entraine un stress protéique dans le RE. Afin de détecter ce stress, j’ai utilisé une souche 

reportrice exprimant la GFP sous le contrôle du promoteur de hsp-4 (Heat Shock Protein-4), dont 

l’expression est induite en cas de stress. Dans la littérature, cette souche a été utilisée avec succès 

pour détecter un stress du RE provoqué par la tunicamycine. J’ai testé différents moyens 

d’administration de cette drogue, d’abord tels que décrit dans la littérature, dans le milieu gélosé 

sur lequel les nématodes sont cultivés, dans une solution physiologique M9, mais aussi dans le 

tapis bactérien dont ils se nourrissent, avec des concentrations de 10 ou 50 µg/mL. Je n’ai pas 

réussi à reproduire les résultats obtenus avec cette souche reportrice. Il est possible que mon 

échec soit dû à différents paramètres comme par exemple un souci de stock de tunicamicyne ou 

de souches reportrices. N’ayant pas poursuivi cette approche, il conviendrait surement de 

reprendre les investigations.  

 Ainsi, par ces différentes approches, nous n’avons pas pu clairement mettre en évidence 

des évènements de colocalisation indiquant de la RE-phagie dans le muscle, ce qui souligne entre 

autres la difficulté d’étudier ce type d’évènements dans un organisme pluricellulaire complexe. 

De plus, la mise en évidence de l’isoforme D2, également interacteur potentiel de LGG-1, et 

exprimée de façon plus forte dans les neurones, et aussi dans l’épiderme, les cellules musculaires, 

et l’intestin, relativise l’intérêt de mettre au point des approches spécifiques pour les cellules 

musculaires.  
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Partie III : L’autophagie module l’exposition de la phosphatidylsérine et la dégradation du 

phagosome pendant l’apoptose via des fonctions spécifiques de GABARAP/LGG-1 et 

LC3/LGG-2 

 Cette étude a pour but d’étudier la contribution de l’autophagie, plus particulièrement des 

protéines LGG-1 et LGG-2, au cours d’un processus développemental consistant à dégrader les 

corps apoptotiques qui se forment lors de l’apoptose de certaines cellules. Ces corps apoptotiques 

sont dégradés par phagocytose, chez C. elegans par les cellules adjacentes, non spécialisées. Chez 

les mammifères, LC3 a été montrée comme impliqué dans la dégradation des corps apoptotiques, 

par un processus désigné comme le LAP (LC3-associated phagocytosis). Celui-ci correspond à 

une localisation rapide de LC3 au phagosome après internalisation de la cellule apoptotique, et 

en facilite la dégradation. Ce rôle est dépendant de certains acteurs de l’autophagie comme la 

machinerie de conjugaison mais indépendant d’autres, impliqués dans l’initiation. Ce processus 

n’entraine par ailleurs pas la formation de vésicules à double membrane, LC3 étant lipidé 

directement au phagosome à simple membrane. Des vésicules à double membrane décorées par 

LC3 ont pourtant parfois été observées à proximité du phagosome, suggérant un rôle additionnel 

de l’autophagie au cours de ce processus.  

 L’utilisation de C. elegans comme modèle a permis d’étudier les rôles de LGG-1 et LGG-

2, respectivement homologues des protéines de la famille GABARAP et de la famille LC3, au 

cours de ce processus.  

a- LGG-1 est enrichi dans les corps apoptotiques et LGG-2 dans les cellules phagocytaires 

 

 Par des approches de microscopie sur des embryons vivants ou fixés, et en utilisant des 

marqueurs des membranes de la cellule apoptotique (CED-1) et du phagosome (CED-8), il a été 

montré que LGG-1 était présent à l’intérieur du corps apoptotique alors que LGG-2 était dans la 

cellule phagocytaire.  

b- Les localisations de LGG-1 et LGG-2 dépendent de la voie autophagique canonique 

 

 Ces localisations observées dépendent de plusieurs acteurs de la machinerie 

autophagique : en cas de déplétion d’ATG-7, impliquée dans la conjugaison (lipidation aux 

membranes) de LGG-1 et LGG-2, de UNC-51 ou de BEC-1, impliquées dans l’initiation de 

l’autophagie, les localisations spécifiques de LGG-1 et LGG-2 sont perdues. De plus, des 

observations en microscopie électronique, ainsi qu’une approche de microscopie corrélative 
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(faisant correspondre le signal fluorescent obtenu au microscope à épifluorescence avec des 

structures observées en Microscopie électronique à Transmission - MET), ont permis d’associer 

LGG-1 à des vésicules d’environ 200nm dans les corps apoptotiques, et LGG-2 à des vésicules 

dans la cellule phagocytaire. Ces résultats suggèrent une implication de LGG-1 et LGG-2 au sein 

de processus autophagiques, et non dans le LAP.  

c- LGG-1 et LGG-2 sont nécessaires pour la dégradation des corps apoptotiques 

 

Le nombre de corps apoptotiques a été observé par microscopie à contraste interférentiel 

(DIC) dans des embryons contrôles ou dans des mutants nuls pour lgg-1 ou lgg-2 (ou les deux). 

Dans les contextes mutants, une augmentation significative de ce nombre a été observée, 

particulièrement en cas de déplétion en LGG-1. En outre, le double mutant ne présente pas 

davantage de corps que le simple mutant lgg-1. De plus, dans ces contextes, l’analyse dynamique 

de l’apparition et de la disparition des corps apoptotiques indique qu’il n’y a pas davantage de 

formation de corps, mais qu’ils sont observables plus longtemps. Ces résultats suggèrent que 

LGG-1 et LGG-2 ne sont pas directement impliqués dans les évènements de mort cellulaire, mais 

dans la dégradation des corps apoptotiques.  

d- LGG-1 est impliqué dans l’exposition de la phosphatydilsérine. 

 

 L’observation en DIC permet de déterminer si un corps apoptotique est phagocyté, et/ou 

dégradé. Il a donc été possible d’observer une augmentation du nombre de corps non phagocytés 

dans le mutant lgg-1, et une augmentation du nombre de corps phagocytés mais non dégradés 

dans le mutant lgg-2, suggérant un rôle de LGG-1 dans la phagocytose et de LGG-2 dans la 

maturation du phagosome.  

 Un signal important pour induire l’internalisation du corps apoptotique est l’exposition 

de la phosphatidylserine (PS) à sa surface. Plusieurs rapporteurs de la PS ont été utilisés et ont 

permis de montrer que dans un contexte mutant lgg-1, la présence d’anneaux de PS autour des 

corps est réduite, mais pas dans le contexte mutant lgg-2, mettant en évidence un rôle de LGG-1 

dans l’exposition de la PS.  

e- LGG-2 est impliqué dans la fusion des lysosomes et du phagosome. 

 

 Ma contribution à ce projet à consister à déterminer l’implication de LGG-2 dans ce 

processus. J’ai donc mis au point et réalisé différentes approches de vidéo-microscopie. Tout 
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d’abord, j’ai observé, à l’aide de souches exprimant GFP::LGG-2 et mCherry::LGG-2, la 

corrélation entre apparition des signaux autour du corps apoptotique et l’apparition et la 

disparition du corps visible en DIC. A partir du moment où le corps apoptotique est bien visible, 

des points correspondant à LGG-2 sont observés à son pourtour. Dans le cas de la GFP, elle ne 

fluoresce plus dans un environnement acide, ainsi le signal disparait au cours de la dégradation 

du corps apoptotique. Grâce à la mCherry, on observe l’internalisation du signal correspondant 

à LGG-2 : au cours de la dégradation du corps, le signal devient diffus. Ceci suggère que les 

vésicules positives pour LGG-2 fusionnent avec la membrane du phagosome au cours de sa 

maturation et que la mCherry est libérée dans la lumière du phagosome. Comme LGG-2 est 

impliquée dans la fusion entre autophaghosomes et lysosomes via son interaction avec VPS-39, 

sous unité du complexe HOPS (Homeotypic fusion and protein sorting complex)(Manil-Segalen 

et al. Dev Cell 2014), la localisation de VPS-39, sa colocalisation avec LGG-2 et l’effet de sa 

déplétion sur la dégradation des corps apoptotiques ont été observés. VPS-39 est présent sous la 

forme d’anneau discontinu et de points aux corps apoptotiques, colocalise fréquemment avec 

LGG-2, mais peu avec LGG-1, et sa déplétion entraine une augmentation du nombre de corps. De 

plus, des marqueurs lysosomaux ont été utilisés : NUC-1, ADNase luménale, et LAAT-1, 

protéine transmembranaire. NUC-1 colocalise partiellement avec LGG-2 aux corps apoptotiques, 

davantage qu’avec LGG-1. De plus, par vidéomicroscopie, j’ai observé la dynamique de LGG-2 

et LAAT-1 au cours de la dégradation des corps apoptotiques. On observe le recrutement de 

LGG-2 en points au phagosome, puis de LAAT-1, d’abord en points, avec des régions de 

colocalisation avec LGG-2, puis en anneau uniforme, correspondant à la présence de LAAT-1 à 

la membrane du phagosome et donc à la fusion des lysosomes avec celui-ci. Ce processus est 

corrélé avec la dégradation du corps : j’ai observé la dynamique du signal LAAT-1 en corrélation 

avec l’état du corps apoptotique, et l’anneau de LAAT-1 se forme progressivement autour du 

corps visible, puis celui-ci disparait en DIC, ce qui correspond à sa dégradation. L’analyse de la 

répartition des corps apoptotiques selon leur état de dégradation indique que dans le mutant lgg-

2, LAAT-1 est moins présent aux corps apoptotiques et la dégradation en est retardée.  

 En conclusion, cette étude montre que LGG-1 et LGG-2 sont respectivement enrichis 

dans la cellule apoptotique et dans la cellule phagocytaire, de façon dépendante à la machinerie 

autophagique. De plus, LGG-1 a un rôle dans l’exposition de la phosphatydilsérine dans la cellule 

apoptotique, signal essentiel pour la phagocytose. Dans la cellule phagocytaire, les 

autophagosomes positifs pour LGG-2 sont impliqués dans l’interaction entre les lysosomes et le 

phagosome, et ainsi participent à la dégradation de ce dernier. 
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RESEARCH PAPER - BASIC SCIENCE

Autophagy mediates phosphatidylserine exposure and phagosome degradation
during apoptosis through specific functions of GABARAP/LGG-1 and LC3/LGG-2
Céline Jenzer*, Elena Simionato*, Céline Largeau, Vincent Scarcelli, Christophe Lefebvre, and Renaud Legouis

Institute for Integrative Biology of the Cell (I2BC), CEA, CNRS, Univ. Paris-Sud, Université Paris-Saclay, Gif-sur-Yvette cedex, France

ABSTRACT
Phagocytosis and macroautophagy/autophagy are 2 processes involved in lysosome-mediated clearance
of extracellular and intracellular components, respectively. Recent studies have identified the recruit-
ment of the autophagic protein LC3 during phagocytosis of apoptotic corpses in what is now called LC3-
associated phagocytosis (LAP). LAP is a distinct process from autophagy but it relies on some members
of the autophagy pathway to allow efficient degradation of the phagocytosed cargo. We investigated
whether both LC3/LGG-2 and GABARAP/LGG-1 are involved in phagocytosis of apoptotic corpses during
embryonic development of Caenorhabditis elegans. We discovered that both LGG-1 and LGG-2 are
involved in the correct elimination of apoptotic corpses, but that they have different functions. lgg-1
and lgg-2 mutants present a delay in phagocytosis of apoptotic cells but genetic analyses indicate that
LGG-1 and LGG-2 act upstream and downstream of the engulfment pathways, respectively. Moreover,
LGG-1 and LGG-2 display different cellular localizations with enrichment in apoptotic corpses and
phagocytic cells, respectively. For both LGG-1 and LGG-2, subcellular localization is vesicular and
dependent on UNC-51/ULK1, BEC-1/BECN1 and the lipidation machinery, indicating that their functions
during phagocytosis of apoptotic corpses mainly rely on autophagy. Finally, we show that LGG-1 is
involved in the exposure of the ‘eat-me signal’ phosphatidylserine at the surface of the apoptotic cell to
allow its recognition by the phagocytic cell, whereas LGG-2 is involved in later steps of phagocytosis to
allow efficient cell corpse clearance by mediating the maturation/degradation of the phagosome.
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Introduction

Apoptosis is an essential process involved in the elimination
of excessive or damaged cells during tissue remodeling and
homeostasis. Cells undergoing apoptosis are efficiently recog-
nized and eliminated through a process called phagocytosis,
which is performed by professional and/or nonprofessional
cells. Phagocytosis is a dynamic multistep process, starting
with the recognition of ‘eat-me’ signals exposed on the surface
of apoptotic cells by specific cell-surface receptors leading to
the internalization of apoptotic cells by phagocytic cells. The
engulfing vesicle containing apoptotic cells, also called a pha-
gosome, undergoes a maturation process, which results in the
degradation of the dead cells. Efficient phagocytosis avoids the
release of harmful contents in the surrounding area prevent-
ing tissue injury, inflammation and autoimmune diseases [1].

Recent studies have shown that autophagy, an intracellular
degradation process, is involved in optimal clearance of apop-
totic cells. In phagocytic cells, it has been shown that the
autophagic protein LC3 rapidly decorates the phagosome
formed upon engulfment of an apoptotic cell, facilitating the
degradation of the internalized cell. This process termed LC3-
associated phagocytosis (LAP) also occurs during phagocyto-
sis of entotic cells and pathogens and modulates the immune
response [2–4]. LAP shares common components with

classical autophagy such as the class III phosphatidylinositol
3-kinase (PtdIns3K) complex and elements of the ubiquitin-
like conjugation system (ATG5, ATG7) [3–5]. Despite some
similarities, LAP is a distinct process from classical autophagy
because it does not rely on the autophagy preinitiation com-
plex ULK, and seems to require the production of reactive
oxygen species via NADPH oxidase [2,6,7]. LAP is also
mechanistically different from classical autophagy, since for
the former, LC3 is not associated to a double-membrane
autophagosome, but recruited and lipidated to a single mem-
brane phagosome [7]. However, LC3 double-membrane-posi-
tive vesicles were sometimes observed to localize around and
fuse with the phagosome during phagocytosis of apoptotic
cells and the pathogens C. neoformans and M. marinum
[8,9]. These observations suggest that LC3 could also be
recruited by sequential fusion of autophagosomes with the
phagosome arguing for a more complex scenario in which
LAP and autophagy can be co-opted for efficient degradation
of the internalized cargo. Therefore, the respective contribu-
tion of these processes in the degradation of internalized
cargo is not well understood and could depend on the types
of phagocytic cells.

LAP was identified by analyzing LC3 localization [3], but
nothing is known about the role of other mammalian ortho-
logs of yeast Atg8 during LAP. The mammalian Atg8 ortholog
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family is composed of at least 7 members grouped in 2
subfamilies, LC3 and GABARAP, based on evolutionary con-
siderations. LC3 and GABARAP proteins are involved in
various intracellular processes [10] and present specificities
for cargo recognition [11,12]. To address the genetic and
molecular functions of each of the 2 subfamilies, LC3 and
GABARAP during phagocytosis of apoptotic cells, we used C.
elegans, which possesses only one ortholog for each family,
LGG-1/GABARAP and LGG-2/LC3 [13]. Recent studies have
shown that, in C. elegans, autophagy proteins are involved in
apoptotic cell degradation during embryonic and post-
embryonic development [14–16]. Based on localization analy-
sis, LGG-1 has been hypothesized to play a role during pha-
gocytosis of apoptotic cells in embryos and larvae [2,16].
However, the specific functions of LGG-1 and LGG-2 have
not been characterized. Here, we show that LGG-1 is required
in apoptotic cells for the surface exposure of phosphatidylser-
ine, while LGG-2 is involved, in the phagocytic cell, in the
fusion between phagosome and lysosome to promote the
degradation of engulfed apoptotic cells. Our data thus reveal
2 distinct roles of autophagy, in apoptotic versus phagocytic
cells, to allow the engulfment and degradation of apoptotic
cells during embryogenesis.

Results

LGG-1 is enriched in apoptotic corpses and LGG-2 in
phagocytic cells

In a previous study, concerning the characterization of the
specific roles of LGG-1 and LGG-2 upon fertilization in the
early C. elegans embryo [13], we also have observed that the 2
proteins are expressed in apoptotic cells during late embryogen-
esis, which prompted us to further investigate their localization
during cell death. In C. elegans, a large number of somatic cells
die during embryonic development and these apoptotic cells are
easily identified in living animals as highly refractive discs (here-
after called ACs, for Apoptotic Corpses) using differential inter-
ference contrast (DIC) microscopy [17,18].

We first analyzed the localization of endogenous LGG-1 and
LGG-2 proteins using specific antibodies and identified the
membrane of the engulfing phagosome with a CED-1::GFP
fusion protein (Figure 1(a–c), the membrane of the AC with
CED-8::GFP (Figure 1(a,d,e)) and the nucleus of the AC with a
GFP expression driven by the egl-1 promoter (Fig. S1A). Both
LGG-1 and LGG-2 were detected in puncta present at ACs but
they displayed different localization patterns (Figure 1(b–e)). In
particular, LGG-2 appeared to be enriched at the phagosomal

Figure 1. lgg-1 localizes in puncta inside asc while lgg-2 forms a peripheral discontinuous ring. (a) Schematic representation of phagocytic and apoptotic cells. Pced-8::
CED-8::GFP fluorescence labels the plasma membrane of apoptotic cells and Pced-1::CED-1::GFP fluorescence decorates the phagosomal membrane within the
phagocytic cell. (b to e) Confocal images of immunofluorescence staining of endogenous lgg-1 (b and d) or lgg-2 (c and e) in embryos expressing an apoptotic
membrane GFP (CED-8) or the phagosomal protein CED-1::GFP. White arrows point to puncta present at asc. Insets are 6-fold magnifications of asc. lgg-1 puncta are
mainly present inside asc and lgg-2 puncta are generally localized around phagosome. (f and g) Confocal images of live embryos expressing Plgg-1::GFP::lgg-1 (Fi and
Fii) or Plgg-2::GFP::lgg-2 (Gi and Gii). Grayscale images are the corresponding DIC acquisitions. Insets (Fiii and Giii) are 3-fold magnifications of lgg-1- or lgg-2-positive
asc and correspond to DIC, fluorescent and merge images. The dotted circles on fluorescence images show the outer limit of asc as determined by DIC. In the
majority of cases, GFP::lgg-1 localizes in puncta (arrows) inside asc. GFP::lgg-2 is generally detected as a discontinuous ring around asc (53.2%). (h) Confocal images
of Plgg-1::mCherry::lgg-1 forming puncta within asc. Pced-1::GFP::lifeact labels the actin-enriched halo formed during engulfment of asc. Insets are 3-fold magnifica-
tions. White arrows show puncta present in asc. (i) Quantitative analysis of the localization of GFP::lgg-1, GFP::lgg-2 at AC in control, ced-1(e1735) and ced-1(e1735)
ced-5(RNAi) (n > 48) (white, black and gray boxes represent the percentages of dotted, peripheral ring and other patterns, respectively). Chi-squared test analysis ***
P value < 0.0001. (j and k) Confocal and DIC images of Plgg-1::GFP::lgg-1 (J) and Plgg-2::GFP::lgg-2 (k) expressed in ced-1(e1735) embryos. Insets show an extruded AC,
which outer limit (determined by DIC) is indicated by the dotted circle. Extruded cell corpses do not present GFP::lgg-2 peripheral rings but only internal puncta. (l
and m) AC-driven expression using Pegl-1::GFP::lgg-1 (l) and Pegl-1::GFP::lgg-2 (m) shows no peripheral ring. White line shows the outer limit of asc as determined by
DIC.
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membrane rather than inside the ACs (Figure 1(c)). However,
because immunofluorescence, necessitating the use of fixed tis-
sues, is incompatible with DIC analysis for scoring of ACs, we
then analyzed functional GFP::LGG-1 and GFP::LGG-2 proteins
in living embryos (Figure 1(f–i) and S1B) [13]. Using Plgg-1::
GFP::LGG-1 and Plgg-2::GFP::LGG-2 transgenic strains, we con-
firmed that both LGG-1 and LGG-2 localize at embryonic ACs.
LGG-1 and LGG-2 labeled 58% (n = 100) and 53% (n = 208) of
ACs, respectively, but they presented different localization pat-
terns. Indeed, GFP::LGG-1 localization was mostly detected in
puncta inside AC (Figure 1(f) quantification in I), which was
confirmed using mCherry::LGG-1 (Figure 1(h) and S1B).
Conversely, although GFP::LGG-2 also formed puncta inside
ACs, this protein was mainly present at the periphery of ACs
forming a discontinuous ring (Figure 1(g) quantifications in I).

To confirm that LGG-1 puncta mainly localize inside ACs,
and LGG-2 puncta around the phagosome, we examined
whether GFP::LGG-1 and GFP::LGG-2 localizations are mod-
ified in ced-1(e1735) mutant and ced-1(e1735) ced-5(RNAi)
animals [19]. In the absence of CED-1, a receptor involved
in apoptotic cell recognition, or CED-5, an ortholog of the
human protein DOCK1/DOCK180, the phagocytosis of ACs
is strongly affected and several non-engulfed corpses were
found floating between the embryo and the eggshell (called
extruded corpses). Our analysis of ced-1(e1735) and ced-1

(e1735) ced-5(RNAi) embryos demonstrated that the localiza-
tion of GFP::LGG-1 was not modify in internal and extruded
corpses (Figure 1(i,j) and S1C). However, the presence of the
LGG-2 peripheral ring was strongly decreased in internal ACs
and was not detected in extruded cell corpses (Figure 1(i,k)
and S1C), indicating that this particular localization corre-
sponds to the phagosome formed during the phagocytosis of
ACs. This conclusion was further supported by the finding
that GFP::LGG-1 and GFP::LGG-2 expression driven specifi-
cally in apoptotic cells using the egl-1 promoter did not lead
to formation of a peripheral ring in ACs (Figure 1(l,m)).

LGG-1 and LGG-2 localization is dependent on the
canonical autophagy pathway

We then asked whether LGG-1 and LGG-2 localization is
related to LAP or autophagy. First, to address whether LGG-
1 and LGG-2 dots correspond to vesicles, we analyzed GFP::
LGG-1 and GFP::LGG-2 localization using Correlative Light
and Electron Microscopy (CLEM) (Figure 2(a,b) and S2A-D)
and immuno-EM (Figure 2(c,d) and S2E,F). GFP::LGG-1
puncta within ACs could be associated with vesicular struc-
tures of about 200 nm (Figure 2(a,c)). However, ACs were
very dense and dark and we were not able to determine
whether these LGG-1-positive vesicles had 2 membranes.

Figure 2. lgg-1 and lgg-2 localization at AC is dependent on canonical autophagy. (a and b) CLEM of GFP::lgg-1 (a) and GFP::lgg-2 (b) at asc. A lgg-1-positive vesicle
(red arrow) is present within the AC (dark roundish cell surrounded by white dotted line), while lgg-2-positive vesicles are outside the AC in the phagocytic cell. Scale
bars: 1 µm. (c and d) Immuno-EM images of GFP::lgg-1 (c) and GFP::lgg-2 (d) at asc using an anti-GFP antibody. White arrows point to gold beads. Scale bars: 1 µm.
(e and f) Confocal images of GFP::lgg-1G116A (e) and GFP::lgg-2G130A expressed in embryos (f). These mutated forms of lgg-1 and lgg-2 are unable to be conjugated.
GFP is diffuse in asc and no rings are observed (insets are 3-fold magnifications). (g-l) Confocal images of Plgg-1::GFP::lgg-1 (g, i, k) and Plgg-2::GFP::lgg-2 (h, j, l) in atg-7
(RNAi) (g and h), unc-51(e369) (i, j), and bec-1(ok691) (k,l) mutant embryos. Higher magnifications of AC are shown in insets. Both lgg-1 and lgg-2 localization is
mainly diffuse and no peripheral ring is visible. Scale bar for E to F: 10 µm.
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EM analysis of GFP::LGG-2 revealed vesicles around engulfed
AC (Figure 2(b,d)). Second, we tested whether LGG-1 and
LGG-2 localization is dependent on conjugation of these
proteins to phosphatidylethanolamine, a lipid present in
autophagic membranes. We used previously-characterized
mutations of the glycine residue involved in lipidation
[13,20] and observed that localization of GFP::LGG-1G130A

(n = 30) and GFP::LGG-2G130A (n = 15) was largely diffuse
and cytosolic in ACs (Figure 2(e,f)). This result indicates that
LGG-1 and LGG-2 puncta are not aggregates, but rather
correspond to vesicular localization. Third, we tested whether
this vesicular localization was dependent of the autophagy
pathway by depleting either ATG-7, a protein involved in
LGG-1 and LGG-2 conjugation, or the UNC-51/ULK1 kinase
and BEC-1/BECN1/Vps30/Atg6 which are involved in autop-
hagy initiation. In atg-7(RNAi) embryos, LGG-1 (55%, n = 68)
and LGG-2 (61%, n = 38) localization was diffuse in ACs
(Figure 2(g,h)). In unc-51(e369) embryos, a majority of ACs
presented a fully diffuse localization of LGG-1 (51%, n = 33)
and LGG-2 (63%, n = 16) and their localization pattern in
other ACs showed very few puncta (Figure 2(i,j)). In bec-1
(ok691) embryos, a diffuse pattern was observed in 88% of
LGG-1-positive ACs (n = 59) and 81% of LGG-2-positive ACs
(n = 16) and no LGG-2 AC peripheral rings were detected
(Figure 2(k,l)). These observations indicate that LGG-1 and
LGG-2 puncta localization in ACs is dependent on canonical
autophagy.

Altogether, these data show that, LGG-1 and LGG-2 loca-
lize in autophagic structures in ACs and at the phagosome,
respectively, suggesting that LGG-1 and LGG-2 may exert
different functions during apoptosis and phagocytosis of ACs.

LGG-1 and LGG-2 are required for the clearance of
apoptotic corpses

To investigate the roles of LGG-1 and LGG-2 during AC
formation and phagocytosis, we tested whether their loss of
function affects the number and behavior of dying cells.
Because embryonic apoptosis is perfectly stereotyped during
C. elegans development, we decided to systematically score the
number of ACs using DIC microscopy, at embryonic stages
during which numerous cell death events occur (comma and
1.5 fold stages, 460 to 500 min after fertilization). In the null
mutants, lgg-1(tm3489) and lgg-2(tm5755) [13], an increased
number of ACs was observed (Figure 3(a–d); quantifications
in E) but lgg-1;lgg-2 double-mutants did not display a more
severe phenotype than single mutants. This indicates that
LGG-1 and LGG-2 act in the same pathway for clearance of
ACs, but are dispensable for induction of cell death. We
confirmed that these phenotypes are directly linked to lgg-1
and lgg-2 mutations since expression of Plgg-1::GFP::LGG-1
and Plgg-2::GFP::LGG-2 transgenes was able to rescue the
number of ACs (Fig. S1D). Then, to investigate whether the
higher number of ACs in lgg-1 and lgg-2 mutants was due to
an increase in cell death events or a delay in cell corpse
clearance, we performed time lapse microscopy experiment
and scored the total number of ACs formed during 200 min
after the appearance of the first AC. During this period of
time, we did not find any significant difference in the total

number of ACs and the time of their appearance, in lgg-1, lgg-
2 or double-mutant embryos compared to the wild type
(Figure 3(f)). In contrast, the mean duration of ACs was
higher in lgg-1, lgg-2 and double-mutant embryos compared
to the wild type (Figure 3(g)). These findings indicate that
LGG-1 and LGG-2 are not involved in the cell death process
itself but are important for efficient clearance of ACs.

In order to assess whether LGG-1 and LGG-2 function
specifically in AC engulfment, we analyzed the genetic inter-
actions between lgg-1, lgg-2 and the engulfment pathways
genes. Phagocytosis of ACs requires at least 2 molecular path-
ways, the CED-10/RAC1 and the CED-1/MEGF10 pathways,
which regulate actin rearrangements and extension of the
plasma membrane, respectively [21]. Mutations in genes
involved in each pathway result in an increased number of
ACs with an additive effect when both pathways are affected.
To determine if lgg-1 and lgg-2 functions could be placed in
the engulfment cascade, we constructed double-mutant
strains between engulfment genes (CED-10 and CED-1 path-
ways) and lgg-2(tm5755) or lgg-1(RNAi) and scored for the
number of ACs (Figure 3(h)). If lgg-1 or lgg-2 acts in the same
genetic pathway with engulfment genes, we expected no addi-
tive effect on the number of ACs. Loss of lgg-1 enhanced the
engulfment defects in all mutant backgrounds tested for both
the CED-1 and CED-10 pathways, while loss of lgg-2 did not
affect the number of ACs when either pathway was inhibited.
These results suggest that LGG-1 acts upstream of both
engulfment pathways, while LGG-2 functions through both
pathways, in agreement with their respective localization in
ACs and at the phagosome. Rescue experiments using specific
promoters revealed that the expression of GFP::LGG-1 in ACs
can rescue the number of ACs in the lgg-1(tm3489) mutant
(Fig. S1D), while the expression of GFP::LGG-2 in phagocytic
cells can partially rescue the number of ACs in lgg-2(tm5755)
mutant (Zheng Zhou, personal communication).

Altogether, these results indicate that LGG-1 and LGG-2
are not involved in programmed cell death but they promote
the phagocytosis or degradation of AC, by acting in the AC
and in the phagocytic cell respectively.

LGG-1, but not LGG-2, is involved in phosphatidylserine
exposure

DIC analyses of lgg-1 and lgg-2 null mutants revealed a mod-
erate increase of ACs indicating that the clearance process
might be slower than in the wild type but not blocked alto-
gether (Figure 3(a–e)). To further characterize the aspect of
ACs in embryos mutants for lgg-1 and lgg-2, we next performed
transmission electron microscopy (TEM). Based on AC shape,
the presence of an encircling membrane, and the aspect of the
nucleus, we classified ACs in 3 categories: non-engulfed,
engulfed-undegraded, degraded (Figure 4(a–c), quantifications
in D, Fig. S3). We first compared the wild type and well-
characterized mutants of engulfment (ced-1;ced-5) [22] or
degradation (lst-4; snx-1) [23]. As expected, TEM of the ced-1
(e1735); ced-5(n1812) engulfment mutant shows a strong
increase in the number of non-engulfed ACs. lst-4(tm2423);
snx-1(tm847) mutant embryos do not present a significant
increase of engulfed-undegraded ACs (Figure 4(d)). In lgg-1

AUTOPHAGY 231



(tm3489) embryos, a slight decrease in degraded ACs was
observed, suggesting a global delay in the phagocytosis process.
However, lgg-2mutants accumulate engulfed ACs demonstrat-
ing that LGG-2 is dispensable for engulfment step of phagocy-
tosis but involved in maturation of the phagosome
(Figure 4(d)).

Elimination of ACs by phagocytic cells involves 2 steps: first,
rapid engulfment involving actin polymerization and membrane
extension, and then slow maturation of the phagosome which
involves the sequential recruitment of proteins at the membrane

and fusion with the endo-lysosomal system resulting in the degra-
dation of ACs [24]. To confirm which step of the process is
affected in lgg-1 and lgg-2 mutants, we used a series of fluores-
cent-based reporters, CED-1, ACT-5, 2XFYVE, and RAB-7,
which decorate the phagosome at various stages of the phagocytic
process (Figure 4(e-h) and S4A-D, quantifications in I). A differ-
ence in the number of phagosomes labeled with these markers in
the mutant vs. wild type gives an indication as to which step of
phagocytosis is affected. The moderate reduction of endosomal
markers in absence of LGG-2 suggested amaturation defect of the

Figure 3. lgg-1 and lgg-2 are involved in the clearance of asc. (a to d) DIC images of the wild type (a), lgg-2(tm5755) (b), lgg-1(tm3489) (c) and lgg-1(tm3489);lgg-2
(tm5755) (d) mutant embryos. Arrows indicate cell corpses. Scale bar: 10 µm. (e) Quantification of the mean number of AC visible in comma and 1.5 fold embryos
corresponding respectively to 430 and 460 min of development after fertilization. Error bars represent standard deviation (n = 20). Wilcoxon Mann-Whitney test
analysis * P value < 0.05, *** P value < 0.0005. (f) Four-dimensional analysis in wild-type, lgg-2(tm5755), lgg-1(tm3489) and lgg-1(tm3489);lgg-2(tm5755) embryos, of
the number of cell death events occurring during the 200 min following the appearance of the first AC. The y-axis indicates the cumulative number of cell death
events (average of 3 embryos for each genotype). The differences are not statistically significant. (g) The mean duration of 30 cell corpses was calculated for
triplicates for each indicated genotype. Student t test analysis ** P value < 0.001, *** P value < 0.0001. (h) The mean number of persistent cell corpses was scored in
double mutant embryos for lgg-1 or lgg-2 and membrane recruitment or actin rearrangement mutants and compared with that in single mutants. Error bars
represent the standard deviation, n ≥ 15, Wilcoxon-Mann-Whitney test analysis * P value < 0.005, *** P value < 0.0005.
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Figure 4. lgg-1 but not lgg-2 is involved in phosphatidylserine exposure on AC. (a to c) Transmission electron microscopy images of cell corpses in embryos and their
corresponding schematic representations (aii,bii,cii). aiii, biii, ciii are 3-fold magnifications of the boxed areas showing the membranes surrounding asc (white arrows).
Not engulfed asc (a) are easily detected, presenting a dark nucleus, a single surrounding membrane and spaces between neighboring cells. Undegraded-engulfed asc
(b) are surrounded by 2 membranes, the cell corpse membrane and the phagosomal membrane. Degraded asc (c) are irregular with a disorganized nucleus and one
single surrounding membrane. Scale bar: 0.5 µm. (d) Quantification of the percentages of the 3 categories of asc in the wild-type as well as in the ced-1;ced-5
phagocytosis mutant (n = 45), lst-4;snx-1 lysosomal fusion mutant (n = 29), lgg-1 (n = 27) and lgg-2 (n = 47) mutant embryos. Fisher test analysis of the distribution
of the 3 classes * P value < 0.07, ** P value < 0.005, *** P value < 0.0005. (e to h) Epifluorescence images of embryos expressing the GFP reporters of AC
phagocytosis CED-1::GFP (e), ACT-5::YFP (f), GFP::2XFYVE (g) and GFP::RAB-7 (h). Arrows indicate cell corpse positive for the reporters and magnified in the insets.
Scale bar: 10 µm. (i) Quantification of phagocytosis reporters expression levels in control, lgg-1(RNAi) and lgg-2 mutant embryos. Data represent the ratio between
the number of GFP rings and the number of asc visible by DIC. Error bars represent the standard deviation (n ≥ 10). Wilcoxon Mann-Whitney test analysis * P value
< 0.05, ** P value < 0.005, *** P value < 0.0005. (j to m) Epifluorescence images of PS fluorescent sensor reporters MFG-e8::mCherry (J,K), ANX::GFP (l) and GFP::Lact
(m) in wild-type (j,l,m) and lgg-1(RNAi) (k) embryos. Fluorescent asc indicated by arrows are magnified in insets. (n and o) Quantification of PS fluorescent reporter
recruitment in control, lgg-1(RNAi) or lgg-2 mutant (o) embryos. Data represent the ratio between the number of fluorescent rings and the number of asc as
determined by DIC. Error bars represent the standard deviation (n ≥ 10). Wilcoxon Mann-Whitney test analysis * P value < 0.05, ** P value < 0.005. (p) Percentage of
asc labelled by MFG-e8 with a continuous or discontinuous fluorescent ring in control and lgg-1(RNAi) embryos. n ≥ 30 cell corpses, Fisher test analysis *** P value
< 0.0005.
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phagosomes. In contrast, in lgg-1mutant embryos, we observed a
strong reduction in the number of phagosomes labelled with
endo-lysosomal markers, suggesting that the engulfment process
was reduced. CED-1 and actin, which are transient markers of
engulfment, were present in few phagosomes and the slight
decrease observed in lgg-1 mutant embryos is not statistically
significant (Figure 4(e,f) quantifications in I). So, engulfment
was further analyzed in lgg-1 mutant embryos by detection of
the ‘eat-me’ signal phosphatidylserine (PS) at the surface of ACs.
We used 3 well-characterized PS reporters, MFGE8/milk-fat-glo-
bule-EGF-E8 (MFGE8::mCherry) (Figure 4(j,k)), ANXA5/
annexin V (referred to as ANXV::GFP hereafter) (Figure 4(l)),
and the GFP::LactC1C2 which corresponds to 2 domains of
mammalian MFGE8 fused to a synthetic signal sequence
(Figure 4(m)) [25–27]. In lgg-1 but not lgg-2mutants, we observed
significantly fewer PS reporter fluorescent rings than in the wild
type, indicating a specific function of LGG-1 for PS exposure
(Figure 4(n,o) and S4E to J). Moreover, we observed that almost
half of the ACs in lgg-1 but not in lgg-2 mutant embryos have a
discontinuous MFG-e8::mCherry ring (Figure 4(k), quantifica-
tions in P) supporting an abnormal PS exposure in absence of
LGG-1.

Recent data have determined that the transmembrane pro-
tein CED-8/Xkr8 is essential for promoting PS externalization
in ACs [25,28,29]. To analyze if LGG-1 functions together
with CED-8, we first examined CED-8::GFP expression in
control and lgg-1(RNAi) embryos (Figure 5(a–d)) and
observed no differences, suggesting that LGG-1 is not
involved in CED-8 localization at the plasma membrane of
ACs. We then hypothesized that if LGG-1 mediates CED-8
activity, their depletion should result in a similar phenotype.
ced-8(n1891) mutant embryos are characterized by less ACs
with a majority of extruded corpses, while extruded ACs are
not present in lgg-1(RNAi) embryos (Figure 5(e,f). Moreover,
the depletion of both CED-8 and LGG-1 results in a combi-
nation of ced-8 and lgg-1 phenotypes, with more ACs com-
pared to ced-8(n1891), but the same ratio of extruded versus
internal ACs (Figure 5(g,h)). These data indicate that LGG-1
and CED-8 are acting in different pathways for engulfment
of ACs.

Together, these findings show that LGG-1 and LGG-2 have
distinct functions during the phagocytosis and degradation of
ACs. LGG-1 appears to be involved in mediating PS exposure,
allowing AC recognition by phagocytic cells, while LGG-2
may act at a later step of phagosomal maturation.

LGG-2 is involved in the fusion between lysosome and
phagosome

To investigate the function of LGG-2, we performed time-lapse
analysis of GFP::LGG-2 puncta in the phagocytic cell. The
formation of GFP::LGG-2 puncta was observed concomitantly
with the apparition of the characteristic button-like morphol-
ogy of ACs visible by DIC (Figure 6(a) and Movie1). The
puncta persisted for several minutes around the ACs and then
disappeared (Figure 6(a), 0 to 6 min). Because GFP fluores-
cence may be quenched by acidification of phagosomes during
maturation, we also performed time-lapse analysis using an
mCherry::LGG-2 (Figure 6(b) and Movie 2). mCherry::LGG-2

presented a punctate localization forming a discontinuous ring
around the phagosome (Figure 6(b), 8 min). Then, mCherry::
LGG-2 became progressively diffuse within the phagosome
(Figure 6(b), 12 to 18 min), which correlated with the degrada-
tion of the AC, as observed by DIC. These data strongly
suggested that LGG-2-positive vesicles were fusing with the
membrane of the phagosome during its maturation and that
mCherry was released in the phagosomal lumen. Next, we
addressed the function of LGG-2 during late steps of matura-
tion/degradation of the phagosome. We have previously
demonstrated that during a selective autophagy process,
LGG-2 mediates the fusion between autophagosomes and lyso-
somes via its interaction with VPS-39, a specific subunit of the
homeotypic fusion and protein sorting complex [13]. We
investigated whether LGG-2 could have a similar function
during phagosome maturation in phagocytic cells and at
which precise step it could be involved. We first asked whether
VPS-39 is recruited at ACs in 1.5 fold stage embryos. By using
Pvps-39::VPS-39::mCherry transgenic strain, we observed loca-
lization of VPS-39 at 63.9% of ACs (n = 155) forming discon-
tinuous rings with some dots at the level of phagosomes
(Figure 6(c)). To analyze if VPS-39 is involved in the degrada-
tion of ACs, we quantified the number of ACs visible by DIC in
vps-39(tm2253) mutant and vps-39(RNAi) embryos. In both of
these contexts, the number of ACs is higher compared to the
control, showing that VPS-39 is involved in the degradation of
ACs in C. elegans embryos (Figure 6(d)). Because VPS-39
presents a similar localization pattern as LGG-2 around ACs,
we then analyzed its colocalization either with LGG-2 or LGG-
1 by crossing the Pvps-39::VPS-39::mCherry strain with either
Plgg-2::GFP::LGG-2 or Plgg-1::GFP::LGG-1 strains and analyzing
descendants using confocal microscopy. Analysis of ACs shows
that colocalization was frequently detected between VPS-39
and LGG-2, but rarely between VPS-39 and LGG-1 (Figure 6
(e,f)). Moreover, quantitative analysis of the colocalization
using Manders coefficient, indicates that VPS-39 overlaps 2.8-
fold more with LGG-2 than with LGG-1 (Figure 6(i)). These
results suggest that LGG-2 could be involved in the fusion
between autophagosomes and lysosomes through an interac-
tion with the HOPS protein VPS-39. Further verification of this
hypothesis was carried out using a similar colocalization ana-
lysis between LGG-2 or LGG-1 and a specific marker of the
lysosome, the intraluminal DNAse NUC-1. Analysis of ACs
reveals that partial colocalization was often detected between
NUC-1 and LGG-2, but less frequently between NUC-1 and
LGG-1 (Figure 6(g,h)). In addition, Manders quantification of
the colocalization indicates that NUC-1 overlaps 2.0 fold more
with LGG-2 than LGG-1 (Figure 6(i)). We then analyzed the
dynamic of LGG-2 recruitment concomitantly with LAAT-1
(Figure 6(j) and Movie 3), a transmembrane protein of the
lysosome, which decorates the membrane of the phagosome
upon fusion with lysosomes. The recruitment of LGG-2 puncta
at the phagosome starts before the fusion of LAAT-1-positive
lysosomes, but regions of colocalization are observed, suggest-
ing a specific role for LGG-2 in the fusion between phagosomes
and lysosomes. To check this hypothesis, we performed time
lapse observations of LAAT-1::mCherry and DIC, to monitor
the final maturation of the phagosomes (Figure 6(k) andMovie
4). Before interaction with lysosomes, ACs were visible by DIC
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as button-like structures without a LAAT-1 ring (category 1).
ACs still visible by DIC but also decorated by LAAT-1 indi-
cated early stages of phagosome-lysosome fusion (category 2).
Finally, in a third category, ACs were no longer visible by DIC

due to their degradation by lysosomal enzymes, but phago-
somes were labelled with LAAT-1. We quantified the 3 cate-
gories in control and lgg-2 mutant embryos (Figure 6(l)). In
absence of LGG-2, we observed an increase in the first category

Figure 5. lgg-1 function in AC is not dependent of CED-8. (a and b) Epifluorescence images of CED-8::GFP in control (a) and lgg-1(RNAi) embryos (b). White arrows indicate
the ring localization of CED-8::GFP at the plasma membrane of an AC which is magnified in the insets. (c) Quantification of the mean number of asc in control (n = 13) and
lgg-1(RNAi) (n = 23) embryos indicates that expressing CED-8::GFP does not affect the number of asc (compare with Figure 3). Wilcoxon Mann-Whitney test analysis *** P
value < 0.0001. (d) Quantification of CED-8::GFP in control (n = 13) and lgg-1(RNAi) (n = 23) embryos indicates that the depletion of lgg-1 does not affect CED-8::GFP
localization. Data represent the ratio between the number of GFP rings and the number of asc visible by DIC, Fisher test analysis. Error bars are standard deviation. (e to g)
DIC images of ced-8(n1891) mutants (e), lgg-1(RNAi) (f) and ced-8(n1891);lgg-1(RNAi) (g) embryos. White arrows indicate cell corpses. White arrowheads indicate extruded
cells. Scale bar: 10 μm. (h) Quantification of the mean number of asc and extruded cells in WT, lgg-1(RNAi), ced-8(n1891) and double ced-8(n1891);lgg-1(RNAi) 1.5 fold
embryos (n = 13, 12 and 20 respectively). Depletion of lgg-1 does not modify the fraction of extruded asc of ced-8(n1891) (Chi-squared test). Error bars are standard
deviation. Total number of asc have been analyzed by Wilcoxon Mann-Whitney test * P value < 0.05, *** P value < 0.0001.
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Figure 6. lgg-2 is involved in the interaction between phagosomes and lysosomes. (a andb) Time-lapse analysis of Plgg-2::GFP::lgg-2 (a) and Plgg-2::mCherry::lgg-2 (b) distribution
around embryonic asc. Green arrows point to GFP::lgg-2 puncta observed first around the AC then disappearing. mCherry::lgg-2 is first observed as puncta that form a
discontinuous ring around the AC (red arrows 8 min) and finally as a diffuse signal inside the phagosome (12 to 18 min). Apparition of the diffuse mCherry signal is concomitant
with the degradation of the AC as observed by DIC (white arrow). Images are excerpted fromMovies 1 and 2. (c) Confocal images of mCherry::VPS-39 expressed in live embryos.
Insets are 2.5-fold magnifications of asc in DIC andmCherry fluorescence. White dotted lines in mCherry inset delimit the contours of asc as determined by DIC. Scale bar: 10 µm.
(d) Quantification of themean number of asc in control and vps-39(tm2253) embryos (n = 10 for control and n = 19 for vps-39). Error bars are standard deviation.WilcoxonMann-
Whitney test analysis (P value * < 0.05). (e to h) Confocal images of asc showing the localization of VPS-39::mCherry (e,f) or NUC-1::mCherry (g,h) and that of either GFP::lgg-2 (e,g)
or GFP::lgg-1 (F,H) at the level of the same asc. In the fluorescent images, white dotted lines represent the outer limits of asc as determined by DIC, and yellow arrows point to
colocalization. (i) Box-plots of the colocalization between lgg-1 and NUC-1 (n = 67), lgg-2 and NUC-1 (n = 66), lgg-1 and VPS-39 (n = 27), lgg-2 and VPS-39 (n = 42). Overlapping
fractions between green and red pixels correspond to Manders coefficients. Welch Two Sample t test analysis (P value *** < 0.001). (j) Time-lapse analysis of a GFP::lgg-2 and
LAAT-1::mCherry-positive AC. The formation of a GFP::lgg-2 discontinuous ring is detected first and overlaps with the recruitment of LAAT-1::mCherry (6 min). Images are
excerpted from Movie 3. (k) Time-lapse analysis of a LAAT-1::mCherry-positive AC. The AC is first visible in DIC and negative for LAAT-1::mCherry (0 min), then visible in DIC and
positive for LAAT-1::mCherry (6 min) and finally the AC disappears in DIC but remains positive for LAAT-1::mCherry (10 min). For each category, top left image is the merge and
bottom pictures are split DIC and mCherry. Images are excerpted from Movie 4. Scale bar: 2 µm. (l) Quantification of the 3 categories of AC in control or lgg-2(tm5755) embryos.
Chi-squared test analysis (P value * < 0.05).
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and a decrease of the third category, indicating that late
maturation of the phagosome was delayed. These data demon-
strate that LGG-2 is involved in the fusion between phagosome
and lysosome, which is necessary for the degradation of ACs.

Discussion

Our study revealed that in the C. elegans embryo, autophagy
plays different and successive roles in the process of phago-
cytosis of ACs and revealed functional specificities for LGG-1/
GABARAP and LGG-2/LC3 ortholog families of yeast Atg8
(Figure 7). LGG-1 and LGG-2 are enriched within the AC or
at the phagosome, respectively, both localizations are being
dependent on the canonical autophagy pathway. Our data
demonstrate that in the apoptotic cell, LGG-1 is involved in
the exposure of PS in parallel to CED-8, which is essential for
recognition by engulfing cells. In the phagocytic cell, LGG-2
autophagosomes are implicated in the interaction between
lysosomes and the phagosomal membrane, to allow efficient
AC clearance.

In C. elegans larvae, a previous study reported that GFP::
LGG-1 was detected at the phagosome during phagocytosis of
ACs, but the consequence of depleting LGG-1 was not addressed
[16].We did not observe such recruitment in the embryo but it is
possible that the process differs, depending on the stage of
development and the phagocytic cells. Our genetic approach
using mutants and RNAi demonstrates a role for LGG-1 in PS
exposure, but we cannot exclude a later contribution that could
be masked by its early function. Interestingly, a similar role for
autophagy on PS exposure has also been described duringmouse
development [30,31] and in human microvascular endothelial
cells [32]. Studies on mice raised the hypothesis that autophagy

allows the production of an energy supply essential for switching
PS in the plasma membrane. Our observation indicates that
involvement of autophagy in death signal exposure is a feature
common to various species. However, in C. elegans, blocking
autophagy delays the degradation of AC but does not result in a
severe defect, suggesting that compensatory mechanisms exist
during the process.

Conversely, our results on LGG-2/LC3 are consistent with
those of other studies performed in mammals showing that
the recruitment of LC3 allows efficient acidification of phago-
somes containing ACs or pathogens [2–4]. To our knowledge,
no individual characterization of members of LC3 and
GABARAP families has been reported. We describe here a
specific role for LGG-2/LC3 during phagosomal maturation
and propose that it participates to the interaction between 3
compartments, the phagosomal membrane, the autophago-
some and the lysosome. LGG-2-positive autophagosomes
colocalize with lysosomal vesicles at the vicinity of the phago-
some, and depletion of LGG-2 delays the maturation of the
phagosome. Our data indicate that autophagosomes interact
with the phagosomal membrane, but we cannot exclude that
autophagosomes are also fusing with lysosomes before the
interaction with the phagosome. The interaction between
LGG-2 and VPS-39 has already been implicated in the forma-
tion of autolysosomes during mitophagy [13], suggesting that
this tethering function could be a general feature of LGG-2.

The localization of LGG-2 at the single membrane of the
phagosome is reminiscent of the LAP process [2,3], but 2 lines
of evidence do not support that the process observed here is
LAP. First, LGG-2 is not forming a regular ring at the phago-
some but rather a discontinuous dotted pattern consistent with
the fusion of LGG-2-positive vesicles. Second, the phagosomal

Figure 7. Schematic model of the dual role of autophagy during phagocytosis of apoptotic cells. The model illustrates the involvement of lgg-1 and lgg-2-positive
autophagosomes during the phagocytosis of asc in C. elegans embryos. lgg-1 is enriched in the apoptotic cell and is involved in the exposition of PS at the plasma
membrane. In the phagocytic cell, lgg-2 autophagosomes are implicated in the fusion between the phagosome and lysosomes to allow efficient AC clearance.
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localization of LGG-2 is dependent on the autophagy proteins
UNC-51, ATG-7, and BEC-1. In regards to recent publications,
LAP appears to cover rather heterogeneous processes [33]. The
localization of LC3 proteins on the phagosomal membrane
could result from direct recruitment by lipid conjugation or
fusion with LC3-positive vesicles. For instance, Kageyama and
colleagues, have first observed a localization of LC3 as puncta
and then in a fluorescent ring on single membrane vesicles
containing Salmonella [34]. These puncta do not seem to be
autophagosomes because they are formed independently of
ATG9A, RB1CC1/FIP200 or PtdIns3K. Very recently, autop-
hagy dependent LC3-positive puncta fusing with phagosomes
have been described in mouse kidney cells [35]. The complete
sequestering of a phagosome by autophagosomes has also been
reported. Because of the complexity of the LAP process which
could in certain conditions act in collaboration with autophagy,
the identification of membrane compartments by EM remains
essential. Our analyses in C. elegans confirmed the presence of a
single membrane phagosome around the ACs and support a
model of fusion of LGG-2-positive autophagosomes with the
phagosomal membrane.

There are still some questions to address concerning the pre-
cise role of LGG-2/LC3 and autophago-lysosome during phago-
cytosis of ACs inC. elegans. In particular, it would be of interest to
identify whether specific signaling pathways are involved during
this process. LC3-associated phagocytosis has beenmainly studied
in specialized phagocytic cells, where it implicates a signaling
dependent on Toll-like receptors and nitrogen oxide NOX [4,7].
In C. elegans phagocytosis is performed by non-specialized pha-
gocytic cells and no true CYBB/NOX2 homolog is present [36].
One possibility is that a coordinated recruitment of autophago-
somes and lysosomes is important to degrade efficiently the
particularly large AC-containing phagosome.

Materials and methods

C. elegans strains

Nematode strains were grown on nematode growth media
(NGM) plates (50 mM NaCl [Sigma-Aldrich, 60,142], 0.25%
bactopeptone [Becton-Dickinson, 211677], 5 µg/ml cholesterol
[Sigma-Aldrich, C8667], 2% bacto agar [Becton-Dickinson,
214010] autoclaved and supplemented with 1 mM CaCl2
[Sigma-Aldrich, C3306], 1 mM MgSO4 [Sigma-Aldrich,
M5921], 20 mM KH2PO4 [Sigma-Aldrich, P5655] 1 M, 3.3 mM
K2HPO4 [Sigma-Aldrich, 60356]) and fed with Escherichia coli
strain OP50 (Caenorhabditis Genetic Center) [37]. The C. elegans
Bristol N2 strain was used as a wild-type strain. Genotypes of all
the strains used in this study are listed in Table S1. To score ACs
labelled with ANXV::GFP or GFP::LACTC1C2, embryos were
grown at 20°C and then incubated at 33°C for 45 min followed
by a recovery at 20°C for 2 h. The quantification is the ratio
between the number of DIC corpses and the fluorescent rings
regardless of cell morphology.

Plasmid constructions and transgenic strains

To generate the Pegl-1::gfp::lgg-1 and Pegl-1::gfp::lgg-2 fusion con-
structs, the genomic sequence of gfp::lgg-1 from pPD117.01 and

gfp::lgg-2 from pRD117 [20] were placed under the control of
the regulatory region of egl-1 from the pBC99 plasmid (gift
from Zheng Zhou). The Plgg-1::mCherry::lgg-1 construct was
generated by polymerase chain reaction amplification of the
mCherry sequence from PID02 [13] and replacement of the gfp
sequence by this mCherry sequence in PPD117 vector. The
plasmids containing Pegl-1::gfp::lgg-1, Pegl-1::gfp::lgg-2 and Plgg-
1::mCherry::lgg-1 were injected into N2 worms together with
the dominant roller injection marker pRF4 [rol-6(su1006)] to
generate extrachromosomal transgenic lines. The Plgg-1::gfp::
lgg-1G116A construct was obtained by site-directed mutagen-
esis. Transgenic integrated lines were generated by micropar-
ticle bombardment of unc-119(ed3) worms [13]. The RD372
(lgg-2(pp112)[mCherry::lgg-2]) strain was obtained by a
CRISPR-CAS9 (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats-CRISPR-associated 9) approach, using a
dpy-10 co-CRISPR protocol [38]. mCherry was inserted in-
frame 13 nucleotides after the beginning of exon 1 and the
insertion was verified by sequencing.

RNA-mediated interference

RNAi by feeding was performed as described previously
[39,40]. Fourth-larval stage (L4) animals or embryos were
raised on NGM plates containing 1 mM isopropyl-D-b-thio-
galactopyranoside (Sigma-Aldrich, EU0008-CIPTG dioxane
free; IPTG) and 25 µg/mL carbenicillin (Euromedex, 1039)
and seeded with bacteria (E. coli HT115[DE3]) carrying the
empty vector L4440 (pPD129.36) as a control or the bacterial
clones from the J. Ahringer library, Open Biosystem (vps-39:
JA:TO8G5.5, lgg-1: JA:C32D5.9, lgg-2: JA:ZK593.6, atg-7: JA:
M7.5). RNAi phenotypes of F1 generation embryos were
scored one day after the beginning of egg laying by F0 adults.

Immunofluorescence

Embryos were prepared for antibody staining by freeze–fracture
andmethanol fixation at −20°C (30min) as described previously
[41]. After a saturation step with 1X PBS (0.137 M NaCl,
0.27 mM KCl [VWR, 26764.298], 0.1 mM final Na2HPO4-
12H2O [Sigma-Aldrich, 50876], 0.180 mM KH2PO4, containing
5% milk [‘Régilait’]) and 0.5% Tween20 (Sigma-Aldrich, P9416)
for 40 min and 2 washing steps in 1X PBS Tween 20 0.5%,
samples were incubated in 1X PBS, Tween 20 0.5% buffer over-
night at 4°C (or 2 h at room temperature [20°C]) with primary
antibodies. After 2 30-min washing steps in 1X PBS 0.5% Tween
20, samples were incubated in the same buffer for 90 min at
room temperature (20°) with secondary antibodies and a DNA
labeling agent. Final mounting was carried out in DABCO 70%
glycerol (1.25 g de DABCO [Sigma-Aldrich, D2522] in 15 ml of
PBS 1X supplemented with 35 ml ultrapure glycerol [Prolabo,
PC0252], mixed during 2 h at least and stored at −20°C).
Primary antibodies used in this study: mouse monoclonal anti-
GFP at 1:250 (Roche, 1814460), rabbit anti-LGG-1 at 1:100 [42],
rabbit anti-LGG-2 at 1:250 [42]. As secondary conjugated anti-
bodies, Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher Scientific, A11034) and
Alexa Fluor 568 (Thermo Fisher Scientific, A11036) were used at
a dilution of 1:500. DNA was labelled using Hoechst at 1:500
(Life Technologies, 33342).
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Light microscopy imaging

Routinely, embryos were observed on an Axioskop 2 Plus micro-
scope (Carl Zeiss; Oberkochen Germany) equipped with
Nomarski (differential interference contrast, DIC) optics coupled
to a camera (Roper Scientific; Cool SNAP Photometrics Lisses,
France). Epifluorescence images were captured on an AxioImager
M2 microscope (Carl Zeiss; Oberkochen Germany) equipped
with Nomarski optics coupled to a camera (Carl Zeiss;
AxioCam506mono). Confocal images were captured on a con-
focal Leica TCS SP8 microscope (Leica Microsystems; Wetzlar
Germany). Colocalisation were quantified by the Manders coeffi-
cient calculated using the ImageJ JACoP plugin [43].

To quantify the number of cell corpses, embryos at comma
and 1.5 fold stages corresponding to 430 and 460 min after
fertilization, respectively, were mounted on 2% agarose
(Invitrogen, 16,500–500) pads in M9 (42 mM Na2HPO4,
22 mM KH2PO4, 86 mM NaCl, 1 mM MgSO4). ACs were
visualized as refractive discs using DIC microscopy and scored
with the AxioImager M2 microscope. For each embryos, serial z
sections of 1 µm were acquired. Images were analyzed using the
ImageJ Cell Counter plugin (http://imagej.nih.gov/ij). Total AC
counting was performed as follows. Adult worms were dissected
and 2-cell embryos were placed at 20°C for 180 min. Then,
embryos were placed on agar pads in M9 and sealed with
petroleum jelly and viewed at 20°C using an AxioObserver
compound microscope (Carl Zeiss; Oberkochen Germany). 60
to 80 serial z sections at 0.5 µm/section were captured every
3 min for 200 min and images were analyzed beginning with the
appearance of the first cell corpse (200 min after fertilization)
and ending at the comma stage (460 min after fertilization).

To perform the time-lapse microscopy experiments in
Figure 4, embryos at the comma stage were placed in M9 on
agar pads and then visualized at 20°C, by DIC and fluorescence,
using the AxioImager M2 microscope. For Plgg-2::gfp::lgg-2 and
Plgg-2::mCherry::lgg-2 embryos, images were taken with serial z
sections of 0.5 µm centered around one apototic corpse, every
2 min during 20 to 60 min. GFP::LGG-2 images were acquired
with an exposure time of 200 ms (27% of lamp power, binning
2 × 2), and mCherry::LGG-2 images with an exposure time of
1000 ms (42% of lamp power, binning 2 × 2). For Pced1::laat-1::
mCherry embryos, 25 z sections with a 0.75-µm step were
imaged every 2 min during 60 min, with an exposure time of
600 ms (42% of lamp power, binning 3 × 3).

Spinning disc dynamic approaches on RD396 were performed
by imaging embryos every 2 min during 60 min and serial z
sections of 0.75 µm, with laser power and exposure time of 4%
and 300ms for GFP::LGG-2 and 2% and 300 ms for LAAT-1::
mCherry, using a Nikon Eclipse Ti E inverted microscope (Nikon
instruments Europe BV, Amsterdam,Netherlands) equippedwith
a CSU-X1-A1 spinning disc module (Yokogawa Electric
Corporation, Kanazawa, Japan) and Prime 95B camera
(Photometrics, Tucson, AZ, USA) .

Electron microscopy

Embryos at comma and 2-fold stages were transferred to M9 20%
BSA (Sigma-Aldrich, A7030) on 200 µm-deep flat carriers (Leica
Biosystems) (before use, the carriers were incubated a fewminutes

in a solution of 1% phosphatidylcholine (Sigma-Aldrich,61755) in
chloroform) followed by cryo-immobilization in the EMPACT-2
HPF apparatus (Leica Microsystems; Vienna Austria) and cryo-
substitution with Automated Freeze-substitution System (AFS2)
with integrated binocular lens and incubating chamber (Leica
Microsystems, Vienna Austria) with acetone as described [44].
Blocks were further infiltrated in 100% EPON (Agar Scientific,
R1165) and then embedded in fresh EPON. Blocks were cut in a
pyramidal shape and surfaces were smoothened using a glass
knife. Ultrathin sections of 80 nm were cut on a ultramicrotome
(LeicaMicrosystems, EMUC7, Vienna Austria) using an ultra 35°
knife (Diatome) and were collected on a formvar and carbon-
coated copper grid (Agar Scientific, S162). Sections were con-
trasted with 2% uranyl acetate (Merck, 8473) for 15 min and
0.08 M lead citrate (Sigma-Aldrich, 15326) for 8 min. Sections
were observed with a Jeol 1400 Transmission Electron
Microscope (TEM) (Tokyo, Japan) at 80 kV and images are
acquired with a Gatan 11 Mpixels SC1000 Orius CCD camera.
For correlative and immuno-EM, samples were frozen with an
EMPACT-2 HPF and prepared as described previously [45].
Cryosubstitution was performed at −90°C in 0.01% osmium
(Electron Microscopy Sciences, 19190) in acetone. Sample dehy-
dratation was performed in 0.1% uranyl acetate in 95% acet-
one:5% water. Solvent was exchanged for glycol methacrylate
resin (SPI Supplies, 02630-AA) (68.1 ml glycol methacrylate sup-
plemented with 30 ml of butyl methacrylate, 3 ml of H2O and
600mg of benzoyl peroxide, mixed during 1 h at 4°C and stored at
−20°C) (30–70-100%) in 95% ethanol:5% water at −30°C. Resin
polymerisation was performed at −30°C with an N,N-dimethyl-p-
toluidine (Sigma-Aldrich, D9912). Thin sections of 200 nm were
cut using a knife for histology (Diatome, DH4560) and collected
on 200-mesh copper finder grids (Agar Scientific, G2761C).
Photonic images of 200-nm sections were acquired with an epi-
fluorescence microscope Axioskop2Plus equipped with an
EMCCD camera. For immuno-electron microscopy, ultrathin
sections of CLEM samples (80 nm) on formvar-carbon-coated
Nickel 75-mesh grids (Agar Scientific, S162N6) were sequentially
treated, using an Immunogold labelling system (IGL, Leicamicro-
system, Vienna Austria), for 10 min with 0.5% Tween 20 in PBS
and then for 5 min, 2 times, with glycine (Sigma-Aldrich, G7403)
50 mM in PBS and then for 5 min, 2 times, with 0.1% BSAc
(Aurion, 60613/2) in PBS. Samples were then labelled during 1 h
with the primary rabbit anti-GFP antibody (Abcam, ab6556; 1:10
dilution in 0.1%BSAc in PBS), washed 4 times for 2minwith PBS,
and twice for 5 min with 0.1% BSAc in PBS. Samples where then
labelled during 30 min with the secondary goat anti-rabbit anti-
body coupled to 10-nm colloidal gold particles (Aurion,
GAR30503/2) at 1:20 dilution in 0.1% BSAc in PBS. Sections
were washed 3 times 2 min in PBS and 12 times for 2 min in
water, then contrasted for 8 min with 0.05% Oolong tea extract
(Ted Pella, 19483) and for 2 min with 0.08M lead citrate. Sections
were observed with a Jeol 1400 TEM at 120 kV and images
acquired with a Gatan 11 Mpixels SC1000 Orius CCD camera
(Roper Industries, Lakewood Ranch, USA).

Statistics

All statistical analyses were performed by using the R software
(www.r-project.org). The error bars represent the standard
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deviation (SD). The Shapiro-Wilk test was used to evaluate the
normal distribution of the values and the Hartley Fmax test for
similar variance analysis. Data derived from different genetic
backgrounds were compared by the Wilcoxon-Mann-Whitney
test or the Student t test. The Fisher exact test and Chi-squared
test were used for nominal variables. Manders’ coefficients data
were compared using the Welch two sample t test.

Abbreviations

AC apoptotic corpse
ACT-5 ACTin 5
ANXA5 annexin v
ATG autophagy related
BEC-1 BEClin (human autophagy) homolog 1
CED cell death abnormal
CLEM correlative light electron microscopy
DIC differential interference contrast
EM electron microscopy
FYVE fab1, yotb, vac1 and eea1
GABARAP GABA type A receptor-associated protein
GFP green fluorescent protein
LAAT-1 Lysosome Associated Amino acid Transporter 1
LactC1C2 Lactadherin C1C2 domains
LAP LC3-associated phagocytosis
LST-4 Lateral Signaling Target 4
MFGE8 milk fat globule-EGF factor 8 protein
NUC-1 abnormal NUClease 1
PBS phosphate-buffered saline
PS phosphatidylserine
RNAi ribonucleic acid-mediated interference
SNX-1 Sorting NeXin 1
TEM transmission electron microscopy
ULK1 unc-51 like autophagy activating kinase 1
UNC-51 UNCoordinated 51
VPS-39 related to yeast Vacuolar Protein Sorting factor 39
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 Le projet mené au cours de ma thèse a visé à mieux comprendre les rôles de RET-1 chez 

C. elegans, du plus canonique dans l’organisation du réseau de tubules de RE au lien entre le 

réticulum endoplasmique et autophagie.  

Au cours de mes travaux de thèse j’ai donc tout d’abord, et pour la première fois caractérisé 

le locus du gène ret-1, ses différentes isoformes et son rôle dans la structuration du réseau de RE, 

jusqu’à présent peu étudié. J’ai également tenté de mettre en évidence le lien qu’il peut exister 

entre ce réticulon et le processus de l’autophagie, en effet l’autophagie sélective et ses acteurs 

étant une question centrale de notre équipe. J’ai par mes travaux pu mettre en évidence que ce 

gène très complexe conduit à l’expression d’au moins 8 isoformes de tailles différentes et dont 

les localisations varient au cours du développement. Les patrons d’expression des isoformes 

longues et intermédiaires m’ont conduit à mettre en évidence une spécificité cellulaire très 

restreinte des isoformes longues aux cellules musculaires du corps. Les formes intermédiaires D 

étant majoritairement exprimées dans les neurones. Quant aux formes les plus courtes, 

majoritaires et réduites à leur domaine RHD, elles sont ubiquitaires et responsables du maintien 

de l’organisation du réseau de tubules de RE dans l’embryon. Bien qu’il semble y avoir une 

interaction physique entre RET-1 et LGG-1, j’ai montré que les formes courtes n’étaient pas 

impliquées dans la formation des autophagosomes. Nous avons donc au cours de cette étude mis 

en évidence pour la première fois un rôle de RET-1 seul dans la structuration du RE chez C. 

elegans. Un certain nombre de questions demeurent. 

I. Quel rôle mécanistique RET-1 a dans l’organisation du RE ? 

Nous avons montré qu’en cas de déplétion en RET-1 dans l’embryon précoce, la structure du 

RE est affectée. Sur les sections d’imagerie confocale en deux dimensions, nous avons observé 

la présence en grand nombre de structures en anneau de RE de taille variable, en partie au 

détriment de tubules fines de RE. L’analyse plan par plan et la modélisation 3D de ces structures 

suggère une organisation en sphère creuse de ces structures, et non des citernes de RE. Le rôle 

canonique des réticulons, conféré par leur RHD et leur hélice amphipatique en C-terminale, est 

d’induire et de stabiliser les structures tubulaires et les bords des feuillets en courbant les 

membranes. Leur absence dans les cellules pourrait ainsi affaiblir l’échafaudage protéique 

participant à maintenir les tubules. Sans cet échafaudage, qui implique des protéines du RE et le 

cytosquelette, on peut imaginer que les bicouches lipidiques des membranes prennent une 

configuration plus stable thermodynamiquement, avec des membranes moins courbées. Ainsi, en 

l’absence de RET-1, les tubules de RE ou les membranes qui les constituent d’ordinaire 
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pourraient se regrouper. Il est également possible que ces sphères se forment en partie au 

détriment des patchs de RE. En effet, ceux-ci pourraient correspondre à des feuillets ou 

empilement de feuillets, mais aussi à des matrices denses de tubules rapprochées (Nixon-Abell 

et al, 2016). Il est également à noter que chez C. elegans, la déplétion simple ou conjointe de 

protéines impliquées dans l’organisation de l’enveloppe nucléaire (la lipine LPIN-1) ou du RE 

(RAB-5, YOP-1, RET-1) peuvent également conduire à l’apparition de structures en anneaux 

dans le RE, additionnés à d’autres défauts drastiques du RE et de l’EN (Audhya et al, 2007; 

Golden et al, 2009).   

Nous savons en outre que le RE établit un grand nombre de contacts avec d’autres systèmes 

endomembranaires, comme par exemple les endosomes ou les mitochondries, notamment pour 

échanger du matériel et moduler des processus dynamiques des organites, comme la fission, le 

tri et le déplacement des vésicules (Wu et al, 2018).  

 
Figure 35 : Les réarrangements de RE en forme de cercle se produisent là où les tubules de RE circonscrivent 

les organites comme ici les endosomes (adapté de Westrate et al, 2015) 

 Il a été observé que ces sites de contact peuvent prendre la forme d’anneaux autour de 

certains organites comme les endosomes et les mitochondries (Friedman et al, 2010; Zajac et al, 

2013), et ces constrictions correspondent à des zones de fission des endosomes ou des 

mitochondries (Rowland et al, 2014). De plus, En absence de RET-1, les tubules de RE 

pourraient être ainsi moins stabilisés et ainsi les membranes du RE plus aptes à interagir avec les 

différents organites, ou plus passivement s’accumuler autour de ceux-ci. Il est donc possible que 

l’assemblage ou le désassemblage des échafaudages maintenant l’organisation du RE en réseau 

de tubules soit un élément de régulation de la présence de sites de contact. Afin d’explorer cette 

hypothèse, il serait intéressant, par l’utilisation de marqueurs des endosomes, gouttelettes 

lipidiques ou mitochondries par exemple, de déterminer le contenu de ces sphères creuses de RE. 

De façon intéressante, dans des fibroblastes de souris en culture, la déplétion en Vmp1 (EPG-3 

chez le nématode), protéine de l’autophagie, entraine l’apparition d’anneaux de RE au contact 

des goutelettes lipidiques, englobant ces dernières (Zhao et al, 2017).  
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Figure 36 : La déplétion en Vmp1 entraine l’apparition de structures en anneaux en contact des gouttelettes 

lipidiques. (A) Cellules HeLa exprimant BSCL2-GFP (vert), protéine membranaire résidente du RE agissant aux 

sites de contact RE-gouttelettes lipidiques, et marquées au Lipidtox (rouge), révélant les gouttelettes lipidiques. 

Barre d’échelle : 5 µm, 2µm dans le détail. Dans les cellules WT, les gouttelettes sont présentes à proximité et au 

contact du RE, organisé de façon homogène. En cas de déplétion en Vmp1, des structures en anneau apparaissent 

dans le RE et sont enrichies en BSCL2-GFP. Dans ces anneaux sont localisés des gouttelettes lipidiques. (B) 

Représentations tridimensionnelle des sites de contact RE-gouttelettes lipidiques issues de tomographie en 

microscopie électronique. Jaune : Gouttelette lipidique, violet : RE. Dans un contexte mutant Vmp1, la surface de 

contact RE-gouttelette lipidique augmente drastiquement, et le RE englobe en partie la gouttelette lipidique. Barre 

d’échelle : 500nm (adapté de Zhao et al, 2017).  

Un autre moyen qui peut être envisagé est l’utilisation de microscopie électronique, 

éventuellement sériée et couplée à de la tomographie, afin d’une part d’observer la présence ou 

non d’organites dans ces sphères ainsi que de préciser l’organisation du RE constituant celles-ci. 

En effet, elles pourraient correspondre à un rapprochement compact de tubules, de façon similaire 

aux matrices, ou bien à un feuillet ou un empilement de feuillets. Les déplétions en différents 

réticulons entrainent en effet une diminution du réseau tubulaire de RE au profit d’une expansion 

des feuillets (Voeltz et al, 2006).  

II. Les différentes isoformes de RET-1 ont-elles des fonctions spécifiques ?   

 Comme pour l’ensemble des protéines de la famille des réticulons, la variété de taille et 

de séquence des isoformes de RET-1 suggèrent des fonctions différentes, au moins partiellement. 

Ajouté à cela, nous avons montré que des isoformes ont des profils d’expression très différents. 

L’isoforme la plus longue, RET-1C, correspondant à la protéine de type réticulon la plus grande 

connue, toutes espèces confondues, est exprimée spécifiquement dans les cellules musculaires, à 

partir du développement larvaire, mais très faiblement. L’expression de l’isoforme D est 

détectable à partir du début de la morphogénèse dans les cellules précurseur neuronales. Chez le 
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nématode adulte, l’isoforme D est localisée majoritairement dans les neurones, et plus faiblement 

exprimée dans les cellules musculaires, de l’épiderme et de l’intestin. Enfin, si nous n’avons pas 

discriminé les différentes isoformes courtes, constituées très majoritairement du RHD, nous 

avons pu montrer que leur expression était ubiquitaire dans les tissus et les différents stades 

développementaux, et ce dès le stade 1 cellule. Roger Pocock et ses collègues ont quant à eux 

conclu, grâce à l’expression d’une fusion transcriptionnelle de GFP, avec la région promotrice 

située en amont des transcrits prédits correspondant aux isoformes G, que cette isoforme était 

très faiblement exprimé avant l’apparition des neurones de la tête de l’embryon où elle devient 

majoritaire, ainsi que chez l’adulte où le signal est restreint aux neurones. Cette forme étant une 

isoforme intermédiaire, nos résultats concernant l’autre isoforme intermédiaire D semble en 

adéquation avec leurs résultats. En revanche, l’utilisation de l’expression d’une GFP seule, en 

condition de surexpression, pourrait entrainer une accumulation de signal plus ou moins grande 

en fonction du tissu. Nous avons dans notre étude utilisé des souches générées par transgénèse 

au locus endogène, c’est donc la protéine tagguée et exprimée à son niveau endogène que nous 

localisons. Nous pouvons néanmoins en conclure que les formes intermédiaires sont des formes 

préférentiellement neuronales. Il est intéressant de souligner que dans la littérature des études ont 

montré un lien entre les réticulons et le système nerveux. Par exemple, RTN4/NOGO chez le 

poisson zèbre est principalement exprimé dans les neurones et a un effet sur la croissance 

neuronale (Pinzón-Olejua et al, 2014). Plus généralement, la présence de multiples régions 

promotrices dans les locus de gènes de la famille des réticulons dans les organismes supérieurs 

suggère un patron d’expression spatio-temporel spécifique en fonction des besoins de différents 

types cellulaires. Par exemple, l’étude de l’expression des isoformes de RTN-3 dans les différents 

tissus de la souris a notamment montré que le gène rtn3 produit différents transcrits suite à des 

épissages alternatifs différents. Trois sites d’initiation de la transcription sont utilisés et sont 

tissus spécifiques. Par exemple, le niveau d’expression de RTN3 est bien supérieur dans les 

neurones que dans les tissus périphériques comme l’intestin, le foie, les yeux, les ovaires ou 

même les testicules et les formes courtes bien plus représentées que les autres isoformes (Shi et 

al, 2014). 

Ces données suggèrent que des protéines réticulon pourraient avoir des fonctions 

spécifiques au niveau du RE en lien avec le type cellulaire dans lesquelles elles sont présentes. 

En effet, dans les cellules musculaires, le réticulum sarcoplasmique, en continuité du réticulum 

endoplasmique, a un rôle fonctionnel important dans la contraction musculaire. Le SR a une 

structure particulière et est reparti le long des filaments contractiles, et libère au plus près de 
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l’actine les ions Ca2+ nécessaires à l’interaction actine-myosine. Les neurones ont une 

morphologie particulière avec de longs axones et dendrites, et le RE est présent dans tous les 

compartiments des neurones, même les plus distants, et maintient sa continuité dans les 

prolongements les plus fins via des tubules. La structure du RE est ainsi particulièrement 

importante pour le bon fonctionnement des neurones. D’ailleurs, des mutations dans les protéines 

de structure du RE ou impliquées dans la fusion homotypique de ses membranes peuvent 

conduire à des maladies neurodégénératives (Wu et al, 2017). En outre, chez C. elegans, si la 

déplétion en RET-1 n’entraine pas de phénotype majeur dans le développement et la 

différentiation des tissus dans lesquels les isoformes intermédiaires sont exprimées, il existe chez 

le mutant nul ret-1 un défaut du guidage axonal des neurones moteurs spécifiques des 

hermaphrodites (HSN) (Figure 35, Torpe et al., 2017). D’autres types de neurones sont également 

affectés, avec une pénétrance faible. La mécanistique de cet effet n’est pas connue.  

  

Figure 37 : RET-1 a un rôle dans la guidance des axones des neurones HSN. Vues ventrales de nématode adulte, 

dont les neurones sont marqués par l’expression du transgène tph-1prom::gfp (zdIs13). Dans le mutant, les corps 

cellulaires des HSN sont correctement localisés après la vulve, indiquée par l’astérisque. Les axones présentent des 

défauts de guidance de leur croissance, résultant en leur jonction, alors qu’ils restent indépendants chez un animal 

sauvage. Barre d’échelle : 20 μm ( issu de Torpe et al, 2017)  
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III. RET-1C/D, un nouveau récepteur de la RE phagie ?  

a- Quelles relations possibles entre RE et autophagie ? 

 

 La grande question biologique qui anime l’équipe est de mieux comprendre les rôles de 

l’autophagie et des protéines en lien avec celle-ci, et plus particulièrement de l’autophagie 

sélective, dans le cadre de mon projet de la RE-phagie. Il serait ainsi d’un intérêt tout particulier 

de montrer pour la première fois chez l’organisme modèle C. elegans le processus de RE-phagie, 

afin d’en étudier les rôles physiologiques.  

 Ainsi, au-delà de la fonction de maintien de la structure tubulaire du RE, les réticulons 

spécifiques de ces tissus pourraient être impliqués dans la différentiation cellulaire en régulant la 

mise en place et la répartition particulière du réticulum par autophagie. En effet, vu l’interaction 

potentielle entre RET-1C et RET-1D avec LGG-1, on peut imaginer qu’à l’instar des isoformes 

longues de RTN3, ces isoformes pourraient être impliquées comme récepteur de la RE-phagie. 

Ainsi, dans les tissus où RET-1C et RET-1D sont exprimés, la RE-phagie pourrait avoir un rôle 

particulier dans l’homéostasie du tissu concerné. En effet, certaines pathologies 

neurodégénératives pouvant être liées à un défaut d’organisation du RE peuvent aussi avoir un 

lien avec des mutations dans des gènes de l’autophagie, par exemple l’ALS (Chiurchiù et al, 

2014; Fujikake et al, 2018). Ainsi, l’utilisation de C. elegans comme modèle pour étudier la RE-

phagie et en identifier de nouveaux récepteurs pourrait se révéler particulièrement pertinente pour 

comprendre les rôles physiologiques de ce type d’autophagie sélective. En outre, parmi les 

récepteurs de la RE-phagie identifiés jusqu’ici, trois différents comportent des RHD. Chez les 

mammifères, c’est maintenant cinq récepteurs qui sont connus, on peut donc également imaginer 

que chez C. elegans il peut exister d’autres récepteurs de la RE-phagie que RET-1. 

 Nos résultats indiquent que les isoformes courtes de RET-1 ne sont pas impliquées dans 

la biogénèse des autophagosomes dans l’embryon précoce, en conditions normales ou suite à un 

stress cellulaire important (choc thermique). Cependant, les isoformes de RET-1 exprimées à ce 

stade, les isoformes courtes, ne sont pas celles comportant le fragment identifié en double hybride 

interagissant avec LGG-1, et ne présentent pas de LIR. Nous ne pouvons donc pas exclure que 

RET-1C ou D, en tant qu’interacteur potentiel de LGG-1, ait un rôle dans la biogénèse des 

autophagosomes, pour par exemple favoriser l’induction du processus autophagique au niveau 

du RE ou participer à l’apport de membranes au site d’initiation de l’autophagie.  
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 Il a récemment été décrit une autre relation possible entre RE et autophagosomes, dans 

des cellules humaines en culture. Comme de nombreux composants cellulaires membranaires, 

les autophagosomes peuvent former des sites de contact avec le RE. Ces sites de contact 

interviendraient dans le transport et la position des autophagosomes en lien avec le cholestérol, 

via le capteur de cholestérol ORP1L. Dans des conditions où le cholestérol est peu présent, 

ORP1L, localisé aux autophagosomes tardifs, interagit avec VAP-A, protéine du RE, ce qui 

forme un site de contact. Ce site de contact empêche la prise en charge de l’autophagosome par 

la machinerie de transport et de fusion, notamment le complexe HOPS (Wijdeven et al, 2016).  

 En outre, nous ne pouvons pas exclure un éventuel rôle indépendant de l’autophagie de 

l’interaction RET-1/LGG-1, Atg8 et ses homologues pouvant avoir des fonctions non 

autophagiques (Schaaf et al, 2016).  

b- Quelles approches pour confirmer l’interaction RET-1/LGG-1 et en déterminer le rôle ? 

 

 Comme évoqué dans la partie résultat, si le laboratoire et la communauté scientifique 

disposent d’outils fiables (protéines de fusion fluorescentes, anticorps) pour localiser les 

autophagosomes et en étudier leur dynamique dans les embryons, ceux-ci ne sont pas 

nécessairement utilisables pour l’étude chez l’adulte. Par exemple, un moyen classique de 

localiser les autophagosomes chez les embryons tardifs, les larves et les adultes de C. elegans est 

l’utilisation de la souche transgénique DA2123 permettant la surexpression de GFP::LGG-1. 

Dans de nombreux tissus, le signal GFP, en plus de présenter un nombre variable de points, 

considérés comme les autophagosomes, peut également être diffus ou décorer des structures 

comme les « dense bodies » (corps denses) présents dans le sarcoplasme dans les cellules 

musculaires. Les dense bodies étant des structures d’ancrage des fibres contractiles d’actine. Les 

localisations à ces structures sont absentes lors de l’utilisation d’un anticorps reconnaissant LGG-

1 endogène, et pourraient être une conséquence de la surexpression de la GFP, illustrant les 

limites de cette approche. D’autres protéines fusionnées à la GFP peuvent également présenter 

ce genre de localisation dans les adultes. Si l’immunolocalisation de LGG-1 dans l’adulte est 

possible, la qualité des images qui en résulte ne permet pas l’analyse fine de la localisation des 

autophagosomes vis-à-vis du RE. Cela est probablement dû à la préparation particulière pour 

fixer et perméabiliser les tissus de l’adulte. Pour ces raisons, notre équipe a décidé de générer de 

nouveaux outils pour l’étude de LGG-1 et LGG-2. Nous avons utilisé l’approche CRISPR-Cas9 

afin de générer des souches exprimant GFP::LGG-1, mCherry::LGG-1, et mCherry::LGG-2. 

Comme cette approche permet la modification directement au locus, cela permet de faire 
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exprimer les protéines de fusion au niveau endogène et éviter les problèmes liés à la 

surexpression. Si ces construits sont tous utilisables et fiables dans l’embryon, chez l’adulte, 

l’expression de la mCherry, conduit à l’apparition de tâches et de fibrilles, éclipsant de façon 

variable la localisation attendue de la protéine. Comme nous l’avons montré pour la 

mCherry::RET-1D qui ne se localise pas ou de façon très minoritaire au RE dans les tissus où 

elle est exprimée. mCherry::LGG-1 est observable en points dans de nombreux tissus, où sont 

également observables des tâches et des fibrilles. De plus, le nombre de points positifs pour la 

mCherry dans cette souche est bien supérieur à celui observé par les autres moyens mentionnés 

auparavant, jetant un doute sur l’interprétation de ce signal. Les limites de ces outils indique qu’il 

serait peut-être pertinent de générer et de caractériser d’autres protéines de fusion fluorescentes 

comme par exemple la Cerulean, émettant dans le bleu, potentiellement moins susceptibles 

d’entrainer des signaux aberrants et permettant d’être combinés avec les souches exprimant la 

GFP en fusion avec RET-1, par exemple.  

  D’autres approches peuvent être envisagées pour mettre en évidence la RE-phagie chez 

C. elegans. En effet, une façon d’observer la dégradation d’une protéine ou d’un organite par 

autophagie est d’observer le clivage de la GFP fusionnée à un marqueur protéique de la structure 

en question. Par exemple, la présence d’une bande correspondant à la GFP seule de l’ordre de 

28kDa en western blot établi à partir d’une souche exprimant GFP::RET-1D suggèrerai que 

GFP::RET-1D a subi une dégradation dans le lysosome, attestant ainsi d’un évènement de RE-

phagie. Une autre approche permettant de démontrer la fonction de récepteur de RET-1D, sera 

d’analyse la GFP en WB à partir d’extraits obtenus de souches exprimant d’autres protéines 

résidentes du RE fusionnées à la GFP en contexte sauvage et en contexte mutant pour ret-1 

(toutes formes, ou mutant spécifiques des isoformes C et D). Ce type d’approche est utilisé dans 

divers modèles, la difficulté de mise en place réside dans le fait que cette GFP clivée n’est souvent 

détectable qu’en condition d’induction de l’autophagie. Ces approches doivent donc être 

conduites dans un contexte où l’autophagie et plus particulièrement la RE-phagie est induite, 

suite par exemple à la starvation ou un stress du RE. 

En effet, les études récentes mettant en évidence les récepteurs de la RE-phagie, chez la 

levure ou dans des cellules de mammifère, utilisent classiquement la condition de stress 

correspondant à une absence de nutriments, la surexpression de la protéine étudiée, ou la 

conjonction des deux. Dans ces conditions, une fragmentation du RE est observée, et ces 

fragments colocalisent avec des autophagosomes. Il apparait donc crucial de caractériser des 

conditions de fragmentation du RE chez C. elegans pour observer dynamiquement ou non les 
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évènements de RE-phagie. Comme indiqué dans la partie résultat, j’ai utilisé différentes 

approches pour tenter de déstabiliser le RE et induire une fragmentation. J’ai ainsi utilisé 

différents ARNi pour, par exemple, perturber le système endomembranaire (rab-5) ou la 

dégradation des protéines du RE (cdc-48). Je n’ai pas réussi à observer de fragmentation du RE 

dans ces conditions. N’étant pas certain de l’efficacité de mes approches, il conviendra de les 

reproduire en attachant un intérêt tout particulier à l’efficacité du stress effectué.  

 Chez C. elegans, les conditions de starvation sont surtout caractérisées au premier stade 

larvaire L1, en faisant éclore les embryons sur un milieu sans nourriture. A ce stade, le réseau de 

RE est très dense et les techniques de microscopie optique classique ne nous permettent pas 

d’analyser finement l’organisation du RE. Compte tenu de l’effet de la starvation sur des cellules 

en culture, on peut imaginer que l’un des meilleurs moyens d’induire et d’observer la 

fragmentation du RE et la RE-phagie chez C. elegans est de faire en sorte que des nématodes 

adultes soient privés de nourriture pendant plusieurs jours. Additionnement, l’utilisation de 

marqueurs du RE chez l’adulte autres que les différentes isoformes de RET-1 fusionnées à la 

GFP permettrait d’apprécier une éventuelle différence dans la fragmentation du RE, entre le 

contrôle et le mutant ret-1. L’émergence de nouveaux outils chez C. elegans notamment générés 

par les approches CRISPR-Cas9 peut permettre de choisir le marqueur du le plus adapté à l’étude 

du RE dans un tissu d’intérêt. Par exemple, l’insertion de la GFP au locus crld-1 a généré une 

souche exprimant un marqueur du RE de manière ubiquitaire (D’Alessandro et al, 2018). 

 Il a été décrit que la surexpression de récepteur de la RE-phagie comme RTN3 (Grumati 

et al, 2017), associée à une condition de stress, permettait d’induire une fragmentation du RE 

conduisant ainsi à sa dégradation par autophagie. La construction d’une souche par biolistique 

exprimant GFP::RET-1D, sous le contrôle d’ un promoteur conduisant à une expression dans les 

embryons précoces comme Ppie-1, permettrait de conduire à une surexpression de GFP::RET-

1D dans les embryons précoces. En effet, chez C. elegans, il est connu que la technique classique 

de transgénèse, par biolistique, conduit la plupart du temps à la surexpression du transgène. Ainsi 

surexprimer l’isoforme D dans les embryons précoces ou elle n’est normalement pas exprimée 

devrait conduire à la fragmentation du RE dans le cas ou RET-1 aurait les propriétés d’un 

récepteur de la RE-phagie. Cette technique de transgénèse nécessite le clonage dans un plasmide 

de la séquence codante de la protéine d’intérêt. Jusqu’à l’identification de l’isoforme D, seule 

l’isoforme C était un interacteur potentiel de LGG-1. Sa séquence codante de près de 10 000 

nucléotides rendant complexe son insertion dans un plasmide en vue d’une transgénèse, nous 
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n’avons alors pas envisagé cette possibilité. En outre, cela souligne le caractère crucial de la 

technologie CRISPR-Cas9 pour étudier la localisation et l’expression de ces isoformes. 

Pour mettre en évidence l’adressage d’une protéine ou d’un compartiment aux lysosomes, 

une approche classique est d’utiliser une protéine de fusion dite tandem : la GFP et la mCherry 

sont fusionnées ensemble à une protéine. Leurs différences de propriétés physico-chimiques font 

que la GFP fluoresce à pH neutre, mais pas à pH acide. En revanche, la mCherry reste 

fluorescente en milieu acide, donc dans le lysosome. L’observation de la présence ou de 

l’apparition de signal rouge dissocié du signal vert indique donc que la protéine fusionnée est 

présente dans le lysosome. La construction GFP::mCherry::RET-1D pourrait ainsi mettre en 

évidence la présence de RE-phagie chez C. elegans. La fusion tandem avec une autre protéine 

du RE, comme SP12, permettrait de connaitre l’effet de la déplétion en RET-1D sur la RE-phagie. 

Cette approche peut être envisagée chez l’adulte, en exploitant le mutant spécifique des formes 

D, ou en comparant dans l’embryon précoce la condition de surexpression de RET-1D avec un 

contrôle. 

Enfin, pour mieux apprécier les rapprochements entre le RE et les autophagosomes, des 

approches de microscopie électronique peuvent être envisagées. D’abord, sur la base de 

l’identification morphologique du RE et des autophagosomes, la microscopie électronique à 

transmission classique peut être informative. Additionnellement, il conviendrait de localiser 

RET-1 ou RET-1D au niveau du RE pour pouvoir observer très précisément si la protéine est 

particulièrement présente au niveau des rapprochements entre RE et autophagosomes. Pour cela, 

plusieurs approches sont envisageables, comme l’utilisation d’anticorps couplés à des billes d’or, 

ou l’utilisation de la technique de microscopie corrélative électronique-lumière (CLEM, 

Correlative Light Electronic Microscopy), qui consiste à préparer les coupes de façon à pouvoir 

préserver la fluorescence d’une protéine comme la GFP et de pouvoir les imager à la fois en 

microscopie photonique et électronique. Cette technique permet de corréler le signal fluorescent, 

peu précis, de la protéine couplée à la GFP, à une structure bien définie en MET. Enfin, la fusion 

d’une protéine d’intérêt avec la HRP (horseradish peroxydase) permet de colorer les coupes pour 

la microscopie électronique par réaction enzymatique et ainsi localiser la protéine.  

L’ensemble de ces approches pourrait permettre de valider in vivo et in situ l’interaction 

entre RET-1D ou C et LGG-1, et de mieux comprendre leur lien fonctionnel, et possiblement de 

mettre en évidence pour la première fois chez C. elegans la RE-phagie, impliquant un récepteur 

de type réticulon. 
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Les résultats que j’ai obtenus au cours de ma thèse suggèrent ainsi fortement que des 

isoformes de RET-1 spécifiques de certains tissus et stades développementaux interagissent avec 

la protéine clé de l’autophagie LGG-1. L’importance du rôle de l’interaction potentielle entre 

RET-1 et LGG-1 pourrait dépendre de conditions particulières, comme le vieillissement ou le 

stress thermique. L’élucidation du rôle de RET-1 dans la RE-phagie pourrait conduire à mettre 

en évidence un type de RE-phagie régulé spatio-temporellement dans un organisme complexe, 

et ainsi participer à mieux comprendre les liens entre autophagie et pathologies en lien avec un 

tissu particulier, comme les maladies neurodégénératives ou musculaires.  
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Titre : Caractérisation des réticulons chez Caenorhabditis elegans : spécificités tissulaires, 

rôle dans l’organisation du réticulum endoplasmique et lien avec l’autophagie 
Mots clés : Réticulum endoplasmique, Réticulon, Autophagie, Caenorhabditis elegans 

Résumé : L'autophagie est un processus de 

dégradation bien conservé chez les eucaryotes. Ce 

processus de recyclage peut être très sélectif. 

L'homéostasie du réticulum endoplasmique (ER) est 

nécessaire au maintien de ses différentes fonctions 

biologiques. Le RE est un réseau contigu de feuillets 

et de tubules interconnectés formant des domaines 

distincts répartis de l'enveloppe nucléaire à la 

membrane plasmique, comprenant le RE 

périnucléaire et périphérique. Plusieurs protéines 

jouent un rôle important dans la formation et 

l’organisation du réseau de RE, notamment les 

protéines de la famille des réticulons telle que 

RTN4/Nogo-A, qui génèrent et maintiennent la 

structure du tubule. Dans les cellules de mammifère, 

dans des conditions de stress, les différents domaines 

du RE sont dégradés par une autophagie sélective 

(RE-phagie), médiée par des récepteurs réticulon 

spécifiques tels que FAM134B ou RTN3L. La 

présence de plusieurs isoformes exprimées par les 

gènes réticulons peut suggérer un modèle 

d'expression spatio-temporel spécifique en fonction 

des besoins de différents types de cellules. 

Mon travail de thèse a consisté à caractériser le locus 

du seul gène de réticulon chez C. elegans, ret-1, et j’ai 

montré la spécificité d'expression des trois catégories 

d'isoformes. Les isoformes longues et intermédiaires 

sont exprimées dans les cellules musculaires et les 

neurones respectivement, tandis que les isoformes 

courtes de RET-1 sont ubiquitaires et sont les seules 

isoformes présentes dans les premiers stades 

embryonnaires. La déplétion de RET-1 conduit à une 

structure anormale du RE. J'ai montré que des 

isoformes courtes sont nécessaires à la mise en place 

du réseau tubulaire du RE mais ne sont pas impliquées 

dans la biogenèse des autophagosomes dans les 

embryons. Mes résultats indiquent que la distribution 

des autophagosomes dans les cellules des embryons 

n'est pas aléatoire et étroitement associée au réseau de 

RE. L’ensemble de mes résultats, associés au fait que 

seules les isoformes longues de RTN3 interviennent 

la RE-phagie, suggèrent que des isoformes 

spécifiques de RET-1 pourraient médier des 

processus de RE-phagie uniquement dans certains 

tissus. 

 

 

Title : Characterization of reticulons in Caenorhabditis elegans : tissue specificities, role in 

the shaping of endoplasmic reticulum, and link with autophagy 

Keywords : Endoplasmic reticulum,  Reticulon, Autophagy, Caenorhabditis elegans 

Abstract : Autophagy is a degradative process well 

conserved among eukaryotes. This recycling process 

can be very selective. Homeostasis of endoplasmic 

reticulum (ER) ensures the correct biological activity 

of its distinct domains. The ER is a contiguous 

network of interconnected sheets and tubules 

forming distinct domains that spread from nuclear 

envelope to the cell cortex including perinuclear and 

peripheral ER. Several proteins play an important 

role in shaping and organizing the endoplasmic 

reticulum network, including a reticulon family 

proteins as RTN4/Nogo-A that generate and maintain 

tubule structure. In mammalian cell, in stress 

conditions, the different domains of ER are degraded 

by a selective autophagy (ER-phagy), mediated by 

specific reticulon receptors as FAM134B or RTN3L. 

The presence of multiple isoforms of reticulon may 

suggest a specific spatio-temporal expression pattern 

depending on the needs of different cell types.  

My thesis work consisted in the characterization of 

the locus of the only reticulon gene in C. elegans, ret-

1 and showed the specificity of expression of the 

three categories of isoforms. The long and 

intermediate isoforms are expressed in muscle cells 

and neurons respectively, while the short RET-1 

isoforms are ubiquitous and the only isoforms 

expressed in early embryos. The RET-1 depletion 

results in abnormal ER shape. I showed that short 

isoforms are necessary for the establishment of the 

tubular ER network but are not involved in the 

biogenesis of autophagosomes in embryos. My 

results highlight that the distribution of 

autophagosomes in the cell of the embryos is not 

random and closely associated with the ER network. 

All my results, added to the fact that only long 

isoforms of RTN3 are involved in ER-phagy, suggest 

that specific RET-1 isoforms could mediate ER-

phagy processes only in some tissues. 
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	Thèse Vincent impression finale
	Page vierge
	Page vierge
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