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I) GENERALITES SUR L'AUTOPHAGIE

A) Historique de la découverte de I'autophagie

Le terme « autophagie » dérive du grec auto (soi-méme) et phagein (manger) et signifie
« se manger soi-méme ». Il désigne un mécanisme conservé au cours de I'évolution
(présent chez tous les eucaryotes étudiés a ce jour), grace auquel le matériel
intracellulaire des cellules eucaryotes est séquestré dans des vacuoles autophagiques
appelées autophagosomes. Le matériel séquestré est ensuite digéré puis recyclé par
I'intermédiaire du lysosome (nommé vacuole chez la levure) (1).

Les premiéres observations de vésicules a double membrane, caractéristique de la
structure de l'autophagosome, ont été faites en microscopie électronique par SL. Clark
en 1957 dans des cellules rénales de souriceaux agés de moins de 2 semaines (2).

En 1962, TP. Ashford et KR. Porter, décrivent dans des hépatocytes de rats
préalablement traités au glucagon, une augmentation du nombre de vésicules
semblables a celles observées par Clark, et dont certaines contiennent des
mitochondries (Figure 1). lls proposent qu'il s'agit de foyers d'autolyse isolés par une
membrane afin de préserver le reste de la cellule du processus de dégradation (3).

Figure 1. Une mitochondrie (A) séquestrée dans un autophagosome (B) (3).
Section de foie de rat observée en microscopie électronique.

En parallele, AB. Novikoff et E. Essner démontrent au début des années 1960, un lien
entre autophagosome et lysosome en décrivant des structures qu'ils nomment
« cytolysomes » : des organites ayant une activité phoshatase acide (caractéristique
des lysosomes) et contenant des mitochondries, du réticulum endoplasmique, des
ribosomes et d'autres composants cytoplasmiques en cours de dégradation (4).

Le terme autophagie a finalement été proposé en 1963 par Christian de Duve, prix
Nobel de Physiologie ou Médecine pour la découverte des lysosomes en 1955, lors du
« Ciba Foundation Symposium on Lysosomes ».



C. de Duve définit I'autophagie en ces termes : « numerous recent observations have
demonstrated the existence in living cells of a mechanism for the bulk segregation and
digestion of portions of their own cytoplasm ; this mechanism has been termed focal
autolysis, focal cytoplasmic degradation, or cellutar autophagy » (5). Il est intéressant
de noter que pour C. de Duve le concept de « bulk autophagy » fait référence a un
processus de séquestration aléatoire du matériel intracellulaire dans I'autophagosome

(5).

Ces travaux pionniers ont établi I'existence de l'autophagie dans les cellules de
mammiféres. Par la suite, des études ont montré que l'autophagie est régulée par des
signaux extracellulaires tels que I'état nutritionnel (6), les hormones de régulation de la
glycémie (glucagon et insuline) (7) et par des voies de signalisation intracellulaire
impliquant certaines kinases, phosphatases (8,9), et les protéines G (10).

La machinerie moléculaire de l'autophagie est caractérisée dans les années 1990 grace
a des études réalisées chez la levure (Saccharomyces cerevisiae). Dans ce modele
eucaryote simple, I'autophagie est induite par la carence nutritionnelle puis étudiée en
microscopie grace a l'apparition de « corps autophagiques » dans la vacuole (Figure 2)

(11).

.

Figure 2. Levure contenant des corps autophagiques au sein de sa vacuole (11).
Observation en microscopie électronique. Légende : V = vacuole, AB = autophagic body.

Ce modéle a permis a I'équipe de Yoshinori Ohsumi de réaliser un criblage génétique et
de conclure qu'au moins 15 genes APG (connus aujourd'hui sous le nom d'ATG pour
« AuTophaGy-related genes ») étaient nécessaires au déroulement de l'autophagie
chez la levure (12).

Par une approche similaire, M. Thumm identifie en 1994 trois groupes de levures
mutantes AUT (pour « AUTophagocytosis ») déficientes pour l'autophagie (13) et
I'équipe de DJ. Klionsky en 1995 identifie 5 génes CVT (pour « Cytoplasm to Vacuole
Targeting) responsables de I'adressage de I'aminopeptidase 1 du cytoplasme vers la
vacuole (14).
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La caractérisation des génes essentiels au déroulement de I'autophagie s'est poursuivie
entre 1996 et 2000 : d'abord chez la levure, puis chez les mammiféres (1). Ces génes
ont été regroupés en 2003 sous la dénomination commune de gene ATG (15).

A titre d'exemple, citons le clonage d'ATGS par le groupe de Y. Oshumi en 1996 (16),
celui d'ATG3 par le groupe de M. Thumm en 1997 (17) et la découverte chez la levure
puis chez 'Homme du complexe ATG5-ATG12, dont la conjugaison similaire a celle de
l'ubiquitine, dépend d'ATG7 (E1-like enzyme) et d'ATG10 (E2-like enzyme) (18,19).

En 1999, I'équipe de Beth Levine est la premiere a fournir la preuve qu'un géne de
mammifére (BECLIN 1, I'orthologue d'ATG6 chez la levure) restaure |'autophagie dans
une lignée déficiente de cellules cancéreuses mammaires (MCF-7). En outre, son
laboratoire identifie, pour la premiere fois, limplication physiopathologique de
I'autophagie en démontrant la fonction suppressive de tumeur de BECLIN 1, mutée ou
absente dans 40 a 75% des cancers sporadiques du sein ou de 'ovaire (20).

En I'an 2000, Y. Ichimura et al. font une avancée majeure en décrivant chez la levure la
lipidation d'ATG8 qui consiste en sa liaison covalente avec les
phosphatidyléthanolamines de la membrane autophagosomale (21). La méme année,
l'orthologue de mammifere d'ATG8 est identifiée : la protéine LC3 ou MAP1LC3
(microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3) qui sert de marqueur moléculaire
des autophagosomes (Figure 3) (22).

Figure 3. La protéine LC3 associée a la membrane des autophagosomes (22).
Observations en microscopie électronique. Barre = 1 um. A | Cellules Hela transfectées avec
du GFP-LC3 et immunomarquées par un anti-GFP. B | Cellules souches embryonnaires
murines immunomarquées par un anti-LC3.

A partir de 2003 I'étude de l'autophagie se développe in vivo grace a des modeéles
animaux déficients pour une protéine ATG (1).

Les équipes de N. Heintz et de B. Levine rapportent que chez la souris, l'invalidation du
géne BECLIN 1 est létale et que sa délétion hétérozygote favorise la formation
spontanée de tumeurs en lien avec un dysfonctionnement de l'autophagie (23,24). Beth
Levine montre également que plusieurs genes ATGs sont impliqués dans la longévité et
le développement larvaire du nématode C. elegans (25).
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En 2004, I'utilisation d'un modéle murin invalidé pour ATG5 démontre le role essentiel
de l'autophagie dans la survie du souriceau nouveau-né suite au jelne néonatal causé
par la rupture du lien placentaire (26).

Alors que l'autophagie était traditionnellement considérée comme un processus
aboutissant a la séquestration « en vrac » de portions du cytoplasme (5), le concept
d'autophagie sélective (c'est-a-dire spécifique d'un élément cytoplasmique) émerge au
cours des années 2000. Par exemple, |. Kissova et al. démontrent en 2004 dans la
levure qu'une mutation de la protéine Uth1p, située sur la membrane externe de la
mitochondrie, inhibe spécifiquement la dégradation des mitochondries par autophagie,
alors que la machinerie autophagique est fonctionnelle (27). Pour nommer cette forme
sélective d'autophagie impliquant uniquement la mitochondrie, J. Lemasters propose en
2005 le terme de « mitophagie » (28).

Depuis 2005, le nombre de publications concernant 'autophagie est en augmentation
exponentielle, et plus de dix-huit mille articles ont été publiés entre 1962 et 2018 (29).

Les progrés réalisés ces trente derniéres années concernant la compréhension du
fonctionnement de l'autophagie et son importance physiopathologique ont été mis en
lumiére en 2016, lorsque le japonais Yoshinori Ohsumi a été récompensé pour la
découverte des génes ATG par le prix Nobel de Physiologie ou Médecine.

B) Les différents types d'autophagie

L'autophagie est un processus catabolique majeur des cellules eucaryotes impliquant la
dégradation puis le recyclage du contenu intra-cytoplasmique (molécules, organites,
micro-organismes) dans le lysosome.

On distingue trois types différents d'autophagie (Figure 4): la micro-autophagie,
I'autophagie dépendante des chaperonnes ou CMA (Chaperone-Mediated Autophagy)
et la macro-autophagie. Chaque type d'autophagie est morphologiquement distinct et
se caractérise par des mécanismes qui lui sont propres (30).
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Figure 4. Les trois types d'autophagie dans les cellules de mammiféres (30). La
macroautophagie repose sur la formation de novo, dans le cytosol, de vésicules a double
membrane (autophagosomes) capables de séquestrer et de transporter le contenu
intracellulaire (cargo) jusqu'au lysosome. La CMA implique le transport de protéines directement
a travers la membrane lysosomale. La microautophagie consiste en ['absorption directe du
cargo par déformation de la membrane lysosomale. Les trois types d'autophagie conduisent a
la dégradation du cargo dans le lysosome et au recyclage des métabolites dans le cytosol.

1) La microautophagie

La microautophagie fait référence a différents processus, qui ont en commun la
pénétration du matériel cytoplasmique dans le lysosome ou I'endosome tardif
(microautophagie endosomale) par lintermédiaire d'une invagination ou d'une
protrusion de la membrane lysosomale (30). C'est un phénoméne initialement décrit
chez la levure, dont les mécanismes et les fonctions sont encore incomplétement
élucidés.

Selon la nature du contenu cytoplasmique a dégrader on distingue une
microautophagie non sélective ou sélective. La microautophagie non sélective permet la
dégradation d'une petite portion du cytoplasme aléatoirement séquestrée suite a
l'invagination tubulaire du lysosome. Inversement, la microautophagie sélective
impligue la dégradation d'organites spécifiques (Figure 5) : par exemple des
mitochondries (micromitophagie), une fraction du noyau (micronucléophagie) ou des
péroxysomes (micropexophagie) (31).
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Figure 5. Les différentes formes de microautophagie chez la levure (31). Observations en
microscopie électronique. Légende : V = Vacuole, C = Cytoplasme, M = Mitochondrie,
N = Noyau, P = Peroxysomes.

2) L'autophagie médiée par les chaperonnes (CMA)

Un autre type d'autophagie, ayant été décrit a ce jour uniquement chez les oiseaux et
les mammiféres, se nomme autophagie dépendante des chaperonnes (32).

Elle est strictement sélective et implique la dégradation de protéines cytosoliques a
l'intérieur du lysosome. Pour étre dégradées par la CMA, ces protéines doivent
posséder un motif consensus pentapeptidique KFERQ qui permet l'interaction de la
protéine a dégrader (le cargo) avec la chaperonne cytosolique HSP70-8/HSPAS.
Environ 40% des protéines de mammiféres contiennent un motif de type KFERQ (32).
Une fois fixé a la chaperonne HSP70-8 via son domaine KFERQ, le cargo est
transporté au niveau de la face externe de la membrane lysosomale, et HSP70-8 se lie
au récepteur membranaire monomérique LAMP2A (lysosomal-associated membrane
protein 2A). Cette liaison du complexe HSP70-8-cargo a LAMP2A conduit a la
multimérisation de LAMP2A et a la formation d'un complexe de translocation permettant
la pénétration de la protéine substrat a travers la membrane lysosomale et a sa
dégradation dans la lumiére du lysosome (30,32). La CMA participe au contrdle qualité
des protéines en éliminant celles ayant des défauts conformationnels. En cas
d'anomalie lors de la synthése protéique ou bien en cas de stress post-traductionnel
dénaturant (stress oxydant, hypoxique) le motif KFERQ, normalement masqué par la
conformation protéique, devient accessible a la HSP70-8 et la protéine est dégradée
par CMA (32).
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3) La macroautophagie

Enfin, le troisieme type d'autophagie se nomme macroautophagie. C'est la forme la
mieux décrite et la plus étudiée. Elle se déroule dans toutes les cellules eucaryotes et
son mécanisme est conservé au cours de I'évolution. Dans la suite de ce mémoire le
terme « autophagie » fera systématiquement référence a la macroautophagie.

Elle difféere de la microautophagie et de la CMA car la séquestration du matériel
intracellulaire se fait a distance du lysosome et implique la formation d'une vésicule
cytoplasmique nommeée autophagosome qui va transporter le cargo vers le lysosome.

Durant I'autophagie, les autophagosomes apparaissent de novo a partir de structures a
double membrane appelées phagophores, dont l'origine exacte est controversée.
Plusieurs études ont suggeéré qu'ils émergent a partir d'une protrusion du réticulum
endoplasmique appelée omégasome (33,34), d'autres auteurs évoquent plutot la
membranaire plasmique (35), l'appareil de Golgi (36), ou encore la mitochondrie (37)
comme autant de sources possibles.

Une fois formé, le phagophore s'allonge, se courbe et se referme autour du matériel a
dégrader en générant un autophagosome sphéroide a double membrane dont la taille
est comprise chez les mammiféeres entre 0,5 et 1,5 um (30). Il faut approximativement
huit minutes pour former un autophagosome.

L'autophagosome est dégradé en fusionnant sa membrane externe avec celle du
lysosome, aboutissant a la formation d'un autophagolysosome. Au contact des
hydrolases acides lysosomales, la membrane interne de l'autophagosome et son
contenu sont dégradés et les métabolites résultant exportés vers le cytosol par
l'intermédiaire de perméases lysosomales (30). L'ensemble de ce processus est
dépendant de 'activation d’une trentaine de protéines ATGs.

C) Sélectivité de I'autophagie

L'autophagie dite sélective implique la séquestration spécifique dans I'autophagosome
d'un organite, d'une macromolécule ou d'un micro-organisme intracellulaire (virus ou
bactérie) (Figure 6) et met en jeu des voies de signalisation et des récepteurs propres a
chaque élément a dégrader, tout en reposant sur une machinerie autophagique
commune.

Par exemple, l'autophagie sélective des péroxisomes se nomme pexophagie. Elle est

décrite principalement chez les levures méthylotrophes et permet la dégradation des
péroxysomes lorsque les levures sont cultivées en I'absence de méthanol (38).
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L'agréphagie, quant a elle, désigne l'autophagie sélective des agrégats protéiques.
L'accumulation d'agrégats protéique est toxique pour les cellules (notamment pour les
neurones) et leur élimination par autophagie contribue au maintien de I'noméostasie
cellulaire. Le dysfonctionnement de I'autophagie est un des mécanismes identifiés dans
la physiopathologie de certaines maladies neurodégénératives caractérisées par
I'accumulation de protéines toxiques (39).

Enfin, lors d'une infection, l'autophagie peut séquestrer le micro-organisme
intracellulaire (virus ou bactérie) par un processus appellé xénophagie (40).

La dégradation sélective des mitochondries par autophagie se nomme mitophagie et
sera traitée plus précisément dans le chapitre deux de ce mémoire.

~(se(%0

O NS Autophagosome
Isolation Proteinsand \K —x
membrane organelles. _ . \
Lipid droplet £ D | '

Mitochondrion ‘In bulk’

s

Mitophégy oo Lysosome

— / 4
&&Ribosome

Ribbphégy

Chaperone

Aggregated
protein

AN |
Chaperone-assisted

selective autophagy

Aggrephagy

Figure 6. Les différents types d'autophagie (41). Pendant l|'autophagie, le contenu
intracellulaire est séquestré par une membrane d'isolation formée de novo qui s'allonge et se
referme pour former un autophagosome. La dégradation se produit lorsque les
autophagosomes fusionnent avec les lysosomes. Il existe des formes sélectives de ce
processus, dans lesquelles des substrats spécifiques sont dégradés.
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D) Fonctions de lI'autophagie
1) Fonction énergétique

Une fonction essentielle de l'autophagie est sa capacité a maintenir 'homéostasie
énergétique de la cellule en situation de carence nutritionnelle. En effet, I'autophagie est
un processus catabolique rapidement inductible qui mobilise les réserves énergétiques
endogeénes afin de maintenir la synthése d'ATP (42).

La carence nutritionnelle est l'inducteur le plus puissant de l'autophagie. In vitro,
I'autophagie est activée en quelques minutes, lorsque les cellules sont privées de
glucose, de certains acides aminés et de facteurs de croissance (43). In vivo, I'utilisation
d'un modéle murin transgénique exprimant le marqueur de l'autophagie LC3 fusionné a
la GFP (GFP-LC3), a révélé qu'un jeine de 24 a 48h induit la formation des
autophagosomes dans de multiples organes dont les muscles striés, le foie, le cceur, le
rein, le pancréas (44).

Une carence nutritionnelle sévere comme le jedne met en danger l'intégrité de
I'individu : dans cette situation l'autophagie intervient comme un mécanisme de survie.
En effet, [linhibition in vitro de l'autophagie par un agent pharmacologique
(hydroxychloroquine) ou par l'invalidation d'un géne ATG sensibilise les cellules de
mammiféres a l'apoptose induite par la carence nutritionnelle (45). Le groupe de Y.
Oshumi fit une observation similaire en 1993 : les levures mutées pour ATG7 ne
survivent que deux jours a la carence en azote alors que les levures sauvages survivent
plus de cinq jours (12). En 2004, A. Kuma et al. démontrent que des souriceaux
déficients pour l'autophagie (invalidés pour ATGS), survivent moins longtemps (12h) a
une période de jeline néo-natal que des souriceaux sauvages (21h). Chez les souris
mutées, les concentrations sériques et tissulaires en acides aminés (produits du
catabolisme cellulaire) sont moindres, illustrant le réle crucial de 'autophagie en tant
que source énergétique en situation de carence nutritionnelle sévére (26).

De maniere contre-intuitive, la carence nutritionnelle modérée, appelée restriction
calorique (réduction des apports caloriques quotidiens de 20 a 30%), ne met pas en
danger la survie de l'individu : bien au contraire elle semble bénéfique pour toutes les
espéces étudiées en allongeant leur espérance de vie (46—48). Cette observation laisse
entrevoir une autre fonction physiologique importante de l'autophagie que nous allons
développer dans le chapitre suivant.
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2) Fonction cytoprotectrice

L'autophagie se déroule en permanence en conditions basales et contribue au maintien
de I'noméostasie cellulaire en éliminant les organites endommagés ou les agrégats
protéiques dont I'accumulation pourrait étre néfaste pour la cellule. Elle peut également
étre induite en situation de stress: lors d'une infection par un micro-organisme
intracellulaire ou lors de la carence nutritionnelle. Dans tous les cas, I'autophagie
posséde une fonction cytoprotectrice en exergant un contrdle permanent sur la qualité
du cytoplasme. Grace a cette fonction, I'autophagie est impliquée dans la prévention
d'un trés grand nombre de maladies (49). Nous prendrons comme exemples le cas des
maladies dégénératives et du cancer.

a) Autophagie et vieillissement

L'autophagie est fortement impliquée dans le vieillissement et I'apparition des maladies
liées a l'age. Dans divers modéles animaux (nématode, drosophile, souris, rat), des
études ont démontré qu’elle décline avec I'age mais que son induction par restriction
calorique favorise la longévité (46,48). D'autre part, plusieurs études génétiques ont
établi le réle des genes ATGs dans la longévité induite par la restriction calorique (49).
Inversement, dans tous les modéles animaux testés, un dysfonctionnement de
I'autophagie conduit systémiquement a une réduction de la longévité (25,50,51).

Sur le plan mécanistique, l'autophagie contribue a retarder le vieillissement en réduisant
le stress génotoxique induit par I'accumulation de mitochondries non fonctionnelles (via
la mitophagie), en régulant le métabolisme lipidique (via la lipophagie), en éliminant les
agrégats protéiques toxiques contribuant a l'apparition de maladies neurodégénératives
par exemple (via I'agréphagie) (46,48). En outre, I'autophagie inhibe la sénescence au
niveau des cellules souches musculaires satellites, mécanisme impliqué dans la
sarcopénie (perte de masse et de force musculaire liée a I'age) (52), et dans les cellules
epithéliales tubulaires rénales, la sénescence étant impliquée dans la néphropathie
diabétique (53).

b) Autophagie et cancer

De par son réle cytoprotecteur, l'autophagie est aussi impliquée dans la prévention du
cancer, cependant son rdle dans cette maladie est plus ambivalent. En effet,
I'autophagie est un mécanisme suppresseur de tumeur mais elle peut devenir
oncogénique lorsque la cellule cancéreuse parvient a l'utiliser a son avantage (54).

L'équipe de B. Levine est la premiere a démontrer en 1999 la fonction oncosuppressive
de Beclin1, mono-alléliquement délété dans 40 a 75% des formes sporadiques de
cancers du sein et de l'ovaire (20). La délétion hétérozygote de ce géne chez la souris
conduit a l'apparition spontanée de tumeurs cancéreuses (lymphomes, carcinomes
hépatocellulaires, adénocarcinomes pulmonaires) (23,24).
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Ce réle anti-tumoral de l'autophagie a été confirmé par d'autres équipes, par exemple
par celle de N. Mizushima qui démontre en 2011 que des souris invalidées pour Atgd
ou Atg7 développent spontanément des adénomes hépatiques (55).

Le réle oncosuppresseur de l'autophagie s'explique principalement par sa capacité a
maintenir l'intégrité génomique, par exemple, en éliminant les mitochondries
pourvoyeuses de stress génotoxique. Ainsi, la délétion mono-allélique de Beclin1 a
conduit, dans des cellules épithéliales, a une instabilité génétique caractérisée par des
dommages a I'ADN, des duplications géniques et des aneuploidies (56). D'autres
mécanismes ont été suggéré comme la régulation de la réponse inflammatoire ou la
favorisation de la sénescence induite par les oncogénes (effet anti-prolifératif) (49,54).

Cependant, en tant que mécanisme de résistance au stress, I'autophagie favorise la
survie des cellules tumorales, notamment en situation de carence nutritionnelle ou
d'hypoxie, des conditions retrouvées au centre de la tumeur avant que l'angiogenése
néoplasique ne s'installe (57). L’autophagie contribue également a la progression
tumorale et la dissémination métastatique en permettant la transition-épithélio-
mésenchymateuse et en protégeant les cellules cancéreuses de l'anoikis (58—60).
Enfin, l'autophagie est un mécanisme de résistance aux dommages induits par des
traitements anti-cancéreux comme les chimiothérapies, la radiothérapie, ou les
thérapies ciblées (54). Par exemple, certains inhibiteurs de tyrosine kinase comme
I'lmatinib (dans la leucémie myéloide chronique) ou le Crizotinib (dans le lymphome
anaplasique a grandes cellules) induisent un flux autophagique cytoprotecteur dont
l'inhibition par des agents pharmacologiques (hydroxychloroquine) ou des ARN
interférents potentialise la mort cellulaire induite par le traitement (61,62). A I'heure
actuelle, trente-trois essais cliniques de phases précoces utilisant I'hydroxychloroquine
sont en cours en cancérologie (63).
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Il) LAMACHINERIE MOLECULAIRE DE L'AUTOPHAGIE

L'autophagie repose sur une machinerie complexe comportant une trentaine de
protéines ATGs (15). Les protéines ATGs interviennent, en collaboration avec d'autres
protéines, a toutes les étapes de l'autophagie, que nous allons décrire et schématiser
ci-dessous (Figure 7).

Classical degradative autophagy
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Figure 7. Les différentes étapes de I'autophagie (49). L'autophagosome apparait de novo a
partir d'un phagophore grace a l'action du complexe ATG14-BECLIN1-PI3K Il (VPS34 et
VPS15) lui-méme activé préalablement par le complexe d'initation ULK-FIP200-ATG13. La
membrane autophagosomale s'allonge et se courbe sous l'effet du systéme de conjugaison
ATG12-ATG5-ATG16. Ce méme systéme, en collaboration avec les protéines ATG7 et ATG3,
permet la lipidation de LC3 dans la membrane de 'autophagosome. L'autophagosome fusionne
enfin avec le lysosome grace a la machinerie de transport vésiculaire pour former un
autolysosome dont le contenu est dégradé et recyclé dans le cytoplasme.

A) Initiation

La premiére étape de la formation des autophagosomes repose sur la formation d'un
complexe d'initiation composé de quatre protéines (Figure 8) :
- La kinase ULK1 (Uncoordinated 51-Like Kinase), qui est l'orthologue d’Atg1
chez la levure, ou son paralogue ULK2 (fonctions similaires)
- ATG13 : qui recrute ATG9 par interaction directe
- ATG101 liant directement ATG13
- FIP200 (Focal adhesion kinase-Interacting Protein of 200 kDa) : elle sert de
protéine d'ancrage pour ULK1/2 et ATG13.

Ce complexe d'initiation est régulé en amont par la kinase mTOR. En présence de
nutriments, cette derniére inhibe l'autophagie en phosphorylant ULK1/2 et ATG13. Lors
de la carence nutritionnelle, I'inhibition de mTOR par I'AMPK, provoque I'activation des
kinase ULK1/2 suite a leur déphosphorylation et a la phosphorylation de FIP200 ce qui
initie la formation des autophagosomes (30,64).
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Les lipides nécessaires a l'établissement du phagophore sont importés depuis un
« réservoir membranaire » (pouvant étre le RE, I'appareil de Golgi ou I'endosome) sous
forme de vésicules incorporant la protéine transmembranaire ATG9. Le recrutement des
vésicules se fait, chez la levure, par interaction entre ATG9 et ATG13 (65,66).

Starvation
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-
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Figure 8. Le complexe d'initiation de I'autophagie (30). Le complexe se compose de
ULK1/2, FIP200, ATG13, ATG101. En présence de nutriments, MTORC1 s'associe au complexe
et inactive ULK1/2 et 'ATG13 par phosphorylation. En carence nutritionnelle, MTORC1 se
dissocie du complexe et ATG13 et ULK1/2 sont partiellement déphosphorylés permettant
I'induction de l'autophagie

B) Nucléation

Cette seconde étape dépend du complexe BECLIN1-PI3K de classe |lI
(phosphoinositide 3 kinase de classe Ill) qui comprend (Figure 9) :
- ATG14 : elle recrute la PI3K Ill dans la voie autophagique
- BECLIN-1 (orthologue d'Atg6 chez la levure)
- La PI-3 kinase de classe Il (PI3K Ill) formée par :
- Une unité catalytique PIK3C3 (Vps34 chez la levure)
- Une unité régulatrice PIK3R4/P150 (Vps15 chez la levure).

L'unité catalytique de la PI3K produit, sur l'autophagosome en formation, du
phosphatidylinositol 3-phosphate (PI3P) a partir du phosphatidylinositol. Cette
phosphorylation permet le recrutement ultérieur de protéines participant a la formation
de l'autophagosome comme Atg18 et Atg12 chez la levure (67) ou les protéines WIPI
chez les mammiféres, les orthologues d'Atg18 (68,69).

Le recrutement de la PI3K dans la voie de synthese des autophagosomes dépend de
son interaction avec ATG14 (30). Son activité enzymatique est stimulée par l'interaction
avec BECLIN-1, protéine indispensable a I'autophagie (20).

BECLIN 1 posséde un riche interactome (30,70). Parmi ses activateurs, citons la
protéine AMBRA1, elle-méme activée par phosphorylation par le complexe d'initiation
ULK1 (71). Parmi ses inhibiteurs, on retrouve les protéines anti-apoptotiques BCL-2 et
BCL-XL qui interagissent avec BECLIN 1 via ses domaines BH3 et qui ont donc
également une fonction inhibitrice de I'autophagie (72,73).
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Figure 9. Le complexe ATG14-BECLIN1-PI3K de classe Il (30). La PI3K comporte deux
sous-unités PIK3C3 et PIK3R4 ; elle est activée par BECLIN1 elle-méme régulée positivement
par AMBRA1 et négativement par BCL2 qui se lie 8 BECLIN1 et empéche son association avec
le complexe.

C) Elongation de la membrane autophagosomale

Cette étape correspond a l'expansion de la membrane autophagosomale qui séquestre
progressivement une portion du cytoplasme pour former la vésicule a double membrane
gu’est 'autophagosome. Cette étape est sous la dépendance de deux systémes de
conjugaisons semblables au systéme de conjugaison de l'ubiquitine (et donc qualifiés
de « ubiquitin-like » ou « UBL ») : le systeme ATG12-ATG5-ATG16 et le systeme LC3 /
GABARAP (Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein) (30) (Figure 10).

1) Le systéme ATG12-ATG5-ATG16

Les protéines UBL (Ubiquitin-like) ATG12 et ATG5, sont liées de maniére covalente et
irréversible par l'intermédiaire d'ATG7 et d'ATG10, qui fonctionnent respectivement
comme des enzymes d'activation et de conjugaison de l'ubiquitine (E1 et E2) (18). Le
produit de conjugaison ATG12-ATG5 se lie par ATGS5 de maniére non covalente a
ATG16L1 et se dimérise, formant un complexe plus large ancré a la membrane du
phagophore en expansion. Ce complexe contribue a structurer géomeétriquement
I'autophagosome en permettant sa courbure afin qu'il adopte une forme sphérique (74).
Le complexe ATG12-ATG5-ATG16 se dissocie de la membrane du phagophore une
fois que la formation de l'autophagosome est achevée (75).

2) Le systeme LC3 /| GABARAP

Le deuxieme systeme UBL impliqué dans I'élongation du phagophore est le systeme
LC3 / GABARAP. Il comprend deux familles de protéines qui sont les orthologues, chez
les mammiféres, d'Atg8 chez la levure (76) :

- La famille LC3 contenant : LC3A, LC3B et LC3C

- La famille GABARAP contenant : GABARAP, GABARAPL1 et GABARAPL2
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A titre d'exemple, nous allons décrire ci-dessous le systéme de conjugaison de la
protéine LC3.

La protéine LC3 est d'abord clivée a son extrémité C terminale par la protéase ATG4
générant la forme tronquée cytosolique LC3-l. LC3-| se lie de maniére covalente aux
lipides de la membrane du phagophore en expansion via l'action enzymatique d'ATG7
(réaction de type E1), d'ATG3 (réaction de type E2) et finalement du complexe ATG12-
ATG5-ATG16 (réaction de type E3) (77).

La forme lipidée de LC3 se nomme LC3-Il (22). Cette réaction de lipidation se produit a
la fois sur la membrane interne et sur la membrane externe de I'autophagosome. Les
protéines LC3-ll présentes sur la membrane externe sont délipidées par ATG4 et
recyclées dans le cytosol, tandis que les protéines LC3-Il présentes sur la membrane
interne seront dégradées apreés la fusion avec les lysosomes dans l'autophagolysosome
(78).

Ce systéme posséde une double fonction : il est a la fois impliqué dans la formation de
I'autophagosome et sert de protéine d'ancrage au matériel intracellulaire (le cargo) a
dégrader dans l'autophagosome, par l'intermédiaire d'un récepteur faisant le lien entre
le cargo et la protéine d'ancrage.
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Figure 10. Les systémes de conjugaison de I'autophagie chez la levure, conservés chez
les mammiféres (77). A | Systéme de conjugaison d’Atg12 a Atg5 et formation du complexe
At12-Atg5-Atg16. B | Systéeme de conjugaison de Atg8/LC3 aux phosphatidyléthanolamine
(PE).
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3) La séquestration spécifique du contenu cytoplasmique

Un récepteur de l'autophagie est une molécule (protéine ou lipide) définie par sa
capacité a lier un organite a dégrader a la membrane autophagosomale afin de
permettre sa séquestration a l'intérieur de l'autophagosome. Certains récepteurs sont
spécifiques d'une forme d'autophagie sélective (ex : NIX pour la mitophagie), d'autres
sont ubiquitaires (ex : P62, NDP52). Le récepteur se lie directement ou indirectement
(via l'ubiquitine) au cargo et a I'autophagosome en liant LC3 (79) (Figure 11).

La protéine LC3 contient une région hydrophobe permettant l'interaction avec un
domaine LIR (LC3-interacting region) contenu dans tous les récepteurs autophagiques
de nature protéique. Ce domaine est constitué d'une séquence consensus de quatre
acides aminés incluant en position 1 un acide aminé aromatique et en position 4 un
acide aminé hydrophobe : [W/F/Y]1-X2-Xs-[L/lI/V]4. Cette région peut étre précédée par
des résidus sérine ou thréonine dont la phosphorylation intervient dans la régulation de
I'activité du récepteur (80).

Mitophagy Aggrephagy

Figure 11. Le recrutement sélectif des phagophores par l'interaction des récepteurs de
I'autophagie avec LC3-ll dans différents types d'autophagie sélectives (79). Durant la
mitophagie, P62 reconnait les mitochondries poly-ubiquitinylées. Alternativement, les
mitochondries peuvent étre liées par NIX directement sans nécessiter de poly-ubiquitinylation.
Durant l'agréphagie, les agrégats protéiques poly-ubiquitinylés sont séquestrés par le
phagophore via p62 et NBR1. Durant la xénophagie, les récepteurs de l'autophagie NDP52,
P62 et OPTN reconnaissent les bactéries poly-ubiquitinylées. Dans ce cas, l'association du
motif LIR avec la LC3-ll peut étre renforcée par une phosphorylation OPTN dépendante de
TBK1. Enfin, pour la pexophagie, P62 et NBR1 recrutent le phagophore sur les peroxysomes
mono-ubiquitinylés.
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D) Fusion et dégradation

La derniére étape de l'autophagie correspond a la fusion de la membrane externe de
I'autophagosome : soit directement avec les lysosomes soit avec un endosome tardif,
ce qui forme un amphisome, qui fusionnera ensuite avec les lysosomes (30).

Cela aboutit a la formation d'un autophagolysosome et a la dégradation, par les
hydrolases acides lysosomales, de la membrane interne et du contenu
autophagosomal. Les métabolites issus de cette dégradation sont recyclés dans le
cytosol grace a des perméases lysosomales. Par exemple, I'efflux des acides aminés,
chez la levure, se produit grace a la permease Atg22 (81).

Pour fusionner, I'autophagosome se déplace le long des microtubules gréce aux
protéines motrices dynéines en direction du centre d’organisation des microtubules
(COMT), zone dans laquelle s'accumulent les autophagosomes et les lysosomes (82).

Les mécanismes de fusion avec le lysosome sont encore assez mal caractérisés et
aucun facteur spécifique a l'autophagie n'a été pour linstant identifie. Parmi les
protéines impliquées, on retrouve celles appartenant au systtme SNARE (Soluble N-
ethylmaleimide-sensitive-factor attachment protein receptor) dont dépend le trafic
membranaire des cellules eucaryotes. Par exemple la SYNTAXIN17, localisée sur la
membrane externe de l'autophagosome complet, permet la fusion avec I'endosome ou
le lysosome par interaction avec SNAP29 et VAMPS8 (83) (Figure 12).
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Figure 12. La fusion de I'autophagosome avec le lysosome (83). Elle dépend du systéme
SNARE impliquant les protéines SYNTAXIN17 / SNAP-29 / VAMPS8.
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IIl) GENERALITES SUR LES MITOCHONDRIES

Les mitochondries sont des organites intracellulaires des cellules eucaryotes, de
morphologie variable selon les types cellulaires (sphéres, batonnets ou filaments). Elles
proviendraient d'une symbiose entre des cellules eucaryotes primitives et des a-
protéobactéries, ces derniéres ayant progressivement transféré leur génome bactérien
au génome nucléaire au cours de I'évolution (84). Tout comme les bactéries, les
mitochondries se multiplient par division de mitochondries pré-existantes (85).

A) Structure

Les mitochondries possédent un génome propre (ADNmt) d'environ 16 Kb comportant
37 génes codant pour 13 protéines de la chaine respiratoire mitochondriale, 22 ARN de
transferts et 2 ARN ribosomiques. Le reste de leurs protéines (au moins 1500) est codé
par le génome nucléaire puis importé dans la mitochondrie aprés leur traduction (86).

Leur structure est caractérisée par une double membrane : une membrane externe
(OMM) et une membrane interne (IMM) formant des crétes (invaginations tubulaires
dirigées vers la matrice) qui abritent les enzymes de la chaine respiratoire
mitochondriale. Ces deux membranes délimitent un espace intermembranaire dans
lequel sont stockés les protons issus de l'activité de la chaine respiratoire. L'espace
inclus dans la membrane interne se homme matrice : elle contient plusieurs copies du
genome mitochondrial, un grand nombre d'enzymes métaboliques ainsi que les ARN de
transferts et ribosomaux responsables de la synthése des protéines codées par le
génome mitochondrial (87) (Figure 13).

B) Fonctions
1) Réle métabolique
La mitochondrie est I'organite central du métabolisme cellulaire (Figure 13).

La chaine respiratoire mitochondriale synthétise la majeure partie de I'ATP (adénosine
triphosphate) cellulaire, substrat énergétique essentiel a un grand nombre de réactions
meétaboliques. Pour cela, le cycle de Krebs produit du NADH et du FADH2 qui, avec le
dioxygene (O2), permettent a la chaine respiratoire de transférer des protons de la
matrice vers l'espace intermembranaire. Le gradient de concentration protonique
transmembranaire ainsi généré est ensuite utilisé par I'ATP synthase mitochondriale
pour phosphoryler I'ADP en ATP. Le cycle de Krebs fonctionne a partir de I'acétyl-CoA
qui provient : du pyruvate issu de la glycolyse anaérobie, de la béta-oxydation des
acides gras et du métabolisme de quelques acides aminés tels que la glutamine et les
acides aminés a chaine latérale ramifiée (leucine, isoleucine, valine) (88). Qui plus est,
elles participent a la synthése de nombreuses biomolécules : biosynthése du
cholestérol et des acides gras, des nucléotides, des acides aminés, du glucose par
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néoglucogenése. On les trouve aussi impliquées dans la production de composés
chimiques non protéiques que sont les co-facteurs : 'héme par exemple (qui permet la
fixation de I'O2 par 'némoglobine et la myoglobine).

Les mitochondires contribuent également au catabolisme en favorisant I'élimination de
I'ammoniac (NHs), issu de la dégradation des acides aminés et des nucléotides, par
I'intermédiaire du cycle de l'urée (88).

Enfin, les mitochondries sont impliquées dans [|'homéostasie du calcium, en
coordination avec le réticulum endoplasmique, en stockant le Ca?* au niveau matriciel
et en ajustant la concentration intracellulaire par des mécanismes d'influx et d'efflux
dépendants de transporteurs calciques spécifiques (89).

2) Mort cellulaire par apoptose

Les mitochondries sont le point de départ de la voie intrinséque de la mort cellulaire
programmeée nommeée apoptose. En réponse a des dommages cellulaires, les protéines
pro-apoptotiques BAX et BAK sont synthétisées et forment un pore au niveau de la
membrane externe mitochondriale conduisant a la fuite cytosolique du cytochrome c et
de la protéine SMAC (second mitochondria-derived activator of caspases) qui
entrainent a leur tour la formation de I'apoptosome et 'activation des caspases (90).
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Figure 13. Structure et fonctions de la mitochondrie (91). Les mitochondries se composent
de quatre compartiments : la membrane externe (OM), I'espace intermembranaire (IMS), la
membrane interne (IM) et la matrice. Elles possédent leur propre génome et exercent de
nombreuses fonctions : métabolisme énergétique (respiration et synthése de I'ATP) ;
métabolisme des acides aminés, des lipides et des nucléotides ; biosynthése des cofacteurs
fer-soufre (Fe-S); régulation de l'apoptose. La majeure partie des protéines mitochondriales
sont importées depuis le cytosol par des transporteurs membranaires (en vert). Le contréle de
la qualité des mitochondries dépend de mécanismes de dégradation tels que les protéases
intra-mitochondriales (AAA) ou la mitophagie. Légende : AAA = protéases de la membrane
interne ; E3 = E3 ubiquitine ligase ; ER = réticulum endoplasmique ; ADNmt = ADN
mitochondrial ; TCA = acide tricarboxylique ; Ub = ubiquitine.
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C) Controéle qualité des mitochondries

La chaine respiratoire mitochondriale génere continuellement des especes réactives de
l'oxygéne (ERO) telles que I'anion superoxyde (O2’), I'anion hydroxyle (OH-), ou le
peroxyde d'hydrogéne (H202). Les ERO sont neutralisées par des enzymes comme la
superoxyde dismutase mais lorsqu'elles sont produites en excés elles endommagent
les protéines, les lipides, I'ADN mitochondrial et nucléaire. En dehors de stress
endogenes, les mitochondries sont soumises a des stress environnementaux comme
les radiations ou l'exposition a des toxiques chimiques (92).

Les dysfonctionnements mitochondriaux sont a I'origine d'un stress oxydant toxique
mutagéne causé par les ERO, d'un défaut de synthése d'ATP et d'une perturbation des
fonctions métaboliques essentielles a la survie cellulaire. lls contribuent au
vieillissement (maladies neurogénératives, sarcopénie) (93,94) voire conduisent a
I'apparition de cytopathies mitochondriales héréditaires telles que le syndrome MELAS
(Mitochondrial Encephalomyopathy with Lactic Acidosis et Strokelike episodes) ou le
syndrome MERRF (Myoclonus Epilepsy with Ragged-Red Fibers) (92).

Ces exemples soulignent I'importance du métabolisme mitochondrial dans
I'hnoméostasie cellulaire ; le contréle de la qualité des mitochondries est donc essentiel
et repose sur différents mécanismes a I'échelle moléculaire et a I'échelle de I'ensemble
de l'organite.

1) Controle qualité des protéines mitochondriales
a) Dépendant des chaperonnes

La grande majorité des protéines mitochondriales sont synthétisées dans le cytosol puis
importées dans la mitochondrie par l'intermédiaire de transporteurs membranaires TOM
(Translocase of Outer Membrane) et TIM (Translocase of Inner Membrane). Pour que la
translocation soit possible, les protéines importées sont maintenues dans un état déplié
et guidées jusqu'a la membrane externe par des protéines chaperonnes de la famille
HSP (Heat Shock Protein) incluant les HSP70 et HSP90. Une fois que les protéines ont
pénétré dans la matrice, des chaperonnes mitochondriales telles que HSP60 et HSP10
permettent I'obtention d'une conformation fonctionnelle (repliement) (95,96).

b) Dépendant des protéases mitochondriales

Le contrdle exercé sur le repliement des protéines par les chaperonnes n'est pas
suffisant, notamment lorsque les protéines sont trop endommagées. En effet, le stress
oxydant engendre des anomalies conformationnelles sévéres et la formation d'agrégats
protéiques toxiques qui doivent pouvoir étre éliminés. Les protéines de la matrice et de
la membrane interne sont accessibles a des protéases intra-mitochondriales (par
exemple les proteines ClpP, AFG3L2 ou encore LON requise pour I'élimination des
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peptides dénaturés ou oxydés) ; celles de la membrane externe sont dégradées par le
systéme ubiquitine-protéasome (UPS) aprés avoir été poly-ubiquitinylées par des
ubiquitine-ligases cytosoliques (95,96).

2) Contréle qualité de I'ensemble de la mitochondrie
a) La complémentation fonctionnelle entre mitochondries

Les mutations du génome mitochondrial surviennent de maniére stochastique : il peut
donc co-exister a lintérieur d'une méme cellule une hétérogénéité mitochondriale
appellée hétéroplasmie, qui consiste en la présence simultanée de mitochondries
« sauvages » fonctionnelles avec des mitochondries mutées dont le métabolisme est
altéré (92). Le mécanisme de fusion mitochondriale permet aux mitochondries d'une
méme cellule d'échanger leurs membranes et leur contenu génétique. Les
mitochondries mutées peuvent ainsi récupérer un génome sauvage a partir des
mitochondries saines et redevenir fonctionnelles. La complémentation fonctionnelle
contribue donc au maintien d'une population saine et génétiqguement homogene de
mitochondries dans chaque cellule (97,98).

L'importance physiologique de ce phénoméne a été révélé in vivo par l'invalidation de
MFN2 (protéine recquise pour la fusion mitochondriale) qui entraine chez la souris
I'apparition d'un phénotype neurodégénératif au niveau cérébelleux. In vitro, on observe
des mitochondries sans nucléoides (c'est-a-dire sans génome mitochondrial) et des
anomalies de la chaine respiratoire mitochondriale (99).

b) L'élimination des mitochondries par mitophagie

Lorsque les dommages mitochondriaux sont trés importants et que leur neutralisation
par complémentation ne suffit pas, voire risquerait d'endommager les mitochondries
saines, une autre stratégie de contréle qualité se met en place : celle de leur élimination
dans le lysosome par mitophagie (92). Ce mécanisme est développé plus loin dans le
chapitre « Mitophagie » (voir page 36).
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D) La dynamique mitochondriale chez les mammiféres

Les mitochondries sont des organites dynamiques dont le nombre et la forme
dépendent d'un équilibre entre deux phénoménes antagonistes : la fusion et la fission
mitochondriale. La morphologie des mitochondries varie ainsi entre un aspect petit et
sphérique correspondant a des unités fragmentées isolées et un aspect réticulaire
étendu correspondant a des unités fusionnées et interconnectées (85) (Figure 14).

OQuter membrane
Inner membrane

Figure 14. Morphologie mitochondriale (85). a | Les mitochondries sont entourées par une
double membrane avec des plis caractéristiques de la membrane interne, appelés crétes. En
haut : schéma montrant la structure des mitochondries. En bas : une image de microscopie
électronique d'une mitochondrie isolée de fibroblastes humains. b | Dans de nombreux types de
cellules, les mitochondries apparaissent comme des structures longues, tubulaires et parfois
ramifiees et étendues dans tout le cytoplasme. Les mitochondries (en vert) de cellules
d'ostéosarcome humain (U20S) ont été marquées par immunofluorescence a l'aide d'anticorps
contre une protéine de la membrane externe (TOM20). Les noyaux (bleus) ont été marqués
avec du DAPI. Les cellules ont été analysées par microscopie confocale.
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1) Les mécanismes de la dynamique mitochondriale

La dynamique mitochondriale dépend des GTPases (enzymes hydrolysant le GTP) de
la famille des dynamines dont I'action combinée permet soit de fusionner, soit de diviser
les deux membranes lipidiques qui entourent la mitochondrie (92).

a) La fusion mitochondriale

La fusion mitochondriale consiste en l'union de deux mitochondries pour générer une
mitochondrie unique (Figure 15).

La fusion de la membrane externe est assurée par deux GTPases homologues
transmembranaires nommées mitofusines (MFN1 et MFNZ2). Elles s'accumulent au
niveau des zones de contact entre mitochondries adjacentes et interagissent entre elles
de maniere homo ou hétérotypique par des domaines HR (heptad repeat) en formant
une superhélice ce qui permet d'ancrer les mitochondries. L'hydrolyse du GTP induit
des changements conformationnels des mitofusines rapprochant les deux membranes
externes et in fine conduisant a leur fusion (100).

La fusion de la membrane interne se déroule aprés celle de la membrane externe. Elle
dépend de la GTPase transmembranaire OPA1 et de lipides membranaires spécifiques
que sont les cardiolipines. Les protéines OPA1 d'une membrane interagissent avec les
cardiolipines de la membrane opposée ; les membranes se rapprochent et fusionnent
de maniére dépendante du GTP (100).

(1) OMM Tethering (3) GTP hydrolysis: OMM fusion (4) L-OPA1-CL tethering

GTPase

Mitochondrion
(2) Mfns conformational change (5) GTP hydrolysis: IMM fusion ¢

Figure 15. Les étapes successives de la fusion mitochondriale (100). (1) La membrane
externe de deux mitochondries opposées est attachée par l'interaction des mitofusines. (2) La
liaison au GTP et son hydrolyse induit un changement de conformation des MFN conduisant au
rapprochement des membranes. (3) Fusion des membranes externes. (4) Aprés la fusion
externe, OPA1 et les cardiolipines interagissent pour fusionner la membrane interne.
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b) La fission mitochondriale

La fission mitochondriale se caractérise par la division d'une mitochondrie en deux
mitochondries filles (Figure 16).

Elle est réalisée par la dynamine cytosolique DRP1 (dynamin-related protein 1) recrutée
a la surface de la mitochondrie par liaison a des récepteurs membranaires que sont les
protéines MID49, MID51, MFF et FIS1. DRP1 se multimérise et forme un anneau autour
de la mitochondrie qui se resserre progressivement et forme d'une zone tubulaire
d'étranglement. Cette zone sera finalement scindée par la DYNAMIN 2 (DYN2)
(100,101).

L'activité de DRP1 est controlée par de multiples événements post-
traductionnels (phosphorylation, ubiquitinylation, sumoylation, glycosylation). Par
exemple, DRP1 est phosphorylé par la CDK1 (cyclin-dependant kinase 1) sur la sérine
616 durant la mitose induisant son oligomeérisation et la fission du réseau mitochondrial.
Inversement, la PKA (protein kinase A) phosphoryle DRP1 sur la sérine 637 durant la
carence nutritionnelle ce qui a un effet inhibiteur sur la fission mitochondriale (100).

(2) Drp1 induces membrane (3) Dynamin 2 assembly

(1) Machinery recruited at future fission site s
contriction

Ha

. Active Drp1

DOrp1 adaptors
(MIE/MIDs)

(4) Mitochondrial division (5) Machinery
disassembly

.. -
Figure 16. Les étapes successives de la fission mitochondriale (100). (1) DRP1 active est
recrutée par ses récepteurs (MIDs, MFF) et s'oligomérise a la surface de la membrane externe
en formant un anneau. (2) L'hydrolyse du GTP entraine un changement de conformation,
renforgant la constriction mitochondriale et formant une zone d'étranglement tubulaire. (3) Puis
la DYNAMIN 2 est recruté dans la zone d'étranglement mitochondriale ou elle s'assemble et

scinde les membranes conduisant a deux mitochondries filles (4). (5) Dissociation de la
machinerie de fission.

Dyn amin 2

. MDNA
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2) Fonctions de la dynamique mitochondriale

a) La fusion mitochondriale régule le métabolisme cellulaire

La morphologie mitochondriale est conditionnée par les besoins métaboliques de la
cellule. Les mitochondries ont tendance a fusionner quand la phosphorylation oxydative
est stimulée : soit parce que les besoins en ATP augmentent (stress), soit parce que la
glycolyse est inhibée (carence nutritionnelle) et que la production énergétique repose
exclusivement sur la respiration mitochondriale.

Des états d'hyperfusion mitochondriale ont été observés dans des cellules exposés a
un stress physique (UV) ou chimique (actinomycine D, cycloheximide) conduisant a une
augmentation secondaire de la synthese d'ATP (102). Le méme état d'hyperfusion est
retrouvé lors du passage de la phase G1 a la phase S (cellules NRK) du cycle cellulaire
lorsque les besoins énergétiques augmentent en lien avec la réplication de I'ADN (103).

En plus d'augmenter la production d'ATP, la fusion des mitochondries a pour avantage
d'empécher leur élimination par mitophagie, notamment durant la carence nutritionnelle
(104,105). Alors que l'autophagie est globalement activée en situation carentielle, les
mitochondries sont préservées du catabolisme en formant un réseau tubulaire
soutenant la production énergétique indispensable a la survie cellulaire.

Au total la fusion mitochondriale est un processus d'adaptation métabolique qui
potentialise la production énergétique de la mitochondrie en situation de stress. Les
mécanismes biologiques expliquant cette potentialisation sont encore hypothétiques
(Figure 17). VP. Skulachev a proposé que les réseaux de mitochondries tubulaires se
comportent comme des filaments le long desquels se propage le gradient protonique
(comme le long de « cables électriques ») permettant une homogénéisation de la
synthése d'ATP dans I'ensemble du réseau, et non plus seulement une synthese limitée
aux mitochondries en contact avec I'O2 (c'est-a-dire celles située sous la membrane
plasmique) (106). Nous émettons également I'hypothése qu'une fusion massive des
mitochondries contribue a maintenir leur intégrité fonctionnelle par complémentation, ce
qui se traduirait au niveau cellulaire par une synthése accrue d'ATP.

b) La fission mitochondriale permet la répartition cellulaire des mitochondries
1- Répartition des mitochondries dans les cellules mitotiques

La fission mitochondriale est une étape primordiale de la division cellulaire car elle
permet une répartition aléatoire et eéquitable des mitochondries entre la cellule mére et
les cellules filles (92). Par exemple, les cellules cancéreuses humaines Hela possédent
un réseau mitochondrial tubulaire durant l'interphase, mais voient leurs mitochondries
fissionnées sous l'action de la protéines DRP1 phosphorylée durant la phase M du
cycle cellulaire (107).

34



2- Répartition des mitochondries dans les cellules non mitotiques

Dans le cas de cellules post-mitotiques comme les neurones, la fission mitochondriale
réduit la taille des mitochondries et autorise leur transport par les microtubules en zone
synaptique, métaboliquement trés active. Les protéines DRP1 et OPA1 régulent la
distribution des mitochondries au niveau dendritique : leur dysfonctionnement limite le
développement des dendrites et des connexions synaptiques (108).

c) La fission mitochondriale est un pré-requis a I'apoptose

La structure mitochondriale est importante dans la régulation de I'apoptose. Au cours de
I'apoptose, le réseau mitochondrial se fissionne sous l'action de DRP1 et cette étape
est indispensable a l'activation de l'apoptose chez C. Elegans. Du point du vu
mécanistique, le recrutement focal de DRP1 a la surface mitochondriale s'accompagne
de la translocation sur le méme site des facteurs pro-apoptotiques BAX et BAK dont le
réle est de perforer la membrane externe mitochondriale induisant la libération du
cytochrome c et I'activation de I'apoptose (90).

d) La fission mitochondriale est un pré-requis a la mitophagie

Les autophagosomes sont des structures sphéroides dont le diamétre maximal est
d'approximativement 1 ym ce qui pose un probléme d'encombrement stérique pour la
séquestration de mitochondries dont la morphologie peut étre tres allongée et dépasser
cette taille (> 5 ym) (102,109).

Plusieurs équipes ont démontré que les mitochondries, dont la production d'ATP est
altérée ou dont le potentiel de membrane est diminué (dépolarisation), subissent des
épisodes de fissions. Ces événements ont pour intérét de réduire leur taille et sont
indispensables a leur élimination par mitophagie (105,110) (Figure 17). Qui plus est, les
mitochondries endommagées et fissionnées ne peuvent plus re-fusionner avec le
réseau mitochondial car leurs protéines de fusion sont éliminées protéolytiquement.
Ainsi, la protéine de la membrane interne OPA1 est dégradée par la protéase
mitochondriale OMA1 (111,112) et les mitofusines situées sur la membrane externe sont
dégradées par le protéasome aprés une ubiquitinylation dépendante de I'ubiquitine
ligase PARKIN et de I'ATPase P97 (113).

En conclusion, la fission mitochondriale est un processus de fractionnement du réseau
mitochondrial qui lui confére une flexibilité structurelle d'adaptation aux besoins de la
cellule. En association avec la biogenése mitochondriale (non développée ici), elle
contribue au maintien d'une population de mitochondries saines en initiant leur
élimination par mitophagie.
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Figure 17. Les fonctions biologiques de la dynamique mitochondriale (85). La fusion et la
fission des mitochondries sont importantes pour de nombreuses fonctions biologiques. La
fission est nécessaire pour la transmission des mitochondries au cours de la mitose, pour la
libération de facteurs pro-apoptotiques de l'espace intermembranaire, pour la distribution
intracellulaire via le transport par le cytosquelette et pour I'élimination des mitochondries
endommagées par mitophagie. Les réseaux mitochondriaux fusionnés sont importants pour la
production d'ATP, pour la transmission du potentiel membranaire le long des filaments
mitochondriaux, pour la complémentation fonctionnelle des génes mitochondriaux dans les
cellules hétéroplasmiques (X et Y représentent les alléles de différents génes mitochondriaux).
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IV) LA MITOPHAGIE
A) Généralités

La mitophagie est définie comme I'élimination spécifique des mitochondries par
autophagie. Elle se déroule constamment en condition basale (mitophagie basale) mais
peut également étre activée par des stress de différentes natures (mitophagie induite).

Ainsi, la mitophagie est activée lors de la différenciation cellulaire ou de stress
environnementaux tels que I'hypoxie, le stress thermique, ou encore au niveau
musculaire aprés un exercice physique intense (114,115). Expérimentalement,
I'exposition a des toxiques chimiques tels que les protonophores (CCCP, FCCP) ou les
inhibiteurs de la chaine respiratoire (roténone, oligomycine, antimycine) permettent
I'induction de la mitophagie.

La mitophagie s'appuie sur la machinerie autophagique classique telle qu'elle a été
décrite dans la premiére partie de ce mémoire : les protéines ULK1, ATG (ATG14,
ATG16, ATG9), WIPI ou encore LC3 et GABARAP ont notamment été décrites comme
indipensables a son déroulement (116—119). Cependant, une machinerie qui lui est
propre permet de garantir la sélectivité du processus : il s'agit des récepteurs de la
mitophagie. On distingue deux types de récepteurs : des récepteurs cytosoliques (ou
adaptateurs) devant étre recrutés au niveau mitochondrial, et des récepteurs
mitochondriaux situés dans les membranes de la mitochondrie (114). Ces récepteurs
permettent la séquestration des mitochondries a l'intérieur de l'autophagosome par
interaction avec LC3 grace a un domaine LIR (114). En paralléle, certains d'entre eux
stimulent la formation de l'autophagosome en recrutant ULK1 (ex : les récepteurs
FUNDC1, NDP52, OPTN ou BCL2L13) (120-123) ou BECLIN1 (ex: AMBRA1)
(124,125).

B) Fonctions de la mitophagie

La fonction principale de la mitophagie est la dégradation des mitochondries
endommagées lorsque les autres mécanismes de contréle qualité (chaperonnes,
systemes protéolytiques, complémentation fonctionnelle) ne suffisent pas a restaurer
I'intégrité mitochondriale.

L'autre fonction de la mitophagie est I'élimination des mitochondries superflues, alors
méme que ces mitochondries sont potentiellement saines. Ainsi, la mitophagie permet
I'élimination des mitochondries paternelles aprés la fécondation (126). Elle est
également impliquée dans la différenciation cellulaire : durant I'érythropoiése ou la
dégradation des mitochondries permet la différenciation des réticulocytes en
erythrocytes (127) ou au cours de la transformation du tissu adipeux beige
(thermogénique) en tissu adipeux blanc, ce qui favorise le stockage lipidique, I'obésité
et l'insulinorésistance (128).
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Enfin, en situation d'hypoxie, qui peut avoir lieu in vivo au centre d'une tumeur ou dans
un tissu ischémique, l'expression du facteur HIF-1 (hypoxia-inductible factor 1) promeut
la conversion d'un métabolisme oxydatif vers un métabolisme glycolytique en stimulant
I'élimination des mitochondries par mitophagie (129).

C) La mitophagie canonique : dépendante de I'ubiquitinylation des protéines
mitochondriales

La signalisation des mitochondries endommagées dépend de l'ubiquitinylation des
protéines mitochondriales de surface par plusieurs E3-ubiquitine ligases telles que
MUL1, ARIH1, SIAH1, SMURF1, GP78. Cependant celle dont le fonctionnement est le
mieux caractérisé est la protéine PARKIN, raison pour laquelle nous nous focaliserons
sur celle-ci dans les chapitres qui suivent (114).

1) La voie de signalisation PINK1-PARKIN

PINK1 (PTEN-induced putative kinase 1) et PARKIN sont deux protéines
historiquement identifiétes comme responsables de certaines formes héréditaires
(autosomiques récessives) de maladie de Parkinson (130,131).

PARKIN posséde a son extrémité N-terminale un domaine UBL (UBiquitin-Like)
phosphorylable sur la sérine 65 et qui régule son activité. A son extrémité C-terminale,
on trouve quatre domaines en doigt de zinc, dont le dernier nommé RING2 supporte
I'activité E3 ubiquitine ligase de PARKIN permettant la liaison covalente d'un motif
ubiquitine sur la protéine cible (80,132) (Figure 18).

PINK1 est une kinase activée par auto-phosphorylation jouant le réle de senseur de la
polarisation mitochondriale. Elle est localisée en permanence dans les mitochondries
grace a une sequence d'adressage mitochondrial (domaine MTS) située a son
extrémité N-terminale (80,132) (Figure 18).

Sers o Cys431
A B {phosphorylation site) (catalytic core)

— N 216 228 328 377 415 | 465 (aa)
PARL processing site auto-phosphorylation site Parkin "Bl cHINGOUP DL cRINGL 1B AINGD

X

er
(402) 509 581 (a.a.)

Ubl domain Ubiquitin

Figure 18. Structure des protéines PINK1 et PARKIN (132). A | Représentation schématique
de PINK1. B | Représentation schématique de PARKIN.
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Dans les mitochondries saines (polarisées par un gradient protonique), PINK1 pénétre
partiellement dans la matrice par les transporteurs de la membrane externe TOM
(translocase of the outer membrane) et de la membrane interne TIM (translocase of the
inner membrane) puis la protéase matricielle MPP (Mitochondial Processing Peptidase)
clive le domaine MTS. PINK1 se retrouve donc enchassée dans la membrane interne
ou elle est clivée par la protéase de la membrane interne PARL (Presenilin-Associated
Rhomboid-Like Protein) ce qui libére PINK1 dans le cytosol et la rend accessible a une
dégradation par le protéasome. Ainsi, en situation physiologique PINK1 est rapidement
eliminée aprés sa synthése et son niveau d'expression reste faible (80,132) (Figure 19).

En revanche, lorsque les mitochondries sont dépolarisées (dysfonctionnement de la
chaine respiratoire), PINK1 reste enchassée dans la membrane externe ou elle
échappe au clivage par MPP et PARL. Elle s'accumule donc a la surface de la
mitochondrie, se dimérise et s'auto-active par phosphorylation. Cette forme active de
PINK1 phosphoryle a la fois l'ubiquitine (présente au niveau basal a la surface de la
mitochondrie) sur la sérine 65 (S65-phospho-ubiquitine) et PARKIN sur la sérine 65 de
son domaine UBL (phospho-PARKIN). La S65-phospho-ubiquitine interagit avec
phospho-PARKIN ce qui induit l'activation de son site catalytique par changement
conformationel. PARKIN va alors poly-ubiquitinyler les protéines de la membrane
externe puis ces derniéres seront phosphorylées par PINK1, générant un motif S65-
phospho-ubiquitine caractéristique de cette voie de signalisation (80,132) (Figure 19).
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Figure 19. Fonction et régulation des protéines PINK1 et PARKIN (133). Dans les
mitochondries saines, PINK1 est clivée par les protéases mitochondriales, MPP et PARL,
entrainant sa dégradation par le protéasome. Dans les mitochondries endommagées, PINK1
s'accumule au niveau de la membrane externe (OMM) liée au complexe TOM ou elle est
activée par dimérisation et autophosphorylation. PINK1 activée phosphoryle ['ubiquitine,
entrainant I'activation de PARKIN et son recrutement mitochondrial ou elle ubiquitine davantage
les substrats mitochondriaux générant un signal S65-phospho-ubiquitine recrutant les
récepteurs mitophagiques cytosoliques.
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2) Conséquences de l'ubiquitinylation des protéines de la membrane externe
a) Recrutement des récepteurs cytosoliques (adaptateurs) de la mitophagie

En régle générale, les récepteurs cytosoliques se lient de maniére indirecte a la surface
de la mitochondrie par lintermédiaire de ['ubiquitine grace a des domaines UBD
(Ubiquitin Binding Domain) (80). Ce recrutement est favorisé par les protéines
NIPSNAP1 et NIPSNAP2, localisées dans la matrice mitochondriale en conditions
basales et qui transloquent dans la membrane externe apres une dépolarisation de la
mitochondrie (134) (Figure 20).

Les récepteurs documentés de ce type se nomment :
- P62 / SQSTM1 (Sequestosome-1)
- NBR1 (Neighbor of BRCA1 gene 1)
- OPTN (Optineurine)
- NDP52 (Nuclear Domain 10 Protein 52)
- TAX1BP1 (Tax1 binding protein 1)

Soulignons le fonctionnement particulier de AMBRA1. Cette protéine cytosolique active
le complexe BECLIN1-PI3K. Elle est recrutée au niveau des mitochondries
dépolarisées, non pas en liant I'ubiquitine mais en interagissant avec PARKIN. Elle
induit la production par la PI3K du PI3P, dont dépend la formation du phagophore,
autour des mitochondries dépolarisées, puis se comporte comme un récepteur de la
mitophagie en liant LC3 via son domaine LIR (124,125).

b) OMMAD et mise en jeu des récepteurs mitochondriaux de la membrane
interne

L'OMMAD (Outer Mitochondrial Membrane-Associated Degradation) correspond a la
dégradation des protéines de la membrane externe par le protéasome suite a leur poly-
ubiquitinylation. Cette élimination sélective joue un réle important durant I'induction de
la mitophagie en permettant la protéolyse des mitofusines (MFN1 et MFN2)
ubiquitinylées par PARKIN ce qui interdit toute fusion avec des mitochondries saines
(114). L'OMMAD contribue par la suite a la rupture de la membrane externe et facilite
l'interaction de LC3 avec des récepteurs mitochondriaux de la membrane interne tels
que la prohibitine 2 (PHB2) (135) ou, hypothétiquement, les cardiolipines.
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Figure 20. La mitophagie dépendante de lI'ubiquitinylation des protéines mitochondriales
(114). (1) La poly-ubiquitinylation de la membrane externe conduit au recrutement de
récepteurs cytosoliques tels que NDP52, OPTN ou P62. TBK1 (TANK-binding protein 1)
phosphoryle OPTN ce qui renforce sa liaison avec l'ubiquitine. (2) Le complexe ULK1 est
recruté par les récepteurs de I'autophagie. Puis les récepteurs interagissent avec les protéines
LC3/GABARAP qui tapissent le phagophore. (3) Lors de la dépolarisation des mitochondries,
les NIPSNAP1/2 transloquent de la matrice vers la membrane externe et favorisent le
recrutement des récepteurs cytosoliques. (4) et (5) Grace a l'activité de PARKIN et d'autres E3-
ubiquitine ligases, la membrane externe est dégradée par le protéasome (OMMAD) ce qui
entraine [I'exposition du récepteur PHB2 de la membrane interne qui interagit avec
LC3/GABARAP (4) et la dégradation des protéines permettant la fusion mitochondriale telles
que les mitofusines (MFN1/2).

D) La mitophagie non canonique indépendante de l'ubiquitinylation des protéines
mitochondriales

Elle met en jeu des récepteurs mitochondriaux, qui sont soit des protéines
transmembranaires de la membrane externe, soit des lipides membranaires tels que les
céramides ou les cardiolipines (80).

Les récepteurs protéiques documentés de ce type se nomment :
- BNIP3 (BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3)
- BNIP3L (BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3-like) / NIX
- FUNDC1 (FUN14 domain containing 1)
- BCL2L13 (BCL2 Like 13)

1) La régulation des récepteurs mitochondriaux protéiques

Leur régulation est bien moins codifiée que celle des récepteurs cytosoliques : elle
reposerait sur des modifications transcriptionnelles et post-traductionnelles (Figure 21).

Plusieurs études ont montré que la transcription des génes codant pour BNIP3, BNIP3L
est augmentée durant I'hypoxie sous I'effet du facteur de transcription HIF1 (136,137).

41




En outre, l'affinité des domaines LIRs de ces récepteurs pour LC3 est modulée par des
phosphorylations a proximité du domaine LIR. En conditions basales, FUNDC1 est
phosphorylé sur la sérine 13 empéchant son interaction avec LC3 ce qui a un effet
inhibiteur sur la mitophagie (138). Au contraire, en situation d'hypoxie ou lorsque les
mitochondries sont dépolarisées, BNIP3 et FUNDC1 sont phosphorylés sur la sérine 17
en amont de leur domaine LIR rendant possible l'interaction avec LC3 (122,139).

2) La régulation des récepteurs mitochondriaux de type cardiolipine

Les cardiolipines sont des phospholipides chargés négativement, situés au niveau de la
membrane interne de la mitochondrie en conditions basales. En réponse a un stress
inducteur de la mitophagie, les cardiolipines sont externalisées enzymatiquement a la
surface de la mitochondrie ou elles peuvent lier directement LC3 par des interactions
électrostatiques avec des résidus chargés positivement (140) (Figure 21).
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Figure 21. La mitophagie indépendante de I'ubiquitinylation des protéines
mitochondriales (114). (1) FUNDC1 est inhibé par la phosphorylation dépendante des kinases
CK2 et Src sur son motif LIR. Une fois la mitophagie est activée, la phosphatase PGAM5
déphosphoryle FUNDC1 pour faciliter son interaction avec LC3. ULK1 phosphoryle également
FUNDC1 pour renforcer l'interaction avec le phagophore. (2) Les cardiolipines et les céramides
transloquent vers la membrane externe pour interagir avec LC3. NIX et BNIP3 sont régulés par
HIF1a et s'accumulent dans la membrane externe pour servir de récepteurs de la mitophagie.
(3) BCL2L13 interagit avec ULK1 et LC3 pour permettre la mitophagie. Chez la levure, le
récepteur de la mitophagie ATG32 est phosphorylée par CK2 pour promouvoir l'interaction avec
ATG11, ce qui conduit a 'association avec ATG8 et au recrutement des mitochondries vers le
site d'assemblage des phagophores (PAS).
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E) Implications physiopathologiques de la mitophagie

Diverses maladies humaines, dont le cancer, les maladies cardio-vasculaires et
certaines maladies neurodégénératives, sont associées a des dysfonctionnements
mitochondriaux en lien avec des anomalies de la mitophagie (141).

1) Mitophagie et cancer

Des dysfonctionnements de la mitophagie ont été causalement associés a l'initiation et
a la progression de tumeurs canceéreuses : I'accumulation de mitochondries altérées
générant un stress oxydant oncogénique conduisant a l'instabilité génomique (141).

Au moins deux génes impliqués dans le déroulement de la mitophagie ont une activité
suppressive de tumeur : c'est le cas des génes codant pour PARKIN et BNIP3.

Premiérement, l'invalidation de PARKIN augmente la prolifération des hépatocytes et
leur confere une résistance a l'apoptose ce qui entraine l'apparition spontanée de
carcinomes hépatiques (142). PARKIN est également réprimé dans plusieurs lignées de
neuroblastomes humains en lien avec la fixation du facteur de transcription
oncogénique N-MYC, qui se lie au promoteur du géne PARK2 et inhibe son expression
(143). Deuxiemement, l'inactivation épigénétique du récepteur BNIP3 a été identifiée
comme un mécanisme de reésistance a la mort cellulaire induite par I'hypoxie dans les
hémopathies malignes et le cancer du pancréas (144,145). Dans un modéle murin de
tumorigenése mammaire spontanée (MMTV-PyMT), linvalidation de BNIP3 est
associée a une plus grande prolifération tumorale et des métastases pulmonaires plus
précoces. Les ERO mitochondriales sont augmentées, ce qui active la transcription du
géne HIF1 et de ses génes cibles incluant ceux de la glycolyse (effet Warburg) et de
I'angiogenése (146). Chez I'Homme, la perte d'expression de BNIP3 implique une plus
grande résistance des adénocarcinomes pancréatiques a la chimiothérapie (147,148).

Enfin, du point de vu épidémiologique, PARKIN, BNIP3 et PINK1 sont mutées dans une
grande variété de cancer : notamment les cancers gynécologiques (sein, ovaire), les
cancers digestifs (colo-rectal, estomac, pancréas), le cancer du poumon, et certaines
tumeurs neurologiques (glioblastome, neuroblastome) (141).

2) Mitophagie et cardiopathies

Le cceur est un tissu métaboliquement trés actif et la grande majorité de I'énergie est
produite par la phosphorylation oxydative. L'altération des capacités mitochondriales est
associée au développement de maladies cardiovasculaires (141).

Tout d'abord, les dysfonctionnements de la voie de signalisation PINK1-PARKIN ont été

causalement impliqués dans la genése de cardiopathies vasculaires et dégénératives.
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L'invalidation de la kinase PINK1 conduit a Iapparition spontanée d'une
cardiomyopathie hypertrophique liée a I'age avec une augmentation du stress oxydant,
des anomalies de la polarisation mitochondriale (149) et une plus grande sensibilité des
cardiomyocytes aux lésions d'ischémie-reperfusion (150). De maniére intéressante, la
diminution de I'expression de PINK1 est une caractéristique de l'insuffisance cardiaque
terminale chez I'Homme (149).

L'invalidation de PARKIN n'entraine pas de cardiopathie a I'état basal mais conduit a
I'accumulation de mitochondries morphologiquement anormales (151) aggravant les
lésions ischémiques et la mortalité en cas d'infarctus du myocarde (152). Plus
physiologiquement, au cours du vieillissement cardiaque, la sénescence induite par P53
est associée a une inhibition de la mitophagie, secondaire a l'interaction de P53 avec
PARKIN dans le cytosol, ce qui bloque sa translocation vers les mitochondries
endommagées et contribue au dysfonctionnement cardiaque lié a I'age. Inversement,
les souris transgéniques surexprimant PARKIN ont une fonction cardiaque préservée
avec le temps (153).

3) Mitophagie et maladies neurodégénératives

Les maladies neurodégénératives sont caractérisées par l'accumulation d'agrégats
protéiques toxiques associés a un dysfonctionnement de I'agréphagie, cependant des
dysfonctions de la mitophagie peuvent étre associées (39,141).

a) Maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson est caractérisée par une dégénérescence des neurones
dopaminergiques de la substance noire associée a des agrégats protéiques
intracellulaires nommés corps de Lewy, constitués essentiellement d'a-synucléine
(154). Elle survient majoritairement de fagon sporadique et idiopathique. La découverte
il y a une vingtaine d'années des génes PINK1 et PARK2 comme étant responsables de
certaines formes autosomiques récessives (5% des cas) suggére que la mitophagie
joue un rdle important dans cette maladie (130,131). Les protéines PINK1 et PARKIN
étant ubiquitaires, il est surprenant de constater que seuls les neurones
dopaminergiques de la substance noire dégéneérent. Or, il semble que la substance
noire soit une région cérébrale caractérisée par une instabilité importante du génome
mitochondrial. En effet, elle accumule de nombreuses délétions de I'ADN mitochondrial
avec l'age (155). Ces mutations sont plus fréquentes chez les patients Parkinsoniens
que chez les sujets sains et elles affectent les protéines de la chaine respiratoire
mitochondriale (156). Cette instabilité génétique serait die a un stress oxydant basal
intense en raison d'un métabolisme calcique élévé (157).

En conclusion, leurs mitochondries étant plus facilement altérées, I'noméostasie des
neurones dopaminergiques serait particulierement dépendante de la mitophagie et son

dysfonctionnement a la base de la physiopathologie de la maladie de Parkinson.
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b) Maladie de Huntington

C'est une maladie autosomique dominante caractérisée par la répétition d'un codon
CAG dans le géne HTT codant la HUNTINGTINE donnant une forme polyglutaminée
qui a tendance a s'agréger (mHTT) (158).

La mHTT provoque des dommages mitochondriaux entrainant une altération du
métabolisme énergétique, calcique, et de la dynamique mitochondriale (159). Par
ailleurs, le groupe de AM. Cuervo a rapporté une défaillance de I'autophagie dans cette
maladie en rapport avec l'incapacité des autophagosomes a séquestrer le contenu
cytoplasmique (formation d'autophagosomes « vides »), car le récepteur P62 est inhibé
par interaction avec la mHTT. En conséquence, les cellules accumulent des
mitochondries dépolarisées a I'origine d'un stress oxydant neurotoxique (160).

Cependant, la surexpression de PINK1 active la mitophagie et suffit a maintenir une
population mitochondriale saine conférant une neuroprotection contre la forme mutée
de la HUNTINGTINE chez Drosophila (158).

Ainsi, la stimulation de la mitophagie a fin thérapeutique pourrait étre bénéfique chez
les patients en augmentant la clairance des mitochondries endommagées par la mHTT.

F) Conclusion

La mitophagie est un processus d'élimination sélectif des mitochondries par autophagie
dont la régulation repose sur des mécanismes complexes. Les mitochondries a digérer
sont d'abord individualisées du réseau mitochondrial par fission puis, le recrutement de
la machinerie autophagique se fait grace a l'action de récepteurs spécifiques, eux-
mémes directement régulés par modifications post-traductionnelles ou indirectement via
I'activation de la voie PINK1-PARKIN. La mitophagie étant dérégulée dans de
nombreuses maladies, il est donc important de poursuivre 'exploration des éléments
qui entrent en jeu dans son déroulement.
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V) LA PROTEINE BAG6
A) Généralités

La famille des protéines BAG (Bcl-2-Associated athanoGene) est composée de six
protéines (numérotées de BAG1 a BAGG6), dont le premier membre (BAG1) a été
identifié¢ en 1995 par criblage des interactants de BCL-2. Elle a été qualifié
« d'athanogene » (du grec « athanos », contre la mort) en raison de sa capacité a
favoriser la survie cellulaire en inhibant I'apoptose en synergie avec BCL2 (161).

La caractéristique commune de ces protéines est structurelle : toutes possédent un
domaine BAG situé a l'extrémité C-terminale, a l'exception de BAG5 qui en posséde
quatre. Ce domaine permet d'interagir et de réguler la chaperonne HSP70 (162).

BAGG6 est le représentant de plus haut poids moléculaire de la famille BAG (130 kDa).
Son gene appartient a un groupe de neuf génes situés sur le chromosome 6 nommeés
BAT (HLA-B-associated transcript) identifies en 1989 par I'équipe de JL. Strominger au
sein du complexe majeur d'histocompatibilité de classe Ill humain (163,164). La
séquence protéique de BAG6 est prédite par la méme équipe en 1990 a partir de la
séquence d'ADN complémentaire du géne BAT3 (165). BAG6 est redécouverte par
Thress et al. en 1998 chez Xenopus sous le nom de Scythe, un interactant de la
protéine apoptotique REAPER (166).

C'est une protéine relativement conservée chez les vertébrés avec une homologie de
séquence de 57% entre la forme humaine et celle de Xenopus laevis (167).

B) Localisation

Sa localisation est ubiquitaire, BAG6 est exprimée dans tous les tissus bien que
certains tissus tels que le cerveau, les testicules et les organes lymphoides soient
particulierement riches en BAG6 (167—169).

A l'échelle cellulaire, elle présente une distribution cytoplasmique et nucléaire. Seule
une petite fraction est située dans le noyau, le reste étant majoritairement localisé dans
le cytosol ou associé au systéeme endomembranaire (dont le réticulum endoplasmique
et la membrane plasmique) (170). BAG6 est également sécrétée dans le milieu
extracellulaire sous forme soluble ou associée aux exosomes (171).

Le géne de BAGG6 contient 25 exons codant pour la forme entiére de la protéine (variant
FL ou « full lenght »). Cinq autres variants issus de I'épissage alternatif des exons 5,
11B et 24 ont été identifiés : tous possédent des poids moléculaires trés proches (de
122 a 130 kDa) (172).
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La proportion de chacun de ces variants differe selon le type de cellule. La localisation
subcellulaire de BAG6 dépend de son épissage : par exemple les variants FL ou A24
prédominent au niveau nucléaire tandis le variant A11B présente une localisation
cytosolique plus importante (172). Ces variants n'ont jamais fait I'objet d'une
caractérisation fonctionnelle et ils ne sont pas distingués dans les études qui traitent de
la protéine BAGG6.

C) Structure de la protéine BAG6

BAGG6 est une protéine de 1132 acides aminée, d'environ 130 kDa. Elle appartient a un
complexe hétérotrimérique qui comprend les protéines BAG6, TRC35 et UBL4A. Elle se
comporte comme une plateforme possédant de nombreux interactants (E3 ubiquitine
ligases, protéines chaperonnes, proteines hydrophobes) qui lui conférent des fonctions
trés variées (173). La séquence de la protéine BAG6 peut étre divisée en trois parties
(Figure 22).

1) Région N-terminale (acides aminés 1-474)

Elle contient cinqg motifs ECI (Evolutionnary Conserved Islands) trés conservés au cours
de I'évolution, organisés en 2 domaines. lls sont a l'origine d'interactions hydrophobes
(167) autorisant BAG6 a lier les domaines transmembranaires de certains peptides ou a
interagir avec la sous-unité RPN10C du protéasome (174,175).

Plus particulierement, le premier motif ECI est un domaine UBL (Ubiquitin-Like) qui
permet a BAG6 de recruter des E3-ubiquitine ligases telles GP78 impliquée dans
I'ERAD (Endoplasmic-Reticulum-Associated protein Degradation) (176) ou RNF126
impliquée dans I'élimination de peptides défectueux néosynthétisés (177,178).

2) Extrémité C-terminale

Elle contient deux motifs particuliers.

a) Un domaine NLS (Nuclear Localization Sequence)

Il permet la translocation de BAG6 du cytoplasme vers le noyau lors d'un stress (voir
chapitre ci-dessous « Fonctions nucléaires de BAG6 »).

b) Un domaine BAG (Bcl-2-Associated AthanoGene)

Les domaines BAG de 110 a 124 acides aminés forment trois alpha-hélices
antiparalleles. Leur interaction avec le domaine ATPase des HSP70 active ou inhibe
son activité chaperonne. Par rapport aux autres protéines de la méme famille, le
domaine BAG de BAG6 posséde une séquence atypique entrainant une affinité réduite
avec la HSP70 (162,167,170).
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3) Région centrale

C'est une partie de la protéine qui reste encore structurellement largement
indéterminée. Elle contient un domaine DUF3587 (Domain of Unknown Function 3587)
liant des protéines mal conformées, lui-méme flanqué par deux domaines riches en
proline permettant a BAG6 d'interagir avec elle-méme (homo-oligomérisation). On note
également la présence d'un domaine semblable aux doigts de zinc dont la fonction est
inconnue (pas de liaison a I'ADN décrite) (176).
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Figure 22. Structure de la protéine BAG6 humaine (167).

C) Fonctions de BAG6
1) Régulation de I'apoptose

L'invalidation de BAGG6 chez la souris est |étale et se caractérise par des anomalies du
développement pulmonaire, rénal et cérébral. Ces malformations sont associées a une
dérégulation de I'apoptose hétérogene selon les tissus (179). Dans le rein, I'absence de
BAG6 conduit a une activation spontanée de I'apoptose, alors que les neurones sont,
au contraire, plus résistants a I'apoptose induite par des agents pharmacologiques tels
que la thapsigargine ou la ménadione (179).

Ces résultats illustrent I'importance de BAG6 en tant que régulateur de 'apoptose mais
soulignent que son mécanisme de fonctionnement n'est pas unique. En réalité I'effet
pro- ou anti-apoptotique de BAG6 est indirect puisqu'il dépend de ses interactants.

Thress et al. sont les premiers a mettre en évidence son effet régulateur de I'apoptose
chez Xenopus. lls montrent que l'effet pro-apoptotique de la protéine REAPER dépend
de la présence de BAG6 dans les ceufs de xénopes. En se liant a BAG6, REAPER
induit la libération de facteurs pro-apoptotiques séquestrés par BAG6 ce qui provoque
la libération du cytochrome c puis l'activation des caspases (166,180). L'un de ces
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facteurs pourrait étre la protéine pro-apoptotique AIF (Apoptosis Inducing Factor), qui
interagit avec BAG6 ce qui inhibe sa dégradation par le protéasome et rend les MEFs
(Mouse Embryonic Fibroblast) plus sensibles a l'apoptose (181).

Inversement, l'interaction de BAG6 avec la protéine pro-apoptotique XEF1AO (Xenopus
laevis elongation factor 1a), entraine sa poly-ubiquitinylation et sa dégradation par le
protéasome ce qui génére un effet anti-apoptotique (182).

BAGG6 protége également les macrophages infectés par Mycobacterium Tuberculosis de
I'apoptose induite par la protéine mycobactérienne ESAT-6 en stabilisant BCL-2 (B-cell
lymphoma 2). Il s'agit cependant d'un phénoméne transitoire puisque dans ce modéle,
BAGG6 est ensuite clivée par la caspase 3 et dégradée par le protéasome (183).

Ces résultats montrent que BAG6 module la durée de vie de protéines régulatrices de
I'apoptose en les stabilisant ou les dégradant par l'intermédiaire de I'UPS.

2) Contréle qualité des protéines cytoplasmiques
a) Régulation de l'activité et de I'expression des chaperonnes HSP70

Les chaperonnes HSP70 sont des protéines de choc thermique garantissant I'adoption
par les protéines néoformées d'une structure tridimentionnelle fonctionnelle (184). Leur
activité de repliement est directement inhibée par BAG6 qui interagit par son domaine
BAG avec le domaine ATPase de I'HSP70 et fonctionne dans ce contexte comme une
co-chaperonne (185).

En paralléle, BAG6 augmente l'expression de HSP70 lors d'un choc thermique en
inhibant sa dégradation par le protéasome (186). Ainsi, 'invalidation de BAG6 dans des
cellules germinales testiculaires murines coincide avec la dégradation protéolytique de
HSP70-2 ce qui induit I'apoptose, une hypogénésie testiculaire et une infertilité totale
(187).

b) Elimination des polypeptides agrégés ou défectueux

L'élimination des polypeptides mal repliés est importante car leur accumulation conduit
a leur agrégation ou a des interactions inappropriées avec d'autres protéines,
phénoménes aux conséquences toxiques pour la cellules (178).

L'inhibition de la dégradation des protéines par le protéasome induit la formation
d'agrésomes insolubles (> 2000 kDa) riches en peptides néoformés incorrectement
assemblés et polyubiquitinylés. BAG6 et le protéasome sont retrouvés associés a ces
structures ce qui suggeére limplication de BAG6 dans leur dégradation par le
protéasome (188).
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En effet, grace a son extrémité N-terminale formant des liaisons hydrophobes, BAG6
est recrutée au niveau des protéines néo-synthétisées ayant des anomalies
conformationnelles, agrégées ou mal localisées qui laissent apparaitre des motifs
hydrophobes  normalement inaccessibles (par exemple les domaines
transmembranaires) (178,189,190). Une fois liés a BAG6, ces peptides sont poly-
ubiquitinylés par I'E3 ubiquitine ligase RNF126, recrutée via le domaine UBL de BAGS6,
puis transportés par BAG6 vers le protéasome (interaction démontrée avec la sous-
unité RPN10 du protéasome chez le Xénope) (177,178,188) (Figure 23).

ribosome

Ub Ub Ub Ub

o
=
o
[ ~d
©
2
o«
=]
3
o

Figure 23. BAG6 favorise I'élimination des polypeptides agrégés ou défectueux (170). Les
polypeptides néo-synthétisés mal conformés sont détectés par BAG6 qui recrute I'E3 ubiquitine
ligase RNF126 entrainant leur poly-ubiquitinylation. BAG6 escorte ensuite la protéine jusqu'au
protéasome ou elle sera dégradée.

c) Translocation et rétrotranslocation des protéines ancrées au RE
1- Translocation des protéines ancrées par leur extrémité C-terminale

Les protéines ancrées par leur extrémité C-terminale (ou « Tail-Anchored protein » ou
« protéine TA ») possédent un domaine transmembranaire hydrophobe a leur extrémité
C-terminale. Leur extrémité N-terminale est dirigée vers le cytosol.

Elles sont synthétisées dans le cytosol puis ancrées post-traductionnellement dans le
RE. BAG6 interagit avec les ribosomes et fixe le domaine transmembranaire dés sa
synthése ce qui prévient l'agrégation des protéines TA par interactions hydrophobes. La
protéine TA est ensuite transférée de BAG6 vers la chaperonne TRC40, par
l'intermédiaire de ses interactants UBL4A et TRC35. TRC40 reconnait le domaine
transmembranaire, s'homodimérise et insére I'extrémité C-terminale de la protéine TA
dans la membrane du RE (190-192) (Figure 24).
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Figure 24. BAG6 permet la translocation post-traductionnelle des protéines ancrées au
RE (170). BAG6 se fixe au domaine transmembranaire hydrophobe des protéines, les
solubilise et les transfere a TRC40 qui permet leur insertion dans la membrane du RE.

2- Dégradation des protéines associées au RE (ERAD)

L'ERAD (Endoplasmic-Reticulum-Associated protein Degradation) est un mécanisme
de rétrotranslocation vers le cytosol des protéines du RE présentant des anomalies
conformationnelles suivi de leur dégradation par 'UPS. Il est essentiel a I'homéostasie
du RE afin de prévenir I'agrégation de ces polypeptides défectueux.

L'ERAD repose sur un systéme de chaperonnes de la lumiére du RE qui détectent les
protéines anormales, et sur un complexe de rétrotranslocation comprenant I'ATPase
P97 et I'E3 ubiquitine ligase membranaire GP78 qui poly-ubiquitine les peptides a
éliminer.

BAGG est associé au complexe de rétrotranslocation en interagissant avec GP78 par
son domaine UBL ainsi qu'avec les substrats de 'ERAD, ce qui prévient leur agrégation
en les maintenant dans un état soluble, puis contribue a leur élimination en les
transportant vers le protéasome (167,170,176,193) (Figure 25).
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Figure 25. Le complexe BAG6-UBL4A-TRC35 est impliqué dans la dégradation des
protéines associées au RE (ERAD) (170). La rétrotranslocation des protéines du RE dépend
de P97 et GP78. Puis BAG6 escorte et solubilise les substrats de I'ERAD apres leur
rétrotranslocation du RE jusqu'au protéasome.

Au total, a travers son activité co-chaperonne de la HSP70 et son activé d'élimination
des peptides via I'UPS on constate que BAG6 est un acteur central du contrdle qualité
des protéines cytoplasmiques.

3) Fonctions nucléaires

a) Régulation épigénétique
Dans le noyau, BAG6 interagit avec deux méthyltransférases (SET1A et DTO1L) ayant
pour substrat I'nistone H3. Cette activité favorise I'expression de certains oncogénes
comme MYC ou BRCA1 (194) ainsi que le recrutement de 53BPI au niveau des foyers
d'ADN endommagés par des irradiations (195).
BAGG6 joue donc un rdle important dans la réparation des dommages a I'ADN.

b) Régulation du cycle cellulaire
P21CP1 est une protéine nucléaire inhibant le cycle cellulaire par interaction avec les
complexes Cycline/CDK (cyclin-dependant kinase) de la phase G1. Elle est induite par

P53 en réponse a des dommages de I'ADN et prévient donc sa réplication qui a lieu en
phase S (196).
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Durant la phase G1, BAG6 induit la dégradation de P21C®" ce qui active la réplication
de I'ADN et favorise le passage en phase S. En phase G2, BAG6 induit I'expression du
complexe Cycline A/CDK2 responsable de la phosphorylation de P21¢®'. Phospho-
P21CP1 active alors le complexe Cycline B/CDK1 requis pour la transition G2/M puis est
dégradé, permettant la sortie de la phase M et I'entrée dans un nouveau cycle. Les
mécanismes responsables de la dégradation de P21¢®! et de I'expression de Cycline
A/CDK2 ne sont pas décrits pas les auteurs (196).

Ainsi, BAG6 stimule la progression du cycle cellulaire en modulant l'expression et
l'activité de la protéine P21°P! ce qui favorise la transition entre les phase G1/S et
G2/M.

4) BAG6 est une navette pour l'acétyl-transférase EP300

Le domaine NLS de BAG6 est masqué en conditions basales par TRC35, ainsi BAG6
prédomine dans le cytosol. Toutefois, en réponse a un stress, BAG6 peut se délocaliser
dans le noyau et contribuer indirectement a la régulation de l'expression génique
(167,170,193).

Ainsi, de par son interaction, BAG6 permet la translocation nucléaire de I'acétyl-
transférase EP300; autrement dit, BAG6 fonctionne comme une navette
nucléocytoplasmique pour EP300. Une fois dans le noyau, EP300 interagit avec le
facteur de transcription P53 et augmente son acétylation conduisant a I'expression de
genes spécifiques de I'apoptose ou de l'autophagie (197,198).

Suite a un stress génotoxique (irradiation), l'acétylation de P53 dépendante de BAG6
favorise l'expression de génes impliqués dans la réponse aux dommages de I'ADN
(PUMA et P21) ainsi que I'apoptose (197).

La translocation du couple BAGG6-EP300 est également induite par la carence
nutritionnelle, et active l'expression de génes pro-autophagiques comme Sestrin 1.
Simultanément, la déplétion d'EP300 dans le cytoplasme, réduit I'acétylation d'ATG7,
ATGS5, ATG12 et LC3; modification post-traductionnelle inhibitrice de l'autophagie
(199). Au contraire, lorsque BAG6 est invalidée ou constitutivement localisée dans le
cytoplasme suite a une mutation du domaine NLS, l'accumulation cytoplasmique
d'EP300 conduit a I'hyperacétylation des protéines ATGs et une inhibition de
I'autophagie (198).

Cette derniere étude, menée sous la direction de S. Pattingre, a mis en évidence le rble
essentiel de BAGG6 en tant que régulateur de I'autophagie (Figure 26).
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Figure 26. BAG6 inhibe I'acétylation cytosolique d'ATG7 dépendante de P300 mais active
I'acétylation nucléaire de P53 durant la carence nutritionnelle (voir texte ci-dessus) (198).

5) Fonctions mitochondriales

Plusieurs études font état d'une translocation et d'une agrégation des mitochondries en
région peérinucléaire en réponse a leur dépolarisation par le protonophore CCCP. Ce
phénoméne dépend de P62 et de PARKIN (200,201). Récemment, il a été montré que
BAGG6 participe également a cette translocation périnucléaire induite par le CCCP mais les
mécanismes moléculaires n'ont pas été identifiés (202).

En outre, BAG6 a été identifié comme interagissant avec les mitofusines (MFN1 et
MFNZ2), responsables de la fusion mitochondriale, et favorise leur dégradation par le
protéasome (203).

Ces deux études sont les premieres a évoquer le réle de BAG6 au niveau

mitochondrial. Cependant, sa caractérisation fonctionnelle reste encore trés incompléte,
et nécessite des expérimentations complémentaires.
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OBJECTIFS DE LA THESE

L'autophagie est un processus d'autodigestion du matériel intracellulaire qui repose sur
la formation de vésicules a double membrane nommées autophagosomes qui
séquestrent les organites et macromolécules puis fusionnent avec les lysosomes pour
permettre leur dégradation (30).

La dégradation sélective des mitochondries par autophagie se nomme mitophagie. En
éliminant les mitochondries superflues ou endommagées a l'origine d'un stress oxydant
toxique et mutagéne, elle contribue au maintien de I'noméostasie cellulaire. Sa
régulation met en jeu des voies de signalisations telles que la voie PINK1-PARKIN et
des récepteurs spécifiques appellés récepteurs de la mitophagie (114).

La protéine BAG6 est une co-chaperonne des HSP70 et posséde des fonctions
variées : regulation de [l'apoptose, modifications eépigénétiques, repliement des
protéines, élimination de peptides par le systéme ubiquitine-protéasome (167).

Les travaux antérieurs de I'équipe ont montré que BAG6 est également essentielle pour
I'autophagie en régulant la localisation intracellulaire de I'acétyltranférase EP300 (198).

Par ailleurs, deux publications récentes ont suggéré que BAG6 intervient au niveau
mitochondrial en favorisant la dégradation des mitofusines par le protéasome et en
permettant la translocation périnucléaire des mitochondries endommagées par le CCCP
(200,201).

Compte-tenu de l'importance physiopathologique de la mitophagie en terme de
maladies dégénératives et de cancer, il nous est apparu primordial d'approfondir le réle
de BAG6 dans le contréle qualité des mitochondries. Nous étudierons d'abord son
implication dans la dynamique mitochondriale puis dans la mitophagie.

Les résultats et les procédures expérimentales seront présentés sous la forme d’un

article original actuellement en révision dans la revue FASEB (Federation of American
Societies for Experimental Biology).
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BAG6 promotes mitochondrial fission, PINK1/PARKIN signaling pathway
and mitophagy by interacting with LC3 through a LIR domain

Abstract

Bcl-2-associated athanogen-6 (BAG6) is a nucleocytoplasmic shuttling protein involved
in protein quality control. We previously demonstrated that BAG6 is essential for
autophagy by regulating the intracellular localization of the acetyltransferase EP300 and
thus modifying accessibility to its substrates: (TP53 in the nucleus and autophagy-
related proteins in the cytoplasm). Here, we investigated BAG6 localization and function
in the cytoplasm. First, we demonstrated that BAG6 is localized in the mitochondria.
Specifically, BAGG6 is expressed in the mitochondrial matrix under basal conditions, and
translocates to the outer mitochondrial membrane after mitochondrial depolarization
with carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazine, a mitochondrial uncoupler that induces
mitophagy. Moreover, BAG6 ectopic expression in LoVo colon cancer cells, which do
not express endogenous BAGB6, leads to the activation of the PINK1/PARKIN pathway
and to the phospho-ubiquitination of mitochondrial proteins. Finally, BAG6 contains two
LIR (LC3-interacting Region) domains specifically found in receptors for selective
autophagy and responsible for the interaction with LC3 and for autophagosome
selectivity. Site-directed mutagenesis showed that BAG6 requires wild type LIRs
domains for its ability to stimulate mitophagy. In conclusion, we propose that BAG6 is a
novel mitophagy regulator that induces mitochondrial fragmentation, a prerequisite for
mitophagy and PINK1/PARKIN signaling.
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Introduction

Mitochondria are found in the cytoplasm of all eukaryotic cells, and are essential
for the maintenance of cell homeostasis. They provide energy through ATP production
via oxidative phosphorylation, and are involved in many crucial cell functions, such as
signaling, metabolism, calcium homeostasis and intrinsic apoptosis. Due to their major
functions in cell fate and homeostasis, the structure, biogenesis and degradation of
mitochondria need to be tightly regulated. Mitochondria are highly dynamic organelles
that oscillate constantly between fusion and fission, depending on the cellular needs.
For instance, the lysosomal degradation of mitochondria only occurs when the

organelles are fragmented, which facilitates their engulfment by autophagosomes [1-3].

Macroautophagy, called thereafter autophagy, is regulated by autophagy-related
proteins (ATG) and allows the degradation of intracellular material into the lysosomes
after its sequestration in a vacuole, called autophagosome. Autophagy occurs in
physiological conditions and ensures cellular homeostasis by renewing the cytoplasm. It
is also a stress response mechanism and its induction allows cell survival. Upon stress,
a selective form of autophagy enables the specific degradation of aggregates
(aggrephagy), organelles (e.g. pexophagy in the case of peroxisomes), or intracellular
pathogens (xenophagy). Organelles are selectively targeted to autophagosomes
through receptors or adaptors that bind to autophagosomal bound form of protein light
chain 3 (LC3). These receptors/adaptors harbor a LC3 Interacting Region (LIR domain)
defined by the W/F/YxxL/l sequence that is essential for the interaction with LC3-II [4].

On the other hand, mitophagy is the process by which damaged or depolarized
mitochondria are degraded through selective autophagy. It has been shown that several
mitophagic receptors, located on mitochondria, participate in this process, including
BNIP3L/NIX [5], BNIP3 [6], BCL2L13 [7], PHB2 [8], and FKBP8 [9] in mammalian cells,
as well as Atg32 in yeast [10]. The specific degradation of mitochondria is also ensured
by cytoplasmic adaptors [5] that can bring together the autophagosome, via LC3, and
the mitochondria via specific signaling events [11]. Upstream of the core mitophagy
machinery, the most characterized signaling pathway specific for mitophagy induction
involves the PTEN-induced putative kinase 1 (PINK1) and the E3 ubiquitin protein

ligase PARKIN. After mitochondrial depolarization, PINK1 accumulates at the outer
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mitochondrial membrane (OMM) and activates PARKIN by phosphorylation, thus
allowing its mitochondrial recruitment [12]. Once activated, PARKIN ubiquitinates OMM
proteins and then PINK1 phosphorylates ubiquitin on serine 65 [13]. Then, specific
adaptors, such as Sequestosome 1/P62, can recognize the tagged mitochondria for

autophagic elimination.

Bcl-2-associated athanogen-6 (BAG6; also known as BAT3/Scythe) is a
nucleocytoplasmic shuttling ubiquitin-like protein involved in many physiological and
pathological processes, such as apoptosis, antigen presentation and T-cell response. It
acts as a co-chaperone for HSP/HSC70 proteins to allow the recognition of misfolded
proteins and their proteasomal degradation [14,15]. We previously demonstrated that
BAGG6 is essential for autophagy by regulating the intracellular localization of the
acetyltransferase EP300, thus modifying accessibility to its substrates (TP53 in the
nucleus, and ATG5, AGT7, ATG12 and LC3 in the cytoplasm). During autophagy
induction, BAG6 sequesters EP300 in the nucleus, leading to increased acetylation of
TP53 and expression of pro-autophagic TP53 target genes. The reduced EP300 level in
the cytoplasm maintains a low level of cytoplasmic ATG protein acetylation that allows
autophagy induction [16,17]. It has been recently reported that BAG6 has a role also in
the physiology of mitochondria. Specifically, BAG6 is involved in the proteasomal
degradation of the OMM GTPases mitofusin 1 and 2 (MFN1 and 2) in cells that do not
express Dynamin-Related Protein 1 (DRP-1), a protein involved in mitochondrial fission
[18]. BAGG6 is also involved in the PARKIN-dependent cytoplasmic redistribution of

damaged mitochondria [19].

In this work, we investigated BAG6 role in the regulation of mitophagy after
mitochondrial depolarization. We first demonstrated that BAG6 is present in
mitochondria in the tested cell lines. In LoVo cells that do not express endogenous
BAGG6, its ectopic expression induced mitophagy after mitochondrial depolarization.
Then, we observed that BAG6 plays a crucial role in all mitophagy execution. Indeed,
BAGG6 regulated the mitochondrial structure and induced fission, a prerequisite for
mitophagy. BAG6 stimulated PINK1/PARKIN signaling and ubiquitin phosphorylation on
mitochondrial proteins. Finally, we found that BAG6 harbors two LIR domains, LIR1 (N-
terminal position) and LIR2 (C-terminal position). After site directed mutagenesis, we

demonstrated that both LIR domains are essential for mitophagy induction. In addition,
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when mutated on its LIR2 domain, BAGG6 loses its interaction with LC3 suggesting that it

may behave like a mitophagy adaptor or receptor.

Results

BAGS6 is localized in mitochondria

To investigate BAGG6 role in autophagy, we first analyzed its intracytoplasmic
localization after subcellular fractionation in SW480 colon cancer cells. We observed
that BAG6 was present also in the mitochondrial fraction, similar to the mitochondrial
marker TOMM20 (Fig. 1A). Endogenous BAG6 was localized in mitochondria in
HEK293T cells (Fig. S1A) and in mouse embryonic fibroblasts (MEFs) (Fig. S1B).
Immunofluorescence staining of SW480 cells confirmed BAG6 co-localization with
TOMM20 (Fig 1B).

To precisely determine BAG6 sub-mitochondrial localization, we carried out limited
proteolysis of isolated mitochondria from SW480 cells to sequentially degrade
mitochondrial membranes. Specifically, incubation with proteinase K (PK) leads to OMM
degradation, while PK and swelling target the inner mitochondrial membrane (IMM), and
PK, swelling and Triton X-100 degrade the entire mitochondria [20]. In basal conditions,
the BAG6 protein displayed a degradation pattern similar to that observed for the
Mitochondrial Transcription Factor A (TFAM), indicative of its localization in the
mitochondrial matrix (Fig. 1C).

Human LoVo cells do not express BAG6 (Fig. 1D). Subcellular fractionation of BAG6-
transfected LoVo cells confirmed the presence of BAG6 in the mitochondrial fraction
(Fig. 1D). As BAG6 may also be localized in the Endoplasmic Reticulum (ER) [21], we
incubated the different cell fractions with calnexin, an ER marker, to exclude the
presence of mitochondrion-associated ER membranes in the mitochondrial fraction (Fig.
1D). After limited proteolysis of isolated mitochondria from BAG6-expressing LoVo cells
cultured in complete media (NT), BAG6 resistance to PK treatment and swelling
suggested again that BAG6 was localized in the mitochondrial matrix. Conversely, after
induction of mitochondrial depolarization with carbonyl cyanide m-chlorophenyl
hydrazine (CCCP), BAG6 was degraded upon incubation with PK alone, like the OMM
protein TOMM20 (Fig. 1E).
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These results suggest that BAG6 is located in the mitochondrial matrix in basal
conditions, and that it is relocated to the OMM after mitochondrial damage. However,
BAG6 does not possess a transmembrane domain or a canonical mitochondrial

targeting signal, and the mechanism of its targeting to mitochondria remains unknown.

BAG6 induces mitophagy

Mitochondria are highly dynamic organelles and their homeostasis is tightly regulated by
a balance between biogenesis and degradation. On the basis of our findings that BAG6
has a role in autophagy [16,17] and is relocated to the OMM after incubation with CCCP
(Fig. 1E), we asked whether BAG6 participates in the maintenance of the mitochondrial
mass and in mitophagy. First, we performed a morphological analysis by transmission
electron microscopy (TEM) of LoVo cells transfected with empty vector (EV) or a BAG6-
encoding plasmid after incubation in the presence or absence of CCCP (Fig. 2A). The
quantification of the number of mitochondria in 200 cells indicated that their number per
cell was significantly decreased in BAG6-expressing cells after exposure to CCCP (Fig.
2B). Moreover, mitochondrial staining using MitoTracker™ Red FM [22] of EV- and
BAGG6-transfected LoVo cells after incubation with CCCP showed that the fluorescence
intensity, which reflects the mitochondrial mass, was decreased only in BAGG-
expressing cells, suggesting that BAG6 is involved in mitochondrial mass regulation
(Figure 2C). Importantly, incubation with CCCP and chloroquine (CQ), an inhibitor of
autophagic flux that impairs the fusion between autophagosome and lysosome, restored
the mitochondrial mass in BAG6-expressing cells (Fig. 2C). We then conclude that
BAGG6 induces the degradation of mitochondria in lysosomes by mitophagy.

TFAM, a mitochondrial matrix marker, is commonly used to monitor the degradation of
mitochondria by mitophagy because OMM and IMM markers might also be degraded
through the proteasome pathway [8,23,24]. After incubation with CCCP, TFAM
expression was reduced by 58% in BAG6-expressing LoVo cells compared with control
(EV) (Fig. 2D, 2E). Co-incubation with CQ restored TFAM expression level in BAG6-
expressing cells to what observed in control cells (untreated EV), showing that
mitophagy is involved in BAG6-dependent degradation of TFAM (Fig. 2D, 2E).
Altogether, these findings indicate that BAG6 stimulates mitophagy after mitochondrial

depolarization.
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BAG6 favors mitochondrial fission

Recently, it has been suggested that BAG6 might have a role in mitochondrial
morphology through its interaction and ability to modulate the turnover of the GTPase
MFNZ2, a mitochondrial protein involved in fusion [18]. Moreover, mitochondrial fission is
considered a pre-requisite for mitophagy [1]. Therefore, to investigate BAG6 role in
mitochondrial morphology, we performed immunofluorescence staining of mitochondria
with the MitoTracker™ Red FM dye and observed mitochondrial fragmentation only in
BAGG6-transfected LoVo cells (Fig. 3A). During mitochondrial fission, the cytosolic
GTPase DRP1 translocates to the mitochondria and is phosphorylated on serine 616.
Cell fractionation of EV- or BAG6-transfected LoVo cells showed that DRP1 and its
phosphorylated active form accumulated only in mitochondria of BAG6-transfected cells
(Fig. 3B, 3C). We confirmed this finding by ultrastructural analysis by TEM of EV- and
BAG6-transfected LoVo cells after incubation or not with CCCP (Fig. 3D). We measured
the size of 200 mitochondria using ImagedJ software and observed that their size was
significantly decreased in BAGG6-expressing cells, independently of CCCP treatment
(Fig. 3E). Although significant, this result is underestimated because of the random
selection of mitochondria. Altogether, these data suggest that BAG6 induces

mitochondrial fission.

The PINK1/PARKIN pathway is activated during BAG6-dependent mitophagy

Mitophagy induction requires precise signaling events that target the mitochondria for
their lysosomal degradation. Specifically, after membrane depolarization, the
mitochondrial kinase PINK1 is stabilized at the OMM where it recruits the E3 ubiquitin-
protein ligase PARKIN. Then, PINK1 and PARKIN cooperate to assemble
phosphorylated ubiquitin chains (S65-phospho-ub) on proteins at the OMM that in turn
recruit adaptors. Adaptors bind to S65-phospho-ub mitochondrial proteins through their
ubiquitin-binding/ubiquitin-associated (UBD/UBA) domain, and to LC3-Il via their LIR
domain. Alternatively, mitophagy also relies on integral mitochondrial membrane
receptors that contain a LIR domain, such as PHB2, FUNDC1, NIX, BNIP3, and
BCL2L13 [5,7,8,25,26]. In this case, the PINK1/PARKIN pathway should be

dispensable. However, some mitochondrial receptors, such as PHB2, use the
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PINK1/PARKIN pathway to enhance mitophagy induction or to induce the OMM
proteasomal degradation [8].

To determine the role of the PINK1/PARKIN pathway in BAG6-dependent mitophagy,
we first showed that BAG6 expression in LoVo cells promoted PINK1/PARKIN
mitochondrial localization in LoVo cells (Fig. 4A, 4B, 4C). Then, using an antibody
against ubiquitinated proteins phosphorylated on S65 we observed a 40% increase in
the level of S65-phospho-ub mitochondrial proteins in BAG6-transfected LoVo cells
compared with EV-transfected cells after incubation with CCCP (Fig. 4D, 4E). These
results suggest that BAG6 stimulates the PINK1/PARKIN pathway.

The LIR2 domain of BAG6 is responsible for its interaction with LC3 and for
mitophagy induction

Our data showed that BAG induces mitophagy, mitochondrial fission, and the
PINK1/PARKIN pathway. To further investigate the mechanism by which BAG6
stimulates mitophagy, we analyzed BAG6 sequence and observed the presence of two
LIR domains (amino acids 274-279 named LIR1 and 1016-1021 named LIR2)
(https://ilir.warwick.ac.uk/index.php,[4]) (Fig. 5A). LIR domains have a conserved

consensus signal of six amino acids required for the interaction with LC3-Il. Receptor or
adaptor proteins bearing an inactivating mutation in their LIR domain cannot interact
with LC3-Il, leading to mitophagy inhibition. Therefore, to test whether BAG6 interacts
with LC3 through its LIR domains, we transfected LoVo cells with EV, wild type (WT)
BAGG, or BAG6 variants with mutations in the first (BAG6 LIR1) or second LIR domain
(BAG6 LIR2) (Fig. 5A). After immunoprecipitation with an anti-BAG6 antibody, analysis
with an anti-LC3b antibody showed that WT BAG6 and BAG6 LIR1 interacted with LC3,
but not BAG6 LIR2 (Fig. 5B). This data suggests that BAG6 might act as a mitophagy
receptor or adaptor.

Next, we investigated the role of BAG6 LIR domains in mitochondrial mass regulation
after incubation or not with CCCP by TEM. By counting the number of mitochondria per
cell, we observed that their number was similarly reduced in WT BAG6- and BAG6
LIR1-transfected LoVo cells. Conversely, CCCP effect on mitochondrial mass was less
important in BAG6 LIR2-transfected cells (Fig. 5C, 5D).

Finally, we analyzed TFAM expression in LoVo cells transfected with EV, WT BAGG,
BAGG6 LIR1 or BAG6 LIR2 (Fig. 5E, 5F). As previously showed, after incubation with
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CCCP, TFAM expression was decreased in WT BAG6 cells compared with control (EV).
Conversely, TFAM strongly accumulated both in BAG6 LIR1 and BAG6 LIR2-
transfected cells after incubation with CCCP, suggesting that the LIR mutation inhibited
TFAM degradation.

These data showed that the LIR domains are essential for mitophagy. LIR2 domain of
BAGG is crucial for its interaction with LC3 and for its pro-mitophagy effect and suggests

that BAG6 is a new mitophagy receptor or adaptor.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4 EV BAG6
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Figure S1
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Legends

Figure 1: BAGG6 is localized in mitochondria in SW480 and BAG6-transfected LoVo
cells.

(A) Cell fractions from SW480 colon cancer cells were immunoblotted with anti-BAGB6,
anti-tubulin (cytoplasmic marker) and anti-TOMM20 (mitochondrial marker) antibodies.
Mito, mitochondrial fraction.

(B) SW480 cells were incubated with anti-TOMM20 (green) and anti-BAG6 (red)
antibodies. Nuclei were stained with Hoechst. Images were acquired with a Zeiss
AxioCam MRm digital camera and the Axiovison software. Size bar represents 10 um.
(C) Mitochondria from SW480 cells cultured in complete medium were isolated and
fractionated in the presence or absence of 0.25 pM PK, after or not swelling and
incubation with 0.1% Triton X-100 for 30 min (as indicated). Immunoblotting was
performed with anti-BAG6, anti-TOMM20 (OMM protein), anti-TIM23 (IMM protein), and
anti-TFAM (mitochondrial matrix protein) antibodies.

(D) The indicated cell fractions from LoVo cells transfected with EV or BAG6 plasmids
were immunoblotted with anti-BAG6, anti-calnexin (ER marker), and anti-tubulin
(cytoplasm marker) antibodies.

(E) BAG6-transfected LoVo cells were incubated or not with 20 yM CCCP for 6h.
Mitochondria were isolated and fractionated in the presence or absence of 0.25 uM PK,
after or not swelling and incubation with 0.1% Triton X-100 for 30min, as indicated.
Immunoblotting was performed by using anti-BAGG6, anti-TOMM20 (OMM protein), anti-
TIM23 (IMM protein), and anti-TFAM (mitochondrial matrix protein) antibodies.

Figure 2: BAG6 decreases the number of mitochondria in a chloroquine-
dependent manner

(A) Representative ultrastructural images of EV- or and BAG6-transfected LoVo cells
after incubation or not (NT) with 20uM CCCP for 8h.

(B) The number of mitochondria per cell was quantified in 200 cells transfected with EV
or PCI-BAG6 and incubated or not (NT) with 20 yM CCCP for 8h.

(C) Quantification of the fluorescence signal (MitoTracker™ Red FM) in LoVo cells
transfected with EV or BAG6 and incubated or not (NT) with 20 yM CCCP for 6h and
with or without 40 uM CQ for 6h (Celigo Cytometer imager, Nexcelom).
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(D) LoVo cells transfected with EV or BAG6 were incubated or not (NT) with 30 M
CCCP and/or uM CQ for 24h. Total protein extracts were immunoblotted with anti—
BAGS6, anti-TFAM, - and anti-GAPDH antibodies.

(E) Quantification of (D) using the ImageJ software.

Figure 3: BAG6 promotes mitochondrial fission.

(A) LoVo cells transfected with a BAG6 construct or EV were stained with the
MitoTracker™ Red FM dye. Images were acquired with a Zeiss AxioCam MRm digital
camera.

(B) 30 ug of indicated cell fractions of LoVo cells transfected with EV or a BAG6
construct were immunoblotted with antibodies against DRP1, DRP1 phosphorylated (P)
at S616, TFAM (mitochondrial marker), and tubulin (cytoplasmic marker).

(C) Quantification of (B) by using Image J software.

(D) Representative ultrastructural images of EV- and BAGG6-transfected LoVo cells.
Arrows indicate mitochondria. N, nucleus.

(E) Quantification of the size of 200 mitochondria using the ImagedJ software ([1M). ***P
< 0.001 vs. BAG6 versus EV transfected cells.

Fig.4: BAG6 induces the PINK1/PARKIN signaling pathway

(A) 30 pg of indicated cell fractions of LoVo cells transfected with EV or BAG6 and
incubated or not (NT) with 30 uM CCCP for 8h were immunoblotted with anti-BAG6,
anti-PINK1, anti-PARKIN, anti-TOMMZ20, anti-tubulin and anti-histone H3 antibodies.

(B) Quantification of the signal intensity of mitochondrial PINK1 in (A) using the Image J
software.

(C) Quantification of the signal intensity of mitochondrial PARKIN in (A) using the Image
J software.

(D) Cell lysates (L) and mitochondria (M) extracted from LoVo cells transfected with EV
or a BAG6 plasmid and incubated or not (NT) with 30 uM CCCP for 8h were
immunoblotted with an anti-phospho-ubiquitin antibody. LC, loading control (Ponceau
staining of the blot).

(E) Quantification of the signal intensity in (D) using the Image J software.
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Fig.5: The LIR2 domain of BAG6 is responsible for its interaction with LC3 and for
mitophagy induction

(A) Schematic representation of BAG6 sequence with the UBL domain and the two LIR
domains with the mutations introduced by site-directed mutagenesis.

(B) Protein extracts from LoVo cells transfected with EV, WT BAG6, or mutant BAG6
(BAG6 LIR1 Y276A/N279A, or BAG6 LIR2W1018A/1021A) were immunoprecipitated
with an anti-BAG6 antibody. Immunoprecipitated proteins were revealed with anti-LC3
and anti-BAG6 antibodies.

(C) Representative ultrastructural images of EV-, BAG6 WT-, BAG6 LIR1- and BAG6
LIR2- transfected LoVo cells incubated or not (NT) with 20uM CCCP.

(D) The number of mitochondria per cell was quantified in 200 cells from the different
conditions.

(E) Protein extracts from LoVo cells transfected with EV, WT BAGG6, or mutant BAG6
(BAG6 LIR1 Y276A/N279A, or BAG6 LIR2W1018A/1021A) treated with 30 uM for 24 h
were immunoblotted with anti-BAG6, anti-TFAM and anti-GAPDH antibodies.

(F) Quantification of (E) using the ImagedJ software.

Legend Supplemental Figures

Figure S1: BAGG6 is localized in mitochondria.

(A) The indicated cell fractions from HEK293T cells were immunoblotted with anti-
BAGG6, anti-tubulin (cytoplasmic marker), anti-TOMM20 (mitochondrial marker), and
anti-histone H3 (nuclear marker) antibodies. (B) The indicated cell fractions from MEFs
were immunoblotted with anti-BAG6, anti-tubulin (cytoplasmic marker), anti-TFAM

(mitochondrial marker), and anti-histone H3 (nuclear marker) antibodies.
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Discussion

In this work, we described a new function for the co-chaperone BAG6.
Specifically, BAG6 is localized in mitochondria and regulates mitophagy by acting at
different steps of this process. Indeed, when ectopically expressed in LoVo cells, BAG6
induced mitochondrial fragmentation, considered a prerequisite for mitochondrial
engulfment into autophagosomes [27]. In these cells, BAG6 expression also led to a
reduction of the mitochondrial mass in a chloroquine-dependent manner, indicating that
BAG6 induces mitophagy. BAG6 also induced PINK1/PARKIN signaling after
mitochondrial depolarization and the phosphorylation-ubiquitination of mitochondrial
proteins, an “eat me signal” for mitophagy. Finally, the BAG6 sequence includes two
LIR domains that are considered essential for the interaction with LC3 and the selective
sequestration of mitochondria in autophagosomes [4]. Using site-directed mutagenesis,
we found that LIR1 and LIR2 domains are essential for mitochondrial degradation even
if the interaction between BAG6 LIR1 and LC3 is maintained. However, the LIR2
domain of BAGG6 is required for both its interaction with LC3 and mitophagy induction
suggesting that BAG6 is a new mitophagy receptor or adaptor. The mechanism by

which the LIR1 domain of BAG6 modulates mitophagy requires additional studies.

Recent literature data also showed that BAG6 is important for the maintenance of
mitochondrial physiology. Indeed, in the absence of DRP1 (i.e. in conditions that favor
mitochondrial fusion), BAG6 allows the degradation of MNF2, probably to suppress
fusion events [18]. It would be interesting to determine the role of BAG6-mediated
proteasomal degradation of MNF2 in mitophagy, especially because OMM proteasomal
degradation is an early event in mitophagy [8,24].

It is also established that BAG6 is important for the cytoplasmic redistribution of
damaged mitochondria in a PARKIN-dependent manner [19]. Interestingly, other BAG
family members are also involved in PINK1/PARKIN signaling and mitochondrial quality
control. BAG2 stabilizes PINK1 by decreasing its ubiquitination and allowing mitophagy
induction [28,29]. BAG3, also known for its role in autophagy, maintains mitochondrial
homeostasis by increasing PARKIN expression level [30]. Conversely, BAG5 impairs
mitophagy by inhibiting PARKIN recruitment and favoring apoptosis [31]. BAG5 role in
mitophagy is controversial because another study reported that the interaction between
BAGS and PINK1 decreases PINK1 ubiquitination and degradation [32]. These data
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indicate that the co-chaperones of the BAG family are involved in mitochondrial
homeostasis, but the underlying mechanisms remain largely unknown. However, it
appears that BAG2, BAG5 and BAG6 (this works) all stabilizes PINK1, suggesting a

common mechanism.

To better understand how BAG6 affects mitophagy, the role of BAG6 intracellular
localization needs to be better studied. Here, we showed that BAGG is localized at the
mitochondrial matrix in basal conditions, but relocates to the OMM after CCCP
treatment. This relocation is compatible with the proposed BAG6 receptor function
through its LIR2 domain. Similarly, the mitophagy receptor cardiolipin relocates from the
IMM to the OMM after mitophagy induction [33]. However, on the basis of our results,
we cannot exclude that BAG6 acts as an adaptor rather than a receptor and that its
cytoplasmic form is recruited to the OMM after mitochondrial depolarization. However,
its direct interaction with mitochondrial proteins seems improbable because BAG6 does
not harbor a UBA or a UBD domain involved in the recognition of ubiquitinylated

mitochondrial proteins and essential for the adaptor function.

Another important question is how BAG6 is targeted to mitochondria. Indeed, the
import of most mitochondrial proteins requires a pre-protein translocase at the outer
mitochondrial membrane that cleaves the target protein after its translocation in the
TOMM20 complex [34]. However, BAG6 has no mitochondrial targeting sequence. We
cannot exclude that BAG6 might interact with a cytoplasmic co-factor responsible for its
transport to the TOMM20 complex. Indeed, yeast two hybrid screening using TOMM20
as bait showed that BAG6 interacts with TOMM20 [35].

Our previous and current findings demonstrated the importance of BAG6 intracellular
localization. In basal conditions, BAG6 maintains a pool of EP300 in the cytoplasm,
leading to acetylation of ATGS5, ATG7, ATG12 and LC3, thus inhibiting autophagy. After
starvation, BAG6 induces the nuclear localization of EP300, decreasing ATG protein
acetylation, but allowing TP53 acetylation and the expression of the pro-autophagic
protein SESTRIN1 [17]. Here, we showed that mitochondrial BAG6 has a role in
regulating mitochondrial structure and degradation. As mitophagy is inhibited during
starvation [36] to limit mitochondrial degradation and prevent ATP deficiency, BAG6 role
in the regulation of the links between autophagy and mitophagy should be investigated

in the future.
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To conclude, our work highlights new activities of BAG6 in regulating the
mitochondrial structure and in mitophagy induction. As BAG6 is abnormally distributed
during colon cancer ([37] and our unpublished data), it is important to determine the role
of its intracellular localization and the consequences on both autophagy and mitophagy

in physiological and pathological conditions.

Materials and Methods

Cells, plasmids, and reagents

MEFs were obtained and cultured as previously described [38].

LoVo cells, isolated from a left supraclavicular metastasis of colon cancer, were cultured
in Roswell Park Memorial Institute medium supplemented with 10% FCS (NT), and
SW480 cells were cultured in Dulbecco’'s modified Eagle’s medium (DMEM)
supplemented with 10% fetal calf serum (NT).

CQ (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) was used at 40 yM for 6h or 24h depending on
the experiment (see legends). CCCP (Abcam, Cambridge, UK) was used at 30 yM for
the indicated time (see figures) depending on the experiment. Indeed, the measurement
of the degradation of mitochondrial markers by western blot required a 24h treatment.
LoVo cells were transfected with Lipofectamine 2000 according to the manufacturer’s

instructions (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).

Plasmids

Plasmids encoding WT and mutant BAG6 variants were obtained as previously
described (Sebti et al., 2014b). The PCI-BAG6 WT plasmid was used for site-directed
mutagenesis of the LIR domains using the Phusion Site-Directed Mutagenesis Kit
(Thermofisher) and the following primers: BAG6 LIR1 Forward: 5 CCT TCC CCT GCG
GAG GCT GTC GAG GCG CTC CAG GAG CTA CAG C 3’ and BAGS6 LIR1 Reverse: 5’
GCT GTAGCT CCT GGA GCG CCT CGA CAG CCT CCG CAG GGG AAG G 3’; BAGSb
LIR2 Forward: 5 GCA GCT GCA GTC CCC CCA GAA GCG GTC CCT GCT ATC CAG
CAG GAC ATT C 3, and BAG6 LIR2 Reverse: 5 GAA TGT CCT GCT GGA TAG CAG
GGACCGCTTCTG GGG GGACTG CAG CTG C 3.
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Mitochondrial and cytoplasmic fraction isolation

The protocol for isolation of mitochondrial and cytoplasmic cell fractions was adapted
from that described by Christian Frezza, et al. [39]. Briefly, cells were resuspended in
mitochondrial isolation buffer (0.2M sucrose, 0.1mM TRIS/MOPS, 10uM EGTA/Tris) and
disrupted with a dounce homogenizer, followed by centrifugation at 600 g at 4°C for
10min to discard nuclei and cell debris. The resulting pellets contained nuclei, whereas
supernatants were centrifuged again at 7000 g at 4°C for 10min. Pellets contained the
crude mitochondrial-enriched fractions, whereas supernatants contained the
cytoplasmic/microsomal fractions. For experiments using cytoplasmic and crude
mitochondrial fractions, equal amounts of proteins (quantified with the BCA Kit, Thermo
Fisher Scientific) were analyzed by western blotting and probed with the indicated

antibodies.

Proteinase K assay — Sub-mitochondrial localization

After mitochondrial isolation, mitochondria were incubated with 2.5 pg/ml of PK for
10min after, or not, swelling in 10mM HEPES-KOH pH 7.4 that contained 1mM EDTA.
PK digestion of mitochondrial proteins was stopped with 1mM PMSF. When indicated,
0.5% (v/v) Triton X-100 was added before PK treatment. Samples were precipitated by
addition of trichloroacetic acid and analyzed by SDS—PAGE and immunoblotting using

antibodies against mitochondrial markers as controls.

Fluorescence imaging

SW480 cells were fixed in Paraformaldehyde 1% for 10 min and then permeabilized in
0.1% Triton X-100 (room temperature, 30 min), then incubated in 5% BSA (37°C, 1h),
and stained with an anti-mouse TOMM20 (Santa Cruz sc-17764, 1/100) and anti-BAG6
antibody (rabbit polyclonal, 26417-1-AP, Proteintech, 1/100). Nuclei were stained with
5ug/ml Hoechst dye (#33342 ThermoFisherScientific) at 37°C for 1h. Goat anti-rabbit
Alexa Fluor 568 (red) (#A-11011, 1/1000; ThermoFisherScientific, Waltham, MA, USA)
and goat anti-mouse Alexa Fluor 488 (green) (#A-11029, 1/1000; Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) (diluted in 5% BSA) were added for 1h to detect BAG6
and TOMM20, respectively. Images were acquired with a Zeiss AxioCam MRm digital
camera and analyzed with the Axiovison software.

Mitochondrial mass was measured by co-staining LoVo cells with the MitoTracker™
Red FM dye (20uM) and DAPI for 1h. When required, cells were incubated with 40 uM
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chloroquine for 6h. The intensity of the red fluorescence per cell was quantified with a

Celigo Imaging cytometer (Nexcelom).

Immunoprecipitation

To immunoprecipitate WT or mutant (LIR1 and LIR2) BAGG6, cells were lysed in lysis
buffer [50mM Hepes pH 7.5, 150mM NaCl, 1.5mM MgClz, 100mM NaF, 10mM NaPPi,
1mM EDTA, 10% glycerol, 1% Triton X-100, and protease inhibitors) (Complete, Roche
Applied Science, Indianapolis, IN, USA] at 4°C for 1h, and then overnight
immunoprecipitation was performed at 4°C with a rabbit polyclonal anti-BAG6 antibody
(1:2000; [38]). Protein A Sepharose beads (Amersham Biosciences, GE Healthcare,
Waukesha, WI, USA) were added at 4°C for 2h and then washed three times with
washing buffer (50mM Hepes pH 7.5, 150mM NaCl, 1mM EDTA, 10% glycerol and 1%
Triton X-100). Immunoprecipitated proteins were separated on SDS-PAGE, and BAG6

and LC3 were detected by immunoblotting.

Western blotting

Western blotting was performed with antibodies against PINK1 (1:1000; #BC100-494,
Novus Biotechnologies), LC3 (1:5000, #L7543; Sigma-Aldrich Aldrich, St Louis, MO,
USA), TFAM (#8076), DRP-1 (#8570), DRP-1 phosphorylated at S616 (#4494),
PARKIN (#2132), GAPDH (14C10, #2118), histone H3 (D1H2, #4499) and
phosphorylated-ubiquitinated proteins on S65 (#37642) (all 1:1000, Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA), TOMM20 (1:1000, #sc-17764; Santa Cruz
Biotechnology, Inc, Santa Cruz, CA, USA), TIM23 (1:1000; #611223) and calnexin
(#610523) from BD Biosciences, and tubulin (1:1000; #62204, Pierce, Thermo Fisher
Scientific Inc., Rockford, IL, USA), For all figures, the anti-BAG6 antibody was Santa
Cruz (1:2000; #sc-365928) except for Fig 2D and Fig 4A (SDIX, #3023.00.02 (1:1000)).
Similarly, the anti-TOMM20 antibody was #sc-17764 from Santa Cruz Biotechnology
(1:1000) for all figures, but for Fig. 4A (#sc-11415, 1:500).

Images were acquired with the GBOX imaging system (Syngene, Cambridge, USA) and
the GeneSys software that allows the acquisition during the linear phase, avoiding

saturation.
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Transmission Electron Microscopy

Cells were immersed in a solution of 2.5% glutaraldehyde in Sorensen’s buffer (0.1M,
pH 7.4) overnightat4 °C. After a rinse in Sorensen’s buffer, cells were postfixed in a
0.5% osmic acid for 2 h in the dark at room temperature. After two rinses in Sorensen’s
buffer, the cells were dehydrated in a graded series of ethanol solutions (30—100%).
The cells were embedded in EMbed 812 using a Leica EM AMW automated microwave
tissue processor for electron microscopy. Thin sections (70 nm, obtained with a Leica-
Reichert Ultracut E microtome) were collected at different levels of each block. These
sections were counterstained with uranyl acetate and observed with a Hitachi 7100
transmission electron microscope at the Centre de Ressources en Imagerie Cellulaire

de Montpellier, Montpellier, France.

Statistical analysis

Data were analyzed using the Student’s t-test. P values <0.001, 0.01, and 0.05 versus
controls were considered significant and were noted as ***, **, and *, respectively. All
results were reported as the mean * standard deviation (SD), with error bars to show

the SD.
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La protéine BAG6, également nommée BAT3 ou Scythe, est une co-chaperonne
conservée au cours de I'évolution impliquée dans des processus cellulaires variés tels
que l'apoptose, le contréle qualité des protéines cytoplasmiques, I'épigénétique, le cycle
cellulaire ou encore la régulation de I'autophagie. Cette étude est la premiére a mettre
en avant 'implication de BAG6 dans la mitophagie.

Nous avons d'abord observé qu'une fraction de la protéine BAG6 est située au niveau
de la mitochondrie. Plus précisément, BAG6 est localisée en conditions basales dans la
matrice mitochondriale puis se délocalise dans la membrane externe aprés
dépolarisation par le CCCP. Cette translocation intramitochondriale est similaire a celle
effectuée par les régulateurs de la mitophagie que sont les protéines NIPSNAPs. Ces
protéines sont localisées dans la matrice en conditions basales et se délocalisent a la
surface de la mitochondrie aprés dépolarisation afin de recruter les récepteurs
cytosoliques de la mitophagie (134). Tout comme les NIPSNAPs, BAG6 promeut le
recrutement d'éléments cytosoliques essentiels au déroulement de la mitophagie.
Cependant, contrairement aux NIPSNAPs, BAG6 ne posséde pas de domaine MTS
(Mitochondrial Targeting Sequence) et le processus par lequel BAG6 péneétre dans la
mitochondrie reste a determiner. Sur la base de nos résultats, nous ne pouvons pas
non plus exclure que ce soit la fraction cytosolique de BAG6 qui soit recrutée a la
membrane externe aprés dépolarisation mitochondriale. Néanmoins, son interaction
avec les protéines mitochondriales poly-ubiquitinylées semble improbable car BAG6 ne
possede pas de domaine de liaison a l'ubiquitine.

En premier lieu, BAG6 favorise le recrutement mitochondrial du complexe de fission
DRP1 sous forme activée par phosphorylation (S616-phospho-DRP1). En
conséquence, le réseau mitochondrial apparait fragmenté en microscopie a
fluorescence et la taille moyenne des mitochondries est plus petite en microscopie
électronique. Le recrutement de DRP1 pourrait se faire de fagon directe par interaction
avec BAG6 (mais nous n'‘avons pas mis en évidence cette interaction) ou bien de fagon
indirecte en régulant l'activation de DRP1 par phosphorylation. Justement, la CDK1
phosphoryle DRP1 durant la mitose (100), permettant son activation et la fragmentation
du réseau mitochondrial. La CDK1 est inhibée par P21¢P, dont la dégradation est
favorisée par BAG6 durant la phase G1 du cycle cellulaire (196). BAG6 pourrait donc
induire la phosphorylation de DRP1 et la fission mitochondriale en levant l'inhibition
exercée par P21¢® sur la CDK1. La structure du réseau mitochondrial reposant sur un
équilibre en fusion et fission, il faut également prendre en considération I'effet de BAG6
sur la fusion mitochondriale. Nous savons déja que BAG6 provoque la dégradation des
mitofusines (MFN1 et MFN2) par le protéasome (203), renforcant l'idée que BAG6
exerce un effet fissiogéne sur les mitochondries. L'OMMAD étant une étape essentielle
de la mitophagie, il serait intéressant de déterminer si la dégradation des mitofusines
induite par BAG6 est nécessaire au déroulement de la mitophagie car seules les plus
petites mitochondries peuvent étre séquestrées dans I'autophagosome (voir
« Introduction » page 34).
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Puisque la fission mitochondriale est un pré-requis a la mitophagie et que BAG6 a déja
été caractérisé comme régulateur de l'autophagie, nous nous sommes intéressés au
rOle de BAG6 sur la mitophagie. Comme la mitophagie implique la diminution du
nombre de mitochondries par cellule, nous avons cherché a savoir si BAG6 avait un
effet sur la masse mitochondriale. Nous avons activé la mitophagie par CCCP et
observé l'effet de BAG6 sur différents marqueurs de masse mitochondriale. En
miscroscopie électronique, BAG6 réduit le nombre de mitochondries par cellule ; en
cytométrie, BAG6 réduit la fluorescence des cellules marquées par des sondes
spécifigues des mitochondres (Mitotracker); par Western-Blot, BAG6 diminue
I'expression de la protéine mitochondriale TFAM. Dans chacune de ses expériences,
l'effet de BAG6 est neutralisé par la chloroquine (un inhibiteur de la fusion entre
autophagosome et lysosome) ce qui indique que son mécanisme d'action dépend de
I'autophagie et donc que BAG6 est un régulateur de la mitophagie.

De maniére intéressante, tous les autres membres de la famille BAG sont également
impliqués dans l'autophagie. BAG1 interagit avec LC3 et active I'autophagie (par des
mécanismes indéterminés) ce qui confére aux cardiomyocytes une résistance aux
lésions d'ischémie / reperfusion (204). BAG3 est impliquée dans l'agréphagie : elle
permet le regroupement des protéines mal conformées en agrésomes puis leur
séquestration dans l'autophagosome en formant un complexe multimérique impliquant
les protéines HSP70, HSPB8 (heat shock protein beta 8), CHIP (C terminus of HSC70-
interacting protein) et P62 (205). Plus spécifiquement, certaines protéines BAGs
interviennent dans la mitophagie. BAG2 et BAG5 interagissent avec PINK1 et la
stabilise en inhibant sa dégradation par I'UPS (206-208). En conséquence, BAG2
favorise le recrutement mitochondrial de PARKIN et posséde un rdle pro-mitophagique.
Le role de BAG5 est plus controversé car une étude rapporte qu'il inhibe la mitophagie
en prévenant la translocation mitochondriale de PARKIN en réponse au CCCP (209).
Enfin, BAG3 et BAG4 inhibent le recrutement de PARKIN (210,211). Paradoxalement
BAG3 stimule la mitophagie dans les cardiomyocytes ce qui souligne la complexité de
la régulation de ce processus (210).

Par analogie avec les autres protéines BAGs, nous avons étudié le role de BAG6 sur la
voie de signalisation PINK1-PARKIN afin d'expliquer son effet pro-mitophagique. Dans
les mitochondries dépolarisées par le CCCP, BAG6 augmente |'expression de PINK1 et
PARKIN. En conséquence, la S65-phospho-ubiquitinylation des protéines
mitochondriales, modification post-traductionnelle activatrice de la mitophagie, est plus
importante. BAG6 est donc impliquée dans la mitophagie dépendante de
l'ubiquitinylation des protéines mitochondriales. Comme c'est le cas pour BAG2 et
BAGS5, nous avons recherché une interaction entre BAG6 et PINK1. En effet, il est bien
établi que la kinase PINK1, détecteur de la dépolarisation mitochondriale, contribue au
recrutement mitochondrial de PARKIN par phosphorylation (114). En travaillant sur les
formes endogénes de ces deux protéines, nous n'avons pas mis en évidence
d'interaction par co-immunoprécipitation. Cependant, en surexprimant des formes
étiquettées (BAG6-V5 et PINK1-GFP), Verma et al. ont trés récemment démontré cette
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interaction dans une lignée de neuroblastome (212). De maniere surprenante, BAG6
favorise la dégradation de PINK1 dans ce modéle et accroit la toxicité du MPP+ (un
neurotoxique mitochondrial), ce qui contraste avec nos observations. M. Hayashishita et
al. ont montré que BAG6 contribue au rassemblement péri-nucléaire des mitochondries
aprés leur dépolarisation induite par le CCCP mais qu'il n'affecte pas le recrutement
mitochondrial de PARKIN (202). Ce résultat différe des effets observés dans les cellules
LoVo. Il pourrait s'expliquer par le fait que les auteurs ont surexprimé PARKIN dans des
cellules HelLa (exprimant peu PARKIN a I'état basal), alors que nous avons observé,
dans un modéle plus physiologique, une translocation de la forme endogéne de
PARKIN en présence de BAG6.

Il reste donc a préciser les mécanismes moléculaires impliqués dans I'activation de la
voie PINK1-PARKIN dans la lignée LoVo. Le fonctionnement de BAG6 étant dépendant
de ses interactants (comme c'est le cas pour la régulation de l'apoptose), il serait
pertinent de les cribler dans ce modéle par une méthode associant immunoprécipitation
et spectrométrie de masse (en condition basale et d’'induction mitophagique). Pour
I'heure, nous émettons I'hypothése qu'il puisse favoriser le recrutement de PINK1 et de
PARKIN par l'intermédiaire de modifications post-traductionnelles. Nous savons que
durant la carence nutritionnelle, BAG6 induit la translocation nucléaire d'EP300,
diminuant l'acétylation des protéines ATGs et permettant I'expression de génes tels que
SESTRIN1 conduisant a une activation globale de l'autophagie (198). Au contraire la
mitophagie est inhibée en situation carentielle afin de maintenir la production d'ATP
(104,105). Il existe donc un découplage entre régulation de l'autophagie et de la
mitophagie. Nos données non publiées montrent qu'une fraction d'EP300 est localisée
dans la mitochondrie. Il serait donc intéressant d'étudier la fagon dont le couple BAG6 /
EP300 régule l'acétylation et I'expression de PINK1 et de PARKIN, en présence ou en
I'absence de nutriments, notamment parce que la désacétylation de ces protéines par
SIRT3 a déja été décrite comme un événement activateur de la mitophagie (213). Une
comparaison des acétylomes cytosoliques et mitochondriaux et présence ou en
I'absence de BAG6 permettrait de répondre a cette question.

Enfin, comme BAG6 est une protéine mitochondriale intervenant dans la régulation de
la mitophagie, dont nous savons qu'elle repose sur la mise en jeu de récepteurs
spécifiques, il est nous est apparit essentiel de déterminer si BAG6 posséde également
les caractéristiques d'un récepteur de la mitophagie. En étudiant sa séquence protéique
nous avons identifié qu'elle contient deux domaines LIR (notés LIR1 et LIR2),
nécessaires pour l'interaction avec LC3 et la séquestration des mitochondries dans
I'autophagosome. Par mutagenese dirigée puis co-immunoprécipitation nous avons
observé que BAG6 interagit avec LC3 par son domaine LIR2 et que son effet pro-
mitophagique dépend de cette interaction. Ces résultats suggérent donc que BAG6 est
un nouveau récepteur de la mitophagie. Cependant, les deux domaines LIR1 et LIR2
sont essentiels pour la mitophagie et le mécanisme par lequel le domaine LIR1 de
BAG6 module la mitophagie, nécessite des études supplémentaires.
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Considérant I'ensemble des résultats que nous avons présenté dans ce mémoire, nous
proposons un modéle de fonctionnement de BAG6 en tant que régulateur de la
mitophagie résumé dans le schéma ci-dessous (Figure 27).

} BA'GB\ b’

@

(4) /

“” Autophagosome

Figure 27. La co-chaperonne BAG6 est un régulateur de la mitophagie. (1) En conditions
basales (mitochondries saine), BAG6 est localisé dans la matrice mitochondriale. (2) Lorsque
les mitochondries sont endommagées, BAG6 transloque de la matrice vers la membrane
externe de la mitochondrie. (3) BAGG6 favorise le recrutement du complexe de fission DRP1 et
des protéines PINK1 et PARKIN. (4) DRP1 forme un anneau de constriction autour des
mitochondries endommagées afin de les fissionner ce qui réduit leur taille afin qu'elles puissent
étre séquestrées dans l'autophagosome. (5) PINK1 et PARKIN sont responsables de la S65-
phospho-ubiquitinylation des protéines de la membrane externe mitochondriale ce qui permet
'OMMAD, la mise en jeu des récepteurs de la membrane interne et le recrutement des
récepteurs cytosoliques de la mitophagie. Finalement BAG6 interagit avec LC3-Il, en tant que
récepteur de la membrane externe.
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Au-dela des ces aspects fondamentaux, il est important de considérer le role de BAG6
sur le plan physiopathologique. Chez I'Homme, BAG6 est principalement impliquée
dans diverses maladies inflammatoires et dans le cancer.

Plusieurs variants génétiques de BAG6 ont été associé au risque de développer le
diabéte de type 1 (auto-immun), la polyarthrite rhumatoide, le syndrome de Kawasaki
(vascularite) ou encore la sclérose en plaque (214-216). BAG6 posséde un effet pro-
inflammatoire en activant les lymphocytes T4 par interaction avec le récepteur
membranaire TIM3 (T-cell immunoglobulin and mucin domain 3) ce qui léve l'inhibition
de GAL9 (galectine 9) favorisant la survie des T4, leur prolifération et la synthése de
cytokines pro-inflammatoires (IFNy et IL17) (217-219). A l'avenir, il serait pertinent
d'étudier comment l'interaction de TIM3 avec BAGG6 influence l'autophagie et la
mitophagie dans les lymphocytes T4, d'autant plus qu'il a été montré que I'effet
immunosupresseur de TIM3 dépend de l'activation de l'autophagie (220). Par son role
de régulateur autophagique, la protéine BAG6 pourrait donc étre un élément central de
la physiopathologie des maladies dysimmunitaires.

Sur le plan oncologique, certains variants de BAG6 favorisent le développement de
cancers du poumon (221-223) et plusieurs travaux ont souligné que la localisation
intracellulaire de BAG6 varie au cours de la tumorigenese. Par exemple, dans le cancer
du colon une étude rapporte que BAG6 est surexprimé dans la totalité des tumeurs
coliques analysées (11 tumeurs au total), et délocalisé du noyau vers le cytoplasme
pour les tumeurs dysplasiques de haut grade (15% des tumeurs), comparativement au
tissu sain (224). Au contraire, la lignée cellulaire LoVo issue d'une métastase
ganglionnaire de cancer colique, que nous avons utilisé dans cette étude, est
caractérisée par une inactivation bi-allélique de BAG6 (225). Dans le cas de
l'ostéosarcome, la situation est l'inverse de celle observée dans le colon. En effet,
BAGG6 n'est plus exprimé dans 56% des tumeurs étudiées et s'accumule dans le noyau
alors qu'il est localisé en intégralité au niveau cytoplasmique dans les tissus sains
(226). BAG6 est également impliquée dans I'immunité anti-tumorale puisque la forme
sécrétée de BAGG régule l'activité des lymphocytes NK. Associée aux exosomes, BAG6
interagit avec le récepteur membranaire NKp30 et promeut l'activation des NK et
I'élimination de la cellule cible (227). Au contraire, sécrétée sous forme soluble par des
cellules tumorales, BAGG6 induit I'anergie lymphocytaire NK et favorise I'échappement
tumoral, notamment dans le cas de la leucémie lymphoide chronique (171). Ces
données suggeérent que la localisation intra et extracellulaire de BAG6 est impliquée
dans la progression tumorale. Or nos résultats montrent que BAG6 module I'autophagie
en fonction de sa localisation nucléocytoplasmique et qu'elle se délocalise de la matrice
mitochondriale vers la membrane externe lors de la mitophagie. |l est donc possible que
les variations d'expression et de localisation de BAG6 observées dans ces différents
types de cancer affectent I'autophagie et la mitophagie des cellules tumorales, ces
mécanismes étant dérégulés durant 'oncogenése (voir « Introduction » pages 17 et 42).
Il serait également pertinent d'étudier la fagon dont BAG6 régule le flux autophagique
dans le systéme immunitaire et ses conséquences pour l'immunité anti-tumorale.
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Enfin, il reste encore a comprendre le réle de BAG6 dans le développement des
maladies dégénératives. A I'heure actuelle, trés peu d'études ont abordé cette question.
Nous savons seulement, qu'un variant de BAG6 prédispose au développement de
I'arthrose de hanche et de genou (228) et que BAG6 interagit avec l'ostéopontine, dont
I'expression est diminuée dans les neurones dopaminergiques des patients atteints de
maladie de Parkinson (229). Pourtant, par sa capacité a promouvoir le recrutement des
protéines PINK1 et PARKIN au niveau mitochondrial BAG6 est susceptible d'étre
impliqué dans cette maladie, et plus généralement dans diverses maladies liées a I'age
compte tenu du réle protecteur de l'autophagie et de la mitophagie contre les
dommages cellulaires survenant au cours du vieillissement.

Pour conclure, nos travaux mettent en évidence une nouvelle fonction de BAG6 dans la
régulation de la dynamique mitochondriale et dans la mitophagie. Comme BAG6
possede des fonctions trés variées est qu'elle est associée a de nombreuses maladies
(inflammation, cancer) il sera important a l'avenir de déterminer sa localisation
intracellulaire et les conséquences sur 'autophagie et la mitophagie qui en résultent en
conditions physiologiques et pathologiques.
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RESUME

L'autophagie est un processus d'autodigestion du matériel intracellulaire qui repose sur la formation de
vésicules a double membrane nommées autophagosomes qui séquestrent les organites et
macromolécules puis fusionnent avec les lysosomes pour permettre leur dégradation.

La dégradation sélective des mitochondries par autophagie se nhomme mitophagie. En éliminant les
mitochondries superflues ou endommagées a l'origine d'un stress oxydant toxique et mutagene, elle
contribue au maintien de I'noméostasie cellulaire. Sa régulation met en jeu des voies de signalisations
telles que la voie PINK1-PARKIN et des récepteurs spécifiques appelés récepteurs de la mitophagie.

La protéine BAG6 est une co-chaperonne des HSP70 et posséde des fonctions variées telles la
régulation de l'apoptose, les modifications épigénétiques, le repliement des protéines, ou encore
I'élimination de peptides par le systéeme ubiquitine-protéasome. BAG6 est également essentielle pour
'autophagie en régulant la localisation intracellulaire de l'acétyltranférase EP300 responsable de
I'acétylation des protéines ATGs.

Dans ce travail de thése, nous montrons que BAGB6 se localise dans la mitochondrie. Plus précisément,
BAG6 est située dans la matrice mitochondriale en conditions basales puis se délocalise dans la
membrane externe lorsque les mitochondries sont dépolarisées. En parallele, BAG6 promeut le
recrutement du complexe de fission mitochondrial DRP1 et des protéines PINK1 et PARKIN impliquées
dans la signalisation mitophagique ce qui lui confere un effet pro-mitophagique. Enfin, BAG6 interagit
également avec LC3 par I'intermédiaire d’'un domaine LIR (LC3 Interacting Region) et son effet sur la
mitophagie dépend de cette interaction, faisant de BAG6 un potentiel récepteur de la mitophagie.

ABSTRACT

Autophagy is a process of self-digestion of intracellular material based on the formation of double
membrane vesicles called autophagosomes that sequester organelles and macromolecules and then
fuse with lysosomes to allow their degradation.

The selective degradation of mitochondria by autophagy is named mitophagy. By eliminating
superfluous or damaged mitochondria, that cause toxic and mutagenic oxidative stress, mitophagy
contributes to the maintenance of cellular homeostasis. Its regulation involves signaling pathways such
as the PINK1-PARKIN pathway and specific receptors called mitophagy receptors.

The BAG6 protein is a co-chaperon of HSP70 and has a variety of functions such as regulation of
apoptosis, epigenetic modifications, protein folding, and peptide removal by the ubiquitin-proteasome
system. BAG6 is also essential for autophagy by regulating the intracellular localization of EP300
acetyltransferase responsible for ATGs protein acetylation.

In this thesis, we showed that BAG6 is located in the mitochondria. More precisely, BAG6 is located in
the mitochondrial matrix under basal conditions and then relocalizes in the outer membrane when the
mitochondria are depolarized. In parallel, BAG6 promotes the recruitment of the mitochondrial fission
complex DRP1 and the proteins PINK1 and PARKIN involved in mitophagic signalling, which gives it a
pro-mitophagic effect. Finally, BAG6 also interacts with LC3 via a LIR domain (LC3 Interacting Region)
and its effect on mitophagy depends on this interaction, making BAG6 a putative mitophagy receptor.
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