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Cette thèse débutée en septembre 2016, s’inscrit dans les travaux de l’équipe EA3922 

« Œstrogènes, expression génique et pathologies du système nerveux central » qui a intégré en 2017 

l’unité INSERM UMR1098 « Interactions Hôte-greffon tumeur ingénierie cellulaire et génique et qui fait 

partie du groupe nommé AETIC « Autophagy, Epigenetics and T-cell immunity in Cancer » dans l’équipe 

TIM-C (Thérapeutique Immuno-Moléculaire des cancers). Une des thématiques fondamentales de 

recherche du laboratoire est l’autophagie et particulièrement GEC1/GABARAPL1 (Glandular epithelial 

cell 1/GABAA receptor-associated protein like 1) dont le gène a été identifié comme régulé positivement 

par les œstrogènes au sein de cette équipe (Pellerin et al., 1993). Mon projet consiste en l’étude de 

l’implication des protéines ATG8 (Autophagy related 8) et particulièrement de la protéine GABARAPL1 

dans le cancer et dans la Transition Epithélio-Mésenchymateuse (TEM). 

GABARAPL1 est une protéine de la famille ATG8 et de la sous-famille GABARAP (GABAA receptor-

associated protein). La famille ATG8 est aussi composée de la sous-famille MAP-LC3 (Microtubule-

associated light chain 3) dont le membre LC3B est très étudié. Les membres de la sous-famille 

GABARAP : GABARAP, GABARAPL1 et GABARAPL2/GATE16 (GABARAP like 2/Golgi associated ATPase 

enhancer of 16kDa) ont été initialement décrits comme impliqués dans les transports intracellulaires. 

Les protéines GABARAP et GABARAPL1 seraient impliquées dans le transport du récepteur GABAA (g-

aminobutyric acid type A )(Mansuy et al., 2004), du N-Ethylmaleimide sensitive factor (Chen and Olsen, 

2007) ou le transport du récepteur aux k opioïdes en augmentant leur nombre à la surface cellulaire 

(Chen et al., 2011) alors que GABARAPL2, serait plutôt impliquée dans des transports intra-Golgien. 

D’autres travaux de notre équipe ont permis de mettre en évidence l’implication des protéines de la 

sous-famille GABARAP dans l’autophagie et de démontrer leur localisation au niveau des vésicules 

autophagiques (Chakrama et al., 2010; Kabeya et al., 2004).  

Le rôle des protéines GABARAP lors de l’autophagie semble clair du fait de leur association aux 

membranes des vésicules autophagiques. En effet, ces protéines, comme les protéines LC3 possèdent 

une glycine en position C-terminale qui permet leur conjugaison à un phospholipide et ainsi leur 

association à la membrane des autophagosomes. Ces protéines seraient donc impliquées dans 

l’élongation de la membrane de la vésicule autophagique, dans sa fermeture et permettrait aussi les 

évènements de fusion avec le lysosome. 

Des études ont été réalisées sur le rôle des protéines ATG8 lors de la carcinogenèse. Si 

l’expression des membres de la sous-famille LC3 semble variable en fonction du type de cancer, les 

membres de la sous-famille GABARAP seraient majoritairement décrits comme des gènes suppresseurs 

de tumeur. En effet, leur expression est plutôt diminuée dans les cancers et leur forte expression serait 

associée à un bon pronostic. Le rôle suppresseur de tumeur des protéines GABARAP serait dû à une 

dégradation sélective de composants cellulaires oncogéniques. Toutefois, les protéines GABARAP ont 
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été décrites comme ayant des rôles sous leur forme non lipidées par exemple dans les transports 

cellulaires suggérant que ces protéines pourraient aussi avoir un rôle dans le cancer indépendamment 

leur localisation au niveau des autophagosomes.  

Lors de mon arrivée au laboratoire, un article démontrant les rôles de GABARAPL1 non lipidé 

dans la régulation des étapes précoces de l’autophagie et dans l’inhibition des phénotypes cancéreux in 

vivo était en cours de préparation. Mon rôle a donc été d’étudier le rôle de GABARAPL1 lipidé et non 

lipidé 1) dans les étapes précoces de l’autophagie par l’étude de la phosphorylation de ULK1 (Unc-54-

like Kinase 1), 2) sur les phénotypes cancéreux in vitro et 3) de confirmer les résultats obtenus dans une 

autre lignée cellulaire de cancer du sein, les BT474. L’ensemble de ces résultats ont fait l’objet d’une 

publication dans le journal Oncotarget. 

Au cours de ma seconde et troisième année de thèse, je me suis focalisée sur le rôle de 

GABARAPL1 au cours de la Transition Epithélio-Mésenchymateuse (TEM) des cellules cancéreuses. Lors 

de mon arrivée au laboratoire, les lignées cellulaires A549 (carcinome de poumon) et ACHN 

(adénocarcinome de rein issu d’un site métastatique) avaient préalablement été validées comme 

inductibles en TEM par un co-traitement TGFb (Transforming growth factor b)/TNFa (Tumor necrosis 

factor α). Des études avaient démontré que le rôle de l’autophagie au cours de la TEM était controversé. 

D’une part, une carence en acide aminé, induirait la TEM via les voies de l’autophagie. En effet 

l’inhibition de l’autophagie inhiberait l’induction de la TEM  (Li et al., 2013). D’autre part, il avait été 

démontré que l’autophagie permettrait l’inhibition de la TEM via la dégradation d’acteurs de la TEM 

tels que certains facteurs de transcription. De plus, il avait été suggéré que cette dégradation par 

autophagie puisse être de type sélective (Grassi et al., 2015). Nous avons alors émis l’hypothèse que la 

protéine GABARAPL1 puisse être impliquée dans la TEM par son implication dans la dégradation 

sélective de facteurs de transcription de la TEM. Pour étudier le rôle de GABARAPL1 dans la TEM, nous 

avons réalisé des cellules A549 et ACHN KO GABARAPL1 par la technologie CRISPR/Cas9. Une publication 

sur le rôle de GABARAPL1 lors de la Transition Epithélio-Mésenchymateuse des cellules cancéreuses est 

en cours de finalisation.  
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I. Autophagie  
1. Qu’est-ce que l’autophagie ? 

Le terme autophagie a été utilisé pour la première fois par Christian de Duve en 1963 suite à sa 

découverte des lysosomes et ses observations sur la dégradation de mitochondries et d’autres 

compartiments cellulaires par les lysosomes dans des hépatocytes de rat (De Duve et al., 1955; Deter 

and de Duve, 1967). Ses travaux sur l’autophagie ont été récompensés par un prix Nobel de physiologie 

et médecine en 1974. Plus récemment, les travaux sur l’autophagie chez la levure de Yoshinori Ohsumi 

ont été récompensés en 2016 par un prix Nobel de médecine. Autophagie provient du grec « auto » et 

« phagein » signifiant se manger soi-même. C’est un mécanisme multi étapes de dégradation 

intracellulaire faisant intervenir les lysosomes et permettant l’élimination aléatoire d’une partie du 

cytoplasme, mais aussi d’amas de protéines ou encore d’organites endommagés afin de les recycler (Xie 

and Klionsky, 2007).  

Il existe plusieurs types d’autophagie : la macroautophagie, la microautophagie et l’autophagie 

médiée par les chaperonnes (CMA)(Figure 1). Lors de la macroautophagie, des cargos cytoplasmiques 

sont englobés dans une vésicule à double membrane appelée autophagosome et suite à sa fusion avec 

un lysosome, le contenu est dégradé par les enzymes lysosomales. En revanche, lors de la 

microautophagie, des constituants cytoplasmiques sont directement englobés par les lysosomes suite 

à l’invagination de sa membrane. Les mécanismes de macro-autophagie et de micro-autophagie 

peuvent être des mécanismes sélectifs ou non. En revanche, lors de la CMA, des protéines 

endommagées ou anormales contenant la séquence KFERQ (Lys-Phe-Glu-Arg-Gln) telles que les 

protéines a-synucléine, Tau ayant un rôle dans la neuroprotection (Cai et al., 2015) ou encore des 

protéines de la glycolyse telles que la GAPDH (Glycéraldéhyde 3 phosphate déshydrogénase) et 

l’aldolase (Cuervo et al., 1994) sont dégradées. Ces protéines sont transloquées dans le lysosome grâce 

à la formation d’un complexe protéique avec des protéines chaperonnes telles que Hsc-70 (Heat shock 

cognate 70)(Dice et al., 1990). Ce complexe est reconnu par LAMP2A (lysosomal-associated membrane 

protein 2A), un récepteur de la membrane lysosomale permettant ainsi la translocation du complexe et 

sa dégradation (Cuervo and Dice, 1996).  

Lors de ma thèse je me suis focalisée sur l’étude de la macroautophagie, appelée par la suite 

« autophagie ».  

2. Mécanisme moléculaire de l’autophagie 
L’autophagie est un mécanisme hautement conservé de la levure aux mammifères. C’est un 

processus de dégradation intracellulaire au cours duquel une vésicule intracellulaire à double 

membrane d’abord appelé phagophore est formée pour englober les constituants cellulaires à 
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dégrader. Suite à l’élongation du phagophore et à sa fermeture, la vésicule est appelée autophagosome. 

C’est après une étape de fusion entre l’autophagosome et un lysosome (autolysosome) que les 

hydrolases et protéases lysosomales vont permettre la dégradation du contenu vésiculaire. Au cours de 

ce processus de nombreux complexes moléculaires vont permettre la régulation de l’autophagie. Tout 

d’abord, les complexes MTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1) et AMPK (adenosin 

monophosphate associated protein kinase) vont permettre l’induction de l’autophagie en réponse à 

différents stress cellulaires tels que lors d’une carence en nutriments mais également lors de carence 

en glucose. Ces complexes vont ensuite permettre l’activation du complexe protéique ULK1 et PI3KC3-

C1 (phosphatidylinositol 3 kinase de classe III complexe 1) aboutissant à l’initiation de l’autophagie.

 

Figure 1 : Représentation schématique des trois types d’autophagie.  
A. La macroautophagie est caractérisée par la formation d’une vésicule à double membrane appelée phagophore qui va 
englober des constituants cytoplasmiques pour être dégradés. Le phagophore après son élongation va se fermer et est appelé 
autophagosome. C’est suite à la fusion entre l’autophagosome et un lysosome (autolysosome) que les hydrolases lysosomales 
vont permettre la dégradation du contenu vésiculaire. B. L’autophagie médiée par les chaperonnes est caractérisée par sa 
sélectivité. En effet, des protéines endommagées ou anormales contenant la séquence KFERQ vont être reconnues par un 
complexe protéique Hsc-70 qui lui-même va être reconnu par la protéine lysosomale LAMP2A pour permettre la translocation 
du complexe protéique et sa dégradation. C. Au cours de la microautophagie, des constituants cytoplasmiques sont directement 
englobés par les lysosomes suite à l’invagination de sa membrane. Modifié d’après (Parzych & Klionsky, 2014). 

Au cours du processus autophagique interviennent plus de 50 protéines ATG (Figure 2). Au cours 

de ma thèse, j’ai particulièrement étudié les protéines de la famille ATG8 et notamment la protéine 

GABARAPL1. La famille ATG8 est composée de deux sous-familles : la sous famille GABARAP composée 

de 3 membres GABARAP, GABARAPL1 et GABARAPL2 et la sous-famille MAP-LC3, appelée par la suite 

LC3 et composée de 5 membres LC3A avec deux variants d’épissage a et b, LC3B, LC3B2 et LC3C.  
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Les études ne discriminent généralement pas LC3Aa de LC3Ab et la protéine LC3B2 ne diffère 

que d’un acide aminé de la protéine LC3B. Actuellement, seulement peu d’études se sont intéressées 

aux rôles de LC3B2, ainsi nous ne l’aborderons pas dans ce manuscrit. Les protéines MAP-LC3 ont été 

identifiées comme intervenant majoritairement dans l’étape d’élongation de la membrane de 

l’autophagosome et les protéines GABARAP lors de la fusion autophagosome/lysosome. Cependant, il 

semblerait que leur rôle soit plus complexe qu’initialement décrit.  

Figure 2 : Mécanisme moléculaire de l'autophagie  
1 L’autophagie peut être induite par des stresses cellulaires (hypoxie, manque du nutriments…). Une double membrane appelée 
phagophore va se former. 2 Les protéines ATG8 sont conjuguées à un phosphatidyléthanolamine (PE) ou à un 
phosphatidylsérine (PS) suite à leur clivage par la protéase ATG4 pour donner les formes ATG8-II liées aux autophagosomes. 3 
Le phagophore s’allonge puis se ferme pour former l’autophagosome qui sera relocalisé au niveau d’un lysosome et suite à  leur 
fusion, les enzymes lysosomales vont permettre la dégradation du contenu vésiculaire. Des inducteurs chimiques tels que l’EBSS 
(Earl’s balanced salt solution) ou encore la rapamycine, un inhibiteur de MTOR permettent l’induction de l’autophagie. Des 
inhibiteurs chimiques peuvent permettre l’inhibition des étapes précoces (3-Méthyladénine) ou tardives (Bafilomycine A1, 
Chloroquine/Hydroxychloroquine et NH4Cl). Schéma adapté (Deng et al., 2019) 
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L’autophagie est un processus multi étape qui consiste en une étape d’initiation (Figure 2, 1), 

d’élongation du phagophore (Figure 2, 2), de transport de l’autophagosome, de fusion avec un 

lysosome et de dégradation du contenu de l’autophagosome (Figure 2, 3). 

2.1. Induction/initiation (Figure 2, 1) 

En conditions de stress cellulaire, deux senseurs énergétiques MTOR (mammalian target of 

rapamycin) et AMPK vont permettre l’induction de l’autophagie via l’activation de complexes 

protéiques d’initiation ULK1 et PI3KC3-C1. L’étape d’initiation consiste en la formation d’une ébauche 

de vésicule à double membrane appelée phagophore au niveau du réticulum endoplasmique (Itakura 

and Mizushima, 2010; Reggiori et al., 2005). Les carences en acides aminés ou en facteurs de croissance 

vont permettre l’induction de l’autophagie via MTOR alors que lors d’une augmentation du ratio 

AMP/ATP, du manque de glucose ou d’oxygène, l’autophagie sera induite au moyen de AMPK. AMPK et 

MTOR sont deux kinases dont les rôles sur la régulation de l’autophagie sont opposés mais étroitement 

liés et qui sont capables de rendre compte du statut énergétique de la cellule et permettre l’induction 

de l’autophagie au moyen du complexe ULK1 composé de la sérine/thréonine ULK1, FIP200 (focal 

adhesion kinase family interacting protein of 200kDa), ATG13 et ATG101 (Hosokawa et al., 2009). 

L’activation de MTOR permet une inhibition de l’autophagie alors que l’activation de AMPK permet 

l’induction de l’autophagie (Figure 2, 1 et Figure 3). 

2.1.1 Le complexe ULK1 

L’activité du complexe ULK1 est régulée par phosphorylation par les kinases MTOR et AMPK. 

MTOR et AMPK sont des censeurs énergétiques et leur activité dépend de la présence de nutriments 

tels que les acides aminés, le glucose et du ratio cellulaire AMP/ATP. 

2.1.1.1 En présence de nutriments 

MTORC1, complexe protéique composé de MTOR, Raptor (Regulatory associated protein of 

MTOR), PRAS40 (Proline-rich Akt substrate 40kDa, substrat d’Akt de 40 kDa, riche en proline) et mLST8 

(mammalian lethal with SEC13 protein 8), est relocalisé par les protéines Rag (Ragulator protein) au 

niveau de la membrane lysosomale ce qui permet son activation par Rheb (Ras homolog enriched in 

brain) inhibant ainsi l’autophagie (Carroll et al., 2016; Sancak et al., 2008, 2010). C’est la protéine Raptor 

qui interagit avec le complexe ULK1 et qui phosphoryle ULK1 au niveau de la sérine 757 et ATG13 au 

niveau de la sérine 258 ce qui conduit à l’inactivation de leur activité kinase. De plus, quand le ratio 

cellulaire AMP/ATP est faible et donc le niveau d’énergie fort, la kinase AMPK est inhibée (Figure 3).  
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2.1.1.2 En absence de nutriment 

Lorsque les nutriments viennent à manquer, MTORC1 ne se trouve plus recruté au niveau des 

lysosomes, et n’est ainsi plus activé par Rheb. L’interaction entre Raptor et ULK1 n’a plus lieue ne 

permettant plus la phosphorylation inhibitrice du complexe ULK1. ULK1 va ainsi s’autophosphoryler sur 

Figure 3 : Régulation de l'initiation de l'autophagie.  
Complexe MTORC1 : En présence de nutriments, les protéines Rag permettent le recrutement de MTORC1 au niveau du 
lysosome permettant son activation par Rheb. MTORC1 actif, interagit avec ULK1 via Raptor et permet sa phosphorylation au 
niveau de la sérine 757 et la phosphorylation de ATG13 au niveau de la sérine 248 inhibant ainsi l’autophagie. ULK1 fait parti 
du complexe ULK1 composé également des protéines ATG13, FIP200 et ATG101.  
Complexe ULK1 : En absence de nutriment, les protéines Rag ne recrutent plus MTORC1 au niveau de la membrane lysosomale 
et reste ainsi sous forme inactive ce qui ne lui permet plus d’interagir avec le complexe ULK1. ULK1 va ainsi s’autophosphoryler 
sur sa thréonine 180, ATG13 sur la sérine 224 et FIP200. Le complexe ULK1 sera relocalisé au niveau du site d’initiation de 
l’autophagie permettant l’induction de l’autophagie. Dans ces conditions énergétiques, AMPK est activée et permet 1) une 
inhibition de MTORC1 par phosphorylation de Raptor au niveau des sérines 722 et 792, 2) de phosphoryler ULK1 au niveau des 
sérines 317, 555, 777 ou 467 et ATG13 au niveau de la sérine 224 3) d’inhiber Rheb conduisant à l’inactivation de MTORC1 
(Alers et al., 2012; Carroll et al., 2016).  
Complexe PI3KC3-C1 : PI3KC3 permet la formation d’un complexe protéique composé de VPS34, p150, ATG14L et de BECLIN1. 
Le complexe PI3KC3-C1 peut être activé par la phosphorylation activatrice de BECLIN1 par ULK1, la phosphorylation de BECLIN1 
par AMPK induite par ATG14L et le changement conformationnel de VPS34 induit par ATG14L empêchant sa phosphorylation 
inhibitrice. L’activation du complexe induit la génération de phosphatidylinositol-3 phosphate (PI3P) par la PI3KC3 permettant 
le recrutement des protéines WIPI2 impliquées dans l’élongation du phagophore.  
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sa thréonine 180 et phosphoryler ATG13 sur la sérine 224 et FIP200 (Ganley et al., 2009; Hosokawa et 

al., 2009; Jung et al., 2009; Lazarus et al., 2015; Puente et al., 2016). Le complexe ULK1 actif est alors 

transloqué au niveau du site d’initiation de l’autophagie (Karanasios et al., 2013) et permet le 

recrutement d’un second complexe : le complexe PI3KC3-C1. De plus, quand le ratio cellulaire AMP/ATP 

est fort et donc le niveau d’énergie faible, il y a fixation de l’AMP sur AMPK conduisant à son activation 

(Corton et al., 1995; Davies et al., 1995). Plusieurs mécanismes d’activation de l’autophagie via AMPK 

ont été décrits: i) AMPK peut phosphoryler directement ULK1 au niveau des sérines 317, 555, 777 ou 

467 et ATG13 au niveau de la sérine 224 en réponse à une privation en nutriments conduisant à son 

activation (Egan et al., 2011; Puente et al., 2016), ii) AMPK peut inhiber MTORC1 par la phosphorylation 

de Raptor au niveau des sérines 722 et 792 (Gwinn et al., 2008) et iii) AMPK peut favoriser 

l’hétérodimérisation de TSC1 (Tuberous sclerosis complex 1) et TSC2 (Tuberous sclerosis complex 2) via 

la phosphorylation de TSC2 conduisant ainsi à l’inactivation de MTORC1 via Rheb (Inoki et al., 

2003)(Figure 3). 

2.1.2 Le complexe PI3KC3-C1 

 Intervient ensuite la kinase PI3KC3 (phosphatidylinositol 3 kinase de classe III) qui permet la 

phosphorylation du phosphatidylinositol pour générer du phosphatidylinositol-3 phosphate (PI3P) qui 

est nécessaire à l’initiation de l’autophagie (Itakura et al., 2008). PI3KC3 permet la formation du 

complexe PI3KC3-C1 (Figure 3) composé de la sous unité catalytique VPS34 (Vacuolar protein sorting 

34), de la kinase VPS15/p150 (Vacuolar protein sorting 15), de BECLIN1 et de ATG14L (ATG14-like) qui 

permet le recrutement du complexe vers le site d’initiation de l’autophagie (Matsunaga et al., 2010). 

L’activation du complexe PI3KC3-C1 est réalisée à plusieurs niveaux. D’une part, ULK1 peut phosphoryler 

BECLIN1 (ser15) et d’autre part AMPK permet la phosphorylation de BECLIN1. De plus, ATG14L serait 

également impliquée dans l’activation de ce complexe en augmentant la phosphorylation de BECLIN1 

par AMPK et également en permettant un changement conformationnel de VPS34 empêchant sa 

phosphorylation inhibitrice (Kim et al., 2013). La génération de PI3P par ce complexe au niveau de 

l’autophagosome naissant permettrait l’induction de l’élongation du phagophore via le recrutement 

d’autres protéines ATG et de PI3P-binding protéines telles que WIPI2 (WD repeat domain 

phosphoinositide-interacting protein 2) impliquées dans l’élongation du phagophore (Michell et al., 

2006). 

2.2. Elongation et maturation du phagophore (Figure 2, 2) 

L’étape d’élongation consiste en l’allongement de la double membrane du phagophore pour 

aboutir à l’obtention d’une vésicule fermée l’autophagosome. Cette étape nécessite un apport de 

lipides fait intervenir plusieurs complexes protéiques qui sont des systèmes de conjugaison ATG12-
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ATG5-ATG16L1 et ATG8 (Figure 2, 2 Figure 4) permettant l’élaboration de complexes moléculaires au 

niveau du phagophore. Suite à la fermeture du phagophore, l’autophagosome va fusionner avec un 

lysosome.  

2.2.1 Le système de conjugaison ATG12-ATG5-ATG16L1 

Au cours de l’élongation, le système de conjugaison ATG12-ATG5-ATG16L1 est formé puis 

relocalisé majoritairement au niveau de la membrane externe de l’autophagosome grâce à une 

interaction entre WIPI2 et ATG16L1 (Dooley et al., 2014; Wilson et al., 2014) et permet ensuite le 

recrutement et la lipidation des protéines ATG8 (Fujita et al., 2008; Lystad et al., 2019; Mizushima et al., 

2001).  

Lors de la formation du système de conjugaison ATG12-ATG5-ATG16L1, la protéine ATG12 est 

d’abord conjuguée à la protéine ATG5 grâce à un mécanisme similaire à celui de l’ubiquitinylation. 

ATG12 est activée par ATG7 puis transférée sur ATG10 pour être ensuite conjuguée à ATG5 (Mizushima 

et al., 1998). C’est le complexe ATG12-ATG5 qui va interagir avec ATG16L1 formant ainsi le complexe 

ATG16L au niveau de la membrane de l’autophagosome (Figure 4)(Fujita et al., 2008; Mizushima et al., 

2001).  

2.2.2 Le système de conjugaison ATG8 

La famille de protéines ATG8 est composée de deux sous-familles GABARAP et LC3. La sous-

famille GABARAP est composée de 3 membres GABARAP, GABARAPL1 et GABARAPL2 alors que la sous-

famille LC3 est composée de 5 membres LC3Aa, LC3Ab, LC3B, LC3B2 et LC3C. Ces protéines possèdent 

de fortes homologies de séquence (Figure 5) et une des caractéristiques communes est que ces 

protéines sont toutes conjuguées à un lipide au cours de l’autophagie permettant leur localisation au 

niveau de la membrane des autophagosomes. Les protéines ATG8 sont impliquées lors de nombreuses 

étapes de l’autophagie et en particulier lors des étapes d’élongation du phagophore, de fusion de 

l’autophagosome avec le lysosome et aussi au cours du processus d’autophagie sélective. L’implication 

des protéines ATG8 sera ainsi détaillé lors de la description de chacune des étapes de l’autophagie.  
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Le système de conjugaison ATG8 permet la conjugaison des protéines ATG8 avec le 

phosphatidylethanolamine (PE) ou le phosphatidylsérine (PS)(Kabeya et al., 2004). Les protéines ATG8 

sont synthétisées sous une pro-forme pro-ATG8 puis elles sont clivées au niveau de leur glycine en 

position C-terminale donnant la forme mature ATG8-I cytosolique. Ce sont les protéases ATG4A ou 

ATG4B qui interviennent pour le clivage de GABARAP et de GABARAPL2, ATG4D pour GABARAPL1 et 

ATG4B pour les protéines de la sous-famille LC3 (Kabeya et al., 2004). Les protéines ATG8-I sont ensuite 

transférées par ATG7 sur ATG3 (Tanida et al., 2004a). C’est cet intermédiaire ATG3-ATG8 qui serait 

recruté au niveau de l’autophagosome naissant à proximité d’un PE/S par le complexe ATG16L via une 

Figure 4 : Intervention des systèmes de conjugaison ATG12-ATG5-ATG16L1 et ATG8.  
A.  ATG12 est activée par ATG7 puis transférée sur ATG10 pour être conjuguée à ATG5. C’est le complexe ATG12-ATG5 qui 
interagit avec ATG16L1 formant ainsi le complexe ATG16L recruté au niveau du phagophore naissant et permettant le 
recrutement et la lipidation des protéines ATG8. B. Les protéines ATG8 synthétisées sous une pro-forme (pro-ATG8) sont 
premièrement clivées par ATG4 afin de libérer la glycine C-terminale donnant la forme mature ATG8-I. ATG8-I sont ensuite 
activées par ATG7 puis transférées sur ATG3. C. Le complexe ATG3-ATG8-I est recruté au niveau de l’autophagosome par le 
complexe ATG16L. Les protéines ATG8-I sont ainsi localisées à proximité d’un phosphatidyléthanolamine/sérine (PE/S) 
permettant leur conjugaison, donnant la forme ATG8-II liée aux autophagosomes. Le complexe PI3KC3 permet de générer du 
phosphatidylinositol 3-phosphate (PI3P) au niveau du phagophore naissant permettant le recrutement des protéines WIPI2. Ce 
sont les protéines WIPI2 qui permettraient le recrutement du complexe ATG16L. Le matériel lipidique nécessaire à l’élongation 
du phagophore proviendrait des différents compartiments cellulaires grâce à des mécanismes de transport de vésicules 
lipidiques impliquant la protéine ATG9. 
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interaction directe entre ATG3 et ATG12 tel qu’il a été décrit pour le recrutement de LC3 permettant 

ainsi sa lipidation (Figure 4)(Fujita et al., 2008; Hanada et al., 2007). Les protéines ATG8 localisées sur la 

membrane externe de l’autophagosome peuvent être déconjuguées grâce aux protéases ATG4 (Tanida 

et al., 2004b). Des modèles cellulaires où la glycine en C-terminale des protéines ATG8 est remplacée 

par une alanine empêchant ainsi leur lipidation ont été réalisés ce qui permet d’étudier le rôle des 

formes solubles de ces protéines (Alam et al., 2010; Dou et al., 2015; Kabeya et al., 2004; Liu et al., 

2014).  

L’implication des protéines ATG8 au cours de l’élongation du phagophore reste à ce jour encore 

flou. Toutefois, chez la levure, le taux d’ATG8 permet de réguler la taille des autophagosomes 

B
GBP GL1 GL2 LC3Aa/b LC3B LC3C

GBP 87 58 31/31 31 39

GL1 87 61 34/35 32 39

GL2 58 61 41/42 39 42

LC3Aa/b 31/31 34/35 41/42 82/86 59/58

LC3B 31 32 42 82/86 54

LC3C 39 39 42 59/58 54

GABARAP: MKFVYKEEHP FEKRRSEGEK IRKKYPDRVP VIVEKAPKAR IGDLDKKKYL VPSDLTVGQF

GABARAPL1: MKFQYKEDHP FEYRKKEGEK IRKKYPDRVP VIVEKAPKAR VPDLDKRKYL VPSDLTVGQF

GABARAPL2: MKWMFKEDHS LEHRCVESAK IRAKYPDRVP VIVEKVSGSQ IVDIDKRKYL VPSDITVAQF

LC3Aa: MPSDRPFKQR RSFADRCKEV QQIRDQHPSK IPVIIERYKG EKQLPVLDKT KFLVPDHVNM

LC3Ab: MKMRFFSSPC GKAAVDPADR CKEVQQIRDQ HPSKIPVIIE RYKGEKQLPV LDKTKFLVPD

LC3B: MPSEKTFKQR RTFEQRVEDV RLIREQHPTK IPVIIERYKG EKQLPVLDKT KFLVPDHVNM

LC3C: MPPPQKIPSV RPFKQRKSLA IRQEEVAGIR AKFPNKIPVV VERYPRETFL PPLDKTKFLV

GABARAP: YFLIRKRIHL RAEDALFFFV NNVIPPTSAT MGQLYQEHHE EDFFLYIAYS DESVYGL -117

GABARAPL1: YFLIRKRIHL RPEDALFFFV NNTIPPTSAT MGQLYEDNHE EDYFLYVAYS DESVYGK -117

GABARAPL2: MWIIRKRIQL PSEKAIFLFV DKTVPQSSLT MGQLYEKEKD EDGFLYVAYS GENTFGF -117

LC3Aa: SELVKIIRRR LQLNPTQAFF LLVNQHSMVS VSTPIADIYE QEKDEDGFLY MVYASQETFG F -121

LC3Ab: HVNMSELVKI IRRRLQLNPT QAFFLLVNQH SMVSVSTPIA DIYEQEKDED GFLYMVYASQ ETFGF -125

LC3B: SELIKIIRRR LQLNANQAFF LLVNGHSMVS VSTPISEVYE SEKDEDGFLY MVYASQETFG MKLSV -125

LC3C: PQELTMTQFL SIIRSRMVLR ATEAFYLLVN NKSLVSMSAT MAEIYRDYKD EDGFVYMTYA SQETFGCLES AAPRDGSSLE DRPCNPL -147

61

1

Helix

Beta strand
turn
LIR motif

Conserved glycine

Figure 5 : Etude des séquences protéiques des ATG8 chez les mammifères. 
 A. Alignement des séquences protéiques des membres de la famille ATG8 chez les mammifères. Les structures secondaires ont 
été recherchées sur la plateforme d’archive de la structure des biomolécules The Protein Data Bank 
(http://www.rscb.org/pdb/). La séquence tertiaire des 18 premiers acides aminés de LC3Aβ n’est pas à ce jour encore 
référencée. Toutefois, la structure tertiaire du reste de la protéine (acides aminés 18 – 125 est identique à celle de LC3Aa).  
B. Pourcentage d’identité entre les protéines ATG8 chez les mammifères. GBP : GABARAP; GL1 : GABARAPL1 et GL2 : 
GABARAPL2. LC3A possède deux variants d’épissage LC3Aa et LC3Ab dont les séquences protéiques de l’acide aminé 14 à 121 
pour l’isoforme a  et 18 à 125 pour l’isoforme b sont 100% identiques 
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(Abeliovich et al., 2000) et lorsque ces protéines sont déconjuguées de l’autophagosome, sa taille n’est 

plus modifiée (Xie et al., 2008). De plus, chez les mammifères, il a été montré que l’invalidation des 

protéines ATG8 conduit à une déficience dans l’élongation et la fermeture des autophagosomes (Fujita 

et al., 2008; Sou et al., 2008). Il a été également montré que l’invalidation de tous les membres de la 

famille ATG8 induit la formation d’autophagosomes plus petits mais entièrement formés, fermés et en 

nombre équivalent que lors de la présence de ces protéines (Nguyen et al., 2016) suggérant un rôle des 

protéines ATG8 dans l’élongation du phagophore.  

Malgré le fait que l’implication des protéines ATG8 lors de l’élongation du phagophore soit 

encore mal compris, des études in vitro ont permis de mettre en évidence que la présence des protéines 

ATG8 dans des vésicules lipidiques, et en particulier de leur région N-terminale, permettait leur 

agrégation et leur fusion (Landajuela et al., 2016; Nakatogawa et al., 2007; Weidberg et al., 2011). 

Toutefois, l’implication des protéines LC3 et GABARAP au cours de l’élongation serait différente puisqu’il 

apparait que la présence des protéines GABARAP dans des vésicules lipidiques favoriserait d’avantage 

leur fusion que les protéines LC3. Ces résultats suggèrent que les protéines GABARAP possèdent des 

propriétés plus importantes dans la fusion que les protéines LC3 (Landajuela et al., 2016). 

 En plus de leur rôle dans l’élongation du phagophore comme décrit précédemment, les 

protéines ATG8 seraient aussi impliquées dans sa stabilisation (Knorr et al., 2014). Nous avons décrit 

précédemment que c’est le complexe ATG16L qui recrute les protéines ATG8 au niveau du phagophore 

induisant leur conjugaison. Toutefois, il a également été décrit que les protéines ATG8 suite à leur 

conjugaison peuvent également permettre le recrutement de ce complexe donnant ainsi naissance à 

une structure protéique de maillage autour de la vésicule nécessaire à la biogenèse du phagophore 

(Kaufmann et al., 2014; Weidberg et al., 2010). 

En ce qui concerne la fermeture des autophagosomes, les mécanismes moléculaires ne sont pas 

encore bien compris. Cependant, il pourrait aussi faire intervenir les protéines ATG8 et en particulier les 

protéines GABARAP. En effet, il a été décrit que la surexpression d’un mutant ATG4B, inhibant la 

conjugaison des protéines LC3 mais pas des protéines GABARAP aboutit à l’obtention de vésicules plus 

petites alors que la surexpression d’un mutant ATG4A, inhibant la conjugaison des protéines GABARAP 

mais pas LC3 aboutit à l’obtention de vésicules ouvertes (Weidberg et al., 2010). Toutefois, une autre 

étude a mis en évidence que l’invalidation de toutes les protéines ATG8 ne modifie pas le nombre de 

vésicules fermées (Nguyen et al., 2016) suggérant que d’autres protéines interviennent également lors 

de la fermeture des autophagosomes.  
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2.3. Relocalisation des autophagosomes (Figure 2,3) 

Une fois l’autophagosome formé, avant de fusionner avec le lysosome pour permettre la 

dégradation du contenu vésiculaire, il doit rencontrer le lysosome (Figure 6). Les autophagosomes 

seraient formés dans le cytoplasme alors que les lysosomes seraient plutôt formés à proximité du 

centrosome. Leur rencontre nécessite ainsi la relocalisation des autophagosomes de la périphérie 

cellulaire vers le centrosome. Cette relocalisation impliquerait le mouvement des autophagosomes le 

long des microtubules via l’intervention de moteurs moléculaires et des protéines ATG8. 

2.3.1 Les microtubules 

La relocalisation des autophagosomes interviendrait par leur déplacement le long des 

microtubules grâce à l’intervention de moteurs moléculaires (Figure 6, 1). En effet, l’utilisation d’agents 

interférant avec la polymérisation des microtubules (cytochalasine B et D) a été décrite comme bloquant 

la fusion des autophagosomes avec les lysosomes (Aplin et al., 1992). Cependant, leur implication n’est 

à ce jour que mal caractérisée. En effet, des études plus récentes ont mis en évidence que l’utilisation 

d’autres agents (Nocodazole) ne provoquent pas un blocage complet de l’autophagie (Fass et al., 2006; 

Jahreiss et al., 2008; Köchl et al., 2006).  

2.3.2 Les moteurs moléculaires 

Les moteurs moléculaires sont d’autres acteurs majeurs intervenant dans la relocalisation des 

autophagosomes. Les autophagosomes nécessitent un transport rétrograde, c’est-à-dire de la 

périphérie cellulaire vers le centrosome faisant ainsi intervenir les dynéines. Il a été montré que des 

mutations de ces moteurs moléculaires ou leur inhibition diminue la dégradation par autophagie 

(Ravikumar et al., 2005). D’autres protéines sont nécessaires afin de faire le lien entre l’autophagosome 

et ces moteurs moléculaires telles que les protéines ATG8 (Figure 6, 1).  

2.3.3 Rôles des protéines ATG8 

Les protéines ATG8 et en particulier les protéines LC3 seraient impliquées dans ces transports. 

En effet, il a été montré que la micro-injection d’un anticorps anti LC3 dans des cellules HeLa inhibe 

l’adressage des autophagosomes aux lysosomes (Kimura et al., 2008). Les protéines LC3 pourraient i) 

interagir directement avec les microtubules, ii) interagir directement ou iii) interagir indirectement avec 

les moteurs moléculaires eux-mêmes permettant le mouvement des autophagosomes le long des 

microtubules.  

Les protéines LC3 ont initialement été identifiées comme des protéines MAP (Microtubule 

associated protein), protéines interagissant avec les microtubules. Cette interaction directe entre leur 
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domaine N-terminal et les microtubules pourrait permettre le mouvement des autophagosomes (Kouno 

et al., 2005; Mann and Hammarback, 1994). Toutefois, le modèle qui semble prédominé est 

l’intervention des protéines LC3 au sein de complexes protéiques. Tout d’abord les protéines LC3 

pourraient interagir de manière directe (Kimura et al., 2008) ou indirecte avec les dynéines via les 

protéines FYCO (FYVE and coiled-coil domain- containing protein)(Olsvik et al., 2015; Pankiv et al., 2010) 

ou encore JIP1 (JNK-interacting protein group 1)(Fu et al., 2014) permettant ainsi la relocalisation des 

autophagosomes (Figure 6, 1).  

 
Figure 6 : Mécanisme de fusion autophagosome/lysosome.  
1 Les autophagosomes sont relocalisés de la périphérie cellulaire vers le centre organisateur des microtubules (MTOC) où se 
trouvent les lysosomes par le biais d’une interaction entre les protéines ATG8 et un moteur moléculaire a) via la protéine FYCO 
b) via la protéine JIP1. Les protéines ATG8 pourraient aussi interagir de manière directe c) avec les microtubules ou d) avec les 
moteurs moléculaires.  
2 La fusion autophagosome-lysosome nécessite la mise en place de ponts moléculaires entre l’autophagosome et le lysosome 
via a) la mise en place d’un complexe SNARE composé des protéines STX17, SNAP29 et VAMP8 (ou YKT6, SNAP29 et STX7), b) 
une interaction entre les protéines GRASP55 et LAMP2A, c) une interaction entre les protéines ATG8 et les protéines lysosomales 
PLEKHM1 et BRUCE et d) le recrutement de PI4KIIa facilitant les évènements de fusion. 
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Les protéines GABARAP ont aussi été décrites comme pouvant interagir avec les microtubules 

(Wang and Olsen, 2000) et pourraient permettre le mouvement des autophagosomes le long des 

microtubules. Toutefois, à ce jour, les mécanismes permettant cette relocalisation restent flous.  

2.4. Fusion autophagosome/lysosome (Figure 2, 3) 

Suite à la rencontre entre l’autophagosome et le lysosome, les évènements de fusion vont 

impliquer la mise en place de complexes moléculaires faisant un pont entre l’autophagosome et le 

lysosome. Les acteurs majeurs impliqués sont les protéines SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive 

factors (NSF) attachment protein) ainsi que les protéines ATG8 (Figure 6, 2).  

2.4.1 Les protéines SNARE 

Les protéines STX17 (Syntaxin 17), SNAP29 (synaptosome associated protein 29) et VAMP8 

(Vesicle associated membrane protein 8) sont les trois protéines SNARE majoritairement impliquées 

dans la fusion de la membrane de l’autophagosome et de la membrane lysosomale. Tout d’abord, la 

protéine STX17 est recrutée au niveau de la membrane externe de l’autophagosome via IRGM 

(Immunity related GTPase)(Itakura et al., 2012; Kumar et al., 2018). SNAP29 se lie à STX17 au niveau de 

l’autophagosome facilitant sa liaison avec VAMP8 localisée au niveau de la membrane (Itakura et al., 

2012). Plus récemment, un autre complexe faisant intervenir les protéines SNARE, STX7-SNAP29-YKT6 

(YKT6 V-SNARE Homolog), a été décrit (Matsui et al., 2018). Bien que les protéines SNARE facilitent la 

fusion entre deux membranes lipidiques, les évènements de fusion nécessitent l’intervention d’autres 

facteurs protéiques tels que les protéines ATG8. 

2.4.2 Implication des protéines ATG8 

Tout d’abord, les protéines ATG8 possèderaient des propriétés les impliquant dans le 

mécanisme de fusion entre deux vésicules lipidiques comme il a été décrit précédemment (Paragraphe 

2.2). D’autres part, elles pourraient intervenir comme protéines de recrutement des acteurs 

moléculaires nécessaires à la fusion. En effet, elles permettraient le recrutement des protéines 

lysosomales PLEKHM1 (plecktrin homology domain containing protein family member 1) et BRUCE (BIR 

repeat containing ubiquitin-conjugating enzyme) dont l’invalidation inhibe la dégradation des 

autophagosomes via l’inhibition de leur fusion avec les lysosomes (Figure 6, 2). Toutefois, in cellulo, il 

semblerait que les protéines GABARAP recrutent plus efficacement PLEKHM1 que les protéines LC3 

(McEwan and Dikic, 2015) et que de manière similaire, BRUCE interagisse préférentiellement avec 

GABARAP et GABARAPL1 qu’avec les autres protéines ATG8 (Ebner et al., 2018). De plus, les protéines 

ATG8 seraient également impliquées dans le recrutement de STX17 via IRGM impliqué dans la formation 

du complexe SNARE STX17-SNAP29-VAMP8 (Itakura et al., 2012; Kumar et al., 2018) mais aussi dans le 
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recrutement de PI4KIIa (phosphatidylinositol 4-kinase IIa) du Golgi vers les autophagosomes générant 

ainsi du phosphatidylinositol 4-phosphate (Wang et al., 2015) impliqué dans les évènements de fusion 

(Albanesi et al., 2015). Bien que les protéines LC3 pourraient permettre le recrutement de PI4KIIa lors 

de l’invalidation des protéines GABARAP, il semblerait que ce soit plutôt les protéines GABARAP qui 

interviennent dans ce recrutement (Vaites et al., 2018; Wang et al., 2015).  

Ces résultats suggèrent un rôle préférentiel des protéines GABARAP dans les évènements de 

fusion et un rôle moindre des protéines LC3. Toutefois, récemment il a été montré que la protéine 

Golgienne GRASP55 (Golgi reassembly-stacking protein of 55 kDa) pouvait être recrutée au niveau des 

autophagosomes dans des conditions de déficit cellulaire en glucose via les protéines LC3-II. GRASP55 

interviendrait comme un pont protéique entre la protéine lysosomale LAMP2A et l’autophagosome 

facilitant ainsi les évènements de fusion (Zhang et al., 2018a). Ces études sur les rôles des protéines 

ATG8 lors la fusion autophagosome/lysosome n’ont à ce jour que peu étudiées l’implication de 

GABARAPL2.  

3. Autophagie sélective 
3.1. Généralités 

Le mécanisme d’autophagie tel que nous l’avons décrit précédemment permettant une 

dégradation aléatoire d’une partie du cytoplasme s’oppose à l’autophagie dite sélective qui permet une 

dégradation ciblée de cargos (Figure 7). Les cargos sont des protéines, des agrégats protéiques, des 

organites cellulaires tels que les mitochondries, les peroxysomes, le réticulum endoplasmique ou encore 

le noyau qui sont éliminés par aggrephagie, mitophagie, pexophagie, ERphagie et nucléophagie 

respectivement. L’autophagie sélective est également impliquée dans la dégradation de pathogènes 

exogènes via la xénophagie.  

L’autophagie sélective va permettre de réguler finement l’homéostasie cellulaire en éliminant 

les organites et les protéines ciblés, devenus obsolètes ou endommagés. L’autophagie sélective débute 

par un signal, généralement l’ubiquitinylation, permettant la reconnaissance de ces protéines ou de ces 

organites par des adaptateurs. Ces adaptateurs vont ainsi permettre d’apporter le cargo au niveau du 

phagophore par des interactions avec les protéines ATG8 conduisant à sa dégradation (Anding and 

Baehrecke, 2017). 
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3.2. Rôles des protéines ATG8 dans l’autophagie sélective 

Au cours de l’autophagie sélective, les protéines ATG8 vont permettre le recrutement du cargo 

lié à son adaptateur à dégrader au niveau des autophagosomes. Ce recrutement est généralement 

permis grâce à deux poches hydrophobes L et W des protéines ATG8 et les motifs AIM (ATG8 interacting 

motif) des protéines cargo ou des protéines cibles appelés LIR (LC3-interacting motif) pour les protéines 

LC3 correspondant à la séquence (W/F/Y)-X1-X2-(L/V/I) et appelés GIM (GABARAP interacting motif) 

pour les protéines GABARAP correspondant à la séquence (W/F)-(V/I)-X-V (Rogov et al., 2014, 2017). 

La spécificité de l’autophagie sélective peut intervenir à plusieurs niveaux : premièrement 

l’adaptateur mis en jeu puis la protéine ATG8 impliquée. En effet, à ce jour une douzaine d’adaptateurs 

ont été décrits. Certains sont impliqués dans de nombreux types d’autophagie sélective comme p62 

dans l’aggrephagie, la xénophagie ou encore la mitophagie (Xu et al., 2015) et peut coopérer avec 

d’autres adaptateurs tel que NBR1 (neighbour of BRCA1) dans le cadre de l’aggrephagie (Kirkin et al., 

2009). D’autres seraient plus spécifiques d’un type d’autophagie sélective tel que NIX (Nip-like protein 

X) au cours de la mitophagie lors de la maturation des réticulocytes (Novak et al., 2010). Puis, il a été 

décrit que ce sont les protéines GABARAP qui seraient majoritairement impliquées dans la mitophagie 

médiée par PINK1 (PTEN-induced putative kinase 1)/Parkin (Parkinsonian protein) alors que les LC3 ne 

seraient pas essentielles (Nguyen et al., 2016). Ces observations suggèrent que certains récepteurs 

Figure 7 : Mécanisme de l'autophagie sélective  
L’autophagie sélective permet la dégradation de cargos ubiquitinylés grâce à leur reconnaissance par des adaptateurs (Ad). Les 
protéines ATG8 sont ancrées dans la membrane du phagophore grâce à leur lipidation au phosphatidyléthanolamine/sérine 
(PE/S) et permettent le recrutement des complexes adaptateurs-cargos au niveau de leurs poches W et L par le motif AIM des 
protéines cibles ou des adaptateurs pour conduire à leur dégradation.  
Le recrutement de protéines par les membres de la famille ATG8 permet aussi d’apporter au niveau de la membrane externe 
de l’autophagosome des facteurs nécessaires au bon déroulement de l’autophagie tel que PLEKHM1 impliqué dans le processus 
de fusion autophagosome/lysosome. Dans ce cas, ces protéines ne sont pas dégradées par autophagie. 
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interagiraient préférentiellement avec les membres d’une sous-famille ATG8 ou même 

préférentiellement avec une protéine ATG8. En effet, p62, NBR1 et Optineurine ont été décrites comme 

interagissant avec toutes les protéines ATG8 (Johansen and Lamark, 2011; Wild et al., 2011) alors que 

NDP52 (Nuclear dot protein of 52 kDa) interagirait spécifiquement avec LC3C au cours de la xénophagie 

(von Muhlinen et al., 2012). De plus, lors de la mitophagie, il a été décrit que NIX pourrait interagir avec 

toutes les protéines ATG8 mais plus faiblement avec LC3B (Novak et al., 2010) alors que BNIP3 et 

FUNDC1 (FUN14-domain containing protein 1) interagissent préférentiellement avec LC3B et FKBP8 

(FK506 binding protein 8) avec LC3A (Bhujabal et al., 2017; Hanna et al., 2012; Liu et al., 2012). 

L’implication des protéines ATG8 au cours de l’autophagie sélective pourrait ainsi être un 

mécanisme sélectif par la mise en place d’interactions spécifiques ATG8/récepteur mais également 

d’interaction spécifique cargo/récepteur. Toutefois, d’autres études mettant en lumière ces 

interactions devront être réalisées. 

Le recrutement sélectif de protéines ou d’organites par les protéines ATG8 au niveau des 

autophagosomes permettent de les cibler pour aboutir à leur dégradation. Toutefois, les protéines ATG8 

localisées au niveau de la membrane externe de l’autophagosome seraient aussi impliquées dans un 

recrutement de protéines vouées au bon déroulement de l’autophagie tel qu’il a été décrit lors des 

évènements de fusion où les protéines GABARAP permettent le recrutement de PLEKHM1, BRUCE ou 

encore PI4KIIa (Voir paragraphe I.2.4 Fusion autophagosome/lysosome). Dans ce cas, ces protéines 

sont apportées au niveau de la membrane externe de l’autophagosome et ne seront pas dégradés par 

autophagie. 

4. Autophagie et fonctions biologiques 
L’autophagie est un mécanisme qui se déroule de manière basale dans toutes les cellules 

(Birgisdottir et al., 2013) permettant un contrôle de la qualité intracellulaire. L’autophagie aurait tout 

d’abord des rôles dans le développement et la morphogenèse. Puis, dans les tissus différenciés, le 

niveau d’autophagie varie d’un tissu à l’autre suggérant que ce mécanisme soit plus important dans 

certains organes que d’autres. En effet, il a été largement décrit que l’autophagie se déroule à un niveau 

très élevé dans le foie ou encore dans les neurones (Hara et al., 2006; Komatsu et al., 2006).  

L’autophagie est également un mécanisme de réponse aux stress cellulaires permettant le 

recyclage de constituants cellulaires et donc la production de substrats nécessaires au maintien du 

métabolisme cellulaire (Rabinowitz and White, 2010). De nombreux stress ont été décrits comme 

induisant l’autophagie : l’hypoxie, les stress oxydants, l’accumulation de protéines mal repliées dans le 

réticulum endoplasmique (RE) ou encore les carences en nutriments. Cependant, en cas de stress trop 

important, l’autophagie peut également conduire à la mort cellulaire par apoptose ou à la mort 
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autophagique (Galluzzi et al., 2008). Il est donc facilement compréhensible que des perturbations de 

l’autophagie aient été décrites comme impliquées dans le développement de nombreuses pathologies.  

4.1.  Développement et maintien des caractéristiques de cellules souches 

Le développement nécessite de profonds changements cellulaires. Les cellules pluripotentes 

possédant des capacités d’auto-renouvellement vont subir des étapes de différenciation cellulaire.  

L’autophagie serait impliquée dans le maintien des propriétés d’auto-renouvellement mais également 

dans la différenciation. En effet, il a été décrit que l’altération prolongée de l’autophagie inhibe la 

transcription des gènes impliqués dans la maintenance des capacités d’auto-renouvellement cellulaire 

(Sharif et al., 2017). Ces régulations pourraient impliquer la dégradation de facteurs de transcription de 

ces gènes par autophagie. Le maintien des capacités d’auto-renouvellement cellulaire est une des 

caractéristiques des cellules cancéreuses. L’implication de l’autophagie dans ce processus sera décrite 

dans la partie II. Autophagie et cancer. 

 Les cellules indifférenciées pour se spécialiser, mettent en place des structures impliquées dans 

la formation de tissus différenciés ce qui nécessite la dégradation de protéines devenues obsolètes par 

autophagie ou par le protéasome, une autre voie catabolique, et la synthèse de nouvelles protéines 

spécialisées. L’autophagie intervient également lors de changements phénotypiques des cellules 

mésenchymateuses en cellules épithéliales (TME) ou de cellules épithéliales en cellules 

mésenchymateuses (TEM). La TEM et la TME sont impliquées dans le développement ou encore la 

réparation tissulaire mais sont également impliquées dans la carcinogenèse et particulièrement dans la 

résistance aux traitements ainsi que dans la formation des métastases. Le rôle de l’autophagie au cours 

de la TEM sera ainsi détaillé dans la partie III. TEM – Cancer et lien TEM – Autophagie.  

4.2. Autophagie et réponse aux stress cellulaires  

4.2.1 ERO et hypoxie 

Le stress oxydant est dû à la présence d’espèces réactives de l’oxygènes (ERO). Les ERO sont 

majoritairement produites par les mitochondries lors des phosphorylations oxydatives de la chaine 

respiratoire mitochondriale. Lorsque les mitochondries sont normales, les ERO sont présentes à un 

faible niveau et interviennent en tant que molécules de signalisation cellulaire dans de nombreuses 

voies. En revanche, en cas de dysfonctionnement mitochondrial, leur présence peut augmenter et 

conduire à des dommages au niveau protéique, lipidique ainsi qu’au niveau de l’ADN (Cross et al., 1987; 

Gough and Cotter, 2011).  
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Les ERO ont été décrites comme des inducteurs de l’autophagie. La régulation de l’autophagie 

par les ERO peut aussi faire intervenir AMPK. Premièrement, l’accumulation de peroxyde d’hydrogène 

(H2O2) est fréquemment associée à une augmentation du ratio AMP/ATP conduisant à l’activation de 

l’autophagie (Choi et al., 2001) comme décrit précédemment dans le paragraphe I.2.1. 

Induction/initiation. De plus, les ERO peuvent également directement oxyder AMPK conduisant à un 

changement conformationnel et à l’activation de la kinase (Zmijewski et al., 2010). La production 

excessive de ERO est généralement due à un dysfonctionnement mitochondrial. Ainsi, les ERO sont aussi 

un signal conduisant l’induction de la mitophagie pour permettre l’élimination des mitochondries 

endommagées pour favoriser le retour à un état normal du niveau de ERO. En effet, HIF-1 (hypoxia-

inducible factor 1) induit l’expression de BNIP3 (Bcl2/E1B 19 kDa-interacting protein 3) conduisant à 

l’inhibition de l’interaction entre BECLIN1 et Bcl-2 (B cell lymphomas 2) conduisant à l’induction de 

l’autophagie. De plus, BNIP3 est un récepteur impliqué dans la mitophagie (Novak et al., 2010; Zhang et 

al., 2008).  

Les ERO peuvent également conduire à l’altération de l’ADN. Ce stress génotoxique active p53 

conduisant à l’inhibition de MTOR via AMPK et TSC1/TSC2 (Feng et al., 2005).  

Les ERO seraient également essentielles pour la formation des autophagosomes. En effet, le 

peroxyde d’hydrogène va permettre d’inhiber la déconjugaison des protéines ATG8 en inhibant l’activité 

d’ATG4 par mécanisme d’oxydoréduction conduisant à une augmentation de la lipidation des ATG8 et 

de l’autophagie (Scherz-Shouval et al., 2007). De plus, il a été montré que ATG4A, qui permet la 

déconjugaison de GABARAPL2, serait active uniquement en présence d’agents réducteurs (Scherz-

Shouval et al., 2003). Les ERO ont également été décrites comme permettant l’oxydation de p62 

conduisant ainsi à son oligomérisation, étape nécessaire pour son association avec des protéines 

ubiquitinylées et pour leur dégradation par autophagie (Carroll et al., 2018). 

L’hypoxie, manque d’apport en oxygène, conduit à l’activation de l’autophagie. En réponse au 

manque d’oxygène, le facteur de transcription HIF-1 est stabilisé et transloqué dans le noyau pour 

permettre l’activation de la transcription de gènes en réponse à l’hypoxie. De nombreux gènes de 

l’autophagie sont régulés par HIF-1 : PI3KC3, ATG5, ATG7, BECLIN1 (Daskalaki et al., 2018). L’hypoxie 

peut également conduire à l’activation de l’autophagie via AMPK du fait de l’augmentation du ratio 

AMP/ATP. 

4.2.2 Réponse aux stress du RE 

Le repliement des protéines intervient au niveau du réticulum endoplasmique et peut impliquer 

la mise en place de ponts disulfures intramoléculaires particulièrement retrouvés dans les protéines 

sécrétées. Au cours du repliement protéique, du peroxyde d’hydrogène est produit et consommé 
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expliquant un lien étroit entre le repliement protéique et le taux de ERO intracellulaires. De ce fait, des 

perturbations de l’homéostasie des ERO peut conduire à un stress du RE provoquant la réponse UPR 

(Unfolded protein response) afin de restaurer l’homéostasie cellulaire par l’activation des gènes 

impliqués dans le repliement protéique mais également par l’activation de la machinerie antioxydante. 

De plus, il existe d’autres stress induisant une réponse UPR tels qu’une altération du stockage du 

calcium, une altération de l’homéostasie lipidique ou encore l’altération de la glycosylation protéique. 

Un des mécanismes de réponse au stress du RE est l’autophagie (Buchberger et al., 2010). L’autophagie 

permet l’élimination du RE endommagé (ERphagie) et également des aggrégats protéiques 

(aggrephagie). Au cours de la réponse UPR, trois acteurs majoritaires sont impliqués : PERK (PKR-like 

eIF2a kinase), ATF6 (Activating transcrition factor 6) et IRE1 (Inositol requiring enzyme 1). En condition 

normale, ces trois acteurs sont inactifs et c’est l’accumulation de protéines mal repliées qui va 

permettre leur activation. Les protéines PERK et ATF6 agissent comme inducteurs de l’autophagie alors 

que le rôle de IRE1 dans l’autophagie reste controversé et pourrait intervenir dans la régulation de 

l’autophagie induite par UPR via une boucle de rétrocontrôle (Kroemer et al., 2010; Zhang et al., 

2018c).Tout d’abord PERK permet l’induction de l’autophagie via l’activation transcriptionnelle de gènes 

de l’autophagie (Rouschop et al., 2010). En effet, PERK permet la phosphorylation de eIF2a (eurkaryotic 

initiation factor-2a) conduisant à la traduction de l’ARNm ATF4 (Activating transcription factor 4). ATF4 

augmente l’expression de CHOP (C/EBP homologous protein) qui va induire la transcription de ATG5, 

ATG12, ATG3, BECLIN1, ATG16L1, p62, NBR1, ATG7, ATG10, GABARAP et LC3 conduisant à l’autophagie 

(B’chir et al., 2013; Kouroku et al., 2007). De plus, l’invalidation d’ATF6 a été décrite comme inhibant 

l’autophagie (Wang et al., 2014). 

4.2.3 Carence en nutriments  

Les carences en nutriments (acides aminés ou glucose) sont des inducteurs de l’autophagie 

mettant en jeu AMPK, MTOR ainsi que les sirtuines.  

Une privation en glucose décroit l’ATP cellulaire augmentant ainsi le ratio AMP/ATP induisant 

l’activation d’AMPK diminuant la consommation d’ATP (Shaw, 2009) et activant l’autophagie. De 

manière similaire, il a été décrit qu’une privation en glucose permet l’activation de l’autophagie via une 

relocalisation nucléaire des facteurs de transcription FoxO (Forkhead box transcription factors of the O 

class) (Webb and Brunet, 2014). En effet, les protéines FoxO sont impliqués dans la régulation de gènes 

de l’autophagie tels que GABARAPL1, LC3, PI3K (Phosphatidylinositol 3 kinase), BNIP3, BECLIN1, ATG4B 

ou encore ATG12 conduisant à une activation de l’autophagie (Sengupta et al., 2009). 

Plus récemment, il a été décrit que les sirtuines permettraient une régulation de l’autophagie 

lors d’une carence en nutriments ou d’énergie de manière indépendante de MTOR ou d’un stress du RE 



42 
 

(Haigis and Sinclair, 2010). Les sirtuines sont des désacétylases dépendantes du NAD. Par exemple, SIRT1 

(Sirtuine 1) permet la désacétylation de protéines ATG aboutissant à la régulation de l’autophagie pour 

répondre aux besoins cellulaires actuels (Lee et al., 2008). En effet, l’acétylation de LC3 inhiberait sa 

lipidation ainsi sa désacétylation serait nécessaire pour l’induction de l’autophagie. De plus, il a été 

décrit que la désacétylation de LC3 par SIRT1 permettrait également la relocalisation des protéines LC3 

nucléaires, réservoir de protéines LC3, dans le cytoplasme (Huang and Liu, 2015). De plus, SIRT1 permet 

également la désacétylation de FoxO3a conduisant à une augmentation de l’expression de BNIP3 (Lee 

et al., 2008) impliqué dans l’activation de la mitophagie (Ishihara et al., 2013). Lors d’une carence en 

sérum, SIRT2 ne peut plus désacétyler FoxO1. FoxO1 interagit ainsi avec ATG7 conduisant à l’activation 

de l’autophagie (Zhao et al., 2010). 

Finalement, lors d’une carence en nutriment, la production de ERO va permettre l’induction de 

l’autophagie comme décrit précédemment dans le paragraphe I.4.2.1 ERO et hypoxie. 

L’hypoxie et les carences en nutriment sont des conditions généralement retrouvées au niveau 

de la tumeur. Ainsi l’induction de l’autophagie serait un mécanisme d’adaptation des cellules tumorales 

permettant ainsi leur survie (voir II.2.2.1 Autophagie, carence nutritive et hypoxie). 

4.3. Autophagie et pathologies 

Au vu des nombreux rôles de l’autophagie dans les processus biologiques, des perturbations de 

l’autophagie ont été décrites comme impliquées dans de nombreuses pathologies : les maladies 

neurodégénératives (Huntington, Alzheimer), les maladies cardiaques (athérosclérose), l’inflammation, 

lors d’infection par des bactéries (tuberculose) ou des virus (dengue), la mucoviscidose ainsi que dans 

le cancer. Ces maladies sont généralement caractérisées par l’accumulation de protéines mutées ou mal 

repliées et à une déficience de l’autophagie ne permettant plus leur élimination. Par exemple dans le 

cas de la mucoviscidose, maladie due à des mutations dans le gène codant pour le transporteur des ions 

chlorure CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), seulement 20 à 40% des 

protéines arrivent à maturation et les autres protéines sont vouées à la dégradation. Un défaut de 

dégradation de ces protéines par autophagie conduit à un cercle vicieux inflammatoire et une des 

stratégies thérapeutiques actuelles est une activation de l’autophagie afin de permettre l’élimination 

de ces protéines anormales (Luciani et al., 2012). De manière similaire, au cours de la carcinogenèse, 

l’autophagie permettrait l’élimination d’organites endommagées et de protéines oncogéniques 

inhibant ainsi la progression tumorale. Toutefois, dans le cas du cancer, l’autophagie permet également 

de fournir des substrats métaboliques aux cellules cancéreuses et serait ainsi impliquée dans la 

progression tumorale.  Ce double rôle de l’autophagie dans le cancer nous intéresse particulièrement 

et sera détaillé ci-après.  
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II. Autophagie et cancer 
Au cours de la carcinogenèse, l’autophagie aurait des rôles opposés dépendant du contexte 

cellulaire. En effet, stimuler ou inhiber l’autophagie sont des stratégies actuellement utilisées en 

clinique pour augmenter la survie des patients et suggèrent un rôle de cytoprotection ou de cytotoxicité 

de l’autophagie. L’autophagie agirait premièrement comme un mécanisme suppresseur de tumeur par 

la maintenance de l’intégrité génomique, la prévention de la prolifération cellulaire et de l’inflammation 

inhibant ainsi l’initiation de la carcinogenèse. En revanche, dans des tumeurs établies, l’autophagie 

permettrait aux cellules tumorales de survivre dans un microenvironnement tumoral hostile (Bishop 

and Bradshaw, 2018). De nombreux acteurs de l’autophagie sont ainsi impliqués dans la carcinogenèse, 

par exemple les protéines ATG8 dont la sous-famille GABARAP a majoritairement été décrite comme 

suppresseur de tumeur. Le rôle de ces protéines sera décrit ci-après dans la partie II.3 ATG8 et cancer. 

Une des étapes clefs dans la progression tumorale est la formation des métastases. En effet, la 

dissémination des cellules cancéreuses à travers l’organisme réduit considérablement les chances de 

survie du patient quelque soit le type de tumeur primaire. Un des mécanismes largement décrit comme 

impliqué dans la formation des métastases est la Transition Epithélio-Mésenchymateuse puisque ce 

mécanisme permettrait la ré-acquisition par des cellules épithéliales différenciées des propriétés de 

cellules mésenchymateuses conduisant à une augmentation de la mobilité et de l’auto-renouvellement 

cellulaire aboutissant à la dissémination des cellules cancéreuses ayant subi la TEM dans l’organisme. 

Le rôle de l’autophagie au cours de la TEM, au regard du rôle de l’autophagie au cours de la 

carcinogenèse, est complexe. Ce lien étroit entre autophagie et TEM sera détaillé dans la partie III.5. 

TEM et autophagie.  

1. Gènes de l’autophagie et cancer  
La découverte du rôle de l’autophagie au cours de la carcinogénèse a été mise en évidence grâce 

à l’étude de l’expression des gènes de l’autophagie dans le cancer. En effet, certaines études avaient 

montré une diminution de l’expression des gènes de l’autophagie dans certains cancers suggérant tout 

d’abord un rôle de l’autophagie comme mécanisme suppresseur de tumeur. Toutefois, par la suite, 

d’autres études avaient plutôt décrit une augmentation de l’expression de ces gènes. Ces résultats ont 

permis de mettre en évidence que l’autophagie pouvait avoir un double rôle au cours de la 

carcinogenèse dépendant du contexte cellulaire ou encore du type de tumeur.  

1.1. Diminution de l’expression des gènes de l’autophagie  

C’est grâce à la découverte de l’implication de BECLIN1 (protéine du complexe PI3KC3-C1 

impliqué dans l’initiation de l’autophagie) dans la progression tumorale en 1999 par le groupe de Levine 
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et collaborateurs, qu’il a été suggéré que l’autophagie était impliquée dans le cancer. Il avait été 

préalablement montré que le gène BECLIN1 est localisé sur une région chromosomique 17q21 

fréquemment délétée dans les cancers du sein, de l’ovaire et de la prostate (Aita et al., 1999). L’étude 

de l’expression de la protéine BECLIN1 dans des tissus de cancer de sein humain a permis de montrer 

que BECLIN1 était faiblement exprimée dans ces tissus comparativement aux tissus sains. L’étude du 

rôle de BECLIN1 dans la lignée MCF-7 de cancer du sein a permis de mettre en évidence que les cellules 

avec une forte expression de BECLIN1 conduisait à une augmentation de l’autophagie associée à une 

inhibition de la prolifération, de la clonogénécité ainsi que de la croissance tumorale in vivo (Liang et al., 

1999). De manière similaire, il a été décrit que BECLIN1 était faiblement exprimé dans des tissus de 

cancers gastriques (Yu et al., 2016), de cancer du foie (Daniel et al., 2007) ou encore des cancers 

cervicaux (Wang et al., 2007) comparativement aux tissus sains adjacents et que cette faible expression 

était également associée avec la formation de métastases ganglionnaires dans le cas de cancers 

gastriques (Yu et al., 2016). Toutefois, d’autres études ont permis de mettre en évidence que BECLIN1 

pouvait être surexprimé dans le cas de cancers gastriques et pouvait être utilisé comme marqueur de 

mauvais pronostic (Qu et al., 2017).  

De manière similaire, il a été décrit que le gène UVRAG (ultraviolet irradiation resistance 

associated gene), également impliqué dans la régulation de l’initiation de l’autophagie et codant pour 

la protéine UVRAG faisant partie du complexe PI3KC3-C2 impliqué dans la maturation de 

l’autophagosome, était fréquemment muté de manière mono-allélique dans les cancers du côlon. 

L’étude du rôle de UVRAG dans la lignée HCT116 de cancer de colon humain a permis de mettre en 

évidence que la faible expression de UVRAG était associée à une déficience en autophagie et que la 

surexpression de UVRAG permettait de restaurer l’autophagie et était associée à une diminution de la 

prolifération et de la croissance tumorale in vivo (Liang et al., 2006). 

Des résultats similaires ont été obtenus lors de l’étude d’autres gènes de l’autophagie dans la 

progression tumorale. Par exemple, il a également été décrit une forte diminution de l’expression de 

ATG5 dans les cancers colorectaux et que cette diminution était associée à l’invasion des cellules (Cho 

et al., 2012). Tous ces résultats suggèrent un rôle suppresseur de tumeur de l’autophagie. Pourtant 

d’autres études mettent en évidence qu’une augmentation de l’expression des gènes de l’autophagie 

serait associée à la carcinogenèse.  

1.2. Surexpression des gènes de l’autophagie  

La protéine AMBRA1 (Activating molecule in BECLIN1-regulated autophagy) permet l’activation 

de BECLIN1 et donc de l’autophagie. Il a été montré que AMBRA1 est surexprimée dans de nombreux 

cancers (adénocarcinome canalaire pancréatique, cholangiocarcinome, cancer de la prostate, 
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adénocarcinome gastrique, mélanome cutané et cancer du sein), était généralement décrit comme de 

mauvais pronostic et était associé à la progression tumorale (Falasca et al., 2015; He et al., 2018; Ko et 

al., 2013; Nitta et al., 2014; Qu et al., 2017; Tang et al., 2016).  

De manière similaire, il a été décrit que la protéine ATG7 était surexprimée dans environ 66% 

des cas de cancer de la vessie comparativement aux tissus sains (Zhu et al., 2017) et que cette 

augmentation était associée à la croissance tumorale et l’invasion dans certains cancers (Li et al., 2013; 

Santanam et al., 2016; Takamura et al., 2011). 

Il a été également décrit que le gène p62 est surexprimé dans certains cancers (les lymphomes 

à larges cellules B, les carcinomes hépatocellulaires, les adénocarcinomes pancréatiques, les 

mélanomes cutanés, ou encore les cancers du thymus) comparativement aux tissus sains et que cette 

surexpression est associée à une mauvaise survie. Toutefois, il a été également décrit que l’expression 

de p62 est plus importante dans les leucémies aigues que dans les cellules saines et que la localisation 

de la protéine p62 est cytoplasmique plutôt que nucléaire pouvait être un marqueur pour les étapes 

précoces de la carcinogenèse (Zhu et al., 2018). 

L’étude de l’expression des différents gènes de l’autophagie au cours de la carcinogenèse a 

permis de mettre en évidence un double rôle de l’autophagie. Ce double rôle est expliqué par 

l’implication de l’autophagie dans le maintien de l’homéostasie cellulaire lors des étapes précoces et 

par le rôle de l’autophagie dans la survie des cellules en condition de stress lors des étapes plus tardives 

de la carcinogenèse. 

2. Rôles de l’autophagie dans la progression tumorale 
2.1. Rôle anti-tumoral de l’autophagie 

Il apparait que l’autophagie aurait un rôle suppresseur de tumeur dans les étapes plutôt 

précoces de la progression tumorale. Premièrement, c’est un mécanisme qui permet d’inhiber la 

transformation cellulaire grâce au maintien de la stabilité génomique par son implication dans la 

dégradation des ERO et des rétrotransposons ARN mais également par son implication dans la 

sénescence ou la mort induite par les oncogènes.  

2.1.1 Autophagie, oncogènes et transformation cellulaire 

La transformation cellulaire est due à la survenue de mutations au niveau de gènes spécifiques 

impliqués dans la prolifération cellulaire et le maintien des capacités d’auto-renouvellement appelés 

des proto-oncogènes. Suite à ces mutations, les proto-oncogènes deviennent des oncogènes conduisant 

au cancer. 
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Comme nous l’avons vu précédemment, l’apparition de mutations au niveau de l’ADN peut être 

due à une augmentation intracellulaire des ERO due à une hypoxie, un dysfonctionnement 

mitochondrial ou encore une accumulation des protéines mal repliées. L’autophagie étant impliquée 

dans l’élimination de ces sources d’ERO contribue au maintien de la stabilité génomique (Murray et al., 

2018). En effet, l’inhibition de l’autophagie dans des cellules primaires épithéliales de souris conduit à 

une sensibilité des cellules aux stress conduisant à une augmentation des mutations, de l’instabilité 

chromosomique aboutissant à une accélération de l’établissement de l’aneuploïdie caractéristiques de 

la progression tumorale (Guang et al., 2019; Mathew et al., 2007). De plus, lors de l’étude de plusieurs 

modèles murins déficients pour l’autophagie, il a été observé une accélération de l’oncogenèse. 

Initialement, il a été décrit chez des souris que la délétion monoallélique de BECLIN1 et que l’invalidation 

d’ATG7 dans les cellules du foie, conduisaient au développement spontané de tumeurs (lymphome ou 

encore carcinome du foie)(Liang et al., 1999; Mortensen et al., 2011; Qu et al., 2003; Takamura et al., 

2011; Yue et al., 2003). L’autophagie permet également le maintien de la stabilité génomique par son 

implication dans la dégradation des rétrotransposons ARN (Guo et al., 2014). L’insertion de 

Figure 8 : Rôles pro- et anti-tumoraux de l'autophagie dans le cancer  
L’autophagie a été majoritairement décrite comme ayant un rôle suppresseur de tumeur lors des étapes précoces de la 
carcinogenèse. 1 L’autophagie permet la diminution du stress oxydatif et la dégradation d’oncogènes inhibant ainsi la 
transformation cellulaire. De plus, 2 la dérégulation des oncogènes cellulaires peut également conduire à l’activation de la 
mort par autophagie. 3 L’autophagie a également été décrite comme impliquée dans la dégradation de la catalase 
impliquée dans la mort par nécrose conduisant ainsi à la survie des cellules tumorales. 
Plus tardivement, 4 l’autophagie est un mécanisme permettant la survie des cellules tumorales. Premièrement, elle permet 
la survie des cellules en condition de carence nutritionnelle et d’hypoxie en fournissant des substrats énergétiques aux cellules 
ainsi qu’en inhibant la mort par apoptose. Finalement, 5 les ERO relarguées par les cellules tumorales vont induire 
l’autophagie des cellules du stroma permettant premièrement, de fournir des substrats métaboliques pour subvenir aux 
besoins des cellules tumorales mais permettant également la sécrétion de cytokines impliquées dans la prolifération des 
cellules tumorales et dans l’induction de l’autophagie protumorale des cellules tumorales. 
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rétrotransposons dans le génome conduit à la diversité génétique mais serait également impliquée dans 

le cancer comme décrit dans le cas de l’insertion de rétrotransposons dans le gène APC (Adenomatous 

polyposis coli) dans le cancer du côlon (Miki et al., 1992).  

L’autophagie permet également de prévenir l’accumulation d’oncoprotéines telles que les 

protéines de fusion PML-RAR bloquant la différenciation myéloïde dans la LAM3 (Leucémie aigüe 

myéloblastique 3) et BCR-ABL1 ayant une activation constitutive de son activité kinase dans la LMC 

(Leucémie myéloïde chronique)(Goussetis et al., 2012; Isakson et al., 2010) diminuant l’agressivité de 

ces cellules. De manière similaire l’autophagie a été décrite comme permettant l’élimination des 

protéines RhoA (Ras Homolog Family Member A) inhibant ainsi la prolifération et la survie des cellules 

ainsi que la transformation induite par l’oncogène RAS (Belaid et al., 2013; Qiu et al., 1995). 

2.1.2 Autophagie et morts cellulaires 

L’autophagie, en plus d’être un mécanisme de survie en réponse à des stress 

environnementaux, est également décrite comme une mort de type II et apparait comme une voie 

alternative à la mort de type I par apoptose. De plus, l’autophagie est un mécanisme en lien étroit avec 

les différents types de morts cellulaires telles que la nécrose ou la sénescence mais également avec 

l’apoptose.   

Comme décrit précédemment, l’activation d’oncogènes cellulaires peut conduire à la mort par 

apoptose mais également par autophagie (Elgendy et al., 2011). En effet, lors d’un défaut de l’apoptose, 

l’inhibition de l’autophagie conduit à une diminution de la mort cellulaire (Shimizu et al., 2004). La mort 

par autophagie est un mécanisme qui intervient lors d’un stress cellulaire important dépassant un 

« seuil » conduisant à une dégradation trop importante de matériel cellulaire causant ainsi des troubles 

irréversibles au sein de la cellule induisant ainsi sa mort (Maiuri et al., 2007).  

L’autophagie est également impliquée dans la mort par nécrose. En effet, il a été décrit qu’une 

enzyme clef de la régulation du mécanisme de nécrose, la catalase, était dégradée par autophagie. La 

diminution du taux de catalase intracellulaire conduit à une accumulation sévère de ERO conduisant à 

l’oxydation des lipides membranaires aboutissant à une perte de l’intégrité membranaire et donc à sa 

mort par nécrose (Yu et al., 2006). Bien que le lien entre autophagie et sénescence ne soit à ce jour que 

peu documenté, il a été décrit que la surexpression de ATG5 augmentait l’activité de SA-b-Gal 

(Senescence-associated b-galactosidase) impliquée dans l’induction de la sénescence dans des cellules 

de mélanome et que l’invalidation génétique d’ATG5 conduisait à une diminution de la sénescence 

induite par l’oncogène Braf (Liu et al., 2013a). 
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Malgré le fait que l’autophagie apparaisse comme un mécanisme suppresseur de tumeur lors 

des étapes précoces de la carcinogenèse, une fois la tumeur établie, l’autophagie serait majoritairement 

impliquée dans la promotion tumorale.  

2.2. Rôle pro-tumoral de l’autophagie 

L’autophagie aurait également un rôle pro-tumoral par son implication dans le maintien du 

métabolisme cellulaire dans des conditions de carence nutritive ou encore d’hypoxie. L’autophagie 

permettrait également la survie des cellules en dormance et serait impliquée dans l’inhibition de 

l’apoptose. De plus, les cellules du microenvironnement seraient également impliquées dans la 

régulation de la progression tumorale. L’autophagie dans ces cellules contribuerait à fournir des 

substrats métaboliques aux cellules tumorales adjacentes entretenant ainsi leur survie (Figure 8). 

2.2.1 Autophagie, carence nutritive et hypoxie 

Le manque de nutriments ainsi que l’hypoxie sont des conditions généralement retrouvées au 

sein du microenvironnement tumoral et permettent l’induction de la mort des cellules par apoptose. 

Toutefois, un défaut de l’apoptose est souvent retrouvé dans ces cellules et les rend ainsi très 

agressives. Le stress métabolique retrouvé au niveau de la tumeur est dû au fait que celle-ci croit 

rapidement mais que l’angiogenèse qui permettra sa vascularisation est un mécanisme plus tardif. Dans 

ces conditions, c’est le recyclage par autophagie qui va permettre un apport en nutriments induisant la 

survie des cellules tumorales expliquant que le niveau d’autophagie soit généralement très élevé dans 

ces cellules.  

Initialement, il a été décrit chez la levure que l’autophagie permet de préserver le taux d’acides 

aminés en réponse à une carence nutritive (Suzuki et al., 2011) puis que la délétion de ATG5 chez des 

souris conduit à leur mort précocement après la naissance du fait d’un manque d’ATP et d’acides aminés 

(Kuma et al., 2004). Ces résultats suggèrent un rôle de l’autophagie dans le maintien des substrats 

métaboliques et donc du niveau énergétique de la cellule. En effet, l’inhibition de l’autophagie conduit 

à une diminution de la croissance tumorale in vitro et in vivo dans des cellules cancéreuses de colon et 

de pancréas (Weinberg et al., 2010; Yang et al., 2011). Afin de subvenir aux besoins métaboliques 

cellulaires, il a été décrit que l’autophagie permet de fournir des substrats métaboliques au cycle de 

Krebs tel que des acides aminés ou encore de l’acétyl-CoA grâce à la lipophagie permettant le maintien 

du métabolisme mitochondrial (Singh et al., 2009). De plus, il apparait que l’autophagie et en particulier 

la mitophagie serait impliquée dans la croissance tumorale par son implication dans le maintien de la 

qualité mitochondriale et donc des oxydations phosphorylantes, source d’énergie pour la croissance et 

la prolifération des cellules.  
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2.2.2 L’autophagie permet la survie des cellules en dormance  

Une des causes des rechutes suite au traitement d’un cancer est la résistance de certaines 

cellules tumorales qui vont survivre pendant plusieurs mois voire plusieurs années en état de dormance. 

C’est suite au « réveil » de ces cellules et donc suite à la reprise de la prolifération cellulaire qu’intervient 

la rechute. Un des mécanismes permettant la survie de ces cellules en dormance est l’autophagie. En 

effet, l’inhibition génétique ou chimique de l’autophagie dans des cellules de cancer du sein humain en 

dormance conduit à une diminution de leur survie in vitro et in vivo. En revanche, l’autophagie ne serait 

plus nécessaire une fois les cellules ayant retrouvé un état prolifératif (Vera-Ramirez et al., 2018). 

2.2.3 L’autophagie inhibe l’apoptose 

Bien que le lien entre l’autophagie et l’apoptose soit complexe et que l’autophagie soit 

également décrite comme facilitant l’apoptose par la dégradation de facteur de survie tel que la 

cavéoline ou encore par son rôle dans l’activation de la caspase 8 (Chen et al., 2018; Jin et al., 2009), 

l’autophagie serait majoritairement décrite comme un mécanisme inhibiteur de l’apoptose (Boland et 

al., 2018; Fouillet et al., 2012; Mollereau et al., 2016; Ravikumar et al., 2006). Initialement, comme nous 

l’avons déjà mentionné, l’autophagie permet l’élimination des mitochondries endommagées réduisant 

le stress oxydatif des cellules inhibant ainsi leur mort par apoptose. De plus l’autophagie permet la 

dégradation de la caspase 3 impliquée dans l’induction de l’apoptose tel que décrit dans les neurones 

(Yang et al., 2008a). 

L’autophagie serait également impliquée dans l’inhibition d’un type d’apoptose appelée 

l’anoïkis intervenant lors du détachement d’une cellule de la matrice extracellulaire. L’inhibition de 

l’anoïkis est impliquée dans la formation des métastases en induisant la survie des cellules tumorales 

circulantes. En effet, il a été décrit que le détachement des cellules de la matrice extracellulaire conduit 

à l’induction de l’autophagie et que l’inhibition génétique de l’autophagie par interférence ARN siATG5 

et siATG7 conduit à une augmentation du clivage de la caspase-3 et donc à la mort cellulaire par 

apoptose dans ces cellules (Fung et al., 2008). 

2.2.4 Autophagie et maintien des propriétés de cellules souches 

L’auto-renouvellement cellulaire est une des caractéristiques des cellules pluripotentes qui 

peuvent donner tous les types cellulaires d’un organisme. Une des caractéristiques des cellules 

tumorales est la ré-acquisition de cette capacité conduisant ainsi à l’agressivité tumorale. Il a été décrit 

que l’autophagie basale est impliquée dans le maintien de ce renouvellement cellulaire puisqu’une 

inhibition de l’autophagie par délétion de ATG5 ou ATG7 dans des cellules  pluripotentes de carcinome 

embryonnaire humain diminue leur prolifération et leur viabilité en diminuant l’expression des facteurs 
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de pluripotence POU5F1 (POU Class 5 Homeobox 1), SOX2 (SRY-Box Transcription Factor 2) et NANOG 

(Sharif et al., 2017). 

2.2.5 Autophagie et stroma tumoral 

Une tumeur est entourée par des cellules non cancéreuses appartenant à différents types 

cellulaires (cellules immunitaires, fibroblastes ou encore de cellules endothéliales) composant ainsi le 

stroma tumoral impliqué dans la création et le maintien du microenvironnement tumoral et dans la 

croissance tumorale. En effet, il a été décrit dès 1975 que les cellules du microenvironnement tumoral 

mammaire peuvent conduire à une réversion de la nature maligne de cellules tumorales de sein en 

induisant leur différenciation (DeCosse et al., 1975) et que le stroma tumoral est également impliqué 

dans la résistance aux chimiothérapies chez des patients atteints de cancer du sein (Andre et al., 2010). 

Le rôle des cellules du stroma tumoral lors de la croissance tumorale implique leur capacité à 

sécréter des facteurs anti-apoptotiques, à contribuer à la vascularisation de la tumeur par la sécrétion 

d’EGF (Epithelial growth factor) et de promouvoir la mobilité cellulaire par la sécrétion de chémokines 

ou encore de métalloprotéases, d’inhiber la réponse immunitaire anti-tumorale par la sécrétion de 

cytokines mais également de fournir des substrats métaboliques aux cellules tumorales. L’autophagie 

dans les cellules du stroma tumoral est généralement moins élevée que dans les cellules tumorales. 

Toutefois, l’autophagie dans ces cellules serait impliquée dans la sécrétion de certains facteurs et 

substrats métaboliques permettant la croissance tumorale. En effet, les cellules tumorales sécrètent 

des ERO dans le microenvironnement conduisant à l’activation de l’autophagie et de la glycolyse dans 

les fibroblastes du stroma tumoral appelés CAF (Cancer-associated fibroblastes) et une augmentation 

de la prolifération des cellules tumorales lors de l’étude de cellules de cancer colorectales CRC 

(Colorectal cancer cells)(Zhou et al., 2016). De manière similaire, dans le cas de cancer squameux de la 

tête et du cou HNSCC (Head and neck squamous cell carcinoma), l’autophagie des CAF est également 

impliquée dans la progression tumorale. Ainsi, l’inhibition de l’autophagie des CAF diminue la 

prolifération des cellules cancéreuses CRC et HNSCC (New et al., 2017; Zhou et al., 2016)(Figure 8). 

Initialement, l’autophagie des CAF permet la production de nutriments tels que les corps 

cétoniques pour alimenter les cellules tumorales (Pavlides et al., 2010, 2012). De plus, l’autophagie des 

CAF est impliquée dans la sécrétion de facteurs tels que IL-6 (Interleukine-6) ou encore IL-8 

(Interleukine-8). L’inhibition de l’autophagie diminue la sécrétion de ces facteurs par les CAF et ainsi la 

prolifération des cellules tumorales (New et al., 2017). D’autres facteurs peuvent être sécrétés par 

l’autophagie par les CAF telles que les cytokine IGF-1 (Insulin-like growth factor), IGF-2 et CXCL-12 (C-X-

C Motif Chemokine Ligand 12) permettant la survie des cellules de mélanome A375M et de cancer du 

poumon A549 après radiothérapie en induisant l’autophagie dans ces cellules (Wang et al., 2017).  
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Ces observations sur le rôle de l’autophagie des cellules du stroma tumoral favorisant la 

progression tumorale suggèrent que l’inhibition de l’autophagie dans ces cellules serait une bonne 

stratégie pour inhiber la croissance tumorale. En effet, lors de l’ajout d’inhibiteur de l’autophagie telle 

que la rapamycine dans le milieu de culture de cellules tumorales co-cultivées avec des CAF, une 

diminution de la prolifération cellulaire est observée (Mercier et al., 2012; Zhou et al., 2016). De manière 

similaire, il a été décrit que l’autophagie des CAF est impliquée dans la résistance aux chimiothérapies. 

En effet, l’inhibition de l’autophagie dans ces cellules conduit à une augmentation de l’effet anti-

prolifératif des chimiothérapies dans le cas des cellules de cancer du pancréas (Zhang et al., 2018b) ainsi 

que dans le cas de leucémie lymphoïde chronique et conduit également à une diminution de la 

résistance aux traitements des cellules cancéreuses (Ding et al., 2018). 

2.3. Autophagie et thérapeutiques antitumorales 

Comme nous l’avons vu précédemment, l’autophagie a un rôle majeur dans la progression 

tumorale. C’est pourquoi cibler l’autophagie pourrait être une stratégie permettant la mort des cellules 

tumorales. En effet, l’activation de l’autophagie conduisant à la mort par autophagie ou l’inhibition de 

l’autophagie conduisant à la mort par apoptose sont des stratégies utilisées en thérapeutique. De plus, 

lors de l’utilisation de thérapies anticancéreuses, il apparait souvent une résistance aux traitements du 

fait de la dérégulation de l’autophagie par le traitement. De ce fait activer ou inhiber l’autophagie en 

combinaison avec le traitement pourrait permettre d’augmenter son efficacité. Il en résulte ainsi deux 

stratégies conduisant à l’élimination des cellules tumorales : utiliser un inhibiteur de l’autophagie 

conduisant à une sensibilisation des cellules au traitement ou utiliser un inducteur de l’autophagie 

conduisant à la mort par autophagie. Moduler l’autophagie est ainsi un mécanisme de première 

importance dans le traitement des cancers. A ce jour, de nombreuses études sur la modulation de 

l’autophagie dans différents types de cancer sont en cours d’essais cliniques (Clinicaltrials.gov). 

2.3.1 Inhiber l’autophagie pour inhiber son rôle cytoprotecteur 

Comme nous l’avons décrit précédemment, l’autophagie possède un rôle cytoprotecteur et 

permet une réponse aux stress environnementaux. Dans ce cas, inhiber l’autophagie peut être une 

stratégie pour conduire à la mort cellulaire. En effet, l’utilisation de l’inhibiteur de l’autophagie HCQ 

(hydroxychloroquine) est utilisée en essais clinique de phase I dans le traitement des cancers du sein 

ER+ (Estrogen receptor positive) et en essais clinique de phase II dans le traitement des cancers de la 

prostate (Bishop and Bradshaw, 2018). Toutefois, les inhibiteurs de l’autophagie sont généralement 

utilisés en combinaison avec d’autres molécules de chimiothérapie. En effet, l’utilisation de 

chimiothérapies induit généralement un grand stress cellulaire qui peut ainsi être contré par 

l’autophagie conduisant ainsi à une résistance des cellules tumorales à la mort. C’est pourquoi, HCQ est 
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couramment utilisée dans de nombreux essais cliniques en combinaison avec des chimiothérapies 

anticancéreuses (cancer colorectal, adénocarcinome, cancer rénal, cancer pancréatique…)(Chude and 

Amaravadi, 2017; Onorati et al., 2018). De manière similaire, dans le cas du traitement du cancer du 

sein ER+ par le tamoxifène il apparait dans de nombreux cas une résistance au traitement due à 

l’induction de l’autophagie dans ces cellules. L’utilisation d’un inhibiteur de l’autophagie (3-

Méthyladénine ou Bafilomycine A1) permet ainsi de sensibiliser les cellules au tamoxifène (Medina et 

al., 2009).  

2.3.2 Activer l’autophagie pour activer la mort par autophagie  

L’autophagie est également un mécanisme de mort cellulaire et ainsi induire une forte 

autophagie peut également apparaitre comme une stratégie permettant l’induction de la mort par 

autophagie des cellules cancéreuses. En effet, différents traitements ciblés permettent la mort des 

cellules tumorales par autophagie tel que décrit dans le cas de l’utilisation de l’arsenic trioxyde 

(inducteur de l’apoptose), de l’Imatinib (inhibiteur des récepteurs tyrosine kinase) dans des cellules de 

gliome humaines (Kanzawa et al., 2003; Shingu et al., 2009) ou dans le cas de l’utilisation de BO-1051 

(alkylant de l’ADN) dans le cas de cancers oraux (Lo et al., 2012). Toutefois, les inducteurs de 

l’autophagie sont généralement utilisés en combinaison avec d’autres traitements anticancéreux. En 

effet, l’utilisation de l’inhibiteur de MTOR, la rapamycine ou de dérivés de la rapamycine, en 

combinaison à la radiothérapie conduit à une augmentation de la mort des cellules de cancer du sein 

(Albert et al., 2006), de la prostate (Cao et al., 2006) ainsi que de carcinomes hépatocellulaires 

(Kuwahara et al., 2011). 

L’étude de l’expression de gènes de l’autophagie, tels que les gènes ATG8, peut également 

permettre d’établir un pronostic dans certains cancers. L’expression des gènes ATG8 sera détaillée dans 

la partie II.3 ATG8 et cancer. 

3. ATG8 et cancer 
3.1. Les protéines ATG8  

Les protéines ATG8 sont des protéines conservées au cours de l’évolution avec un membre 

ATG8 chez la levure, deux membres LGG-1 (orthologue de la famille GABARAP) et LGG-2 (orthologue de 

la famille LC3) chez C-Elegans (Chen et al., 2017) puis 8 membres chez les mammifères. Comme nous 

l’avons déjà dit, chez ces derniers, la famille de protéines ATG8 est composée de 2 sous-familles : les 

protéines de la sous-famille GABARAP avec 3 membres (GABARAP, GABARAPL1 et GABARAPL2) et les 

protéines de la sous-famille LC3 avec 5 membres (LC3Aa, LC3Ab, LC3B, LC3B2 et LC3C). 
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3.1.1 La sous-famille GABARAP 

2.1.1.3 Généralités 

La famille GABARAP possède un fort pourcentage d’identité au niveau nucléotidique, protéique 

et aussi structurel (Figure 5)(Le Grand et al., 2011). Au niveau nucléotidique les gènes GABARAP, 

GABARAPL1 et GABARAPL2 sont composés de quatre exons chacun et sont localisés sur les 

chromosomes 17, 12 et 16 respectivement (Xin et al., 2001). Au niveau protéique, GABARAP, 

GABARAPL1 et GABARAPL2 sont des ubiquitine like proteins composées de 117 acides aminés 

permettant la formation de deux hélices a en position N-terminale, d’un feuillet b en position C-

terminale avec une structure centrale semblable à celle de l’ubiquitine (Coyle et al., 2002)(Figure 5).  

2.1.1.4 Découverte de la sous-famille GABARAP 

GABARAPL1 a été initialement identifié dans notre laboratoire en 1993 comme un nouveau 

gène régulé par les œstrogènes chez le cochon d’inde et avait été nommé GEC1 (glandular epithelial 

cells 1). L’ARNm de GEC1 est composé de 1800 bases et son expression est augmentée d’un facteur 2 

suite au traitement par des œstrogènes pendant 2h. A cette date, le séquençage de ce nouveau gène 

n’avait révélé aucune similarité avec d’autres gènes déjà caractérisés (Pellerin et al., 1993). 

En 1998, Legesse-Miller et al. en s’intéressant aux transports intra-Golgien dans le cerveau bovin 

identifient p16, une protéine de 16 kDa impliquée dans les processus de fusion et d’amarrage (Legesse-

Miller et al., 1998). Puis, le clonage de p16 et l’étude des mécanismes de transport intra-Golgien a 

permis de démontrer son interaction avec NSF (N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein) permettant 

d’augmenter son activité ATPase et avec des protéines SNARE impliquées dans les processus de 

transport vésiculaire et avait été ainsi renommée GATE16 (Golgi associated ATPase enhancer of 16 kDa). 

Par la suite, GATE16 a été identifiée comme une protéine ayant un fort pourcentage d’homologie de 

séquence protéique avec GABARAP et LC3 (Sagiv et al., 2000). 

En 1999, Wang et al. identifient GABARAP comme une protéine de liaison entre les microtubules 

et  la sous unité g2 du récepteur GABAA dans des cellules nerveuses de rat (Wang et al., 1999). En 2001, 

GEC1 de cobaye est entièrement séquencé et l’analyse de la séquence fait apparaître 100% d’identité 

avec GEC1 humain et 87% d’identité avec la partie codante de GABARAP humain alors que les régions 

UTR3’ (Untranslated region 3’) de GEC1 et de GABARAP humains sont très différentes. De plus, il a été 

décrit que les protéines codées par ces gènes possédent en N-terminal un motif de liaison à la tubuline 

suggérant que ces protéines soient des protéines MAP (Microtubule-associated protein)(Vernier-

Magnin et al., 2001).  
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En 2001, Xin et al. montrent que l’ADNc de GEC1 correspond à l’ADNc de GABARAPL1, que 

l’ADNc de GATE16 est identique à celui de GABARAPL2 et que ce sont des homologues de GABARAP. 

Ainsi, les gènes GABARAP, GABARAPL1 et GABARAPL2 ont été décrits comme appartenant à la même 

sous-famille GABARAP (Xin et al., 2001). Il a également été décrit que ces gènes sont exprimés de 

manière ubiquitaire dans les tissus humains (Xin et al., 2001) avec GABARAP fortement exprimé dans 

les glandes endocrines, GABARAPL1 dans le système nerveux central (Nemos et al., 2003) et GABARAPL2 

dans les organes sécréteurs et le système nerveux central (Sagiv et al., 2000). 

2.1.1.5 Rôles des protéines de la sous-famille GABARAP 

Comme nous venons de le voir, GABARAP, GABARAPL1 et GABARAPL2 sont des protéines MAP 

(Mansuy et al., 2004) et sont impliquées dans le transport du NSF (Chen and Olsen, 2007) et du 

récepteur aux k-opioïdes et permettent d’augmenter leur nombre au niveau de la membrane cellulaire 

(Chen et al., 2011). GABARAP et GABARAPL1, quant à elles, ont été décrites comme impliquées dans le 

transport du récepteur GABAA (Mansuy et al., 2004; Wang et al., 1999) et AT1 (Angiotensis receptor 

type 1)(Cook et al., 2008).  

Enfin, comme nous l’avons déjà dit, les protéines de la sous-famille GABARAP sont impliquées 

dans le processus d’autophagie. En effet, l’homologue ATG8 chez la levure avait été identifié comme 

impliqué dans le processus d’autophagie (Lang et al., 1998) et son homologie avec les protéines de la 

sous-famille GABARAP chez les mammifères suggère leur implication dans le processus d’autophagie 

(voir I.2), ce qui a été confirmé par la découverte de leur localisation au niveau de la membrane des 

autophagosomes (Chakrama et al., 2010; Kabeya et al., 2004).  

3.1.2 La sous-famille LC3  

2.1.1.6 Généralités 

Les protéines de la sous-famille LC3 ont été initialement identifiées en 1994. Puis, par 

comparaison de séquences, il a été montré que les membres de la sous-famille GABARAP avaient un 

fort pourcentage d’identité avec les protéines LC3 (31-42%), bien que celui-ci soit moindre 

comparativement aux protéines GABARAP entre elles (58-87%)(Figure 5). Les gènes LC3A composés de 

6 exons, LC3B et LC3C composés de 4 exons sont localisés sur les chromosomes 20, 16 et 1 

respectivement. Ils codent pour les protéines LC3Aa et LC3Ab, LC3B, LC3B2 et LC3C qui sont composées 

de 121 et 125, 125 et 147 acides aminés respectivement.  

2.1.1.7 Découverte des protéines de la sous-famille LC3 

Initialement, les protéines LC3 ont été identifiées comme interagissant avec les protéines 

associées aux microtubules neuronaux MAP1A et MAP1B (Microtubule-associated protein)(Mann and 
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Hammarback, 1994a). Elles sont abondantes dans le cerveau et dans les testicules mais faiblement 

exprimées dans les autres tissus (Mann and Hammarback, 1994a). Puis, ce sont les travaux de He et 

collaborateurs qui ont permis l’identification de trois gènes MAP1LC3 LC3A, LC3B et LC3C. Enfin, il a été 

décrit que l’ARNm LC3A pouvait subir un épissage alternatif donnant ainsi lieu à deux protéines LC3Aa 

et LC3Ab (He et al., 2003). 

LC3A et LC3B sont exprimés dans le cœur, le cerveau, les muscles squelettiques et les testicules 

alors que d’autres cellules telles que les leucocytes du sang périphérique n’expriment que LC3B. Enfin, 

LC3C est exprimé à un niveau plus faible que les autres membres dans tous les tissus (He et al., 2003). 

2.1.1.8 Rôles des protéines de la sous-famille LC3 

De même que pour les protéines GABARAP, l’homologie de séquence protéique entre ATG8 

chez la levure et LC3 chez les mammifères a suggéré un rôle de ces protéines dans l’autophagie (voir 

I.2). Les protéines LC3 ont été identifiées comme localisées au niveau des autophagosomes chez les 

mammifères (Kabeya et al., 2000; Lang et al., 1998) et ces protéines ont été également décrites comme 

possédant un domaine de liaison à la tubuline (He et al., 2003; Kouno et al., 2005).  

Les protéines LC3 sont aussi impliquées dans un processus de trafic intracellulaire appelé la LAP 

(LC3-associated phagocytosis). La LAP est un mécanisme de dégradation qui consiste à prendre des 

récepteurs tels que les TLR (Toll like receptor) au niveau de la membrane plasmique dans des vésicules 

à simple membrane pour conduire à leur dégradation par autophagie (Sanjuan et al., 2007). Le 

processus de LAP est impliqué dans la présentation d’antigènes exogènes par les cellules dendritiques 

et donc impliqué dans la réponse immunitaire (Blanchet et al., 2010; Münz, 2011). Les protéines de la 

sous-famille GABARAP n’ont quant à elle pas été décrites comme impliquées dans la LAP. Toutefois, 

récemment et de manière similaire à la LAP, il a été montré que GABARAP est impliquée dans la 

régulation du taux cellulaire du récepteur Fn14 (Fibroblast growth factor-inducible 14) et que 

GABARAPL2 est impliquée dans sa dégradation par autophagie (Winer et al., 2018). 

3.2. Implication des protéines ATG8 dans le cancer  

L’expression et le rôle des protéines ATG8 dans les cancers sont peu décrits et sont complexes. 

Toutefois, il semblerait que dans certains cancers, l’expression de ces protéines, et en particulier des 

protéines GABARAP soit diminuée. En revanche l’expression des protéines LC3 est souvent étudiée 

comme marqueur de l’autophagie et non comme marqueur de carcinogenèse en tant que tel.  
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3.2.1 Les protéines ATG8, fonction suppresseur de tumeur et marqueurs de bon 

pronostic 

2.1.1.1 Expression des ATG8 et phénotypes cancéreux 

Les protéines de la sous-famille GABARAP ont été majoritairement décrites comme de bon 

pronostic dans les cancers hématopoïétiques, rénaux, de la prostate, du sein, ainsi que du foie (Berthier 

et al., 2010; Brigger et al., 2013a; Hervouet et al., 2015; Liu et al., 2014; Roberts et al., 2004; Su et al., 

2016; Uhlen et al., 2017). De manière similaire, l’expression des protéines LC3 a été décrite comme 

diminuée dans les cancers de la prostate, des poumons, de la thyroïde, des cervicales et des ovaires (Hu 

et al., 2015; Jiang et al., 2012; Li et al., 2015; Liu et al., 2013b; Shen et al., 2008). Pour plus de détails 

voir (Revue I). 

La diminution de l’expression des membres de la famille ATG8 au cours de la carcinogenèse a 

été associée à des régulations épigénétiques ou encore à l’activation constitutive de certaines voies de 

signalisation cellulaire. En effet, il a été décrit que dans la lignée MCF-7, le promoteur de GABARAPL1 

est hyperméthylé et l’histone H3 désacétylée conduisant à la fermeture de la chromatine (Hervouet et 

al., 2015). De plus, dans les cellules HeLa, il a été décrit que l’expression de LC3, GABARAPL1 et 

GABARAPL2 sont diminuées du fait de l’augmentation de l’expression de la méthyltransférase G9a 

généralement impliquée dans la répression transcriptionnelle (Artal-Martinez de Narvajas et al., 2013). 

En revanche, dans le cas du cancer de la prostate, il a plutôt été décrit que la diminution de l’expression 

de GABARAPL1 est due à l’activation constitutive de la voie Akt conduisant à l’inactivation des facteurs 

de transcription FoxOs.  

Afin d’étudier le rôle suppresseur de tumeur des protéines ATG8, des études ont été réalisées 

dans plusieurs modèles cellulaires de cancer du sein MCF-7, de cancer du foie HepG2 et HepG3 et de 

cancer de la prostate LNCaP. Ces études ont permis de montrer que GABARAPL1 est impliquée dans 

l’inhibition de la prolifération cellulaire, l’invasion ainsi que la croissance tumorale (Berthier et al., 2010; 

Poillet-Perez et al., 2017; Su et al., 2016; Zhang et al., 2011). De manière similaire, le rôle de GABARAP 

a été étudié dans un modèle de cancers de l’ovaire et du sein où il a été décrit que l’invalidation de 

GABARAP conduit à une augmentation de la viabilité cellulaire, la migration et la prolifération (Rho et 

al., 2013). En revanche, à ce jour, le rôle de GABARAPL2 ou encore des protéines LC3 dans la progression 

tumorale n’a pas été étudié. Toutefois, LC3B induit une atténuation de la sénescence induite par les 

oncogènes dans un modèle HEK293 (Dou et al., 2015). 
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2.1.1.2 Les protéines ATG8 permettent une dégradation 

sélective d’oncogènes  

Le rôle suppresseur de tumeur des protéines ATG8 a été décrit comme majoritairement lié à 

leur implication dans la dégradation sélective d’oncogènes cellulaires (Boyer-Guittaut et al., 2014; Islam 

et al., 2018; Zhang et al., 2011). Tout d’abord, l’accumulation de mitochondries conduit à la formation 

de ERO et une réorganisation du cytosquelette induisant une augmentation de l’agressivité cellulaire 

(Boyer-Guittaut et al., 2014; Rodger et al., 2018; Schwarten et al., 2009; Takamura et al., 2011). De plus, 

l’accumulation de p62 a été décrit comme impliquée dans la modulation du métabolisme du glucose 

conduisant à la promotion de la carcinogenèse comme décrit dans de nombreux cancers (foie, gastrique, 

sein et prostate)(Rodger et al., 2018). p62 est recrutée par les protéines ATG8 et est dégradée par 

autophagie sélective. Ces résultats suggèrent que les protéines ATG8 permettent le maintien de 

l’homéostasie cellulaire et inhibe ainsi la carcinogenèse. De manière similaire, les fonctions 

suppresseurs de tumeur de GABARAP et de GABARAPL1 sont liées à leur implication dans la dégradation 

sélective de Dvl 2 (Dishvelled 2) conduisant à une inhibition de la voie de signalisation Wnt (Wingless-

integration 1 pathway) et donc de la croissance tumorale des carcinomes hépatocellulaires (Zhang et 

al., 2011). De plus, les fonctions suppresseurs de tumeur de LC3B sont également dues à leur implication 

dans la dégradation de la Lamine B1. En effet, un défaut de la dégradation de la Lamine B1 (Dou et al., 

2015) conduit à une augmentation de la prolifération cellulaire et une diminution de la sénescence 

(Shimi et al., 2011). Les protéines LC3A, LC3C et GABARAP pourraient également être impliquées dans 

cette dégradation puisqu’elles peuvent également interagir la Lamine B1 (Dou et al., 2015). De plus, 

l’autophagie sélective a également été décrite comme permettant la dégradation des facteurs de 

transcription SNAI1 et TWIST impliqués dans la régulation de la TEM (Transition Epithélio-

Mésenchymateuse) conduisant ainsi à une diminution de l’agressivité des cellules cancéreuses (Grassi 

et al., 2015; Zada et al., 2019). Le rôle des protéines ATG8 au cours de la TEM sera décrit dans la partie 

III.5. TEM et Autophagie. 

En plus de permettre la dégradation d’oncogènes cellulaires, les protéines ATG8 pourraient être 

impliquées dans la régulation de voies de signalisation. En effet, GABARAP est impliquée dans 

l’augmentation de l’expression de p53 conduisant à l’arrêt du cycle cellulaire diminuant la viabilité 

cellulaire, la migration ainsi que la prolifération dans des modèles de cancers de l’ovaire et du sein (Rho 

et al., 2013). GABARAP est également impliquée dans la régulation de la voie PI3K (Phosphatidylinositol 

3 kinase)/Akt inhibant l’angiogenèse et la croissance tumorale dans un modèle de cancer de l’ovaire 

(Park et al., 2014). 
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3.2.2 Les protéines ATG8, oncogènes cellulaires et marqueurs de mauvais pronostic 

Le rôle des protéines ATG8 au cours de la carcinogenèse semble dépendant du type de tumeur 

ainsi que du contexte cellulaire. En effet, il a été également décrit que les membres de la famille 

GABARAP sont surexprimés dans certains cancers (thyroïde, colorectal, tête et cou) et apparaissant 

comme des marqueurs d’une mauvaise survie (Keulers et al., 2015; Miao et al., 2010; Roberts et al., 

2004; Uhlen et al., 2017).  De façon similaire, l’expression de LC3 semble augmentée dans de nombreux 

cas (les cancers gastro-intestinaux, dans les cancers du sein triples négatifs, dans les cancers du foie 

ainsi que de l’œsophage)(Chen et al., 2013; Lefort et al., 2014; Wu et al., 2014; Yoshioka et al., 2008). 

L’étude plus précise du membre LC3B a permis de mettre en évidence que son expression est 

généralement plus élevée dans les métastases comparativement à la tumeur du sein primaire, dans les 

cancers du foie ainsi que les mélanomes (Lazova et al., 2012; Peng et al., 2013a, 2013b).  

Initialement, l’invalidation de GABARAPL1 a été décrite comme induisant une diminution de la 

prolifération cellulaire, l’invasion, l’apoptose, la croissance tumorale ainsi que la formation des 

métastases in vivo (Ran et al., 2017). Les protéines LC3 ont quant à elle été décrites comme impliquées 

dans la régulation de voie de signalisation. En effet, LC3 permet via une interaction LC3-ERK2 

(Extracellular signal-regulated kinase 2) à la surface de l’autophagosome facilitant la phosphorylation 

de ERK, l’induction de la voie de signalisation Raf-MEK-ERK (Martinez-Lopez et al., 2013). Ainsi, une 

augmentation de LC3 pourrait être impliquée dans une suractivation de cette voie décrite comme 

impliquée dans de nombreux cancers (rein, foie, poumon, thyroïde ou encore lors de 

mélanomes)(Gollob et al., 2006). De plus, le rôle des protéines ATG8 et en particulier des protéines 

GABARAP pourrait impliquer leur rôle dans le traffic cellulaire. En effet, une augmentation de GABARAP 

pourrait conduire à une augmentation du récepteur GABAA (Chen et al., 2011) décrit comme impliqué 

dans le cancer de la prostate (Takehara et al., 2007). 

Pour conclure, les membres de la sous-famille GABARAP ont généralement une expression 

diminuée dans les cancers et sont généralement décrits comme des gènes suppresseurs de tumeurs 

impliquant leur rôle dans la dégradation sélective d’oncogènes cellulaires. En revanche, l’expression des 

protéines LC3 semble dépendante du type de tumeur et est rarement corrélée avec le pronostic et serait 

plutôt utilisée afin d’étudier le flux autophagique dans les cellules cancéreuses. Le rôle des protéines 

ATG8 lors de la promotion de la croissance tumorale n’est à ce jour que faiblement documentée. 
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III. TEM –autophagie 
1. TEM & cancer 

La Transition Epithélio-Mésenchymateuse ou TEM est un mécanisme dynamique de transition 

phénotypique de cellules épithéliales en cellules mésenchymateuses nécessitant des modifications 

architecturales et fonctionnelles complexes aboutissant à la perte des caractéristiques épithéliales et 

l’acquisition des caractéristiques mésenchymateuses. C’est un mécanisme réversible par la Transition 

Mésenchymato-Epithéliale (Figure 9). La TEM peut être induite par de nombreux stresses cellulaires 

mais également par des cytokines tel que le TGFb conduisant ainsi à l’activation de facteurs de 

transcription associés à la TEM (EMT-TFs) tels que SNAI1, TWIST et ZEB (Zinc finger E-box binding 

protein) permettant l’inhibition des gènes épithéliaux et l’activation des gènes mésenchymateux cibles. 

 Les cellules de type épithéliales sont des cellules qui établissent des contacts avec les cellules 

voisines et qui reposent sur une lame basale par la mise en place de jonctions intercellulaires (des 

jonctions d’adhérence, des desmosomes et des jonctions serrées) et de jonctions cellules-lame basale 

(point de contact focaux et hémidesmosomes). Cette organisation confère aux cellules un axe de 

polarité apico-basal permettant la formation d’un tissu ayant un rôle de barrière mais aussi d’absorption 

par la mise en place d’une organisation spécifique des organites intracellulaires. Les cellules épithéliales 

possèdent une faible capacité de mobilité leur permettant uniquement de se déplacer au sein de leur 

couche cellulaire d’appartenance au sein d’un tissu. De manière opposée, les cellules de type 

mésenchymateux ne présentent pas de polarisation, elles ne reposent pas sur une lame basale et les 

rares contacts intercellulaires interviennent via de simples points de contacts focaux. Ce sont des 

cellules qui adoptent une morphologie allongée de type fibroblastique. Les rôles de ce type de cellules 

sont un rôle de tissu de soutien et un rôle nutritif des tissus épithéliaux. Ces cellules possèdent quant à 

elles d’importantes capacité de mobilité grâce à leur très grande plasticité leur permettant même de 

franchir la matrice extracellulaire.  

La TEM peut intervenir dans plusieurs cas. Tout d’abord la TEM de type I intervient au cours de 

l’embryogenèse et la formation des tissus. La TEM de type II quant à elle intervient lors de la cicatrisation 

cellulaire ou encore la régénération de tissus. Pour finir, la TEM de type III, que j’ai étudié au cours de 

ma thèse, est caractéristique d’un développement pathologique telle que lors de la fibrose ou encore 

dans le cadre de la progression tumorale. La transformation d’une cellule normale en cellule tumorale 

due à des modifications génétiques ou épigénétiques affectant généralement des oncogènes ou des 

gènes suppresseurs de tumeurs est impliquée dans la régulation de l’expansion clonale cellulaire, le 

développement de tumeurs mais aussi dans la TEM. Les cellules tumorales ayant subi la TEM peuvent 

ainsi envahir et générer des métastases induisant la progression du cancer mettant généralement en 

jeu le pronostic vital du patient (Kalluri and Weinberg, 2009). 
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La TEM est donc un processus très documenté dans le cadre d’étude des cellules cancéreuses 

in vitro. Toutefois, il y a encore peu de temps, l’implication de la TEM dans la carcinogenèse et 

particulièrement dans la formation des métastases restait un sujet en débat à cause du manque de 

preuves évidentes de son implication dans des échantillons cliniques et de la grande difficulté à l’étudier 

du fait que les cellules mésenchymateuses individuelles se détachent de la masse tumorale et 

ressemblent à des fibroblastes du stroma tumoral et du fait du caractère transitoire et réversible de ce 

mécanisme. Aujourd’hui, l’implication de la TEM dans le caractère invasif des cellules semble acquis au 

vu des nombreuses observations au niveau du front invasif de tumeurs solides qui montrent que ces 

cellules ont une diminution de l’expression de la E-Cadhérine, marqueur épithélial, et une augmentation 

de la Vimentine, marqueur mésenchymateux. De plus, il existe une corrélation entre l’expression de 

SNAI1, un facteur de transcription de la TEM, avec la survie et la rechute des patients indiquant 

l’implication de la TEM dans les résultats cliniques (Thiery et al., 2009). En plus de son implication dans 

la formation des métastases, la TEM serait également impliquée dans la mise en place d’échappement 

du système immunitaire, dans la mise en place des caractéristiques de cellules souches cancéreuses 

ainsi que dans la résistance aux thérapies anticancéreuses. 

1.1. Découverte de l’implication de la TEM dans la carcinogenèse 

L’implication de la TEM dans la progression tumorale a tout d’abord été mise en évidence dans 

les années 90 dans le cas de cancer du sein. En effet, il a été initialement observé que les lignées 

cellulaires de cancer du sein possédant des propriétés d’invasion in vitro et in vivo avaient une forte 

expression de la Vimentine, composant des filaments intermédiaires (Thompson et al., 1992). Par la 

suite, il a été également décrit une diminution des composants des complexes d’adhérence cellule-

Figure 9 : Représentation schématique de la Transition Epithélio-Mésenchymateuse  
Les cellules de type épithéliale possèdent de nombreuses jonctions entre elles et avec la lame basale leur permettant une 
organisation tissulaire. Au cours de la TEM, ces cellules perdent ces structures, adoptent une forme allongée de type 
fibroblastique et acquièrent des propriétés telles que la mise en place de structures impliquées dans la mobilité cellulaire et la 
sécrétion d’enzymes protéolytiques permettant la dégradation de la lame basale et ainsi son franchissement par les cellules. 
Au cours de la Transition Mésenchymato-Epithéliale (TME), les cellules subissent les modifications inverses. 
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cellule telle que la E-Cadhérine (Sommers et al., 1994). De plus, la diminution de l’expression de la E-

Cadhérine est souvent accompagnée d’une augmentation de l’expression de la N-Cadhérine et la forte 

expression de la N-Cadhérine a été décrite comme corrélée à une augmentation de la mobilité cellulaire 

(Nieman et al., 1999). La N-Cadhérine et la Vimentine étant des marqueurs de la TEM, ces observations 

mettent en lumière que la TEM serait impliquée dans l’invasion cellulaire des cellules du cancer du sein.  

1.2. TEM et formation des métastases  

La formation des métastases est une des premières causes de mortalité des patients atteints de 

cancer c’est pourquoi l’inhibition de ce mécanisme serait un élément clef dans le traitement des 

cancers. La formation des métastases est un processus multi-étape : i) les cellules de la tumeur primaire 

envahissent localement le tissu, ii) rejoignent la circulation (intravasation), iii) ont la capacité de survivre 

au cours de leur dissémination, iv) rejoignent un tissu secondaire (extravasation), puis v) le colonise. Un 

des mécanismes qui permettrait ce processus serait la TEM puisqu’elle a été décrite comme impliquée 

dans la plupart de ces étapes. 

Tout d’abord les étapes i) d’envahissement d’un tissu, puis ii) d’intravasation sont permises 

grâce à l’acquisition de capacité de migration et d’invasion par les cellules. Un des mécanismes impliqué 

dans l’acquisition de ces capacités est la diminution de l’expression des molécules d’adhérence telle que 

la E-Cadhérine réprimée par SNAI1 (Cano et al., 2000; Sommers et al., 1994). Plus tard, d’autres études 

ont révélé des rôles similaires d’autres facteurs de transcription de la TEM (EMT-TF) SNAI2, ZEB ou 

encore TWIST dans la migration cellulaire (Bolós et al., 2003; Yang et al., 2004). Les capacités d’invasion 

cellulaire au cours de la TEM sont également permises grâce à la sécrétion de métalloprotéases par les 

cellules tumorales permettant la dégradation de la matrice extracellulaire facilitant l’invasion des 

cellules (Nabeshima et al., 2002). En effet, il a été décrit que la surexpression de SNAI1 permettait une 

augmentation de l’expression des métalloprotéases MMP (Matrix metalloproteinase) : MMP-1, MMP-

2, MMP-7, MMP-9, MT1-MMP (Membrane-type matrix metalloproteinases) et MT2-MMP (Jordà et al., 

2005; Miyoshi et al., 2004; Ota et al., 2009; Yokoyama et al., 2003). MT1-MMP et MT2-MMP sont 

impliquées dans la perforation de la lame basale in vivo et permettent la prolifération et l’intravasation 

des cellules cancéreuses (Hotary et al., 2006). 

Comme décrit précédemment, la survie des cellules lors de la dissémination par la circulation 

sanguine iii) serait quant à elle majoritairement permise grâce à l’autophagie. Dans ces conditions, 

l’autophagie permet d’une part l’inhibition de l’anoïkis, mort induite lors d’une perte de l’adhérence 

cellulaire (Fung et al., 2008), et d’autre part le maintien du métabolisme cellulaire des cellules 

circulantes. 
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L’étude du rôle de la TEM dans l’extravasation iv) est un challenge puisque lors d’études in vivo, 

les cellules tumorales sont généralement injectées en grande quantité dans la circulation sanguine. Ces 

cellules arrivent ainsi au niveau des vaisseaux pulmonaires entrainant généralement une croissance 

tumorale dans les vaisseaux plutôt que dans les tissus pulmonaires expliquant la difficulté de l’étude de 

l’extravasation. Toutefois, des études sur le poisson zèbre, modèle permettant facilement l’étude des 

mouvements cellulaires, ont pu mettre en évidence l’implication de TWIST dans l’extravasation des 

cellules cancéreuses de sein. TWIST permettrait la mise en place de différentes structures impliquées 

dans la déformation cellulaire permettant aux cellules tumorales de pénétrer l’endothélium (Stoletov 

et al., 2010). La mise en place de ces structures intervient grâce à des changements morphologiques 

impliquant une réorganisation du cytosquelette dans laquelle les facteurs de transcription de la TEM 

ont été décrits comme impliqués (Shibue et al., 2012). 

Lors de la colonisation du site tumoral secondaire v), il a plutôt été suggéré qu’une réversion de 

la TEM est nécessaire (MET). En effet, des cellules non induites en TEM, des cellules induites et 

maintenues en TEM ou de cellules induites en TEM mais dont la TEM est réversible ont été injectées à 

des souris. Il a été montré que l’induction de la TEM est impliquée dans l’extravasation des cellules. Lors 

de l’injection des cellules en TEM réversible plus de métastases sont formées que lors de l’injection des 

cellules en TEM irréversible (Tsai et al., 2012). La réversion de la TEM serait donc nécessaire pour la 

formation des métastases. Ceci est expliqué par le fait que la TEM inhibe la prolifération cellulaire ainsi 

une réversion de la TEM permet de lever cette inhibition et permet donc aux cellules de proliférer. En 

effet, SNAI1, ZEB et les SMAD, autres facteurs de transcription de la TEM, ont été décrits comme 

inhibant le cycle cellulaire (Dijke et al., 2002; Mejlvang et al., 2007; Vega et al., 2004) et TWIST comme 

inhibant la prolifération cellulaire (Tsai et al., 2012).  

Malgré ces nombreuses observations, deux études récentes réfutent l’implication de la TEM 

dans la formation des métastases. Une première étude a décrit que l’invalidation de SNAIL ou TWIST ne 

diminue pas la formation des métastases dans le cadre de cellules cancéreuses pancréatiques PDAC 

suggérant qu’un autre mécanisme que la TEM soit impliqué. En revanche, comme généralement décrits 

dans d’autres études, Zheng et Collaborateurs, ont montré que l’invalidation de la TEM conduit à une 

augmentation de la prolifération cellulaire, une augmentation de l’expression de transporteurs aux 

nucléosides augmentant la sensibilité des cellules aux traitements gemcitabine et à une survie 

augmentée des souris (Zheng et al., 2015). De manière similaire, la seconde étude réalisée dans un 

modèle de cancer de poumon a montré également que la TEM ne serait pas impliquée dans la formation 

des métastases mais dans la résistance aux traitements (Fischer et al., 2015).  

Malgré ces deux études récentes, la majorité de celles réalisées sur l’implication de la TEM dans 

la formation des métastases montrent que la TEM aurait bien un rôle dans la dissémination des cellules 
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cancéreuses primaires vers un site secondaire. De plus, il a été décrit que la TEM serait également 

impliquée dans l’échappement des cellules cancéreuses au système immunitaire.  

1.3. TEM et échappement du système immunitaire 

La TEM serait également impliquée dans l’échappement de la réponse antitumorale du système 

immunitaire. En effet, il a été décrit que la surexpression de SNAI1 dans des cellules MCF-7 conduit à 

une diminution de la mort cellulaire induite par les lymphocytes T cytotoxiques (CTL). Ce mécanisme 

pourrait mettre en jeu l’activation du processus d’autophagie permettant la survie de ces cellules 

(Akalay et al., 2013). L’induction de la TEM conduit également à une augmentation de PD-L1 qui 

participe à la résistance de la mort induite par les CTL (Noman et al., 2014). De plus, afin de conduire à 

la mort par cytotoxicité, les cellules du système immunitaire, les cellules T ou encore les Natural killers 

(NK), doivent interagir avec les cellules tumorales par le biais de la synapse immunologique. La TEM est 

impliquée dans une diminution de la reconnaissance des cellules tumorales par ces cellules conduisant 

à une altération de la mise en place des synapses immunologiques et à une diminution de la mort des 

cellules tumorales induite par le système immunitaire (Terry et al., 2017). De plus, les cellules 

mésenchymateuses sécrètent des facteurs permettant le maintien de la TEM tel que le TGFb décrit 

comme inhibant la maturation, la différenciation ainsi que l’activation des cellules du système 

immunitaire (Joffroy et al., 2010; Takai et al., 2013; Thomas and Massagué, 2005). 

1.4. TEM, CSC et résistance aux thérapies 

Nous avons vu précédemment que l’une des caractéristiques des cellules tumorales 

augmentant l’agressivité était la résistance de ces cellules aux thérapies. Si l’autophagie a été décrite 

précédemment comme pouvant être impliquée dans cette résistance majoritairement par son 

implication dans l’élimination des stress cellulaires induits par le traitement, il apparait que la TEM soit 

également impliquée, ce qui pourrait mettre en jeu son rôle dans l’acquisition de caractéristiques de 

cellules souches cancéreuses (CSC).  

Il a été décrit que l’expression des facteurs de transcription de la TEM était corrélée avec un 

mauvais pronostic, l’agressivité, les métastases et la résistance aux chimiothérapies. En effet, 

l’expression de SNAI1 et de ZEB est impliquée dans la résistance au cisplatine, au 5-fluorouracile, au 

gefitinib ou encore au doxorubicine (Arumugam et al., 2009; Chang et al., 2011; Haslehurst et al., 2012; 

Hsu et al., 2010; Tryndyak et al., 2010; Witta et al., 2006; Zhang et al., 2012). 

Bien que la TEM ait été initialement décrite comme impliquée dans la résistance aux traitements 

du fait de son implication dans la dissémination des cellules tumorales dans l’organisme, un autre 

challenge lors du traitement des cancers est dû à l’hétérogénéité des cellules tumorales (Singh and 
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Settleman, 2010). En effet, malgré leur origine clonale, les cellules tumorales subissent des mutations 

et par l’induction de la TEM, certaines acquièrent des capacités de cellules souches permettant de 

générer des cellules cancéreuses phénotypiquement différentes (Pardal et al., 2003). Il a été décrit que 

l’induction de la TEM était impliquée dans l’acquisition des caractéristiques CSC après traitement au 

TGFb de cellules mammaires ou de poumon (Mani et al., 2008; Pirozzi et al., 2011) ou lors de l’activation 

des voies Ras/MAPK (Mitogen-activated protein kinase) de cellules mammaires (Morel et al., 2008). De 

manière similaire, il a été décrit que l’invalidation du gène de la b-caténine, facteur de transcription 

impliqué dans l’induction de la TEM, inhibe l’acquisition des caractéristiques de cellules souches 

cancéreuses dans le cas de cellules cancéreuses cutanées (Malanchi et al., 2008). De nombreuses autres 

connexions entre TEM et CSC ont été décrites dans plusieurs cas de cancers (prostate, pancréas, tête et 

cou ou encore colon)(Shibue and Weinberg, 2017). Ces capacités de résistances des cellules souches 

cancéreuses aux thérapies impliquent la forte expression de facteurs anti-apoptotiques, une 

augmentation du taux des transporteurs d’efflux ainsi que la faible prolifération de ces cellules (Dean et 

al., 2005; Feuerhake et al., 2000; Peters et al., 1998; Zhou et al., 2001). 

Du fait de son implication dans la carcinogenèse la TEM est un processus actuellement ciblé 

dans les thérapies anticancéreuses dans de nombreux types de cancers (mélanomes, cancer du 

poumon, cancer du sein, glioblastomes, cancer colorectal…)(Cho et al., 2019). 

2. Les voies d’induction de la TEM 
Au sein d’une tumeur de nombreux facteurs solubles sont sécrétés par les cellules tumorales et 

les cellules du stroma tumoral tel que le TGFb (Transforming growth factor b). Le TGFb permet 

l’induction de la voie dite canonique SMAD et des voies dites non SMAD aboutissant à la régulation des 

acteurs de la TEM. En plus du TGFb, d’autres stimuli peuvent permettre l’induction de la TEM : les voies 

WNT, Noth ainsi que les facteurs de croissance mettant en jeu les récepteurs tyrosine kinase (Figure 10). 

2.1. La voie classique du TGFb1 

Dans le cancer, le rôle du TGFb1 est généralement décrit comme suppresseur de tumeur lors 

des stades précoces et pro-tumoral lors des stades plus tardifs. Ces rôles différentiels sont largement 

décrits dans de nombreuses revues (Bierie and Moses, 2006a, 2006b; Hata et al., 1998; Massagué, 2008; 

Siegel and Massagué, 2003; Tsubakihara and Moustakas, 2018). Lors de la progression tumorale, le 

TGFb1 est une cytokine retrouvée dans le plasma de patients atteints de cancer ainsi qu’au niveau de la 

tumeur et est corrélé avec un mauvais pronostic (Dalal et al., 1993). Cette forte concentration en TGFb1 

peut être expliquée par le fait que de nombreuses cellules immunitaires sont recrutées au niveau de la 

tumeur tels que les macrophages infiltrant la tumeur, les cellules dendritiques ou encore les cellules T 



65 
 

du fait d’un environnement riche en cytokines. Ce sont ces cellules immunitaires infiltrant la tumeur qui 

vont sécréter le TGFb1 induisant ainsi la création d’un microenvironnement tumoral riche en TGFb1 

permettant l’induction de la TEM des cellules tumorales. En plus d’induire la TEM des cellules tumorales, 

le TGFb1 aurait un rôle dans l’inhibition de la réponse immunitaire antitumorale ainsi que dans 

l’angiogenèse en favorisant la production de facteurs de croissances angiogéniques tel que le VEGF 

(Vascular endothelium growth factor)(ten Dijke and Arthur, 2007; Fuxe and Karlsson, 2012). Ces 

conditions favorisent ainsi la formation des métastases. 

2.1.1 Le TGFb1 et ses récepteurs 

Le TGFb1 appartient à une grande famille de polypeptides secrétés par les cellules et impliqués 

dans la régulation de nombreux processus cellulaires tels que la croissance cellulaire, la différentiation 

ou encore la migration au cours du développement mais aussi lors de pathologies (Moustakas and 

Heldin, 2009). Chez les mammifères, même si d’autres membres de la grande famille du TGFb, 

Figure 10: Les différentes voies d'induction de la TEM 
Il existe plusieurs voies d’induction de la TEM : Les voies dépendantes du TGFβ et les voies indépendantes du TGFβ. Les voies 
dépendantes du TGFβ sont activées suite à la fixation du TGFβ sur son récepteur activant ainsi la voie SMAD ou les voies non 
SMAD telles que les voies MAP kinase, Rho GTPase ou encore ERK aboutissant à la TEM. D’autres voies de signalisation 
indépendantes du TGFβ peuvent également conduire à la TEM : l’activation des voies tyrosine kinase (RTK), la voie Wnt ou 
encore la voie Notch. 
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composée d’environ 40 ligands sécrétés, sont impliqués dans l’induction de la TEM, nous allons ici 

principalement étudier le TGFb1 puisque c’est l’isoforme majoritairement sécrété par le système 

immunitaire (Li et al., 2006) et lors des études in vitro le TGFb1 est majoritairement utilisé. Il sera par la 

suite appelé TGFb. 

Les récepteurs au TGFb sont des glycoprotéines composées d’un domaine extracellulaire, un 

domaine transmembranaire mais aussi d’un domaine kinase intracellulaire permettant la transduction 

du signal. Le TGFb possède une forte affinité pour le TGFbRII (TGFb receptor II) et se lie au niveau de 

son domaine extracellulaire. En revanche il ne semble pas interagir avec le TGFbRI (Massagué, 1998) 

mais sa liaison sur le TGFbRII permet le recrutement et l’activation du TGFbRI formant ainsi un complexe 

moléculaire composé de quatre récepteurs et d’un dimère de ligands (Franzén et al., 1993; Laiho et al., 

1991; Vander Ark et al., 2018).  

L’activation du TGFbRI permet l’induction de différentes voies de signalisation pouvant aboutir 

à la TEM. Tout d’abord, de la voie SMAD qui est la voie dite « classique » d’induction de la TEM mais 

aussi des voies non SMAD.  

2.1.2 La voie canonique SMAD dépendante du TGFb 

Il existe plusieurs types de protéines SMAD : les R-SMADs (Receptor-regulated SMAD) activées 

suite à la fixation du TGFb sur son récepteur, les Co-SMAD (Common mediator SMAD) qui sont les 

médiateurs et les I-SMAD (Inhibitory SMAD) sont les SMAD inhibiteurs (Figure 11). 

Suite à l’activation du TGFbRI, les protéines R-SMADs (SMAD2 et SMAD3) sont recrutées par la 

protéine SARA (SMAD anchor for receptor activation) permettant ainsi leur phosphorylation en C-

terminal et la formation d’un homo- ou d’un hétéro-dimère (Kawabata et al., 1998). Leur 

phosphorylation permet le recrutement du Co-SMAD (SMAD4) et c’est le complexe qui sera transloqué 

dans le noyau (Souchelnytskyi et al., 1997). En absence de la fixation du TGFb sur son récepteur les 

protéines R-SMAD résident majoritairement dans le cytoplasme. Leur translocation nucléaire nécessite 

donc la formation de complexes protéiques et est dépendante de la séquence d’adressage au noyau 

NLS (nuclear localization sequence) présente dans le domaine N-terminal de SMAD3 (Xiao et al., 2000).  

Suite à sa translocation nucléaire, le complexe protéique va interagir avec l’ADN au niveau des 

promoteurs des gènes cibles. Les protéines SMAD3 et SMAD4 mais pas SMAD2 ont la capacité 

d’interagir directement avec l’ADN au niveau de séquences SBE (SMAD-binding element). Ces séquences 

ont été retrouvées au niveau de nombreux promoteurs de gènes impliqués dans la réponse au TGFb 

(Dennler et al., 1998, 1999). Toutefois, l’activité transcriptionnelle des protéines SMAD nécessitent 

l’intervention de co-activateurs et de co-répresseurs ainsi que des interactions avec d’autres facteurs 
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de transcription permettant ainsi la régulation de l’expression de gènes cibles tels que SNAI1 (Itoh et 

al., 2000). 

 

Un des mécanismes majoritairement impliqués dans la régulation de la voie SMAD sont les I-

SMAD tels que SMAD7. SMAD7 est localisé dans le noyau où il forme un complexe avec l’ubiquitine 

ligase Smurf2 (SMAD Specific E3 Ubiquitin Protein Ligase 2). Suite à la stimulation par le TGFb, le 

complexe est transloqué au niveau du cytoplasme (Itoh et al., 1998) et SMAD7 peut ainsi se lier 

directement au TGFbRI activé permettant son ubiquitinylation par Smurf2 aboutissant ainsi à sa 

dégradation (Kavsak et al., 2000) et donc à l’arrêt du signal. 

Figure 11 : Voie SMAD  
1 Le TGFβ se fixe sur le récepteur TGFβRII induisant 2 le recrutement du récepteur TGFβRI et son activation par 
phosphorylation. 3 Les protéines inactives SMAD2 et SMAD3 sont recrutées à proximité du TGFβRI par la protéine SARA 
permettant ainsi 4 leur phosphorylation par le TGFβRI. 5 Les protéines p-SMAD2, p-SMAD3 et SMAD4 vont ainsi former un 
trimère qui va être 6 transloqué au niveau du noyau grâce à la séquence NLS de SMAD3. Suite au recrutement de co-régulateurs 
et d’autres facteurs de transcription s’en suit une régulation des gènes cibles. Une boucle de rétro-contrôle permet la régulation 
de cette voie (u - w). Suite à la fixation du TGFβ, u le complexe SMAD7-Smurf2 est exporté du noyau. Grâce à l’interaction de 
SMAD7 avec le TGFβR, v Smurf2 va l’ubiquitinyler conduisant ainsi w à sa dégradation et à l’arrêt du signal.  
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2.1.3 Les voies non SMAD dépendantes du TGFb 

La fixation du TGFb sur son récepteur permet, en plus de l’activation des voies SMAD, 

l’activation de plusieurs autres voies dites non SMAD telles que les voies MAPK (p38, JNK et ERK), les 

voie Rho like GTPase (RhoA, Rac et Cdc42) ou encore la voie PI3K (Figures 10 et 12). 

L’activation des voies MAP kinases intervient via des évènements de phosphorylation (Yue and 

Mulder, 2000). L’activation du récepteur au TGFb induit l’activation des protéines MAPK à l’origine de 

l’activation des différentes voies MAPK p38, ERK et JNK. L’activation de la voie p38 kinase a été décrite 

comme une voie oncogénique aboutissant à l’acquisition d’un phénotype de cellules souches 

cancéreuses par l’inhibition de GATA3 (GATA binding protein 3) conduisant à la diminution du miR200b 

impliqué dans la répression transcriptionnelle de ZEB1 et ZEB2 impliqués dans la TEM (Tryndyak et al., 

2010; Xu et al., 2018). L’activation de la voie ERK quant à elle conduit au dissolution des jonctions 

intercellulaires en favorisant leur endocytose inhibant le maintien de l’organisation tissulaire des 

cellules aboutissant également à la TEM (Zavadil et al., 2001; Zhang, 2009). Quant aux voies JNK, elles 

sont plutôt impliquées dans la maintenance du phénotype mésenchymateux des cellules par l’activation 

de la transcription de gènes mésenchymateux (ZEB1) et la répression de gènes épithéliaux (CDH1, 

codant pour la E-Cadhérine)(Sahu et al., 2015).  

Figure 12: Voies non SMAD 
La fixation du TGFβ sur son récepteur permet l’activation de nombreuses voies de signalisation dites non SMAD telle que les 
voies Rho like GTPase, PI3K ou encore MAP kinase. Ces voies peuvent être interconnectées entre elles et aboutissent à l’induction 
de la TEM tel que décrit pour les voies Rho like GTPase et MAP kinase. 
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La voie du TGFb peut également induire les voies Rho-like GTPases RhoA, Rac et Cdc42 

(Bhowmick et al., 2001) qui sont impliquées dans la réorganisation du cytosquelette et particulièrement 

dans la mise en place des fibres d’actine contractiles impliquées dans la mobilité cellulaire mais aussi 

dans la dynamique des microtubules ainsi que dans l’assemblement des jonctions intercellulaires (Jaffe 

and Hall, 2005). 

La voie PI3K est une autre voie de signalisation mise en jeu suite à une stimulation par le TGFb. 

Le TGFbR permet la phosphorylation de Akt. Cette voie aboutissant à la TEM met en jeu la protéine 

MTOR et est impliquée dans la réorganisation des filaments d’actine ainsi que l’augmentation de la taille 

cellulaire (Lamouille and Derynck, 2007). 

L’ensemble de ces voies non SMAD semblent s’inter-réguler. Par exemple, les voies Rho like 

GTPase sont impliquées dans la régulation des voies MAPK (Bishop and Hall, 2000). Les voies non SMAD 

et les voies SMAD quant à elles peuvent être indépendantes. En effet, la voie RhoA n’est pas altérée lors 

de la surexpression d’un mutant dominant négatif de SMAD3 (Bhowmick et al., 2001). Toutefois, ces 

voies peuvent également s’interconnecter puisque la voie JNK peut conduire à l’activation de SMAD3 

(Figure 10)(Mori et al., 2004). 

2.1.4 Régulation de la voie du TGFb 

Outre la régulation des différentes voies induites par le TGFb, la disponibilité en TGFb elle-même 

peut être régulée. Comme décrit précédemment, le TGFb peut être sécrété au niveau tumoral par les 

cellules immunitaires. Il est sécrété sous forme de complexe protéique latent pouvant interagir au 

niveau de la matrice extracellulaire pour une utilisation ultérieure nécessitant ainsi une étape 

d’activation. L’activation du TGFb peut se faire par de nombreuses protéases tels que la plasmine, MMP-

2 ou encore MMP-9 (Annes et al., 2003) sécrétées par les cellules du système immunitaire (Fuxe and 

Karlsson, 2012) ainsi que par les cellules tumorales déjà en TEM ce qui permet le maintien de la TEM de 

ces cellules, inhibe la réponse immunitaire antitumorale et induit l’angiogenèse. 

2.2. Autres voies d’induction de la TEM 

Comme décrit précédemment, la TEM peut être induite par le TGFb suite à sa fixation sur son 

récepteur permettant l’activation des voies SMAD et non SMAD dépendantes du TGFb. Toutefois, il 

existe d’autres voies indépendantes du TGFb aboutissant à l’induction de la TEM : les voies Wnt, Notch 

ou encore récepteur RTK (récepteur tyrosine kinase)(Figure 10). 

Wnt forme une grande famille de molécules de signalisation impliquées dans la régulation de la 

prolifération, l’adhésion ou encore dans la mobilité cellulaire (Huelsken and Birchmeier, 2001). La voie 
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la plus étudiée implique la fixation du ligand Wnt sur le récepteur Frizzled et le co-récepteur LDR (Low-

density lipoprotein receptor-related protein) ce qui conduit à l’inactivation d’un complexe protéique 

impliqué dans la dégradation de la b-caténine. De ce fait, la b-caténine s’accumule dans le cytoplasme 

et est transloquée dans le noyau pour agir en tant que facteur de transcription via la formation de 

complexes avec les protéines de la famille des facteurs de transcription LEF (lymphocyte enhancer 

factor)/TCF (T cell factor) aboutissant à la destruction des jonctions intercellulaires et donc à la TEM 

(Das et al., 2019). De plus, l’activation de la voie Wnt conduit à la phosphorylation de SNAI1 induisant 

une diminution de la E-Cadhérine aboutissant à la TEM (Xu et al., 2010). 

La voie Notch est activée suite à la fixation d’un ligand présenté par une cellule adjacente 

conduisant au clivage du récepteur libérant sa partie intracellulaire Notch ICD (Notch intracellular 

domain). Notch ICD est transloqué dans le noyau et via la collaboration avec des co-régulateurs 

aboutissant à l’expression de gènes cibles. Cette voie de signalisation conduit à l’acquisition de 

caractéristiques de cellules souches cancéreuses aboutissant à la TEM (Das et al., 2019). 

La voie des récepteurs tyrosine kinase implique les récepteurs aux facteurs de croissance tels 

que HGF (hepatocyte growth factor), EGF (Epidermal growth factor) ou encore VEGF (Vascular epithelial 

growth factor) induisant l’activation de leurs récepteurs respectifs. Ces récepteurs ont une activité 

kinase intracellulaire qui par des cascades de phosphorylation peuvent conduire à l’activation des voies 

MAPK, des voies PI3K et des voies JAK (Janus kinase)/STAT (Signal transducer and activator of 

transcription) aboutissant à la TEM (Butti et al., 2018). 

3. Les facteurs de transcription clefs de la TEM 
Quelque-soit la voie d’induction de la TEM, l’aboutissement est généralement le même : la 

régulation de gènes cibles impliqués dans la TEM. Un premier niveau de régulation consiste en 

l’activation des facteurs de transcription de la TEM (EMT-FTs) tels que SNAI1, ZEB et TWIST. Ce sont ces 

facteurs de transcription qui vont permettre la répression des caractéristiques épithéliales telles que la 

E-Cadhérine et l’activation des caractéristiques mésenchymateuses telles que la N-Cadhérine.  

Les principaux facteurs de transcription impliqués dans la TEM sont classés en deux familles : 

les facteurs de transcription à doigts de zinc, famille à laquelle appartiennent ZEB (Zinc finger E-box 

binding protein) et SNAI1 et les facteurs de transcription bHlH (Basic helix loop helix), famille à laquelle 

appartient TWIST.  

Au cours de ma thèse, j’ai principalement étudié le facteur de transcription SNAI1 puisque 

l’induction de la TEM par la voie du TGFb dans un modèle de cancer de poumon A549 conduisait à une 

très forte augmentation de son taux d’ARNm ainsi que de son taux protéique alors que le taux des ARNm 

de TWIST et ZEB n’était pas modifé.  
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3.1. Les facteurs de transcription SNAI1 

La famille des facteurs de transcription SNAI1 est composée de trois membres SNAI1, 

SNAI2/SLUG et SNAI3/SMUC dont SNAI1 est le plus étudié. Ces facteurs de transcription possèdent au 

niveau C-terminal quatre à six motifs en doigts de zinc permettant leur fixation sur l’ADN au niveau de 

motif E-Box (5’-CANNTG-3’) retrouvé dans le promoteur des gènes cibles, en N-terminal un domaine de 

fixation à de nombreux corépresseurs tels que des HDAC (Histone deacetylase) permettant la répression 

de gènes cibles et un domaine central contenant une séquence NES d’export du noyau ainsi qu’un 

domaine riche en sérine permettant une régulation de la localisation de ces protéines et de leur stabilité.  

L’activité de SNAI1 est régulée au cours de la TEM par de nombreux signaux du 

microenvironnement transduits par les différentes voies de signalisation décrites précédemment. Ces 

différents signaux vont permettre une régulation de SNAI1 d’une part, par la régulation de son taux au 

niveau transcriptionnel et d’autre part, par la régulation de son activation au niveau post-traductionnel. 

3.1.1 La régulation transcriptionnelle de SNAI1 

L’étude de la régulation transcriptionnelle de SNAI1, gène précoce impliqué dans la régulation 

de la TEM, a montré qu’il existe un promoteur dit minimal contenant un site de réponse aux voies ERK 

(Barberà et al., 2004). De plus, l’activation des voies RTK (Fambrough et al., 1999), PI3K (Barberà et al., 

2004), MAPK (Grotegut et al., 2006), ainsi que la voie classique SMAD (Saika et al., 2004; Sato et al., 

2003; Thuault et al., 2008) conduisent à l’activation de la transcription de SNAI1.  

3.1.2 La régulation par des modifications post-traductionnelles de SNAI1 

L’activation de SNAI1 est aussi régulée de manière rapide par des mécanismes de modifications 

post-traductionnelles conduisant d’une part à la modification de sa localisation cellulaire et d’autre part 

à sa dégradation (Figure 13). 

SNAI1 est une protéine labile dont la demie vie est d’environ 25 min qui peut avoir une 

localisation cytoplasmique, mais c’est sa localisation nucléaire qui permet la régulation des gènes cibles. 

Le changement de localisation de SNAI1 est sous le contrôle de l’accès à sa séquence NES d’export 

nucléaire dépendant de sa phosphorylation par la kinase GSK-3b (Glycogen synthase kinase 3b) 

nucléaire sur le second motif riche en sérine (Sérine 107, sérine 111, sérine 115 et sérine 119) induisant 

un changement conformationnel de SNAI1 (Figure 13, 1) permettant sa relocalisation cytoplasmique 

via le transporteur CRM1 (chromosomal maintenance 1) conduisant à une inhibition de la TEM (Figure 

13, 2)(Zhou et al., 2004). La phosphatase SCP (Small C-terminal domain phosphatase) permet quant à 

elle la déphosphorylation des deux sites riches en sérine de SNAI1 inhibant sa reconnaissance par 

l’ubiquitine ligase et permet aussi la stabilisation de sa forme active nucléaire (Figure 13, 3)(Wu et al., 
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2009). D’autres sites de phosphorylation ont été décrits comme permettant la régulation de la 

localisation de SNAI1. En effet, la localisation de SNAI1 peut aussi dépendre de sa phosphorylation sur 

sa sérine 11 par PDK1 (Protein kinase D1). Cette phosphorylation induit la liaison de SNAI1 avec la 

protéine 14-3-3s induisant sa relocalisation cytoplasmique et inhibant l’interaction de SNAI1 avec des 

co-régulateurs et ainsi la régulation des gènes cibles (Figure 13, 4)(Du et al., 2010). La phosphorylation 

de la sérine 246 de SNAI1, cible de la kinase PAK1 (P21 (RAC1) Activated Kinase 1), a aussi été mise en 

évidence comme impliquée dans la localisation cellulaire de SNAI1 en augmentant son accumulation au 

niveau nucléaire induisant ainsi la TEM (Figure 13, 5)(Yang et al., 2005). De plus, l’interaction entre 

SNAI1 avec les protéines LOXL2 (Lysyl oxidase-like 2) et LOXL3 (Lysyl oxidase-like 3) a été mise en 

évidence au niveau périnucléaire. Elle pourrait permettre la régulation de la localisation de SNAI1 

toutefois le mécanisme d’action reste flou (Figure 13, 6)(Peinado et al., 2005). 

Les modifications post-traductionnelles de SNAI1 sont aussi à l’origine de la régulation de sa 

dégradation. En effet, lorsque SNAI1 est sous sa forme cytoplasmique phosphorylée au niveau du 

second motif riche en sérine, le premier motif riche en sérine (sérine 96, sérine 100 et sérine 104) peut 

être phosphorylé par la GSK-3b cytoplasmique. SNAI1 est alors reconnu par l’ubiquitine ligase b-Trcp 

(b-transducin repeats-containing protein) conduisant à l’ubiquitinylation des lysines 98, 137 et 146 

aboutissant à sa dégradation par le protéasome (Figure 13, u)(Zhou et al., 2004). En plus des 

mécanismes de phosphorylation, l’acétylation de SNAI1 a été décrite comme inhibant son 

ubiquitinylation et donc de sa dégradation induisant ainsi la TEM (Figure 13, v)(Jiang et al., 2013). La 

protéine FBXL-14 (F-Box And Leucine Rich Repeat Protein 14) peut également interagir avec SNAI1 (sous 

sa forme phosphorylée ou non) dans le cytoplasme et permet son ubiquitinylation conduisant ainsi à sa 

dégradation par le protéasome (Figure 13, w)(Viñas-Castells et al., 2010). En plus d’une régulation du 

taux protéique de SNAI1 par un contrôle de sa dégradation par le protéasome, SNAI1 peut également 

être dégradé par autophagie. En effet, en condition hypoxique, l’augmentation du taux protéique de 

SNAI1 est contrebalancé par une augmentation de sa dégradation par le processus d’autophagie (Zou 

et al., 2017). Le lien entre la TEM et l’autophagie sera détaillé dans la partie 5. TEM et Autophagie. 

Les différents mécanismes de modifications post-traductionnelles permettant la régulation de 

SNAI1 induit une régulation rapide de la TEM et est sous le contrôle des différentes voies d’induction 

de la TEM. En effet, la régulation par GSK-3b peut intervenir lors de l’induction de la TEM par les RTK, 

les voies MAPK, Wnt ou encore PI3K (Zhou et al., 2004) et la régulation par FBXL-14 lors de condition 

hypoxique (Viñas-Castells et al., 2010).  
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3.2. Les facteurs de transcription TWIST 

Les facteurs de transcription TWIST1 et TWIST2 appartiennent à la famille des facteurs de 

transcription bHlH, et TWIST1 est le plus étudié. Les facteurs de transcription TWIST sont impliqués dans 

Figure 13 : Mécanisme de régulation de l'activité de SNAI1 par des modifications post-traductionnelles 
Les modifications post traductionnelles de SNAI1 sont impliquées dans la localisation nucléaire ou cytoplasmique de SNAI1 (1 
- 6). La localisation cellulaire de SNAI1 dépend de sa phosphorylation par GSK-3β sur le second site riche en sérine 1 au niveau 
nucléaire ce qui rend sa séquence d’export accessible par le CRM1 2. La phosphatase SCP permet la déphosphorylation des 
deux sites riches en sérines 3 permettant son maintien dans le compartiment nucléaire. PDK1 permet la phosphorylation de la 
sérine 11 de SNAI1 permettant sa reconnaissance par 14-3-3σ induisant sa relocalisation cytoplasmique 4. La phosphorylation 
de la sérine 246 de SNAI1 par PAK1 induit sa localisation nucléaire 5. SNAI1 peut aussi interagir avec les protéines LOXL2 et 
LOXL3 au niveau périnucléaire, ces interactions seraient impliquées dans la régulation de sa localisation nucléaire vs 
cytoplasmique 6. 
Les modifications post traductionnelles de SNAI1 sont aussi à l’origine de la régulation de sa dégradation (u-w). La 
phosphorylation de SNAI1 par GSK-3β sur le premier motif riche en sérine permet l’ubiquitinylation de SNAI1 par β-Trcp (lys 98, 
137 et 146) aboutissant à la dégradation de SNAI1 par le protéasome u. La désacétylation de SNAI1 inhibe son ubiquitinylation 
et donc sa dégradation v. FBXL-14 permettrait également l’ubiquitinylation de SNAI1 aboutissant à sa dégradation par le 
protéasome w. 
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la TEM via leur interaction avec des co-répresseurs des gènes épithéliaux ou de co-activateurs des gènes 

mésenchymateux au niveau des E-box de ces gènes. L’activité transcriptionnelle de TWIST1, appelé par 

la suite TWIST, peut être régulée au niveau transcriptionnel ou par des modifications post-

traductionnelles.  

3.2.1 Au niveau transcriptionnel 

La régulation transcriptionnelle de TWIST est à ce jour que peu décrite. Toutefois, l’activation 

des voies d’induction de la TEM telles que RTK aboutissant à l’activation de STAT3 permet 

l’augmentation de l’expression transcriptionnelle de TWIST (Cheng et al., 2008). De plus, TWIST est 

également induit lors de conditions hypoxiques. En effet, HIF1α se fixe sur le promoteur de TWIST et 

induit ainsi son expression (Yang et al., 2008b). 

3.2.2 Au niveau post-traductionnel 

Des modifications post traductionnelles permettent aussi la régulation de TWIST. En effet, la 

phosphorylation de TWIST au niveau de sa sérine 68 suite à l’activation des voies MAPK (p38, JNK et 

ERK)(Hong et al., 2011) ou encore au niveau des sérine 18 et sérine 20 par CK2 (Casein kinase 2)(Su et 

al., 2011) aboutit à une augmentation de la stabilité de TWIST induisant la TEM. De plus, il a été décrit 

que la phosphorylation de TWIST au niveau de la sérine 42 par Akt inhibait la sénescence cellulaire dans 

des conditions de stress (Ansieau et al., 2008). Des modifications post-traductionnelles de TWIST ont 

été décrites comme impliquées dans le développement. En effet, les phosphorylations de la thréonine 

121 et de la sérine 123 par PKA/B (Protein kinase A/B) modifiant ainsi les partenaires d’interaction de 

TWIST dérégule le développement des membres (Firulli et al., 2005, 2007) ou le développement 

cardiaque (Lu et al., 2011) et pourrait donc également intervenir dans la TEM.  

3.3. Les facteurs de transcription ZEB 

ZEB1 et ZEB2 sont les 2 membres de la famille ZEB dont ZEB1, appelé par la suite ZEB, est le plus 

étudié. Les facteurs de transcription ZEB, comme les facteurs SNAI1 et TWIST, sont décrits comme des 

répresseurs transcriptionnels par leurs interactions avec des corépresseurs tels que des HDAC (Shi et 

al., 2003) mais ce sont aussi des activateurs transcriptionnels par leur interaction avec des coactivateurs 

tel que p300 (Postigo et al., 2003) en fonction du contexte cellulaire. Ils permettent ainsi la régulation 

de gènes cibles via leur fixation sur les E-Box. La régulation de l’activité de ZEB implique une régulation 

au niveau transcriptionnel mais aussi post-traductionnel.  
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3.3.1 Au niveau transcriptionnel 

L’activation des voies de signalisation Wnt (Sánchez-Tilló et al., 2011), Notch (Wang et al., 2009), 

SMAD (Joseph et al., 2014) ainsi que PI3K (Wu et al., 2012) conduit à l’augmentation de l’expression de 

ZEB.  

3.3.2 Au niveau post traductionnel 

Malgré le fait que ZEB puisse être la cible de phosphorylations permettant un switch de son rôle 

dans l’activation ou dans la répression de la transcription (Costantino et al., 2002), contrairement à ce 

qui a été décrit précédemment pour SNAI1 et TWIST, aucune étude ne met à ce jour en lumière une 

régulation de l’activation de ZEB par phosphorylation au cours de la TEM. ZEB est majoritairement décrit 

comme un répresseur transcriptionnel, toutefois l’acétylation de ZEB par P/CAF (P300/CBP-associated 

factor) modifie les partenaires d’interaction de ZEB et conduit à un rôle d’activateur de la transcription 

(Postigo et al., 2003). 

4. Les gènes cibles des EMT-TF 
Comme nous l’avons décrit précédemment, l’activation des voies de la TEM aboutissent à 

l’activation des EMT-TFs permettant la régulation de gènes cibles. Au cours de la TEM est généralement 

observé le « switch des cadhérines ». Cela consiste en la diminution de l’expression de CDH1, gène 

codant pour la E-Cadhérine et une augmentation de l’expression de CDH2, gène codant pour la N-

Cadhérine, deux glycoprotéines transmembranaires. Bien que ces deux protéines soient impliquées 

dans l’établissement des jonctions intercellulaires, la E-Cadhérine est majoritairement décrite comme 

permettant les jonctions adhérentes impliquées dans la restriction des mouvements cellulaires alors 

que la N-Cadhérine serait impliquée dans l’établissement de jonctions labiles facilitant le mouvement 

cellulaire. La TEM consiste également en la mise en place de structures impliquées dans l’invasion telles 

que la mise en place du cytosquelette contractile ou encore dans la sécrétion d’enzymes protéolytiques 

permettant la dégradation de la matrice extracellulaire. 

4.1. Répression du phénotype épithélial : E-Cadhérine 

Lors de l’étude de la TEM, la diminution de la E-Cadhérine est un marqueur très largement 

étudié. La E-Cadhérine permet de créer un pont entre le cytosquelette (actine corticale et microtubules) 

de deux cellules adjacentes permettant l’établissement d’une organisation tissulaire. Bien qu’il soit 

évident que la diminution de la E-Cadhérine induit une diminution du nombre de jonctions 

intercellulaires conduisant ainsi à une déstructuration tissulaire, le rôle de la E-Cadhérine ne se limite 

pas à son rôle structurel. En effet, la E-Cadhérine est aussi un médiateur de nombreuses voies de 

signalisation (la différenciation, le maintien de la polarité cellulaire, l’inhibition de l’acquisition de 
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propriétés de cellules souche) expliquant que sa diminution représente une étape clef dans l’acquisition 

d’un phénotype invasif par les cellules (Chen et al., 2014). 

Ainsi, la diminution de la E-Cadhérine a été décrite comme impliquée dans le développement 

de tumeurs infiltrantes et métastatiques ainsi que dans la dédifférenciation cellulaire (Birchmeier and 

Behrens, 1994). De plus, la surexpression de la E-Cadhérine dans des lignées cellulaires invasives 

diminue l’invasion et induit la formation de tumeurs différenciées in vivo et l’inhibition de la E-Cadhérine 

conduit à un retour au phénotype invasif de ces cellules (Vleminckx et al., 1991). 

4.1.1 Mécanisme de répression de CDH1 au cours de la TEM 

La diminution de l’expression de CDH1, observée dans de nombreux cancers (colon, sein, 

prostate, estomac, foie, œsophage, peau, rein ou encore poumon), résulte d’une inactivation du gène 

par mutation, de la protéolyse du domaine extracellulaire de la protéine ou encore d’une répression 

transcriptionnelle (Hazan et al., 2004). Au cours de la TEM, le mécanisme majoritaire permettant la 

diminution de l’expression de la E-Cadhérine est la répression transcriptionnelle en conséquence de 

l’activation des différentes voies de signalisation de la TEM aboutissant à la fixation des EMT-TFs SNAI1, 

TWIST, ZEB1 et ZEB2 sur les E-Box du promoteur de CDH1. Ces EMT-TFs, via leurs interactions avec des 

corépresseurs, diminuent l’accessibilité de la machinerie transcriptionnelle à la chromatine aboutissant 

à une diminution de la transcription. A ce jour, de nombreux complexes protéiques impliquant les EMT-

TFs et des corépresseurs ont été décrits comme inhibant la transcription de CDH1 (Tableau 1). 



77 
 

 
Tableau 1 : Tableau récapitulatif des différents complexes protéiques impliquant les facteurs de transcription SNAI1, TWIST 
et ZEB dans la répression directe de la transcription de CDH1. Les facteurs de transcription de la TEM permettent le recrutement 
d’un corépresseur qui va recruter une enzyme de modification des histones conduisant au compactage de la chromatine : une 
histone méthyle transférase (HMT), une histone désacétylase (HDAC ou SIRT1) ou une histone arginine transférase (HRT). ZEB 
a aussi été décrit comme permettant le recrutement d’enzymes de modification de la méthylation de l’ADN (DNA methyl 
transferase 1 : DNMT1). Les corépresseurs, les enzymes de modification ou encore les cibles ne sont à ce jour pas encore tous 
caractérisés. 

4.1.2 E-Cadhérine et voies de signalisation 

En plus de diminuer les contacts intercellulaires et donc d’induire une désorganisation tissulaire, 

la diminution de la E-Cadhérine est aussi un stimulus oncogénique permettant d’une part la 

déstructuration de l’organisation du cytosquelette et d’autre part l’activation de voies de signalisation 

telles que la voie Wnt ou encore la voie RTK. 

Les jonctions intercellulaires médiées par la E-Cadhérine interagissent avec les filaments 

d’actine ou encore les microtubules via de nombreux complexes protéiques permettant des propriétés 

de sensibilité des forces mécaniques, de transports vésiculaires, de régulation de la stabilité et de 

l’orientation du réseau de microtubules ainsi que du réseau d’actine (Brieher and Yap, 2013). Le réseau 

de microtubules s’organise au sein d’une cellule épithéliale de manière étoilée du centre organisateur 

des microtubules localisé au niveau périnucléaire vers la périphérie cellulaire. L’invalidation de la E-

Cadhérine conduit à une désorganisation de ce réseau et à une perturbation de la liaison des 

microtubules avec les jonctions cellulaires induisant une perturbation de l’adressage des vésicules vers 

EMT-TF Corépresseurs 

Enzyme de 

modification de la 

chromatine 

Cible(s) Références 

SNAI1 SIN3A 

PRC2 

Suv39H1 

AJUBA 

Co-REST 

SMAD3/SMAD4 

HDAC 

HMT 

HMT 

HRT : PRMT5 

HMT : LSD1 

Non caractérisé 

H3, H4 

H3K27 

H3K9 

H4R3 

H3K4me2 

Non caractérisé 

(Peinado et al., 2004) 

(Herranz et al., 2008) 

(Dong et al., 2013) 

(Hou et al., 2008) 

(Lin et al., 2010) 

(Vincent et al., 2009) 

TWIST Non caractérisé 

Mi2/NuRD 

HMT : SET8 

HDAC2 

H4K20me1 

Non caractérisé 

(Yang et al., 2012) 

(Fu et al., 2011) 

ZEB CtBP 

Non caractérisé 

Non caractérisé 

BRG1  

Non caractérisé 

HDAC1/HDAC2 

HMT : G9a, EuHMT 

SIRT1 

Non caractérisé 

DNMT1 

H3K9 

H3K9 

H3 

Non caractérisé 

Méthylation ADN 

(Aghdassi et al., 2012) 

(Shi et al., 2003) 

(Byles et al., 2012) 

(Sánchez-Tilló et al., 2010) 

(Fukagawa et al., 2015) 
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ces jonctions (Chen et al., 2014). Au niveau du réseau des filaments d’actine, l’inhibition de la E-

Cadhérine conduit à la mise en place de fibres de stress contractiles impliquées dans la mobilité 

cellulaire (Haynes et al., 2011). Ces modifications au niveau du cytosquelette induisent la modification 

de la structure cellulaire ainsi que l’organisation tissulaire.  

La E-Cadhérine serait aussi impliquée dans la régulation de certaines voies de signalisation. Bien 

que l’implication de la E-Cadhérine dans la voie Wnt soit encore mal caractérisée, il a été montré qu’une 

forte expression de E-Cadhérine inhibait la voie Wnt alors qu’une diminution de la E-Cadhérine permet 

de potentialiser la voie Wnt et ainsi induire la TEM (Jeanes et al., 2008) comme décrit précédemment 

(Paragraphe III.2.2). De plus, la E-Cadhérine est aussi impliquée dans la régulation des voies de 

signalisation RTK de la TEM. En effet, il a été décrit que le récepteur aux facteurs de croissance EGF 

(Epidermal growth factor) peuvent interagir avec la E-Cadhérine via la b-caténine (Hoschuetzky et al., 

1994) mais pas avec la N-Cadhérine. Cette interaction, inhibant ainsi la mobilité du récepteur, diminue 

son activation par la fixation de son ligand et conduit à une diminution de la prolifération cellulaire (Qian 

et al., 2004). De plus, bien que le mécanisme ne soit pas encore élucidé, l’invalidation de CDH1 conduit 

à une augmentation de l’expression des métalloprotéases impliquées dans la dégradation de la matrice 

extracellulaire conduisant à une augmentation de l’invasion des cellules (Chen et al., 2014). 

4.2. Activation du phénotype mésenchymateux 

Un des marqueurs mésenchymateux clefs observés au cours de la TEM est l’augmentation de la 

N-Cadhérine. La N-Cadhérine, impliquée dans des interactions labiles cellules-cellules est décrite 

comme largement impliquée dans la mobilité cellulaire. En effet, la surexpression de la N-Cadhérine est 

décrite dans des cas de cancers invasifs (sein, prostate ou encore mélanomes)(Hazan et al., 1997; Hsu 

et al., 1996; Tomita et al., 2000). De plus, la surexpression de la N-Cadhérine dans une lignée épithéliale 

conduit à l’acquisition d’un phénotype fibroblastique et de propriétés d’invasion (Hazan et al., 2000; 

Islam et al., 1996). 

4.2.1 Mécanisme de régulation de la N-Cadhérine au cours de la TEM 

Les mécanismes d’activation de la transcription de CDH2 par les EMT-TFs sont à ce jour peu 

décrits. Toutefois, un des EMT-TFs impliqué dans la régulation directe de CDH2 est TWIST. En effet, il a 

été décrit que l’invalidation de TWIST conduit à une diminution de l’expression de CDH2. TWIST peut se 

fixer au niveau des E-Box sur le promoteur de CDH2 (Alexander et al., 2006). 

4.2.2 N-Cadhérine et voies de signalisation 

Comme décrit pour le E-Cadhérine, la N-Cadhérine en plus de son rôle structurel permet 

l’activation de voies de signalisation cellulaires. En effet, la N-Cadhérine permet l’activation de 
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récepteur RTK comme décrit pour le FGFR (Fibroblast growth factor receptor) qui par sa liaison au 

récepteur inhibe son internalisation suite à la fixation du ligand conduisant à une augmentation de sa 

stabilité aboutissant à une suractivation des voies MAPK ERK et à la sécrétion de métalloprotéases 

MMP-9 (Suyama et al., 2002). 

Pour conclure, la Transition Epithélio-Mésenchymateuse est un mécanisme qui peut être induit 

par de nombreuses voies de signalisation permettant d’aboutir à l’activation ou à l’expression des 

facteurs de transcription clefs de la TEM (EMT-TFs). Ce sont ces EMT-TFs qui vont permettre par leurs 

interactions avec de nombreux cofacteurs une régulation des gènes cibles impliqués dans la TEM. Bien 

que la régulation de la transcription de CDH1 et CDH2 ait été décrite du fait de leur implication majeure 

dans le processus de TEM, de nombreux autres gènes sont la cible des voies de signalisation de la TEM 

et sont impliqués dans l’acquisition de propriétés mésenchymateuses des cellules et la perte des 

caractéristiques épithéliales (Tableau 2). De plus, la régulation de ces gènes pourrait faire intervenir 

d’autres facteurs de transcription mais aussi des miRNA. La TEM est ainsi un ensemble de voies inter-

régulées nécessitant encore l’approfondissement des connaissances afin de comprendre la régulation 

fine des mécanismes mis en jeu.  

Gènes épithéliaux Gènes mésenchymateux 

EPCAM 

Cytokératine 

Desmoplakine 

Occludine 

Vimentine 

MMP2 

MMP3 

MMP9 

Fibronectine 

Tableau 2 : Principaux autres gènes épithéliaux dont l’expression est diminuée au cours de la TEM et mésenchymateux dont 
l’expression est augmentée au cours de la TEM 

5. TEM et autophagie 
Le lien entre l’autophagie et la TEM, à l’instar du lien entre l’autophagie et le cancer, est 

complexe. En effet, de nombreuses études ont démontré que l’autophagie était plutôt un mécanisme 

inhibiteur de la TEM via la dégradation de certains acteurs de ce mécanisme. A l’inverse, d’autres études 

ont mis en évidence plutôt la nécessité d’une autophagie active dans les cellules pour permettre 

l’induction de la TEM. Même si ces études sont contradictoires, il existe toutefois un lien évident entre 

les deux mécanismes du fait de leurs stimuli, voies d’induction et acteurs moléculaires communs (Figure 

14). 
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5.1. Stimuli, acteurs et voies de signalisation communs de la TEM et de l’autophagie 

De nombreux stimuli trouvés dans le microenvironnement tumoral sont des inducteurs de la 

TEM mais également de l’autophagie. De plus, des voies de signalisation de l’autophagie telle que 

PI3K/Akt/MTOR ou encore BECLIN1 sont également impliqués dans la régulation de la TEM 

Comme décrit précédemment, le TGFb, inducteur clef de la TEM, a été décrit comme 

permettant également l’induction de l’autophagie en augmentant l’expression des gènes de 

l’autophagie BECLIN1, ATG5 ou encore ATG7 via l’induction des voies SMAD (Kiyono et al., 2009). 

De plus, certaines voies de signalisation sont communes à l’autophagie et à la TEM. En effet, il 

a été décrit que la voie PI3K/Akt/MTOR, voie décrite comme induisant l’autophagie, a également un 

rôle dans la TEM. En effet, l’inhibition de MTOR est également décrite comme une voie d’induction de 

la TEM (Mikaelian et al., 2013). De plus, une étude dans un modèle de cancer colorectal, a mis en 

évidence que l’inhibition de MTOR conduit à une diminution de la migration et de l’invasion des cellules. 

Le mécanisme moléculaire implique l’inhibition des voies Rho like GTPase RhoA et Rac1 impliquées dans 

la réorganisation du cytosquelette et la migration cellulaire (Gulhati et al., 2011). De manière similaire, 

il a été décrit que l’activation de PI3K/Akt/MTOR conduit à l’augmentation de l’expression de la b-

caténine induisant la TEM (Li et al., 2014). Finalement, l’activation de la voie PI3K/Akt/MTOR par le TGFb 

conduit à l’augmentation des EMT-TF SNAI1 et SNAI2 conduisant à la TEM (Wendt et al., 2010). 

Les effets de l’utilisation de la rapamycine comme inhibiteur de MTORC1 semblent toutefois de 

faible utilité en clinique dans le cadre de cancer hépatocellulaire alors que l’utilisation d’un inhibiteur 

de MTORC1 et MTORC2 (AZD2014) semble plus efficace dans l’inhibition de la TEM de ces cellules 

cancéreuses (Liao et al., 2015). De manière similaire, une étude récente dans un modèle de glioblastome 

a également mis en évidence l’importance de l’utilisation d’un inhibiteur ciblant MTORC1 et MTORC2, 

le PP242, conduisant à une augmentation de l’autophagie inhibant la migration et l’invasion cellulaire 

(Mecca et al., 2018). 

L’utilisation de plusieurs traitements tels que les inhibiteurs de kinase le Danusertib dans le 

cadre de cancer de l’ovaire ou encore l’Alisertib dans le cas de cancers colorectaux ont été décrits 

comme étant impliqués dans l’induction de l’autophagie et de l’apoptose mais également dans 

l’inhibition de la TEM. Le mécanisme moléculaire fait intervenir une inhibition de la voie PI3K/Akt 

impliquée dans l’autophagie et dans la TEM (Ren et al., 2015; Zi et al., 2015). 

De manière similaire, d’autres acteurs sont communs à l’autophagie et la TEM. C’est le cas de 

BECLIN1. BECLIN1 est impliquée dans la formation du complexe d’initiation de l’autophagie PI3KC3-C1 

et il a été décrit que l’invalidation de BECLIN1 dans des cellules cancéreuses de la thyroïde conduit à 
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une stabilisation de l’ARNm de ZEB1 conduisant à la TEM (Li et al., 2016). De manière similaire, 

l’invalidation de BECLIN1 permet également l’activation des voies de signalisation WNT1 et NF-kB 

conduisant à la formation de métastases des cellules cancéreuses mammaires suggérant également que 

l’invalidation de BECLIN1 induise la TEM (Cicchini et al., 2014). 

5.2. L’autophagie inhibe la TEM 

De nombreuses études ont démontré que l’autophagie permet l’inhibition de la TEM. 

L’autophagie est un mécanisme de dégradation, ainsi l’autophagie pourrait dégrader des acteurs 

impliqués dans la TEM tel que les EMT-TFs empêchant ainsi la régulation de leurs gènes cibles. De plus, 

l’autophagie permet également la dégradation des inducteurs de la TEM tels que les ERO.  

Initialement, il a été décrit que des inducteurs de la TEM tel que le TGFb peut être dégradé par 

autophagie. En effet, l’invalidation de LC3 dans des cellules rénales transformées conduit à une 

diminution de sa dégradation par autophagie (Ding et al., 2014). Puis, dans un modèle de cancer du sein, 

il a été décrit que l’induction de l’autophagie lors d’une surexpression de DEDD (Death-effector domain-

containing DNA-binding protein) interagissant directement avec le complexe d’initiation de l’autophagie 

PI3KC3 conduisait à une dégradation de SNAI1 et de TWIST par autophagie inhibant ainsi la régulation 

de leurs gènes cibles (Lv et al., 2012). En effet, il a été montré dans des modèles cellulaires de carcinome 

de poumon, de glioblastome, de cancer de sein ou encore du colon que l’inhibition de l’autophagie par 

des molécules chimiques (Bafilomycine A1, Chloroquine et 3-Méthyladénine) ou par invalidation 

génique (KO ATG5/Si ATG5 ou KO ATG7/si ATG7) de l’autophagie conduit à une augmentation du taux 

protéique de SNAI1 et de TWIST. De plus, SNAI1 et TWIST peuvent être localisés dans les 

autophagosomes et peuvent interagir avec p62 suggérant que leur dégradation fasse intervenir une 

autophagie de type sélective (Catalano et al., 2015; Grassi et al., 2015; Lv et al., 2012). De manière 

similaire, l’inhibition de l’autophagie conduit à une accumulation de TWIST et de p62 dans des modèles 

cellulaires murins embryonnaires MEF et non tumoraux de rein HEK293T. p62 se lie à TWIST empêchant 

également sa dégradation par le protéasome conduisant ainsi à l’induction de la TEM (Qiang et al., 

2014). De plus, dans un modèle de gliome, il a été décrit que l’induction de l’autophagie conduit à la 

dégradation de Dvl inhibant la voie Wnt et induisant une relocalisation de la b-caténine du noyau vers 

le cytoplasme diminuant ainsi la régulation des gènes cibles et conduisant à son interaction avec la E-

Cadhérine impliquée dans le maintien des jonctions intercellulaires inhibant la TEM (Colella et al., 2019). 

De plus, l’autophagie permettrait également la dégradation de la b-caténine conduisant à une inhibition 

de la TEM (Guo et al., 2018). Il a également été décrit que l’induction de l’autophagie par carence en 

acides aminés ou par inhibition de MTOR conduit à l’inhibition de la migration et de l’invasion dans des 

cellules de glioblastome. Inversement, l’inhibition de l’autophagie  stimule la migration et l’invasion de 
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ces cellules (Catalano et al., 2015). Dans un modèle de cancer gastrique, il a été décrit que l’inhibition 

de l’autophagie permet l’induction de la TEM. En effet, les ERO intracellulaires n’étant plus dégradés 

conduisent à la translocation de NF-kB (nuclear factor kappa B) dans le noyau induisant une 

augmentation de l’expression de HIF-1a Impliqué dans la régulation des gènes de la TEM (Qin et al., 

2015).  

5.3. L’autophagie est nécessaire à la TEM 

Plusieurs études ont quant à elles démontré l’importance d’une autophagie active lors de la 

TEM. En effet, lors de la reproduction in vitro de conditions généralement trouvées au sein d’une tumeur 

(hypoxie, carence nutritive…) qui conduisent à une induction de l’autophagie et de la TEM, il apparait 

que l’inhibition de l’autophagie inhibe la TEM. De plus, une étude récente a mis en évidence l’implication 

des cellules du microenvironnement tumoral dans l’autophagie des cellules cancéreuses régulant la 

TEM de ces cellules (Luo et al., 2018).  

Figure 14 : Rôles pro- et anti-TEM de l'autophagie  
L’autophagie aurait un rôle inhibiteur de la TEM via son implication dans la dégradation de facteurs de transcription de la TEM 
(EMT-TF) tels que SNAI1, TWIST mais également dans la dégradation de la β-caténine ainsi que dans sa localisation nucléaire 
vs cytoplasmique. L’autophagie permet également l’élimination d’inducteurs de la TEM tels que les ERO. Toutefois, 
l’autophagie peut également être un mécanisme permettant la TEM. En effet, lors de carences nutritives ou encore d’hypoxie, 
conditions généralement retrouvées dans le microenvironnement tumoral, l’induction de l’autophagie est nécessaire à la TEM. 
De manière similaire, les cellules du microenvironnement tumoral les MSC (Mesenchymal stem cell) permettraient la sécrétion 
de facteurs solubles induisant la TEM de manière dépendante de l’autophagie. Bien que les mécanismes moléculaires de 
l’autophagie pro-TEM soit encore peu décrits, ils pourraient impliquer une dégradation de CDH1 par autophagie. 
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L’autophagie a été décrite comme permettant l’induction de la TEM dans un modèle de cancer 

de vessie. Dans cette étude, l’induction de l’autophagie par carence en acides aminés induit la migration 

et l’invasion des cellules par une augmentation de l’expression du TGFb activant ainsi la voie SMAD par 

une augmentation de la phosphorylation de SMAD3. Puis, l’augmentation du TGFb induit l’autophagie 

conduisant ainsi à la mise en place d’une boucle de rétrocontrôle positive permettant l’augmentation 

de l’invasion et de la migration des cellules (Tong et al., 2018). De manière similaire, lors de conditions 

hypoxiques, l’expression du facteur de transcription HIF-1a est induite et conduit à une induction de la 

TEM via l’autophagie. En effet, HIF-1a induit la TEM de manière dépendante de l’autophagie puisque 

l’inhibition chimique de l’autophagie par le 3-MA (3-Méthyladénine) dans des conditions d’hypoxie 

inhibe la TEM (Zhu et al., 2014). L’autophagie a également été décrite comme nécessaire à l’induction 

de la TEM dans des modèles de gliome. Initialement, le TGFb a été décrit comme permettant l’induction 

de la TEM via l’autophagie puisque l’inhibition de l’autophagie par invalidation génétique de BECLIN1 

inhibe la TEM (Zou et al., 2016). Puis, il a également été décrit que le MIR517C, conduisait à l’inhibition 

de la TEM via l’inhibition de l’autophagie (Lu et al., 2015).  

Un des traitements utilisés dans le traitement de tumeurs est l’inhibiteur de kinase Sorafenib. 

Toutefois, les résultats obtenus en essais clinique de phase II sont décevants et sont expliqués par le fait 

que le Sorafenib induit l’autophagie dans les cellules tumorales. L’inhibition de l’autophagie a été 

décrite comme diminuant la viabilité cellulaire, la migration et l’invasion des cellules (Liu et al., 2016). Il 

a également été décrit dans un modèle de glioblastome que l’autophagie était nécessaire à la TEM 

puisque l’invalidation d’acteurs de l’autophagie tel que ATG7 conduit à une diminution de l’invasion 

cellulaire associée à une régulation du métabolisme énergétique (Galavotti et al., 2013) et que 

l’invalidation de ATG12 conduit à une diminution de l’invasion dans un modèle de gliome organotypique 

(Macintosh et al., 2012). 

Les mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation de la TEM par l’autophagie sont 

encore peu connus. Toutefois, il a été décrit que l’autophagie est impliquée dans la dégradation de la E-

Cadhérine diminuant ainsi son taux protéique intracellulaire, étape clef de la TEM dans un modèle de 

carcinome hépatocellulaire. En effet, SPHK1 (Sphingosine kinase 1), dont l’expression augmente avec le 

stade du cancer, permet l’ubiquitinylation de BECLIN1 induisant la dégradation par autophagie de la E-

Cadhérine (Liu et al., 2017).  

Récemment, une étude de co-culture de cellules A549 de carcinome de poumon avec des MSCs 

(Mesenchymal stem cells) a montré une induction de la TEM et de l’autophagie dans les cellules A549. 

De plus, l’induction de la TEM dans ces cellules est dépendante de l’autophagie puisque l’inhibition de 

l’autophagie par le 3-MA ou par la Bafilomycine diminue la TEM. Toutefois, dans cette étude, l’utilisation 

d’inhibiteurs chimiques de l’autophagie dans le milieu de culture ne permet pas de déterminer si i) c’est 
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l’inhibition de l’autophagie qui inhibe la sécrétion de l’inducteur de la TEM par les cellules MSCs, si ii) 

c’est l’inhibition de l’autophagie dans les cellules A549 qui inhibe la TEM ou iii) si l’inhibition de 

l’autophagie dans les deux types cellulaires est impliquée dans l’inhibition de la TEM des cellules A549. 

D’autres études avec l’utilisation de modèles d’invalidation de l’autophagie tels que MSCs KO ATG5 et 

A549 KO ATG5 seraient nécessaires. Toutefois, cette étude montre qu’un inducteur de l’autophagie 

serait sécrété par les MSCs. Cet inducteur pourrait être des ERO, des cytokines ou encore des facteurs 

de croissance (Luo et al., 2018). 

Le lien entre autophagie et TEM reste ainsi controversé et pourrait ainsi dépendre du type de 

tumeur mais également du stade. Lors des étapes précoces, l’autophagie permettrait la dégradation des 

facteurs de transcription de la TEM et permettrait également l’élimination des stress cellulaires 

impliquées dans l’induction de la TEM. Lors des étapes plus tardives, l’acquisition de mutations par les 

cellules tumorales conduirait à la dérégulation de nombreuses voies de signalisation communes à la 

TEM et à l’autophagie telle qu’une dérégulation de MTOR largement décrite dans 50% des cancers 

hépatocellulaires (Liao et al., 2015). Ainsi l’inhibition de l’autophagie impliquerait une inhibition de la 

TEM.  

5.4. La TEM et protéines ATG8 

Le rôle des protéines ATG8 au cours de la TEM n’a à ce jour pas été spécifiquement étudié. 

Toutefois, comme décrit précédemment, il apparait que l’autophagie sélective mettant en jeu les 

protéines ATG8, serait impliquée dans la dégradation des facteurs de transcription de la TEM. Ainsi, les 

protéines ATG8 auraient un rôle anti-TEM via leur implication dans des mécanismes de dégradation 

sélective. 

Du fait de l’implication de la TEM dans la formation des métastases, du lien étroit entre 

autophagie et TEM et de l’implication des protéines ATG8, et particulièrement de GABARAPL1 dans la 

carcinogenèse et dans l’autophagie, nous nous sommes intéressés au rôle de GABARAPL1 au cours de 

la TEM. Notre hypothèse de départ était que GABARAPL1 inhibe la TEM en dégradant sélectivement des 

EMT-TFs puisque SNAI1 et TWIST ont été décrits comme étant localisés dans les autophagosomes.  

La compréhension du rôle de l’autophagie et des protéines ATG8 au cours de la TEM permettra 

à terme de développer de nouveaux traitements anti-cancéreux en ciblant un type d’autophagie sans 

inhiber le mécanisme global d’autophagie. 
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I. Culture cellulaire  
1. Lignées cellulaires utilisées  

Les lignées MCF-7 (Michigan Cancer Foundation) et BT474 sont des lignées cellulaires humaines 

de cancer de sein. Les lignées A549 et ACHN sont des lignées cellulaires humaines d’adénocarcinome 

de poumon et de rein respectivement. Ce sont toutes des cellules de type épithéliale.  

1.1. Modèles cellulaires de surexpression de GABARAPL1 

Les cellules MCF-7 et BT474 expriment très peu de base GABARAPL1 et constituent ainsi un bon 

modèle de surexpression. Deux modèles de surexpression ont été établis, l’un surexprimant la protéine 

GABARAPL1 additionnée d’une étiquette FLAG en N-ter et d’une étiquette 6-HIS en C-ter (Flag-

GABARAPL1-6His) et un autre modèle muté avec remplacement de la Glycine en position 116 par une 

Alanine (Flag-GABARAPL1-G116A-6His). 

1.1.1 MCF-7C, Flag-GABARAPL1-6His, Flag GABARAPL1-G116A-6His c1 et c2 

Les cellules MCF-7 Flag-GABARAPL1-6His et MCF-7 Flag-GABARAPL1-G116A-6His c1 et c2 où les 

protéines Flag-GABARAPL1-6His ou Flag-GABARAPL1-G116A-6His sont surexprimées et les cellules MCF-

7C résultent de la transfection des cellules MCF-7 par le plasmide pCDNA3.1 Flag-GABARAPL1-6His, 

pCDNA3.1 Flag-GABARAPL1-G116A-6His ou pCDNA3.1 vide respectivement. Ces cellules présentent une 

résistance à l’hygromycine.  

Ces cellules ont été cultivées dans du milieu DMEM à 1 g/L de glucose contenant 1% de L-

glutamine (L0066, Dominique Dutcher) et supplémenté de 10% de SVF (sérum de veau fœtal, 702774C, 

Corning), d’un cocktail d’antibiotiques (100 U/mL de pénicilline, 100 µg/mL de streptomycine) et d’un 

antifongique (Amphotericin B 0,23 U/mL). 

1.1.2 BT474 

Les modèles de surexpression BT474 Flag-GABARAPL1-6His et BT474 Flag-GABARAPL1-G116A-

6His ou BT474C ont été réalisés par transfection transitoire des plasmides d’expression pCDNA3.1 Flag-

GABARAPL1-6His, pCDNA3.1 Flag-GABARAPL1-G116A-6His ou pCDNA3.1 vide respectivement. 

Les cellules BT474 ont été cultivées dans du milieu RPMI (L0498-500, Dominique Dutcher) 

supplémenté de 10% de SVF (702774C, Corning), d’un cocktail d’antibiotiques (100 U/mL de pénicilline, 

100 µg/mL de streptomycine) et d’un antifongique (Amphotericin B 0,23 U/mL).  

 

 



88 
 

1.2. Modèles cellulaires d’invalidation de GABARAPL1 

Les cellules A549 et ACHN sont des lignées inductibles en TEM par un co-traitement TGFb/TNFa 

et qui expriment GABARAPL1. Elles ont été cultivées dans du milieu DMEM à 1 g/L de glucose contenant 

1% de L-glutamine (L0066, Dominique Dutcher) et supplémenté de 10% de SVF (702774C, Corning), d’un 

cocktail d’antibiotiques (100 U/mL de pénicilline, 100 µg/mL de streptomycine) et d’un antifongique 

(Amphotericin B 0,23 U/mL). Les lignées A549 et ACHN KO GABARAPL1 (KO GL1) ont été obtenues par 

la technique CRIPSR/Cas9.  

1.2.1 La technologie CRISPR/Cas9 

La technologie CRISPR/Cas9 consiste en la transfection d’un plasmide codant pour une 

endonucléase la Cas9, d’un ARN guide permettant de cibler la zone d’intérêt dans l’ADN génomique à 

cliver et de la GFP (Green Fluorescent Protein). La GFP permet de trier sur la fluorescence verte les 

cellules transfectées. Suite à la coupure double brin de l’ADN génomique par la Cas9 au niveau de la 

zone ciblée par l’ARN guide, va intervenir le système de réparation à l’ADN de la cellule qui va permettre 

soit la réparation à l’identique de l’ADN avant coupure soit l’insertion de mutations. L’insertion des 

différentes mutations peut être déterminée par séquençage de l’ADN génomique pour chaque clone 

obtenu.  

Les lignées A549 et ACHN sauvages ont été transfectées (voir paragraphe I.4. Transfection 

cellulaire) par les plasmides pCAS9-GFP-sgRNA GABARAPL1a, pCAS9-GFP-sgRNA GABARAPL1b ou 

pCAS9-GFP-sgRNA GABARAPL1c obtenus grâce à une collaboration avec le CNRS-UMR7242 de 

Strasbourg. Le plasmide pCAS9-GFP-sgRNA GABARAPL1a cible le début de l’exon 1, pCAS9-GFP-sgRNA 

GABARAPL1b cible la fin de l’exon 1 ou pCAS9-GFP-sgRNA GABARAPL1c cible l’exon 2 du gène 

gabarapl1. Les cellules GFP positives ont été triées (SONYSH600) et remises en culture à raison de 5000 

cellules par boite de pétri dans du milieu complet. Les clones ont ensuite été prélevés individuellement. 

Pour chaque lignée, plus d’une cinquantaine de clones ont été prélevés, amplifiés puis l’expression de 

GABARAPL1 a été testée par Western blot en présence d’inhibiteur de la dégradation autophagique 

NH4Cl.  

Les lignées A549 et ACHN sauvages ont également été transfectées (voir paragraphe I.4) par un 

plasmide pCAS9-GFP-sgRNA contrôle permettant l’obtention des lignées A549c et ACHNc.  

1.2.2 A549, A549 KO GABARAPL1 c1 et c3 

Trois clones A549 KO GABARAPL1 ont été obtenus : A549 KO GL1 c1, c2 et c3. Les trois clones 

ont été obtenus grâce aux plasmides pCAS9-GFP-sgRNA GABARAPL1a, b et c. Le clone c1 est issu de la 

transfection par le plasmide pCAS9-GFP-sgRNA GABARAPL1a, le clone c2 de la transfection par le 
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plasmide pCAS9-GFP-sgRNA GABARAPL1c et le clone c3 de la transfection par le plasmide pCAS9-GFP-

sgRNA GABARAPL1b (Figure 15).  

1.2.3 ACHN et ACHN KO GABARAPL1 cA et cB 

Cinq clones ACHN KO GABARAPL1 ont été obtenus : ACHN KO GL1 cA1, H1, N1, S et W. Ils 

proviennent tous de la transfection par le plasmide pCAS9-GFP-sgRNA GABARAPL1b. Pour la suite de 

notre étude, les clones ACHN KO GL1 H1 et W ont été sélectionnés et ont été renommés cA et cB 

respectivement (Figure 15).  

Figure 15 : Obtention des différentes lignées cellulaires A549c, KO GABARAPL1 (KO GL1), double KO GABARAPL1/GABARAP 
(DKO GL1/GBP), ACHN, KO GABARAPL1 (KO GL1), double KO GABARAPL1/GABARAP (DKO GL1/GBP par CRISPR/cas9. Obtention 
des lignées A549c luc et A549 KO GL1 luc par transduction. 
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1.2.4 Séquençage des mutations introduites par CRISPR/Cas9  

Le séquençage de l’ADN génomique des cellules A549c, KO GABARAPL1 c1 et c3, ACHNc, ACHN 

KO GABARAPL1 cA et cB ont permis d’identifier les mutations introduites. 

Pour les cellules A549, 2 allèles différents de GABARAPL1 ont été identifiés. Pour chacun des 

clones KO GL1 un allèle resterait 100% identique à l’ADN génomique des cellules A549c. Le second allèle 

possèderait l’insertion d’un G pour le clone A549 KO GL1 c1, la délétion de 7 pb pour le clone A549 KO 

GL1 c2 et la délétion d’un G pour le clone A549 KO GL1 c3. Ces trois mutations aboutiraient à la 

formation d’un codon stop prématuré et donc à la production d’une protéine tronquée.  

Pour les cellules ACHN, seuls les clones ACHN KO GL1 cA et cB ont été séquencés. Comme pour 

les cellules A549, 2 allèles différents ont été trouvés en revanche aucun n’est identique à l’ADN 

génomique des cellules ACHNc. Toutefois, de manière surprenante les deux clones ACHN KO GL1 cA et 

cB possèderaient des mutations identiques : sur l’un des allèles, il y a eu l’insertion d’un A et sur l’autre 

allèle la délétion d’un A. Ces deux mutations aboutissent à la formation d’un codon stop prématuré 

aboutissant ainsi à la production de protéines tronquées.  

La production de protéines tronquées n’est qu’hypothétique puisqu’il est décrit dans la 

littérature que l’insertion de mutations au sein de l’ADN génomique conduit à la production d’ARN 

messagers aberrants ainsi rapidement dégradés par la cellule ne permettant pas la production de la 

protéine GABARAPL1.   

1.3. A549c luc, KO GABARAPL1 c1 luc et c3 luc 

Afin d’étudier la formation des métastases in vivo lors de l’injection des cellules A549c, KO 

GABARAPL1 c1 et c3, les cellules ont été transduites afin d’exprimer la luciférase (Figure 15) et 

permettre un suivi des métastases au cours du temps par luminescence sans sacrifice des souris.  

De la rétronectine a été « coatée » dans une plaque 24 puits à 1,2 µg/cm² dans du PBS pendant 

une nuit à 4°C. Le surnagent lentiviral a été mis en contact de la rétronectine et une spin transduction a 

été effectuée pendant 1 h 30 à 2000 rpm à 10 °C. Les cellules A549c, KO GABARAPL1 c1 et c3 ont ensuite 

été ensemencées à raison de 20 000 cellules/cm² par puits. Le lendemain, le milieu de transduction a 

été remplacé par du milieu complet supplémenté de l’antibiotique blasticidine 10 µg/ml pendant 15 

jours. Quelques cellules résistantes ont été ensemencées en 24 puits, la luciférine a été ajoutée pendant 

3 min puis une lecture de la plaque a été réalisée sur le bioimager IVIS. 
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1.4. A549 DKO I GABARAPL1/GABARAP (DKO GL1/GBP) et ACHN DKO 

GABARAPL1/GABARAP A et B (DKO GL1/GBP A et B) 

Les cellules A549 KO GL1 c1 et ACHN KO GL1 cA ont été transfectées (voir paragraphe I.4. 

Transfection cellulaire) par un « pool » de 3 plasmides GABARAP CRISPR/Cas9 KO Plasmid (h2) (sc-

416746-KO-2, Santa Cruz). Comme pour l’obtention des lignées KO GL1, suite à la transfection, les 

cellules ont été triées puis remises en culture. De nombreux clones ont été prélevés, amplifiés puis 

l’expression de GABARAP a été testée par Western blot.  

Pour les cellules A549, un unique clone double KO GABARAPL1/GABARAP I (DKO GL1/GBP I) a 

été obtenu. Pour les cellules ACHN, 3 clones DKO GL1/GBP ont été obtenus : ACHN DKO GL1/GBP A, 

ACHN DKO GL1/GBP B et ACHN DKO GL1/GBP C (Figure 15). L’utilisation d’un pool de trois plasmides 

CRISPR/Cas9 ciblant des zones différentes du gène GABARAP n’a pas permis le séquençage des 

différentes mutations introduites.  

Les lignées A549 et ACHN DKO GL1/GBP ont été de nouveau transfectées par un pool de 3 

plasmides GABARAPL2 CRISPR/Cas9 KO Plasmid (h2) (sc-403558-KO-2, Santa Cruz) afin d’obtenir des 

lignées triple KO GABARAPL1/GABARAP/GABARAPL2. Toutefois, peu de clones ont été obtenus suite au 

tri cellulaire et aucun ne présentait la triple extinction. 

2. Entretien des cellules 
Les cellules ont été cultivées à 37°C en atmosphère humide 5% CO2 et entretenues deux fois par 

semaine. Pour cela, le surnagent de culture a été éliminé, les cellules ont été rincées avec 8 ml de Hank’s 

puis incubées avec 2 ml de trypsine-EDTA 1X, 5 min à 37 °C. La trypsine a été inactivée par ajout de 8 ml 

de milieu complet. La quantité de cellules souhaitée a été ensemencée dans 10 ml de milieu complet 

dans une nouvelle boite.  

3. Congélation et décongélation  
Pour la congélation, des cellules en phase exponentielle de croissance ont été trypsinées puis 

reprises dans 10 ml de milieu complet. Les cellules ont été centrifugées pendant 5 min à 600 g puis le 

culot cellulaire a été remis en suspension dans 2 ml de milieu de congélation (90% milieu complet et 

10% DMSO). Le cryotube contenant la suspension cellulaire a été placé une nuit à -80 °C dans une boite 

contenant de l’isopropanol permettant d’abaisser la température progressivement puis dans l’azote 

liquide pour un stockage à long terme.  

Pour la décongélation, le cryotube a été réchauffé rapidement à 37 °C puis la suspension 

cellulaire a été reprise dans 10 ml de milieu complet préalablement chauffée pour être centrifugée. Le 
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culot cellulaire a été remis en suspension dans du milieu complet puis placé dans une boite de culture 

cellulaire de 75 cm². Le lendemain, le milieu de culture a été remplacé par du milieu neuf.  

4. Transfection cellulaire  
4.1. Transfection réactif Jetprime  

Lors de la transfection des cellules A549, ACHN, le réactif Jetprime (Polyplus Transfection) a été 

utilisé.  

Pour la réalisation des lignées A549 et ACHN KO GABARAPL1 et double KO 

GABARAPL1/GABARAP, les cellules ont été ensemencées à raison de 20 000 cellules/cm² en plaque 6 

puits. Le jour suivant, les cellules ont été transfectées avec 2 µg des différents plasmides CRISPR/Cas9, 

200 µl de tampon Jetprime et 2 µl de Jetprime selon les recommandations du fournisseur. Après une 

nuit de transfection, le milieu de transfection a été remplacé par du milieu complet. 

Pour les expériences de microscopie confocale, les cellules ont été ensemencées à raison de 

20 000 cellules/cm² en plaque 24 puits sur des lamelles de verre. Le jour suivant les cellules ont été 

transfectées avec 0,5 µg de plasmide pRFP-GFP-LC3 (137624, Addgene) dans 50 µl de tampon Jetprime 

et 1 µl de Jetprime selon les recommandations du fournisseur. Après 4 h d’incubation à 37 °C avec les 

complexes ADN-Jetprime, le milieu a été remplacé puis les cellules ont été placées 24 h à 37 °C avant 

de réaliser les différents traitements. Les cellules ont ensuite été analysées par microscopie confocale 

(Zeiss LSM 800 AiryScan).  

Pour les expériences de Western blotting ou de RT-qPCR, les cellules ont été ensemencées dans 

des plaques 6 puits à raison de 20 000 cellules/cm², transfectées (pCDNA3.1 Flag-GABARAPL1-6His, Flag-

GABARAPL-G116A-6His et Flag-GABARAP) le jour suivant puis récoltées 24 h après la transfection.  

4.2. Transfection réactif mirus TransiT®-2020 

Les cellules BT474 ont été transfectées par le réactif mirus TransiT®-2020 Transfection Reagent 

(MIR 5400). Les cellules ont été ensemencées à raison de 20 000/cm² en pétri 10 cm. Le lendemain, le 

milieu de culture a été changé puis, 10 µg de plasmide (pCDNA3.1 Flag-GABARAPL1-6His, Flag-

GABARAPL-G116A-6His) ont été mélangés dans 1,5 ml de milieu sans sérum ni antibiotique. Puis, 45 µl 

de réactif TransiT®-2020 ont été ajoutés. Après avoir homogénéisé le mélange par aspiration et 

refoulement, et incubé à température ambiante pendant 30 min, les complexes formés ont été ajoutés 

sur les cellules. Après une nuit de transfection, le milieu de transfection a été remplacé par du milieu 

complet. Puis, après 4h, les cellules ont été de nouveau ensemencées à raison de 20 000 cellules/cm² 
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dans les plaques appropriées pour réaliser les différentes expériences d’invasion, de Western blotting 

et de prolifération.  

5. Tri cellulaire  
Les cellules A549 et ACHN ont été triées suite à leur transfection par les différents plasmides 

CRISPR/Cas9 (Voir paragraphe I.1.2.1. Technologie CRISPR/Cas9) sur l’expression de la GFP afin de 

remettre en culture uniquement les cellules transfectées.  

Les cellules ont été préalablement ensemencées en plaque 6 puits à raison de 200 000 cellules 

par puits, puis transfectées avec les plasmides CRISPR/Cas9 codant aussi pour la GFP. Le lendemain de 

la transfection, les cellules ont été décollées par ajout de 500 µl de trypsine, puis reprises dans du milieu 

complet. Après une centrifugation de 5 min à 800 g, le culot cellulaire a été repris dans du PBS-0,03% 

EDTA puis maintenu sur glace jusqu’au tri. Après passage au trieur SONY, les cellules positives ont été 

récoltées dans un milieu très riche en SVF (1 ml de milieu complet pour 2 ml de SVF). Les cellules triées 

ont été remises en culture à raison de 5000 cellules par boite de 10 cm de diamètre.  

6. Traitements chimiques des cellules 
6.1. Etude de l’autophagie 

L’autophagie est un processus dynamique au cours duquel des autophagosomes sont produits 

puis dégradés. Afin d’étudier le flux autophagique, c’est-à-dire la vitesse de production et de 

dégradation des autophagosomes, il est possible soit d’étudier par Western blotting un marqueur des 

autophagosomes : la protéine LC3B, soit d’étudier la formation des vésicules autophagiques via 

l’utilisation d’un plasmide d’expression pGFP-RFP-LC3 permettant la discrimination des 

autophagosomes des autolysosomes.  

Lors de l’étude du flux autophagique par Western blotting, une augmentation du nombre de 

vésicules autophagiques à un instant donné peut rendre compte d’une diminution de la dégradation 

autophagique ou d’une augmentation de l’induction c’est pourquoi il est nécessaire de quantifier le 

nombre de vésicules en présence et en absence d’inhibiteurs de la dégradation autophagique. Pour 

inhiber la dégradation autophagique le NH4Cl a été utilisé empêchant l’acidification des lysosomes et 

donc la dégradation autophagique. Pour induire l’autophagie la rapamycine (15C27-MM, InvivoGen) a 

été utilisée. La rapamycine est un inhibiteur de MTOR, un inducteur connu de l’autophagie (Tableau 3). 

D’autres inducteurs et inhibiteurs de l’autophagie ont été utilisés et sont détaillé dans la partie matériels 

et méthodes de la Publication I. 
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6.1.1 Etude de la protéine LC3B par Western blotting 

La protéine LC3B est un marqueur des autophagosomes. Au cours de l’autophagie, la protéine 

LC3B soluble est clivée puis conjuguée à un phospholipide afin d’intégrer la membrane des 

autophagosomes. La quantité de LC3B conjuguée (LC3B-II) est ainsi proportionnelle au nombre 

d’autophagosomes dans la cellule. Elle est donc étudiée par Western blotting en présence ou en 

absence d’inducteur et d’inhibiteur de l’autophagie.  

6.1.2 Etude des vésicules autophagiques par transfection pGFP-RFP-LC3 

Les cellules A549 ont été ensemencées sur lamelle de verre en plaque 24 puits à raison de 

20 000 cellules/cm². Le lendemain, les cellules ont été transfectées avec le plasmide pGFP-RFP-LC3 selon 

le protocole Jetprime comme décrit dans le paragraphe I.4. Transfection cellulaire. Le jour suivant, les 

différents traitements ont été réalisés. Les cellules ont ensuite été rincées avec du PBS 1X froid puis 

fixées pendant 15 min au PFA 4% (p/v). Les cellules ont ensuite été montées sur lame avec du milieu de 

montage (F4680 Fluoromount, Sigma Aldrich) et observées au microscope.  

6.2. Etude de la Transition Epithélio-Mésenchymateuse 

Afin d’induire la Transition Epithélio-Mésenchyamteuse (TEM) dans les cellules A549 et ACHN, 

un co-traitement TGFb/TNFa a été utilisé (Tableau 3). Le TGFb (100-21, Peprotech) est l’inducteur de la 

TEM et le TNFa (300-01A, Peprotech) a été décrit comme permettant de potentialiser les effets du TGFb, 

permettant ainsi l’utilisation de concentration moindre de TGFb et donc de limiter sa toxicité cellulaire.  

6.3. Autres traitements utilisés 

Un inhibiteur du protéasome, le bortezomib a aussi été utilisé, il permet l’inhibition de la sous 

unité b5 du protéasome (Tableau 3). 

Composé Concentration Durée (h) 

Rapamycine 10 µM 4 

Bortezomib 100 à 200 nM 6 à 15 

TGFb/TNFa 5 ng/mL et 20 ng/mL 2 à 48 

NH4Cl 50 mM 2 

Tableau 3 : Concentrations et durées des traitements utilisés 

II. Analyse des protéines 
1. Extraction des protéines 

Selon les expériences réalisées, deux protocoles d’extraction protéique ont été utilisés. 
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a) Les cellules ont été rincées avec du PBS froid, puis elles ont été collectées mécaniquement 

à l’aide d’un grattoir et centrifugées (5 min, 600 g, 4 °C). Les culots cellulaires obtenus ont 

été repris dans 7,5 µl de tampon RIPA [Tris-HCl 10 mM pH 7,4 NaCl 0,1 M, EDTA 1 mM, 

Triton X-100 1% (v/v), NaDOC 0,5% (p/v), SDS 0,1% (p/v)] pour 100 000 cellules environ, 

additionné d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Sigma Aldrich), ont été soniqués 5s sur 

glace et incubé 20 min sur glace. Les protéines ont ensuite été dosées par la technique de 

Bradford. A la quantité de protéine souhaitée a été ajouté le tampon de charge 1X [Tris-HCl 

60 mM pH 6,8, glycérol 10% (v/v), SDS 2% (p/v), b-mercaptoéthanol 5% (v/v), bleu de 

bromophénol 0,02% (p/v)]. 

b) Les cellules ont été collectées comme précédemment et ont été lysées par ajout de 10,5 µl 

de tampon de charge 1X [Tris-HCl 60 mM pH 6,8, glycérol 10% (v/v), SDS 2% (p/v), b-

mercaptoéthanol 5% (v/v), bleu de bromophénol 0,02% (p/v)] pour 100 000 cellules 

environ. Les cellules ont été soniquées 5 sec sur glace 

Les échantillons ont été stockés à -20°C jusqu’à utilisation.  

2. Western blot 
Les échantillons protéiques ont été dénaturés 5 min à 95°C avant d’être chargé sur un gel 

d’acrylamide TGX (1610172, BioRad). La migration a été effectuée dans un tampon d’électrophorèse 

[Tris-HCl 25 mM pH 8,3, glycine 192 mM, SDS 0,1% (v/v)] pendant environ 10 min à 100 V puis 20 min à 

300 V.  

Après migration, les protéines ont été transférées sur une membrane PVDF (1704157, BioRad) 

avec le Transblot turbo (1704150, Biorad) en suivant les recommandations du fournisseur. Les sites de 

fixations non spécifiques ont été saturés dans un tampon TBS-T ([Tris-HCl 199 mM pH 7,4, NaCl 0,35 M, 

Tween 20 0,1% (v/v)] supplémenté de 5% Régilait ou BSA (Bovine serum albumin) pendant 1 h à 

température ambiante sous agitation. Les membranes ont ensuite été incubées une nuit, sous agitation 

avec l’anticorps primaire (Tableau 4). Après trois lavages de 10 min dans une solution de TBS-T, les 

membranes ont été incubées avec l’anticorps secondaire dilué dans une solution de TBS-T 5% régilait. 

Trois nouveaux lavages ont été réalisés dans les mêmes conditions que précédemment puis les 

protéines ont été révélées par chimioluminescence. Les membranes ont été recouvertes de 1 ml d’ECL 

(1705060, Biorad) pendant 5 min à l’abri de la lumière puis analysées à l’aide du Chemidoc XRS+ 

(Biorad). 

 

 



96 
 

Anticorps Dilution Références 

PRIMAIRES 

LC3 1/3000 LB8918, Sigma 

GABARAPL1 1/1000 11010-1-AP, proteintech 

GABARAP/L1 1/2000 AB15278, Chemicon Milipore 

GABARAPL2 1/1000 18724-1-AP, Proteintech 

ULK1 1/1000 D8H5, Cell Signaling 

pULK1 ser 555 1/1000 D1H4, Cell Signaling 

pULK1 ser 757 1/1000 D7O6U, Cell Signaling 

Actine 1/10 000 A5060, Sigma Aldrich 

N-Cadhérine 1/1000 D4R1H, Cell Signaling 

E-Cadhérine 1/1000 610181, BD Biosciences 

SNAI1 1/1000 C15D3, Cell Signaling 

SMAD 2 1/1000 5339T, Cell Signaling 

SMAD 3 1/1000 9523T, Cell Signaling 

SMAD 4 1/1000 38454T, Cell Signaling 

TWIST 1/1000 GTX127310, GeneTex 

b-caténine 1/1000 D10A8, Cell Signaling 

SECONDAIRES 

Anti IgG de souris HRP conjugué 1/10 000 BI2413C, Paris Anticorps 

Anti IgG de lapin HRP conjugué 1/10 000 BI2407, Paris Anticorps 

Tableau 4 : Anticorps primaires et secondaires utilisés pour la détection des protéines en Western-blotting 

3. Etude des cellules par microscopie confocale 
3.1. Immunofluorescence  

Les cellules ont été ensemencées sur lamelle de verre en plaque 24 puits à raison de 20 000 

cellules/cm². Le lendemain, suite aux différentes stimulations, les cellules ont été rincées par du PBS 1X 

froid puis fixées pendant 15 min au PFA 4% (p/v). Après rinçage au PBS, les cellules ont été 

perméabilisées 5 min au PBS-Triton X100 0,1% (v/v) et rincées au PBS. Les sites aspécifiques ont été 

saturés pendant 30 min à température ambiante par ajout d’une solution de PBS-BSA 5%. L’anticorps 

primaire a été dilué dans une solution de PBS-BSA 1% puis incubé une nuit à 4 °C (Tableau 5). 
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Anticorps Dilution Référence 

PRIMAIRES 

SMAD 2 1/200 5339T, Cell Signaling 

SMAD 3 1/200 9523T, Cell Signaling 

SECONDAIRES 

Anti IgG de lapin Alexa fluor 

488 
1/500 A-11008, Life technologies 

Tableau 5 : Anticorps primaires et secondaires utilisés pour la détection de protéines par immunofluorescence 

Le lendemain, les cellules ont été rincées rapidement avant d’être incubées 1 h à 37 °C en 

présence de l’anticorps secondaire dilué dans une solution PBS-BSA 1%. Les noyaux ont ensuite été 

marqués au DAPI (1/5000) puis les cellules ont été rincées trois fois avant d’être montées sur lame avec 

du milieu de montage (F4680 Fluoromount, Sigma Aldrich) et observée au microscope.  

3.2. Transfection transitoire de protéines fluorescentes  

Les cellules ont été ensemencées sur lamelle à raison de 20 000 cellules/cm² en plaque 24 puits 

puis ont été transfectées 4h par le pRFP-GFP-LC3. Le lendemain, les cellules ont été rincées par du PBS 

froid et fixées 15 min au PFA 4%. Les noyaux ont été marqués au DAPI et suite à trois rinçages, les lames 

ont été montées.  

3.3. Marquage des cellules à la phalloïdine 

Les cellules ont été ensemencées sur lamelle à raison de 20 000 cellules/cm² en plaque 24 puits. 

Le lendemain après avoir subi les différents traitements, les cellules ont été rincées par du PBS froid et 

fixées 15 min au PFA 4%. Les cellules ont ensuite été marquées par la phalloïdine couplée à la rhodamine 

pendant 10 min à température ambiante. Les noyaux ont été marqués au DAPI puis après trois rinçcage, 

les lames ont été montées. 

III. Analyse des ARN totaux 
1. Extraction des ARN totaux 

Les cellules ont été ensemencées en plaque 6 puits à raison de 20 000 cellules/cm². Après la 

réalisation des différents traitements, les cellules ont été rincées avec du PBS froid. La lyse a été réalisée 

par l’ajout de 1 mL de tampon de lyse (TRI Reagent®, molecular Research Center, Inc.). Suite à l’ajout de 

200 µl de chloroforme, les tubes ont été agités fortement et ont été incubés 10 min à température 

ambiante. Suite à une centrifugation (15 min, 12 000 g, 4 °C), la phase supérieure a été prélevée puis 

les ARN ont été précipités par l’ajout de 500 µl d’isopropanol glacé. La solution a été mélangée par 
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Vortex puis a été incubée 10 min à température ambiante avant d’être centrifugée dans les mêmes 

conditions. Le culot ainsi obtenu a été rincé avec une solution glacée d’éthanol 70%, puis a été séché 

avant d’être repris dans 20 µl d’eau ultra pure puis dissocié par chauffage 5 min à 65 °C. Les ARN ont 

été conservés à -80°C. 

Les ARN totaux ont été purifiés par l’ajout de 1 U/µl de DNase I (Thermofischer) permettant 

d’éliminer l’ADN restant. Après une incubation de 30 min à 37°C, l’enzyme a été inactivée par ajout 

d’EDTA 1 mM et d’une incubation à 65 °C pendant 10 min.  

2. Réverse transcription  
Les ARN totaux ont ensuite été soumis à une réverse transcription. Pour cela, 1 à 2 µg d’ARN 

totaux, 1 µM d’amorce oligodT(17) et 1 mM de dNTP ont été mélangés dans un volume final de 17,5 µl 

puis incubés 10 min à 70 °C. Le tampon de l’enzyme et 100 U de réverse transcriptase (M-MLV Reverse 

Transcriptase, Sigma) ont été ajoutés dans un volume final de 20 µl. Le mélange a été placé 10 min à 

25°C puis 1 h 30 à 37 °C. L’enzyme a été inactivé par chauffage à 87 °C pendant 10 min. Les ADNc obtenus 

ont été conservés à -20 °C.  

3. Analyse par PCR en temps réel 
Les ADNc ont été amplifiés par PCR en temps réel (q-PCR) grâce à la méthode Syber Green 

(Takara). A 10 µl du mélange SYBR Premix Ex Taq 2X ont été ajouté 0,5 mM de chaque amorce sens et 

anti-sens (Tableau 6) et 8 µl de matrice diluée au 1/80 ou 8 µl d’eau pour les contrôles négatifs dans un 

volume final de 20 µl. L’appareil « StepOne » (Applied Biosystem) a été utilisé pour l’amplification selon 

le protocole suivant : dénaturation initiale et activation de la polymérase à 95 °C pendant 10 minutes, 

amplification à 95 °C pendant 15 secondes puis à 60 °C pendant 1 minute (40 cycles). L’analyse des 

résultats a été réalisée selon la méthode des DDCT (Pfaffl, 2001).  

ADNc Amorces Séquence 

H3B2 
His I GCTAGCTGGATGTCTTTTGG 

His N GTGGTAAAGCACCCAGGAA 

SMAD 2 
SMAD2 Sens ACCGAAATGCCACGGTAGAA 

SMAD2 rev TGGGGCTCTGCACAAAGAT 

SMAD 3 
SMAD3 Sens GCCTGTGCTGGAACATCATC 

SMAD3 rev TTGCCCTCATGTGTGCTCTT 

SMAD 4 
SMAD4 Sens CATCCTGCTCCTGAGTATTGG 

SMAD4 rev GGGTCCACGTATCCATCAAC 

SNAI1 SNAI1-F CGCGCTCTTTCCTCGTCAG 
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SNAI1-R TCCCAGATGAGCATTGGCAG 

CDH2 
CDH2-R CTCATATGGTGGAGCTGTGGC 

CDH2-F TGTGGGAATCCGACGAATG 

CDH1 
CDH1-R AGGATGGTGTAAGCGATGGC 

CDH1-F CGGGAATGCAGTTGAGGATC 

LC3B 
Hum LC3-sens-qpcr CGGAAAGCAGCAGTGTACCA 

Hum LC3-rev-qpcr GGCAGAAGGGAGTGTGTCTGA 

GABARAP 
humgabarap-sens-qpcr GCCTTTCCCATCCTGCTGTA 

humgabarap-rev-qpcr AGGAAGGGATTGCTGGGTTCT 

GABARAPL1 
humgec1sens-qpcr CCCTCCCTTGGTTATCATCCA 

humgec1rev-qpcr ACTCCCACCCCACAAAATCC 

GABARAPL2 
ATG16L2-F-Hs TAGTGGCCACAATGACCAGA 

ATG16L2-R-Hs TGAACACAGCTTTGGTCCAG 

Tableau 6 : Séquences des amorces utilisées pour les réactions de PCR en temps réel 

IV. Etude des phénotypes cancéreux in vitro 
1. Test de prolifération cellulaire : test MTT 

Le test MTT consiste en l’estimation du nombre de cellules vivantes grâce à la réduction du 

bromure de 3-(4,5-diméthylthiiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium (MTT) par les déshydrogénases 

mitochondriales de ces cellules.  

Les cellules BT474, A549 et ACHN ont été ensemencées en plaque 96 puits à raison de 3000, 

1500 et 1000 cellules par puits respectivement. Le jour suivant, le milieu a été éliminé et remplacé par 

le MTT à 100 mM dans une solution saline de Hank’s à raison de 100 µL par puits. Après une incubation 

de 2 h à 37°C, les plaques ont été centrifugées (5 min, 300 g) et le MTT a été éliminé par retournement 

de la plaque sur du papier absorbant. Les cristaux de formazan ainsi formés ont été solubilisés par ajout 

de 50 µl de DMSO dans chaque puits. La quantité de cellules vivantes a alors été estimée par la mesure 

de l’absorbance à 549 nm et 620 nm grâce à un spectrophotomètre lecteur de plaques (Multiskan FC, 

ThermoScientific).  

2. Test de migration et d’invasion en chambre de Boyden  
2.1. Migration cellulaire 

L’étude de la migration cellulaire a été réalisée en chambre de Boyden (SPL Life Science, 

diamètre 6,5 mm, pores de 8µm). Les cellules BT474 ont été ensemencées dans le compartiment 

supérieur à raison de 100 000 cellules par insert dans 250 µl de milieu sans SVF. Dans le compartiment 
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inférieur, 500 µl de milieu complet ont été placés. Après 24 h d’incubation à 37°C dans une atmosphère 

5% CO2 les cellules ont été fixées à l’éthanol 100% pendant 5 min. Les cellules n’ayant pas traversé la 

membrane ont été éliminées par grattage et les cellules ayant traversé ont été colorées au crystal violet 

0,5% (p/v) éthanol 2% (v/v) pendant 10 min. L’excès de colorant a été éliminé par des lavages successifs 

à l’eau distillée. Les cellules marquées sont les cellules ayant traversé la membrane, elles ont été 

comptées à raison de 10 champs par chambre de Boyden au microscope inversé à un grossissement de 

X400.  

2.2. Invasion cellulaire 

L’étude de l’invasion cellulaire a été réalisée en chambre de Boyden (SPL Lige Science, diamètre 

6,5 mm, pores de 8 µm). Le compartiment supérieur a été préalablement tapissé de 1 mg/ml de Matrigel 

(Sigma Aldrich) dans 50 µl milieu dépourvu de SVF. Les inserts ont été placés pendant 7 heures à 37°C. 

Les cellules A549c, KO GABARAPL1 c1 et c3 ont ensuite été ensemencées à raison de 100 000 cellules 

par insert dans 250 µl de milieu sans SVF. Après 24 h d’incubation à 37°C et 5% CO2 les cellules ayant 

traversé la membrane ont été fixées, puis marquées et comptées comme décrit précédemment (Cf. 

paragraphe IV 2.1. Migration cellulaire). 

V. Etude de la formation des métastases in vivo 
Les cellules A549c luc, KO GL1 c1 luc et KO GL1 c3 luc ont été trypsinées, puis reprises dans du 

milieu complet. Une solution de 4.106 cellules dans 300 µl de PBS ont été injectées dans la veine de la 

queue de souris SCID (Janvier Labs). Le suivi de la biolumiscence a été réalisée par l’injection de 

luciférine D en intrapéritonéale. Cinq min après l’injection, la lumière émise par les tumeurs a été 

détectée et quantifiée avec le live imager IVIS.  

VI. Clonage plasmidique 
Afin de réaliser le séquençage de l’ADN génomique des différentes lignées cellulaires, l’ADN a 

été extrait des cellules A549c, A549 KO GABARAPL1 c1 et c3, ACHNc et ACHN KO GABARAPL1 cA et cB 

grâce au kit NucleoSpin® Tissue (Macherey Nagel) selon le protocole du fournisseur. Des amorces 

permettant de cibler environ 100 pb avant et après la zone de fixation de chaque ARN guide ont été 

dessinées (Tableau 5) et une PCR avec une DNA polymérase haute-fidélité a été réalisée. Les amplicons 

obtenus ont été clonés dans des vecteurs pJET1.2 puis une transformation bactérienne a été réalisée. 

Pour chaque clonage, 6 colonies ont été prélevées. L’ADN plasmidique a été extrait par le kit NucleoSpin 

® Plasmid (Macherey Nagel) selon les recommandations du fournisseur et séquencé.  
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1. PCR ADN polymérase Phusion High-Fidelity  
Le mélange réactionnel de PCR a été réalisé de la manière suivante : 1X Phusion HF buffer, 200 

µM dNTP, 0,5 µM de chaque primer (Tableau 7), 200 ng de matrice ADN et 0,002 U/µl de Phusion DNA 

Polymérase. La dénaturation initiale a été réalisée à 98 °C pendant 30 secondes, puis 30 cycles ont été 

réalisés de la manière suivante : dénaturation 10 secondes à 98 °C, appariement 30 secondes à 65 °C et 

extension 30 secondes à 72 °C. Une extension finale de 5 minutes a été réalisée à 72 °C. 

Zone a séquencée/Cellules Amorces Séquence 

Début exon 1/A549 KO GL1 

1 

Début exon 1 (a) sens 

Début exon 1 (a) rev 

CGGTGCATCATGAAGTTCCA 

CTCCGCTCCTCTACACTCAC 

Fin exon 1/A549 KO GL1 c3, 

ACHN KO GL1 cA et cB 

Fin exon 1 (b) sens 

Fin exon 1 (b) rev 

GCCCTGCGGTGCATCAT 

CATCCCCTCCGCTCCTCTACACT 

Exon 2/A549 KO GL1 c2 Exon 2 (c) sens 

Exon 2 (c) rev  

TCATTCCTACTCTCCTCCTCTTCT 

GAGGAAGGGTCAGGGAAGG 

Tableau 7: Séquence des amorces utilisées pour le séquençage des différentes lignées KO GABARAPL1 

Les produits de PCR ont ensuite été purifiés par NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (740609, 

Macherey Nagel) selon les recommandations du fournisseur. 

2. Clonage dans un vecteur pJET 
Les produits de PCR purifiés ont été ligaturés dans un vecteur pJET1.2 dans un ratio 3 :1. Les 

produits de PCR ont été mélangés avec 50 ng du vecteur pJET1.2 en présence de 1 µl de T4 DNA ligase 

dans le tampon réactionnel 1X Reaction Buffer. Le mélange a été incubé 5 minutes à température 

ambiante et la transformation bactérienne a été réalisée. 

3. Transformation et culture bactérienne 
Pour la transformation bactérienne, 50 ng de vecteur pJET1.2 ligaturé avec les produits de PCR 

ont été ajoutés sur 50 µl de bactéries compétentes et incubés sur glace pendant 20 minutes. Suite à un 

choc thermique de 2 minutes à 42 °C puis de 2 minutes sur glace, 800 µl de milieu LB ont été ajoutés. 

Le mélange a été placé sous agitation pendant 1 h à 37 °C puis centrifugé 10 minutes, 5000 g à 

température ambiante. Le culot bactérien a été repris dans 50 µl de milieu LB puis étalé sur boite LB 

agar ampicilline. Après une nuit à 37 °C, les colonies bactériennes ont été prélevées puis les mini-

cultures ont été réalisées dans un milieu LB 1X ampicilline. Après une journée d’incubation à 37°C sous 

agitation, les plasmides ont été extraits par miniprep sur colonne NucleoSpin® Plasmid (740588, 

Macherey Nagel) puis ont été séquencés.  
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I. Etude du rôle de GABARAPL1 dans la carcinogenèse 
Au cours de cette thèse, nous nous sommes intéressés à l’étude du rôle de GABARAPL1 dans 

l’autophagie et dans le cancer avec un focus sur la TEM.  

Le gène GABARAPL1, a été initialement identifié comme étant positivement régulé par les 

œstrogènes au sein de notre laboratoire au début des années 1990 chez le cochon d’inde (Pellerin et 

al., 1993). Il code une protéine de 117 acides aminés qui est impliquée dans le transport du récepteur 

GABAA et qui possède en N-terminal un domaine de liaison à la tubuline (Vernier-Magnin et al., 2001). 

GABARAPL1 possède une forte identité de séquence avec GABARAP et GABARAPL2 suggérant que ces 

protéines appartiennent à une même sous-famille, les protéines GABARAP et à la famille ATG8. 

L’orthologue ATG8 chez la levure a été identifié comme impliqué dans le processus d’autophagie (Lang 

et al., 1998) ce qui est également le cas des protéines ATG8 des mammifères qui sont localisées au 

niveau de la membrane des autophagosomes (Chakrama et al., 2010; Kabeya et al., 2004). Les protéines 

de la sous-famille GABARAP, comme les protéines de la sous-famille LC3, possèdent une glycine en 

position C-terminale 116 pour les protéines GABARAP, permettant leur conjugaison aux membranes des 

autophagosomes. Suite à leur clivage par une protéase ATG4 en aval de cette glycine, les protéines ATG8 

sont conjuguées à un phospholipide de la membrane des autophagosomes (Chakrama et al., 2010). Il a 

été initialement décrit que les protéines de la sous-famille GABARAP sont impliquées lors des étapes 

tardives de l’autophagie (Weidberg et al., 2010) mais également dans l’autophagie sélective par leur 

interaction avec des adaptateurs tels que p62 permettant ainsi l’élimination d’organites intracellulaires 

ou encore d’agrégats protéiques ubiquitinylés (Anding and Baehrecke, 2017).  

La protéine GABARAPL1 a également été associée au cancer. En effet, une perte d’expression 

de GABARAPL1 a été mise en évidence dans les tissus tumoraux comparativement aux tissus sains 

(Nemos et al., 2003). Puis l’expression de GABARAPL1 a été identifiée comme facteur de bon pronostic 

chez des patients atteints de cancer du sein (Berthier et al., 2010). Des études in vitro de surexpression 

de GABARAPL1 dans des lignées cellulaires de cancers du sein et hépatocellulaires ont permis de 

confirmer le rôle de GABARAPL1 dans le cancer par son implication dans la diminution de la prolifération 

cellulaire ainsi que dans la diminution de la croissance tumorale in vivo (Liu et al., 2014; Zhang et al., 

2011). L’ensemble de ces résultats ont donc suggéré un rôle suppresseur de tumeur de GABARAPL1. 

L’autophagie et la carcinogenèse sont deux mécanismes étroitement liés. Lors des étapes 

précoces, l’autophagie permettrait d’inhiber la transformation tumorale, en revanche, dans les étapes 

plus tardives, l’autophagie permettrait un apport en nutriments aux cellules tumorales. Du fait de 

l’implication de GABARAPL1 dans l’autophagie et le cancer, nous avons voulu approfondir le rôle de 

GABARAPL1 dans l’autophagie puis étudier l’implication du rôle de GABARAPL1 dans l’autophagie dans 
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son rôle suppresseur de tumeur. Cette étude a été réalisée dans un modèle de cancer du sein MCF-7 

surexprimant GABARAPL1 ou un mutant GABARAPL1-G116A possédant une alanine en position 116 à la 

place de la glycine nécessaire à sa localisation au niveau des autophagosomes. Les principaux résultats 

ont été confirmés dans un autre modèle de cancer du sein les cellules BT474. Les résultats de cette 

étude ont montré que : 

ü La mutation G116A inhibe la lipidation de GABARAPL1 et donc sa localisation au niveau des 

autophagosomes sans perturber son interaction avec la tubuline 

ü La localisation de GABARAPL1 au niveau des autophagosomes est indispensable lors de 

l’autophagie induite mais pas lors de l’autophagie basale 

ü La localisation de GABARAPL1 au niveau des autophagosomes est indispensable lors des 

étapes tardives de l’autophagie  

ü GABARAPL1 possède également un rôle lors des étapes précoces de l’autophagie, rôle 

indépendant de sa localisation au niveau des autophagosomes. 

ü Le rôle de GABARAPL1 lors de l’étude des phénotypes cancéreux in vitro peut être dépendant 

ou indépendant de sa localisation au niveau des autophagosomes 

ü Le rôle de GABARAPL1 dans la croissance tumorale in vivo est indépendant de sa localisation 

au niveau des autophagosomes. 

L’ensemble de ces résultats est présenté dans la Publication I (Poillet-Perez et al., 2017). 

De plus, nous avons voulu étudier l’implication de GABARAPL1 dans les étapes tardives de la 

carcinogenèse telle que la TEM, largement décrite comme impliquée dans la formation des métastases. 

La TEM est un mécanisme qui a été décrit comme impliqué dans le cancer dans les années 1990 suite à 

l’étude de cellules de cancer du sein dont les propriétés d’invasion in vitro sont exacerbées du fait d’une 

forte expression de la Vimentine (Thompson et al., 1992). Puis, une diminution de l’expression de la E-

Cadhérine a été décrite comme souvent accompagnée d’une augmentation de la N-Cadhérine, 

impliquée dans  l’augmentation de la mobilité cellulaire (Nieman et al., 1999). Le rôle de la TEM dans la 

carcinogenèse a initialement été associé à son implication dans la formation des métastases, première 

cause de mortalité des patients atteints de cancer. Puis, par la suite, la TEM a également été associée à 

la résistance aux traitements et à l’échappement des cellules cancéreuses au système immunitaire 

(Fischer et al., 2015; Zheng et al., 2015). 

Le rôle de l’autophagie au cours de la TEM est complexe puisque l’autophagie permet la 

dégradation d’inducteurs de la TEM tel que le TGFβ. Puis, l’autophagie sélective permet la dégradation 

d’acteurs de la TEM tels que les EMT-TFs inhibant ainsi la TEM(Catalano et al., 2015; Ding et al., 2014; 

Grassi et al., 2015; Lv et al., 2012; Qin et al., 2015). Toutefois, l’inhibition de l’autophagie a également 
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été décrite comme inhibant la TEM (Lu et al., 2015; Tong et al., 2018; Zhu et al., 2014; Zou et al., 2016). 

Bien que les mécanismes mis en jeu ne soient à ce jour que peu décrits, l’autophagie pourrait permettre 

l’élimination de protéines endommagées (Liu et al., 2017) permettant le maintien du métabolisme 

cellulaire nécessaire à la TEM. De plus, il a été décrit que ces deux voies ont des inducteurs et des voies 

de signalisation cellulaires communs (Kiyono et al., 2009; Mikaelian et al., 2013). Du fait de l’implication 

de GABARAPL1 dans la carcinogenèse et dans l’autophagie sélective, nous avons voulu approfondir le 

rôle de GABARAPL1 lors de la TEM. Cette étude a été réalisée dans deux modèles cellulaires inductibles 

en TEM par la voie du TGFb A549 (carcinome de poumon) et ACHN (carcinome de rein) dont le gène 

GABARAPL1 a été invalidé par la technologie CRISPR/Cas9. Cette étude a permis de montrer que : 

ü Les tumeurs de poumons en TEM ont une plus forte expression de GABARAPL1 que 

les tumeurs épithéliales 

ü L’induction de la TEM par le TGFβ induit une forte expression de GABARAPL1  

ü L’invalidation de GABARAPL1 ne modifie pas le flux autophagique basal  

ü GABARAPL1 inhibe la TEM par son implication dans la dégradation des protéines 

SMAD induisant une inhibition de l’expression de SNAI1 

ü L’invalidation de GABARAPL1 conduit à une augmentation de la prolifération 

cellulaire et de l’invasion in vitro. 

L’ensemble de ces résultats est présenté Publication II. 

Au vu de l’implication de GABARAPL1 dans la carcinogenèse et de la potentielle redondance 

fonctionnelle du fait d’une forte homologie des membres de la famille ATG8, nous avons réalisé une 

étude bibliographique sur l’ensemble des membres de la famille ATG8 afin de déterminer s’ils 

pourraient être utilisés comme biomarqueur dans les cancers et de déterminer leur rôle dans la 

carcinogenèse. Dans cette étude bibliographique nous avons recensé de nombreuses études qui 

montrent que : 

ü L’expression des membres de la sous-famille GABARAP apparait comme 

généralement diminuée dans les cancers par rapport aux tissus sains alors que 

l’expression des membres de la sous-famille LC3 apparait comme dépendant du type 

de tumeur 

ü Le rôle antitumoral des protéines ATG8 est généralement lié à leur implication dans 

la dégradation d’oncoprotéines par autophagie sélective mais pourrait également 

impliquer un rôle indépendant de leur lipidation. 

L’ensemble de cette étude est présenté dans la Revue I (En révision, Autophagy). 



108 
 

  



109 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Publication I : 

GABARAPL1 tumor suppressive function is independent of its conjugation to autophagosomes in 

MCF-7 breast cancer cells 

Laura Poillet-Perez, Marine Jacquet, Eric Hervouet, Thierry Gauthier, Annick fraichard, Christophe 

Borg, Jean-René Pallandre, Bruno J. Gonzalez, Yasmina Randani, Michaël Boyer-Guittaut, Régis Delage-
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Oncotarget (2017) 
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Publication II : 
GABARAPL1 inhibits EMT through the degradation of SMAD by autophagy 

Marine Jacquet, Jean-René Pallandre, Eric Hervouet, Jean-Paul Feugeas, Annick fraichard, Michaël 

Herfs, Michaël Guittaut and Gilles Despouy 

Sera soumis début 2020 dans le journal Oncogene 
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Revue I : 
The function of ATG8 proteins in autophagy and cancer: linked or unrelated? 

Marine Jacquet, Michaël Guittaut, Annick fraichard and Gilles Despouy 

En révision dans le journal Autophagy 
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II. Etude du rôle de GABARAPL1 dans la formation des 
métastases 

 

Figure 16 : Etude de l’impact de l’invalidation de GABARAPL1 sur la formation des métastases in vivo 
Les cellules A549c luc, KO GABARAPL1 c1 luc et c3 luc exprimant la luciférase ont été injectées dans la veine de la queue de 
souris SCID. La formation des métastases a été suivie par étude de la bioluminescence du corps entier des souris (Total photon 
flux). Deux expériences ont été réalisées. Les résultats de l’expérience 1 sont présentés en A. et les résultats de l’expérience 2 
sont présentés en B.  
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Du fait de l’implication de la TEM dans la formation des métastases et du rôle de GABARAPL1 

dans la TEM, nous nous sommes intéressés à l’implication de GABARAPL1 dans la formation des 

métastases in vivo. Pour cela, nous avons injecté les cellules A549c luc et KO GABARAPL1 luc exprimant 

la luciférase dans la veine de la queue de souris SCID. Le suivi de la formation des métastases a été 

réalisé par suivi de la bioluminesence. Nous avons réalisé une première expérience où nous avons 

montré que l’injection des cellules A549c conduit à la formation de métastases très rapidement, dès le 

jour 7 avec l’apparition des premiers foyers métastatiques détectables. De manière surprenante, bien 

que les cellules KO GABARAPL1 soient plus engagées en TEM que les cellules contrôles, les souris ayant 

reçu les cellules A549 KO GABARAPL1 luc forment moins de métastases que les souris ayant reçu les 

cellules A549c luc (Figure 16A). Afin de confirmer ces résultats, nous avons réalisé une seconde 

expérience. Dans cette seconde expérience, les souris ayant reçu les cellules A549c forment peu de 

métastases et elles apparaissent beaucoup plus tardivement que lors de la première expérience (jour 

21). Malgré le fait qu’au jour 35, de manière similaire à ce que nous avions montré dans la première 

expérience, la quantification de la bioluminescence semble montrer que les souris ayant reçu les cellules 

A549c forment plus de métastases que les souris ayant reçu les cellules KO GABARAPL1, les résultats ne 

sont pas statistiques. Une troisième expérience sera réalisée afin de déterminer quel est le rôle réel de 

GABARAPL1 dans la formation des métastases.  

Bien que la TEM semble nécessaire lors de la formation des métastases, de récentes publications 

suggèrent que la TEM serait plutôt impliquée dans la résistance des cellules cancéreuses aux traitements 

et à l’échappement des cellules au système immunitaire (Fischer et al., 2015; Zheng et al., 2015). De 

plus, la TEM interviendrait plutôt dans les étapes précoces de la formation des métastases 

(envahissement du tissu, intravasation et extravasation). En revanche, il semblerait qu’une réversion de 

la TEM soit plutôt nécessaire à l’établissement d’une tumeur secondaire. Dans notre étude, les cellules 

ont été directement injectées dans la circulation sanguine, ainsi les premières étapes d’envahissement 

et d’intravasation ne sont pas étudiées.  

III. Etude du rôle de la double invalidation 
GABARAPL1/GABARAP dans la Transition Epithélio-
Mésenchymateuse des cellules cancéreuses  

Les protéines GABARAP, comme toutes les protéines de la famille ATG8, sont impliquées dans 

la dégradation par autophagie sélective. Elles permettent le recrutement de protéines par une 

interaction avec la séquence AIM (ATG8-interacting motif) des protéines cibles, appelée GIM (GABARAP-

interacting motif) pour les protéines GABARAP (Rogov et al., 2017). Il a également été décrit que les 

protéines GABARAP ne recrutent pas avec la même efficacité des protéines cibles du fait de l’existence 
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d’une variabilité des acides aminés encadrant le motif AIM mais également au sein du motif AIM. Ces 

variabilités expliquent qu’une protéine cible puisse avoir plus d’affinité envers un même membre de la 

sous-famille GABARAP (Wirth et al., 2019). De plus, les protéines GABARAP et GABARAPL1 possèdent 

87% d’identité ce qui pourrait expliquer une redondance fonctionnelle de ces protéines lors de 

l’autophagie sélective. Nous nous sommes ainsi demandé quel était l’impact de l’invalidation de 

GABARAP dans les cellules A549 déjà invalidées pour GABARAPL1 sur l’autophagie et sur la TEM. Les 

principales expériences ont été réalisées dans les cellules A549. 

1. Obtention des modèles cellulaires 
Les modèles cellulaires A549 DKO GABARAPL1/GABARAP (A549 DKO GL1/GBP) et ACHN DKO 

GABARAPL1/GABARAP (ACHN DKO GL1/GBP) ont été réalisés par la technique CRISPR/Cas9 dans les 

cellules A549 KO GABARAPL1 c1 et ACHN KO GABARAPL1 cA précédemment obtenus. L’extinction de 

GABARAP a été vérifiée par Western blot en présence d’inhibiteur de la dégradation autophagique 

NH4Cl ou du protéasome Bortezomib. Un clone A549 DKO GL1/GBP a été obtenu (DKO I) et trois clones 

ACHN DKO GL1/GBP ont été obtenus (DKO A, B et C)(Figure 17).  

Figure 17 : Modèles cellulaires A549 DKO GL1/GBP 
et ACHN DKO GL1/GBP. 
 A. Analyse par Western blot du taux protéique de 
GABARAP dans les cellules A549c et DKO I au niveau 
basal et en présence ou non de NH4Cl 50 mM 
pendant 2 h et de Bortezomib 200 nM pendant 6h. 
B. Analyse par Western blot du taux protéique de 
GABARAP et de GABARAPL1 dans les cellules 
ACHNc, DKO GL1/GBP cA, cB et cC (DKO A, DKO B 
et DKO C) au niveau basal et en présence ou non de 
NH4Cl 50 mM pendant 2 h et de Bortezomib 50 nM 
pendant 6 h. Les images sont représentatives de 3 
expériences indépendantes. 

2. Impact de la double invalidation GABARAPL1/GABARAP sur 
l’autophagie 

Nous avons initialement étudié l’impact de la double invalidation GL1/GBP sur l’expression des 

principaux membres de la famille ATG8 dans les cellules A549. La double invalidation GL1/GBP conduit 

à une diminution du taux d’ARNm GABARAPL1 et GABARAP, augmente le taux d’ARNm GABARAPL2 et 

ne modifie pas le taux d’ARNm LC3B (Figure 18A). Nous avons ainsi étudié le taux protéique de 

GABARAPL2. Au niveau basal, le taux de GABARAPL2 est supérieur dans les cellules A549 DKO I par 

rapport aux cellules contrôles. En revanche, en présence de NH4Cl, l’accumulation de GABARAPL2 est 

inférieure dans les cellules DKO I par rapport aux cellules contrôles dans les mêmes conditions 

(Figure 18B). Ces résultats suggèrent que l’invalidation de GABARAP et GABARAPL1 pourrait être 

compensée par une surexpression de GABARAPL2 alors que la simple invalidation de GABARAPL1 n’était 

pas compensée par une surexpression d’un autre membre de la sous-famille. Toutefois, le taux 
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protéique de GABARAPL2 en présence de NH4Cl est inférieur dans les cellules DKO I par rapport aux 

cellules contrôles puisqu’il rend compte du flux autophagique ce qui suggère qu’il y a plus de 

GABARAPL2 disponible dans les cellules DKO I que dans les cellules contrôles mais que le flux 

autophagique basal est trop faible pour permettre sa consommation. En revanche, dans les cellules 

contrôles le flux est rapide et permet une forte dégradation et donc une forte accumulation 

d’autophagosomes en présence d’inhibiteur. Nous avons ainsi voulu confirmer ces résultats sur le flux 

autophagique en étudiant le taux de LC3B-II par Western blot. Le taux de LC3B-II dans les cellules A549 

DKO I est inférieur à celui des cellules A549c et des cellules KO GABARAPL1 alors que nous avions montré 

un taux de LC3B-II équivalent entre les cellules A549c et A549 KO GABARAPL1 (Publication II). De plus, 

en présence de NH4Cl, on observe une forte accumulation de LC3B-II dans les cellules contrôles, 

similaires également aux cellules KO GABARAPL1, alors qu’on observe qu’une très faible accumulation 

de LC3B-II dans les cellules DKO I (Figure 18C).  

Lors de l’induction de l’autophagie par la rapamycine, dans les cellules contrôles, on observe 

une augmentation du taux de LC3B-II, puis une accumulation en présence de NH4Cl. En revanche, dans 

les cellules DKO I, le taux de LC3B-II est légèrement augmenté en présence de rapamycine mais LC3B-II 

ne s’accumule pas lors de l’ajout de NH4Cl (Figure 18D). Ces résultats suggèrent que la double 

invalidation de GL1/GBP inhibe le flux autophagique basal et induit alors que nous avons montré que 

l’invalidation de GABARAPL1 ne modifiait pas le flux autophagique induit (données non montrées). 
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Figure 18 : Etude de l'impact de la double invalidation GL1/GBP sur l'autophagie  
A. Etude du taux basal des ARNm GABARAP, GABARAPL1, GABARAPL2 et LC3B par RT-qPCR dans les cellules A549c et DKO 
GL1/GBP (DKO I). B. Etude par Western blot du taux protéique de GABARAPL2 dans les cellules A549c et DKO GL1/GBP (DKO I) 
non traitées ou traitées au NH4Cl 50 mM pendant 2 h. C. Etude par Western blot du taux protéique de LC3B-II dans les cellules 
A549c et DKO GL1/GBP (DKO I) non traitées ou traitées au NH4Cl 50 mM pendant 2 h. D. Etude par Western blot du taux 
protéique de LC3B-II dans les cellules A549c et DKO GL1/GBP (DKO I) traitées ou non à la rapamycine 10 mM pendant 4 h avec 
ou sans NH4Cl 50 mM pendant 2 h. Les données d’au moins 3 expériences indépendantes sont présentées ±S.E.M. P*<0,05 
comparé aux cellules contrôles. Le test T de Student a été utilisé. 
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3. Impact de la double invalidation GABARAPL1/GABARAP sur la 
TEM 

Nous avons initialement montré que l’invalidation de GABARAPL1 conduisait à un engagement 

en TEM des cellules A549 et ACHN. Nous avons alors étudié l’impact de la double invalidation GL1/GBP 

dans les cellules A549. Nous avons montré que, comme dans les cellules KO GL1, le taux de N-Cadhérine 

est supérieur dans les cellules DKO par rapport aux cellules A549c. En revanche, le taux protéique de E-

Cadhérine est équivalent entre les cellules A549c et DKO, voir même légèrement mais pas 

significativement supérieur dans les cellules DKO, alors qu’il est diminué dans les cellules KO GL1 (Figure 

19A) suggérant que l’invalidation de GABARAP dans les cellules KO GL1 restore le taux de E-Cadhérine. 

Des résultats équivalents ont été observés au niveau des ARNm CDH1/E-Cadhérine et CDH2/N-

Cadhérine (Figure 19B). Nous avons montré que l’engagement en TEM des cellules KO GL1 est dû à une 

augmentation du taux de SNAI1 qui permet la régulation de l’expression des gènes cibles CDH1/E-

Cadhérine et CDH2/N-Cadhérine. De manière similaire, le taux protéique de SNAI1 est augmenté dans 

les cellules DKO par rapport aux cellules A549c (Figure 19C) et cette augmentation est également due à 

une augmentation du taux d’ARNm de SNAI1 (Figure 19D) alors que la stabilité de l’ARNm SNAI1 est 

équivalente entre les cellules DKO et A549c suggérant une augmentation de la transcription de SNAI1. 

Une des voies impliquées dans la régulation de l’expression de SNAI1 est la voie SMAD. Nous avons 

montré que l’augmentation de l’ARNm SNAI1 observée dans les cellules A549 KO GL1 est due à une 

augmentation du taux protéique des facteurs de transcription SMAD du fait de l’inhibition de leur 

dégradation par autophagie dans les cellules KO GL1. De manière similaire, nous avons observé une 

augmentation du taux protéique de SMAD2 et SMAD3 dans les cellules DKO (Figure 19F) alors que le 

taux de leur ARNm reste inchangé (Figure 19G). De plus, les protéines SMAD sont dégradées par 

autophagie dans les cellules A549c alors qu’elles ne le sont plus dans les cellules DKO puisque l’inhibition 

de la dégradation autophagique ne conduit pas à une accumulation de ces protéines dans les cellules 

DKO (Figure 19F). Nous avons également étudié le caractère invasif des cellules DKO. Nous avons 

montré que l’invalidation de GABARAPL1 conduisait à une augmentation de l’invasion des cellules. En 

revanche, la double invalidation GABARAPL1/GABARAP inhibe l’invasion cellulaire (Figure 19H) 

probablement du fait du taux important de E-Cadhérine. 

Nous avons alors montré que l’invalidation de GABARAPL1 ne modifiait pas le flux autophagique 

basal et induit (Données non montrées) alors que la double invalidation GL1/GBP conduit à une 

inhibition du flux basal et induit. De plus, nous avons montré que les cellules doublement invalidées 

pour GABARAPL1 et GABARAP comme les cellules KO GABARAPL1 ont une augmentation du taux 

transcriptionnel de SNAI1 du fait d’une diminution de la dégradation des facteurs de transcription SMAD 

par autophagie. Toutefois, l’invalidation de GABARAPL1 conduit à une augmentation de l’invasion des 



212 
 

cellules, ce qui est cohérent avec le taux des marqueurs E-Cadhérine et N-Cadhérine étudiés. En 

revanche, les cellules DKO GL1/GBP ne sont plus du tout invasives ce qui pourrait être expliqué par la 

forte expression de la E-Cadhérine, décrite comme inhibant la mobilité cellulaire.  
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Figure 19 : Impact de la double invalidation GL1/GBP sur la TEM.  
A. Etude du taux protéique de la E-Cadhérine et de la N-cadhérine dans les cellules A549c et DKO GL1/GBP non traitées ou 
traitées au TGFβ (5 ng/ml) et TNFα (20 ng/ml) pendant 24h. B. Etude du taux d’ARNm CDH1 et CDH2 dans les cellules A549c et 
DKO GL1/GBP (DKO I) non traitées ou traitées au TGFβ (5 ng/ml) et TNFα (20 ng/ml) pendant 24h. C. Analyse par Western blot 
de SNAIL dans les cellules A549c et A549 DKO GL1/GBP (DKO I). D. Analyse du taux d’ARNm SNAIL dans les cellules A549c et 
A549 DKO I non traitées ou induites en TEM par un traitement TGFβ (5 ng/ml) et TNFα (20 ng/ml) pendant 24h. E. Analyse du 
taux d’ARNm SNAIL en présence d’Actinomyine D 250 ng/ml pendant 0; 0,5; 0,75; 1; 2 et 4h par RT-qPCR. F. Analyse du taux 
protéique de SMAD2 et SMAD3 par Western blot dans les cellules A549c et DKO I en présence ou non de NH4Cl 50 mM pendant 
2h. G. Etude du taux d’ARNm de SMAD2 et SMAD3 par RT-qPCR dans les cellules A549c et DKO I non traitées. H. Etude de 
l’invasion des cellules A549c et A549 DKO I en chambre de Boyden tapissée de matrigel après 24h. Les cellules ont été marquées 
au crystal violet. La densité cellulaire a été estimée par photographie au microscope EvosXL Core. Les données d’au moins 3 
expériences indépendantes sont présentées ±S.E.M. P*<0,05 comparé aux cellules contrôles. Le test T de Student a été utilisé.  
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L’ensemble des travaux de ma thèse a consisté en l’étude du rôle de la protéine GABARAPL1 

dans l’autophagie et dans le cancer, deux mécanismes étroitement liés. Ces travaux ont permis d’étudier 

le rôle de GABARAPL1 dans l’autophagie et de déterminer l’implication de ces rôles dans le cancer et 

particulièrement lors de la TEM. Ces travaux ont permis de mieux caractériser et d’identifier les liens 

entre autophagie et cancer.  

I. Protéines ATG8 et autophagie 
La famille des protéines ATG8 comprend deux sous-familles GABARAP et LC3. Au cours de 

l’autophagie, ces protéines sont associées à la membrane des autophagosomes grâce à un mécanisme 

appelé lipidation. Les protéines ATG8 sont clivées en aval d’une glycine localisée en position C-terminale 

puis conjuguées à un phospholipide de la membrane de l’autophagosome. Une fois associées aux 

autophagosomes, les protéines ATG8-II et principalement les protéines LC3-II sont utilisées comme des 

marqueurs du flux autophagique en rendant compte à un instant t du nombre d’autophagosomes 

présents dans les cellules (Kabeya et al., 2004).  

Initialement, les protéines ATG8 ont été décrites comme ayant un rôle dans l’autophagie et en 

particulier dans l’autophagie sélective grâce à leur localisation au niveau des autophagosomes (Pankiv 

et al., 2007). De plus, les protéines de la sous-famille LC3 ont été décrites comme impliquées dans 

l’élongation de la membrane du phagophore alors que les protéines GABARAP ont plutôt été décrites 

comme agissant lors des étapes plus tardives (Weidberg et al., 2010). Plus tard, d’autres études ont 

permis d’identifier que les protéines ATG8 étaient également impliquées dans l’assemblage de 

l’autophagosome (Alemu et al., 2012) et la courbure de la membrane (Knorr et al., 2014). Ce sont nos 

études ainsi que des études plus récentes qui ont mis en lumière le rôle différentiel des protéines ATG8 

au cours de l’autophagie.  

La glycine 116 de GABARAPL1 est nécessaire à sa lipidation 

Notre étude dans les cellules de cancer du sein MCF-7 surexprimant le mutant GABARAPL1-

G116A où la glycine 116 de GABARAPL1 est remplacée par une alanine, a permis de mettre en évidence 

que cette glycine 116 est nécessaire à la lipidation de GABARAPL1 et à son association au niveau des 

autophagosomes. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus lors de l’étude des mutants GABARAP-

G116A, GABARAPL2-G116A et LC3-G120A où les mutations de leur glycine en C-terminal inhibent leur 

localisation au niveau des vésicules autophagiques (Kabeya et al., 2000, 2004; Tanida et al., 2003). Les 

études sur les mutants GABARAPs-G116A n’avaient pas pour objectif de mettre en évidence le rôle de 

ces mutants dans l’autophagie mais concernaient leur implication dans leurs interactions avec des 

récepteurs. En effet, la mutation GABARAP-G116A ne modifie pas son interaction avec le récepteur à 

l’angiotensine mais inhibe ses interactions avec le récepteur GABAA et le récepteur aux k-opioïdes. En 
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revanche, la mutation GABARAPL1-G116A ne modifie pas son interaction avec ce dernier (Alam et al., 

2010; Chen and Olsen, 2007; Chen et al., 2011). De manière similaire, dans la publication I nous avons 

montré que la mutation GABARAPL1-G116A ne modifie pas l’interaction de GABARAPL1 avec la tubuline 

ni la dégradation de GABARAPL1 par le protéasome. L’ensemble de ces résultats suggèrent que les 

protéines ATG8 possèdent des rôles indépendants de leur lipidation. 

Les protéines de la sous-famille GABARAP ont des rôles redondants dans le flux autophagique 

basal et induit 

Pour étudier le flux autophagique nous avons utilisé des modèles cellulaires MCF-7 

surexprimant GABARAPL1 et des modèles A549 et ACHN KO GABARAPL1. 

Premièrement, nous avons étudié le flux autophagique basal dans les cellules MCF-7 et avons 

montré que la surexpression de GABARAPL1 augmente le flux basal indépendamment de la localisation 

au niveau des autophagosomes (Publication I). Ces résultats sont en accord avec d’autres résultats 

préalablement obtenus au laboratoire dans des cellules MDA-MB-436 où l’invalidation de GABARAPL1 

par ShRNA conduit à une diminution du flux autophagique basal (Boyer-Guittaut et al., 2014). Toutefois, 

lors de l’étude du flux autophagique basal dans les cellules A549 et ACHN nous avons montré que 

l’invalidation de GABARAPL1 par CRISPR/Cas9 ne modifie pas le flux basal (Publication II).  

Nous avons également étudié le flux autophagique induit et montré dans les cellules MCF-7 que 

la surexpression de GABARAPL1 permet une augmentation du flux autophagique induit dépendamment 

de sa localisation au niveau des autophagosomes. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus dans 

les cellules ACHN où l’invalidation de GABARAPL1 conduit à une inhibition du flux autophagique induit. 

En revanche, dans les cellules A549, l’invalidation de GABARAPL1 ne modifie pas le flux induit (Données 

non montrées).  

La complexité des résultats obtenus sur le rôle de GABARAPL1 lors de l’autophagie basale et 

induite peut être expliquée premièrement par le fait que les modèles de surexpression sont des modèles 

peu physiologiques puisque le taux d’expression de GABARAPL1 est très élevé et n’existerait pas dans 

des cellules non modifiées. De plus, le rôle des protéines ATG8 dans le flux autophagique ne se limite 

pas au rôle de GABARAPL1. Tout d’abord, lors de l’invalidation des 6 membres de la famille ATG8, la 

réexpression individuelle de GABARAP, GABARAPL1 ou GABARAPL2, restaure le flux basal (Nguyen et 

al., 2016). De plus, l’invalidation de la sous-famille GABARAP conduit à une diminution du flux 

autophagique induit et lors de l’invalidation des 6 membres ATG8, la réexpression de n’importe quelle 

protéine ATG8, excepté LC3C, restaure le flux autophagique induit (Nguyen et al., 2016; Szalai et al., 

2015). Ces résultats suggèrent que les protéines ATG8 peuvent avoir une redondance fonctionnelle. 

Ainsi, la différence de l’implication de GABARAPL1 dans nos différents modèles cellulaires pourrait 
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rendre compte du taux d’expression de GABARAPL1 mais également du taux d’expression des autres 

membres de la sous-famille GABARAP ou des membres de la sous-famille LC3. Dans les cellules A549 où 

l’invalidation de GABARAPL1 ne modifie ni le flux autophagique basal ni induit (données non montrées), 

au niveau transcriptomique, nous avons montré une faible expression de GABARAPL1 et une forte 

expression de GABARAP et GABARAPL2. Ainsi dans ce modèle, les protéines GABARAP et GABARAPL2 

pourraient suffire à assurer le flux autophagique basal et induit du fait de la compensation fonctionnelle 

des protéines de la sous-famille GABARAP. En revanche, dans les cellules ACHN où le flux autophagique 

induit est inhibé lors de l’invalidation de GABARAPL1 (données non montrées), les cellules expriment 

fortement GABARAPL1 mais n’expriment que faiblement GABARAP et GABARAPL2. Ainsi lors de 

l’invalidation de GABARAPL1, GABARAP et GABARAPL2 ne suffiraient pas à assurer l’autophagie dans les 

conditions d’induction. Ainsi le rôle de chacune des protéines de la sous-famille GABARAP pourrait être 

fonctionnellement compensé à condition d’une expression suffisante des autres membres pour assurer 

le flux autophagique basal et induit expliquant que l’invalidation de GABARAPL1 ait des effets différents 

en fonction des lignées cellulaires.  

Notre hypothèse est également corroborée par les résultats obtenus dans les cellules A549 DKO 

GABARAPL1/GABARAP. En effet, la simple invalidation de GABARAPL1 ne modifie pas le flux 

autophagique alors que l’invalidation de GABARAP dans ces cellules inhibe le flux autophagique basal 

et induit témoignant de l’importance de GABARAP dans ces cellules. Il serait également intéressant 

d’étudier l’impact de la double invalidation GABARAPL1/GABARAP sur le flux autophagique dans les 

cellules ACHN. 

De manière similaires aux protéines GABARAP, les protéines LC3 ont été décrites comme ayant 

un rôle dans l’élongation du phagophore (Alemu et al., 2012). Pourtant, elles ont également été décrites 

comme n’étant pas impliquées dans le flux autophagique basal et induit dans un modèle HeLa. En effet, 

deux études ont montré que l’invalidation génétique de la sous-famille LC3 ne modifiait pas le flux 

autophagique basal et induit. Toutefois, lors de l’invalidation des deux sous-famille LC3 et GABARAP, le 

flux autophagique basal était inférieur que lors de l’invalidation uniquement de la sous-famille GABARAP 

suggérant malgré tout une faible implication des protéines LC3 dans le flux autophagique basal (Nguyen 

et al., 2016; Vaites et al., 2018). Ces résultats suggèrent que dans ces cellules, les acteurs majoritaires 

du flux autophagique sont les protéines de la sous-famille GABARAP. 

Au cours de l’autophagie, GABARAPL1 possède plusieurs rôles dont la régulation des complexes 

d’initiation ainsi que la régulation des étapes de fusion autophagome/lysosome. Bien que certaines 

études aient démontré que l’absence des protéines GABARAP puisse être compensée par les protéines 

LC3, in cellulo, les protéines GABARAP semblent majoritairement impliquées dans la régulation de la 

majeure partie des étapes de l’autophagie.   
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GABARAPL1 active les complexes d’initiation de l’autophagie (Figure 20) 

Lors des étapes précoces de l’autophagie, plusieurs complexes d’initiation interviennent. Tout 

d’abord, le complexe ULK1 composé de ULK1, FIP200, ATG13 et ATG101, est recruté au niveau du 

phagophore naissant, puis il permet l’activation du complexe PI3KC3-C1 composé de VPS34, BECLIN1, 

ATG14L, p150 et PI3K permettant de générer du PI3P (phosphatidylinositol-3 phosphate). Ce PI3P 

permet le recrutement des protéines WIPI2 qui elle-même recrutent le complexe ATG16L1. Enfin, ce 

dernier recrute les protéines ATG8 qui ont déjà été clivées par ATG4 afin qu’elles soient associées à un 

phospholipide de la membrane de l’autophagosome permettant l’élongation du phagophore.  

Au cours de ces étapes précoces, il a été décrit que les protéines ATG8, et en particulier les 

protéines GABARAP et GABARAPL1 sont capables d’interagir avec les protéines ULK1, ATG13 et FIP200 

(Alemu et al., 2012)(Figure 20, 2). Toutefois, comme nous venons de le décrire, de manière 

chronologique, ULK1 est relocalisé au niveau du phagophore avant les protéines ATG8 (Itakura and 

Mizushima, 2010). Ainsi, les interactions entre les protéines GABARAP et ULK1 permettraient le 

recrutement et l’activation d’autres complexes ULK1 au niveau du phagophore naissant nécessaires à 

l’élongation du phagophore (Joachim and Tooze, 2018). En effet, GABARAP permet l’activation de ULK1 

(Joachim et al., 2015, 2017) et nous avons également montré dans la Publication I, que la surexpression 

de GABARAPL1 conduit à une augmentation de la phosphorylation activatrice (Ser555) de ULK1 et une 

diminution de sa phosphorylation inhibitrice (Ser757). Toutefois, de manière surprenante, la 

surexpression du mutant GABARAPL1-G116A, comme la surexpression de GABARAPL1 conduit 

également à une augmentation de l’activation de ULK1 suggérant que ULK1 puisse être activé dans le 

cytoplasme par les protéines GABARAP avant d’être recruté au niveau du phagophore. En effet, il a été 

décrit que GABARAP non lipidé peut être localisé au niveau péricentriolaire impliquant que les protéines 

GABARAP interagissent avec ULK1 à ce niveau et que les complexes GABARAPs-ULK1 soient ensuite 

recrutés par le complexe ATG16L1 au niveau du phagophore pour maintenir son élongation. De plus, 

ATG4D permettant le clivage de GABARAPL1 induisant sa lipidation, a également été décrit comme 

localisé au niveau péricentriolaire suggérant que GABARAPL1 puisse également activer ULK1 à cet 

endroit et que le complexe GABARAPL1-ULK1 soit recruté par ATG16L1. De plus, l’interaction GABARAP-

ULK1 n’est pas régulée par une carence en acides aminés. Ainsi, ces interactions seraient uniquement 

impliquées dans l’autophagie basale et lors d’une carence en nutriments l’induction de l’autophagie 

passerait par un mécanisme indépendant de la régulation de ULK1 par les protéines ATG8 (Itakura and 

Mizushima, 2010; Joachim et al., 2015, 2017). Ces résultats peuvent expliquer que la double invalidation 

de GABARAPL1/GABARAP dans les cellules A549 inhibe le flux autophagique.  

Ainsi, les protéines GABARAP pourraient d’une part lier et activer ULK1 au niveau centriolaire 

puis les complexes GABARAPs-ULK1 seraient recrutés via ATG16L1 au niveau du phagophore 
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permettant l’élongation du phagophore. D’autre part, les interactions GABARAPs-ULK1 pourraient 

permettre de stabiliser les complexes protéiques d’initiation afin de maintenir l’élongation.  

De plus, le complexe ULK1 est impliqué dans la régulation de l’initiation de l’autophagie par son 

rôle dans la phosphorylation inhibitrice de Raptor, un membre du complexe MTORC1. Ainsi, l’activation 

de ULK1 par les protéines GABARAP permettrait de maintenir l’inactivation de MTORC1 conduisant à 

une boucle de rétrocontrôle positive de l’autophagie (Dunlop and Tee, 2014) indépendamment de la 

lipidation des protéines GABARAP permettant une augmentation du flux autophagique basal. 

De manière similaire, il a été montré au sein du laboratoire que GABARAPL1 pouvait interagir 

avec AMPK (Données non publiées)(Figure 20, 1), impliquée également dans la régulation de 

l’autophagie. Ainsi GABARAPL1 pourrait permettre l’activation de AMPK conduisant à l’inhibition de 

MTORC1 également par la phosphorylation de Raptor conduisant à l’activation de l’autophagie. Il serait 

ainsi intéressant de vérifier que la mutation G116A de GABARAPL1 n’inhibe pas son interaction avec 

AMPK.  

Figure 20 : Rôle de GABARAPL1 dans l'initiation de l'autophagie et l’élongation du phagophore.  
1 GABARAPL1 peut interagir avec AMPK et pourrait permettre l’activation de AMPK. 2 GABARAPL1 et GABARAP peuvent 
interagir avec ULK1, ATG13 et FIP200 conduisant à l’activation du complexe ULK1. GABARAPL1 peut activer ULK1 de manière 
indépendante de sa localisation au niveau des autophagosomes. 3 GABARAPL1 et GABARAP peuvent interagir avec PI3KC3, 
BECLIN1 et ATG14L conduisant à l’activation du complexe PI3KC3-C1.  

Enfin, récemment, un autre mécanisme impliquant les protéines ATG8, et particulièrement les 

protéines de la sous-famille GABARAP dans les étapes précoces de l’autophagie, a été décrit. En effet, 

les protéines ATG8 peuvent interagir avec les protéines PI3KC3, BECLIN1 et ATG14 du complexe PI3KC3-

C1 (Figure 20, 3). Ces interactions impliqueraient préférentiellement les protéines GABARAP et 

GABARAPL1 plutôt que les protéines LC3. Ces interactions ont été décrites comme permettant la 
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localisation de ATG14L au niveau des autophagosomes et comme induisant la phosphorylation de 

ATG14 médiée par ULK1 permettant l’activation du complexe PI3KC3-C1 induisant l’autophagie 

(Birgisdottir et al., 2019). L’ensemble de ces résultats suggère un rôle important de GABARAPL1, mais 

également de GABARAP, dans l’initiation de l’autophagie. Ainsi, les protéines ATG8 pourraient 

permettre le recrutement du complexe PI3KC3-C1 au niveau du phagophore à proximité de ULK1 

induisant son activation par la phosphorylation de ATG14L médiée par ULK1.  

GABARAPL1 régule les étapes tardives de l’autophagie dépendamment de sa localisation au 

niveau des autophagosomes (Figure 21) 

Lors des étapes tardives de l’autophagie, l’autophagosome fusionne avec un lysosome 

permettant la dégradation de son contenu. Nous avons montré que la surexpression de GABARAPL1 

conduit à une augmentation de la fusion autophagosome/lysosome et que ce rôle est dépendant de sa 

localisation au niveau des autophagosomes. 

Le rôle de GABARAPL1 dans les étapes tardives a été préalablement décrit au sein du laboratoire 

comme impliquant une régulation du nombre de lysosomes (Boyer-Guittaut et al., 2014). De plus, il a 

été récemment décrit que les protéines ATG8 sont impliquées dans la biogenèse des lysosomes et des 

autolysosomes. En effet, les protéines ATG8 sont impliquées dans la relocalisation des protéines STX16 

au niveau du lysosome (Figure 21, 3) via leur motif LIR qui est important pour la régulation de l’activité 

des lysosomes (Gu et al., 2019). Ainsi, une augmentation du nombre de lysosomes disponibles pourrait 

permettre une augmentation de la fusion entre les autophagosomes et les lysosomes. De plus, 

GABARAPL1 a été décrit comme étant capable d’interagir avec les microtubules et d’augmenter leur 

polymérisation de manière indépendante de sa localisation au niveau des autophagosomes (Figure 21, 

1). 

Plus récemment, il a été décrit que le rôle des protéines GABARAP et GABARAPL1 au cours des 

évènements de fusion impliquerait leurs rôles dans le recrutement des facteurs de fusion au niveau des 

autophagosomes expliquant ainsi l’importance de leur localisation au niveau des autophagosomes. 

Initialement, il a été décrit que les protéines ATG8 et préférentiellement les protéines GABARAP et 

GABARAPL1, permettent le recrutement des protéines PLEKHM1 (Figure 20, 4) localisées dans la 

membrane lysosomale et PI4KIIa (Figure 21, 2) permettant de générer du PI3P au niveau des 

autophagosomes facilitant les évènements de fusion (McEwan and Dikic, 2015; Wang et al., 2015). De 

manière similaire, les protéines GABARAP et GABARAPL1 ont également été décrites comme 

permettant le recrutement de BRUCE (Figure  21, 4), une autre protéine lysosomale, induisant 

également les évènements de fusion autophagosome/lysosome (Ebner et al., 2018).  
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 Pour conclure, le rôle des protéines ATG8 au cours de l’autophagie sont multiples. Tout d’abord, 

les protéines GABARAP permettraient la régulation de l’autophagie basale par la régulation des étapes 

précoces grâce à l’activation du complexe ULK1 et PI3KC3-C1. En revanche, le rôle des protéines LC3 

dans l’initiation serait opposé. En effet, les protéines LC3 ont quant à elles été décrites comme inhibant 

ULK1 (Grunwald et al., 2019). Ainsi les protéines LC3 pourraient empêcher l’emballement de l’induction 

de l’autophagie qui conduirait à la mort cellulaire. Enfin, lors des étapes plus tardives, les protéines 

ATG8 et en particulier les protéines GABARAP sont impliquées dans la mise en place de ponts protéiques 

entre l’autophagosome et le lysosome permettant leur fusion. Les étapes d’induction de l’autophagie 

et de fusion seraient ainsi régulées par les protéines GABARAP. Concernant le rôle des protéines LC3 

dans les étapes tardives de l’autophagie, leurs rôles seraient différents du rôle des protéines GABARAP 

puisqu’elles ont été plutôt décrites comme permettant le transport des autophagosomes vers les 

lysosomes. En effet, la microinjection d’anticorps anti-LC3 inhibe la relocalisation des autophagosomes 

(Kimura et al., 2008). Le rôle des protéines LC3 dans ces transports implique des interactions entre les 

protéines LC3 et la tubuline de manière directe ou indirecte par le biais d’interactions avec des moteurs 

moléculaires (Fu et al., 2014; Pankiv et al., 2010). En revanche, le rôle des protéines GABARAP dans ces 

transports n’a à ce jour pas été étudié. Toutefois, GABARAPL1 peut intéragir avec la tubuline et peut 

Figure 21 : Rôle de GABARAPL1 dans la relocalisation des autophagosomes et lors de leur fusion avec un lysosome. 
1 GABARAPL1 augmente la polymérisation des microtubules indépendamment de sa localisation au niveau des 
autophagosomes ce qui pourrait favoriser la relocalisation des autophagosomes. 2 GABARAPL1 et GABARAP permettent le 
recrutement de PI4KIIα permettant de générer du PI3P. GABARAPL1 et GABARAP permettent le recrutement 3 de STX16 
impliquée dans le complexe SNARE et 4 de protéines lysosomales telles que PLEKHM1 et BRUCE permettant la mise en place 
de ponts protéiques entre l’autophagosome et le lysosome induisant la fusion autophagosome/lysosome 
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augmenter sa polymérisation (Mansuy et al., 2004). De ce fait, des études sur le rôle des protéines 

GABARAP dans ces transports pourraient être intéressantes. 

Le rôle de GABARAPL1 au cours de l’autophagie impliquerait donc l’activation de protéines clefs 

régulant l’induction de l’autophagie mais également un recrutement sélectif de protéines au niveau des 

autophagosomes conduisant à l’élongation du phagophore puis à la fusion de l’autophagosome et du 

lysosome. Ces recrutements par les protéines ATG8 localisées à l’intérieur de l’autophagosome 

permettrait leur dégradation par autophagie sélective alors que celui réalisé par les protéines ATG8 

localisées à l’extérieur permettrait le recrutement des acteurs indispensables à l’autophagie. 

II. ATG8, cancer et TEM 
La carcinogenèse consiste en la transformation d’une cellule normale en cellule cancéreuse par 

l’accumulation de mutations au niveau de proto-oncogènes conduisant à une prolifération accrue des 

cellules aboutissant à la formation d’une tumeur primaire. Puis, les cellules de la tumeur primaire 

peuvent devenir agressives par l’acquisition de capacités de mobilité, de capacité accrue d’auto-

renouvellement ou encore de résistance aux traitements impliquant la TEM.  

Autophagie & cancer  

Comme nous l’avons décrit dans l’introduction, les rôles de l’autophagie au cours de la 

carcinogenèse sont multiples. Tout d’abord, l’autophagie aurait un rôle anti-tumoral lors des stades 

précoces de la carcinogenèse (transformation cellulaire, progression tumorale). En effet, l’autophagie 

permet l’élimination des ERO, des rétrotransposons ARN et des oncoprotéines (Belaid et al., 2013; 

Goussetis et al., 2012; Guang et al., 2019; Guo et al., 2014). L’autophagie permet également l’apoptose 

et la sénescence induite par l’oncogène Braf ou encore la mort par autophagie (Elgendy et al., 2011; Liu 

et al., 2013a).  

Lors des stades plus tardifs, l’autophagie aurait un rôle plutôt pro-tumoral. Une fois la tumeur 

primaire établie, les cellules sont soumises aux conditions du microenvironnement tumoral 

généralement hypoxique et carencée en nutriments avant la vascularisation de la tumeur. Dans ces 

conditions de stress, l’autophagie permet le maintien du métabolisme cellulaire des cellules 

cancéreuses (Weinberg et al., 2010; Yang et al., 2011). L’autophagie permet également via la mitophagie 

le maintien de la qualité mitochondriale nécessaire pour la production d’ATP par les oxydations 

phosphorylantes réduisant ainsi la source de ERO et donc le stress oxydatif (Singh et al., 2009). De plus, 

les cellules cancéreuses sont soumises à la sécrétion de cytokines telles que le TGFβ par les cellules du 

système immunitaire et du microenvironnement tumoral conduisant à l’induction de la TEM. Au cours 
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de la TEM, comme nous l’avons précédemment détaillé dans l’introduction, le rôle de l’autophagie est 

complexe et sera discuté dans la sous-partie Rôles de GABARAPL1 dans l’agressivité tumorale et la TEM.  

Expression des ATG8 dans le cancer  

L’expression des ATG8 dans les cancers est complexe et reste peu décrite à ce jour (Revue I). 

Toutefois, les études actuelles ont permis de mettre en évidence que l’expression des membres de la 

sous-famille GABARAP était généralement diminuée dans les cellules cancéreuses par rapport aux 

cellules saines. La forte expression des GABARAPs est liée à un bon pronostic dans de nombreux cancers 

(pancréas, neuroblastome, rein et foie)(Brigger et al., 2013b; Hervouet et al., 2015; Liu et al., 2014; 

Roberts et al., 2004; Uhlen et al., 2017). La diminution de l’expression des membres de la famille ATG8 

a été décrite comme liée à des modifications épigénétiques. En effet, la diminution de l’expression de 

GABARAPL1 est due à une augmentation de la méthylation de son promoteur et à la désacétylation de 

l’histone H3 conduisant à la condensation de la chromatine dans les cellules MCF-7 (Hervouet et al., 

2015). De plus, dans les cellules HeLa l’expression de GABARAPL1, GABARAPL2 et LC3 est réprimée par 

la méthyltransférase G9a (Artal-Martinez de Narvajas et al., 2013). Puis, la diminution de l’expression 

des ATG8 a également été décrite comme étant liée à une activation constitutive de voies de 

signalisation. En effet, l’activation de la voie Akt et l’inactivation des facteurs de transcription FoxO 

conduisent à une diminution de l’expression de GABARAPL1 dans le cas de cellules de cancer de la 

prostate (Su et al., 2016).  

Pourtant dans le cas d’adénocarcinome de poumon, nous avons montré dans la Publication II 

que l’expression de GABARAPL1 est corrélée avec l’expression de marqueurs mésenchymateux 

(marqueurs également d’agressivité) au niveau transcriptomique et également que le taux protéique 

de GABARAPL1 est augmenté dans des tumeurs d’adénocarcinomes mésenchymateuses (TEM+) par 

rapport aux tumeurs épithéliales (TEM-). Toutefois, nous n’avons pas les informations concernant le 

taux de GABARAPL1 entre les adénocarcinomes et le tissu sain chez ces patients.  

Les modulations de l’expression des ATG8 dans la carcinogenèse peuvent également dépendre 

du taux d’expression initial de ces gènes. En effet, nous avons montré dans la Publication II que le taux 

basal des différents gènes ATG8 est différent en fonction des lignées cellulaires. Les cellules 

d’adénocarcinomes de rein provenant d’un site métastatique ACHN ont une forte expression basale de 

GABARAPL1 et cette expression ne peut donc pas être augmentée lors de l’induction de la TEM. En 

revanche, les cellules non tumorales transformées MCF10A et d’adénocarcinome de poumon A549 ont 

une plus faible expression basale de GABARAPL1, ainsi, l’expression de GABARAPL1 peut être induite et 

est augmentée lors de l’induction de la TEM. De plus, l’expression de GABARAPL1 pourrait également 

dépendre du stade de la tumeur tel qu’il a été décrit dans le cadre d’une cohorte de cancer du sein où 
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l’expression de GABARAPL1 diminue avec l’avancement de la progression tumorale (Hervouet et al., 

2015).  

Ces résultats suggèrent que l’expression de GABARAPL1 dans la carcinogenèse pourrait 

dépendre du type de tumeur. En effet, l’expression de GABARAPL1 mais également des autres membres 

de la famille ATG8 a également été décrite comme parfois augmentée dans les cancers (cancer du sein 

triple négatif et cancer de la tête et du cou)(Keulers et al., 2015; Ran et al., 2017). Toutefois, l’expression 

des ATG8 est courramment utilisée comme marqueur du flux autophagique. Ainsi, une diminution de 

l’expression des ATG8 peut rendre compte d’une diminution du flux autophagique dans les cellules 

cancéreuses suggérant que le taux d’expression des ATG8 soit uniquement une observation corrélative 

au flux autophagique de ces cellules cancéreuses.  

Au vu des liens étroits entre autophagie et cancer et de l’expression des ATG8 et en particulier 

de GABARAPL1 dans les cancers, nous avons voulu étudier l’implication de ces protéines lors de la 

carcinogenèse. Comme nous l’avons décrit précédemment, le rôle de l’autophagie au cours de la 

carcinogenèse serait dépendant du stade du cancer et du type de tumeur. Lors de l’étude du rôle des 

protéines ATG8 et en particulier de GABARAPL1 dans le cancer, nous avons pu mettre en évidence un 

rôle plutôt anti-tumoral. Initialement, les protéines ATG8 ont été décrites comme étant suppresseur de 

tumeur par leur implication dans la dégradation sélective d’oncogènes cellulaires. Nous nous sommes 

donc demandé si ces protéines pouvaient également avoir un rôle indépendant de leur localisation au 

niveau des autophagosomes et donc de l’autophagie sélective. Pour cela, nous avons designé un mutant 

GABARAPL1-G116A où la glycine 116 nécessaire à la lipidation de GABARAPL1 a été remplacée par une 

alanine inhibant son association dans les vésicules autophagiques. Les protéines ATG8 ont également 

été décrites comme permettant la régulation de l’autophagie, ainsi leur rôle dans le cancer pourrait 

rendre compte de leur rôle dans l’autophagie et du rôle de l’autophagie dans le cancer.  

Rôle des protéines ATG8 dans le cancer dépendant et indépendant de leur lipidation et de leur 

rôle dans l’autophagie 

Tout d’abord, nous avons montré dans la Publications I que la surexpression de GABARAPL1 

inhibe la clonogénécité, la prolifération indépendante de l’ancrage, l’invasion ainsi que l’adhérence 

cellulaire de manière dépendante de sa localisation au niveau des autophagosomes dans les cellules 

MCF-7. En revanche, nous avons montré que GABARAPL1 inhibe la migration de manière indépendante 

de sa localisation au niveau des autophagosomes. Et de manière surprenante, nous avons montré que 

GABARAPL1 inhibe la prolifération de manière dépendante de sa localisation au niveau des 

autophagosomes dans les cellules MCF-7 mais de manière indépendante dans les cellules BT474. Ainsi, 

les rôles de GABARAPL1 dans la carcinogenèse sont complexes.  
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D’une part, GABARAPL1 pourrait inhiber la carcinogenèse de manière dépendante de sa 

localisation au niveau des autophagosomes par son implication dans la dégradation sélective de 

protéines oncogéniques ou d’organites non fonctionnelles. En effet, les protéines ATG8 ont été décrites 

comme permettant la dégradation sélective de NIX, de mitochondries et de p62 (Boyer-Guittaut et al., 

2014; Islam et al., 2018). Ainsi, un défaut de la dégradation de NIX ou des mitochondries conduit à une 

accumulation de mitochondries endommagées augmentant ainsi le niveau cellulaire de ERO eux-mêmes 

impliqués dans la réorganisation du cytosquelette et dans l’agressivité tumorale. De plus, il a été décrit 

dans différents cancers (foie, gastrique, sein prostate) que l’altération de la dégradation de p62 est 

impliquée dans la dérégulation du métabolisme de glucose induisant la carcinogenèse (Rodger et al., 

2018; Schwarten et al., 2009; Takamura et al., 2011). De manière similaire, les protéines GABARAP et 

GABARAPL1 ont été décrites comme impliquées dans la dégradation de Dvl2 conduisant à une inhibition 

de la voie Wnt inhibant la croissance tumorale dans le cas du cancer du foie (Zhang et al., 2011). La 

protéine LC3B a également été décrite comme permettant la dégradation sélective de la Lamine B1 

conduisant à une diminution de la prolifération cellulaire et une induction de la sénescence. Les 

protéines GABARAPs peuvent également interagir avec la Lamine B1 et pourraient également permettre 

cette dégradation (Dou et al., 2015; Shimi et al., 2011). De plus, les protéines ATG8 sont également 

impliquées dans la dégradation par autophagie de type LAP (Mansuy et al., 2004; Winer et al., 2018) 

permettant la dégradation de récepteurs membranaires et également dans le transports de ces 

récepteurs régulant ainsi leur nombre à la membrane. Cette régulation du nombre de récepteurs à la 

membrane plasmique peut également contribuer à l’activation différentielle de voie de signalisation 

régulant la prolifération (Takehara et al., 2007). 

D’autre part, nous avons montré que la protéine GABARAPL1 peut inhiber la carcinogenèse 

indépendamment de sa localisation au niveau des autophagosomes et donc de manière indépendante 

de son rôle dans l’autophagie sélective. En effet, la surexpression de GABARAPL1 ou de GABARAPL1-

G116A conduit à une inhibition de la croissance tumorale in vivo. Toutefois, les mécanismes 

moléculaires ne sont pas encore compris. Cependant, les protéines ATG8 permettent la régulation 

d’importants acteurs de la carcinogenèse tel que MTOR (Laplante and Sabatini, 2012). De plus, il a 

également été montré que GABARAP permet l’arrêt du cycle cellulaire en augmentant l’expression de 

p53 conduisant à une diminution de la viabilité, de la migration et de la prolifération dans le cas de 

cancer du sein et de l’ovaire (Rho et al., 2013). GABARAP inhibe également la voie de signalisation 

PI3K/Akt conduisant à une diminution de la prolifération et de l’angiogenèse tumorale dans le cas du 

cancer de l’ovaire (Park et al., 2014).  

Les rôles des protéines ATG8 dans la carcinogenèse indépendants de leur localisation au niveau 

des autophagosomes ne sont pas nécessairement indépendants de l’autophagie puisque GABARAPL1 
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permet l’activation de l’initiation de l’autophagie indépendamment de sa lipidation. Ainsi, l’activation 

de l’autophagie permettrait l’apport en énergie nécessaire au maintien de la prolifération cellulaire 

(White et al., 2015).  

Rôles de GABARAPL1 dans l’agressivité tumorale et la TEM 

Comme nous l’avons décrit précédemment, un mécanisme impliqué dans l’augmentation de 

l’agressivité tumorale est la TEM. L’autophagie est impliquée dans la régulation de la TEM avec un rôle 

complexe et dépendant du type de tumeur. D’une part, l’autophagie aurait un rôle anti-TEM en 

dégradant certains inducteurs de la TEM tel que les ERO et permet également la dégradation des 

facteurs de transcription impliqués dans cette voie (SNAI1 et TWIST) inhibant ainsi la TEM (Catalano et 

al., 2015; Grassi et al., 2015; Lv et al., 2012). En revanche, l’autophagie aurait également un rôle pro-

TEM en permettant la survie des cellules indépendamment de l’ancrage, la réorganisation du réseau 

mitochondrial, la mise en place d’une boucle de rétrocontrôle positive de la production du TGFb, la 

dégradation de la E-Cadhérine ou encore la dégradation du facteur de transcription HIF-1a (Fung et al., 

2008; Gugnoni et al., 2017; Pang et al., 2016; Tong et al., 2018; Zhu et al., 2014). 

Dans la Publication II, nous avons montré que l’invalidation de GABARAPL1 conduit à un 

engagement des cellules A549 et ACHN en TEM via la régulation des gènes de la TEM au niveau 

transcriptionnel. L’augmentation de l’expression de la N-Cadhérine, protéine impliquée dans la mobilité 

cellulaire dans les cellules KO GABARAPL1 et la diminution de l’expression de la E-Cadhérine, protéine 

impliquée dans les jonctions cellule-cellule expliquent l’augmentation du caractère invasif de ces 

cellules (Brabletz et al., 2018; Haynes et al., 2011). Lors de l’induction de la TEM, les cellules adoptent 

un phénotype de type fibroblastique (Brabletz et al., 2018). Dans notre étude, les cellules A549 KO 

GABARAPL1 et ACHN KO GABARAPL1 ne semblent pas morphologiquement différentes des cellules 

contrôles en microscopie optique classique. Cependant, nous avons tout de même mis en évidence que 

les cellules A549 KO GABARAPL1 ont une aire cellulaire légèrement plus grande que les cellules 

contrôles suggérant un engagement de ces cellules en TEM. 

 Nos observations sur le rôle de GABARAPL1 dans la régulation de la TEM sont en accord avec de 

précédentes études qui ont permis de mettre en évidence que l’autophagie permet la dégradation des 

EMT-TFs SNAI1 et TWIST. De plus, SNAIL est TWIST peuvent être localisés dans les autophagosomes et 

interagir avec p62. Il a également été montré que SNAIL peut également directement interagir avec LC3 

via les LIR présents dans SNAI1. Ces résultats suggèrent que la dégradation de SNAIL et TWIST fasse 

intervenir l’autophagie de type sélective (Catalano et al., 2015; Grassi et al., 2015; Lv et al., 2012; Zada 

et al., 2019). Dans la Publication II, nous avons montré que dans les cellules A549, TWIST et ZEB ne sont 

peu ou pas régulés lors de l’induction de la TEM alors que l’expression de SNAI1 est fortement 
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augmentée suggérant une implication majeure de SNAI1 dans la régulation de la TEM dans ces cellules. 

En revanche, nous avons confirmé que l’autophagie permet la dégradation de SNAIL dans les cellules 

A549 et que cette dégradation est indépendante de GABARAPL1. De plus, nous avons montré que 

GABARAPL1 est impliquée dans la régulation transcriptionnelle SNAI1. En effet, GABARAPL1 est 

impliquée dans la régulation de la voie SMAD alors que GABARAP ne semble pas être impliquée dans la 

régulation de cette voie. 

Le rôle de GABARAPL1 dans la régulation de la voie SMAD impliquerait une dégradation de ces 

protéines par autophagie sélective médiée par GABARAPL1. En effet, dans les cellules A549c, SMAD2 et 

SMAD3 sont dégradées par autophagie et dans les cellules ACHNc, SMAD4 est dégradée par autophagie. 

En revanche, en absence de GABARAPL1, ces protéines ne semblent plus être dégradées par autophagie. 

Ainsi, une augmentation du taux total des protéines SMAD peut également augmenter le taux nucléaire 

de ces protéines et ainsi leur fixation sur les promoteurs des gènes cibles. En effet, une première 

expérience d’étude de la translocation nucléaire de SMAD2 et SMAD3 par immunofluorescence montre 

qu’il y a plus de SMAD2 et SMAD3 dans les noyaux des cellules KO GABARAPL1 que dans les cellules 

A549c (données non montrées). Ces résultats sont à confirmer et il serait également intéressant de 

regarder la translocation nucléaire de p-SMAD3 afin de vérifier l’activation des voies impliquant SMAD3. 

La dégradation de protéines par autophagie sélective via les protéines ATG8 fait intervenir un 

motif appelé AIM (ATG8 interacting motif) permettant l’interaction directe ou indirecte entre la 

protéine ATG8 et la protéine à dégrader. Dans le cas d’une interaction indirecte, mettant en jeu un 

adaptateur comme p62, il a été montré que p62 interagit avec la protéine cible ubiquitinylée via son 

domaine UBA et que p62 interagit avec les protéines ATG8 par son domaine AIM suggérant qu’une 

interaction SMAD4-p62, TWIST-p62 ou SNAI1-p62 témoigne d’une dégradation par autophagie sélective 

de ces acteurs de la TEM. De plus, il a été décrit que SNAI1 peut être dégradée par autophagie sélective 

par une interaction directe avec LC3 ou indirecte via p62 (Zada et al., 2019). 

Ces motifs AIM ont été décrits comme composés de 4 acides aminés W-X1-X2-V, W-X1-X2-L ou 

encore Y-X1-X2-L (Birgisdottir et al., 2013). De manière très récente, un motif d’interaction a été 

spécifiquement décrit pour les protéines GABARAP appelé GIM (GABARAP interacting motif) celui-ci ne 

diffère que peu du motif AIM préalablement décrit puisqu’il est également composé de 4 acides aminés 

et la séquence est la suivante W/F-V/I-X2-V. Seul le premier acide aminé peut être différent du AIM et 

X1 n’est pas un acide aminé au hasard mais serait une valine ou une isoleucine (Rogov et al., 2017). Nous 

avons alors étudié la présence de ces motifs dans les protéines SMAD. D’après la base de données iLIR 

Database, SMAD2 et SMAD3 possèdent 7 séquences de type AIM et la protéine SMAD4 possède 8 

séquences de type AIM. Seules les séquences AIM ayant un score PSSM > 10 et localisées dans une 

région intrinsèquement désordonnée de la protéine ont 70% de chance d’être un LIR fonctionnel. 
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Aucune des protéines SMAD2, SMAD3 et SMAD4 ne réunit les deux conditions. Cependant, dans SMAD2 

et SMAD3 deux motifs LIR possèdent un score PSSM > 10 et SMAD4 possède deux LIR avec un ayant un 

score PSSM > 10 et un autre LIR localisé dans une région désordonnée de la protéine (Jacomin et al., 

2016). Des expériences de co-immunoprécipitation permettront de mettre en évidence une 

dégradation sélective des protéines SMAD via GABARAPL1.  

Nos résultats sont en accord avec de précédentes études suggérant que SMAD4 pourrait être 

dégradé par autophagie sélective puisque SMAD4 interagit avec p62 via le domaine UBA (Ubiquitin 

binding domain) de p62. Toutefois, dans cette étude, ils ne montrent pas que SMAD4 serait dégradée 

par autophagie mais que lors de l’induction de la TEM, p62 augmente transcriptionnnellement et 

permet de stabiliser SMAD4 augmentant ainsi l’expression de SNAI1 (Bertrand et al., 2015). 

Ainsi, l’autophagie permettrait la régulation de la TEM à plusieurs niveaux. Tout d’abord, 

l’autophagie peut dégrader des inducteurs de la TEM tel que le TGFb (Ding et al., 2014) ou encore EMT-

TFs tels que TWIST, l’autophagie sélective médiée par LC3 permet la dégradation de SNAI1, puis, 

l’autophagie sélective médiée par GABARAPL1 permettrait la dégradation des protéines SMAD. Nous 

avons suggéré que la dégradation des protéines SMAD pourrait être une boucle de rétrocontrôle. En 

effet, l’induction de la TEM permettrait l’induction de l’expression de GABARAPL1 qui permettrait la 

dégradation des SMAD inhibant ainsi la TEM. La régulation de la TEM par autophagie pourrait également 

impliquer la mise en place de boucles de rétrocontrôle positives. En effet, une augmentation du taux 

des protéines SMAD conduit à une diminution de la E-Cadhérine et il a été montré que la diminution de 

la E-Cadhérine conduit au relargage de la b-caténine et sa translocation dans le noyau. Ainsi, la b-

caténine va intervenir comme facteur de transcription et par son interaction avec les protéines SMAD2 

conduire à la régulation de gènes impliqués dans la TEM (Pang et al., 2016) permettant ainsi le maintien 

de l’induction de la TEM. Toutefois, dans les cellules A549, l’invalidation de GABARAPL1 diminue le taux 

de E-Cadhérine mais ne modifie pas le taux protéique total de la β-caténine (Données non montrées). Il 

serait donc intéressant d’étudier la translocation nucléaire de la β-caténine pour étudier si cette boucle 

de rétrocontrôle est mise en jeu dans les cellules A549. Cependant, il a également été décrit que 

l’autophagie sélective médiée par les protéines LC3 permet la dégradation de la β-caténine suggérant 

que cette boucle de rétrocontrôle positive soit également négativement régulée par l’autophagie 

(Petherick et al., 2013). Une autre boucle de rétrocontrôle positive pourrait également permettre le 

maintien de la TEM. En effet, SNAI1 peut former un complexe protéique avec p-SMAD3 et SMAD4 

permettant la répression des gènes cibles de la TEM tels que E-Cadhérine/CDH1 (Vincent et al., 2009) 

ainsi une augmentation des protéines SMAD conduit à une augmentation de SNAI1 aboutissant à une 

augmentation de la TEM.  
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De manière contradictoire, l’interaction entre des acteurs de la TEM et les protéines ATG8 

pourrait également être à l’origine de l’inhibition de l’autophagie et à une augmentation de la TEM. En 

effet, il a été décrit dans un modèle de cancer de la thyroïde que le TGFb induit l’expression de CDH6 

(Cadhérine 6) conduisant à l’acquisition de propriétés mésenchymateuses. CDH6 a été décrite comme 

pouvant interagir avec les protéines BNIP3 et BNIP3L mais également avec les protéines GABARAP et 

GABARAPL2 ce qui conduirait à l’inhibition de l’autophagie impliquée dans la fission du réseau 

mitochondrial permettant de subvenir aux besoins énergétiques lors de la mise en place de structures 

de mouvements et ainsi augmenter la TEM (Gugnoni et al., 2017). 

Rôle de GABARAPL1 dans la formation des métastases in vivo 

La formation des métastases et un processus multi-étape : invasion locale des cellules 

cancéreuses de la tumeur primaire, extravasation, survie dans la circulation sanguine, extravasation et 

survie dans le tissu secondaire. Toutes ces étapes peuvent être régulées par l’autophagie. 

Premièrement, comme nous l’avons décrit précédemment, l’autophagie est impliquée dans l’invasion 

des cellules de la tumeur primaire et l’extravasation par son implication dans la régulation de la TEM. 

Puis, l’autophagie permet aux cellules tumorales de survivre lors de leur détachement de la matrice 

(résistance à l’anoïkis) lors de leur transport par la circulation sanguine. L’autophagie est également 

impliquée dans l’extravasation, toujours par son implication dans la régulation de la TEM. Et enfin, 

l’autophagie permet l’adaptation des cellules métastatiques au nouveau microenvironnement (Mowers 

et al., 2017).  

Étant donné l’implication de la TEM dans la formation des métastases et le rôle de GABARAPL1 

dans la régulation de la TEM, nous avons étudié le rôle de GABARAPL1 dans la formation des métastases 

in vivo. Malgré l’engagement en TEM des cellules KO GABARAPL1, les deux expériences d’étude de la 

formation des métastases réalisées, semblent montrer que les souris ayant reçu les cellules A549 KO 

GABARAPL1 forment moins de métastases que les souris ayant reçu les cellules contrôles. Cependant, 

ces résultats surprenants nécessitent confirmation.   

Le rôle de la TEM dans la formation des métastases est tout de même un sujet qui reste en 

débat puisque deux publications majeures ont mis en évidence que la TEM ne serait pas impliquée dans 

la formation des métastases mais plutôt dans la résistance aux traitements ou encore dans 

l’échappement des cellules en TEM au système immunitaire (Fischer et al., 2015; Zheng et al., 2015). De 

plus, comme nous l’avons déjà décrit, la formation des métastases est un processus multi-étape et la 

TEM serait nécessaire à l’initiation de la formation des métastases. Toutefois, afin de permettre 

l’établissement de tumeurs secondaires, les cellules doivent subir la transition inverse appelée 

transition mésenchymato-épithéliale (TME) permettant ainsi aux cellules métastatiques de s’installer 



232 
 

dans le tissu secondaire et de former de nouveaux foyers (Tsai et al., 2012). Lors de notre étude sur la 

formation des métastases in vivo, les cellules ont été directement injectées dans la circulation sanguine. 

Ainsi, les étapes de croissance tumorale et de détachement des cellules de la tumeur primaire pour 

rejoindre la circulation sanguine ne sont pas étudiées ici et le rôle de GABARAPL1 dans l’établissement 

de tumeurs secondaires n’est à ce jour pas élucidé. De plus, le rôle des protéines ATG8 dans la formation 

des métastases pourrait impliquer des mécanismes indépendants de la dégradation d’acteurs par 

autophagie sélective. En effet, il a été montré que GABARAP inhibe la formation des métastases dans 

un modèle de cancer de l’ovaire par son implication dans l’inhibition de l’expression du VEGF et de HIF-

1a. GABARAP interagit avec le VEGFR2 (Vascular epithelium growth factor 2) conduisant à une inhibition 

de la voie PI3K/Akt et donc à une inhibition de l’angiogenèse et la formation des métastases (Park et al., 

2014). Bien que les protéines GABARAP n’aient à ce jour pas été décrites comme impliquées dans 

l’autophagie de type LAP, la LAP médiée par GABARAP pourrait induire la dégradation du récepteur 

VEGFR2 et donc inhiber l’angiogenèse et la formation des métastases dans ce modèle.  

Rôles compensatoires des protéines ATG8 et rôles opposés 

Comme nous l’avons précédemment décrit dans la partie I. Protéines ATG8 et autophagie, les 

protéines de la famille ATG8 ont été décrites comme ayant des rôles redondants puis nos études ainsi 

que d’autres études récentes ont permis de mettre en évidence que ces protéines pouvaient avoir des 

rôles plus spécifiques comme dans l’autophagie sélective ou encore dans l’initiation de l’autophagie où 

les protéines LC3 et GABARAP ont été décrites comme ayant des rôles opposés dans la régulation de 

ULK1. C’est pourquoi, nous nous sommes demandé quel serait l’impact de l’invalidation de GABARAP 

dans les cellules KO GABARAPL1 sur la TEM. De manière surprenante, la double invalidation 

GABARAPL1/GABARAP ne modifie pas l’engagement en TEM par rapport aux cellules KO GABARAPL1. 

En effet, l’augmentation du taux de N-Cadhérine observée dans les cellules KO GABARAPL1 est 

également observée dans les cellules DKO GABARAPL1/GABARAP. Toutefois, la diminution du taux de 

E-Cadhérine observée dans les cellules KO GABARAPL1 n’est pas retrouvée dans les cellules DKO 

GABARAPL1/GABARAP. En effet, l’invalidation de GABARAP dans les cellules KO GABARAPL1 conduit à 

la restauration du taux de E-Cadhérine à un niveau similaire, voir même légèrement supérieur aux 

cellules A549c en faisant intervenir une régulation au niveau transcriptionnel. Ces résultats pourraient 

également expliquer que les cellules double KO GABARAPL1/GABARAP soient moins invasives que les 

cellules KO GABARAPL1 et A549c et suggèrent qu’une augmentation du taux de N-Cadhérine n’est pas 

suffisante pour l’acquisition de propriété de mobilité, mais qu’il faut également une diminution de la E-

Cadhérine.  

Comme le flux autophagique n’est pas modifié dans les cellules A549 KO GABARAPL1 mais est 

inhibé dans les cellules A549 DKO GABARAPL1/GABARAP, l’ensemble de ces observations suggèrent une 
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implication de GABARAPL1 dans la dégradation par autophagie sélective d’acteurs impliqués dans le 

maintien des caractéristiques épithéliales des cellules et une implication de l’autophagie sélective 

médiée par GABARAP et/ou du flux autophagique dans la régulation de l’expression de la E-Cadhérine 

mais pas de la N-Cadhérine. Une étude récente réalisée dans les cellules A549 montre que l’inhibition 

de l’autophagie par la Bafilomycine A1 conduit à une diminution de la Vimentine et de la N-Cadhérine 

alors que le taux de E-Cadhérine reste inchangé (Alizadeh et al., 2018). Ces résultats suggèrent que le 

flux autophagique ne régule pas le taux de E-Cadhérine dans ces cellules et ainsi que dans notre modèle 

DKO GABARAPL1/GABARAP ce soit l’autophagie médiée par GABARAP qui soit impliquée dans la 

restauration du taux de E-Cadhérine. Ainsi, GABARAP pourrait permettre la dégradation de co-

régulateurs ou encore d’enzymes impliqués dans la régulation épigénétique de l’expression de la E-

Cadhérine. Ces résultats montrent alors que malgré des rôles parfois redondants des protéines ATG8, 

chaque membre pourrait avoir un rôle bien défini et que les protéines ATG8 pourraient avoir des rôles 

opposés tel que GABARAP et GABARAPL1 dans la régulation de l’expression de la E-Cadhérine.  

 

 L’ensemble de ces travaux de thèse ont permis de mettre en évidence un rôle complexe des 

protéines ATG8 dans l’autophagie, dans le cancer et la TEM.  

Nous avons initialement montré que le rôle de GABARAPL1 dans l’autophagie peut dépendre 

de sa localisation au niveau des autophagosomes. En effet, lors de la régulation du flux autophagique 

basal et des étapes précoces, il n’est pas nécessaire que GABARAPL1 soit localisée au niveau des 

autophagosomes alors que lors de la régulation du flux autophagique induit et des étapes plus tardives, 

GABARAPL1 doit être localisée au niveau des autophagosomes. 

De manière similaire, les rôles de GABARAPL1 dans la carcinogenèse peuvent être dépendants 

ou indépendants de sa localisation. En effet, GABARAPL1 inhibe de nombreux phénotypes cancéreux de 

manière dépendante de sa localisation au niveau des autophagosomes. Pourtant lors de l’étude des 

phénotypes de migration in vitro ou de la croissance tumorale in vivo, GABARAPL1 inhibe ces 

phénotypes indépendamment de sa localisation suggérant un rôle complexe de GABARAPL1. En effet, 

les protéines de la sous-famille GABARAP, mais également les autres protéines ATG8, ont été décrites 

comme inhibant la progression tumorale par leur implication dans la dégradation sélective d’oncogènes 

cellulaires mais également d’organites. Notre étude montre ainsi un rôle complexe de GABARAPL1 dans 

la progression tumorale et implique un rôle indépendant de la dégradation par autophagie sélective et 

suggère que GABARAPL1 peut également réguler la progression tumorale par une implication dans la 

régulation de voies de signalisation. En effet, il a été décrit que GABARAPL1 permettrait la régulation de 

la voie Wnt et ainsi de la carcinogenèse.  
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Nous avons également montré que GABARAPL1 permet l’inhibition de la TEM par son rôle dans 

la dégradation des protéines SMAD impliquées dans la régulation de la TEM. Au vu de l’implication de 

GABARAPL1 dans l’inhibition de la TEM, il serait intéressant de déterminer le rôle de GABARAPL1 dans 

la formation des métastases, dans la résistance aux traitements mais également dans l’échappement 

des cellules tumorales au système immunitaire. 

Finalement, notre étude a également permis de mettre en évidence que les protéines ATG8 

pouvaient avoir des rôles spécifiques et même opposés. En effet, nous avons montré que GABARAPL1 

permet d’activer ULK1 alors que les protéines LC3 ont été décrites comme inhibant ULK1 puis, 

GABARAPL1 inhiberait la transcription de CDH1/E-Cadhérine alors que GABARAP induirait son 

expression. 

III. Perspectives à long terme 
Compte tenu de ces résultats, de nombreuses questions sur le rôle de GABARAPL1 dans la 

carcinogenèse et dans TEM, sur la régulation de l’expression de GABARAPL1 mais également du flux 

autophagique lors de la TEM restent en suspens.  

Il serait intéressant d’identifier les mécanismes moléculaires impliqués dans les fonctions de 

GABARAPL1 dans la régulation du flux basal et induit mais également dans l’inhibition de certains 

phénotypes cancereux comme la croissance tumorale lors de la surexpression de GABARAPL1 ou de 

GABARAPL1-G116A en étudiant la voie Wnt, préalablement décrite comme négativement régulée par 

GABARAPL1 (Zhang et al., 2011). 

Nous avons suggéré que GABARAPL1 pourrait dégrader sélectivement les protéines SMAD 

inhibant ainsi la TEM. Des expériences de co-localisation des protéines SMAD dans les autophagosomes 

par immunofluorescence permettront de confirmer la dégradation de ces protéines par autophagie. 

Puis, des expériences de co-immunprécipitation permettront de mettre en évidence une potentielle 

interaction entre les protéines GABARAPL1 et les protéines SMAD.  

Nous avons également montré que l’induction de la TEM par un co-traitement TGFb/TNFa 

augmente fortement l’expression de GABARAPL1 alors que l’expression des autres ATG8 n’est pas 

modifiée. Il serait intéressant de mettre en évidence quels sont les facteurs de transcription impliqués 

dans la régulation de GABARAPL1. Il a été montré que les facteurs de transcription SMAD permettent la 

régulation de BECLIN1, ATG7 et de ATG5. Une étude bioinformatique, nous a permis de mettre en 

évidence, la fixation potentielle des protéines SMAD sur le promoteur de GABARAPL1. Ainsi, afin de 

vérifier si les voies SMAD pourraient également être impliquées dans la régulation de l’expression de 

GABARAPL1, nous allons induire la TEM par un co-traitement TGFb/TNFa tout en inhibant les voies 
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SMAD par un inhibiteur spécifique de la phosphorylation de SMAD3, SIS3. Dans ces conditions de 

traitement, l’étude de l’expression de GABARAPL1 nous permettra de mettre en évidence l’implication 

des protéines SMAD dans cette régulation. Puis, l’implication des protéines SMAD dans la régulation de 

l’expression de GABARAPL1 sera confirmée par une expérience de chromatine immunoprécipitation. Ce 

qui permettra également de mettre en évidence la zone de fixation de ces facteurs de transcription sur 

le promoteur de GABARAPL1. Si les protéines SMAD ne sont pas impliquées dans la régulation de 

l’expression de GABARAPL1, nous étudierons si SNAI1 peut réguler GABARAPL1 puisque lors de 

l’induction de la TEM, son expression est fortement augmentée.  

De plus, il a été montré que le TGFb est impliqué dans l’induction de l’autophagie. Ainsi, il serait 

intéressant d’étudier l’impact du co-traitement TGFb/TNFa sur le flux autophagique dans nos modèles 

mais également des simples traitement TGFb et TNFa. De plus, une étude transcriptomique sur des 

cellules induites en TEM par le TGFβ permettra de mettre en évidence les différents acteurs permettant 

d’expliquer la régulation de l’autophagie au cours de la TEM. 

Ces études permettront de mettre en évidence l’existence de potentielles boucles de 

rétrocontrôle de l’autophagie sur la TEM et de la TEM sur l’autophagie.  
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Titre : Rôle de l’autophagie lors de la Transition Epithélio-Mésenchymateuse des cellules 
cancéreuses 

Mots clés : GABARAPL1, Autophagie, TEM et cancer 

Résumé : L’objectif de ces travaux de thèse 
était d’étudier le rôle d’un mécanisme de 
réponse au stress, l’autophagie, et en particulier 
d’étudier un des acteurs de l’autophagie, 
GABARAPL1, lors de la progression tumorale et 
la Transition Epithélio-Mésenchymateuse 
(TEM). 
GABARAPL1 appartient à la famille ATG8 et la 
sous-famille GABARAP dont tous les membres 
sont décrits comme impliqués dans le processus 
d’autophagie majoritairement grâce à un 
processus appelé lipidation et qui permet leur 
localisation au niveau des autophagosomes. 
Initialement, ces protéines avaient été décrites 
comme ayant des rôles redondants. Cependant, 
nos résultats et d’autres ont permis de mettre 
en évidence que les protéines ATG8 et en parti- 

-culier GABARAPL1 sont également 
impliquées dans la régulation de l’initiation de 
l’autophagie.  
De plus, les protéines GABARAP ont également 
été décrites comme dérégulées dans les cancers 
et comme ayant un rôle suppresseur de tumeur 
lié à une dégradation d’oncogènes cellulaires. De 
manière similaire, nous avons montré que 
GABARAPL1 inhiberait la TEM par son 
implication dans la dégradation sélective des 
protéines SMAD. Toutefois, nous avons 
également mis en évidence que GABARAPL1 
inhibe la croissance tumorale indépendamment 
d’une dégradation par autophagie sélective.  
 
L’ensemble de ces travaux ont permis de mettre 
en évidence des rôles différentiels des protéines 
ATG8 dans l’autophagie et le cancer malgré leur 
forte homologie.  

 

 

Title : Role of the autophagy during Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT) 

Keywords : GABARAPL1, Autophagy, EMT and cancer  

Abstract : The objective of this work was to 
study the involvement of a mechanism of stress 
response, the autophagy and in particular one of 
the autophagy actor’s, GABARAPL1 during 
tumor progression and Epithelial-Mesenchymal 
Transition (EMT). 
GABARAPL1 belongs to the ATG8 family and 
to the GABARAP subfamily which are all 
involved in the autophagy process thanks to a 
process commonly called lipidation which 
permits the localization of the proteins to the 
autophagosome membrane.  
Firstly, these proteins have been described to 
have redundant function. However, thank to our 
work and other, we demonstrate that the ATG8 
proteins and in particular GABARAPL1, are 
involved in the regulation of the initiation of the 
 

autophagy.  
Moreover, the GABARAP proteins have been 
described to be dysregulated during cancer and 
to have a tumor suppressive function thank to 
their implication in the degradation of cellular 
oncogene by selective autophagy. Similarly, we 
found that GABARAPL1 might inhibit EMT 
through its implication in the selective 
degradation of SMAD proteins. However, we 
have also shown that GABARAPL1 can inhibit 
tumor growth independently of a selective 
degradation by the autophagy. 
 
This work has highlighted that the ATG8 
proteins, despite their high homology can have 
differential roles in autophagy and cancer.    
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