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Avant-propos



Romain Gary, dans la préface du livre Le crépuscule des hommes suggere de 1égaliser le
cannibalisme pour constituer une ressource importante de protéines. « Puisque le besoin en
protéines de I'humanité est si grand et qu'au lieu de controler les naissances, on préfere (..)
les famines, je propose (...) de rendre le cannibalisme légal pour que 'homme puisse s'élever
enfin tout a fait au niveau de lui-méme ». Si cette proposition n’a pas été adoptée a I’échelle
humaine, la cellule, sans considération morale, choisit 'auto dégradation pour survivre. La
voie de dégradation lysosomale de 'autophagie orchestrée par la famille des protéines ATG
est cruciale pour homéostasie cellulaire, tissulaire et organique. Ce processus de
dégradation permet la survie au cours du développement, la longévité et sa dérégulation est

associée a des maladies neurodégénératives et a certains cancers.

Mon travail de recherche se concentre sur la protéine de type ubiquitine
LGG-1, ’homologue d’Atg8/ GABARAP, essentielle a la viabilité et le développement du
nématode Caenorbabditis  elegans (C. elegans). Cette protéine contrdle le processus
autophagique notamment la biogénése des autophagosomes et le recrutement de cargos a
dégrader. De plus, les protéines Atg8 sont les seules identifiées comme restant liées a la
membrane des autophagosomes et font partie de la famille des protéines « ubiquitin like ».
Mon projet de thése consiste a comprendre quelles sont les fonctions spécifiques des
différentes formes de LGG-1 au cours du processus autophagique et du développement

chez C. elegans.

J’ai choisi de commencer par une introduction faisant I'inventaire des connaissances sur les
protéines de la famille ubiquitine, afin de comprendre quel est le caractére commun de
I'ensemble de ces protéines. Apres des généralités sur les caractéristiques de 'ubiquitine j’ai
répertorié les différentes classes d’«ubiquitines-like » et décrit certaines caractéristiques.
Dans un second temps introductif, j’ai voulu mettre en exergue les différents membres de
la famille Atg8 ainsi que leurs particularités au sein du processus autophagique. Pour cela,
jai débuté par la description du processus, la machinerie moléculaire impliquée, les
mécanismes de sélectivité. J’ai par la suite détaillé les différents attributs des membres Atg8/
GABARAP/LC3 et leurs réles au sein du processus autophagique. Cette partie introductive
se termine sur I'utilisation du modele C. elegans pour I’étude de 'autophagie par notamment

une revue bibliographique pour laquelle je figure premicre auteure.



J’ai utilisé CRISPR-Cas9 pour obtenir de nouveaux alleles mutant du gene /gg-7. En effet
LGG-1 existe sous trois formes; le précurseur (forme P) est clivé en une protéine
cytosolique (forme I) qui, via un systeme de conjugaison a un lipide, est localisée a la
membrane des autophagosomes (forme II). Cette capacité de conjugaison a un substrat,
caractéristique de certaines Ubl est de manic¢re dogmatique liée a leur role cellulaire.
Néanmoins plusieurs études suggerent des roles indépendants de I'ancrage covalent de ces
protéines. Comprendre les mécanismes moléculaires sous-jacents constitue un enjeu crucial
permettant d’appréhender les régulations des différents processus dans lesquels les Ubl sont
impliquées. Mon projet de these s’inscrit dans cette thématique et consiste a comprendre
quelles sont les fonctions spécifiques des différentes formes de LGG-1/GABARAP dans
I'autophagie. Les résultats obtenus sont présentés sous forme d’un article en anglais dans

la premicre partie des résultats.

La seconde partie présente les résultats complémentaires et ma contribution a un projet
parallele par notamment des expériences de vidéo-microscopie. En effet, initialement
décrite comme un processus de dégradation massif et aléatoire, 'autophagie peut cibler de
manicre spécifique des organites entiers, comme du réticulum endoplasmique ou des
mitochondries. Comprendre comment 'autophagie dite sélective, participe aux processus
développementaux et d’adaptation au stress des animaux est un défi majeur. C’est dans ce
cadre que s’inscrit un des projets du laboratoire qui consiste a la caractérisation du
mécanisme d’autophagie a la suite d’un stress cellulaire. Y. Chen a pu mettre en évidence
qu’une élévation aigue de la température modifie ’homéostasie mitochondriale et induit un
flux autophagique et des événements de mitophagie. Cette étude fait I'objet d’un article

sous presse dans Journal Cell Biology présenté en seconde partie des résultats.

Pour terminer ce manuscrit je propose des pistes de réflexions et perspectives pour

répondre aux questionnements générés dans mes recherches principales.
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AIM : Atg8 interacting motif

AMPK: Adenosine mono-phosphate -activated prozein kinase
APAF1: Apoptotic peptidase activating factor 1

APF-1: ATP-dependent proteolysis factor 1

APPBP1 : Amyloid Precursor Protein-Binding Protein 1
Atgl: AutoPhagy protein 1

BAG1: BCL2-Associated Athanogene

Bcl2: B-cell lymphoma 2

BECNT: Beclinl

BNIP3: Bcl2/E1B 19kDa-interacting protein 3

C. elegans: Caenorhabditis elegans

ChIP-Seq

CMA: Chaperon-mediated autophagy

CRL: Culing ring ligase

CrRNA: CRISPR Ribonucleic Acid

CRISPR : Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
CUE : coupling of ubiquitin conjugation to ER degradation
Cvt: Cytoplasm-to-vacuole targeting

Da : Dalton

DFCP1 : double FYVE-domain containing protein 1.

DUB: deubiquitinating enzymes20

DIUM (souble —sided ubiquitin-interacting motif)

DRP1 : Dynamin-related Protein Drpl

DUB: déubiquitinases

EBSS: Earle's Balanced Salt Solution

ERAD : Endoplasmic-reticulum-associated protein degradation
EPGS5: ectopic P-granules autophagy protein5

ESCRT: endosomal sorting complexes required for transport
FAT10: leukocyte antigen-F adjacent transcript 10

Fiji : Fiji IS Just Image |

FIP200 : focal adhesion kinase FAK family kinase-interacting protein of 200 kDa
FOX03: Forkhead Box O3

FUB1: Few ubiquitin-like protein

FYCO: FYVE and coiled-coil domain containing protein
GABARAP : y-AmynoButyric-Acid-type-A-Receptor-Associated Protein
GATE 16 : Golgi-Associated ATPase Enhancer of 16kDA
GDP :Guanosine diphosphate

GEF Guanosine exchange factor

GFP :Green Fluorescent Protein

GIM :Gabarap interacting motif

GM130 : 130 KDa Golgi matrix protein

GTP : Guanosine triphosphate

HDAC : Une histone désacétylase

HECT: Homologous to the E6-AP Carboxyl Terminus
HHR23A: human homologue of the yeast repair protein RAD23
Hs : Heat shock

Hsc70: Heat schock cognate 70

HDR:Homology directed repair

HOPS: homotypic fusion and protein sorting

IM : isolation membrane

ISG15: Interferon-stimulated gene 15
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LAMP-2A: lysosome associated membrane protein type 2A
LAP : LC3-associated phagocytosis

LGG: LC3, GABARAP, GATE-16

LIR: LC3-interacting region

LRS : LC3 recognition sequence

MAP-LC3: Microtubule-Associated Protein Light Chain 3
mTORCI : mechanistic target of rapamycin kinase complex 1
NBR1: Neighbor of BRACI gene

NDP52: Nuclear factor kappaB

NEDDS: neuronal precursor cell-express developmentally down-regulated protein
NHE] : Non homologous en joining

NSF : N-ethyhnaleimide-sensitive-factorNUBI1L/NUBAL
OPTN : optineurin

OSBP: oxysterol-binding protein

PAM: Protospacer adjacent motif

PARP1: Poly [ADP-ribose] polymerase 1

PAS: Phagophore assembly site PB1

Pb: Paires de bases

PE : Phosphatidylethanolamine

PHD finger

PI3K: Class III phosphoinositide 3-kinase

PI4/3P : phosphatidylinositol (4/3)-phosphate

PtdIN3K: phosphatidylinositol 3-kinase

PtdIns3P : phosphatidylinositol-3-phosphate

PS: phosphatidylsérine

Raf: Rapidly Accelerated Fibrosarcoma

RE : Reticulum Endoplasmique

RING finger

Rubl : related to ubiquitin-1

PLEKHMLI: pleckstrin homology domain containing protein family member 1
SAMP : Small archaeal modifier proteins

SAR: selective autopagy receptor

SENP : Sentrin Specfic isopeptidase »

SIM : sumo-interaction motif

SNAP29: Synaptosome Associated Protein 29

SNARE ; Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein REceptor
SQST1 : SeQueSTosome related

Stx 17 :: Syntaxine 17

SUMO : suppressor of MIF2 mutations-3

Tau: Tubulin-associated unit

TAX1BP1: Tax1 Binding Protein 1

UBD: ubiquitin/ubiquitin-like binding domains

UBL : Ubiquitin-like.

UBA ( Ubiquitin Associates),

UBAZ2/3 : Ubiquiting-activating enzyme 2/3

UFM1 : ubiquitin-fold modifier 1

UIM (ubiquitin-interacting motif),

ULK1/2: Unc-51 like autophagy activating ULD: ubiquitin-like domains (ULDs)
kinase 1

UNC-51: UNCoordinated-protein 51

UPR: unfolded protein response
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UPS: Ubiquitin proteasome system

URMLI1: Ubiquitin-related modifier-1

VAMPS: Vésicle associated membrane protein 8

VPS-39: Vacuolar protein sorting 39

WAC: (WW domain-cointaing adaptator with coiled coil)
WIPI2: WD Repeat Domain, Phosphoinositide Interacting 2
ZFYVE1 : Zinc Finger FYVE-Type Containing 1
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PARTIE 1 - L’ubiquitine et les ubiquitin-like

I. Généralités sur Pubiquitine

1.1 Découverte

La découverte dans les cellules eucaryotes par Avram Hershko, Aaron Ciechanover et Irwin
Rose, des fonctions d’une petite protéine ubiquitaire de 76 acides aminés appelée ubiquitine
(initialement nommée APF-1 (ATP-dependent proteolysis factor 1) a été récompensée par le
prix Nobel de chimie en 2004. Isolé dans les années 1970, ce polypeptide est capable de s’ancrer
a d’autres protéines via une liaison peptidique par un systéme enzymatique. (voir partie 1.4 )
(Cappadocia and Lima, 2018). Ce type de modification post-traductionnelle est appelée
ubiquitination et intervient dans de nombreux processus biologiques. La fonction la mieux
caractérisée de 'ubiquitine est son role de signal de dégradation des protéines par le protéasome
(Hershko, Ciechanover and Rose, 1979). L’ubiquitine est I'une des protéines eucaryotes les
plus conservées entre especes. Ce polypeptide tient son nom de sa localisation dans tous les

compartiments subcellulaires (Welchman, Gordon and Mayer, 2005).

1.2 Famille multigénique

L’expression génique de 'ubiquitine n’est pas commune. Chez les mammiferes, il existe quatre
genes codant pour I'ubiquitine. Deux de ces genes, UbC et UbB présentent des séquences
codantes pour des précurseurs poly-ubiquitine. Ainsi, la séquence d’ubiquitine est répétée
successivement 3 fois pour UbB et 9 fois pour UbC. Ce précurseur poly-ubiquitine sera par la
suite clivé par une protéase spécifique appelée déubiquitinase (DUB), pour donner des mono-
ubiquitines. Les genes UbA52 et RPS27.A codent des précurseurs ubiquitines composés d’une
séquence protéique d’ubiquitine fusionnée a une protéine ribosomales 1.40 et S27A/S31
respectivement (Ozkaynak ez al., 1987; Finley, Bartel and Varshavsky, 1989; Redman and
Rechsteiner, 1989), Figure 1.
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UbC Ub Ub Ub Ub Ub Ub Ub Ub Ub Ub

UbB Ub Ub Ub DUB
" Ub
UbA52 Ub)iL Processus Co-
traductionnel
RPS27 A4 Ub s Ub

Figure 1 - L’ubiquitine est codée par une famille multigénique

Chez les mammiféres, il existe 4 genes d’ubiquitine UbC, UbB, UbA52, RPS27A. Les produits de fusion
codés par ces genes sont traités par les DUB de manicre co-traductionnelle et sont a l'origine de
monomeres d’ubiquitine libres. (Adaptée de Radici e a/., 2013).

UbC 9 répétitions (chez la souris ) 11 (chez ’homme) de
Mammifere la séquence Ub
UbB 3 répétitions de la séquence Ub
UbA52 Fusion Ub- protéine tibosomale 140
RPS27A4 Fusion Ub- protéine ribosomale S27A
UbH 5 répétitions de la séquence Ub
Levure RPLA0A (UBI1) Fusion Ub- protéine tibosomale L40-B
RPI40B ( UBI2) Fusion Ub- protéine ribosomale L.40-B
RPS31 (UBI3) Fusion Ub- protéine ribosomale S31
C.elegans ubg-1 11 répétitions de la séquence Ub
ihg-2 Fusion avec la protéine ribosomale 140

Tableau 1 - Les différents types de genes codant pour 'ubiquitine dans des espéces différentes
Le nombre d’ubiquitine codées par le géne polyubiquitine est instable dans I’évolution et varie selon les
especes. Le nom des genes provient de la base de donnée Uniprot.

6 11 27 29 33 48 63
C.e. Ub: MOI FVEI(TLTGll(TITLEV DTI VI | IQDILEIGI PPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGG 76
H.s. Ub: MQIFVKTLTGKTITLEV DT VKAKIQDKEGI PPDQORLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGG 76
S.c. Ub: MQIFVKTLTGKTITLEV DTIDNVKGKIQDKEGI PPDQORLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGG 76

Figure 2 - Alignement des séquences protéiques de 'ubiquitine chez C. elegans, Homo Sapiens
et S.Cerevisiae

Alignement des séquences individuelles d’ubiquitine. Les acides aminés différents encadrés en jaunes.
Les lysines importantes pour I'ancrage d’une autre Ub sont mentionnées par leurs positions.
Alignement est fourni par wormbook.org.
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Le nombre de genes codant pour I'ubiquitine ainsi que le nombre de répétions est variable en
fonction des especes. Le tableau 1 répertorie les génes codant pour 'ubiquitine chez les
mammiferes, la levure, et le nématode C.elegans. Pourquoi les ubiquitines sont générées sous la
forme d’un poly-précurseur n’est pas bien connu. Néanmoins la présence d’un seul transcrit,
traduit en plusieurs protéines pourrait permettre d’augmenter la vitesse de réponse suite a un
stress et également d’avoir une réserve d’ubiquitine libre a disposition. Une étude a pu montrer
que la variation du nombre de répétions module la résistance au stress. En effet, chez la levure
la création de variants d’Ubi4, avec un nombre de répétitions plus court montrent une
sensibilité plus forte au stress, contrairement aux variants plus longs permettant une meilleure

résistance (Gemayel e al., 2017).

1.3 Structure et séquence protéique

L’ubiquitine est une petite protéine de 8,5kDa dont la séquence et la structure secondaire sont
bien caractérisées. L’ubiquitine est retrouvée chez tous les eucaryotes mais pas chez les
procaryotes. La séquence de ce polypeptide est extrémement conservée entre especes. A titre
d’exemple, un seul acide aminé différe (en position 19) entre les séquences chez C. elegans et
Homo Sapiens, Figure 2. 11 a été découvert que 'ubiquitine contient sept lysines (K) qui peuvent
étre elle-méme ubiquitinées, ce qui entraine la formation de chaines d’ubiquitines. La structure
de I'ubiquitine comprend une hélice a entourée de 5 feuillets B appelée « 3 graps fold ». Ce
domaine est caractéristique des protéines de type ubiquitine et est trés conservé entre especes.
La queue en partie C-terminale est exposée pour permettre sa conjugaison sur des substrats

protéiques, Figure 3.

1.4 Le systéme enzymatique d’ubiquitination

Le systeme d’ancrage de l'ubiquitine fait intervenir de manicre séquentielle et transitoire les
enzymes de conjugaison E1, E2 et E3. La cascade enzymatique se déroule en trois étapes :
Pactivation, la conjugaison et le transfert, Figure 4. Ces étapes sont bien caractérisées et font

I'objet de plusieurs revues.
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Figure 3 - Structure de ’'ubiquitine
L’hélice alpha est entourée de 5 feuillets B. Cette structure est appelée « B grasp fold » et est
conservée dans le régne eucaryotes (Hacisuleyman and Erman, 2017).

Systeme enzymatique de conjugaison Déconjugaison

CONJUGAISON TRANSFERT

DUB
protéine

E1l E2 m
El E3
@%Yq:)'—x Co-gE LZ‘b(j-«c E2 %A - &'(3
PPI
o . B 4

Figure 4 - Systéme de conjugaison de 'ubiquitine

Pour étre ancrée de manicre covalente a une protéine, l'ubiquitine subit un systeme de
conjugaison faisant intervenir de maniére successive trois enzymes: l'enzyme E1 active
I'ubiquitine permettant son transfert sur I'E2, puis via I'E3 I'ancrage au substrat. (Adaptée de
Geng and Klionsky, 2008).
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La premiere étape de conjugaison consiste en l'activation d’une glycine C-terminale de 'Ub par
une enzyme E1 via hydrolyse de PATP. Chez ’homme, il existe deux E1 spécifiques de
I'ubiquitine, Ubel (appelé Ubal chez la levure) et Uba6. L’ubiquitine se lie 2 un ATP pour
former un intermédiaire ubiquitine-adenylate capable d’interagir avec ’'E1. La glycine en partie
C-ter subit une attaque nucléophile par 'atome de sulfure de la cystéine du site actif de 'enzyme
(Hochstrasser, 1996) . Ce processus permet la formation d’une liaison thioester entre la glycine
et la cysteine du site actif de ’E1. Apres activation, I’'Ub est transférée a ’E2 via juxtaposition
des sites actifs E1 et E2. Les E2 récuperent I'Ub a travers une réaction de
transthioesterification, au niveau d’une cysteine située au cceur du domaine catalytique. Apres
cette étape, dans certaines conditions, 'ubiquitine peut étre liée directement a une lysine d’une
cible. Les E3 ont un role crucial dans la reconnaissance de la cible appropriée et permettent
'ancrage covalent avec le substrat. Le groupement amine d’une lysine cible est conjugué a la
partie carboxylique de la glycine. Quatre familles de E3 existent : HECT, RING finger, U box
et PHD finger, ayant des caractéristiques structurelles spécifiques que je ne vais pas détailler ici
mais qui peuvent étre retrouvées dans différentes revues. (Ardley and Robinson, 2005; Zheng
and Shabek, 2017).

Drautre part, plusieurs ubiquitines peuvent étre conjuguées aux mémes substrats et cette
réaction requiert une enzyme spécifique permettant la liaison (E4). Ce mécanisme de
conjugaison est transitoire et réversible. Certaines protéases : les déubiquitinases (DUB)

permettent de recycler I'Ub par libération de la forme mature.

1.5 Mono/multi/poly-ubiquitination, un code a décrypter

Le type de liaison et le nombre d’ubiquitine ajoutées définissent le devenir des substrats que
P'ubiquitine cible. L’ubiquitination fait référence a la formation d’une liaison peptidique entre
une glycine située en partie C-terminale de I'ubiquitine et, la plupart du temps, le groupement
amine d’une lysine en position N-ter d’un substrat protéique. (Welchman, Gordon and Mayer,
2005) (Ie mécanisme moléculaire de conjugaison est développé partie 1.4) . L’ubiquitination fait
référence a la formation d’une liaison peptidique entre une glycine située en partie C-terminale
de I'ubiquitine et dans la majorité des cas, le groupement amine d’une lysine en position N-ter
d’un substrat protéique (Welchman, Gordon and Mayer, 2005). Le mécanisme moléculaire de

conjugaison est développé partie 1.4.
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Mono-ubiquitination Multi-ubiquitination Poly-ubiquitination

Ub ub Ub
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Figure 5 - L’ubiquitine est impliquée dans différents processus cellulaires

A- La polyvalence de I'Ub dans la régulation de différents processus provient de sa capacité a
pouvoir se lier a des substrats en tant que monomere sur une lysine (mono-ubiquitination) ou
sur plusieurs lysines différentes (multi-ubiquitination). L’Ub peut s’ancrer également en tant
que polymere (poly—ubiquitination) par I'addition séquentielle d’Ub les uns aux autres. Les
chaines peuvent étre linéaires ou ramifiées avec différentes topologies. La mono-ubiquitination
a été retrouvée dans des processus tels que la réparation de PADN, le bourgeonnement viral et
Iexpression génique. L.a multi-ubiquitination peut réguler 'endocytose de récepteurs. La
polyubiquitination par K11 ou K47 d’Ub entraine la dégradation par le protéasome alors que
les chaines d’Ub liées entre elles a la K63 sont impliquées dans la signalisation et ’endocytose.
B- I’Ubiquitine et des chaines d’ubiquitines avec ou sans modifications peuvent servir de
second messager. (Adaptée de Sadowski et al., 2012; Swatek and Komander, 2016).
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L’une des caractéristiques de I'ubiquitine est la présence de ses sept résidus lysine (K) qui
peuvent étre tous ubiquitinylés, donnant naissances a des chaines d’ubiquitines. Les chaines
liées a la lysine48 représentent la liaison prédominante dans les cellules, considérées comme le
signal de dégradation des protéines vers le protéasome (Hershko and Ciechanover, 1998;
Swatek and Komander, 2016). Une protéine peut ¢tre multi-ubiquitinylée, par 'addition de
plusieurs ubiquitines sur différentes lysines d’'une méme protéines ou poly-ubiquitinylée par
'ajout d’une chaine d’ubiquitine sur la méme lysine. Selon la liaison ubiquitine, les chaines
polyUb peuvent cibler les protéines pour la dégradation via le protéasome ou peuvent servir
d'échafaudages pour la formation de complexes protéiques par exemple. En revanche, la
conjugaison avec une seule Ub (mono) peut réguler l'activité ou la localisation des protéines.
(Streich and Lima, 2014), Figure 5.

L’ubiquitine peut également se conjuguer a une sérine, thréonine, cystéine et influencer le
devenir du substrat de différente maniere. Par ailleurs, 'ubiquitine peut étre non seulement

ubiquitinylée mais aussi subir d’autres modifications

telles que des phosphorylations, des acétylations ou
encore des sumoylations et neddylations. (Kwon and
Ciechanover, 2017), Figure 6B.

L’ubiquitine est majoritairement ¢étudiée via son
attachement a des substrats, mais il existe aussi dans les
ou des chaines

cellules, des mono ubiquitines

d’ubiquitines  capables d’effectuer des fonctions
indépendamment de leurs conjugaisons sur un cargo
(autre que l'ubiquitine), Figure 5B. Deux études ont
montré que des chaines de polyubiquitines non ancrées

étaient capables d’activer le complexe IKK (Xia ez af,

« Craquer » le code de I'ubiquitine est un
enjeu majeur. lLa fonction d’ancrage
covalent de [lubiquitine, telle une
étiquette, est connue depuis des décennies
mais la découverte des multiples couches
de régulations est récente et peu connue.
Certaines questions restent en suspens.
Pourquoi et comment certaines chaines
sont préférablement créées plutot que
d’autres ? Comment ces chaines sont-elles
sélectivement reconnues ? Chaque type de
chaine a-t-elle une fonction spécifique et
une importance physiologique ? Le code
de I'ubiquitine garde encore de nombreux

mysteres.

2009) ou encore des mono ubiquitines non ancrées dans des processus de réplication virale

(Rajsbaum and Garcia-Sastre, 2014).
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Figure 6 - Différents types de domaines de liaisons a 'ubiquitine (UBD)

L’ubiquitine se lie covalament au substrat soit en chaine soit en molécule seule. Des protéines
permettent de reconnaitre P'ubiquitine et peuvent étre de plusieurs types. Certains possedent A- un
ou plusieurs mono domaines de reconnaissance a 'ubiquitine. B- Certains domaines sont capables
de reconnaitre des molécules seules d’ubiquitine ayant subi une modification post-traductionnelle
telle que I'acétylation ou la phosphorylation. C- Certaines chaines peuvent étre reconnues via
plusieurs UBD. D- Protéines hypothétiques possédant plusieurs domaines de reconnaissance a
I'ubiquitine capables de reconnaitre un type de chaine ancrée a un substrat. (Adaptée de Dikic,
Wakatsuki and Walters, 2009; et Fennell, Rahighi and Ikeda, 2018).
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1.6 Les motifs de reconnaissances a I'ubiquitine, une piste de réponse

Les protéines Ub sont capables d’agir comme des signaux cellulaires controlant une myriade
de processus biologiques. Des protéines de liaisons reconnaissent, décodent et transforment
ces signaux en différentes cascades biochimiques (Ikeda, Crosetto and Dikic, 2010). Les
protéines de liaison sont donc capables de lire et interpréter, grace au domaine de liaison a
P'ubiquitine, les différents messages et codes portés par ces protéines modificatrices. Plus de
20 domaines de liaison a I'ubiquitine (UBD: ubiquitin domain protein) ont été caractérisés sur
différents substrats. Compris entre 20 et 150 acides aminés, ces motifs sont hétérogenes a la
fois en termes de structures et de profils de reconnaissance a 'ubiquitine et peuvent étre
regroupés en plusieurs classes. Ces différents domaines sont tres bien décrits et plusieurs revues
détaillent leurs caractéristiques. (Hicke, Schubert and Hill, 2005; Dikic, Wakatsuki and Walters,
2009; Husnjak and Dikic, 2012; Randles and Walters, 2012).

La majorité des UBD présentent une base hélicale dont le domaine le plus connu est UBA
(Ubiquitin Associates) présent dans 'Enzyme E1. En plus de leurs ressemblances structurelles,
ces UBD hélicoidaux partagent une attraction commune pour la méme surface de liaison a
I'ubiquitine formée d’un patch hydrophobe entourant 'isoleucine 44. D’autres domaines de
reconnaissance a 'ubiquitine existent tels que ceux en doigts de zinc (ZnF), tel que UBC présent
dans certaines enzymes E2. De plus, alors que certains UBD semblent étre liés 2 une fonction
telle que la présence exclusive de domaines UBZ (Znf) et UBM (hélicoidal) dans les ADN

polymérases, d’autres ne suivent aucune généralité fonctionnelle.
Sur la base de la corrélation apparente entre la spécificité de liaison et la fonctionnalité cellulaire,

il est proposé que des conformations différentes de chaines d'ubiquitine devraient étre

reconnues par des UBD distincts, Figure 6.
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Précurseur puis clivé

« «Ubl » conjugable +  Forme mature
« Ubiquitin-like »

*  « Udp » non conjugable *  Domaine UBD ou UBQ
* Domaine UBX

Domaine PB1

Figure 7- Classification des protéines de type ubiquitine

A Représentation schématique de la classification des Ubl. 11 existe deux types de protéines Ubl : les
conjugables et les non conjugables. Les Ubl sont généralement des petites protéines a
monodomaine, certaines sont d’abord produites sous la forme dun précurseur et d’autres
directement matures. Les UDP sont des protéines a multidomaine et qui possedent différents
variants structurels « § grasp fold » : UBD, UBX, PB1. B La caractéristique commune des Ubl et
UDP est la présence d’au moins un domaine structurel « 3 grasp fold » avec la présence d’une hélice
alpha entourée de 5 feuillets. (Adaptée de Vierstra, 2012).

Famille H. sapiens S.cerevisiae C.elegans
Ubiquitine UBB, UBC, Ubi4, Ubil UBQ-1, UBQ-2
UBAS80, UbA52
ATGS8 LC3A, LC3B, Atg8 LGG-1, LGG-2
LC3B2, LC3C,
GABARAP,
GABARAPLI,
GATEL6 *
ATGI12 Atgl2 Atgl2 LGG-3
FATI10 FATI10 / /
— FUB1 FUB1/FAU/ MNSF / ?
[ +]
S ISG15 ISG15 ? ?
NEDDR NEDDS Rubl NEDD8
SUMO SUMO1, SUMO2, Smt3 SMO-1

SUMO3, SUMO4*

UBL UBL3, UBLA4, ? ?
UBLS
UFM1 UFM1 ? UFM-1
URM1 URM1/C90rf74 Urml URM-1
RAD23 HHR23A RAD 23 RAD-23
DSK2 UBQLN2 DSK2 ?
PLIC-1 PLIC-1 ? PLK-1
. BAG-1 BAG-1 Snll UNC-23
® UIP28/RBCK1 UIP28/RBCK1 ? ?
2 UBP6 Uspl4 Ubp6 usp-14
Elongin B Elongin B Elongin B ELB-1
PARKIN PARKIN PARKIN PARKIN
P62/SQSTM1 P62 p62 SQST-1

Tableau 2 : Exemples de protéines Ubl de type I et II et leurs homologues
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II1. La famille des Ubiquitine-like

2.1 Classification

Plusieurs familles protéiques partageant des liens évolutifs avec 'ubiquitine ont été découvertes
a partir des années 1990 et sont regroupées sous le terme de « protéine de type ubiquitine » («
Ubiquitine-like protein » ou « Ubl») ou plus récemment « protéine a domaine ubiquitine »
(«Ubiquitin-like domain protein » ou « Uld »). Ces protéines ont été historiquement divisées en
deux groupes. Les conjugables (type I appelés aussi « les modificateurs de type ubiquitine »
(« Ubiquitin like modifer ») Ublm) et les non conjuguées (type II nommés également « protéine
a domaine ubiquitine » (« Ubiquitin domain proteins ») ou « UDP » (Jentsch and Pyrowolakis,
2000; Larsen and Wang, 2002; Schwartz and Hochstrasser, 2003; Grabbe and Dikic, 2009). La
famille Ubiquitine-like regroupe un grand nombre de protéines ayant des fonctions distinctes,
identifiables par la présence d’un domaine conservé : « I'Ubiquitin like domain» (Ud)

(Cappadocia and Lima, 2018).

Néanmoins, dans la littérature le terme Ubl est majoritairement simplifié pour désigner les
protéines de type I capables de s’ancrer a un substrat. J’utiliserai dans la suite de ce manuscrit
le terme « Ubl» pour qualifier les protéines capables de se conjuguer et « Udp » pour les
protéines non conjugables, Figure 7. Le Tableau n°2 répertorie les protéines de type

ubiquitine les plus couramment retrouvées dans la bibliographie et leurs homologues. Ia base

de données iUUCD?2 (http://iuucd.biocuckoo.org/) mise a jour en 2017 liste 11099 protéines
de type ubiquitine dans 148 espcces eucaryotes différentes (Zhou e al, 2018).

2.2 Structure

Les protéines de type II Udp sont généralement des protéines a multi domaines, alors que les
modificateurs de type I Ubl sont des petites protéines a mono domaine, activées et conjuguées
par un systeme enzymatique similaire a celui de I'ubiquitine. I’ensemble des protéines de type
ubiquitine sont liées par leurs homologies de structures, indépendamment de leur pourcentage
d’identité de séquence. La caractéristique commune est la présence d’une structure similaire a

la structure tertiaire de 'ubiquitine dans laquelle une hélice alpha est maintenue entre cinq
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Ubl5 Hs (1POR)

Hub1 Mm (1UH6)

N
al
)
C
Sumo3 Hs (1U4A)
Sumo1 Hs (1A5R)
|— Lc3 Hs (1V49)

Lc3 Rn (1UGM)

Gate16 Bt (1EO6)

GABARAP Hs (1GNU)

GABARAP Rn (1KJT) PrEmstm e SRS S e el e SR € onet e mlenen £ w0
A Urm1 Sc (2A5X)

MoaD-related fold :
MoaD Tt (1V8C)
| I— MoaD Ec (1FMA)
MoaD Pf (1V.JK) ,
E ThiS Pf (1RYJ) W
ThiS Ec (1F02)
ThiS-related fold

Figure 8 - Classification structurelle de la superfamille de 1'ubiquitine

Rub1 At (1BTO) &
Ubiquitin Hs (1UBI)

Nedd8 Hs (1NDD)

Hub1 Sc (1M94)

e e (1) Ubiquitin-related fold
Isg15 Hs (1Z22M)

Ufm1 Mm (1J0G)

Ufm1 Ce (1L7Y)
— Atg12 At (1WZ3)
— Smt3 Sc (1L2N)
Urm1 Mu (1XO3)

T«

Les homologues de I'ubiquitine ont été classés en trois groupes de repliement en fonction de leurs
similitudes structurelles. Les triangles et les cercles désignent respectivement des brins et des hélices.

(Xu et al., 2006).
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teuillets béta appelée « B-grasp fold » d’environ 70 acides aminés (Welchman, Gordon and

Mayer, 2005) Figure 7B.

2.3 Phylogénie des Ubl

Les origines évolutives des Ubl ne sont pas clairement déterminées. Certaines familles sont
identifiées chez tous les eucaryotes alors que d’autres sont moins conservées. A titre d’exemple,
les familles ISG15 et FAT10 semblent jouer un réle important dans le systéme immunitaire des
eucaryotes supérieurs mais sont absentes chez les champignons. Par ailleurs certains
organismes eucaryotes possedent plusieurs genes Ubl, par exemple I’Homme possede au moins
4 genes codant la protéine SUMO (SUMO1, SUMO2, SUMO3 et SUMOA4) et 6 pour ATGS8
(LC3A, LC3B, LC3C, GABARAP, GABARAPL1 et GATE-106) alors que la levure S. Cerevisiae
possede un unique gene Suzo et un unique gene a8 (Cappadocia and Lima, 2018), Table 1.
Chez les bactéries les protéines MOaD et ThiS partagent uniquement des similarités
structurelles avec I'ubiquitine alors que MoeB et ThiFF possedent a la fois des similarités
structurelles et mécanistiques avec 'ubiquitine (Xu ez a/, 2006; Cappadocia and Lima, 2018),
Figure 8. Ces protéines sont impliquées dans le métabolisme du sulfure plutot que dans la
conjugaison des protéines. Chez les Archae, deux petites protéines SAMP1 et SAMP2 (Small
archaeal modifier proteins) possedent un B-grasp fold et un motif diglycine carboxy-terminal

capable de former des conjugués chez archacon Haloferax volcanii (Humbard et al., 2010).

Par ailleurs, un groupe de genes a été identifié chez Candidatus Caldiarchaeum subterranenn comme
codant des Ubl et des protéines similaires aux E1, E2 et E3 (Hennell James ez a/, 2017). Ces
observations suggerent que les Ubl ont évolué a partir de protéines procaryotes impliquées
dans le transfert du souffre. La découverte de composants protéiques ubiquitine de type El,
de type E2 et de petit anneau (stfp) chez ' Aigarchacota et I'Asgard archaea superphyla rajoute un
argument quant a 'origine procaryote. Codés en opérons, ces composants sont probablement
représentatifs de l'appareil progéniteur qui a fondé les systemes modernes de modification de
l'ubiquitine eucaryote. I’ensemble de ces observations soutient I'hypothese selon laquelle des
voies de signalisation d'ubiquitination eucaryotes complexes se sont développées a partir de
systemes compacts hérités a l'origine d'un ancétre archéen. (Nunoura ¢# al., 2011; Spang ¢t al.,

2015).
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Figure 9 - Les UDP non conjugables

Schéma représentant différentes UDP. Ces protéines ne sont pas capables de se conjuguer et possedent
plusieurs variants structuraux homologues de I'ubiquitine : domaine UBL, PB1, UBX (rectangles jaunes).
Certaines possedent en plus un domaine de reconnaissance de 'ubiquitine UBA (ovales verts). (Adaptée de
Jentsch and Pyrowolakis, 2000; Grabbe and Dikic, 2009).
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2.4 Les Udp non conjugables

Les Ubl de type II « Udp », sont des protéines a multi domaines, incapables de se conjuguer et
possédant au moins un domaine structurel homologue a 'ubiquitine « Ubiquitin-like domains »
(Ud), Figure 9. Ces domaines Ud peuvent étre de plusieurs types, le domaine appelé
ULD/UBQ), le domaine UBX et le domaine PB1. Les différentes caractéristiques structurelles
de ces domaines ont pu étre détaillées dans certaines revues et articles (Grabbe and Dikic, 2009;
Husnjak and Dikic, 2012). J*ai choisi d’aborder et répertorier ici plutot des aspects de fonction.
En effet, il serait intéressant de savoir si la présence de ces différents domaines est liée a une

fonction particulicre ou non. (Cappadocia and Lima, 2018).

e Le domaine UBQ (également appelé Ubl ou ULD (Schauber ¢f al., 1998) ou Ubl de type
2 (Tanaka et al, 2003) ou UBL (base de donnéePROSITE) ou UBQ est retrouvé au
niveau de la partie N-terminale et est défini par une séquence de 45 a 80 résidus
présentant une homologie de séquence significative avec I'ubiquitine (Buchberger,
2002). A titre d’exemple, les domaines UBQ de hPLIC et HHR23A (RAD23 humain)
possedent des structures tridimensionnelles similaires a 'ubiquitine (Walters e a/., 2002).
Une étude a pu mettre en évidence qu’une fusion de 'ubiquitine est capable de remplacer
fonctionnellement le domaine UBQ de Rad23 (Watkins ez a/, 1993). RAD23 est
identifiée comme impliquée dans la réparation de TADN et dans la dégradation de
protéines. Rad 23 se lie au protéasome via son domaine Ud et présente également un
domaine de liaison a I'ubiquitine (UBA) lui permettant de jouer un réle d’adaptateur

(Nakatogawa et al., 2012)(Watkins e a/., 1993).
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e Une fonction des UBX a pu étre mise en évidence en 2017 en tant qu’adaptateur de
substrat de PATPase Cdc48 et d’activateur de la voie ERAD (Endoplasmic-reticulum-
associated protein degradation). Chez Pichia pastoris Ubx1 et Ubx2 sont importantes pour
la synthese d’acide gras insaturés, et sont impliquées dans la formation des gouttelettes
lipidiques et la dégradation protéique (Zhang er al, 2017). Cdc48/p97 hautement
conservé agit sur les substrats ubiquitinylés impliqués dans des processus aussi divers
que la fusion de membranes homotypiques et la dégradation de protéines mal repliées

(Schuberth and Buchberger, 2008).

e Un troisi¢me variant retrouvé proche de la structure de 'ubiquitine est le domaine PB1,
présent au sein des protéines telles que p62, MEK5, PKC importantes pour la

transmission du signal (Terasawa ¢f al., 2001; Sumimoto, Kamakura and Ito, 2007).

Les fonctions de ces protéines sont diverses et hétérogenes et aucun lien clair n’a pu étre établi
entre la présence d’un domaine structurel particulier et la fonction de ces protéines. Néanmoins
la plupart des protéines Udp possedent des fonctions relatives a la voie ubiquitine-protéasome,
remplissant des roles d’adaptateurs (Jentsch and Pyrowolakis, 2000) et certaines de liants au
protéasome (a la sous unité 26S) de manic¢re dépendante du domaine Ud (Wilkinson ez al.,

2001).
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Certaines ¢tudes ont démontré un lien fonctionnel entre des UDP, le protéasome, les

chaperonnes et 'apoptose. A titre d’exemple, BAG-1 est capable d’interagir avec Bcl2 et la

kinase Raf et agit comme cofacteur des Hsp70. En effet, BAG-1 agit comme facteur anti-

apoptotique et recrute les chaperonnes au niveau du protéasome. Par ailleurs, certaines UDP

sont impliquées dans le systeme ubiquitine : UBP6 est une protéine permettant le clivage et la

déconjugaison de 'ubiquitine, Parkin est une E3 ligase importante pour le recrutement des

enzymes de conjugaison et permet notamment de maintenir lintégrité de la membrane

mitochondriale (Kaye ez a/., 2000).

Contrairement aux Ubl capables
de se conjuguer, les UDP a multi
domaines ne possedent pas de
motif glycine ou di-glycine en
partie C-terminale et sont dans
Iincapacité de s’ancrer a un

substrat.

11 est intéressant de mentionner que certaines UDP en plus de
leur domaine UD possedent un domaine de liaison a
I'ubiquitine (de type UBA). Cest par exemple le cas des
protéines Rad23 et Dsk2. Ces protéines sont donc appelées
UBL/UBA. Dsk2 est une protéine de levure homologue des
Ubiquilins 1-4 chez ’homme (Madsen ez al, 2007). Chez
’homme au moins une soixantaine de protéines sont

considérées comme Ubl de type 2 (au moins 20 chez la levure)

(Dohmen and Varshavsky, 2005). La liste des protéines possédant des domaines Ud est en

continuelle évolution.
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Voie interféron
Dégradation protéasomale Anti virale

Fonction anti-virale Dégradation protéasomale

Apoptose Mitophagie

Voie interféron EAT10 ISG15

Ub Cible une Culline E3 ligase

. . — EDDS8 P
Mécanismes de la transcription et et promeut 'ubiquitination

trafic nucléo-cytoplasmique. SUMO?2

Réparation et réplication de I"’ADN. SUMO1L URM1 Anti-oxidant

UFM1 Non connue
GABARAPL3 ATG12
GABAGR;‘PLI MAP1LC3C

Processus autophagique
Biogenése des autophagosome

Ubiquitin-like Proteins C ubl v didentité de séquence
a ubiquitine
B Ubiquitin ATGS 10
ATG12 17
FAT10 29,36
FUBI1 37
ISG15 29,37
NEDDS8 58
SUMO 18
Hubl 22
UFM1 ?
URM1 12

Figure 10 - Les Ubl sont liées par leurs homologies de structures indépendamment de leur
identité de séquence

A- Arbre phylogénique des protéines “Ubiquitin like modifier”. Ces protéines partagent des liens évolutifs
avec 'Ub et posseédent au moins un domaine Ub-like. Ces Ubl sont impliquées dans des processus
différents. (Figure inspirée de Schulman and Harper, 2009) B-Schéma représentant la structure
cristallographique de certaines Ubl et leurs motifs glycine ou di-glycine en partie C-terminale. C-
Pourcentage d’identité de séquence de certaines Ubl avec I'ubiquitine. ISG15 et FAT10 contiennent deux
domaines Ub-like. Figure 10B provient du laboratoire de Viestra
https://vierstra.genetics.wisc.edu/sumo.html

41


https://vierstra.genetics.wisc.edu/sumo.html

2.5 Les Ubl conjugables

Les Ubl de type I sont des petites protéines qui ont la capacité de pouvoir se conjuguer a un
substrat par un systéeme enzymatique similaire a celui de 'ubiquitine (partie 1.4). Neuf classes
distinctes d’Ubl ont été identifiées incluant SUMO, NEDDS, ISG15, FUB1 FAT10, Atg8,
Atgl2, URM et UFM1 (Cajee, Hull and Ntwasa, 2012). Ces petites protéines ont des fonctions
différentes, partagent un faible pourcentage d’identité de séquence a I'ubiquitine mais un
domaine structural « 3-grasp fold » similaire, Figure 10. Les fonctions de certaines d’entre elles

sont détaillées dans la partie 4.1.

Certaines variations de structures existent via I'ajout d’éléments conservés ou non. Par exemple
FAT10 et ISG15 sont composées de deux « B-grasp fold ». Atg8 comprend, en plus de cette
structure Ub-like, deux hélices alpha en partie N-terminale.
Ces Ubl conjugables peuvent étre divisées en deux groupes :
e celles produites a I’état de précurseur puis clivées pour permettre I'exposition d’un
motif glycine ou diglycine en partie C-terminale de la protéine

e ctcelles directement produites sous forme mature, prétes a ¢tre conjuguées.

Les familles géniques Atg8, Ufm1, ISG15, NEDDS, et SUMO codent majoritairement pour
des pré-protéines, alors que les familles ATG12, FAT10 et URM1 codent pour des protéines
matures. Les formes matures des protéines Ubl présentent une région C-terminale flexible avec
au moins un résidu glycine, Tableau 3. Comprendre pourquoi certaines sont produites a I'état
de précurseur alors que d’autre directement matures reste une réelle question, suggérant un role
différent de la forme précurseur versus mature.

L’ensemble de ces polypeptides sont capables de se lier a des substrats protéiques a 'exception
de la famille AT'GS, lipidable a la phosphatidylethanolamine (PE) (et la phosphatidylserine (PS)
in vitro et in vivo ) (Ichimura ez al., 2004; Sou et al., 2006; Durgan et al., 2020). Le nombre de
substrats identifiés varie entre les différentes Ubl, par exemple 'ubiquitine compte des milliers
de cibles identifiées alors que seulement deux substrats sont reconnus pour ATG12

(Cappadocia and Lima, 2018).

42



Protéine Partie C-terminale

Hs SUMO1 GGHSTV~*
Hs SUMOZ GGVY*
Hs SUMO3 GHSF*

Sc SMT3 GGATY*
Ce SMO-1 GGF*
Hs ISG15 GGRS*

Hs NEDDS GGGGLRQ*

Ce NEDDS GGF*

Sc Rubl GN*

Hs MAPLC3A GFE*

Hs MAPLC3B GMKLSV*

Hs MAPLC3C GDDLEDRPCNPL*
Hs GABARAP GL*

Hs GABARAPLI1 GK*

Sc Atgs8 GR*

Ce LGG-1 GGEVEKKE*

Tableau 3 - Séquence protéique C-terminale des Ubl

Certaines Ubl sont produites a ’état de précurseur puis clivées au niveau d’une glycine C-terminale
(gris clair). Ce motif glycine ou di glycine est commun entre ces Ubl conjuguables. Certaines protéines
sont directement produites sous forme mature avec une glycine exposée en partie C-terminale (gris
foncé).

43



Les Ubl comme I'ubiquitine, peuvent également étre assujetties a d’autres modifications post
traductionnelles telles que des phosphorylations et des acétylations (Cherra ez /., 2010; Huang
¢t al., 2015; Herhaus ez al, 2020). Les mécanismes de conjugaisons sont dynamiques et
comprennent de nombreuses couches de régulation. De plus, certaines Ubl telles que NEDDS,

UFM1 et SUMO sont capables de former des chaines 7z vivo, processus non constaté a ce jour

Le role des Ubl est lié a leurs ancrages
covalents a un substrat, néanmoins le
clivage et la conjugaison des Ubl ne
semble pas étre un prérequis a toutes
leurs fonctions. Par exemple, la forme
non clivée humaine d’ISG15 stabilise la
protéase USP18 prévenant ainsi I'auto
inflammation de maniére non covalente,
indépendamment d’un systetme de

conjugaison (Zhang ez al., 2015).

pour d’autres (Tatham ef al, 2001). Par ailleurs, des
interactions non covalentes peuvent étre a l'origine de
plusieurs fonctions. La liste des Ubl est encore débattue,
par exemple les petites protéines a mono domaine Hub1
et Esc2 partagent également des similarités de structures
avec l'ubiquitine mais n’ont jamais été retrouvées
comme conjuguées de manicre covalente a un substrat

et sont difficilement classables (Ammon e7 al., 2014) .

III. Systéme de conjugaison des Ubl

La conjugaison de l'ubiquitine ou des Ubl aux substrats est un mécanisme de régulation
important pour I’homéostasie cellulaire. Ces systemes de conjugaisons sont différents,
extrémement régulés mais ne sont pas totalement indépendants les uns des autres. Ce chapitre
décrit les mécanismes moléculaires de la conjugaison des Ubl similaires a 'ubiquitine, met en
avant I'importance d’une glycine C-terminale essentielle a 'ancrage de la protéine et dresse
certaines différences et similarités étudiées entre les conjugaisons des Ubl. Toutefois, les
différences et similitudes structurelles des enzymes de conjugaison ne seront pas traitées ici
mais sont bien étudiées : des revues détaillent tres bien les différentes caractéristiques de

structures (Streich and Lima, 2014; Cappadocia and Lima, 2018).
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Famille E1l E2 E3
Ubiquitine Ubal Ubc1-8,-10,-11, HECT (28)
Uba6 Ubc13-Mms2 35 RBR (14)
RING >600
Atg8 Atg7 Atg3 Atg5/Atgl2
Atgl2 Atg7 Atgl0 Pas de E3
ISG15 UBEL1 UbcH8 HERCS5, EFP
Nedd8/rubl Hétérodimere : UBC12 DCNLS5
BA3/APPBP1 | UBE2M(UBC12) RING = 2
Ubal UBE2F
SUMO1-4 SAE1/SAE2 Ubc9 RING =6
Non RING = 3
UFM1 Ubab Ufcl UFL1

Tableau 4 - Les Ubl et leurs enzymes de conjugaisons et protéases
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3.1 La glycine C-terminale est un motif commun des Ubl

Une marque commune des Ubl capables de se conjuguer, est la présence d’un motif glycine ou
diglycine en position C-terminale. Tableau 3. La glycine est conservée entre especes et est
importante pour la conjugaison covalente a un substrat. Des études ont montré que ce motif
C-terminal est essentiel pour le clivage et la conjugaison des Ubl a 'origine de nombreuses
fonctions. A titre d’exemple, le clivage du précurseur de Nedd8 et de 'ubiquitine s’effectue au
niveau de la derniere glycine C-terminale laissant exposer un motif di-glycine. A contrario, les
protéines de type Atg8 présentent une unique glycine exposée.

' Chez C. elegans, la particularité de la protéine LGG-1 est la présence de deux glycines
~onsécutives : G116-G117. La glycine conservée entre espece est la premiere glycine G116 et
est essentielle a la lipidation de LGG-1. (F. Wu 7 a/., 2012; Manil-Ségalen ez al., 2014; Wu et al.,
2015). Le clivage est effectué entre les deux glycines laissant exposer uniquement la glycine 116

C-terminale.

3.2 Activation des Ubl et conjugaison a un substrat

Les Ubl utilisent le méme type de mécanisme que celui de 'ubiquitine pour s’ancrer de manicre
covalente a des substrats (voir partie 1 .4), a savoir I'utilisation successive de plusieurs types
d’enzymes permettant Pactivation et la conjugaison des Ubl aux substrats. Le tableau 4
répertorie les différents acteurs de conjugaison des Ubl. Méme si les mécanismes d’activation
de ’'Ub et Ubl sont similaires, la cascade enzymatique ne peut pas étre remplacée par une autre,
suggérant une régulation spécifique de chaque mécanisme. Les protéines E1 sont des enzymes
captivantes qui sont a la fois capables de sélectionner 'Ubl, de I’activer au niveau de 'extrémité
C-terminale, et d’orchestrer les évenements en aval pour permettre le transfert sur PE2. Chaque
Ubl a son enzyme activatrice spécifique, néanmoins certaines E1 sont capables d’activer
plusieurs Ubl/Ub. Chez ’lhomme, il existe deux E1 spécifiques de 'ubiquitine, Ubel (appelé
Ubal chez la levure) et Uba6. Ubel est capable d’activer 'ubiquitine et d’autres Ubl alors que
Uba6 peut uniquement activer 'Ub et FAT10 (Pelzer and Groettrup, 2010). Les deux Ubl
impliquées dans la formation des autophagosomes : Atg8 et Atgl2 partagent une enzyme E1 :
Atg7 (Ichimura et al. 2000). C’est le seul exemple ou une seule enzyme E1 active deux Ubl
différentes. Inversement, deux différentes E1 peuvent partager une E2. C’est le cas pour 'Ubl

ISG15 et 'ubiquitine qui utilisent des E1 différentes mais une E2 commune (Zhao ez al., 2004).

46



ECR1

Atg-7 Atg-3 Atglz
e Atg -7 AtES  ipide atg-4
Atgs Sho o @vcmg? (Com e %2. @-EPE e
AMP +PPI
ATP Atgl2
Atg5
Atg-7 Atg-10
Atg-7 !
Atg12 Co| @ @ng.?b: Co~catg- 10L> @—FAth &’ @
AMP +PPI
ATP
SAE1 -
Ui SAE2 e cari
ULP
e MMSZI
SUMO d@ L»@ - (g~cSAEL O @8~ scet ?4@-5 &> s
SAE2
AMP +PPI
siz1
ATP MMS21
. RCE1
DUB ECR1 RBX1 CSN
ECRl
NEDDS Lo o= - 4 3~ c e %&:@—f Lo

AMP +PPI
ATP

RBEX1

Culline

Figure 11 - Les Ubl et leurs enzymes de conjugaisons et protéases
La lettre « a » correspond a un acide aminé présent apres la glycine. Le précurseur de 'Ubl est clivé
pour permettre exposition d’une glycine en C-terminal. La fleche violette correspond au site de
coupure du précurseur par la protéase spécifique. L’enzyme El(rectangles roses) active I'ubiquitine,
permettant le transfert de 'Ubl sur 'enzyme E2 (rectangles bleus), puis sur 'enzyme E3 pour permettre
P'accrochage covalent au substrat. Cet ancrage est réversible et peut étre déconjugué par des protéases
(rectangles orange).
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Par ailleurs, les enzymes de type E1 ont été divisées en deux groupes : les canoniques et les non
canoniques (Schulman and Harper, 2009). Les E1 dites canoniques, activent la famille des
protéines SUMO, NEDDS, I'ubiquitine, FAT10 et ISG15, a contrario les enzymes dites non
canoniques E1 forment des homodimeres et permettent 'activation d’ATGS8, ATG12 UFM1
et URM (Cappadocia and Lima, 2018).

Comme décrit dans le chapitre sur les généralités de la conjugaison de I'ubiquitine (voir partie
1.4) les E3 reconnaissent et recrutent les substrats modifiés par 'Ub et Ubl et définissent donc
la cible. Méme si 'ubiquitine est étudiée depuis plus longtemps que les autres Ubl, une
différence frappante entre ’'Ub et les Ubl est le nombre de E3 et de substrats identifiés. En
effet plusieurs centaines d’E3 sont retrouvées pour 'ubiquitination et plus de 10000 cibles. A
contrario les Ubl présentent moins dune dizaine d’E3 et peu de substrats suggérant des
fonctions précises et dépendant d’un processus particulier. Ce message est a prendre avec
précaution car de plus en plus de substrats sont identifiés chaque année. Un exemple est la
sumoylation avec aujourd’hui plus de 3000 cibles identifiées chez 'homme (1000 chez la
levure). A contrario, Atg8 ne présente que deux conjugués la phosphatidylsérine et la
phosphatidyléthanolamine. Certaines Ubl peuvent se passer d’enzyme E3 pour se lier au
substrat.

J’ai choisi de représenter schématiquement les systemes de conjugaison des Ubl les plus
étudiées : SUMO, NEDDS et Atg8, Figure 11. Par ailleurs il me semble important de rajouter
le mécanisme de conjugaison d’Atg12. Premicrement parce qu’Atgl2 n’est pas produite a I’état
de précurseur et ne possede pas d’E3 et d’autant plus que la conjugaison d’Atgl2 sur Atg5 est
un élément essentiel a la conjugaison d’Atg8, (Hanada ez 4/, 2007). En effet, le conjugué Atgl2-
Atg5 est 'enzyme E3 d’Atg8. A titre informatif, les acteurs connus sont répertoriés dans le
tableau 4. Les Ubl sont capables de se lier a des substrats protéiques a ’'exception de la famille
Atg8, lipidable a la phosphatidylethanolamine (PE) et la phosphatidylserine (PS) 7 vitro et in
vivo (Ichimura et al., 2000; Sou e# al., 2006; Durgan ef al., 2020).
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Atg8.ll

Phagophore Autophagosome

Cellule apoptotique /pathogéne

Lysosomes

Cellule phagocytaire / Phagosome

Figure 12 - Lipidation des protéines de la famille ATG8

A- La famille des protéines ATGS se lipide a la membrane interne et externe des autophagosomes.
B- Au cours de la phagocytose des corps apoptotiques, la cellule apoptotique est reconnue par une
cellule phagocytaire permettant la formation du phagosome. Le recrutement de LC3 au niveau du
phagosome, independamment de la formation d’autophagosome permet de faciliter la fusion entre
le phagosome et le lysosome LC3 est capable de se lier au phagosome. Ce processus est nommé LAP
(LC3-associated phagocytosis)
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3.3 Conjugaison des protéines Atg8 aux membranes

e Membranes autophagosomales
Les phospholipides peuvent étre impliqués dans la formation de membranes et la transduction
d’un signal. Néanmoins, la modification covalente par une protéine d’un phospholipide est
rare. Un exemple connu est 'attachement covalent des Atg8 a la PE. La conjugaison d’Atg8 a
la PE est importante pour la croissance des membranes autophagosomales et est permise par
deux systemes de conjugaison intervenant de manicre successive. Le premier systeme de
conjugaison fait intervenir Atgl2 qui expose une glycine en partie C-terminale. Atgl2 est
activée par Atg7, Penzyme de type El, puis est transférée sur Atgl0 de type E2. Atgl2 est
ensuite conjuguée de maniere covalente a une lysine d’Atg5 par Atgl0. Le complexe Atgl2-
Atg5 se lie par la suite 2 Atgl6 via une interaction directe et shomodimérise. Ce complexe
Atgl12-Atg5-Atgl6 sert d’enzyme de transfert E3 pour le systeme de conjugaison d’Atg8. Chez
la levure, la partie C-terminale d’Atg8 est initialement clivée par la protéase Atg4 au niveau de
la glycine 116 (Kirisako ef al, 2000). La méme enzyme E1 Atg7 est utilisée et permet son
activation. Une fois activée Atg8 est transférée sur 'enzyme Atg3 de type E2 par une liaison
thioester. Le complexe Atgl2-Atg5-Atgl6 permet de conjuguer la glycine 116 a la PE. Ce
mécanisme de conjugaison est transitoire et réversible. Certaines protéases permettent de
recycler les Ubl/Ub par libération de la forme mature. Les enzymes de déubiquitination (DUB)
et les protéases spécifiques aux Ubl (ULP) catalysent le clivage de formes précurseur en formes
matures. Les DUB et ULP présentent une grande spécificité de substrats. (Ronau, Beckmann

and Hochstrasser, 2016). Lla déconjugaison est une étape cruciale et essentielle au processus

d’autophagie. (Nair ¢ al., 2012; Fracchiolla, Zens and Martens, 2017).

e Autres membranes

La conjugaison des protéines Atg8 aux simples membranes a été identifiée pour la premiere
fois en 2011 dans un processus endocytaire appelé LAP (ILC3 associated phagocytosis), Figure
12. Ce processus permet la phagocytose de pathogenes ou de cellules apoptotiques. Cet ancrage
d’Atg8 au cours du processus de LAP est indépendant des complexes d’initiation de
Pautophagie telle que ULK1 et ATG9 mais nécessite la machine de conjugaison Atg5, Atg7,
Atgl6 présente dans le systeme dégradatif d’autophagie (Florey e# al., 2011) (Jacquin ez af,

2017). Ce processus permet de localiser LC3 a la simple membrane au phagosome pour
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favoriser sa dégradation. Par ailleurs, en plus de la PE, des expériences 7z vitro utilisant des
liposomes ont pu mettre en évidence que la phosphatidylserine (PS) peut aussi étre une cible
de LC3, GABARAP et GATE-16 (Sou ¢ al., 2006). Une forme alternative de lipidation
d’ATGS8 fournit un nouvel apercu de ce systeme de conjugaison. La lipidation alternative a la
PS a été montrée au cours d’un processus de LAP du virus Influenza A, et dépend ’ATG16L1.
De plus, les formes Atg8-PS et ATG8-PE sont différentiellement déconjuguées par la famille
ATG4 (Durgan ef al., 2020).
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IV. Les Ubl : des signaux multi fonctionnels

4.1 Fonctions des protéines Ubl : SUMO/NEDDS8

Les modifications post-traductionnelles représentent des régulateurs majeurs des fonctions
cellulaires eucaryotes. Ces modifications peuvent inclure des éléments phosphates, acétyles
méthyles, la conjugaison de lipides ou de sucres et I'attachement de poly-peptides comme
I'ubiquitine et les Ubl. Parmi les Ubl les membres de la famille SUMO régulent la localisation
subcellulaire des protéines, la transcription et la réparation de PADN. FAT10, ISG15 et FUB1
sont des régulateurs des réponses immunitaires et inflammatoires. URM1 peut fonctionner
comme un régulateur du stress oxydatif. NEDDS8 a notamment une fonction de ligase de type
E3. Atg8 et Atgl2 participent a la régulation du flux autophagique. J’ai décidé de détailler
certaines fonctions de deux Ubl les plus étudiées SUMO et NEDDS. La partie 2 de ce

manuscrit est consacrée a 'étude des Ubl de la famille Atg8.

4.1.1 NEDDS8

NEDDS8 (Neural precursor cell expressed developmentally down-regulated 8) a été découvert
a lorigine comme un gene régulé négativement dans le cerveau de souris au cours du
développement et est 'une des Ubl la mieux caractérisée. NEDDS est 'Ubl présentant le plus
grand pourcentage d’identité avec I'ubiquitine. Cette protéine principalement nucléaire n’est
pas un signal de dégradation direct, mais a un role essentiel dans 'ubiquitination de nombreux
substrats impliqués notamment dans le cycle cellulaire, et des facteurs de survie comme IxBa
I'inhibiteur de NF-»B (Sarikas, Hartmann and Pan, 2011).

Cette Ubl est tres conservée et ses fonctions ont été bien caractérisées a travers la mono-
NEDDylation des protéines cullines et la stimulation de P'activité des ligases « culin-RING »,
mais également a travers des modifications d’autres substrats impliqués notamment dans la
réponse aux dommages de PADN,; le controle du cycle cellulaire ou encore dans la maturation

des neurones (Abidi and Xirodimas, 2015; Enchev, Schulman and Peter, 2015).
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Figure 13 - Neddylation des protéines cullines

Le CRL (« Culing Ring Ligase ») se compose d'une protéine d'échafaudage culline, d'une protéine type
RING Rbx1 qui recrute I'ubiquitine E2, d'une protéine adaptatrice Skp1 qui interagit avec une protéine
F-box et d'une protéine F-box reconnaissant le substrat. La neddylation médiée de la culline maintien le
CRL dans une conformation active pour permettre I'ubiquitination du substrat ce qui empéche la liaison
d'une protéine inhibitrice des CRL CANDI1 a la culline. L'assemblage d'un CRL fonctionnel amene
l'ubiquitine chargée en E2 et le substrat a proximité, permettant le transfert de I'ubiquitine sur le substrat.
Apres ubiquitination, la deneddylase CSN supprime le NEDDS8 de la culline, conduisant au
désassemblage du CRL. La culline libérée est alors préte a recruter une autre ubiquitine chargée d'E2
pour le prochain cycle d'ubiquitination. Un cycle dynamique de neddylation et de déneddylation est
essentiel pour une activité CRL optimale. L'accumulation de divers substrats de CRL impliqués dans des
processus cellulaires clés peuvent conduire a des stress cellulaires provoquant par exemple I'induction de
Papoptose ou de 'autophagie. (Adaptée de Kandala, Kim and Su, 2014; Yang, Hamid and Carvajal, 2018).
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NEDDS utilise le méme systeme enzymatique que l'ubiquitine, Figure 11 et comprend une
glycine C-terminale activée par I'E1 hétérodimérique APPBP1 (Alzheimer-precursor-protein-
binding protein-1) — UBA3 (Ubiquiting-activatin enzyme 3) également appelé NAEL.
L’enzyme E2, UBC12 et 'enzyme E3 RING RBX1/2. (Cappadocia and Lima, 2018). Les
protéines cullines sont des protéines dites d’échafaudage, support des ubiquitines ligases E3 et
sont actives seulement quand elles sont neddylées. Ces protéines sont capables de former des
complexes avec des protéines de type E3 RING formant un complexe CRL (cullin-RING
ligase). RBX1 est un composant du complexe CRL qui régule de nombreux processus
cellulaires, incluant le cycle cellulaire, la dégradation protéique, la transduction du signal, la
transcription et le développement (van der Veen and Ploegh, 2012; Enchev, Schulman and
Peter, 2015). L’activation des CRL est permise par I'attachement covalent de NEDDS sur les
cullines. La neddylation est importante pour le recrutement d’enzymes de type E2 permettant
de faciliter la conjugaison de I'ubiquitine (Kawakami ez a/, 2001; Pan ez al., 2004; Sakata ef al.,
2007), Figure 13.

Plusieurs études ont pu mettre en évidence que NEDDS est capable de former des chaines 7
vitro et in vivo. Néanmoins la fonction spécifique de polyneddylation est mal définie (Ohki ez a/,
2009). Ce processus de neddylation est réversible et NEDDS8 peut étre recyclée via une enzyme
spécifique. Cette balance entre neddylation et déneddylation doit étre extrémement régulée.
Des défauts dans ce cycle peuvent étre a lorigine d’une augmentation du niveau de neddylation,
reportée dans certains cancers (Abidi and Xirodimas, 2015; Delgado ez a/., 2018). L’équipe de
D.P Xirodimas a pu montrer en 2019 que la deneddylation des chaines NEDDS est requise
pour 'augmentation du niveau d’HSP70. Cette étude combinant le modele C. elegans et les
cellules humaines a pu montrer que la restriction des chaines NEDD8 par NEDP1, une

déneddylase, est nécessaire a 'induction de 'apoptose qui fait suite a des dommages a ’ADN.
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Figure 14 - Balance entre poly-neddylation et mono-neddylation

En cas de dommages a I'ADN, l'induction de l'enzyme NEDP1(déconjuguase) limite la
formation des chaines NEDDS8 (principalement K11 et K48). Cela permet de favoriser
l'oligomérisation d'APAF1 et linduction de l'apoptose, cette étape nécessite l'activité
ATPase I’ HSP70. HSP70 se lie a NEDDS et, i vitro, la conversion des chalnes NEDDS8 en
mono- NEDDS stimule l'activit¢é de HSP70 ATPase. Cet effet est indépendant de la
conjugaison NEDDS sur les substrats. L'équilibre entre la mono- et poly-NEDDylation
controlée par NEDP1 agit comme un module de régulation pour la fonction HSP70
permettant 'induction de 'oligomérisation d’APAF1. (Bailly ez a/, 2019)
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La protéine chaperonne HSP70 est un senseur de la balance mono-NEDDS versus poly-
NEDDS, contrélée par NEDP1, permettant la formation de 'apoptosome, Figure 14. De
plus, des données 7 vitro montrent que la dépolymérisation des chaines NEDDS est suffisante
pour activer HSP70 indépendamment de I'ancrage de NEDDS8 a un substrat (Bailly eza/, 2019).
D’autres études récentes ont pu montrer un nouveau role de NEDDS, indépendant de son
ancrage a un substrat (autre que lui-méme). En effet, NEDDS trimérique est capable de réguler
activité de la polymerase 1 (PARP-1), en réponse a un stress oxydatif. Le traitement de cellules
avec de PH202 se traduit par 'accumulation de chaines NEDDS. Un type de chaine particulier,
un trimere NEDDS (tri-NEDDS8) non ancré, se lie a PARP-1 et attenue son activation. Une
délétion de NEDP1 provoque la formation de tri-NEDDS, entrainant une inhibition de PARP-
1 et une protection contre la mort cellulaire dépendante de PARP-1 (Keuss ez a/, 2019). Les
domaines de liaison NEDDS8 présentent une forte similitude avec ceux de I'ubiquitine. Les
premicres protéines de liaison a NEDDS8 décrites, sont les régulateurs négatifs NUB1L et son
autre isoforme NUB1 (Kito, Yeh and Kamitani, 2001; Tanaka ez /., 2003). Ces deux protéines
possedent une séquence consensus a extrémité C-terminale intégrée dans le domine UBA et
agissent pour recruter NEDDS et ses substrats au protéasome pour leur dégradation (Kamitani
et al., 2001; Tanji, Tanaka and Kamitani, 2005). NUB1 et NUBAL peuvent également se lier a
la molécule FAT10, entrainant sa dégradation et ses cargos associés. Nub1L utilise ses trois
domaines UBA pour se lier a Nedd8 ou FAT10 et utilise son domaine UD N-terminal pour

livrer sa cargaison au protéasome. (Schmidtke ez a/., 2000).
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Figure 15 - SUMO2 et SUMO3 peuvent former des chaines poly-SUMO.
Comme I'ubiquitine, les protéines SUMO sont capables de se lier a un substrat de maniere

covalente. SUMO1 est dépourvu de résidus lysine internes et est donc un terminateur de
chaine. (Adaptée de Rabellino, Andreani and Scaglioni, 2017).
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4.1.2 SUMO

SUMO (Small ubiquitin-like modifier) est une protéine capable de se conjuguer a plus de 1000
protéines dans les cellules de mammiferes (Hendriks and Vertegaal, 2016). La SUMOylation,
est impliquée notamment dans la régulation de la localisation subcellulaire des protéines, les
liaisons ADN-protéine, la transcription, la réparation de PADN, le remodelage de la
chromatine et 'immunité innée (Hickey, Wilson and Hochstrasser, 2012). Malgré une similarité
de séquence de 18%, SUMO partage avec 'ubiquitine une structure proche incluant un 3-grasp
fold (Bayer et al, 1998). Tous les eucaryotes expriment au moins un membre de la famille
SUMO. Chez 'homme les 5 protéines SUMO partagent des similarités de séquence entre les
différents membres. SUMO-2 et SUMO-3 ont une identité de séquence de 50% avec SUMO-
1 et ont 97% d’identité entre elles, les rendant indistingables par des techniques d’immuno-
détection. En dépit de leur similarité, SUMO-2 et SUMO-3 semblent avoir des fonctions
différentes, car I'inactivation du geéne sumo-2 chez les souris est l1étale embryonnaire alors que la
perte de fonction totale de su#m0-3 est viable (Wang e7 al., 2014).

Les protéines SUMO sont capables de former des chaines via la lysine 11 de SUMO-2 et
SUMO-3 (Vertegaal, 2010). Plusieurs types de chaine ont été identifiées, notamment celle avec

la présence de SUMO-1 au niveau de la partie distal de la chaine (Matic ez a/., 2008), Figure 15.

Alors que l'ubiquitination, 'acétylation et la phosphorylation modifient spécifiquement les
protéines dans le cytoplasme, la sumoylation quant a elle, se fait généralement dans le noyau et
est impliquée dans la réparation de PADN, Figure 16, la transcription, ’épissages des pré-
ARNmMm, le remodelage de la chromatine, Iactivité ubiquitine-ligase, et la transcription virale
(Flotho and Melchior, 2013; Hendriks and Vertegaal, 2016). Les r6les les mieux caractérisés
sont la modification des histones, des facteurs de transcriptions, des enzymes modificatrices de
la chromatine (Raman, Nayak and Muller, 2013). Dans la plupart des cas la sumoylation
provoque l'inhibition de 'expression d’un gene. SUMO peut réguler les facteurs de répression
de la transcription HDAC1, HDAC2 et HDAC4 (Kirsh e al., 2002; Yang and Sharrocks, 2004;
Hendriks ez al., 2014). La sumoylation peut étre aussi activatrice. Par exemple, le facteur de
transcription Gli est activé par sumoylation et régule positivement la voie Hedgehog (Cox,

Briscoe and Ulloa, 2010).

Plusieurs études ont analysé la distribution de SUMO sur la chromatine. Neyret-Kahn et al, par

des méthodes de ChIP-Seq, ont détecté que SUMO est distribué dans tout le génome, et est
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hautement enrichi au niveau des régions promotrices des genes (Chang ez al., 2013; Neyret-

Kahn e al., 2013).

Des études ont pu faire valoir un role de SUMO dans la réponse au stress suite a un choc
thermique. Niskanen et al ont reporté qu’un stress thermique provoque 'augmentation de la
sumoylation de promoteurs et 'augmentation de facteurs de transcription variés (Niskanen ez
al., 2015).

Il a été rapporté un modele selon lequel la conjugaison de SUMO-2 a des protéines associées
a la chromatine permettrait de maintenir ’homéostasie des complexes protéiques a cet endroit.

De maniere non conventionnelle, il a été proposé

que la protéine SUMO n’a pas besoin de se
conjuguer a une protéine spécifique au sein d’un
complexe pour effectuer son effet biologique. Ce
concept est appelé « sumoylation groupée » et a été
établi pour la premiere fois en contexte de

réparation de PADN. La sumoylation du complexe

SUMO et NEDDS des partenaires de tatami.
Des données protéomiques récentes
indiquent la création de chaines hybrides
NEDDS8-SUMO spécifiques suite a un stress
protéique suggérant des connexions entre les

Ubl permettant de réagir a un stress cellulaire

entier plutot que celle d’une protéine individuelle, (Lobato-Gil ¢# al., 2021).

sert de plateforme de recrutement a d’autres

protéines (Psakhye and Jentsch, 2012).

4.2 Motifs de reconnaissance aux Ubl

Contrairement aux domaines de liaisons a I'ubiquitine, les domaines de liaisons aux petites
protéines ubiquitine-like modificatrices sont peu caractérisés. NEDDS8 est I'Ubl la plus proche
de T'ubiquitine en termes d’identité de séquence et de structure, les motifs permettant les
liaisons non covalentes avec d’autres protéines sont similaires aux UBD (Bandau ef a/., 2012;
Enchev, Schulman and Peter, 2015). Cependant, certaines études ont pu décrire des motifs qui

reconnaissent spécifiquement certaines Ubl telles que les protéines de la famille SUMO et Atg8.

4.2.1 Les SIM

Les motifs reconnaissant spécifiquement la protéine SUMO sont les motifs les mieux

caractérisés et sont regroupés sous le terme SIM (sumo-interaction motif, également connu
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sous le nom SBD pour SUMO-binding domain). Ces domaines sont notamment retrouvés
dans 'enzyme activatrice de SUMO : UBA2 dans les enzymes E3 spécifiques de SUMO, dans
certaines enzymes E3 ubiquitines et certains récepteurs et substrat de SUMO.

Chez les eucaryotes supérieurs possédant plusieurs protéine SUMO, certaine SIM semblent
avoir des spécificités de liaison pour certains isoformes. Les interaction SUMO-SIM peuvent
étre modulées par des modifications post-traductionnelles telle que la phosphorylation
(Stehmeier and Muller, 2009). En plus des SIM, un autre type de domaine de liaison SUMO a
été identifié. e domaine en doigt de zinc ZZ de HERC2 capable d’interagir avec SUMO sur

une surface différente de celle utilisée par les SIM (Danielsen ef a/, 2012).

4.2.2 Les LIR/AIM/GIM

Les domaines LIR « LC3 interacting region » également appelés «ILC3 recognition sequence »
(LRS) ou « ATGS8-interacting motif (AIM)» ou « gabarap interacting motif (GIM) » sont
capables de conduire 'interaction entre de multiples protéines et la famille ATG8. Un récepteur
autophagique doit pouvoir se lier spécifiquement a un cargo et au phagophore en formation
pour permettre la séquestration du substrat. Le premier récepteur autophagique a avoir été
identifié est p62 (également connu sous le nom de séquestosome-1 (SQSTM1) (Bjorkoy e7 al.,
2005; Komatsu ez al., 2007; Pankiv e al., 2007). P62 se lie a la fois a 'ubiquitine et a LC3, régule
la formation d’agrégats protéiques et est éliminé par autophagie. Une compilation de motifs
LIR vérifiés révele une séquence consensus de base composée de 4 acides aminés: [W/F/T]
X-X-[ L/1/V] (X = peut étre remplacé par n’importe quel acide aminé) (Ichimura ez al., 2008;
Noda et al., 2008; Birgisdottir, Lamark and Johansen, 2013).
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PARTIE 2 - Fonction des protéines ATG8/ LC3/GABARAP dans ’autophagie

La seconde partie de ce manuscrit consiste a répertorier et détailler différents roles des
protéines de la famille Atg8. Les fonctions connues sont en constante augmentation. J’ai choisi
de me focaliser sur certaines étapes clés de I'autophagie, processus dans lequel les protéines
Atg8 sont le mieux étudiées.

Chez la levure, I'initiation de I'autophagie, la reconnaissance du cargo, et la fermeture des
autophagosomes dépendent des protéines Atg8. Cependant chez les mammiféres les protéines
homologues LC3 et GABARAP présentent des roles spécifiques au sein de ce processus. Les
protéines GABARAP semblent étre particuliecrement importantes pour certaines étapes,
notamment le recrutement de la machinerie autophagique au niveau des membranes et pour la
fermeture des autophagosomes, les LC3 semblent étre importants dans les étapes d’élongation
des structures autophagosomales. Cependant, les mécanismes moléculaires régulant la
dynamique spatio-temporelle et les fonctions des différentes Atg8 restent peu connus. Bien
que les protéines ATGS aient été utilisées comme des marqueurs d’étude de I'autophagie
pendant plus de deux décennies, leurs roles commencent simplement a étre compris. Le degré
de redondance de chaque membre est peu étudié, il n’est pas connu si le role des Atg8 dans
I'autophagie est différent en fonction du signal ou du stress inducteur et de la présence de
certains types de cargos ou non.

Je commencerai cette partie par des généralités sur 'autophagie et les enjeux majeurs de I’étude
de ce processus. Puis je présenterai les différents membres de cette famille, leurs séquences
protéiques, leurs structures et conformations. Je terminerai par détailler le processus
autophagique, de I'initiation a sa régulation, en ayant toujours comme fil conducteur le role
connu des protéines Atg8 dans chacune de ces différentes étapes. Lorsqu’il est établi, le role
des homologues LGG-1 et LGG-2 et les particularités chez C. elegans sont mis en lumicre

(encadrements verts).
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I. L’autophagie, un processus de dégradation lysosomal

1.1 Découverte et définition

L’autophagie est un processus de dégradation intracellulaire essentiel au maintien de
I’homéostasie dans tous les organismes eucaryotes de la levure au mammifere.

L’autophagie pour la qualifier comme telle, quel que soit son type, présente au moins deux
caractéristiques : (1) implique du matériel intracellulaire et (2) dépend d’une voie de dégradation
lysosomale. Ces propriétés sont importantes pour la différencier d’autres voies cataboliques

telles que la dégradation protéosomale.

Le terme autophagie provient du grec, auto « soi-méme » et phagien « manger », signifiant « se
manger soi-méme ». Contrairement au dogme selon lequel ce terme a été inventé pour la
premicre fois par Christian de Duve en 1963, le mot autophagie est largement utilisé dans la
littérature scientifique et non scientifique entre 1860 et 1963. La premicre appellation
proviendrait d’un physiologiste francais, M.Anselmier, publiée en 1859 dans le journal « Des
séances de ’Académie de Sciences » (Ktistakis, 2017). A cette période, ce terme est utilisé pour
décrire la résistance a des périodes de famine par ses propres ressources. Cela faisait notamment
référence aux marins et navigateurs supportant de longues périodes de privation de nourriture.
Anselmier a fait subir a des animaux une période de privation de nourriture et proposait de
résister aux conséquences de I'inanition en pratiquant des saignements légers du corps des
animaux pour leur faire boire leur propre sang. Ces travaux ont permis d’établir une premicre
définition de 'autophagie en 1865 dans « le nouveau dictionnaire de médecine et de chirurgie
pratiques », comme étant une maniere de prolonger la vie en contexte de privation, et oppose

'autophagie dite spontanée a 'autophagie artificielle.

La découverte du lysosome en 1955 par Christian de Duve permet une avancée considérable
des connaissances des mécanismes de dégradation intracellulaire. Par des expériences de
centrifugation, F. Appelmans et son équipe ont pu isoler un groupe de granules cytoplasmiques
contenant des enzymes hydrolytiques qu’ils proposent de référencer sous le terme de lysosome

(de Duve ¢z al., 1955).
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Figure 17 - Images de microscopie électronique de vésicules autophagiques

A — Images de microscopie électronique de 1956 montrant pour la premicre fois des corps denses et
des lysosomes (fleches noires) dans des extraits de foie de rat (Novikoff, Beaufay and de Duve, 1950).
B — Image de microscopie électronique de 1963 (Penn and Ashford, 1963) permettant de visualiser
une mitochondrie non dégradée entourée d’'une membrane dense dans des extraits de foie de rat.
C —Images de microscopie électronique de 1963 présentant plusieurs vésicules a des stades de
dégénérescence de mitochondrie différents. Le corps A est interprété comme une forme précoce ou
une mitochondrie non dégradée est entourée d’'une membrane. Le corps B est probablement plus
avancé avec une forme différente de mitochondrie. Le corps C est interprété comme une
métamorphose presque complete de la mitochondrie. Il est mentionné dans Iarticle que des crétes et
des granules peuvent étre encore trouvés apres examen attentif suggérant la présence préalable d’une
mitochondrie (Penn and Ashford, 1963).
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Par la suite, la microscopie électronique a permis 'observation d’un nouveau type de structures
vésiculaires 2 double membrane, les autophagosomes, contenant du matériel cytoplasmique
et des organites divers (Clark, 1957; Ashford and Porter, 1962). De plus, des mitochondries et
du réticulum endoplasmique sont retrouvés dans des vacuoles contenant des enzymes
lysosomales (Novikoff, Beaufay and de Duve, 1956), Figure 17. Ces découvertes représentent
une révolution pour I'analyse morphologique de I'autophagie et ont permis d’établir la
définition de l'autophagie en 1963 a loccasion de la « Ciba Foundation Symposium on
Lysosomes » comme un processus de dégradation par lequel les matériaux

intracellulaires sont livrés au lysosome ou a la vacuole pour étre dégradés.

1.2 Trois types d’autophagies

L’activité lysosomale est une caractéristique importante pour distinguer autophagie des autres
voies cataboliques dégradant du matériel cytoplasmique, comme la dégradation protéasomique.
11 existe différents types d’autophagies, les majoritaires sont la microautophagie, 'autophagie
médiée par les chaperons et la macroautophagie. Ces trois types d’autophagies ont des
mécanismes d’actions et de régulations différents et ont comme caractéristiques communes la
dégradation lysosomale des constituants. J’ai fait le choix de présenter brievement ces trois
types d’autophagie. De nombreuses revues décrivent de manicre précise les roles et
mécanismes moléculaires de chacune (Boya, Reggiori and Codogno, 2013; Cuervo and Wong,
2014). Mon travail est focalisé sur la macroautophagie, appelée communément autophagie dans

la suite du manuscrit, Figure 18.

1.2.1 La microautophagie

La microautophagie (IM) est définie comme I'engloutissement des cargos cytosoliques
directement via l'invagination de la membrane lysosomale/vacuolaire. Ce processus, découvert
par de Duve et Wattiaux en 1966, concerne la dégradation de protéines solubles ou méme des
cargaisons plus importantes telles qu'une partie du noyau, des gouttelettes lipidiques, des
mitochondries et des endosomes (Veenhuis e7 a/., 1983; Tuttle, Lewin and Dunn, 1993; Yokota
et al., 1993; Tuttle and Dunn, 1995; Kissova e# al, 2007). Les membranes lysosomales se

déforment localement pour dégrader directement le substrat.
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L'IM dépend de l'activité des complexes de tri endosomal requis pour les machines de transport
(ESCRT) (Oku et al., 2017). Un mécanisme lié a la microautophagie, appelé microautophagie
endosomale (eMI), partage avec I'IM de nombreuses caractéristiques mais implique l'endosome
(Sahu ez al, 2011; Uytterhoeven ez al, 2015; Mukherjee et al., 2016). Dans les fibroblastes
embryonnaires de souris (MEF), les organites tels que les mitochondries pourraient étre guidés
vers l'endosome précoce positif Rab5 et sont engloutis dans un mécanisme dépendant des

ESCRT-0, -1 et -1I (Hammerling e# al., 2017).

1.2.2 L’autophagie médiée par les protéines chaperonnes

L'autophagie médiée par Chaperon (CMA) est un autre type d'autophagie qui permet de diriger
directement des substrats vers le lysosome pour la dégradation (Majeski and Dice, 2004,
Massey, Kiffin and Cuervo, 2004). Ce mécanisme cible des protéines possédant un domaine
KFERQ présent dans environ 30 % des protéines cytosoliques. Chez les mammifeéres, ces
protéines sont reconnues par des protéines chaperonnes et co-chaperonnes telles que Hsc70

(Heat shock protein 70), HSp40, Hsp90, Hip, Hop, et Bag]1.

‘ Ni la micro autophagie ni la CMA n'ont encore été examinées chez C. eegans. De plus la protéine
LAMP-2 A est importante pour la CMA et n’est pas conservée chez le nématode. Mais

Pexistence d’un orthologue fonctionnel ne peut étre exclue.(Palmisano and Meléndez, 2019)

1.2.3 La macroautophagie

La macroautophagie consiste en la dégradation massive de composants cellulaires par un
systeme vésiculaire (Mizushima, 2007). Ce processus est dynamique et fait intervenir un grand
nombre d’acteurs impliqués dans des évenements de formation membranaire autour de
matériel cytoplasmique a dégrader. En effet, une citerne membranaire appelée phagophore
englobe progressivement un substrat qui se retrouve piégé a I'intérieur d’une vésicule ceinte
par deux membranes, 'autophagosome. Par la suite, la membrane externe de I'autophagosome
fusionne avec le compartiment lytique. Les hydrolases dégradent la membrane interne de

Pautophagosomes et son contenu, Figure 18A.
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Figure 19 — Dégradation sélective de cargos via des récepteurs spécifiques

Une membrane d’isolation, sur laquelle des protéines autophagiques sont fixées, se forme autour de
cargos spécifiques reconnus par des récepteurs autophagiques. Le phagophore s’étend pour former un
autophagosome qui englobe le substrat et fusionne ensuite avec le lysosome pour en dégrader le contenu.
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1.3 Autophagie sélective

Jai pris le parti de décrire I'autophagie sélective de manicre temporelle. Depuis 1963
Pautophagie est considérée comme non sélective, par la dégradation aléatoire de constituants
cytoplasmiques. C’est au début des années 2000, que de nouvelles études suggerent que certains
cargos sont dégradés de maniere sélective, nécessitant des facteurs supplémentaires en plus de
la machinerie principale (Kirkin, 2020). L’autophagie dite sélective utilise des récepteurs et des
adaptateurs pour isoler spécifiquement un cargo autour des membranes autophagosomales en
croissance, Figure 19.

Certains composants tels que des pathogenes intracellulaires (xénophagie), des agrégats
protéiques (agréphagie), des morceaux de réticulum endoplasmique (RE-phagie) ou de
mitochondries (mitophagie) peuvent étre spécifiquement dégradés. Le mécanisme précis de
reconnaissance des substrats n’est pas bien caractérisé, néanmoins les cargos sont généralement
polyubiquitinés et reconnus par un récepteur protéique possédant un domaine de
reconnaissance a 'ubiquitine (UBA).

Les cargos peuvent étre directement liés aux récepteurs sans ubiquitine par des domaines de
liaison aux protéines. Les récepteurs autophagiques ont comme caractéristique de pouvoir
interagir avec les protéines Atg8/LC3/GABARAP via un domaine LIR, permettant la
formation de I'autophagosome proche du substrat. I.a dégradation des composés est essentielle
au maintien de I’homéostasie cellulaire au cours du développement et a la longévité.
Comprendre comment 'autophagie sélective régule les processus physiologiques représente un
enjeu majeur. Ces dix dernicres années ont connu une explosion croissante du nombre de

publications sur la dégradation sélective de cargos.
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Figure 20 - Schéma de la voie Cvt

Les précurseurs Apel (prApel) s’assemblent pour former des complexe Apel. Atgl9 se lie au complexe
Ape pour former le complexe Cvt. D’autres cargaisons Cvt, y compris Amsl et Ape4 et Agll, lient
Atgl9 a des domaines distincts. Formation d’une vésicule Cvt: Atgl9 lie Atg8-PE permettant la
séquestration du complexe Cvt par le phagophore a double membrane. Par la suite la membrane externe
de la vésicule Cvt fusionne avec la vacuole libérant la vésicule cvt a simple membrane dans la lumicre de
la vacuole. L’enzyme Apel devient active. (Adaptée de Umekawa and Klionsky 2012).
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o (Cut

Le premier modeéle d’autophagie sélectif décrit, est un processus présent chez la levure appelé la
«voie de ciblage du cytoplasme vers la vacuole » (Cvt pour « cytoplasm-to-vacuole-targeting
pathway). Il est important de mentionner ici que la voie Cvt n’est pas considérée comme une
voie autophagique au sens strict. En effet, elle ne permet pas la dégradation mais la maturation
d’une protéine. Cette voie, décrite uniquement chez la levure, est responsable de 'adressage de
deux enzymes, 'aminopeptidase I (Apel) et I'a-mannosidase (Amsl), spécifiquement a la
vacuole. Les formes précurseur de ces enzymes, prApel et prAsml sont transportées a la
vacuole par des vésicules a double membranes afin d’étre clivées en forme mature (Klionsky

and Ohsumi, 1999; Lynch-Day and Klionsky, 2010).

En 1999, une équipe a pu mettre en évidence que la voie Cvt utilise des acteurs de la machinerie
autophagique telle que Atgl, Atg5, Atg7, Atg8 et Atgl0. (Klionsky and Ohsumi, 1999). Ces
¢tudes ont permis de définir pour la premicre fois une protéine additionnelle, Atgl9
(préalablement nommée YOLOS82w puis cvt19) capable d’interagir avec prApel et Atg8. Cette

interaction entre Atgl9 et Atg8 se fait a 'aide du domaine LIR (voir partie 1 4.2.2).

Par la suite Atg34 est défini également comme récepteur spécifique requis pour le trafic d’Ams1
a la vacuole en condition de starvation (Suzuki ez @/, 2010; Watanabe ef al, 2010). Atgl9 et
Atg34 sont capables de se lier directement aux cargos et d’interagir avec Atg8 pour permettre
la séquestration de ces enzymes dans des vésicules de type Cvt. La vésicule de type Cvt possede
des similarités morphologiques avec 'autophagosome par la présence d’une double membrane
mais sa taille est plus petite (Guiboileau and Masclaux-Daubresse, 2012). Cette vésicule est
véhiculée vers le compartiment hydrolytique, ou sa membrane externe fusionne avec celle de

la vacuole, libérant ainsi la protéine, Figure 20.
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e Les récepteurs autophagiques

C’est en 2005, que I’équipe de Johansen fait une découverte majeure en faisant valoir pour la
premiére fois le réle de p62/SQSTM1, une protéine capable de se lier a 'ubiquitine, en tant
que récepteur autophagique. Cette étude met en évidence que les cargos ubiquitinylés sont
capables de recruter p62/SQSTM1 pour permettre leur dégradation lysosomale. Dans cette
¢tude l'inhibition de I'autophagie conduit a une augmentation du nombre et de la taille des
agrégats positifs pour p62. La protéine LC3 colocalise et immunoprécipite avec p62. 1l est
intéressant de constater que la déplétion de p62 empéche le recrutement de LC3 aux
autophagosomes en condition de starvation. (Bjerkey ez al., 2005). Par la suite, la méme équipe
démontre une interaction directe entre p62/SQSTMT1 et les membres de la famille LC3 et
GABARAP viale domaine LIR. L’utilisation d’un outil sensible au Ph, consistant en une fusion
en tandem de la mCherry (non sensible au ph acide) — GFP (sensible au ph) en partie N-
terminale de p62/SQSTM1 démontre I'adressage de cette protéine aux lysosomes (Pankiv ez

al., 2007).

D’une part ces études sont importantes d’un

point de vue pathologique puisque les agrégats

protéiques, par leurs cytotoxicités, sont
fréquemment associés a des  maladies
neurodégénératives telles que la maladie

encore de

Parkinson (Zatloukal e af., 2002; Hyttinen ef al.,

d’Huntington,  Alzheimer ou
2014). Dr’autre part, elles ont également permis
de caractériser les types d’interacteurs et d’établir
la  définition  actuelle du  récepteur
autophagique comme une protéine capable
d’induire la dégradation spécifique d’un
cargo via interaction avec la machinerie

autophagique.

La notion de dégradation est importante pour

permettre de qualifier une protéine de

«récepteur  autophagique »  plutét  que
« d’adaptateur protéique ». En effet, un nombre
croissant  d’interacteurs d’Atg8 sont des
adaptateurs autophagiques qui ne sont pas
dégradés par autophagie et remplissent diverses
fonctions allant de la formation des
autophagosomes (par exemple, le complexe
ULK), a la fusion avec le lysosome (par tel que
PLEKHM119) et au  transport  de
Pautophagosome (par exemple: FYCO). A
contrario, le récepteur autophagique pour le
considérer comme tel, est dégradé par la voie

lysosomale.
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Les récepteurs autophagiques sont référencés sous I'acronyme SAR pour « Selective
Autopagy Receptor ». Les découvertes des premiers SAR chez la levure et chez les
mammiferes ont permis d’identifier de nouveaux facteurs impliqués dans l'autophagie

sélective. Le Tableau 5 répertorie les récepteurs autophagiques majoritairement étudiés.

e Les récepteurs autophagiques reconnaissant 'ubiquitine

Une étude a pu mettre en évidence, en 2009, NBR1 (neighbor of BRCA1 gene 1) comme
récepteur autophagique contenant un domaine LIR et un domaine UBD. Cette protéine est
recrutée comme p62, au niveau d’agrégats protéiques ubiquitynilés et dégradée par autophagie
(Kirkin ez al., 2009). NBR1 et P62 interagissent entre eux via un domaine N-terminal : le
domaine PB1, important pour la formation et la dégradation des agrégats (Lamark e a/., 2003).
En 2010, des expériences protéomiques, d'immunoprécipitation et de spectrométrie de masse,
ont permis d’élargir le paysage des protéines interagissant avec les LC3 et GABARAP. Les six
orthologues ATGS8 chez ’homme interagissent avec une cohorte de 67 protéines, avec un
chevauchement important des partenaires de liaison entre les différents membres de la famille.
(Behrends ez al., 2010). Cette étude a permis une réelle prise de conscience quant au nombre de
protéines capables d’interagir a la fois avec LC3/ GABARARP et les cargos et a provoqué une
explosion croissante des connaissances sur 'autophagie sélective.

Un grand nombre d’études ont pu déterminer par la suite que les cellules expriment de
nombreux récepteurs autophagiques qui ont des fonctions superposables. Cela est di au fait
que certains récepteurs reconnaissent le cargo indirectement via leurs domaines de liaison a
I'ubiquitine (Khaminets, Behl and Dikic, 2016). A titre d’exemple SQSTM1/p62, NBR1,
NDP52 (également nommé : CALCOCO?2), Optineurine (OPTN) reconnaissent 'ubiquitine
ancrée sur des cargos. P62 est notamment capable de coopérer avec NDP52 et OPTN pour la
dégradation de pathogenes intracellulaires (xénophagie). NDP52 et OPTN ont des fonctions
partiellement chevauchantes dans la dégradation des mitochondries endommagées (Thurston
¢t al., 2009; Zheng et al., 2009; Wild ez al., 2011; Lazarou ef al., 2015). TAX1BP1, un paralogue
de NDP52 a des fonctions multiples, a la fois dans la dégradation sélective de pathogenes

(xénophagie) mais également au cours de la mitophagie, (Tumbarello ez a/., 2015).
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Autophagie sélective

Récepteurs autophagiques

Agréphagie- Dégradation sélective d’agrégats
protéiques

)Allophagie : Dégradation des composants paternels
( chez C .elegans dont les mitochondries

Chlorophagie- Dégradation sélective de chloroplastes
Ferritinophagie : Dégradation sélective de la ferritine
Glycophagie : Dégradation sélective du glycogene
Lipophagie : Dégradation sélective des gouttelettes
lipidiques

Lysophagie : Dégradation sélective des lysosomes

Mitophagie — Dégradation sélective des mitochondries

Myelinophagie : Dégradation sélective de la myéline

Nucléophagie : Dégradation sélective d’une partie du
noyau

Pexophagie : Dégradation sélective du péroxysome

RE-phagie ou réticulophagie : Dégradation sélective
de fragment du RE.

Ribophagie : Dégradation selective des ribosomes

Virophagie : Dégradation selective des virus

Xénophagie : Dégradation selective des bactéries et
d’autres pathogenes

Zymophagie : Dégradation des granules zymogen dans
les cellules pancréatiques

NBR1, OPTN, p62

ALLO-1, ENDC-1

n.d
NCO4A
Stbd1
n.d

TRIM16, NDP52

Dépendant de l'ubiquitine : NDP52,
OPTN, p62, TAX1BP1, AMBRA1
Indépendant de 'ubiquitine : NIX,
BNIP3, FUNDC1,Bcl2L.13, FKBPS,
PHB2, NLRX1,AMBR 1

Lamin B1

NBRA, p62

FAM134B, SEC62, RTN3, CCPG1,
ATL3, TEX264

NUF1P1
Virus : p62, TRIM

Bactérie : NDP52 p62, OPTN,
TAX1BP1

P62

Tableau 5 - Autophagies sélectives et récepteurs autophagiques
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e Les récepteurs autophagiques interagissant directement avec les cargos

D’autres récepteurs sont spécifiques d’un cargo par liaison directe avec ce dernier sans passer

par un intermédiaire ubiquitine, Tableau 5. A titre de preuve, le premier récepteur

autophagique chez les mammiféres, découvert en 2010, cible spécifiquement la mitochondrie,

indépendamment de I'ubiquitine et de Parkin, et est donc impliqué dans la mitophagie. En

effet, le groupe D’Ivan Dikic et Paul Ney montre que NIX (également appelé BNIP3L), se lie

préférentiellement aux protéines de la famille GABARAP via le motif LIR N-terminal,

permettant le recrutement de cette Ubl au niveau de la mitochondrie dépolarisée (Novak ez al.,

2010). D’autres exemples tels que BNIP3 (Hanna ez 4/,
2012), Bcl2-L-13 (’'homologue fonctionnelle d’Atg32)
(Otsu, Murakawa and Yamaguchi, 2015), FUNDCI1 (Liu ez
al., 2012) et FKBP8 (Bhujabal ez a/, 2017) sont des
protéines mitochondriales de la membrane externe, mais
certaines (par exemple FUNDC1, BNIP3 et NIX) sont
exprimées de maniere inductible en réponse a ’hypoxie.
Par contraste, PHB2 et NIPSN sont des protéines internes
de la membrane mitochondriale qui deviennent accessibles
aux facteurs LC3/GABARAP lors de la dépolarisation de
la. membrane mitochondriale. ILe mécanisme de

mitophagie et plus particulicrement chez C. elegans, est

détaillé en partie 111 du manuscrit.

11 est intéressant de mentionner ici que

les récepteurs autophagiques sont
majoritairement de type protéique mais
peuvent étre aussi de nature lipidique.
En effet, un groupe de l'université de

Pittsburg en 2013 montre que les

homologues d’Atg8 chez les
mammiferes  peuvent  directement
interagir avec un  phospholipide

particulier : la cardiolipine au cours de la
dépolarisation mitochondriale, (Chu et

al., 2013).
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LC3 GABARAP

@ LR (domaine d’interaction avec LC3)

e @ GIM (domaine d’interaction avec GABARAP)

FAM134B SEC62 CCPG1 = I Domaine transmembranaire

W Domaine réticulon

Feuillet de RE

Figure 21 - Récepteurs de 1a REphagie chez les mammiféres

Les protéines de types ATG8 interagissent avec les récepteurs autophagiques situés sur la membrane du
RE. La figure présente la localisation cinq récepteurs chez les mammifere RTN3, ALT3, FAM134B,
SEC62 et CCPG1. (Adaptée de Fregno ez al., 2018; Forrester ez al., 2019 et V.Scarcelli).
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e Un exemple d’autophagie sélective : la Reticulophagie

L’autophagie peut cibler de maniere sélective d’autres cargos tels que le reticulum

Double  casquette des  récepteurs
autophagiques : des études récentes ont
pu mettre en avant que les récepteurs

autophagiques ont non seulement un role

de reconnaissance du substrat mais
également  dans  linduction  de
l'autophagie. La protéine de type

récepteur autophagique CCPG1, sans role

physiologique connu, est également
capable de se lier a FIP200 (nommé aussi
RB1CC1) via un motif particulier. FIP200
est une protéine du complexe inducteur
de Tl'autophagie capable de recruter la
kinase inductrice ULK. Le gene CCPG1
est inductible a la suite d’un stress UPR
suggérant ici un lien entre stress du RE et

REphagie (Smith e a/., 2018).

endoplasmique (RE). Contrairement a la mitophagie, la
reticulophagie (REphagie) est moins documentée, la
premicre caractérisation de ce processus a été
découverte chez la levure en 2006 au cours du processus
UPR (unfolded protein response). Ce n’est que 11 ans
plus tard qu’Atg39 et Atg40 sont identifiées comme
récepteurs spécifiques de la REphagie. Ces deux
protéines ne localisent pas aux mémes endroits du RE,
Atg39 est située en région périnucléaire, alors qu’Atg40
est retrouvée en zone corticale, suggérant des types de
REphagie différente. (Mochida ez al, 2015). Des
protéines résidentes de cet organite telles que CCPGI1,
FAM134B (homologue d’Atg40) RTNL3L (Wilkinson,
2020), Sec62 (Fumagalli e/ al., 2016), RTN3 (Grumati e7
al.,2017), ATL3 (Chen, Chen and Huang, 2019), p. 3) et
TEX264 (Chino et al, 2019) ont été par la suite

identifiées comme intervenant dans la dégradation de

parties du RE . Ces SAR sont toutes des protéines situées dans la membrane du RE et

possedent un ou plusieurs domaines LIR, Figure 21.

(&es protéines sont importantes pour la courbure des membranes. Elles posseédent un domaine

RHD (reticulon homology domain), et sont appelées les protéines réticulons ou réticulon-like.

Chez C. elegans, aucune donnée n’a permis de mettre en évidence une dégradation spécifique

du RE. Un seul géne homologue des réticulons chez les mammiferes est retrouvé chez

C. elegans, appelé ret-1 et fait Pobjet d’un projet de recherche du laboratoire.

76



Complexe Famille de Espece Role physiologique
Protéine
D. melanogaster Développement larvaire/ Longévité
Initiation Atg]l Atgl Souris Différenciation des erythroblastes et neuronale
Ulk C. elegans Longévité/ guidage axonal / taille des animaux
Atgl3 Sonris Développement embryonnaire
Sonris Différenciation des lymphocytes
Vps34
D. melanogaster Développement Larvaire et longévité
Nucléation PI3K Souris / Homme Développement du placenta, morphogénése
Atg6/Beclinl cardiaque, formation cavité aminiotique,
Tumorigenese
C. elegans Longévité
Vésicules Atg 9 Atg 9 Souris Croissance du foetus
Souris Survie a la naissance, Dégradation de protéines
Systéme de Atgl2 maternelles, croissance du foetus
conjugaison Poisson zebre Morphogénése Cardiaque
Atgl2 / Atgb D. melanogaster Vieillissement
Atg5 Souris Formation cavité Amniotique et neurogénése
Souris et Homme Différenciation des cellules souches neuronales,
croissance du feetus et développement du placenta
D. melanogaster Longgévité
Atg8 C. elegans Survie des L1 en carence nutritionnelle, survie des
larves dauer, dégradation des neuroblastes Q,
dégradation des P-granules, dégradation des
Systéme de mitochondries paternelles
conjugaison Souris Survie a la naissance, Fromation de ’acrosome,
Atg7 / Atg3 / Croissance du feetus, différenciation des
Atg8 érythroblastes, maintenance des cellules souches,
Atg7 hématopoiétiques, Neurogénese, Adipogénese,
morphogénése cardiaque
Poulet Transition epithélio-mésenchymateuse,
Poisson zébre Morphogénese cardiaque
C. elegans Longévité,
Atg3 Sonris Croissance du feetus

Tableau 6 - Roles physiologiques des protéines ATG
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1.4 Role physiologique de ’autophagie

L’autophagie est impliquée dans de nombreux processus physiologiques et pathologiques
notamment au cours du développement, 'organogénese, la différenciation cellulaire, 'apoptose
et au cours du vieillissement. Chez les métazoaires, 'autophagie est importante deés la
técondation, en effet, seules les mitochondries maternelles sont conservées. La dégradation des
mitochondries paternelles est un processus important pour éviter l'accumulation de
mitochondries délétéres. Des études chez la drosophile ont pu montrer que les structures

paternelles sont dégradées par autophagie (Politi e7 al., 2014).

(&"‘é‘; C. celegans, un processus de dégradation sélectif par autophagie appelé allophagie est
essentiel a la dégradation des organites des spermatozoides (Manil-Ségalen ez al., 2014; Wei et
al., 2017; Sato et al., 2018). Le processus d’autophagie est essentiel également au cours de
Iembryogénese. Chez C. elegans, I'élimination dans les cellules somatiques des granules-P, des
composants ribonucléo-protéiques spécifiques de la lignée germinale, est essentielle a la
différenciation des cellules germinales. (Zhang e al, 2009) Par ailleurs, au cours du
développement, la restriction nutritionnelle provoque le blocage au stade larvaire 1 (L1),
permettant aux larves de survivre plusieurs jours. En revanche Iinhibition de 'autophagie

diminue leur survie (Alberti ef al., 2010).

Par ailleurs, "autophagie est essentielle a la croissance des feetus de souris (Kojima ez /., 2015),
et des embryons de poulet (Lu ¢ @/, 2014). L’utilisation de mutants de génes de 'autophagie a
permis d’étudier ce processus chez plusieurs modeles animaux au cours du développement et
de la longévité. Le Tableau 6 regroupe les roles physiologiques étudiés de certaines protéines

clés de la machinerie autophagique.
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GABARAP

GABARAPL1
LGG-1
GABARAPL2
Atg8
LGG-2 MAP1LC3A
< MAP1LC3B
MAP1LC3C
S. cerevisiae C. elegans mammiféres

Figure 22 - Schématisation des différents homologues chez S.Cerevisiae ; C. elegans et
chez PHomme

C. elegans possede un représentant unique de la famille GABARAP : LGG-1 et un homologue
unique de la famille LC3 : LGG-2

Especes Nombre de génes
Famille Famille
GABARAP/GATE-16 LC3
Mammiféres - Homme 3 4
Cnidaires — Newmastostella vectensis 2 2
Nematode — Caenorbbditis elegans 1 1
Eponges — Amphimedon queenslandica 3 2
Insectes — Apis mellifera 1 1
Insectes — Drosophila melanogaster 2 0
Poisson — Danio rerio 4 4

Tableau 7 — Membre des familles GABARAP et LC3 chez les métazoaires.
Les homologues d’Atg8 peuvent étre regroupés en deux familles chez les métazoaires. Ce tableau

recense le nombre de géne homologue d’Atg8 en fonction de quelques espéces étudiées.

(Adapté de Shpilka ef al, 2011).
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I1. La famille LC3/GABARAP

2.1 Les membres : nombre variant d’homologues en fonction des espéces

Les protéines Atg8, dont l'unique membre chez la levure donne le nom a cette famille, est un
groupe de protéines tres conservées chez les eucaryotes. Les geénes de la famille a8 ont été
dupliqués et/ou perdus au cours de I’évolution provoquant I'expansion ou ’extinction de
certaines sous-familles, générant une forte diversité entre les especes (Shpilka ef a/, 2011). A
titre d’exemple, chez ’homme, sept homologues d’Atg8 sont répartis en deux sous familles ; la
sous-famille MAP-LC3 (microtubule-associated protein 1 light chain 3), plus généralement
appelée LC3, regroupant les protéines LC3A (avec deux variants d’épissage LC3Aa et LC3Ab),
LC3B, LC3C et la sous-famille GABARAP composée de GABARAP, GABARAPLI (gecl) et
GABARAPL2 (GATE-16), Figure 22.

Chez les métazoaires, une amplification du nombre de genes est retrouvée, ils peuvent étre
regroupés dans les deux sous famille LC3 et GABARAP. Le tableau suivant donne des
exemples du nombre d’homologues dans différentes especes telles que les cnidaires, éponges
et insectes, Tableau 7.

Chez les plantes le nombre d’orthologues est tres hétérogene. Par exemple, le nombre de genes
varie de 9 chez la plante modele Arabidopsis thaliana, d'un seul chez lalgue, a 22 chez les
angiosperms (Kellner ez /., 2017).

La diversité des protéines Atg8 chez les plantes et les différents métazoaires pourrait étre
expliquée par de nombreuses multiplications géniques qui permettraient de s’adapter a

différents stress ou aux conditions défavorables pour lesquelles Atg8 joue un réle crucial.

80



Atg8 GABARAP GABARAP GABARAP LC3A LC3B LC3C LGG-1 LGG-2
L1 L2
Atg8 100 55 55 56 39 37 40 53 33
GABARAP 55 100 87 58 32 31 39 84 31
GABARAP 55 87 100 61 34 32 39 78 36
L1
GABARAP 56 58 61 100 42 39 43 74 35
L2
LC3A 39 32 34 42 100 83 59 35 60
LC3B 37 31 32 39 83 100 55 34 58
LC3C 40 39 39 43 59 55 100 39 47
LGG-1 ? 84 78 74 35 34 39 100 32
LGG-2 ? 31 36 35 60 58 47 32 100

Tableau 8 - Pourcentage d’identité de séquence entre les différents membres

HsGABARAP

CelLGG-1

HSMAF‘1LC3/

Figure 23 - Arbre phylogénétique des Atg8
Arbre réalisé par « Neighbor joining » en utilisant la séquence Atg8 protéine Saccharomyces
cerevisiae (Sc) Atg8, les homologues humains (Hs) GABARAP, GATE-16 et MAP1LC-3 et les
homologues de C. elegans (Ce) LGG-1 et LGG-2. Le nombre indique le pourcentage de prise en
charge du bootstrap (I'étoile est de 100%). A noter, LGG-1 est étroitement liée 2 ScAtg8p et les
protéines HSGABARAP tandis que LGG-2 est plus étroitement liée aux HsMAP1LC-3 (Alberti e#
al., 2010).

ScAlg8p

CelGG-2

HsGATE-16

10% changes
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2.2 L’alignement des séquences protéiques des membres Atg8 suggére des

fonctions distinctes

Des similarités de séquences protéiques ont permis de différencier les sous-familles Atg8.

L'alighement des séquences protéiques de plusieurs especes différentes révele une nette
similitude au sein des sous-familles. Chez les mammiferes, les plus grands pourcentages
d’identité de séquence sont retrouvés pour la famille GABARAP, entre GABARAP et
GABARAPL1 (87%) . Par ailleurs les protéines LC3A et LC3B ont une identité de séquence
de 83%. Les autres protéines partagent un pourcentage plus faible. De plus, les analyses
d’identité de séquence indiquent que les protéines de la sous-famille GABARAP sont plus
¢évolutivement proches d’Atg8 que celles de la LC3, Tableau 8. En outre, les similitudes de
séquence complexifient I’étude individuelle de chaque membre de la famille. Chez les
mammiféres, les anticorps ne sont généralement pas spécifiques d’une protéine et peuvent

reconnaitre plusieurs membres.

Par ailleurs, il existe des différences entre les membres individuels d’une sous famille. Pour les
GABARAP, la position 9 est toujours un résidu chargé négativement (Asp, Glu, Gln, Asn, Ser
et Thr), pouvant jouer le role d’accepteur pour les liaisons hydrogenes alors que la position 47
est toujours un résidu électropositif donneur (Lys et Arg). En revanche, pour la famille LC3 le
résidu 10 est électropositif (donneur) alors que le résidu en position 50 est électronégatif
(accepteur). Ces résidus peuvent se rapprocher les uns des autres pour former des liaisons
intramoléculaires de type liaisons hydrogenes ou des ponts salins pour permettre de stabiliser
la structure Atg8/ LC3/ GABARAP et assurer l'orientation de la partie N-terminale. Ces
résidus sont importants pour interagir avec les domaines LIR (voir page 57) et participent a la
sélectivité des substrats d’Atg8, suggérant des fonctions différentes. (Wesch, Kirkin and Rogov,

2020). Ces données suggerent une ségrégation fonctionnelle des deux familles.

!‘,'!tt s
C Le nématode, C. elegans, possede un unique homologue de la famille GABARAP : LGG-1 et
un unique homologue de la famille LC3 : LGG-2 fournissant une situation idéale pour

comprendre le role de ces deux familles chez les mammiferes, Figure 23.
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Structurellement, Atg8/1.C3/GABARAP possédent quatre feuillets § autour de deux hélices o

centrales.

La principale différence de structure entre Atg8/LC3/GABARAP et les autres Ubl est la

présence de deux hélices a consécutives en partie N-terminale qui a été découverte pour la

Les protéines de type précurseurs
LC3/GABARAP (LC3A, LC3B et
GABARAP), c’est a dire les protéines
non clivées, présentent une hélice
alpha supplémentaire en partie C-
terminale. Il semble que les formes
clivées et lipidées de LC3A, LC3B et
GABARAP ne possedent pas cette
hélice supplémentaire. Par ailleurs
cette hélice o appelée o5 n’est pas
retrouvée chez Atg8. L’ensemble de
ces données suggere une fonction
spécifique de la forme complete
ailleurs il est

versus clivée. Par

important de mentionner quc cette

hélice supplémentaire est
majoritairement retrouvée en
complexe avec des interacteurs

possédant des domaines LIR. Le role
fonctionnel n’a pas été testé (Wesch,
Kirkin and Rogov, 2020). La figure
24 présente en partie basse la structure

secondaire illustrant ce propos.

premicre fois par Danalyse structurelle de GATE-
16/GABARAPL2 en 2000 (Paz, Elazar and Fass, 2000) .
Ces deux hélices ont été retrouvées chez les autres
membres LC3/GABARAP, permettant de supputer une
fonctionnalité commune dans le processus autophagique.
Cependant ces hélices sont différentes entre les deux sous
familles, la premicre hélice alpha de LC3 est fortement
basique alors que pour GABARAP et GATE-16 cette
région est acide, (Sugawara ez al., 2004), suggérant encore

une fois des différences de fonctions (Shpilka ez a/., 2011).

2.4 Conformation

Les protéines de la famille Atg8 peuvent se lier a de
nombreux facteurs et adopter des conformations
différentes. Des changements de conformation de
structure suite a des interactions entre protéines ont été
observés par Coyle et al en 2002. La protéine GABARAP
peut engendrer des changements dans la partie N-
terminale et avoir une conformation dite fermée, dans
laquelle les hélices a se retrouvent proches du noyau
ubiquitine, et une conformation dite ouverte, dans laquelle

les 10 premiers acides aminés se retrouvent éloignés du

noyau ubiquitine (Coyle ez a/., 2002).
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GABARAP [ I C-terminal tail

Figure 25 - La Partie N-terminale de LGG-1 et LGG-2 adopte une unique conformation
ouverte ou fermée
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Figure 26 - GABARAP/LGG-1 et LC3/LGG-2, des marqueurs des autophagosomes

A-Localisation punctiforme de LC3 et GABARAP dans les cellules de mammiferes par
immunofluorescence (provenant de la thése de C. Jenzer) B- Détection de LC3 et GABARAP par
westernblot dans des conditions physiologiques et d’induction de 'autophagie (image protéinetech).
C- Localisation 7z vzvo des protéines GFP :LGG-1 et mCherry :.LGG-2 dans un embryon 50C de
C. elegans
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Chez la levure, des tests iz vitro ont permis de mettre en évidence un acces augmenté de
I'interaction avec 'anticorps lorsque Atg8 était conjugué a des liposomes (Ichimura ez al., 2004).
Ces expériences mettent en avant une grande flexibilité de la région N-terminale de ces
protéines et suggerent un role important de cette partie pour l'interaction avec d’autres acteurs

(Shpilka ez al., 2011).

-

(CEE’E% elegans les structures de LGG-1 et LGG-2 ont été déterminées en 2015 par I’équipe de
Zhang et présentent des différences de structures au niveau de la partie N-terminale. En effet,
le premier acide aminé (Metl) de LGG-1 et le résidu en position 3 (Trp) forment des
interactions hydrophobes avec T’alaninel08. Cette particularité permet de créer une
conformation N-terminale fermée (plus connue sous le nom de forme C pour « close »). Cette
‘conformation est essentielle a la fonction autophagique. A contrario, la partie N-terminale de
LGG-2 est dite ouverte (forme O «open ), la partie N-terminale est détachée du cceur
ubiquitine, (Wu ¢# al., 2015) Figure 25.
Les différences de structures entre les membres de la famille Atg8 dans cette région suggerent

un role distinct et des spécificités d’interaction.

2.5 Les protéines de la famille Atg8 sont des marqueurs des autophagosomes

Les ATGS sont identifiées comme marqueurs spécifiques des autophagosomes pour I’analyse
du flux autophagique. Parmi les protéines Atg8, LC3B est la protéine la mieux décrite et a
d’abord été identifiée en 1987 comme une protéine associée aux microtubules dans les cerveaux
de rat. Cest seulement en 2004 que Tamotsu Yoshimori a caractérisé la localisation aux
autophagosomes de cette protéine nouvellement identifiée comme I’homologue d’Atg8
(Kabeya et al, 2004; Smith e al, 2018). LC3B est utlisée comme marqueur des
autophagosomes. Beaucoup d’études concluent sur le niveau basal d’autophagie par rapport au
taux de protéine LC3.11. L’ancrage de ces protéines aux autophagosomes est visualisable par
microscopie par un marquage punctiforme ou par Western blot de la forme lipidée, LC3.11
migrant plus vite que la forme LC3.1, Figure 26. Il est difficile de trouver des roles spécifiques
de chaque membre LC3. En effet LCA, LC3B et LC3C partagent de forte similarités de
séquence il est compliqué d’étudier leur fonction individuellement.

Cependant, une équipe a pu déterminer en 2015 des profils d’expression différents de ces

protéines dans des cellules en culture. Par des expériences d’'immunolocalisation, les chercheurs
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ont pu montrer une localisation pérunucléaire et nucléaire de LC3A, alors que LC3B est plus
généralement distribuée dans le cytoplasme. LC3C est également retrouvée dans le cytoplasme
et fortement dans le noyau ou elle colocalise avec LC3A (Koukourakis ¢f /., 2015). Une étude
récente a également pu montrer une localisation différentielle entre ces protéines a la suite de
stress cellulaires, ainsi que des redondances de localisation, suggérant des similarités
fonctionnelles (Baeken ez a/., 2020).

Pour la deuxiéme sous famille, GABARAP a été initialement caractérisée comme une protéine
associée au récepteur GABA (A) dans les neurones (Wang ¢z al., 1999; Chen and Olsen, 2007),
assurent le transport de ce récepteur a la membrane plasmique (Leil ¢f 2/, 2004). Cette protéine
cytosolique, présente au niveau des vésicules de transport, du RE et de Pappareil de Golgi,
permet également le transport d’autres protéines de la membrane plasmique comme le
récepteur a la transferrine (Green e al., 2002; Engedal and Seglen, 2016). GABARAPL1 (ou
GEC1 : glandular epithelial cell 1) a été identifié en 1993 comme un gene régulé par les
cestrogene chez le cochon d’inde (Pellerin ez al, 1993). De nombreuses études ont pu mettre
en évidence un role prépondérant de GABARAPLI1 dans certains cancers tel que le cancer du
sein, le cancer colorectal et certaines maladies neurodégénératives telles que la maladie de
Parkinson (Le Grand ez al, 2011). GABARAPL2 est capable de réguler le transport entre les
saccules de I'appareil de golgi par interaction avec les SNARES (Soluble NSF Attachment
Protein Receptors) (Sagiv ef al, 2000). Les protéines de la famille Atg8 sont exprimées de
maniere ubiquitaire, mais présentent certaines spécificités tissulaires. En effet, LC3C est
exprimée plus fortement dans les poumons alors que GABARAPL1 et GATE16 sont
principalement dans le systeme nerveux et GABARAP dans les glandes endocrines (Lee and
Lee, 2016). Les fonctions autophagiques de chacun des membres pris individuellement ne sont
pas bien caractérisées. En effet, certaines études n’ont pas discriminé les différentes protéines

des familles L.LC3 ou GABARAP.

(‘”@r P
‘Chez C. elegans, LGG-1 et LGG-2 définissent trois types de populations. Des autophagosomes
uniquement positifs pour LGG-1, des autophagosomes uniquement positifs pour LGG-2 et

des autophagosomes positifs pour les deux marqueurs (Manil-Ségalen ez a/, 2014).
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ITI. Réles des LC3/GABARAP dans Iautophagie

En 1993, le laboratoire d’Y. Ohsumi publie les résultats du premier crible génétique, identifiant
une centaine de mutants de 'autophagie, basé sur ’'absence d’accumulation d’autophagosomes
en conditions de starvation (T'sukada and Ohsumi, 1993). Récompensé par un prix Nobel en
2016, ses études chez la levure Saccharomyces cerevisiae ont conduit a la découverte de genes
essentiels a 'autophagie appelés ATG (autophagy related genes). Ces protéines sont regroupées
en six groupes fonctionnels qui comprennent : le systtme de conjugaison Atg8 et Atgl2, le
complexe phosphatidylinositol 3 phosphate (PI3K), le complexe Atg2-Atgl8, la protéine
transmembranaire Atg9 et le complexe Atgl kinase. (Noda and Fujioka, 2015). Les protéines
Atg8 sont impliquées a plusieurs étapes du processus autophagique, des Iinitiation par
Pactivation de protéines inductrices puis par ’élongation des membranes, la fermeture des
autophagosomes, la fusion avec le compartiment lysosomal et également le transport sur les
microtubules, Figure 27. Dans ce paragraphe, apres des généralités sur les mécanismes
d’actions des différents groupes fonctionnels, j’ai choisi de me focaliser sur 'implication des
protéines Atg8 au cours des différentes étapes du processus de macroautophagie et de décrire,

lorsque cela était possible, les spécificités des membres de chaque famille.

INITIATION ELONGATION FUSION
ACTIVATION du Recrutement des
complexe ULK protéines
autophagique

ULK1/2 Lysosome

Reconnaissance

GABARAP du cargo
—_—
LC3

RE

Figure 27 - Schéma représentant les fonctions principales des protéines de type Atg8 au cours du

processus autophagique

Les protéines sont ancrées a la fois sur la partie interne et externe des autophagosomes. Ces protéines
peuvent interagir avec des acteurs multiples via notamment le domaine LIR. L’interaction dépendante
des LIR est importante pour A) 'activation des protéines initiatrices du complexe ULK par GABARAP.
B) pour recruter les protéines de la machinerie autophagique. C) permettre de reconnaitre le cargo et
Penglober. D) Le transport des autophagosomes le long des microtubules via LC3. E). La fusion des

membranes en recrutant des protéines essentielles telle que PLEKHMI.
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Figure 28 - Complexe Ulkl d’initiation

Chez les mammiféres, deux orthologues de la levure Atgl, appelés Ulkl et Ulk2, sont impliqués dans
I'induction a l'autophagie induite par la carence nutritionnelle. Ulk1 et Ulk2 se trouvent dans un complexe
stable avec Atgl3, FIP200 et AtglO1, et Atgl3. Dans des conditions riches en nutriments, mTORCI1
phosphoryle Ulkl / 2 et Atgl3, inhibant ainsi le complexe kinase. En réponse a un stress, les sites de
phosphorylation dépendant de mTORC1 dans Ulkl / 2 sont rapidement déphosphorylés, et Ulkl / 2
s'autophosphortyle et phosphoryle Atgl13 et FIP200. En plus, Ulkl / 2 est phosphorylé par AMPK et ainsi
activé. AMPK conduit indirectement a I'induction de 'autophagie en inhibant mMTORCI. (Adaptée de Alers
et al., 2012).
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Figure 29 - Complexe PI3K

La kinase ULK phosphoryle Beclin-1, permettant P'activation du complexe PI3K. Vps34 permet la
phosphorylation de PI. Les zones de PI3P servent de plateforme de recrutement d’autres protéines
autophagiques telles que WIPI2 et Atg2. (Adaptée de la these de Céline Jenzer et Geng and Klionsky,
2008).
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3.1 Initiation, et nucléation

3.1.1 Le complexe d’induction Atgl/ULK et régulation par le complexe
TORC

La protéine de levure Atgl est ’'homologue d’ULK1 et ULK2 des mammiferes (Unc-51 like
kinase). J’ai choisi ici de présenter le modele moléculaire chez les mammiféres, car
contrairement a la levure, la composition de ce complexe ne change pas avec le statut
nutritionnel. Les mécanismes moléculaires précis d’induction de I'autophagie sont peu connus.
Le modele communément accepté est que mTORCI (cible mécanistique du complexe
rapamycine kinase 2) régule Iinitiation de 'autophagie via Atgl/ULK1, une sérine/thréonine
protéine kinase. Chez les mammiferes, le complexe ULK est composé de ULK1, ATG13,
RB1CC1/FIP200 et ATG101 (Jung ez al., 2009; Mercer, Kaliappan and Dennis, 2009). Dans
des conditions riches en nutriments, mMTORC1 phosphoryle ULK1 pour inhiber son activité,
or dans des conditions restrictives 'activité de mTORC est bloquée par AMPK, permettant
'activation du complexe ULKI, Figure 28. Par la suite, AMPK et ULK1 phosphorylent
Raptor pour inhiber Pactivité de mTORC1 (Gwinn ef al., 2008). Au moment de I'initiation, les
protéines du complexe ULK sont capables d’interagir avec les protéines ATGS, avec une

préférence pour la famille GABARAP (voir 3.1.3).

3.1.2 le complexe de nucléation phosphatidylinositol 3-kinase de classe III

(PI3K)

Le complexe phosphatidylinositol 3- kinase de classe III (PtdIN3K), composé de Beclin 1
(homologue d’Atg6 chez la levure), ATG14L, Vps34 et Vpsl5, (Yang and Klionsky, 2010),
interagit avec le complexe initiateur ULKI1, présent au niveau de 'omégasome et du
phagophore (Hara ez al., 2008). e complexe PtdIns3K permet notamment la conversion du
phosphatidylinositol en phosphatidylinositol-3-phosphate  (PtdIns3P). En effet, le
phosphatidylinositol (PI) est phosphorylé sur le groupe hydroxyle en position 3. Des
expériences d’imagerie en direct ont pu mettre en évidence que les zones riches en Pi(3)P au
niveau de 'omégasome, sont importantes pour le recrutement d’autres protéines telles que
ZFYVE1/DFCP1, WIPI2 (homologue d’Atg18 chez la levure) et Atg2, pour permettre la
formation du phagophore. (Axe ez al., 2008; Polson ¢t al., 2010), Figure 29.
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Figure 30 - Régulation du complexe Atgl par Atg8

Modele de coopération entre Atgl3 et Atg8 pour la régulation du complexe Atgl. Atgl3 se lie de manicre
constitutive a Atgl. En condition de restriction nutritionnelle, Atgl est activée par autophosphorylation et
phosphoryle Atgl13. Agl3 actif, augmente P'activité Kinase d’Atgl. Le motif AIM/LIR d’Atgl permet sa
liaison avec Atgl. Atg8 permet la localisation d’Atg8 a la membrane des autophagosomes naissants. Ce
changement de localisation d’Atgl, du PAS a la membrane des autophagosomes est dépendante d’Atg8.
Apres fusion entre la vacuole et 'autophagosome, Atgl-Atgl3 est ensuite dégradé dans la vacuole. (Adaptée
de Kraft e al., 2012).
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Les protéines WIPI localisent au niveau de 'omégasome et favorisent la conjugaison des
protéines Atg8 par recrutement du systeme de conjugaison via ATG16LL1 (Dooley et al., 2014).
En générant des PI3P, le complexe PI3K permet I’élongation du phagophore et le recrutement

des protéines autophagiques et des vésicules Atg9 positives.

3.1.3 Role des Atg8 dans P’induction de ’autophagie

Les interactions ULK1/Atg8 sont importantes pour induire 'autophagie et permettent le
recrutement de la machinerie autophagique aux cargos. Ces interactions avec la famille Atg8
sont possibles grace au domaine LIR/AIM. Par des tests d’interactions protéiques, ’équipe
d’Ohsumi a mis en évidence un lien direct entre Atg8 et Atgl chez la levure et a pu déterminer
ou était situé le motif AIM d’Atgl. Cette interaction est importante pour 'autophagie puisque
la mutation du domaine AIM diminue partiellement mais de maniere significative le flux
autophagique visualisable par le dosage de la phosphatase alkaline mature dans la vacuole
(Noda ¢ al., 1995; Nakatogawa, Ohbayashi, ¢z /., 2012). De plus, la méme année, une étude a
permis d’établir un réle d’Atg8 dans la régulation du complexe Atgl3-Atgl 7z vivo. Cette
régulation dépendante du domaine LIR est également importante pour la voie Cvt. Par une
analyse biochimique, cette étude a montré que I'association d’Atgl a la membrane dépendait
de son motif LIR, suggérant un role d’Atg8 dans la localisation d’Atgl aux autophagosomes,

Figure 30.

Chez les mammiferes, cette interaction est conservée : GABARAP et LC3 interagissent via leur
domaine LIR avec ULKI1, ATG13 et FIP200. Ces interactions sont retrouvées
préférentiellement avec les membres de la famille GABARAP (Behrends ez a/., 2010; Alemu ef
al., 2012; Kraft et al, 2012). Joachim et al en 2015 mettent en évidence que le domaine LIR
d’ULK est essentiel pour phosphoryler Atgl3 (Joachim e al, 2015). Ces données soutiennent

par ailleurs que le motif LIR est requis pour la localisation de ULK1 au niveau des membranes
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Figure 31 - Activation de la kinase ULK par GABARAP qui citcule a partir du
centrosome régulé par WAC et GM130

WAC et GM130 sont deux protéines localisées au niveau de 'appareil de Golgi permettant
de réguler 'autophagie. WAC inhibe la liaison de la protéine GABARAP a la golgine GM 130,
ce qui permet la délocalisation d’un pool de GABARAP de l'appareil de golgi au niveau de la
région péri centriolaire permettant 'induction de 'autophagie. (Joachim et al 2015)
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positives pour DFCP1 (double FY'V E-containing protein 1) et démontrent 'importance des
protéines Atg8 pour la localisation d’'ULK1. Une étude chez les mammiféres a mis en évidence
un role de GABARAPL1 dans l'induction de I'autophagie. En effet, la surexpression des
protéines GABARAPL1 et GABARAPL1 G116A (protéine non ancrée aux autophagosomes)
en condition d’induction de 'autophagie (EBSS : Farles balanced salts solution) conduit a une
diminution de la phosphorylation de MTOR et a la perte totale de phosphorylation de P70S6K
(p70S6 kinase, cible de mTOR). Par ailleurs la surexpression de GABARAPLI et
GABARAPL1 G116A provoque la diminution de la phosphorylation d’ULK1 (Ser757).

Ces données suggerent que GABARAPLI a un role inhibiteur sur Iactivité de MTOR et sur la
phosphorylation de ULK1 au niveau de la serine 757, indépendamment de sa conjugaison aux
autophagosomes. Par ailleurs, la phosphorylation de la serine555 de ULK1, connue pour étre
présente au cours de 'induction de I'autophagie, est retrouvée augmentée dans des conditions
de surexpression de GABARAPL1 et GABARAP G116A. L’ensemble de ces données met en
évidence un role régulateur de GABARAPL1 dans I'induction de 'autophagie (Poillet-Perez ez
al., 2017). De plus, une étude récente montre que la localisation subcellulaire de GABARAP
est importante pour I'induction de autophagie. La circulation de GABARAP est controlée par
deux protéines golgiennes : WAC (WW domain — containing adaptator coiled coil), requis pour
I'autophagie induite par carence nutritionnelle, et GM130, protéine présente au niveau du cis-
Golgi, importante pour le trafic vésiculaire entre les citernes du Golgi (GOLGA2). Cette étude
publiée par I’équipe de Sharon Tooze démontre un réle inattendu des golgines dans la
régulation de autophagie. La séquestration de GABARAP par GM130 au niveau de I'appareil
de golgi bloque TI'induction de TI'autophagie. WAC supprime la liaison entre GM130 et
GABARAP en contexte de carence nutritionnelle et permet a GABARAP non lipidée et
GABARAP conjuguée (mais pas LC3B et GATE-16) de favoriser spécifiquement 'activation
de la kinase ULK pour induire 'autophagie (Joachim e a/., 2015), Figure 31. Il est intéressant
de mentionner ici que ces données récentes mettent un évidence un role des protéines

GABARAP indépendant de sa conjugaison a la PE.
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3.1.4 Role opposé des protéines LC3 et GABARAP dans ’induction de
ULK1

Une équipe américaine a récemment démontré que I'interaction ULK1-ATGS8 est importante
pour l'activation du complexe ULK1 et I'induction de I'autophagie suite a un stress dans les
cellules de mammiferes. De plus, par des techniques de modification du génome, ils ont pu
mettre en évidence des fonctions opposées des GABARAP et LC3 sur Pactivité de ULK. Les
protéines GABARAP (GABARAPL1, GABARAPL2 et GABARAP) sont des régulateurs
positifs de ULK1. En effet les cellules déficientes pour les genes gabarap présentent une
suppression presque complete de la phosphorylation d’ATG14 et de BECNI, les effecteurs de
ULKI1. A contrario, la suppression des genes /43 (LC3A, LC3B, LC3C) montre une
augmentation robuste de la phosphorylation I’ATG14 et BECN1, suggérant une régulation
négative de lactivité de ULK1. La manié¢re dont l'interaction des ATG8 avec ULK régule le
complexe d’initiation n’est pas comprise. La déplétion des genes GABARAP réduit Iactivité
de ULK1 mais provoque une augmentation du nombre de structure pré-autophagosomales
positives pour WIPI par rapport au controle. La plupart de ces structures sont positives pour
ATGI16L1, suggérant que ce ne sont pas des autophagosomes matures. Les protéines
GABARAP semblent importantes pour la progression de ces structures en vésicules capables
de fusionner. Il est suggéré comme modele que les cellules sans les protéines GABARAP ont
une activité de ULK réduite et génerent des structures autophagiques précoces en faible
quantité, mais que ces structures s’accumulent car elles ne sont pas capables de fusionner et de
se dégrader (Grunwald ez a/, 2020). Ces hypothéses sont notamment cohérentes avec un article
publié en 2020 mentionnant un role plus tardif d’Atgl chez la levure, comme régulateur de la
fusion des autophagosomes avec la vacuole par les protéines SNARE (Barz et /., 2020).

* Chez le nématode C. elegans, unc-51 code pour une sérine/thréonine kinase : UNC-51 similaire
a la protéine Atgl de levure (Ogura et al, 1994), régulateur clé de la formation des
autophagosomes (Klionsky). Chez C. elegans, UNC-51 régule la croissance axonale et la taille
des animaux. De plus, le processus autophagique est défectueux en contexte mutant #ne-51,
les vésicules autophagiques sont ouvertes et anormales et sont présente presque exclusivement
dans les cellules hypodermiques latérales (Melendez ez 4/, 2003). Par ailleurs, de nombreuses
¢tudes sur des organismes, dont C. elgans, ont indiqué que TORCI inhibe I'autophagie (T6th
et al, 2007, Hansen e al, 2008, Meléndez and Levine, 2009).
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3.2 Elongation et fermeture

Les origines des membranes permettant la formation et la croissance des autophagosomes

posent des questions dont les réponses sont controversées depuis une cinquantaine d’année.

Les mécanismes de nucléation membranaitre a savoir,
si la membrane autophagique est formée de novo ou est
dérivée d’un organite, ne sont pas complétement
compris. Néanmoins ces composants membranaires
peuvent dériver du réticulum endoplasmique, de
I'appareil de Golgi (Abada and Elazar, 2014), des
endosomes, de la membrane plasmique, des
goutelettes lipidiques, ou des sites de contact entre
réticulum et mitochondrie (Schaaf ef al., 2016). Chez
lalevure, la carence en nitrogene provoque I'induction
de l'autophagie a partir d’une simple structure pré-

autophagosomale (PAS) proche de la vacuole (Suzuki
et al., 2001, 2014).

Christian de Duve et Robert Wattiau
s’interrogeaient des 1966 sur la provenance
des membranes autophagosomales et
proposaient une origine a partir de la

De

Aujourd’hui, il est

membrane plasmique Duve and

Wattiaux,  1960).
communément accepté que le RE est le
principal fournisseur des bicouches lipidiques
formatrices des autophagosomes, méme si
membranaires ont été

d’autres origines

retrouvées.

A contrario, les sites de formation des autophagosomes chez les mammiféres peuvent se

former simultanément au niveau de plusieurs sites enrichis. Ces sites se formentm généralement

au niveau du RE et plus particulicrement au niveau des sites de contact entre le RE et les

mitochondries (Itakura and Mizushima, 2010; Hamasaki ef /., 2013; Uemura ef al., 2014). Des

¢tudes de microscopie par tomographie suggerent une continuité entre le phagophore et le RE.

En effet, la croissance du phagophore pourrait ¢tre permise par apport continu et de manicre

presque illimitée, de lipides via un organite. De plus, le RE est connecté a des compartiments

membranaires, ce qui facilite les échanges de lipides, d’ions ou encore le transport des protéines

transmembranaires (Molino ez al., 2017; Wei ez al., 2018). Des domaines d’extrusions positifs

pour LC3 au niveau des mitochondries ont été observés par des techniques de microscopie a

fluorescence a super résolution (Hailey ez a/., 2010).
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~ Autophagosome

membrane d’isolation

Figure 32 - Mod¢le du transfert lipidique médié par Atg2 et Atg9 pour l'expansion du
phagophore.

Au cours de la formation de l'autophagosome, le complexe Atg2 — Atgl8 et Atg9 se localise au niveau
de la membrane d'isolation en contact avec le RE. Atg2 transfere les phospholipides du RE vers le feuillet
cytoplasmique de la membrane d'isolement, qui sont ensuite distribués au feuillet luminal par l'activité
scramblase d'Atg9, permettant I'expansion des membranes d'isolation. (Adaptée de Matoba and Noda,
2020).

97



3.2.1. Atg2 et Atg9 permettent le transfert des lipides

De maniere énigmatique, la protéine Atg9 est requise pour 'expansion du phagophore et le
recrutement de protéines autophagiques. Cette protéine transmembranaire est située sur des
petites vésicule proches du site de formation des autophagosomes, qui serviraient d’apports
membranaires pour la formation du phagophore (Mari and Reggiori, 2010; Yamamoto ez 4/,
2012). En condition de starvation, Atg9 est phosphorylée par Atgl, facilitant le recrutement de
protéines Atg telles que Atgl8 et Atg8 chez la levure (Papinski and Kraft, 2014). Une étude
récente a permis de mettre en évidence un role de transfert de lipides de cette protéine (dite de
« scramblage »), permettant le passage des lipides du feuillet externe vers le feuillet interne des
liposomes in vitro (Matoba et al, 2020). Une étude récente publiée dans Science suggere
également que les vésicules Atg9 établissant un contact membranaire pour initier le transfert
de lipides d’un compartiment donneur a un compartiment receveur. Les auteurs proposent que
la formation de novo des autophagosomes nécessite les vésicules Atg9, qui forment une
plateforme pour le recrutement d’autres protéines Atg, comme Atg2 (Sawa-Makarska ez al,
2020). Atg2 localise au niveau des sites de contact et peut transférer directement les
phospholipides du RE vers la membrane d’isolement, Figure 32. L.e mécanisme moléculaire
exact par lequel les phospholipides sont dirigés de manicre unidirectionnelle du RE vers la
membrane d’isolement par Atg2 n’est pas connu. La protéine ATG2 interagit avec GABARAP
et GABARAPLI via son domaine LIR et cette interaction est importante pour la formation du
phagophore (Behrends ez al., 2010; Bozic ez al., 2020).
"

* Chez C. elegans le gene epg-6 code une protéine ayant une activité PrdIns3P et interagit avec la
protéine Atg-2 (voir partie 3.2.1 pour le réle d’Atg2). EPG-6 et ATG-2 régule la progression
de l'omégasome a T'autophagosome. En effet, les mutants epg-6 et afg-2 présentent

Paccumulation de structure pré-autophagosomale (Lu ez a/., 2011).

3.2.2 Réles des protéines Atg8 pour les étapes d’élongation et fermeture

Des premicres expériences réalisées chez la levure ont mis en évidence que la formation des
autophagosomes est altérée en contexte de perte de fonction totale a#8 (Kirisako ez al., 1999).
De plus TI'inhibition partielle ’ATGS8 est a Porigine d’autophagosomes de petites tailles,

soulignant un réle dans I’élongation du phagophore (Xie, Nair and Klionsky, 2008).
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La conjugaison des protéines Atg8 est importante pour 'élongation du phagophore. Le systeme
moléculaire de lipidation est détaillée PARTIE 1. Une étude a montré quun mutant
AtgdBC74A ou Atg-5 dans des cellules de mammifere en culture provoque I'inhibition de la
lipidation des protéines de la famille Atg8 aux autophagosomes et engendre une accumulation
de structures pré-autophagosomales. Par ailleurs, il est mentionné dans les données
supplémentaires que le recrutement des protéines ULK au niveau de ces structures pré-
autophagosomales n’est pas altéré dans ces mutants. L’ensemble de ces résultats suggere un
blocage des étapes d’élongation et de fermeture des autophagosomes (Fujita ez al., 2008, p. 3).
Une autre étude a démontré 'importance du systeme de conjugaison des Atg8 a la membrane
des autophagosomes en utilisant des souris déficientes pour Atg3 (enzyme E2 du systeme de
conjugaison). Les analyses de microscopie électronique ont révélé la présence de structures
autophagosomales plus petites et non fermées suggérant une importance du systeme de

conjugaison dans ces étapes (Sou ez al., 2008).

Ce role des Atg8 dans I’élongation et la fermeture des autophagosomes pourrait ¢tre expliqué
par le groupe d’Oshumi en 2007. En utilisant un systeme z vitro, 'équipe montre qu’Atg8
médie le rapprochement et la fusion de monocouches proximales (hémifusion) via la partie
helicale N-terminale (Nakatogawa, Ichimura and Ohsumi, 2007). Ces résultats sont confirmés
chez les mammiferes par I'équipe d’Elazar qui a déterminer que les 10 acides aminés de
Pextrémité N-terminale de LC3 et GATE-16 sont suffisants pour favoriser la fusion et le
rapprochement des membranes (Weidberg ez 2/, 2010). L’ensemble de ces résultats suggere que

la partie N-terminale des Atg8 est essentielle a I’élongation du phagophore.

Dans les cellules eucaryotes, des fonctions différentes sont attribuées a la sous famille LC3 et
GABARAP dans la biogénese des autophagosomes. Une équipe australienne a ainsi utilisé
I'ingénierie CRISPR-Cas9 pour générer des cellules eucaryotes déléteres, soit pour la sous
famille LC3 (LC3 TKO), soit pour la famille GABARAP (GABARAP TKO), soit pour les
deux (hexa KO). De manic¢re surprenante les cellules déficientes pour tous les Atg8
n’empéchent pas la formation des autophagosomes. Ces vésicules autophagiques sont
néanmoins plus petites, suggérant un probleme dans I’élongation. Ils ont également analysé le
flux autophagique par observation de la dégradation de p62. Les cellules LC3 TKO dégradent
p62 de la méme maniere que les cellules sauvages alors que les cellules GABARAP TKO
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présentent un défaut de dégradation et les hexa KO un arrét complet du flux autophagique.
Par ailleurs les mémes résultats ont été retrouvés au cours de la mitophagie (induite par
oligomycine et antimycine A). Ces données mettent en évidence un role important des
GABARAP dans la dégradation des mitochondries dépendantes de PINK/PARKIN,
contrairement a la famille LC3. (Nguyen ¢f a/., 2016). Par ailleurs les LC3/GABARAP ne sont
pas indispensables a la biogénése des autophagosomes, a la reconnaissance de cargo (dans ce
contexte mitochondries) et a la fermeture des autophagosomes, mais sont essentielles a la
fusion entre les autophagosomes et les lysosomes (Nguyen, Padman and Lazarou, 2016). Ces
données suggerent un changement de la vision canonique des fonctions des protéines Atg8

dans la formation des autophagosomes.

3.2.3 La délipidation des membres Atg8

Plusieurs études mettent en avant 'importance de la délipidation des protéines Atg8 dans les
¢tapes de biogénese des autophagosomes. Atg4 est une protéase importante a la fois pour le
clivage du précurseur Atg8 et également pour le décrochage d’Atg8 des membranes. Chez la
levure, équipe du professeur Ohsumi a pu montrer en réexprimant une forme Atg8(G116)
(G116 en partie C-terminale exposée) dans un mutant null a4 que la formation des
autophagosomes est significativement retardée dans ces cellules déficiente pour la délipidation
d’Atg8. Ils ont pu mettre en évidence que Atg8-PE s’accumule sur les membranes d’organites
variés comme les endosomes et le reticulum endoplasmique. Il est suggéré que cette
accumulation aux membranes autres qu'autophagosomales diminue sa localisation au niveau
du PAS et que la délipidation par Atg4 favorise la formation d’autophagosomes (Nakatogawa,
Ishii, e# al, 2012). Par ailleurs, une étude récente a montré chez Saccharomyces Cerevisae que la
délipidation d’Atg8 de la PE est importante pour ’expansion de la membrane autophagosomale
(Hirata, Ohya and Suzuki, 2017). De manicre intéressante une étude publiée en 2017 a pu
mettre en avant un role d’Atgl dans la phosphorylation de la sérine 307 d’Atg4, permettant
d’inhiber les fonctions d’Atg4 au niveau des sites de formation, suggérant que Atgl controle
la délipidation d’Atg8-PE en phosphorylant Atg4, (Sanchez-Wandelmer ez al,, 2017). Chez les
mammiferes, la surexpression d’AtgdB empéche la formation de LC3-PE car cela provoque
une délipidation plus rapide que la réaction de conjugaison, provoquant un retard de fermeture
des membranes visualisables et quantifiables en microscopie électronique par des membranes

non fermées (Fujita ez al., 2008).
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Figure 33 - Vesicules qui fusionnent avec les compartiments lytiques
A- Tllustration du processus de macro-autophagie. I.’autophagosome (AP) fusionne avec la membrane
de la vacuole (V). (Baba, Osumi and Ohsumi, 1995)

B- Images de microscopie électronique de fibroblastes embryonnaires de souris en carence

nutritionnelle. Les fleches indiquent les autophagosomes et les doubles fleches indiquent les
autolysosomes/amphisomes. Les pointes de fleche indiquent des fragments de réticulum endoplasmique
a l'intérieur de l'autophagosome. (Provient de Chieko Kishi.)

Autophagosome tardif

LC3

Lysosome

Péri nucléaire

Microtubules

Figure 34 - Transport bidirectionnel des autophagosomes sur les microtubules

Rab7 relie les autophagosomes a la kinésine par le biais de FYCOT1 et facilite le transport des
autophagosomes sur les microtubules vers la périphérie cellulaire. Rab7 intervient également dans le
transport dirigé vers l'extrémité négative vers la région périnucléaire par interaction avec ses
effecteurs, ORP1L et RILP, qui se lie a la dynéine (Adaptée de Kuchitsu and Fukuda, 2018).
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L’ensemble de ces résultats suggere que la délipidation des Atg8 aux membranes est une étape
importante permettant la biogénése efficace des autophagosomes.
Chez C. elegans 1l existe deux protéines homologues des 4 protéines chez ’homme, ATG-4.1 et
JATG-4.2 ayant des fonctions redondantes et spécifiques. Par ailleurs, I’efficacité catalytique de
ATG4-1 sur LGG-1 est plus forte que ATG4-2 (F. Wu et al, 2012). ATG4.2 est requis
majoritairement pour les étapes de délipidation, étape essentielle pour la formation des

autolysosomes et la dégradation des protéines synaptiques (Hill ez a/, 2019).

3.3 Fusion entre les autophagosomes et les lysosomes

Si un grand nombre de protéines Atg sont impliquées dans des étapes de biogénese des
autophagosomes, peu de données mettent en évidence un role spécifique de ces protéines dans
des étapes de fusion. Les protéines LC3/GABARARP participent a cet événement de résolution
des autophagosomes a des niveaux différents.

Apres leur formation, les autophagosomes peuvent fusionner directement avec les lysosomes
(mammifere), Figure 33, ou la vacuole (levure), formant les autolysosomes, mais ils peuvent
également fusionner avec des vésicules endosomales générant des amphisomes (Tooze ¢f al.,
1990; Mullock 7 al., 1998; Fader and Colombo, 2009).

La fusion des amphisomes ou des autophagosomes avec un compartiment lysosomal provoque
la dégradation des cargos cytoplasmiques par des hydrolases. La dynamique temporelle de
fusion est importante, seuls les autophagosomes fermés peuvent fusionner avec les lysosomes.
Plusieurs familles de protéines sont importantes pour cette étape : Les GTPase Rab, le
complexe HOPS (homotipic fusion and protein sorting) impliqué dans le recrutement des

SNARE.

3.3.1 Les GTPase Rab

Les protéines Rab sont des GTPases régulées par leur liaison au GTP (actif) ou au GFP
(inactif). Une dizaine d’entre elles sont impliquées au cours du processus autophagique, a
différentes étapes. J’ai choisi de me focaliser sur Rab7 qui a un réle prédominant dans
'autophagie. Rab 7 est d’abord connue pour son rdle au cours du processus de maturation

endosomale.
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Figure 35 — Acteurs de la fusion entre autophagosomes et lysosomes

Les SNARE, les protéines Rab et les protéines dites d’attaches agissent de concert pour médier la fusion
autophagosome-lysosome. La fusion des autophagosomes avec les lysosomes nécessite les actions
concertées des protéines SNARE, des GTPases Rab et des facteurs d'attache. Deux complexes SNARE,
le complexe autophagosomal STX17 -SNAP29 -VAMP7 / 8 et le complexe lysosomal STX7 -SNAP29
fonctionnent en paralléle les uns avec les autres pour assurer la médiation de la fusion autophagosome
et lysosome. Les protéines d'attaches telles que EPG5, HOPS et PLEKHM]1, se lient simultanément aux
ATGS8 sur les autophagosomes et a Rab7 sur les lysosomes pour attacher les autophagosomes le
lysosome. Il a également été démontré que le HOPS cible les autophagosomes pour favoriser la
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maturation de l'autophagosome. (Adaptée de Zhao and Zhang, 2019).
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Les GTPases Rab7 a la surface des endosomes tardifs, permettent la fusion des endosomes
avec les lysosomes (Jager ez al., 2004). Cette fonction est similaire au cours de la maturation

des autophagosomes (Hyttinen e# @/, 2013). En contexte d’induction de l'autophagie, une

augmentation de lintensité du signal Rab7 est observée
par  immunoelectrodetection  au  niveau  des
autophagosomes tardifs par rapport aux
autophagosomes naissants. La perte de fonction partielle

de Rab7 provoque DPaccumulation de vésicules

Des fonctions de Rab7 dans la biogénése
des autophagosomes a également été mise
en évidence et promeut I’élongation des
membranes dans un processus de
mitophagie (Yamano ez al, 2014). Ces
résultats suggerent que 'activité de Rab7
est finement régulée et possiblement

autophagiques tardives non fusionnées. (Gutierrez, dépendante du type de cargos ciblé.
2004). Rab7 est recrutée au niveau des autophagosomes

directement du cytoplasme (et non de vésicules Rab7 positives) (Gutierrez, 2004), permettant
la formation d’autophagolysosomes (Ganley ez a/., 2011). De plus, la GTPase Rab7 interagit
avec la protéine effectrice FYCO1 (FYVE and coiled-coil domain containing protein 1),
importante pour réguler le transport des autophagosomes aux lysosomes. LC3 facilite le
transport des autophagosomes sur les microtubules via une interaction avec FYCO1 (de
maniere LIR dépendante) et avec le moteur moléculaire kinésine (Pankiv e al, 2010),
Figure 34. Rab7 est également associée avec la protéine ORP1L, un senseur du cholesterol et
avec la dynéine, pour faciliter le transport des autophagosomes, autolysosomes et lysosomes
(Jordens ez al., 2001; Wijdeven ez al., 2016). Rab7 est capable, en outre de recruter un certain
nombre de protéines clés nécessaires a la fusion entre les autophagosomes et les lysosomes

comme epg-5 ; PLEKHMI1 et les complexes de fusion tels que le complexe HOPS permettant

de créer un lien physique entre les membranes, (Yamano ez al, 2014), Figure 35.
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3.3.2 Les facteurs d’attachements

Les facteurs de connexions pourraient étre divisés en deux groupes principaux, les protéines
dimeres qui sont principalement impliquées dans la voie sécrétoire et les complexes multimeres
majoritairement impliqués dans la voie lytique.

La protéine PLEKHM!1 (plecksin homology domain-containing family M member 1) agit tel
un pont entre autophagosome et lysosomes et est capable d’intéragir avec tous les membres
LC3/GABARAP (Velikkakath ¢z a/., 2012; McEwan ez al., 2015). Par ailleurs une étude récente
a mis en évidence que les protéines de la famille GABARAP permettent le recrutement de
PLEKHMI1, permettant de réguler la fusion entre les lysosomes et les autophagosomes alors
que les protéines de la famille LLC3 ont un role moins prédominant (Nguyen e7 a/., 2016). Une
autre protéine EPG5 est importante pour la fusion et interagit notamment avec les SNARES
et GABARAP. La déplétion I’EPG5 provoque la diminution de la spécificité de fusion et
Paccumulation d’autophagosomes non fusionnés (Wang e al, 2016). Le complexe
multimérique de fusion HOPS agit tel un GEF (Guanosine exchange factor) pour faciliter
activation de Rab7 (passage d’un état inactif : GDP guanosine di-phosphate a I’état actif : GTP
guanosine tri-phosphate) et permet la fusion et le rapprochement («tethering») des
membranes. Ce complexe est constitué d'un certain nombre de sous-unités Vpsll, Vpslo,
Vps39, Vps4l. HOPS interagit avec les SNARES, permettant, via des interactions de type
« coiled-coil » de faciliter la fusion des membranes. De plus, HOPS interagit avec les protéines

SNARE (Balderhaar and Ungermann, 2013).

L’incroyable ULK,

Cette kinase est connue pour son

role dans linduction de

lautophagie. ~ Néanmoins une
¢tude récente a pu montrer un role
d’Atgl chez la levure dans les
étapes de fusion. Sur
l'autophagosomes, la R-SNARE

Ykt6 est phosphorylée par Atgl

provoquant un blocage
d’interaction avec les Q-SNARES
vacuolaires Vam3 et Vitil,
empéechant ainsi  la  fusion

prématurée entre 'autophagosome
et la vacuole.

3.4 Les SNARES

Les protéines SNARES sont localisées respectivement sur des

vésicules différentes (v- et t-SNARE) et interagissent
progressivement pour former des quadruples hélices (trans-
SNARE) permettant le rapprochement et la fusion des
membranes. La syntaxine 17 (Stx17) est recrutée au niveau des
autophagosomes et interagit avec d’autre SNARE telle que
SNAP-29 (synaptosomal-Associated Protein 29kDa) et VAMPS
(vesicle-associated membrane protein 8) permettant la formation
des autolysosomes (Li ¢f a/., 2020). Une étude récente a pu mettre

en évidence que Stx17 n’est pas le seul SNARE interagissant avec
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les ATGS8. Dans les cellules de mammiféres, des chercheurs ont identifié les régions
d'interaction LIR dans plusieurs SNARE permettant d’élargir le paysage des interactions des
Atg8-SNARE. (Gu et al., 2019)

Par ailleurs, des études ont pu mettre en évidence que les SNAREs interviendraient également
dans des étapes de formation d’autophagosomes (Moreau ez a/., 2011; Nair and Klionsky, 2011).
Une étude récente a montré que la déplétion de Stx16 provoque des défauts dans la biogenese
des lysosomes, tandis qu'un double knockout Stx16 et Stx17 provoque le blocage complet du
flux autophagique au cours, de la mitophagie, la pexophagie, la xénophagie et de la ribophagie.
Des analyses mécanistiques ont révélé que les protéines Atg8 et Stx16 controlent la fonction
de plateformes pour mTOR actif. Ces résultats révelent une large interaction directe des mAtg8
avec SNARE et étendent les roles des mAtg8 a la biogenéese des lysosomes. (Gu ef al., 2019;
Kumar ez al., 2020)

(&% elegans LGG-2, et non LGG-1, interagit directement avec la sous unité VPS-39 du
complexe HOPS et controle la fusion entre les autophagosomes et les lysosomes. Des
expériences d'immunofluorescence ont mis en évidence qu’un mutant perte de fonction pour
lgg-2 provoque un retard de dégradation des autophagosomes essentiels a I’élimination des
mitochondries paternelles. La perte de fonction de /gg-7 , quant a elle, bloque la formation des
autophagosomes. Ces résultats suggerent un role séquentiel de ces protéines au cours du
processus d’autophagie (Manil-Ségalen ez al., 2014).

Par ailleurs, chez C. elegans les protéines ectopiques P granules (EPGb5) ont été identifiées
comme effecteurs de Rab7 et importantes pour la fusion entre les autophagosomes et les
endosomes et lysosomes. (Tian ez al., 2010; Wang ez al., 2016). EPG-5 est recrutée au niveau
des endosomes tatdifs et des lysosomes via interaction avec Rab7 et VAMP7/VAMPS. EPG-

5 interagit physiquement avec LGG-1 via son domaine LIR.

3.5 Les phosphoinositides

Les phosphoinositides (PI) sont un dérivé phosphorylé de phosphatidylinositols. Ces
phospholipides sont importants pour le trafic membranaire intracellulaire. Le réle du PI3P est
bien caractérisé pour la formation des autophagosomes. Des études récentes révelent un role

des PI au niveau de la fusion avec les lysosomes. La génération de PI4P (phosphatidylinositol
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(4)-phosphate) est cruciale pour la fusion autophagosome-lysosome chez les mammiferes. En

contexte de starvation, PI4Palpha se disperse dans le cytoplasme et se localise au niveau des
autophagosomes (Hanzhi Wang ez /., 2015). PI4K de type 2 interagit avec GABARAP et
GABARAPL2 mais pas avec LC3. La perte de fonction de GABARAP bloque la translocation

de PI4K II aux autophagosomes et est a l'origine de larges autophagosomes incapables de

fusionner avec un compartiment lysosomal (Hanzhi Wang e a/, 2015).

3.6 Régulations

3.6.1 Régulation transcriptionnelle de Pexpression des Atg8

Certaines études ont révélé que l'activité autophagique peut étre modulée par des mécanismes

transcriptionnels (Schaaf ez @/, 2016). Un grand
nombre de facteurs de transcription sont capables
de moduler l'expression des protéines de type
Atg8. Cette diversité peut étre interprétée comme
étant une nécessité de pouvoir rapidement
engager ou réprimer expression de ces protéines
en fonction des stress subis par la cellule. D’un
autre coOté, cette multiplicité des facteurs pourrait
permettre d’expliquer la nécessité de spécificités
en aval telles que la reconnaissance spécifique de
cargo.

La régulation des Atg8 par ces facteurs de
transcription est généralement positive. Une
famille de facteur de transcription (GATA)
permettant la  transcription au cours du
développement et de la différenciation cellulaire
module 'expression des protéines GABARAP et
LC3. Au cours de Iérythropoiese une protéine :
FOXO3 effet

augmente transcriptionnel

En contexte pathologique, il a ét¢ montré que
des modifications
moduler  lexpression  des  protéines
GABARAPL1, GABARAP et .LC3B dans des

cellules cancéreuses.

épigénétiques peuvent

En effet, une diminution de I'expression de
GABARAPLI est associée a la fois a la
méthylation de son promoteur
désacétylation de Tlhistone H3,
épigénétique  de

et a la
(marque
condensation de la
chromatine). Par ailleurs le recrutement de
CREB-1 sur le promoteur GABARAPLI est
nécessaire pour l'expression de GABARAPL1
(Hervouet et al., 2015)

Hella 1la
methyltransferase G9a réprime directement
les genes /43 Gabarapll et Gabarapl? et que
linhibition de la répression épigénétique

De plus, dans les cellules

médiée par G9a représente un mécanisme de
régulation important au cours de l'autophagie.
(Artal-Martinez de Narvajas 7 al., 2013)

GATA1 sur GABARAP LC3 (Mammucati ez al., 2007; Kang ez al., 2012).

Le facteur ATF-4 est important pour la voie UPR (unfolding protein reponse) et controle

notamment la transcription positive de LC3B et I'expression de LC3A, GABARAPLI et
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GABARAPL2 dans les cellules musculaires et cancéreuses. De plus un autre membre de la voie
UPR CHOP cible de ATF4, qui a été retrouvé a la suite d’un arrét de croissance ou des
dommages d’ADN, controle également expression de GABARAP (B’chir ¢ al., 2013; Huan
Wang ez al., 2015).

L’équipe de Ioannis P. Nezis et al a mis en évidence dans une étude récente une régulation
transcriptionnelle de I'expression des genes autophagiques par Atg8a, via son interacteur
Sequoia, YL-1 et Sir2 chez Drosophila melanogaster (B’chir et al., 2013; Wang et al., 2015). En
effet, la mutation du motif LIR de Sequoia provoque I'accumulation du nombre
d’autophagosomes et d’autolysosomes, suggérant une activité répressive de Sequoia sur
'autophagie dépendante de son motif LIR. Ce facteur de transcription est capable d’interagir
avec Atg8a dans le noyau et controle 'activation transcriptionnelle des génes de 'autophagie.
L’acétylation d’Atg8a par YL-1 au niveau de sa lysine58 controle la localisation de cette protéine

au niveau du noyau.

3.6.2 Modification post-traductionnelles

e Ubiquitination
Certaines études ont montré que LC3/GABARAP peuvent étre assujetties a 'ubiquitination.
La monoubiquitination de LC3, en vue de sa dégradation protéasomale, (et non de
GABARAP), régule négativement l'autophagie en condition de stress. Cette modification
pourrait permettre de protéger les cellules d’une autophagie excessive (rapporté dans Wesch,
Kirkin and Rogov, 2020). La mono- et polyubiquitination pilotée de GABARAP (pas LC3) sur
K13 et K23 dans le sous-domaine a-hélicoidal N-terminal se produit a travers les chaines K48

et cible les GABARAP pour la dégradation protéasomale, (Joachim ez al., 2017).

e Phosphorylation
La phosphorylation de LC3B est retrouvée essentielle a la fusion entre les autophagosomes et
les lysosomes. Cette phosphorylation est faite au niveau de la thréonine 50 par les kinases
SK3/SK4. L’absence de phosphorylation provoque un blocage du flux autophagique et une
absence de fusion entre les autophagosomes et lysosomes (Joachim ez a/, 2017). La
phosphorylation peut avoir un effet d’inhibition de 'autophagie, la kinase pKA phosphoryle
LC3B sur la sérine 12 qui provoque la restriction de la conjugaison de LC3B. Au cours d’une

carence nutritionnelle, 'activité de la protéine pKA est diminuée provoquant une activation de
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Figure 36 — Modé¢le de translocation de LC3 du noyau vers le cytoplasme par dé-acétylation

En contexte de starvation la désacétylation de LC3 sur la lysine 49 et 51 par Sirtl permet a LC3 d'interagir
avec la protéine nucléaire DOR et de retourner dans le cytoplasme avec DOR, ou elle est capable de se
lier a Atg7 et d'autres facteurs d'autophagie. L’association de LC3 désacétylée avec des facteurs
autophagiques provoque la redistribution de la LC3 du noyau vers le cytoplasme. Ainsi, un cycle
d'acétylation-désacétylation garantit que la LC3 se redistribue efficacement sous une forme activée, du
noyau vers le cytoplasme, ou elle joue un role central dans 'autophagie pour permettre a la cellule de faire
face au stress nutritionnel. (Huang ef al, 2015 ).
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LC3B. Ainsi, le role de la kinase est donc de garder une quantité de LC3B phosphorylé et non
conjugué (Cherra et al., 2010). Il n’est pas connu si les autres membres des familles GABARAP

et LC3 sont phosphorylés a la méme position.

e Acétylation

L’acétylation des protéines Atg permet de moduler P'activité autophagique. Une acétylation
accrue des protéines Atg causées par I'absence de la déacétylase Sirtl ou I'augmentation de
Pexpression de l'acétyltransférase p300 (E1A binding protein 300/p300) permet d’inhiber
Pautophagie, (Lee ez al., 2008; Lee and Finkel, 2009). En effet, la déacétylation de LC3 dans les
cellules HelLla en culture promeut 'autophagie alors que lacétylation par p300 bloque le
processus, visualisable notamment par la dégradation du récepteur autophagique p62. Par
ailleurs, P300 permet l'acétylation d’autres protéines autophagiques telles que Atg5, Atg7 et
Atg12. De plus P300 colocalise avec Atg7 de manicre dépendante de la présence de nutriment,
(Lee and Finkel, 2009). II a été montré également que la déacétylase Sirtl représente un autre
aspect de la régulation de 'autophagie. Sirtl peut former un complexe moléculaire avec Atg5,
Atg7 et Atg9 in vitro. L’absence de Sirtl dans le tissu du myocarde de souris provoque
inhibition de I'autophagie zz vivo, (Lee et al., 2008).

Des études récentes ont montré une acétylation des protéines LC3. En effet, un trafic de LC3B
entre le noyau et le cytoplasme est régulé par I'acétylation des lysines 49 et 51 qui bloque entrée
de LC3B dans le cytoplasme pour interagir avec les enzymes de conjugaison (Huang e 4/,
2015). LC3 est acétylée dans le noyau et sa déacetylation par la déacétylase Sirtl sur les lysines
49 et 51 permet une interaction entre LLC3 et la protéine nucléaire DOR puis est transféré du
noyau vers le cytoplasme, Figure 36. Cette fonction de trafic de LC3 du noyau vers le

cytoplasme ouvrent un nouveau champ d’investigation des roles nucléaires des Atg8.
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Figure 37 - C. elegans est un mod¢le d’étude de Pautophagie

A-B- Cycle de vie de C. eegans, 'embryogénese est suivie d’'un développement larvaire jusqu’au stade adulte.
L’autophagie est retrouvée a plusieurs stades du développement. Dans des conditions de carence, les

animaux rentrent dans un stade de dormance appelé le stade dauer. C- Tapis bactérien sur lesquels les
animaux se développent.
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PARTIE 3 C. elegans un modé¢le d’étude de I’autophagie

Par son lignage cellulaire parfaitement décrit, le séquencage complet de son génome et son
cycle de vie court et invariant, le nématode Caenorbabditis elegans est un animal modele tres
puissant pour étudier l'autophagie en contexte physiopathologique au cours du développement
et du vieillissement. Sa petite taille et sa transparence, permet la visualisation par microscopie
de ses structures anatomiques et subcellulaires. Son cycle de développement se compose d’'un
stade embryonnaire suivi de 4 stades larvaires séparés par des mues, avant le passage a 'age

adulte en 3.5 jours a 20°C, Figure 37.

Ce ver existe principalement a I’état hermaphrodite et s’autoféconde générant environ 300
individus. Une non-disjonction en méiose 1 provoque I'apparition de males, permettant des
approches génétiques. (Chen, Scarcelli and Legouis, 2017). Par ailleurs, des techniques de
mutagéneses aléatoires, de transgénese (biolistique), de mutagénese ciblée (CRISPR-Cas9) et
d’ARN interférant permettent ’étude des genes et des voies de signalisation. I.’autophagie est
retrouvée tout au long du développement du ver, des la fécondation pour la dégradation des
composants paternels, la différentiation germinale, 'organogénése, la résistance a la carence

alimentaire et le vieillissement.
La revue suivante décrit les processus d’autophagie et plus particulicrement de mitophagie chez

C. elegans, dans des conditions développementales, au cours de la longévité, et en réponse a

différents stress.
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Mitochondria is a key cellular organelle, which is tightly supervised by multiple oversight cellular mechanisms
regulating mitochondrial biogenesis and mitochondria maintenance and/or elimination. Selective autophagy of
mitochondria, id est mitophagy, is one of the cellular mechanisms controlling mitochondria homeostasis. The
nematode Caenorhabditis elegans has recently emerged as a powerful model organism to study the roles and
functions of mitophagy. We present here the current knowledge on cellular and molecular mechanisms un-
derlying the selective elimination of mitochondria by autophagy in C. elegans in the context of developmental

e processes, aging and adaptive responses to various stresses.

heteroplasmy

1. Mitochondria homeostasis is regulated through multiple
supervision systems

1.1. Mitochondrial functions

Mitochondria are double-membrane organelles originating from an
endosymbiotic event whereby an alpha protobacteria has been do-
mesticated by eukaryotic cell (Sagan, 1993). This organelle possesses its
own genome (mtDNA) (Nass and Nass, 1963) and integrates multiple
catabolic pathways through oxidative phosphorylation to produce
adenosine triphosphate (ATP) (Hall et al., 2012). This organelle shelters
essential metabolic pathways such as the Krebs cycle and fatty acid B-
oxidation, as well as the biosynthesis of heme and lipids and part of the
urea cycle. Mitochondria is the major site for reactive oxygen species
(ROS) production, which could act either as signaling molecule when
produced at low doses or be detrimental for the cells when produced at
higher dose (Shadel and Horvath, 2015). Mitochondria are involved in
the early step of the signaling pathway of apoptosis and participate to
cell calcium homeostasis. Mitochondria are dynamic organelles that
consistently undergo fission and fusion events and move over the cell
cytoskeleton tracks (Summerhayes et al., 1983). Such a dynamic is es-
sential for the quantitative and qualitative adaptation of mitochondria
to the cell physiology variations, its participation to calcium regulation
and the spatial segregation of mtDNA and matrix components. This
dynamic allows the specific localization of mitochondria to subcellular
places where energy is required (Sun et al., 2013), and eventually

* Corresponding authors.

modulate the way mitochondria establish contact sites with other or-
ganelles. Large mechanochemical GTPases from the Dynamin family
are responsible for the fluidity of the mitochondria network reticulum
by controlling fusion and fission of mitochondria (Praefcke and
McMahon, 2004; van der Bliek et al., 2013). Because mitochondria are
essential to the cell, its dysfunction could jeopardize cell homeostasis
and trigger apoptosis, inflammation or senescence (Bock and Tait,
2019). Indeed, numerous human diseases are associated with mi-
tochondria dysfunction (Alston et al., 2017).

1.2. Mitochondrial maintenance

Mitochondrial homeostasis is the result of a constant equilibrium
between biogenesis, reparation and degradation processes.

On the one hand, a series of mechanisms allow the building of new
mitochondrion, increasing the mitochondrial mass. These processes
include the replication of mtDNA, the expression of mitochondrial
genes, the import of nuclear-encoded proteins and lipids, and mi-
tochondrial dynamic, which encompasses transport, fusion and fission.
Overall, these mechanisms constitute the mitochondrial biogenesis,
which requires a tight crosstalk between two different genomes that is
called the nucleo-mitochondrial interaction (Grivell, 1995; Melber and
Haynes, 2018).

On the other hand, there is a set of mechanisms involved in main-
tenance, reparation and eventually the removal of dysfunctional and
damaged mitochondria. A first level of action is the regulation of
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protein degradation via mitochondrial proteases and the ubiquitin- and
proteasome-dependent OMMAD (outer mitochondrial membrane asso-
ciated degradation) (Xu et al.,, 2016). A second mechanism is the mi-
tochondrial unfolded protein response (UPR™Y), an evolutionary con-
served adaptive transcriptional stress response, which promotes normal
mitochondrial function recovery. UPR™ modifies nuclear genes tran-
scription to foster protein folding and to prevent aggregate formation,
to induce proteases and to limit ROS accumulation. Noticeably, UPR™
can also promotes mitochondrial biogenesis by stimulating the mtDNA
replication and the mitochondrial import of lipids and proteins (Naresh
and Haynes, 2019). An additional maintenance mechanism relies on the
formation of mitochondrial-derived vesicles that allows the selective
elimination of mitochondrial damaged proteins and lipids in response
to an oxidative stress (Sugiura et al., 2014). It depends on the formation
of buds, containing the jeopardized mitochondrial material, which are
addressed to late endosomes for further degradation within the lyso-
somes (Soubannier et al., 2012). Finally, the massive elimination of
dysfunctional mitochondria could occur through jettisoned exosphere
containing mitochondria (Melentijevic et al, 2017), endosomal mi-
croautophagy (Hammerling, 2016) or mitochondrial-selective autop-
hagy. Overall, these multiple mechanisms involved in quality control of
mitochondria are modulated by intrinsic and environmental contexts.

This review focusses on the functions and the molecular mechan-
isms of selective degradation of mitochondria by autophagy, id est mi-
tophagy, in the model organism Caenorhabditis elegans.

1.3. Overview of the autophagy mechanisms

Autophagy allows the addressing of intracellular components to
lysosome for degradation and recycling. It was first termed by de Duve
(De Duve, 1963) to describe the cell degradation process taking place in
the double-membrane organelle containing parts of cytosol and pieces
of organelle structures. Indeed, three different types of autophagy co-
exist within the cell depending on the mechanisms of delivery of cy-
toplasmic components to the lysosome: microautophagy, chaperone-
mediated autophagy and macroautophagy (Boya et al., 2013). Micro-
autophagy (MI) is defined as the engulfment of cytosolic cargoes di-
rectly via invagination of the lysosomal/vacuolar membrane. It can
degrade soluble proteins or even bigger cargoes such as portion of the
nucleus, lipid droplets, mitochondria and endosomes (Kissova et al.,
2007; Tuttle et al., 1993; Tuttle and Dunn, 1995; Veenhuis et al., 1983;
Yokota et al., 1993). MI depends on the activity of the Endosomal
Sorting Complexes Required for Transport (ESCRT) machinery (Oku
et al, 2017). Interestingly, a microautophagy related mechanism,
named endosomal microautophagy (eMI), shares with MI many features
but involves endosome (Mukherjee et al., 2016; Sahu et al, 2011;
Uytterhoeven et al., 2015). For example, in mouse embryonic fibro-
blasts, organelle such as mitochondria could be guided to the Rab5
positive early endosome and are engulfed in a ESCRT-0, -I and -II-de-
pendent mechanism (Hammerling et al., 2017).

Chaperon-mediated autophagy (CMA) is another type of autophagy
that directly imports substrates to lysosome for degradation (Majeski
and Dice, 2004; Massey et al., 2004). In a similar way to eMI, CMA
degrades protein, which interact with HSPAS8 through a KFERQ muotif,
and nearly 30% of cytosolic components could be degraded via CMA
(Dice, 1990). Neither microautophagy nor CMA has been yet scruti-
nized in C. elegans, but while the former is evolutionary well conserved
the latter is presumably not conserved in C. elegans, which is devoid of
LAMP2A (Eskelinen et al., 2005; Kaushik and Cuervo, 2018).

Macroautophagy (hereafter referred to as autophagy) is present in
all eukaryotes and characterized by the formation of a double-mem-
brane vesicle, the autophagosome, which is dedicated to cytoplasmic
materials sequestration and delivery to the endo-lysosomal system.
Initially, autophagy has been studied in starvation condition and was
considered a non-selective degradation process, during which autop-
hagosomes engulfed indistinctly bulk part of the cytoplasm (Fig. 1).

Mechanisms of Ageing and Development 189 (2020) 111266

However, a growing number of experimental results demonstrated that
selective autophagy could target specific cargoes using a series of
dedicated receptors. Autophagy receptors can specifically recognize the
cargoes to be degraded and bridge them to autophagosomes by inter-
acting with Atg8/LC3 (Komatsu and Ichimura, 2010). Based on the
engulfed cargo, selective autophagy was further classified into mito-
phagy (mitochondria), pexophagy (peroxisome), nucleophagy (nu-
cleus), ER-phagy (ER), lipophagy (lipid droplets), aggrephagy (protein
aggregates), xenophagy (pathogens) and so forth (Galluzzi et al., 2017).

Molecular machinery is well conserved between eukaryotes and Atg
genes have been initially characterized in yeast (Tsukada and Ohsumi,
1993). However, Atg genes have been duplicated during evolution re-
sulting in a more complex situation in mammals.

In the last 15 years, C. elegans has emerged as a powerful model to
study autophagy (Chen et al., 2017) and genetic screens identified new
autophagy genes some of which are absent in yeast (Tian et al., 2010).

2. Mitophagy is a selective degradative process that contributes to
mitochondria quality control

2.1. Generalities

Mitophagy is the process that selectively engulfs pieces or whole
mitochondrion into autophagosomes, to form mitoautophagosome that
subsequently fused with lysosomes for degradation. The term mito-
phagy was first coined by Lemaster (Lemasters, 2005) based on the
work performed in yeast by Camougrand and colleagues (Kissové et al.,
2004). Since this initial molecular description of mitophagy in yeast,
multiple in vivo evidences for the physiological importance of mito-
phagy have been put forward in other organisms. While in yeast, mi-
tophagy is mediated by the receptor Atg32, C. elegans and mammals
present several receptors and signalling pathways regulating mitophagy
(Tablel). Mitophagy is involved in multiple physiological processes,
including programmed red blood cells maturation, apoptotic cell death,
stress-responses (hypoxia, heat shock, etc...), and neurodegenerative
diseases that challenge mitochondria functioning. The discovery of
mitophagy and the detailed description of its various molecular me-
chanisms and underlying functions have been recently reviewed
(Montava-Garriga and Ganley, 2019; Palikaras et al., 2018; Pickles
et al.,, 2018). Therefore, we briefly state a general overview of the
principles that lead to selective elimination of mitochondria via au-
tophagy.

Mitophagy events covers three main categories: the basal, the stress-
induced and the developmentally programmed mitophagy. The mito-
phagy flux can be divided into two major steps, the tagging of mi-
tochondria to be eliminated and the subsequent formation of the mi-
toautophagosome. Usually, mitophagy is triggered by modifications of
the cell environment or stress conditions or developmental signalling
that lead to mitochondria activity/parameters alteration and specific
mitochondria tagging. It means that environmental or cellular stresses
or other mitophagy stimuli are translated into a specific molecular
modification of the outer mitochondrial membrane that primes mi-
tochondria for degradation. Thereafter, primed mitochondria recruits
the autophagy machinery leading to the formation of an isolation
membrane (IM), also called phagophore, nearby mitochondria. Finally,
IM enwraps the targeted mitochondria and closes to form a mitoauto-
phagosome, which subsequently fuses with the lysosome for degrada-
tion.

2.2. Tagging unwanted mitochondria

Overall, the selective elimination of mitochondria via autophagy
requires the specific localization to the mitochondrial surface of a set of
molecules recognized as cargoes for autophagosome (Table 1). These
evolutionary conserved pathways include ubiquitin and autophagy re-
ceptors, both potentially harbouring post-translational modification

116



R. Leboutet, et al.

Mechanisms of Ageing and Development 189 (2020) 111266

A ULK 1/2/ " ynitiation Macroautophagy | |B Microautophagy Endosomal
F"tp 1230 complex Microautophagy
'\ .\u:ml
WIPI ATGO . <
\ DFCP1  vesicles '|
— W/
@ Phagophore @] T, ENDOSOME
[ Arg2| (A - b ) N\
Vps15 @ e g4 . Ubiquitin-like » L
A:'glﬂL AtgS AtE3 | Conjugation systems . = Hs‘h“\_
Atgle | Atg? — \
BECN ) ) \,— ‘/ ™ e
i (FERQL |
VPS34 a ° ~ \"_‘ y,
:;f“p’:‘c“:'“““" .. LC3/GABARAP-II ~
® L C / Chaperone Mediated Autophagy
[ ]
L N &
@ . w- =~
SN Lampza -
Autophagosome W ‘E.pq
/ D
\ KFERQL
it mi
® Atgs family
. Chaperones
n orting p equired for Transport
End | Sorting C | R ired for Tra

Fig. 1. The three types of autophagy in most eukaryotic cells.

(A) Macroautophagy, which is commonly named autophagy, is characterized by the sequestration of cargos within a double membrane structure, called the au-
tophagosome. In mammals, the autophagy starts by the formation of a flat membranous structure, the phagophore, which elongates and close to generate a double
membrane vesicle. Finally, the external membrane of the sealed autophagosome fused with the lysosome to generate an acidic and degradative compartment named
the autolysosome, allowing recycling of autophagic cargoes. The core autophagy machinery forms various complexes that acts in four major steps. the ULK1/2 (UNC-
51 like autophagy activating kinase 1/2) complex is involved in the initiation step of the process. The class III phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) complex induces
locally PI3P (phosphatidylinositol 3 phosphate) synthesis and allows the nucleation of the phagophore by recruiting the PI3P binding complex. The Atgl2 and the
Atg8 conjugation systems are controlling the elongation of the phagophore to form the autophagosome through lipidation of Atg8s to phosphatidylethanolamine

(PE).

(B) Membrane invagination of either the endosome or the lysosome allows the direct sequestration of cargoes within degradative compartments by endosomal

mieroautophagy or microautophagy, respectively.

(C) Chaperone-mediated autophagy (CMA) targets proteins containing the KFERQ motif that is recognized by several chaperones, including Hsp70 (Heat shock
protein 70 kDa). During CMA, LAMP2 (Lysosomal-Associated Membrane Protein) mediates the transfer of Hsp70-protein aggregates within the lysosome.

such as polyubiquitination and/or phosphorylation. The best under-
stood mechanism involves PTEN-induced putative kinase protein 1
(PINK1) and the E3 ubiquitin ligase Parkin (Fig. 2). However, alter-
native E3 ubiquitine ligases could be involved such as Mull (Rojansky
et al., 2016). When mitochondria are damaged and loss their membrane
potential, PINK1 is stabilized on the OMM and thus recruits Parkin,
which subsequently ubiquitylates proteins at the OMM. Then, these
multiple ubiquitin motifs are recognized by a set of autophagy receptors
such as P62, NBR1, NDP52, Optineurin, TAXBP1 and ALLO-1 (Table 1).
These receptors harbour both an ubiquitin binding site that interacts
with ubiquitylated OMM proteins and a LC3 interacting region (LIR)
motif that connects onto the IM, thus enabling the tethering between
both organelles (Fig. 2). Alternatively, a series of ubiquitin-independent
mitophagy employ specific autophagy receptors directly localized to
the mitochondrial membranes, such as Atg32, BCL2L13, DCT-1/NIX/
BNIP3L, BNIP3, FUNDC1, FKBP8, PHB2 and AMBRA1 (Fig. 2 and
Table 1). In this case, the mitophagy stimulus triggers the increase of
autophagy receptor density at the OMM by transcriptional and induce
their post-translational regulations to promote and strengthen direct
interaction with Atg8/LC3 autophagy proteins. Additionally, alter-
native mechanisms allow the exposure of inner membrane of the mi-
tochondria (IMM) autophagy receptor, PHB-2 and cardiolipin. This set
of mitophagy receptors is differently employed depending on the or-
ganism, cellular context, developmental stage and environment. For
example, when yeast, are submitted to nitrogen starvation the OMM
protein Atg32, is upregulated and acts as an autophagy receptor,
through its Atg8 interacting motif, leading to the specific recognition of

mitochondria by forming autophagosome. Similarly, during the ma-
turation of mammalian red blood cell, mitochondria are removed by a
mechanism involving mitophagy via increased expression of the OMM
protein NIX, which recruits isolation membranes to mitochondria
through its LIR (Table 1).

2.3. Formation and maturation of the mitoautophagosome

The mitophagy receptors, mediate the interactions with the autop-
hagy machinery to trigger autophagosome formation around mi-
tochondria. Damaged mitochondria represent a platform for the mul-
tiple formation of mitophagosomes (Dalle Pezze et al., 2020; Zachari
et al., 2019). Different receptors interact with the autophagosome nu-
cleation UNC-51-Like Kinase 1 (ULK1) complex or the Atg8/LC3/GA-
BARAP autophagosomal proteins. For example, ULK1 can interact di-
rectly with FUNDC1 and BCL2L13 whereas NDP52 contacts FIP200,
which is a ULK1 protein complex member, to trigger mitochondria
degradation (Vargas et al., 2019). Atg8/LC3/GABARAP are ubiquitin-
like proteins, which localize to autophagosomal membrane through
conjugation to phosphatidylethanolamine and mediate interactions
with a number of mitophagy receptors possessing a LIR motif. More-
over, it has been shown that Atg8 homologues use a LIR motif to in-
teract with ULK1 and could regulate autophagy (Alemu et al., 2012;
Kraft et al., 2012). However, Atg protein including ULK1, WIPI1, Atgl4
and Atgl6L1 can directly associate with depolarized mitochondria in
the absence of LC3 (Itakura et al., 2012). In particular conditions, LC3/
GABARAP homologs are dispensable for autophagosomes formation
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Fig. 2. Ubiquitin-dependent or in-
dependent mitophagy pathways in-

volve multiple receptors.
Two main mitophagy pathways allow
the selective degradation of mitochon-
dria by autophagy in physiological and
Ub stress induced conditions. (A) On one
hand, mitochondrial receptors mediate
mitophagy through the direct interac-
tion with Atg8/LC3 proteins. Such mi-
tochondrial receptors are outer mi-
tochondrial membrane proteins NIX
Q0 g NBIP3 (NIX- NIP-3-Like Protein X /
,. BNIP3L- BNIP3 like), FUNDC1 (FUN14
o PID} Domain Containing 1), BCL2L13 (Bel2-
like protein 13), and inner membrane
. protein prohibitin or the phospholipid
cardiolipin. (B) On the other hand, the

@ Az

TAX1BP1

Pinkl (PTEN-induced putative kinase
1)-Parkin dependent mitophagy
pathway requires cytosolic protein
adapters. Upon mitochondrial damage,
PINK1, that is usually cleaved and
processed, is stabilized at the outer
mitochondrial membrane where it
phosphorylates both ubiquitin residues

Cytosolic receptor
o Phosphate
Ubiquitin

on mitochondrial protein and the E3 ubiquitin ligase Parkin. Activation of Parkin results in the high density of phospho-ubiquitin chains linked to substrates, which
triggers the mitochondrial recruitment of the receptors OPTN (Optineurin), NDP52(Nuclear dot protein 52 kDa), SQSTM1(sequestosome 1), NBR1 (Neighbor of
BRACI) and TAX1BP1 (Tax1-binding protein) and their interaction with the autophagy machinery. In both pathways, Atg8/LC3s can interact with ULK1 (UNC51-like

autophagy activating kinase 1) to induce autophagosome formation.

during PINK1/Parkin-dependent mitophagy but essential for autopha-
gosomes-lysosome fusion (Nguyen et al., 2016). Additionally, studies in
erythrocytes, suggest that the ubiquitin-like conjugating system made
of Atg5 and Atg7 is dispensable for mitophagy (Nishida et al., 2009).
Overall, these studies question the importance of interactions between
mitophagy receptors and Atg8/LC3 protein.

Importantly, recent publications showed that the extension of the
autophagosomal membrane around the mitochondria is regulated by
the Rab family of small GTPases and their canonical regulators Rab-GEF
(GTP exchange factor) and Rab-GAP (GTPase activating protein) (Tan
and Tang, 2019). During mitophagy, Rab7, whose activity is regulated
by two Rab GAPs TBC1D15 and TBC1D17, is also recruited to the OMM
where it mobilizes vesicles to build up autophagosomes. Both proteins
are also recruited to the outer mitochondrial membrane via the OMM
protein FIS and could interact via their LIR motifs with the nascent
autophagosomal membrane containing LC3/GABARAP proteins. In-
activation of these GAPs lead to the accumulation around mitochondria
of autophagosomal like membranes. It seems that these GAPs help to
guide the extension of the autophagosomal membrane around mi-
tochondria and spatially control the Rab7 activity which itself controls
vesicle recruitment to the autophagosomal membrane (Yamano et al.,
2014). Finally, once mitoautophagosome is formed it ultimately fuses
with the lysosome for degradation. Before this ultimate step of mito-
phagy, mitoautophagosomes acquire different protein complexes to
gain any capacity to fuse. These proteins complexes are tethering fac-
tors allowing the establishment of contact zones with lysosome and
SNARE proteins to trigger membrane fusion between tethered orga-
nelles.

3. Tools to study mitophagy in C. elegans

In recent years, the model organism C. elegans has been a leading
animal to study the physiological role of mitophagy (Fig. 3). This or-
ganism allows addressing key biological questions regarding mitophagy
functions during the ageing process and in the selective clearance of
paternal mitochondria. C. elegans has multiple experimental advantages
amongst them its genetic toolkit and its ease for cellular biology

approaches. Specifically, strategies used to observe and analyse mito-
phagy in C. elegans are mainly based on imaging techniques employing
combinations of photonic and electron microscopies. Immunostaining
approach on fixed tissue to visualize both autophagosome and mi-
tochondria has been developed. Antibodies against LGG-1 or LGG-2, the
two homologues of the ubiquitin-like protein Atg8 that label the au-
tophagosome membrane could be combined with marker of mi-
tochondria. A colocalization analysis is indicative of possible mito-
phagy events or close contacts between both organelles. Hence, in C.
elegans, live imaging of mitophagy events is often monitored by colo-
calization between fluorescent tagging of mitochondrial and autopha-
gosomal markers (Fig. 4). Multiple ways are available to visualize mi-
tochondria, which have been recently reviewed (Rolland, 2014).
Briefly, multiple transgenic lines expressing different mitochondrial
protein (either addressed to the OMM, IMM or the matrix) tagged with
fluorophore are available. These strains include known C. elegans mi-
tochondria autophagy receptors such as DCT-1/NIX or ALLO-1
(Palikaras et al., 2015; Sato et al., 2018).

Alternatively, mitochondria could be labelled with fluorescent dyes
(red and deep red Mitotracker, tetramethylrhodamine ethyl ester
(TMRE) and rhodamine 6 G) (Rolland, 2014).

C. elegans autophagosomes are generally monitored in transgenic
lines expressing either GFP or mCherry tagged LGG-1 and LGG-2 pro-
teins. Interestingly, transgenic lines expressing autophagy proteins,
LGG-1 and SQST-1, tagged with a novel fluorophore, CemOrange2 that
is separable from GFP and far-red fluorescent proteins should facilitate
multiplex imaging in the future (Thomas et al., 2019). Several combi-
nation of organelle tags have been developed by N. Tavernarakis and
his colleagues. They created strains with a dual fluorescent reporter
system that combines a mitochondria marker, the mitochondrial-tar-
geted GFP, expressed along with an ubiquitously expressed LGG-1
tagged with DsRed. Additionally, they adapted the Rosella tool (Rosado
et al., 2008) by constructing a C. elegans strain expressing the mitoR-
osella synthetic gene, to study mitophagy in C. elegans (Palikaras et al.,
2015). The mitoRosella is a mitochondria-targeted pH sensitive GFP
fused to the pH insensitive DsRed. In the acidic autolysosome, the GFP
part of the biosensor is quenched while the DsRed fluorophore is
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resistant. Thus, healthy,/normal mitochondria could be observed thanks
to both green and red signals they emitted. Subsequently, once mito-
phagy events occur, autophagosome engulfs mitochondria and then
fuses with lysosome, which results in the quenching of the GFP signal
and the reduction of the GFP/DsRED ratio indicative of the mitophagy
flux. This tool has been originally adapted to study mitophagy in the
large body wall muscle cells of C. elegans but also adapted to the ner-
vous system (Fang et al.,, 2019a,b). In addition, the overall mitochon-
drial homeostasis could be analysed through its mass modification.
These observations could be assessed in C. elegans by quantifying the
overall fluorescence signal from mitochondrial targeted GFP specifi-
cally expressed in intestinal cells under the control of the ges-1 pro-
moter (Palikaras et al., 2015). Additionally, addressing the Timer pro-
tein to the mitochondria (MitoTimer), allows to monitor mitochondrial
biogenesis and mitophagy (Laker et al., 2014). The dual emission
fluorescent “Timer” probe initially fluoresces in green then shifts irre-
versibly to red fluorescence when it mature following a form of oxi-
dation (dehydrogenation) of the Tyrosine 67 residue (Terskikh et al.,
2000a). The MitoTimer Red/Green fluorescence ratio does not depend
on the overall expression of MitoTimer nor in changes in mitochondria
pH. On one hand, the green fluorescence level indicates newly syn-
thetized MitoTimer protein addressed to the mitochondrial matrix and
reflects the increase of MitoTimer production or import and mi-
tochondrial biogenesis. On the other hand, the level of red fluorescence,
which indicates older mitochondria, mainly depends on degradative
pathways such as autophagy, mitochondrial proteases or the ubiquitin
proteasome system. Overall, measurements of red fluorescence over the
green signal emitted by MitoTimer allows collection of quantitative
data that mirrors multiple parameters controlling the mitochondrial
homeostasis and therefore should be interpreted cautiously for mon-
itoring mitophagy. In C. elegans, MitoTimer has been so far only ex-
pressed in mechanosensory neuron but it is a promising complementary
tool to monitor mitochondria biogenesis in other cells and tissues. Al-
ternatively, a dual Fluorescent Protein tag fused to the mitochondrial
protein TOMM-7 has been proposed to monitor the mitophagy flux by
western blot (Chapin et al.,, 2015). Finally, direct observation of mi-
toautophagosome could be performed in C. elegans with electron mi-
croscopy (EM) (Al Rawi et al,, 2011; Meléndez et al.,, 2003). This
technic allows visualization of autophagosome, possibly at different
maturation steps (Manil-Ségalen et al., 2014). Additionally, EM analysis
of autophagosomes from wild type and mutant strains could provide
insights into the mechanism defects that are associated with genome
alteration (Wang et al., 2016). It helps to monitor and distinguish
normal mitochondria from modified ones, targeted by autophagosome,
with altered structure such as matrix aggregates or cristae
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Fig. 3. Schematic representation of C. elegans life cycle in-
dicating autophagy and mitophagy characterized processes.

The development cycle of C. elegans is rapid and stereotyped
(3.5 days at 20 "C), and consists of an embryonic stage and
four larval stages before producing an adult animal that can
live several weeks. In response to environmental stress an al-
ternative developmental pathway results in the formation of a
diapause stage called dauer larva. The figure only shows
hermaphrodite animals, which are fertile for several days in
absence of cross-fertilization by males. The various types of
autophagy and the associated cargo are indicated in orange.

disappearance (Wang et al., 2016; Zhou et al., 2016). Interestingly, EM
and direct observation of fluorescent reporter construct labelling either
distinct autophagosomal or mitochondrial proteins could be combined
in C. elegans by applying the Correlative Light and Electron Microscopy
(CLEM) technique. This technique has been used to analyse the me-
chanism underlying apoptotic corpse elimination through consecutive
recruitment of LGG-1 and LGG-2 during C. elegans development
(Largeau and Legouis, 2019) and could be adapted to further study
mitophagy in C. elegans.

4. Physiological and developmental mitophagy in C.elegans

The model organism C. elegans, due to its intrinsic multiple ex-
perimental advantages and specific autophagy tools developed by the
research community, has lead the way to the discovery of key devel-
opmental and physiological roles for mitophagy. Hereafter, we will
present and discuss mitophagy mechanisms involved in C. elegans de-
velopment and stress response.

4.1. Elimination of paternal mitochondria

In humans, as in most animals, the mtDNA is maternally inherited
(Birky, 2001), with exceptional pathological cases in which paternal
mtDNA could be transmitted to the offspring (Luo et al., 2018, Luo
et al., 2013a,b). Multiple experimental evidences using C. elegans and
other model organisms have demonstrated that paternal mitochondria
are not simply diluted upon fertilization but actively eliminated (see
Box 1). Albeit some variations between species, the process of paternal
mitochondria elimination (PME) is essential and relies on a selective
mitophagy mechanism named allophagy. Allophagy designs the allo-
geneic (non-self) organelle autophagy in which paternal mitochondria,
and membranous organelles (MO) that enter the oocyte are eliminated
by autophagy (Al Rawi et al., 2011; Sato and Sato, 2011; Zhou et al.,
2011) (Fig. 5). MO are sperm specific organelles that derived from the
Golgi apparatus and probably play a role similar to the vertebrate ac-
rosome (Nishimura and L’Hernault, 2017). Electron microscopy ana-
lyses of the fertilized oocyte revealed that paternal mitochondria are
small and rounded whereas maternal ones are thin and tubular. Pa-
ternal mitochondria lose their membrane potential, have no cristae but
present thicker membranes containing holes and dark speckles within
the matrix. In the meantime, ubiquitination events take place on pa-
ternal mitochondria and MO (Sato et al., 2018) and the depletion of the
E1 ubiquitin-activating enzyme UBA-1 or the E2 ubiquitin conjugating
enzymes UBC-16 and UBC-18 alters the PME (Molina et al., 2019a).
This ubiquitination is at least partially Parkin-independent since pink-1
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GFP::LGG-1

Fig. 4. Detection of mitophagy by microscopy in C. elegans.

(A) Live imaging confocal microscopy of mitophagy events (yellow arrows)
monitored by the colocalization between mitochondria stained with the fluor-
escent Mitotracker (red) and autophagosomes labelled with GFP::LGG-1
(green), the C. elegans homolog of GABARAP. (B) Transmission electron mi-
croscopy image of muscle cells showing regular mitochondria (m) and a
stressed-mitochondria containing dark inclusions, engulfed by an autophago-
some (yellow arrow).

and pdr-1 mutants display no defect in PME (Lim et al., 2019). Prob-
ably, two parallel but independent mechanisms contribute to PME. One
is dependent on ubiquitination of the OMM proteins and involves both
proteasome and mitophagy, the other is ubiquitination-independent
and involved FNDC-1, the orthologue of FUNDC1 (FUN14 domain
containing 1) (Lim et al., 2019). The paternal mitochondria ubiquiti-
nation triggers the recruitment of the mitophagy receptor ALLO-1,
which upon phosphorylation by the IKKE-1 kinase interacts with LGG-
1, via a LIR domain, and participates to the formation of autophago-
some around the paternal mitochondria (Sato et al., 2018). An addi-
tional mitophagy receptor, the prohibitin PHB-2, is localized to the
IMM and becomes accessible for allophagy following alteration of the
OMM (Wei et al., 2017) (Fig. 5). The initial alteration of the OMM could
be due to the OMMAD pathway because depletion of the two protea-
somal subunits RPN-10 and RAD-23 affects PME (Molina et al., 2019a;
Zhou et al., 2011).

Several studies reported differential functions for LGG-1 and LGG-2,
the homologues of the mammalian GABARAP and LC3, respectively,
during allophagy. After fertilization, they both localize in clusters
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containing paternal mitochondria and MOs, which degradation is
completed at the 8-cell stage (Al Rawi et al., 2011; Sato and Sato, 2011;
Zhou et al., 2011). Genetic studies revealed that the allophagic clusters
are completely abolished in Igg-1 null mutant but persist for longer time
in lgg-2 mutants, due to a delay in the formation of autolysosome. These
data illustrate that Igg-1 is essential for autophagosome formation,
whereas Igg-2 has a role in autophagosome fusion with lysosome.
Moreover, LGG-2 interacts with VPS-39, an Homotypic fusion and va-
cuole Protein Sorting (HOPS) complex subunit, to mediate the tethering
and acidification of autophagosomes with lysosomes downstream of
Rab5-Rab7 (Djeddi et al., 2015; Manil-Ségalen et al., 2014).

4.2. Mitophagy and iron metabolism

Several proteins of the mitochondrial electron transport chain need
iron as a key element to accomplish their functions, and iron dereg-
ulation is often detrimental for mitochondria functions. Recently, a
study on C. elegans identifies that the induction of mitophagy is part of
an adaptive iron starvation response induced as a protective mechanism
against mitochondrial stress (Schiavi et al., 2015a). Mitochondrial re-
spiration is dependent of iron-sulfur (Fe-S) clusters, which biosynthesis
is stimulated by the mitochondrial protein Frataxin (FXN) (Gervason
et al., 2019). Mutations of fxn result in dysfunctions of the respiratory
chain and lead to multiple symptoms observed in Friedreich’s ataxia. In
C. elegans, the moderate depletion using RNAi, of FXN homologue FRH-
1, induces lifespan extension (Ventura and Rea, 2007). Interestingly,
mitophagosome formation and mitophagy are induced in frh-1 RNAi
worms, and lifespan extension depends on PDR-1, PINK-1, DCT-1, as
well as on the autophagy receptor p62/SQST-1. EM analysis of frh-1
worms revealed the accumulation of electron-dense iron deposits
within mitochondrial matrix, which is consistent with data in mouse
(Puccio et al.,, 2001). Frh-1 (RNAi) mimics a hypoxia state through
cytosolic iron deprivation, which activates the hypoxia-inducible fac-
tors HIF-1 and AHA-1, to modulate longevity (Zhang et al., 2009).
Moreover, frh-1 RNAI can also upregulate the expression of dct-1 and a
series of globin genes, while it downregulates the expression of sgst-1/
p62. Globin genes encode iron-containing proteins that regulate the
cellular redox status in response to hypoxia (Hoogewijs et al., 2007).
Upon iron deprivation, using the iron chelator 2,2’-dipyridyl, the
worms present a mitophagy-dependent increased longevity, which
overlaps the FRH-1 depletion phenotype.

Interestingly, C. elegans infection by Pseudomonas aeruginosa also
induces an iron depletion-related mitophagy. Amongst the virulence
factors produced by P. aeruginosa, siderophores, such as pyoverdin,
retrieve the iron from its host. Consequently, C. elegans infected by P.
aeruginosa experiments an acute iron sequestration similar to the slight
decrease of frh-1 mRNA level. This iron sequestration induced a mi-
tochondrial turnover through a protective mitophagy process. For ex-
ample, pink-1 and pdr-1 depletion sensitize animals to P. aeruginosa
(Kirienko et al., 2015) indicating that mitophagy is necessary for C.
elegans resistance to the infection, which probably impairs mitochon-
drial function through iron chelation and damages mitochondria.
Therefore, iron chelation-induced mitophagy eliminates damaged mi-
tochondria to preserve energy homeostasis during this pathogen in-
fection.

4.3. Dual effect of mitophagy on heteroplasmy maintenance

In most animals, mtDNA is maternally inherited and typically, in-
dividuals harbour a unique mtDNA genotype defining the homoplasmic
state. However, germline and somatic mutations can lead to the coex-
istence of a mixture of mutant and normal mtDNA within the same
individual, qualified as heteroplasmy and responsible of numerous
human mitochondrial diseases (Wallace and Chalkia, 2013). Several C.
elegans heteroplasmic strains have been isolated (Konrad et al., 2017;
Tsang and Lemire, 2002). These stains combined with powerful novel
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Box 1
Convergence of struggles to eliminate paternal mitochondria.
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Multiple mechanisms, depending on the animal, act before or just after fertilization during the early embryogenesis, to eliminate paternal
mitochondria. Early work from Sutovsky and colleagues showed that paternal mitochondria are ubiquitinated for an efficient degradation
mediated by proteasome in fertilized cow and monkey eggs (Sutovsky et al., 2000). Nishimura and colleagues then showed, in the fish medaka
(Oryzias latipes), that the paternal mtDNA number is progressively reduced at the end of the spermatogenesis and then is specifically and
progressively digested just after fertilization (Nishimura et al., 2006). In Drosophila melanogaster, sperm mtDNA is eliminated during sper-
matogenesis, by two mechanisms. The first one occurs at the elongation stage of postmeiotic sperm development, during which, mitochondrial
nuclease, Endonuclease G (EndoG), eliminates only mtDNA rather than the complete mitochondria. Later on during spermatogenesis, the
residual mtDNA is eliminated during spermatid individualization stage, through a cellular remodelling process that modify spermatid tail
(DeLuca and O’Farrell, 2012). This mechanism is similar to the one observed in C. elegans whereby the endonuclease CPS-6 originally localized
to the intermembrane space has access to the mtDNA, after rupture of the IMM by an unknown mechanism. This step seems to be important for
the subsequent PME steps (Zhou et al., 2016). Moreover, an additional active mechanism exists also in drosophila eggs to get rid of paternal
mitochondria (Politi et al., 2014). This mechanism uses non conventional autophagy and endocytic pathways to eliminate sperm mitochondria
within the eggs even if these sperm mitochondria is devoid of DNA. Paternal mitochondria destruction (PMD) initiates with vesicles resembling
MVB that put mitochondria into small fragments that are subsequently sequestered in autophagosomes that finally fuse with lysomes. P62 and
ubiquitination are involved but this mechanism is not Parkin dependent (Politi et al., 2014). In mice, the situation is debated. One report
indicates that most motile sperm eliminate their mtDNA and leave only vacuolar mitochondria before fertilization. Then the sperm mi-
tochondria persist until morula stage, even they are observed to colocalize with autophagy proteins p62 and LC3 just after fertilization.
Nonetheless, their clearance is independent of autophagy pathway (Luo et al., 2013a,b). However, this conclusion is challenged by a functional
analysis showing that paternal mitochondria are maintained in 60% of the embryos depleted for Parkin and Mull. Therefore, the authors
concluded that in mice, PMD required a Parkin and Mull dependent autophagy (Rojansky et al., 2016). Sutovsky and colleagues addressed the
PME question in another vertebrate, the porcine zygote, and provided evidences for another type of active paternal mitochondria destruction
mechanism. This mechanism is based on a P62/SQSTMI1-dependent autophagy, VCP-mediated dislocation of ubiquitinated mitochondria
protein and presentation to the 265 proteasome (Song et al., 2016). Overall, multiple different systems have been selected during the evolution
to specifically eliminate paternal mitochondria in most animals suggesting that PME step is critical for the subsequent animal development.

technical possibilities such as purification of mitochondria from specific
tissues (muscle, neuron, intestine, epidermis, gonad) even from a single
worm make C. elegans a powerful model for studying mechanisms
regulating heteroplasmy state maintenance (Ahier et al., 2018). The C.
elegans heteroplasmic strain, harbouring a 3.1-kilobase deletion (uaDf5)
has twice mtDNA molecules compared to the wild type. Dissection of
worms shows that uaDf5 content varies within tissues of individual
worms (Liau et al., 2007). Interestingly, PDR-1/Parkin is required for
maintaining low levels of uaDF5 mtDNA in C. elegans suggesting that
this key protein involved in triggering mitophagy could have a bene-
ficial role (Valenci et al., 2015). However, the mechanism underlying
heteroplasmic status maintenance seems much more complicated. Two
recent reports have shown that the heteroplasmic strain constitutively
induces UPR™, which promotes proliferation of the uaDF5. Interest-
ingly, the loss of the UPR™ transeription factor ATFS-1 facilitates mi-
tophagy activity and induces a decrease of mtDNA copy-number
(Gitschlag et al.,, 2016; Lin et al., 2016). The expression of an error
prone mtDNA polymerase in C. elegans generates multiple mtDNA de-
letions with a variable heteroplasmic state, and displays multiple phe-
notype defects such as neuromuscular dysfunction. Surprisingly, a ge-
netic screen to identify modulators of this mutator phenotype reveals
the paradox that a reduced mitophagy may be beneficial for this worm
(Haroon et al., 2018). Altogether, these reports point out a very com-
plex implication of mitophagy in the regulation of the heteroplasmic
state in C. elegans.

5. Mitophagy during aging and neurodegeneration in C. elegans
5.1. Mitophagy in aging and stress conditions

A recent work revealed a novel physiological role for mitophagy,
which allows mitochondria clearance all along the aging process in C.
elegans (Fig. 6). The progressive accumulation of the mitochondrial
mass, observed during aging of the worm, could induced some persis-
tent cell malfunctions and be responsible of the decline of health as-
sociated with aging (Palikaras et al., 2015). Interestingly, this pheno-
type is further enhanced when key autophagy gene or the mitophagy
Pink/parkin pathway are depleted, demonstrating that the mitochon-
dria homeostasis is partly modulated via mitophagy during aging. The

mitophagy receptor DCT-1 (DAF-16/FOXO Controlled, germline Tu-
mour affecting-1), homologue of NIX/BNIP3L and BNIP3, is crucial
during this process and its depletion results in the accumulation of
abnormal mitochondria, similarly to pdr-1and pink-1 animals. DCT-1 is
localized at the OMM, and contains a LIR motif, which mediates its
interaction with LGG-1 (Palikaras et al., 2015). The overexpression of
DCT-1 allows worm to better adapt to various stressful condition such
as heat shock, UV exposure and pharmacological treatment challenging
mitochondria (FCCP, paraquat). The ubiquitination of the lysine 26 of
DCT-1 increases upon mitophagy induction, in a PDR-1 and PINK-1-
dependent manner and the three mutants are more sensitive to mi-
tochondrial stress. DCT-1 participates with PINK-1 and PDR-1 to the
extension of lifespan dependent on both the insulin pathway (daf-2
mutant) and mitochondrial proteins (clk-1 and isp-1 mutants).

This study also showed that dct-1 gene expression and mitophagy
are both regulated by the transcription factor SKN-1, the homologue of
the mammalian NRF2/NFE2L2. SKN-1 is activated under oxidative
stress conditions (Ghose et al., 2013; Ploumi et al., 2017) and promotes
mitochondrial biogenesis by up-regulating several mitochondria genes.
SKN-1 depletion leads to the meodification of mitochondrial mor-
phology, an increase of cytoplasmic Ca®** and a mitochondrial mem-
brane depolarization and blocks DCT-1 mediated mitophagy. By cou-
pling mitophagy and mitochondrial biogenesis, SKN-1 is a key player of
a loop which regulation is important during the aging of animals
(Fig. 6). Interestingly, an additional mechanism of control of mitophagy
during aging in C. elegans relies on the specific interaction of two
mRNAs, from puf-8 and mff-1 genes. MFF-1 is an OMM protein that
recruits the key mitochondrial fission factor DRP-1 to mitochondria. In
old adult worms, puf-8 mRNA inhibits the translation of mff-1 mRNA,
decreasing the mitochondrial fission and also the mitophagy, which,
ultimately results in the accumulation of altered mitochondria
(D’Amico et al., 2019).

Finally, a recent report studied the inveolvement of mitophagy in
mev-1 mutants that are highly sensitive to environmental stresses. This
study also demonstrates that the mitophagy genes dct-1 and pdr-1 but
pink-1 are required for mev-1 to survive to heat shock (Civelek et al.,
2019). This conclusion is further supported by results indicating that
mitophagy deficient animals are more sensitive to the ultraviolet C
radiation (Hartman et al., 2019).
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Fig. 5. Degradation of spermatozoid-inherited mitochondria by autophagy in C.
elegans.

Three processes are involved in the degradation of paternal mitochondria
during fertilization (see also Box 1). (Left) The internal membrane (IMM)
breakdown occurs shortly after fertilization and causes the relocation of the
endonuclease CPS-6 from the intermembrane space to the matrix of paternal
mitochondria. CPS-6 catalytic activity triggers the degradation of paternal
mitochondrial DNA (mtDNA) and promotes paternal mitochondrial elimination
(PME) through autophagy. (Right) As soon as fertilization occurs, paternal
mitochondria are further ubiquitinated, allowing the recognition and binding
by the autophagy receptor ALLO-1. ALLO-1 interacts with the IKKE-1 kinase,
which phosphorylates ALLO-1 and probably other substrates that could be
present on mitochondria. Then ALLO-1 interacts with LGG-1 through its LIR
domain to allow the formation of autophagosomes around paternal mitochon-
dria. (Middle) Paternal mitochondria are also tagged by two specific mitophagy
receptors, the outer mitochondrial membrane (OMM) protein FNDC-1 and the
inner mitochondrial membrane protein, prohibitin PHB-2. After the depolar-
ization and rupture of the OMM, which is dependent of the proteasome, PHB-2
is exposed to the cytosol and interacts with LGG-1.

Overall, these results indicate that mitophagy is a key cellular
process that helps C. elegans to cope with stressful environmental con-
text.

5.2. Pharmacological modulation of mitophagy protects from age-induced
decline

Three molecules that specifically modulate mitophagy in C. elegans
have been identified: Urolithin A (UA), tomatidine and nicotinamide
adenine dinucleotide (NAD *). UA, belongs organic compounds known
as benzo-coumarins, is the first natural compound shown to induces
mitophagy in worm as well in mammalian cells (Ryu et al., 2016). The
UA precursor, ellagitannin, is found in multiple fruits and is processed
in UA by the microbiota. UA can extend lifespan and improve worm
fitness by inducing mitophagy. In young adult, UA treatment induces
mitochondria fragmentation and leads to the reduction of mitochon-
drial content. The latter phenotype depends on the mitophagy genes
pink-1, dct-1, skn-1 or the autophagy genes bec-1, sgst-1, vps-34, which
depletion inhibits the lifespan extension following UA exposure. In-
deed, UA treatment induces autophagy, which is detected by the in-
creased LGG-1 positive autophagosomes. In older worms, UA exposure
leads to mitochondrial content increase and to a higher transcription
rate of respiratory chain subunit genes, compared to control animals.
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During the UA long-term treatment, the mitochondrial biogenesis is
facilitated by the initial mitophagy induction observed in young adult.
The enhanced mitochondrial biogenesis improves mitochondrial func-
tion through stabilizing ATP content and increasing the respiration
capacity, and therefore leads to a prolonged locomotion and pharyngeal
pumping activities of treated worms. Interestingly, this result suggest
that UA is capable to uncouple mitophagy and mitochondrial biogenesis
during aging; stimulating first mitophagy then mitochondrial biogen-
esis. Interestingly, most of the effects of UA on C. elegans are also ob-
served in mammalian muscle and intestinal cells and, mice and rat
aging models treated with UA show improvement of their muscle ac-
tivity. This molecule shows a high potential to be used as a nutritional
supplement to improve mitochondria function and muscle guality in
human elderly people and clinical trials aiming to test the effect of UA
on human health have been undertaken (Andreux et al., 2019).

Tomatidine is a steroid like compound enriched in unripe tomatoes.
This molecule have beneficial effects in mouse cells for anti-in-
flammatory (Chiu and Lin, 2008) and anti-tumorigenic effects
(Fujiwara et al., 2012). In mouse skeletal muscle cells, tomatidine
promotes muscle fitness partially through increasing mitochondrial
mass (Dyle et al., 2014). Interestingly, tomatidine treatment extends
worm lifespan, as well as health span (Fang et al., 2017), as manifested
by the improvement of swimming and pharyngeal pumping in aged
animals. Interestingly, tomatidine induces moderate ROS production,
which in turn activates SKN-1/Nrf-2 pathway. SKN-1, in turn, promotes
PINK-1/DCT-1-dependent mitophagy and mitochondrial biogenesis to
keep mitochondria healthy. Additionally, tomatidine action seems to be
dependent on the key UPR™ gene atfs-1 and its beneficial effect has
been further extended to primary rat cortical neurons and human HEK-
203 cells (Fang et al., 2017). This study further provides experimental
evidences indicating that somehow pharmacological treatment, acti-
vating mitophagy through SKN-1 pathway, may provide new ap-
proaches to improve healthy aging. It is highly possible that UA induced
mitophagy and lifespan extension shares the same pathway triggered by
tomatidine treatment.

NAD™ is an important coenzyme linked to the cell energy home-
ostasis. It is part of the redox couple NAD * /NADH, which provides the
mitochondria respiratory chain with electrons and protons. NAD* is
also a coenzyme for the nuclear deacetylase sirtuin 1 that modulates
chromatin structure and regulates multiple cellular pathways including
aging. In C. elegans, NAD™ depletion inhibits mitophagy while its re-
plenishment stimulates mitophagy by upregulating DCT-1 through the
sirtuin homolog SIR-2.1 and DAF-16 dependent mechanism (Fang et al.,
2017). Interestingly, it has been also shown that NAD* depletion is a
major driver of the metabolic defects observed in the premature aging
autosomal recessive disease Werner syndrome (WS). Both in WS model
worm, wrn-1 mutant, and in patient cells, a depletion of NAD™ is as-
sociated with mitochondria dysfunction and defective mitophagy. The
NAD" replenishment improves the mitochondrial function by restoring
mitophagy in a DCT-1- and UNC-51 dependent mechanism (Fang et al.,
2019a,b), which opens future therapeutic strategy for several diseases
(Connell et al., 2019).

Overall, C. elegans has been a leading model organism to put for-
ward drug that selectively modulate mitophagy and contribute to set up
numerous pre-clinical and clinical trials aiming to analyse putative
translation of these mitophagy inducers drug beneficial effect to
human.

5.3. Mitophagy and neurodegenerative processes

Alzheimer's disease (AD), Parkinson's disease (PD) and amyotrophic
lateral sclerosis associated with frontotemporal dementia (ALS/FTD)
are the major diseases that affect the functioning of the brain in the
human population. These pathologies have currently no effective
treatment and result in a progressive destruction of the nervous system
leading to a loss of: memory, cognitive functions, sensory abilities,
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speech and locomotion.

AD, PD and ALS/FTD share similar cellular dysfunctions regarding
calcium homeostasis, lipid metabolism, energy production and re-
cycling of cellular waste products, related to mitochondria and autop-
hagy, and which are mostly linked to mitochondrial associated mem-
branes function (Area-Gomez and Schon, 2017; Paillusson et al., 2016).

Several C. elegans models of neurodegenerative diseases have been
used to challenge the possible causal link between these disease-asso-
ciated gene mutations and nervous system dysfunctions (Alexander
et al.,, 2014). The exploration of the link between mitophagy and neu-
rodegeneration, in animal models of AD, indicates that conserved mi-
tochondrial stress response signature emerges comprising UPR™ and
mitophagy pathways (Sorrentino et al., 2017). Mitophagy induction by
NAD™ boosting compound attenuates AR toxicity in C. elegans. The
stimulation of the UPR™ and mitophagy can decrease protein ag-
gregation, increase worm fitness and delays progression of symptoms.
By adapting for neural expression the genetic tools for studying mito-
phagy (see section 4), a recent report provided additional evidences for
mitophagy involvement in neurodegenerative diseases in C. elegans
(Fang et al., 2019a,b). The treatment of worms with UA (see section 6)
triggers a dct-1, pink-1 and pdr-1 dependant mitophagy flux in nerve
cells without inducing bulk autophagy. The authors also tested the
beneficial effect of mitophagy in two C. elegans models of AD, one with
the pan-neuronal expression of the human AB1-42 protein (Voglis and
Tavernarakis, 2008) and other with the neuronal expression of the pro-
aggregant F3AK280 tau fragment (Fatouros et al., 2012). The phar-
macological stimulation of mitophagy is beneficial for both models and
restore the cognitive defects observed on learning and memory. A si-
milar effect has been reported in mice model of AD, suggesting a con-
served role of mitophagy in neurodegenerative diseases (Fang et al.,
2019a,b).

Multiple C. elegans models of PD, including genetic and pharmaco-
logical induced models have been reported in the literature (Cooper and
Van Raamsdonk, 2018). Mutations in parkin and Pinkl cause auto-
somal recessive form of PD and the depletion of both genes in C. elegans
lead to accumulation of defective mitochondria. pink-1 null mutant
presents mitochondrial cristae defect both in muscle and neuron, as
well as increased sensitivity to oxidative stresses and neuron dysfunc-
tion (Sdmann et al., 2009). Surprisingly, the defects in pink-1 mutant
could be suppressed by depleting Irk-1, the homologue of LRRK2 which
is associated with PD in human (Biskup et al., 2006). LRK-1 functions in
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Fig. 6. SKN-1 coordinates mitochondrial biogenesis and mi-
tophagy during C. elegans aging.

The mitochondrial homeostasis depends on the balance be-
tween mitochondrial biogenesis and degradation. In physio-
logical condition, a basal mitophagy flux regulates the mi-
tochondrial content. Mitochondrial damages result in the
increase of cytosolic Ca?* and ROS causing the releasing of
several transcription factors, including SKN-1 (SKiNhead-1).
The mitochondrial quality control is first ensured by UPR™
(Unfolded Protein Response in mitochondria), an adaptive
transcriptional response that promotes protein refolding and
mitochondrial recovery. When dysfunctions are persistent and
the UPR™ overwhelmed, elimination of the defective mi-
tochondria occurs through mitophagy. The transcriptional
factor SKN-1 promotes the activation of nuclear genes coding
for mitochondrial proteins and mitophagy components, such
as DCT-1 (Daf-16/ FOXO controlled germline tumor affecting-
1) which is localized at the outer mitochondrial membrane
and can interact with LGG-1 to mediate mitophagy.

axonal-dendritic polarity of synaptic vesicles in neurons of C. elegans
(Sakaguchi-Nakashima et al, 2007). LRK-1 and PINK-1 act antag-
onistically in neurite outgrowth, suggesting that the mitophagy defect
in pink-1 mutant could affect neuron outgrowth defect. Finally, patients
with ALS/FTD accumulate TDP-43 (Tar DNA-binding protein 43) in
degenerating neuron (Neumann et al., 2006). Interestingly, knockdown
of TDP-43 enhances autophagosome and lysosome biogenesis in-
dicating somehow a link between ALS/FTD and autophagy. (Xia et al.,
2016). When overexpressed in the C. elegans nervous system, the human
TDP-43 protein accumulates in the nucleus and results in an un-
coordinated locomotion associated with abnormal synapse structure
(Ash et al., 2010). The full exploitation of these worm models regarding
any defect in mitophagy and the implication on ALS/FTD is still
pending.

6. CONCLUSION

Recent researches performed with the nematode C. elegans have
clearly contributed to the better understanding of the molecular me-
chanisms of mitophagy and its physiological roles at the scale of a
whole animal. The most representative inputs from these studies con-
cerns the fields of developmental biology, aging, adaptation to stress
and neurodegenerative pathologies.

Studies in C. elegans revealed that the maternal restricted trans-
mission of mtDNA requires the selective elimination of paternal mi-
tochondria by mitophagy and led to the identification of an original
mechanism that is independent of Pink/parkin and relies on the mito-
phagy receptor ALLO-1. These data, supported by studies in the model
Drosophila melanogaster paved the way for understanding this essential
question in mammals (see Box 1). Additionally, the worm C. elegans
provided the first clue on a regulatory mechanism that coordinates
mitochondrial biogenesis and mitophagy during aging and involved the
master regulator SKN-1. It also contributed to demonstrate that an inner
membrane protein, Prohibitin 2, could act as a mitophagy receptor (Wei
et al., 2017), and to identify the links between iron deficiency and
mitophagy (Schiavi et al., 2015a). Finally, C. elegans studies have been
important to better understand the relationships between neurodegen-
erative diseases and mitophagy and allowed to test and validate novel
molecules that could be further developed as therapeutics to enhance
mitophagy and improve healthy aging.

Several technological improvements for studying mitophagy and
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mitochondrial biogenesis have been possible using C. elegans, taking
advantage of its transparency to developed the fluorescent biomarkers
Rosella (Palikaras et al., 2015) and MitoTimer (Laker et al., 2014;
Terskikh et al., 2000a). The power of genetic approaches and en-
gineering of transgenic nematodes using molecular biology approaches
strongly suggests that additional live-imaging tools will appear soon in
C. elegans. Nevertheless, the mitochondrial degradation per se often
lacks clear experimental demonstration in C. elegans, and would
strongly benefit of the development of biochemical tools for the
quantification of the delivery/ degradation of mitochondrial cargos into
the lysosome (Chapin et al., 2015).

One can expect that in the near future, studies in C. elegans will
bring new insights on molecular mechanism controlling mitophagy, and
identify the roles for mitophagy in many biological processes. The im-
portant question of the basal mitophagy is particularly difficult to ad-
dress, which explains why most of the studies that identified the mi-
tophagy mechanisms are generally done in the context of a massive and
non-physiological stress of the mitochondria. C. elegans could be useful
to identify whether the signalling events, the mitophagy receptors and
the regulation of the basal mitophagy are different from the develop-
mental or pathological processes. By the simplicity of its anatomy and
the presence of multiple tissues, C. elegans is also a powerful system to
decipher the variations of autophagy/mitophagy functions between
organs and during the whole life cycle. Neurology and aging patholo-
gies are one obvious target but the differentiation and physiology of
other cell types could be studied as well as trans-differentiation pro-
cesses that have been described in the nematode. C. elegans could also
open the study of autophagy/mitophagy in very complex biological
processes such as circadian rhythm, the sleep-like state lethargus or
very long starvation survival period.

Finally, another key point in the field of mitophagy is to understand
the mechanisms of cooperation and coordination between the various
mitochondria quality control pathways. How UPR™', mitophagy, pro-
teasome and other processes like the exophers jettison (Melentijevic
et al.,, 2017) are globally regulated to cope with a dysfunctional mi-
tochondria network remains unclear and C. elegans could be useful to
address such a question.
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A linstar du membre fondateur de la classification des Ubl, I'ubiquitine, la protéine
Atg8 possede une glycine C-terminale conservée permettant son ancrage au substrat. Cette
capacité d’ancrage covalent a I'unité fonctionnelle de la macroautophagie, 'autophagosome,
sert de marqueur de ce processus dégradatif depuis plusieurs décennies. Atg8 (Atg8-P) est
premicrement clivée par une protéase, pour donner la forme mature cytosolique (Atg8.I) puis
est conjuguée a la phosphatidylethanolamine (Atg8.II). Ce mécanisme de conjugaison est tres
bien caractérisé et est réversible. Cette protéine est connue comme jouant un role prépondérant
et essentiel au cours du processus autophagique. Le nombre important de publications
impliquant une fonction d’atg8 au cours du processus autophagique contraste avec le manque
d’information sur les fonctions moléculaires précises de cette derni¢re. En effet, ce n’est que
récemment que I'idée d’une multifonctionnalité d’Atg8 a été mise en avant au sein du processus

mais les mécanismes moléculaires sous-jacents, et sa régulation sont mal comptris.

On peut noter que la progression des connaissances n’est pas égale entre les modeéles. La levure
est un modele de choix utilisé pour I’étude des partenaires moléculaires d’autant plus qu’une
seule protéine Atg8 est exprimée, et a ¢t¢ montrée comme essentielle a la biogénese des
autophagosomes. A contrario, le modele végétal est un peu moins exploité pour 'analyse des
Atg8. Cela peut s’expliquer par la présence d’un grand nombre d’homologues, nombre qui peut
également étre tres variant au sein du regne.

Malgré la présence de nombreux homologues d’atg8, le modcle cellulaire mammifere est
aujourd’hui mis sur le devant de la scéne pour I’analyse fonctionnelle de autophagie. En effet
I’émergence de I'ingénierie CRISPR-Cas9 a permis de mettre en évidence pour la premicre fois
des lignées cellulaires inactives pour les GABARAP, les LC3 ou les deux sous familles (Nguyen
et al., 2016). Les protéines LC3 et GABARAP ont des roles redondants et spécifiques au cours
du processus autophagique. Les protéines GABARAP sont importantes notamment pour les
étapes précoces d’initiation et la fermeture des autophagosomes, étapes pour lesquelles les
protéines LLC3 sont dispensables. De surcroit, certaines études récentes de surexpression de
protéines autophagiques non ancrées aux membranes (LC3120A et GABARAPGI116A),
permettent d’étudier le role cytosolique dépendant et indépendant de I'autophagie. A titre
d’exemple, la surexpression de GABARAPLLI est suffisante pour induire I'autophagie basale

indépendamment de sa conjugaison aux autophagosomes (Poillet-Perez ¢ al., 2017)
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Caenorbabditis elegans, est un modele utilisé pour ’étude fonctionnelle de I"autophagie au cours
du développement et la longévité. En effet, dés la fécondation, tout au long du développement
et plus tardivement au cours du vieillissement, le processus autophagique est retrouvé de
maniere physiologique, mais peut aussi ¢tre induit par des carences nutritionnelles ou un stress
thermiques (Chen, Scarcelli and Legouis, 2017). D’autre part C. elgans possede deux
homologues uniques, LGG-1 et LGG-2, respectivement de la famille GABARAP et LC3. Cette
caractéristique est un outil biologique pertinent pour la compréhension des roles des deux
familles chez ’homme. Des similitudes de fonctions semblent étre conservées entre C. elegans
et les mammiferes, comme le réle indispensable de LGG-1/GABARAP pour maintenir un

flux autophagique.

L’un des défis scientifiques d’aujourd’hui consiste a cartographier de manicre temporelle et
spatiale les différentes fonctions des protéines de types Atg8. En plus de son role autophagique
au cours du développement et de la longévité, on lui attribue notamment des réles de trafic, de
courbure des membranes et de signal de dégradation. Une meilleure compréhension des
mécanismes d’action des Atg8 permettrait de mieux appréhender ses différents roles dans des
processus physiologiques et pathologiques. C’est dans ce contexte que prend place mon travail

de recherche et que se pose le questionnement suivant :

Existe-t-il des fonctions autophagiques ou non autophagiques spécifiques des formes

cytosoliques versus lipidées de GABARAP /LGG-1?

Notre stratégie a été de développer les outils nécessaires pour aborder les spécificités de notre
¢tude. Nous avons utilisé CRISPR-Cas9 pour obtenir de nouveaux alléles mutants du gene /gg-
1. Nous avons créé des mutants dans lesquels on retrouve soit la forme précurseur seule (LGG-
1-P), soit la forme cytosolique clivée seule (LGG-1.1), soit les deux.

J’ai notamment pu montrer que des formes non membranaites de GABARAP/LGG-1 sont
suffisantes pour permettre différentes fonctions autophagiques tout au long de la vie du ver.
Mes résultats suggerent également que la fonction majeure d’une forme clivée mature de LGG-

1 interviendrait dans des étapes précoces d’induction du processus.
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Résultats
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J’ai choisi de présenter les résultats obtenus au cours de ma these en deux parties :

PARTIE I- Etude des fonctions autophagiques et non autophagiques des protéines
LGG-1/GABARAP

La partie I consiste dans un premier temps a détailler les stratégies et méthodes utilisées pour
I'obtention de nouveaux alléles mutants du geéne /gg-7 ainsi que I'obtention de protéines de
fusion mCherry:LGG-2 et GFP :LGG-1 par Iingénierie CRISPR-Cas9. Dans un second
temps, mes résultats sont présentés sous la forme d’un manuscrit en anglais. Mon projet de
these consiste a caractériser les fonctions s des différentes formes de LGG-1 chez
Caenorbabditis elegans. LGG-1, ’homologue de la famille GABARAP, est essentiel a la viabilité
et au développement du nématode. Afin de déterminer les différents roles de
GABARAP/LGG-1, nous avons généré des mutants par CRISPR-Cas9 qui permettent
d’exprimer soit uniquement le précurseur, soit la forme mature cytosolique, soit les deux. J’ai
pu montrer que la glycinel16 de LGG-1 est essentielle pour le clivage du précurseur et la
localisation de LGG-1 aux membranes des autophagosomes. Nos résultats montrent qu’une
forme non lipidable de LGG-1 est suffisante pour maintenir a la fois 'autophagie sélective au
cours du développement (mitophagie et agréphagie) et 'autophagie globale physiologique au
cours du vieillissement, ou induite suite a un stress nutritionnel. Nos résultats suggerent que la
fonction majeure de la forme clivée mature interviendrait dans des étapes précoces d’induction

du processus.

PARTIE II - Etude de Pautophagie en condition de stress chez Caenorhabditis elegans

La seconde partie présente ma contribution a un projet parallele, notamment par des
expériences de vidéo-microscopie. Déchiffrer comment 'autophagie participe aux processus
développementaux et d’adaptation au stress des animaux est un défi majeur. C’est dans ce cadre
que s’inscrit un des projets du laboratoire qui consiste a la caractérisation du mécanisme
d’autophagie a la suite d’un stress thermique aigu (aHs). Y. Chen a montré qu’une élévation
aigue de la température modifie ’homéostasie mitochondriale et induit un flux autophagique
et des événements de mitophagie. Cette étude fait 'objet d’un article sous presse dans Journal

Cell Biology présenté en seconde partie des résultats
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Figure 38 - Le complexe Cas9-crRNA-tractRNA

La nucléase Cas 9 (vert) cible PADN a cliver a 'aide de PARN guide composé du tractRNA (bleu) et du
crRNA (jaune). Le tractRNA par homologie de séquence, cible a la fois le ctRNA qui lui-méme a une forte
homologie avec ’ADN cible a cliver. La cas9 est capable de reconnaitre un motif PAM (NGG) et de générer
une coupure double brin 3 nucléotides en amont. (Adaptée d’un schéma Dharmacon).
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Figure 39 - Mécanismes mis en place a la suite d’une cassure double brin

L activité endonucléase de la Cas9 engendre une cassure double brin. A la suite de cette coupure deux types
de mécanismes de réparation peuvent étre mis en place. Une réparation par jonction des extrémités non-
homologues (NHE]) pouvant générer des délétions et insertions de longueurs variables. I.a présence d’une
matrice de réparation d’ADN comportant des séquences homologues de part et d’autre du site de coupure
favorise les mécanismes de recombinaison homologue directe (HDR), permettant I'insertion d'un ADN
donneur au site de coupure. Ce dernier mécanisme permet de générer des modifications ciblées et précises du
génome. (Schéma Dharamacon).
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PARTIE I- Etude des fonctions autophagiques et non autophagiques des
protéines Ubiquitines-like LGG-1/GABARAP

I. Mutagéneése ciblée : obtention de nouveaux all¢les des geénes gg-1 et [gg-2

11 existe chez les mammifeéres sept homologues d’Atg8 regroupés en deux familles : la famille
MAP-LC3 (microtubule-associated proteinl light chain 3) et la famille GABARAP (amino-
butyric acid receptor-asscoated protein). Le nématode est le modele choisi par Iéquipe de
Renaud Legouis pour I’étude des fonctions des homolognes &’ Atg8 au cours du développement
car il n ‘en posseéde que deux: /gg-7 et /gg-2, qui par des analyses phylogénétiques sont retrouvés
proches des membres de la famille GABARAP et LC3, respectivement. Les fonctions de ces
familles dans différents processus physiologiques restent encore a élucider. L’approche de
mutagencse par CRISPR-Cas9 permet de s’affranchir des problemes liés a la transgénese
classique chez C. elegans, tels que la surexpression des protéines et les profils d’expression

incomplets liés a I” insertion aléatoire du transgene dans le génome.

1.1 Modification du génome par réparation d’une cassure double brin

Le systeme CRISPR-Cas9 est un mécanisme de coupure double brin ciblé, utilisé par
les bactéries et les Archae comme systeme immunitaire adaptatif contre les phages et les
plasmides. L’utilisation de ce systtme comme outil permet de générer des modifications
génomiques précises pour 'obtention des mutants ou de protéines de fusion pour I’étude des
mécanismes cellulaires et moléculaires. Pour exercer son activité endonucléase, la Cas 9 se lie a
2 petits ARN : PARN CRISPR (ctfRNA), portant une séquence complémentaire de ’ADN
cible, et le trans-activating CRISPR RNA (tractRNA) qui s’hybride avec le ctRNA et active la
Cas9 pour la guider sur son site de coupure, Figure 38. La Cas9 de Streptococcus pyogene doit
intéragir avec un protospacer-adjacent motif (PAM), séquence reconnaissable par la présence
de deux guanines situées sur PADN cible, et est capable de générer une cassure double brin 3
nucléotides en aval. Deux types de mécanismes de réparation d’ADN peuvent étre alors mis
en place, Figure 39. Une réparation dite spontanée par jonction des extrémités non
homologues (NHE] : Non homologous end joining), ou par recombinaison homologue en
présence de séquence d’ADN donneur (HDR : Homologous direct repair). Le processus de
NHE] peut étre a 'origine d’insertions ou de délétions de taille variable au niveau du site de

coupure, permettant I'inactivation d’un gene d’intérét pour I’étude de sa fonction.
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Figure 40 : Stratégie CRISPR pour obtenir des nouveaux alléles mutants de Igg-1 et [gg-2

A -Stratégie d’obtention des mutations ponctuelles dans la fin de la séquence codante de /gg-7. I’ARN guide
choisi est capable de s’hybrider par appariement sur la séquence d’ADN surlignée en jaune. De maniére
dogmatique la cas9 clive 3 nucléotides en amont du motif NGG (PAM). Le site de coupure est représenté par
une fleche noire. B — Début de la séquence codante de /gg-7 et /gg-2 Le motif PAM choisi est proche de TATG
pour permettre 'insertion de la séquence de la GFP ou de la mCherry pour créer des protéines de fusion.
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D’autre part, des mécanismes HDR permettent d’obtenir des mutations ponctuelles ou encore

le remplacement d’une séquence par une autre a 'aide d’'un ADN matrice.

1.2 Utilisation de Cas9 pour cibler une coupure spécifique du genome

La premicre étape consiste a identifier la région cible en fonction de la modification
génique que on veut générer et a identifier le meilleur site de coupure. Pour les mécanismes
HDR, il faut choisir un site de coupure aussi proche que possible de 'endroit ou 'on veut
générer une modification (Dickinson and Goldstein, 2016). La seconde étape consiste a créer
une séquence guide unique (ctrRNA) permettant de guider la Cas9 au site de coupure. Pour
minimiser les possibilités d’appariement de cette séquence ailleurs qu’au locus cible (off- target),
cette séquence doit étre unique. Pour cela nous avons identifié la séquence guide a I'aide d’un
outil développé part le laboratoire de Feng Zhang’s, disponible sur le site http://ctispr.mit.edu.
Cet outil répertorie toutes les séquences guides possibles et identifie le pourcentage de off-
target pour chaque guide. Cette étape est tres importante puisqu’elle permet de donner une

spéciﬁcité d’action a la Cas9, Figure 40.
1.3 Construction des matrices de réparation ’ADN

Les matrices de réparation pour 'obtention d’'une mutation ponctuelle de /gg-7 sont des
produits de PCR présentant une partie homologue avec PADN cible et présentant les
mutations ponctuelles d’intéréts (par exemple : remplacement du codon GGA codant la glycine
116 par GCC codant une alanine). Un unique site de restriction a été introduit pour permettre
par la suite de repérer par PCR et digestions enzymatiques les individus possédant la matrice
de réparation. De plus, des mutations silencieuses sont introduites dans la matrice pour éviter
que la Cas9 et le ctRNA ne se réhybrident apres la réparation. Afin de déterminer les différents
roles de GABARAP/LGG-1, j’ai généré des mutants permettant d’exprimer uniquement la
forme précurseur (lgg-1G116.AG117.A), la forme mature cytosolique (lgg-1G116.AGT17%), ou les
deux (lgg-1(G116.A). En effet, une des particularités de C. elegans est la présence en partie C-
terminale de LGG-1 de deux glycines successives en positions 116 et 117. Nous avons donc
muté soit la premicre glycine en une alanine, soit la seconde, soit les deux pour obtenir
différents alléles mutants de /gg-7.Les différentes matrices de réparation utilisées pour obtenir

les différents mutants /gg-7 sont détaillées en ANNEXE 1.
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1- CO-INJECTION 2-Sélection phénotypique 3- Génotypage du locus Igg-1
PCR, digestions enzymatiques et séquencages

crRNA /gg-1 :
tracrRNA  MMatrice de réparation Igg-1
Cas9 \ :
crRNA dpy-10 3
matrice de réparation dpy10 s
i ” (dpy] [rol]
NHE) HDR

Figure 41 - Stratégie Co-CRISPR

Réalisation simultanée d’un co-CRISPR, I'un ciblant le géne marqueur dpy-10 et Pautre le gene d’intérét Jog-
1. Cette stratégie permet de mettre en évidence les animaux ayant la plus forte probabilité d’avoir des
modifications géniques au locus /gg-7. La matrice de réparation ciblant le gene marqueur dpy-70 porte une
mutation non-sens, conférant un phénotype roller, [rol], les individus tournant en rond. Une délétion au
locus dpy-10 confere un phénotype [dpy], les animaux ayant une morphologie plus courte. Des individus
ayant subi des modifications géniques au locus marqueur sont considérés comme ayant la plus grande
probabilité de subir des modifications géniques au locus /go-7. Cette stratégie permet une pré-sélection des

animaux, un génotypage par PCR et séquencage sont ensuite nécessaires (Paix ez al, 2015).
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1.4 Stratégie de Co-CRISPR

Les approches expérimentales de CRISPR ont été développées dans Iéquipe depuis plusieurs
années en adaptant les protocoles d’édition du génome chez C. elegans (Paix et al., 2015).
Lefficacité du CRISPR étant variable d’un individu a l'autre, nous avons mis en place une
stratégie de co-CRISPR. En plus du locus d’intérét, on cible simultanément un locus marqueur
dpy-10, Figure 41. Cette stratégie permet une pré-sélection des animaux ayant subi des
modifications géniques. En effet, a la suite de la cassure double brin provoquée par la Cas9,
une délétion au niveau du gene marqueur 4py70 provoque un phénotype dit dumpy [dpy], ces
animaux ont une morphologie plus courte que la morphologie sauvage. Au niveau de ce locus,
Iinsertion d’une matrice de réparation comportant une mutation non-sens provoque un
phénotype roller [rol], c’est a dire que les animaux tournent en rond. La visualisation d’un
phénotype [dpy] ou [rol] dans la descendance des animaux injectés met en évidence la présence
d’une modification génique au niveau de ce locus. Ceci augmente la probabilité de sélectionner
des individus chez lesquels le deuxi¢me locus (le gene dintérét) est également modifié. Les
modifications géniques semblent étre plus nombreuses parmi les descendants de certaines
meres injectées. Ces individus sont isolés les uns des autres sur des boites pour permettre
I'obtention d’une seconde génération. Puis, une PCR et un séquengage sont effectués pour

sélectionner les animaux porteurs de la mutation d’intérét.

1.5 Obtention de protéine de fusion GFP::LGG-1, mCherry ::LGG-2

I’obtention des protéines de fusion a été réalisée en collaboration avec Christophe Lefebvre et
Emmanuel Culetto , maitres de conférences dans ’équipe. Le site de coupure choisi est tres
proche de ’ATG pour éviter de perturber la fonctionnalité de la protéine. La matrice de
réparation créée comporte une séquence homologue au locus cible de part et d’autre de la
séquence de la mCherry ou GFP pour permettre la recombinaison homologue. Pour
lobtention de la mCherry:LLGG-2 a lissue de linjection dans les gonades de 25
hermaphrodites de pré-complexes Cas9-ctRNA- tractrRNA et de matrices de réparation, deux
individus ont été sélectionnés comme donnant le plus grand nombre de descendants positifs

pour des modifications géniques. Ces individus sont appelés des « Jackpots brood ».
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CRISPR GFP::LGG-1

mCherry::LGG-1 mCherry::LGG-2
A FO F1 B FO F1
TOTAL des TOTAL des
Numéro Nombre animaux ayant Numéro Nombre animaux ayant
du vers d’animaux , Nombre subit des du vers d’animaux , Nombre subit des
injecté opy]  [d3NImaux[ROLYl . ification au injecté ppy]  |daNmauxROLI o iication au
locus dpy-10 locus dpy-10
1 0 0 0 1 9 3 12
2 0 2 2 2 20 13 33
3 0 0 0 3 1 2 3
4 0 0 0 4 9 12 21
5 25 5 22 9 31
6 0 0 0 6 0 0 0
7 0 0 0 7 0 0 0
8 0 0 0 < = E 2
9 0 0 0 9 15 7 22
10 0 0 0 10 0 0 0
11 0 0 0 1 0 0 0
12 0 0 0 12 35 18 53
13 0 0 0 13 0 0 0
14 0 0 0 14 ! 2 >
15 6 0 6 15 0 0 0
16 0 0 0 16 0 0 0
17 0 1 1
17 4 0 4 18 0 0 0
18 24 19 0 1 1
= 1 i 1 20 16 13 29
20 0 0 0 21 40 18 58
21 3 0 3 22 0 0 0
22 1 0 1 23 0 0 0
24 0 0 0
25 8 4 12
C Nombre d"animaux injectés 22 D Nombre d’animaux injectés 25
Nombre de vers [dpy] ou [rol] 66 Nombre de vers [dpy] ou [rol] 275
sélectionnés en F1 sélectionnés en F1
Nombre d"animaux mCherry::LGG-1 8 Nombre d'animaux mCherry::LGG-2 23
Nombre d’animaux GFP::LGG-1 9 Nombre d’animaux GFP::LGG-2 0

Figure 42 - Tableau récapitulatif des résultats obtenus suite a deux expériences de CRISPR pour
Pobtention des protéines de fusion LGG-1 et LGG-2

Tableau récapitulatif des résultats obtenus A- suite a la co-injection des matrices de réparation gfp ::/gg-7 et
mCherry ::lgg-1. B- suite a I'injection de la matrice de réparation #Cherry ::lgg-2

FO correspond aux vers ayant subi 'injection. Aprés injection ces animaux s’autofécondent et donnent une
génération F1. L’efficacité du CRISPR étant variable d’un individu a I'autre, nous avons isolé les animaux
ayant eu des événements de recombinaison au locus dpy-70 (surlignages jaunes clairs). Ces évenements sont
visibles a I'ceil par la présence d’un phénotype [dpy] ou [rol]. Si un événement s’est produit au locus dpy-70,
C’est que I'injection a été correctement effectuée et qu’il y a des chances que le locus cible /gg-7 ait lui aussi
subi des évenements de recombinaison. Les individus ayant obtenu un grand nombre de [dpy] ou [rol] sont
surlignés en jaunes fluos, ces animaux sont appelés des « Jackpot brood ». Tableau bilan des résultats
obtenus. C suite a la co-injection des matrices de réparation gfp::/gg-1 et mCherry ::lgg-1. D- suite a I'injection
de la matrice mCherry ::lgg-2.
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Un génotypage par PCR a été effectué sur les 53 et 58 animaux issu de ces « Jackpots brood »
correspondants. L’utilisation de deux oligonucléotides bordant la séquence de /gg-2 permet de
révéler la présence d’une bande de 417 pb correspondant a la séquence génomique sauvage.
I’obtention d’une bande de 1134 pb suggere I'insertion de la séquence codant la mCherry.

Des bandes de tailles intermédiaires sont également observées, mettant en évidence des
insertions aléatoires. La stratégie d’insertion de la matrice de réparation n’a pas permis d’obtenir
de délétion. Les animaux présentant une bande de 1134 pb par PCR ont été analysés pour
Pexpression de la mCherry au microscope. L’insertion fonctionnelle de la séquence codant la
protéine fluorescente au locus de /gg-2 a été observée dans 22,6% des cas soit 23 lignées. Pour
linsertion de la GFP et de la mCherry au locus /gg-7, 1a méme méthode de génotypage que celle
utilisée pour LGG-2 a été effectuée. 9 lignées GFP:LGG-1 et 8 mCherry :LLGG-1 ont été
trouvées positives, soit environ 13 et 12 % d’obtention, respectivement. Les résultats sont

répertoriés Figure 42.

1.6 mCherry::LGG-2 et GFP::LGG-1 définissent trois types d’autophagosomes

Des expériences d’immunofluorescence ont précédemment révélé la présence de trois types
d’autophagosomes dans ’embryon : des structures uniquement positives pour LGG-1, d’autres
uniquement positives pour LGG-2, et une troisicme catégorie doublement positive, a la fois
pour LGG-1 et pour LGG-2. Des proportions différentes pour chaque population ont été
trouvées. Trois fois plus d’autophagosomes positifs uniquement pour LGG-1 ont été observés
(Manil-Ségalen et al., 2014). Afin de confirmer ces résultats avec notre nouvel outil, j’ai croisé
la souche mCherry:LGG-2 avec la lignée GFP:LGG-1. Les données obtenues avec cette
lignée sont encore préliminaires mais on peut observer les 3 types différents de populations
d’autophagosomes, dont une majorité est positive pour LGG-1. Des analyses quantitatives
doivent étre effectuées. Les outils mCherry:LGG-2 et GFP:LGG-1 créés sont donc
encourageants pour I’étude de ces différentes populations d’autophagosomes, Figure 43. J’ai
par la suite effectué des premicres expériences de vidéomicroscopie a I'aide du microscope
confocal spinning disque. En effet, la présence de trois populations différentes souleve de
nombreuses questions. Est-ce que ces différentes populations d’autophagosomes ciblent les
mémes cargos ? Hst-ce qu’il y a un recrutement successif ou simultané de LGG-1 et LGG-2

sur les membranes ?
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1 cellule

50 cellules

Figure 43 - GFP::LGG-1 et mCherry::LGG-2.

mCherry:LGG-2 et GFP:LGG-1 dans des embryons précoces et tardifs définissent 3
populations d’autophagosomes

t0 t1: 30s t2: 60s t3:90s  t4:120s 5 : 180s t6 : 240s t7: 300 18 : 360 t9:420

t1: 30s t2: 60s 13: 90s t4:120s t5 : 180s 6 : 240s t7:300 t8:360 t9 420

Figure 44 - Timelapse sur les populations positives pour LGG-1 et LGG-2
Analyses préliminaires de la dynamique des populations d’autophagosomes positifs
pour LGG-1 et LGG-2 par vidéomicroscopie. Des populations majoritairement
positives pour LGG-1 (vertes) deviennent de plus en plus jaunes (LGG-1 et LGG-2-)
puis majoritairement positives pour LGG-2 (rouge).
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Dans le but d’appréhender ces questions jai effectué des expériences de vidéomicroscopie
permettant d’analyser les différentes populations d’autophagosomes dans les embryons. Des
expériences préliminaires sur une population autophagosomale positive a la fois pour LGG-1
et LGG-2 suggerent un recrutement successif des protéines LGG-1 et LGG-2 dans les
embryons précoces, Figure 44. En effet, cette population majoritairement verte, devient
principalement jaune puis rouge. Ce résultat est retrouvé sur un point jaune isolé dans des
embryons de 50 cellules. Ces résultats intéressants sont encore préliminaires et nécessitent
d’étre reproduits. Pour la premiere fois, nous pouvons suivre 7z vivo le profil d’expression des
protéines LGG-1 et LGG-2 dés la fécondation et tout au long du développement, dans un

contexte similaire a celui de la protéine endogene.

1.7 Obtention de nouveaux mutants du géne [gg-1

A mon arrivé au laboratoire, 'équipe a utilisé I'ingénierie CRISPR-Cas-9 pour construire une
lignée comportant une mutation ponctuelle du géne /gg-7 dans le but d’inhiber I'adressage de
LGG-1 aux membranes des autophagosomes et également pour obtenir de nouveaux mutants.
Par des mécanismes de recombinaisons homologues nous avons obtenu un mutant /gg-
1(G116A), chez lequel la glycine située en position 116 a été remplacée par une alanine. De
plus, a Iissue du protocole de CRISPR, nous avons obtenu plusieurs mutants de délétion et
d’insertion que nous avons séquencés. J’ai choisi d’étudier trois mutants de /gg-7, le mutant /gg-
1(G116.A) et les alleles mutants /gg-7(pp22) et lgg-1(pp66). Les lignées générées sont récapitulées
dans PANNEXE 2. Le mutant /gg-7(pp22) présente I'insertion d’une thymine en position C-
terminale, provoquant un décalage du cadre de lecture, qui fait apparaitre un codon STOP
précoce, codant potentiellement une protéine plus courte. Quant au mutant /Jgg-7(pp66), une
délétion d’'une quarantaine de nucléotides provoque un décalage du cadre de lecture a I'origine
d’une protéine hypothétiquement plus longue. Le faible taux de recombinaison homologue
direct pour ce premier CRISPR nous a permis d’établir une nouvelle stratégie pour I'obtention
d’autres mutants comportant des mutations ponctuelles. En effet, la particularité chez C. elegans
est la présence d’une seconde glycine en position 117. Dans le but de muter cette seconde
glycine par une alanine ou un codon stop, plusieurs expériences ont été nécessaire pour obtenir

les différents mutants.
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A

CRISPR Igg-1(G116AG117*) / Igg-1(G116AG117A) 2 CRISPR lgg-1(G116AG116A)

FO F1 FO F1
TOTAL des TOTAL des
Numéro Nombre Nombre d,l\:;:nr:;ix an‘\magx ayant Numéro du Nombre Nombre d’‘animaux d?lal:\Tr:;te;x am:;;]txda;;am
?;_:;: d’animaux [DPY] | d’animaux [ROL] [DPY ROL] mo;ti‘f?;::z; au vers injecté| d'animaux [DPY] (ROL] [DPY ROL] modification au
locus dpy-10 locus dpy-10
1 0 Q 0 0 1 0 2 0 2
2 0 0 0 0 2 0 0 0 0
3 48 5 0 53 3 0 0 0 o
4 0 0 0 0 4 0 0 0 0
5 0 0 0 0 5 D E A D
6 0 0 0 0 6 3 8 4 15
7 0 0 0 0 7 0 0 0 0
8 0 2 0 3 8 0 0 0 0
) 0 0 0 0 9 0 2 0 2
10 0 6 0 6 10 0 0 0 0
11 0 0 0 0 11 0 0 0 0
12 0 0 0 0 12 0 0 0 0
13 0 0 0 0 13 6 16 10 32
14 0 6 0 6 14 0 0 0 0
15 0 5 0 5 15 0 0 0 0
16 0 0 0 0 16 0 2 2 4
17 8 0 0 8 17 D E A D
18 0 0 0 0 18 D E A D
19 0 0 0 0 19 D E A D
20 5 0 7 12 20 0 0 0 0
21 0 0 0 0 21 0 0 0 Q
22 0 0 0 22 0 0 0 0
23 0 0 0 0 23 0 0 0 0
24 D E A D
25 24 11 20 55
26 0 0 0 0
Nombre d’animaux injectés 23 D Nombre d’animaux injectés 26
Nombre de vers [dpy] ou [rol] sélectionnés en F1 a7 Nombre de vers [dpy] ou [rol] sélectionnés en F1 110
Nombre d’animaux ayant subit un événement de 14 Nombre d’animaux ayant subit un événement de 2
recombinaison au locus /gg-1 recombinaison au locus /gg-1
Nombre d'animaux Igg-1(G116AG117¥) 12
Nombre d’animaux Igg-1(G116AG117A) 1
Nombre d'animaux lgg-1(G116AG117A) 0
Nombre d’animaux présentant une insertion au locus 0
Nombre d’animaux ﬁrés;n{l;:;;ne insertion au locus 2 lgg-1 (NHEJ)
gg-.
T X . Nombre d'animaux présentant une délétion au locus 1
Nombre d’animaux ;;gr;f;v;::;jne delétion au locus 0 lgg-1 (NHEJ)

Figure 45 - Tableau récapitulatif des résultats obtenus suite a deux expériences de CRISPR
pour ’obtention des mutants [gg-1(G116AG117A) et Igg-1(G116AG117%)

Tableau récapitulatif des résultats obtenus A- suite a la co-injection des matrices de réparation /gg-
1(G116AGT17%) et lgg-1(G116.AG117.A). B- suite a 'injection seule de la matrice lgg-1(G71716.AG117.A).
FO correspond aux vers ayant subi I'injection. Apres injection ces animaux s’autofécondent et donnent
une génération F1. L’efficacité du CRISPR étant variable d’un individu a 'autre, nous avons isolé les
animaux ayant eu des événements de recombinaison au locus dpy-70 (surlignages jaunes). Ces
évenements sont visibles a I'ceil par la présence d’un phénotype [dpy] ou [rol]. Si un événement s’est
produit au locus dpy-10, c’est que l'injection a été correctement effectuée et qu’il y a des chances que

le locus cible /gg-7 ait subit des événements de recombinaison lui aussi. Les individus ayant obtenu un

grand nombre de [dpy] ou [rol] sont surlignés en jaunes intenses, ces animaux sont appelés des

« Jackpot brood » Tableau bilan des résultats obtenus. C- Suite a la co-injection des matrices de
réparation fgg-1(G116.AGT17%) et lgg-1(G116.AGT117A). D- suite a I'injection seule de la matrice lgg-
1(G116AGT17A).
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Par la suite nous avons voulu générer des mutations ponctuelles permettant d’obtenir les
formes LGG-1.1 et pLGG-1 seules. En effet, I'insertion simultanée de deux matrices de
réparation différentes, G116AG117* et G116AG117A, n’a permis d’obtenir que 'un des deux
mutants. Parmi les animaux sélectionnés, 12 % sont /[gg-1(G116.AGT17%) et 0% lgg-
1(G116AG117A). Cela pourrait étre di a une différence d’affinité des ctrRNA avec TADN
cible. En effet, insertion seule n’a permis d’obtenir qu’un seul individu /gg-7(G116.AG117.A).

Les différents rendements d’obtention des mutants sont détaillés dans les tableaux, Figure 45.

II. Les formes cytosoliques de LGG-1/ GABARAP assurent des fonctions
spécifiques au cours de ’autophagie et du développement chez C.clegans

Cette partie consiste a résumer les résultats obtenus au cours de mon projet de thése avant

d’insérer une premicre version du manuscrit en préparation.

La protéine « ubiquitine like » Atg8 est 'un des acteurs principaux de la macroautophagie qui
chez la levure, est nécessaite a plusieurs étapes du processus telles que l'initiation, la
reconnaissance et 'engloutissement du cargo et la fermetutre des autophagosomes, (Ichimura ez
al., 2000, 2004; Nakatogawa, Ichimura and Ohsumi, 2007; Kraft e a/., 2012; Knorr ez al., 2014)
11 existe sept isoformes homologues d’Atg8 chez 'homme définissant deux familles le MAP-
LC3 (LC3A-a, LC3A-b, LC3b, LC3C) et GABARAP (GABARAP, GABARAPLI,
GABARAPL2), (Shpilka ez al, 2011). Les protéines LC3/GABARAP peuvent avoir des
fonctions similaires et spécifiques au cours du flux autophagique, (Pankiv e 2/, 2007; Weidberg
et al., 2010; Alemu ez al., 2012; Lystad et al., 2014; Joachim ef al., 2015; Backen ef al., 2020;
Grunwald e al, 2020; Jatana et al, 2020). Les protéines GABARAP sont importantes
notamment pour les étapes précoces d’initiation et la fermeture des autophagosomes, étapes

pour lesquelles les protéines LC3 sont dispensables (Nguyen ¢z al., 2016).

La pléiotropie des protéines Atg8/LC3/GABARAP ne se limite pas a l'autophagie, ces
protéines ont notamment un réle dans le trafic de récepteurs intracellulaires, de suppresseur de
tumeur, dans la phagocytose des corps apoptotiques (LAP), dans la voie ERAD, (Schaaf ez 4/,
2016; Galluzzi and Green, 2019). Plusieurs équipes ont tenté de décrire les roles des sept

protéines individuellement chez les mammiferes. Mais les protéines d’une méme famille
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possedent une forte similarité de séquence réduisant ainsi la spécificité des anticorps ou des

ARN interférents.

De plus, une série de modifications post-traductionnelles, similaires a la conjugaison de
l'ubiquitine, sont impliquées dans le ciblage membranaire des protéines
Atg8/LC3/GABARAP. Ces protéines sont initialement synthétisées sous forme de précurseur
(forme P), puis clivées a leur extrémité C-terminale apres le résidu invariant glycinel16 pour
les protéines GABARAP (forme I) (ou la glycine en poition 120 pour les LC3) et conjuguées a
la phosphatidyl-éthanolamine (forme II) au niveau de la membrane des autophagosomes,
(Scherz-Shouval et al, 2003; Kabeya et al, 2004; Betin and Lane, 2009). Par ailleurs, ces
protéines peuvent étre assujetties a d’autres modifications telles que des phosphorylations,
ubiquitinations ou des acétylations (Schaaf e a/., 2016). Un tel niveau de complexité rend tres
difficile I'étude des fonctions spécifiques de chaque protéine chez I'homme, (Nguyen e7 al,

2016).

Chez C.elegans la présence d’un unique homologue de chaque famille GABARAP et LC3,
nommés respectivement LGG-1 et LGG-2 représente une situation simple pour la
caractérisation des fonctions multiples de ces protéines. (Chen, Scarcelli and Legouis, 2017;
Leboutet ez al., 2020). LGG-1 et LGG-2 sont impliquées dans le processus autophagique au
cours du développement, de la longévité ou induites par un stress. Un des processus bien décrit
et stéréotypé est le processus de dégradation des composés du spermatozoide au moment de
la fécondation appelé allophagie. LGG-1 joue un role dans la reconnaissance des cargos
ubiquitinylés et interagit avec un récepteur autophagique, ALLO-1. LGG-1 est essentielle a la
formation de ces autophagosomes allophagiques, en revanche LGG-2 est impliquée dans des
étapes plus tardive de maturation des autophagosomes et de fusion avec les lysosomes (Manil-
Ségalen et al, 2014; Djeddi et al, 2015). En outre, l'existence de trois populations
d’autophagosomes, une seulement positive pour LGG-1, une seconde uniquement positive
pour LGG-2 et une troisicme doublement positive pour LGG-1 et LGG-2, suggere des
fonctions spécifiques de ces protéines. De plus chez C.elegans, lgg-1 est un gene essentiel a la
viabilité du ver alors que /gg-2 est dispensable (Manil-Ségalen et al., 2014). Afin de déterminer
les différents roles de GABARAP/LGG-1, nous avons généré via I'ingénierie CRISPR-Cas9
des mutants permettant d’exprimer uniquement la forme précurseur (lgg-1(G116.AG117A), 1a

forme mature cytosolique (fgg-1(G116.AG117%)), ou les deux (lgg-71(G116.A)).
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Résultat 1: Glycine en position 116 est essentielle pour la localisation de LGG-1 aux
membranes

Nous avons montré par des techniques de biochimie et d’'immunomarquage que la glycinel16
en partie C-ter de LGG-1 est essentielle pour le clivage efficace permettant de créer la forme
mature et pour la localisation de LGG-1 aux membranes des autophagosomes. La mutation de
la glycine 116 en alanine a permis de mettre en évidence que la Glycine 117 pouvait étre utilisée

pour le clivage.

Résultat 2 : Les fonctions autophagiques de GABARAP /LGG-1 sont indépendantes de
sa localisation aux autophagosomes

Nous avons montré quune forme non membranaire LGG-1(G116A) est suffisante pour
permettre toutes les fonctions autophagiques testées. De plus, non seulement que I'autophagie
globale n’est pas modifiée au cours de la longévité et en carence nutritionnelle mais également
que la dégradation, par autophagie sélective des mitochondries paternelles, d’agrégats
protéiques et des corps apoptotiques n’est pas altérée. Ces résultats permettent de considérer
que la conjugaison des protéines Atg8 de type « ubiquitin like » n’est pas toujours un pré-requis
a toutes leurs fonctions . Nos résultats suggerent également que la fonction majeure de la forme

clivée mature interviendrait dans des étapes précoces d’induction du processus.

Résultat 3 : Role compensatoire de LGG-2 au cours de la fonction autophagique
Nous avons déterminé qu’en absence de LGG-2, la fonction autophagique d’un mutant /gg-
1(G116A4) est fortement diminuée. Néanmoins lobtention dun double mutant /gg-
1(G116.A) ;lgg-2(tm5755) a permis de mettre en évidence une dégradation des mitochondries
paternelles suggérant une fonction de LGG-1(G116A) maintenue en absence de LGG-2.

Résultat 4 : La fonction développementale de GABARAP/LGG-1 est indépendante de
la fonction autophagique et de sa localisation membranaire

I ge-7 est un gene essentiel, dont la déplétion entraine une létalité embryonnaire. Nos résultats
montrent pour la premicre fois que LGG-1 présente une fonction développementale
indépendante de la fonction autophagique et indépendante d’une localisation

autophagosomale, et ouvre une nouvelle voie d’exploration pour notre équipe.
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Abstract

The ubiquitin-like protein family Atg8/LC3/GABARAP, is required for multiple steps of
autophagy - initiation, cargo recognition and engulfment, vesicle closure and degradation -
and also involved in several non autophagy functions. The mechanisms of functions and the
regulation of Atg8/LC3/GABARAP proteins are still unclear but rely on two characteristics, the
binding to numerous proteins harboring specific domains and their capacity to be addressed
to membranes by a conjugation to a phosphatidyl-ethanolamine. However, the presence of
up to 7 homologs in mammals complicate the analysis of their specific functions. Using CRISPR-
CAS9 engineering in Caenorhabditis elegans, which possesses single GABARAP and LC3
homologs, named LGG-1 and LGG-2, we analyzed the specific functions of the precursor, the
cleaved and the lipidated form of LGG-1.

In vivo analyses reveal that almost all functions of LGG-1 in autophagy and development are
achieved independently of its localization to the membrane. We discovered that the precursor
form is not capable to maintain either autophagy or developmental functions, and that the
presence of a terminal glycine is essential for the autophagy functions of the cleaved form,
independently of its conjugation. The analysis of the dynamic of the autophagic flux indicates
that in absence of lipidation LGG-1 initiates normally the autophagosome biogenesis, but is
less efficient for the late steps of maturation.
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Introduction

Macroautophagy is a highly dynamic vesicular degradation system that first sequesters
intracellular components in double membrane autophagosomes and then delivers them to
the lysosome. Upon induction, a flat membrane is nucleated from initiation sites generally
located on the endosplamic reticulum, which further elongates, closes, and subsequently
fuses with the lysosome. The general scheme is the successive recruitment of a series of
protein complexes involved in the dynamic of the process through several steps -
phosphorylation of lipids, transfer of lipids from various reservoirs, the recognition of cargoes,
the tethering and the fusion. Albeit, the identification of numerous actors, the complete
mechanism and its regulation is still poorly understood. Moreover, an increasing amount of
data indicates that many of the components forming the molecular machinery for
macroautophagy are also involved in autophagy-unrelated functions. One of the key players
is the ubiquitin-like protein Atg8, which in yeastisrequired for several steps during autophagy,
such as initiation, cargo recognition and engulfment, and vesicle closure (Kirisako et al., 2000;
Nakatogawa, Ichimura and Ohsumi, 2007; Klionsky, 2008; Kraft et al., 2012; Knorr et al., 2014).
There are seven isoforms of atg8 homologs in humans defining two families the MAP-LC3
(abbreviated as LC3A-a, LC3A-b, LC3b, LC3C) and the GABARAP (GABARAP, GABARAPLI,
GABARAPL2) (Shpilka et al., 2011). LC3/GABARAP proteins are could have both similar and
very specific functions during the autophagic flux and for the recognition of specific cargoes
by selective autophagy (Pankiv et al., 2007; Weidberg et al., 2010; Alemu et al., 2012; Lystad
et al., 2014; Joachim et al., 2015; Baeken et al., 2020; Grunwald et al., 2020; Jatana et al.,
2020). LC3/GABARAP proteins can bind multiple proteins through specific motifs (LIR LC3
interacting Region-several subtypes) and their interactomes are only partially overlapping
The pleiotropy of Atg8/LC3/GABARAP proteins is not restricted to autophagy but extends to
numerous cellular processes like intracellular receptor trafficking, tumor suppressor, ER
function (ERAD and ER exit sites), LAP, cell motility and growth (Schaaf et al., 2016; Galluzzi
and Green, 2019).

Such alevel of complexity make very difficult the study of the specific functions of each protein
in human (Nguyen et al., 2016). Moreover, a series of post-translational modifications, similar
to the ubiquitin conjugation, is involved in the membrane targeting of Atg8/LC3/GABARAP
proteins. These proteins are initially synthesized as a precursor (P form), then cleaved at their
C-terminus after the invariant Glycinell6 (or 120) residue {form 1), and conjugated to
phosphatidyl-ethanolamine (form Il) at the membrane of autophagosomes (Figure 1A)
(Scherz-Shouval et al., 2003; Kabeya, 2004; Betin and Lane, 2009). Structural analyses have
shown that LC3/ GABARAP can adopt an open or close configuration. In addition, several other
post-translational modifications have been reported, like phosphorylation(Cherra et al., 2010;
Wilkinson et al., 2015; Herhaus et al, 2020), ubiquitination (Joachim et al, 2017) and
oligomerization (Coyle et al., 2002; Chen et al., 2007), whose effects on LC3/GABARAP
function and localization but are largely unknown. The subcellular localization of
Atg8/LC3/GABARAP proteins is multiple, either diffuse in the cytosol, or associated to the
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membrane of various compartment (autophagosome, phagosome, Golgi, other) or the
cytoskeleton

The existence of this versatile and pleiotropic repertoire raises a number of questions about
the autophagy and the non autophagy functions of LC3/GABARAP proteins. It is of particular
interest to address the level of redundancy and specificity, including tissue specificity, of the
various members, and the possible functions of the forms P and I. In the nematode
Caenorhabditis elegans, the presence of single homologs of LC3 and GABARAP, called
respectively LGG-2 and LGG-1, represents an ideal situation to characterize their multiple
functions (Chen, Scarcelli and Legouis, 2017; Leboutet et al., 2020).

The structure of LGG-1/GABARAP and LGG-2/LC3 is highly conserved (Wu et al., 2015) and
both proteins are involved in autophagy processes during development, longevity and stress
(Samokhvalov, Scott and Crowder, 2008; Alberti et al., 2010; Chang et al., 2017). In particular,
the elimination of paternal mitochondria upon fertilization (also called allophagy) has become
a paradigm for dissecting the molecular mechanisms of selective autophagy(Zhou, Li and Xue,
2011; Djeddi et al., 2015; Zhou et al., 2016). Genetic analyses indicated that LGG-1 and LGG-2
do not have similar functions in autophagy (Alberti et al., 2010; Manil-Ségalen et al., 2014;
Jenzer et al., 2019). During allophagy LGG-1 is important for the recognition of ubiquitinated
cargoes through interaction with the specific receptor ALLO-1 (Sato et al., 2018) and the
formation of autophagosomes, whereas LGG-2 is involved in their maturation into
autolysosomes and trafficking (Manil-Ségalen et al., 2014; Djeddi et al., 2015). Based on the
presence of LGG-1 and LGG-2, three populations of autophagosomes have been described in
C. elegans embryo: the major part is LGG-1 only, but LGG-2 only and double positives
autophagosomes are also present. Moreover, LGG-1 is an essential gene, while LGG-2 is
dispensable (Manil-Ségalen et al., 2014).

In this study, we investigated the functions of the precursor and the form | of LGG-1/GABARAP.
Using CRISPR-CAS9 editing, we created specific mutations in the endogenous /gg-1 gene that
result in the production of the P-like and I-like forms, but not the lipidated form Il. We have
characterized the functionality of these new alleles of LGG-1/GABARAP for bulk autophagy,
selective mitophagy and aggrephagy, but also during starvation and longevity as well as
apoptotic cell engulfment and morphogenesis. LGG-1/GABARAP is an essential gene in C.
elegans, but we discovered that most of its functions could be achieved independently of its
localization to the membrane. We used genetic analyses to decipher whether LGG-2 could
have compensatory function and show that the functionality of these LGG-1 mutants cannot
be fully explained by a redundant role of LGG-2. Our data revealed that the precursor form is
not capable to maintain either autophagy or developmental functions, and that its cleavage is
necessary for functionality of LGG-1 form I. Further analysis of the dynamic of the autophagic
flux indicated that LGG-1 form | allows the initiation of autophagosome biogenesis, but is less
efficient for autophagosome maturation.
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Results

1) The G116G117 di-Glycine motif is a substrate for cleavage of LGG-1 precursor.

The LGG-1 protein is very highly conserved from residue 1 to residue 116, sharing 92% and
74% similarity with the human GABARAP and the yeast Atg8, respectively (Manil-Ségalen et
al., 2014) .However, the GEVEKKE C-terminus of LGG-1 is unusual by its size and the presence
of a non-conserved glycine residue in position 117 (Figure 1B, SupFig 1). Found also in others
Caenorhabditis species and several nematodes and arthropods, the presence of a C-terminal
diglycine is reminiscent of other ubiquitin-like proteins such as as SUMO and Nedd8 (Jentsch
and Pyrowolakis, 2000; Cappadocia and Lima, 2018). These specificities raise the possibility
that the C-terminus could confer particular functions to the precursor form (LGG-1 P) and the
cleaved form (LGG-1 I).

To analyze the functions of LGG-1 P and LGG-1 I, a CRISPR-Cas9 approach was used to
substitute the conserved glycine 116 by an alanine, and generate three specific /gg-1 mutants
with various C-terminus (Figure 1B). In theory, both LGG-1(G116A) and LGG-1(G116AG117A)
mutants are expected to accumulate a P form due to the blockage of its cleavage by ATG-4
(Wu et al., 2012). Alternatively, the LGG-1(G116AG117*) mutant protein should correspond
to a form I. Five supplementary /gg-1 frameshift mutants were isolated during the CRISPR
experiments, resulting in deletion/insertion at the C-terminus (Figure 1 and Supfigurel).
Among them, LGG-1{AC100-123) and LGG-1(AC111-123) have been used later in the present
study. The allele Igg-1(tm3489), which deletes 48% of the open reading frame, was used as a
negative control (Manil-Ségalen et al., 2014) because it is considered as a null mutant, and
thereafter noted LGG-1(A).To assess whether lgg-1(g116a)}, Igg-1(g116agl17a} and lgg-
1(G116A*) alleles code for a precursor and form |, respectively, we performed a western blot
analysis with two different LGG-1 antibodies (Al Rawi et al., 2011; Springhorn and Hoppe,
2019)(Figure 1C). In basal conditions the wild-type LGG-1 is present mainly as form | (13.9
kDa) with a low amount of the faster migrating form Il and no precursor (14,8 kDa) (Figure
1B), while no band was observed in the allele /gg-1(tm3489) confirming that it is a bona fide
null mutant. While the lgg-1(G116AG117*) mutant presents a majority form |, the /gg-
1(G116A) mutant accumulates both the expected precursor form and a form I. This indicates
that the cleavage of the LGG-1(G116A) precursor is still present although less efficient. In both
mutant, an unexpected minor form is observed migrating differently to the lipidated form I,
which is no longer detectable. The lgg-1(G116AG117A) mutant accumulates the precursor
form (96% of the protein) indicating that the cleavage observed in the LGG-1(G116A) is linked
to the presence of a second glycine in position 117.

This data is the first evidence that the G116 is dispensable for LGG-1 cleavage but confirms
that it is essential for its conjugation.
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2} Glycine 116 but not glycine 117 is a substrate for lipidation

To further confirm WB analyses, we next performed immunofluorescence in the embryo to
analyze the subcellular localization of LGG-1 protein in the various alleles. At the 1 cell-stage
and around 100 cells-stage two selective autophagy processes have been well characterized,
allophagy and aggrephagy respectively embryo (Zhang et al., 2009; Al Rawi et al., 2011; Sato
and Sato, 2011). The punctate staining observed in the wild-type animals (Figure 1D) with
independent anti-LGG-1 antibodies is characteristic of the autophagosomes formed during
each process, and is absent in the /gg-1(A) mutant (Figure 1E). The three mutants /gg-
1(G116A)}, Igg-1{G116AG117A} and lgg-1(G116AG117*} present no puncta but a diffuse
cytosolic staining confirming that neither the precursor nor the form | are able to conjugate
to the membrane (Figure 1F-L). Moreover, the increase of the diffuse signal (quantification in
Figure 1M) confirms that the protein is less degraded in these mutants. To exclude the
possibility that a small portion -below the sensitivity of the experiment of the protein was
excluded by analyzing the epg-5 (RNAi), which results in the strong accumulation of
autophagosome (Figure 1N-Q).

Together, these results indicate that G116 is essential for LGG-1 conjugation to membranes.
LGG-1(G116AG117%*) is present only as a precursor form while LGG-1(G116A) produces both
a precursor and a form . The form | of LGG-1(G116A) is presumably ending with a glycine at
position 117, while those of LGG-1(G116AG117*) by an alanine in position 116. This allelic
series defines an ideal situation to address the respective roles of the precursor and the form
I in absence of the lipidated form II.

3} Autophagy is functional in LGG-1(G116A} - The lipidation of LGG-1 is dispensable for
autophagy

To address the functionality of the precursor and form | of LGG-1, we analyzed autophagy
related processes which has been well characterized during C. elegans life cycle. Selective
autophagy was studied in the embryonic development, during which a mitophagy and an
aggrephagy process are occurring in a stereotype manner upon fertilization and few hours
later, respectively (Figure 2A-)).

In both situations, the degradation of selective cargos was observed in the live embryo using
specific GFP markers of the paternal mitochondria (HSP-6::GFP, Figure 2A-E) and the P-
granules (SEPA-1::GFP, Figure 2F-J). In Igg-1(A} animals, the cargo accumulate at a stage when
they are degraded in the wild-type situation. In /gg-1(G116A), but not in lgg-1{G116AG117%)
mutants both paternal mitochondria and SEPA-1 are degraded suggesting that LGG-1(G116A)
maintains an autophagy activity (Figure 2C-E, H, 1). Bulk autophagy was then studied in the
context of the adult longevity (Figure 2K) and after induction by starvation of the first stage
larvae (Figure 2L). While lgg-1(G116AG117%) mutants displayed a marked decrease of the
longevity and the starvation survival, Igg-1(G116A} mutants showed no difference with the
wild type animals. Finally, the capacity of /gg-1(G116A) mutants to perform autophagy was
confirmed in two other processes, the elimination of apoptotic corpses (Figure 2M,(Jenzer et
al., 2019) and upon acute heat stress (not shown,(Chen et al., 2021)). Once again, the lgg-
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1(G116AG117*) mutants are defective in these autophagy processes indicating that it is a
particular feature of the LGG-1(G116A) protein.

To address whether the autophagy activity is dependent of the accumulation of the precursor
form, we then analyzed the aggrephagy process in the lgg-1(G116AG117A} mutant. The
accumulation of SEPA-1::GFP in lgg-1(G116AG117A)} animals indicates that the precursor form
is not able to promote autophagy (Figure 2J).

Altogether, our data demonstrate that despite its absence of localization at the
autophagosome, LGG-1(G116A) achieves a functional autophagy in both physiological and
stress conditions. This is the first in vivo evidence that the autophagy functions of LGG-
1/GABARAP can be uncoupled from its membrane conjugation. The non-function of LGG-
1(G116AG117*) suggests that the presence of a C-terminal glycine is essential for the
autophagic function of form I.

4} The essential function of LGG-1 during development is unrelated to autophagy and
independent of its conjugation.

The developmental phenotypes of three mutants lgg-1(G116A), Igg-1(G116AG117A} and lgg-
1(G116AG117*) were then explored in embryo, larvae and adults and compared with lgg-1(A}
and wild-type animals (Figure 3). We confirmed that /gg-1(A) homozygous animals present a
massive lethality, during late embryogenesis or first larval stage (Figure 3B, H) (Manil-Ségalen
et al., 2014). However, a careful analysis revealed that rare escapers, representing 11% of the
progeny, were able to reach adulthood and reproduce, allowing to maintain lgg-1(A)
homozygous population.

Neither Igg-1(G116A) nor Igg-1(G116AG117*} homozygous animals present any observable
defect in development (Figure 3C, D, H) or adulthood and they reproduce at a similar rate than
wild-type animals. By contrast, lgg-1(G116AG117A) and the five independent mutants
harboring various frameshifts of the C-terminus present a very strong lethality with the
characteristic embryonic phenotype of Igg-1(A) animals (Figure 3E-H and not shown). Among
them lgg-1(A111-123) presents a premature stop codon at position 111 and two others a
frameshift in position 114 leading to an extension of the C-terminus (Figure 3 and FigSup1).
These data indicate that the form | of both LGG-1{G116A) and LGG-1(G116AG117*) but not
the precursor form is sufficient to recapitulate the normal development and viability, and
support that its developmental functions are independent from its conjugation to the
membrane. These data suggest that in a wild-type context the cleavage of the C-terminal part
is essential for the developmental function of form I, but contrary to autophagy functions, the
presence of a glycine at the C-terminus is not a requisite.

5) The mutation of G116A blocks the autophagy activity of Atg8 in yeast

Our results demonstrate that the localization of LGG-1 to the membrane is dispensable for its
functions. To check whether it is a particularity of the C. elegans LGG-1/GABARAP a similar
strategy was performed for Atg8 in the yeast S. cerevisige. Atg8 precursor ends with an
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arginine at position 117 (FigSup2) and using transgenic strains Oshumi lab (Kirisako et al.,
2000; Nakatogawa et al., 2012) have shown that G116 is essential for autophagy. We target
the endogenous Atg8 by an homologous recombination strategy to generate Atg8(G116A)
and Atg8(G116AR117%*) alleles. The functionality of autophagy was assessed with the
Pho8A60 (Noda and Klionsky, 2008) and quantification demonstrated that both Atg8(G116A)
and Atg8(G116AR117*) mutants are unable to achieve a functional autophagic flux (SupFig2).
This result was further confirmed by the inability of both mutants to survive upon nitrogen
starvation. These data confirm that in S. cerevisige the autophagic function of Atg8 is strictly
dependent of its cleavage/conjugation and suggest that form | functions could be a
particularity of the GABARAP family or the C. elegans LGG-1.

6} Functionality of LGG-1(G116A} partially depends on LGG-2 for autophagy but not
development

Our previous study have shown a partial redundancy of LGG-1 and LGG-2 in resistance to
starvation and longevity (Alberti et al., 2010) which raises the possibility of compensation of
lgg-1(G116A} by lgg-2. To analyze this possibility we used the large deletion mutant /lgg-
2(tm5755), which is considered as a null {(Manil-Ségalen et al., 2014), and constructed the
double mutant Igg-1(G116A);lgg-2(tm5755). Similarly to the single mutants /gg-1(G116A)} and
lgg-2(tm5755), the double Igg-1(G116A);lgg-2(tm5755) animals were viable and presented no
morphological defect (Figure 4A-F). These data indicate that the correct development of lgg-
1(G116A) is not due to a compensative mechanism involving lgg-2. In contrast it was not
possible to obtain Igg-1(A);lgg-2(tm5755) animals, suggesting that LGG-2 have some
redundant functions with LGG-1 during development.

Next, we addressed whether LGG-2 compensates the autophagy functions in /gg-1(G116A)
animals. Because lgg-1(A)lgg-2(tm5755) animals are not viable, we constructed as a negative
control the viable double mutant Igg-1(G116AG117%);1gg-2(tm5755). If LGG-2 compensates
LGG-1(G116A) for autophagy, lgg-1(G116A);1gg-2(tm5755) animals should behave similarly to
lgg-1(G116AG117%);lgg-2(tm5755). The lgg-1(G116A);Igg-2(tm5755) animals presented a
decrease for both survival to starvation and longevity compare lgg-1(G116A} single mutant.
However, they survived better than lgg-1(G116AG117%*);lgg-2(tm5755) animals (Figure 4G, H).
These results indicate that only a part of the autophagy functionality of LGG-1(G116A)
depends of LGG-2. Selective autophagy during early embryogenesis was then quantitatively
analyzed in the double mutant strains (Figure 41-K) using HSP-6::GFP. Paternal mitochondria
were eliminated in the lgg-1(G116A};lgg-2(tm5755} animals but with some delay compare to
lgg-1(G116A) animals. This data indicates that LGG-1(G116A) is necessary and sufficient for
the allophagy process. Interestingly, this detailed analysis also revealed a slight delay in the
elimination of paternal mitochondria in lgg-1(G116A} animals.

Together our results show that there is a partial redundancy between LGG-1 and LGG-2 in
autophagy and possibly in development, and demonstrate that LGG-1(G116A) maintains an
autophagy activity independently of LGG-2. The observation that LGG-1(G116A) is less
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efficient than the wild-type suggests that one or several of its functions in autophagy are more
affected by a loss of membrane localization.

7} The autophagy flux is slowed down in LGG-1(G116A)

To understand whether the absence of lipidation of LGG-1 affects specifically some of its
functions, we compared the autophagic flux and the dynamic of autophagosome formation in
lgg-1(G116A}, Igg-1(G116AG117*} and lgg-1(A) animals. We first focused on the early embryo
because the autophagy process is stereotyped and well characterized particularly concerning
the nature of the cargos and the timing for their degradation. Moreover, the autophagosomes
sequestering the paternal mitochondria are clustering and can be visualized using LGG-2
antibodies (Figure 5A) (Manil-Ségalen et al., 2014). In Igg-1(4) mutant, LGG-2
autophagosomes are not detected as a cluster but are spread out as single puncta in the whole
embryo, and persist after the 15-cells stage (Figure 5B, E). This indicates that LGG-2 positive
structures can be formed in absence of LGG-1, but are not correctly localized and not
degraded properly, presumably because of the role of LGG-1 in cargo recognition (Satoet al.,
2018) and of a latter involvement in the maturation of autophagosomes. The pattern of LGG-
2 is somehow different in lgg-1(G116A) and Igg-1(G116AG117*) mutants, forming spread
structures persisting longer and the size of which could be increased (Figure 5C-F). These data
suggest that both forms | affect the autophagic flux and could modulate the biogenesis of the
autophagosomes. We then checked if the localization of LGG-2 structures correlates with
paternal mitochondria in Igg-1(G116A) or Igg-1(G116AG117*) mutants. Surprisingly, in both
mutants we did not observe an increase of the colocalization between HSP-6::GFP and LGG-2
(Figure 5G-J). These data confirmed that the elimination of paternal mitochondria in lgg-
1(G116A) animals is not achieved through an enhanced recruitment of LGG-2. It also suggests
that autophagic structures devoid of both LGG-1 and LGG-2 are responsible of paternal
mitochondria degradation in lgg-1(G116A).

Next, we analyzed the autophagy flux in 50-100 cells embryo, by quantifying the colocalization
between ATG-18/WIPI2 and LGG-2 ::GFP in lgg-1(G116A} and lgg-1(G116AG117*} mutants
(Figure 5K-Q). ATG-18::GFP is considered as an earlier marker than LGG-1 and LGG-2 in the
autophagosome biogenesis (Chang et al., 2017) and its mammalian homolog WIPI2 labels the
omegasome (Polson et al., 2010). In the wild-type and Igg-1(G116A} animals more than 40%
of the ATG-18 structures colocalize with LGG-2, while less than 30% of them are colocalizing
in the lgg-1(A4) and the lgg-1(G116AG117%) mutants. This indicates that LGG-1(GA) is as
efficient as the LGG-1(+) for the early step of autophagosome biogenesis. It also suggests that
the LGG-1(GA) form | retains a particular function which has been lost in LGG-1(G116AG117*).
To confirm these observations, we use electron microscopy to characterize the
autophagosomes in the lgg-1(G116A)} and lgg-1(G116AG117*} and wild-type early embryos
(Figure 6). In wild-type animals autophagosomes containing cellular materials and in particular
the characteristic paternal mitochondria (Zhou et al., 2016) were observed in 1-4 cells (5 for 7
sections analyzed) but not in 10 cells embryos (Figure 6A). In Igg-1(G116A) embryos, the
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number of autophagosomal structures increased both in 1-4 cells (23 for 4 sections) and in
later embryos (133 for 14 sections). The autophagosomes were closed and contained various
cellular materials some of which identifiable as membrane compartments (Figure 6B-E). The
structures observed in lgg-1(G116AG117) mutants largely differed from both wild-type and
lgg-1(G116A)}, forming multi-lamellar structures containing cytoplasm mainly devoid of
membrane compartments (13 for 12 sections). These abnormal structures were detected in
the oocyte as well as the embryo, which also present unsequestered paternal mitochondria
(Figure 6G-I).

Altogether, these data support the conclusion that LGG-1(G116A), but not LGG-
1{G116AG117*), is able to form functional autophagosomes which degradation is delayed.

8) LGG-1 form | regulates negatively the initiation of the autophagy

The analyses of LGG-1(G116A) indicate that most of the functions of LGG-1 in autophagy can
be achieved by the non lipidated form I. By comparison with the non functional LGG-
1(G116AG117%*) it appears that the most important function resides in the early steps of
autophagic flux. Data in yeast and mammals have revealed that Atg8/LC3/GABARAP can
interact with ULK1 and modifies the kinase activity of the ULK1 complex(Chang et al., 2017).
Moreover, in vitro a studies (Wu et al., 2015) have shown that LGG-1 but not LGG-2 can
directly binds UNC-51, the C. elegans homolog of ULK1. In absence of specific tools to monitor
the kinase activity of UNC-51, we performed a genetic approach to decipher the function of
LGG-1 form | in the induction of autophagy. Using ATG-18::GFP, the initiation events were
quantified in vivo for Igg-1(G116A), lgg-1(G116AG117*) and lgg-1(RNAi} embryos in control
or UNC-51 depleted conditions (Figure 7). As expected, depletion of UNC-51 results in the
decrease ATG-18::GFP puncta (Figure 7A, E, 1). In Igg-1(RNAi} embryos, a marked increase of
puncta number and intensity was observed (Figure 7B), which could result from a blockage of
the autophagy flux after initiation has started. However, the double depletion of UNC-51 and
LGG-1 showed a further increase in the number of initiation events (Figure 7F, 1), suggesting
that LGG-1 negatively controls the induction. In Igg-1(G116AG117%*) mutants the number of
ATG-18::GFP puncta is increased but no further significant increase was observed upon UNC-
51 depletion (Figure 7D, H, 1). For Igg-1(G116A) animals, no difference was observed in the
number of puncta with the wild-type animals and a weak decrease of their intensity was
detected. Moreover, the depletion of UNC-51 did not induce any increase confirming that
LGG-1(G116A) almost behave like the wild-type LGG-1 for the initiation (Figure 7C, G, I).

Discussion

Our study demonstrate that C. elegans is a good paradigm for analyzing the specificity and the
redundancy of the GABARAP and LC3 family and decipher the functions of the precursor, the
cytosolic form | and the lipidated form Il. In mammalian cell lines, an elegant CRISPR strategy
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allowed to knock out together 6 LC3/GABARAP homologs, but point mutations of the
conserved glycine have not been reported (Nguyen et al., 2016). Most of the studies on the
terminal glycine used transgenic overexpression constructs (Kabeya, 2004; Chen et al., 2007,
Poillet-Perez et al., 2017).

Our data is the first evidence that LGG-1/GABARAP function in C. elegans development is
independent of autophagy and not dependent of its conjugation. The precursor is not
functional indicating that its C-terminus is not compatible for developmental functions, while
either the A116 or the G117 terminus is functional compatible. Non autophagic functions for
LC3/GABARAP have been identified in eukaryotic cells (Schaaf et al., 2016; Wesch, Kirkin and
Rogov, 2020), apicomplex parasites (Mizushima and Sahani, 2014; Lévéque et al., 2015), and
yeast (Liu et al., 2018; Ishii et al., 2019) but the role of the cytosolic forms are poorly
documented especially in the context of the development. A recent publication has shown
that the drosophila Atg8a is involved in several developmental processes independently of
autophagy and lipidation (Jipa et al., 2020). The two Atg8 homologs of drosophila are highly
similar and both correspond to GABARAP homologs (Manil-Ségalen et al., 2014). It is possible
that duplication of Atg8 during evolution allows the acquisition of specific developmental
functions by GABARAP proteins.

Our results also revealed that both glycine 116 and 117 of LGG-1 can be a substrate for
cleavage of the precursor. Further studies would be necessary to determine if the cleavage is
present in the wild-type LGG-1 or only occurs when G116 is mutated. The former hypothesis
open the possibility of differential functions for the two forms, however, the non conservation
of this di-glycine in many species supports a particularity restricted to C. elegans and few
others species.

The most surprising result from our study is the discovery that LGG-1(G116A) is functional for
all the autophagy processes than have been tested, covering physiological or stress conditions
and selective or bulk autophagy. Several studies previously identified that a very specific type
of autophagy persist in mutants of the conjugation machinery (Nishida et al., 2009; ARAKAWA
et al., 2017) but to our knowledge, it is the first report demonstrating that autophagy is almost
normal in vivo in a non lipidable mutant.

Several studies have used mutations in the conjugation machinery (atg3, atg5, atg7) or the
atgd protease to analyze the role of the form | and the precursor, respectively (Fujita et al.,
2008; Hirata, Ohya and Suzuki, 2017, p. 7; Hill et al., 2019; Ohnstad et al., 2020; Vuji¢ et al.,
2021). The presence of several homologs of Atg4 in mammals which specificity versus
LC3/GABARAP is unknown and its dual role in the cleavage of the precursor and the
delipidation tremendously complicate the analysis of the phenotypes. Similarly, blocking the
conjugation system presumably affects all LC3/GABARAP homologs. One study using tumor
cell lines proposed that part of the autophagy functions of GABARAPL1 in is independent of
its lipidation (Poillet-Perez et al., 2017).

The combination of two characteristics of the C. elegans Atg8 repertoire could explain why
autophagy is functional with LGG-1{G116A) but not LGG-1(G116AG117%). i) The presence of
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at least one residue after the conserved G116 in LC3/GABARAP suggests that the sequence of
the c-terminal end of the precursor is not important per se but the cleavage itself is essential.
It is possible that similarly to other Ubiquitin-like proteins this step is a prerequisite for
LC3/GABARAP activation. Form 1 of LGG-1(G116A) results from a cleavage and present a
terminal glycine. To these regards it is more comparable to the wild-type form | than LGG-
1(G116AG117*) which is not cleaved and ends with an alanine. ii) C. elegans possesses both a
LC3 and a GABARAP homolog, and the functionality of autophagy in lgg-1(G116A} mutant
partially resides in the presence of LGG-2.

In this context, our genetic approach bring new insights concerning the implication of LGG-1
form | in various steps of autophagy, namely, the initiation, the recognition of cargoes, the
elongation of autophagosome, the closure of autophagosome and fusion with lysosome.

Our data indicate that form | of LGG-1 is sufficient for initiation, elongation and closure of
autophagosomes but that lipidated LGG-1 is important for the dynamic of degradation. This
report is the first evidence of a late function for LGG-1 that have been previously hypothesized
(Manil-Ségalen et al., 2014). However the redundancy with LGG-2 is presumably a factor
important for the maturation and degradation process. Despite the effective degradation of
specific cargoes in Igg-1(G116A) mutant, it is unclear how the form | is still able to ensure such
a role. One can assume that interaction through LIR domains is still possible with LGG-
1(G116A) but in absence of lipidation, the extension of the phagophore around the cargoes
should be affected. If supplementary analyses will be necessary to identify the mechanism of
action of LGG-1 form |, our result is a supplementary in vivo illustration of the high level of
plasticity and robustness of autophagy.
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Materials and Methods

C. elegans culture and strains

Nematode strains were grown on nematode growth media (NGM) (autoclaved 1.5g NaCl
(Sigma-Aldrich, 60142) 1.5g bactopeptone (Becton-Dickinson, 211677}, 0.5ml cholesterol
(Sigma-Aldrich, C8667) 5mg/ml, 10g bacto agar (Becton-Dickinson, 214010) supplemented
with 500pl CaCl2 (Sigma-Aldrich, C3306) 1M, 500ul MgS04 (Sigma-Aldrich, M5921) 1M, 10ml
KH2P0O4 (Sigma-Aldrich, P5655) 1M, 1650ul K2HPO4 (Sigma-Aldrich, 60356) 1M and fed with
Escherichia coli strain OP50. The C. elegans Bristol N2 strain was used as a wild-type strain.
Other strain genotypes are listed in table 1.

For starvation experiments, adults hermaphrodites were bleached to obtain synchronized L1
stages. L1 are incubated in 0.5 mL sterilized M9 at 20°C on spinning wheel. At each time point,
an aliquot from each sample tube was placed on a plate seeded with E. coli OP50. The number
of worms surviving to adulthood was counted 2 or 4 days after.

Life-span analysis was performed on more than 100 animals for each genotype and in
independent duplicate. Kaplan-Meier method and Log-Rank (Mantel-Cox) test were
performed using GraphPad Prism 9.0 software (Graphpad Software INC.,).

Strained obtained by CRISPR Cas9

We used CRISPR —Cas 9 approach optimized for C.elegans, using a dpy-10 co-CRISPR protocol
(Paix et al., 2015). We co-targeted dpy-10 locus with a reparation template that introduced a
missens mutation causing dominant roller phenotype which has been spoted under binocular.
We used http://crispr.mit.edu/ to help us to choose the Cas9 cleavage site (NGG) close to
the edit site , the best sequence of the crRNAs ( 50 to 75% of GC content), and also for off-
target prediction. CrRNA(s) and repair template(s) were design for lgg-1 gene and injected
with universal Cas9 and tracrRNA in gonad of young adult hermaphrodites. We have used a
repair template of Igg-1 locus containing specific DNA mutation leading the switch of the
glycine at the 116 level, into alanine (RD367), or the switch of the two successive C-terminal
glycines 116 and 117 into two alanines (RD421), or the first 116 Glycine into alanine and the
second 117 glycine by a stop codon (RD420).

RNA mediated interference

RNAi by feeding was performed as described (Kamath & Ahringer, 2003; Timmons & Fire,
1998). Fourth-larval stage (L4) animals or embryos were raised onto 1 mM isopropyl-D-
b- thiogalactopyranoside (IPTG)-containing nematode growth media (NGM) plates seeded
with bacteria (E. coliHT115[DE3]) carrying the empty vector L4440 (pPD129.36) as a control or
the bacterial clones from the J. Ahringer library, Open Biosystem (lgg-1: JA:C32D5.9, epg-
5:).
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Western blot

The worms were collected after centrifugation in M9 and then mixed with the lysis buffer
described previously (Springhorn et al 2019) (25mM tris-HCl,pH7.6 ; 150mM NaCl; ImM
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 1% Triton X-100 ; 1% sodium deoxycholate (w/v) ; 1%
SDS (w/v)) containing glass beads ( Sigma-Aldrich 425-600um G8772100G). They were then
denatured using Precellys 24 machine at 6000rpm with incubation for about 5 min twice to
cool down the sample. The protein extracts are then centrifuged at 15000 rpm and separated
on a NuPAGE 4%-12% Bis- Tris gel (Life Technologies, NP0321BOX). The non-specific sites are
then blocked after the incubation for one hour with PBS Tween 0,1% (Tris Base NaCl, Tween20)
BSA 2%. Blots were probed with, anti-LGG-1 antibodies, anti-Tubulin (1:2000; Sigma,
078K4763) and revealed using HRP-conjugated antibodies (1:10000, promega, W401B) and
the Super Signal Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific, 34579). Signals were
revealed on a Las3000 photoimageer (Fuji) and quantified with Image Lab software.

Light microscopy imaging.

Embryos were prepared for immunofluorescence staining by freeze-fracture and methanol
fixation at -20°C around 30 minutes. Staining were probed with anti-LGG-1 (1;100) and anti-
GABARAP ( 1;200) . The uterus of about fifty adult hermaphrodites is cut to release the early
embryos on a previously poly-L-lysinated slide (0.1%). Late embryos are deposited using a
flattened platinum wire and bacteria as glue. Embryos were prepared for
immunofluorescence staining by freeze-fracture and methanol fixation at -20°C around 30
minutes at -20 ° C. They are then incubated for at least 40 minutes in a solution of PBS
(Phosphate Buffer Saline) 1X 0.5% Tween, 3% BSA of 5% milk to block the non-specific sites.
Two 30-minute washes in 1X 0.5M tween PBS are performed. The embryos were then
incubated with the primary antibodies at 4 ° C. overnight. The concentrations used are a-
Gabarap rabbit (1: 200), a-LGG-2 rabbit (1: 100). The embryos then undergo 2 additional
washes and were incubated with the secondary antibodies, Alexa488 and Alexa 568 (1: 1000),
2 hours at room temperature. The embryos were spoted between slide and coverslip with
DABCO (to preserve photobleaching).

Epifluorescence images were captured on an AxiolmagerM2 microscope (Zeiss) equipped wit
h Nomarski optics, coupled to a camera {AxioCam506mono). Confocal images were cap
tured on a confocal Leica TCS SP8 microscope with serial z sections of 0.5 to 1 pm. Images
were analyzed using the Imagel Cell Counter plugin.

Electron microscopy

Adults one day laying were transferred to M9 20% BSA (Sigma-Aldrich, A7030) on 1%
phosphatidylcholine (sigma-aldrich) pre-coated 200um deep flat carriers (Leica Biosystems) ,
followed by cryo-immobilization in the EMPACT-2 HPF apparatus (Leica Microsystems; Vienna
Austria) as described (Largeau & Legouis, 2019).Cryo-substitution was performed using an
Automated Freeze-substitution System (AFS2) with integrated binocular lens and incubating
chamber (Leica Microsystems; Wetzlar, Germany) with acetone. Blocks were infiltrated with
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100% EPON and embedded in fresh EPON (Agar Scientific, R1165). Ultrathin sections of 80 nm
were cut on a ultramicrotome (Leica Microsystems, EM UC7) and collected on a formvar and
carbon-coated copper slot grid (LFG, FCF-2010-CU-50). Sections were contrasted with 0,05%
Oolong tea extract (OTE) for 30 minutes and 0.08 M lead citrate (Sigma-Aldrich, 15326) for 8
minutes. Sections were observed with a Jeol 1400 TEM at 120 kV and images acquired with a
Gatan 11 Mpixels SC1000 Orius CCD camera.

Yeast culture and autophagy assays

The quantitative Pho8A60 assay of nonspecific autophagy, was performe as described (T.
Noda and J. Klionsky). Cells were grown to log phase in YPD medium then were transferred to
nitrogen starvation medium for 4h. At different time point, 5 ODego units of cells were
collected, washed and resuspended in ice-cold assay buffer (250mM Tris-HCl, pH 9 ; 10mM
MgS04 and 10 pM ZnS0a4) with ImM PMSF. Then cells were broken using glass beads. For the
assay, 10 pl of lysed cells are added to 500 pl of ice-cold assay buffer and placed at 30°C for 5
min. The reaction is triggered by adding 50 pl of 55 mM a-naphthyl phosphate disodium salt
for a period of 20 min at 30°C. The reaction was stopped with 500 pl of 2M glycine-NaOH, pH
11. The fluorescence was measured at wavelengths of 345 nm for excitation and 472 nm for
emission. The Pho8A60 activity correspond at emission per the amount of protein in the
reaction (mg) and the reaction time (min).

Statistical analyses

GraphPad Software 9.0 was used for statistical tests and for the generation of graphs. P-value
calculated using Student's t-test or Mann Whitney test to compared conditions two by two or
Kruskal-Wallis test for comparisons between multiple conditions. Results are indicated with:
NS (Not Significant—p>0.05); * (0.05>p>0.01); ** (0.01>p>0.001); *** (0.001>p>0.0001) and
*EEE (p<0.0001).
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Legends of the figures

Figure 1 — G116A abolishes the conjugation of LGG-1 to the membrane but not its cleavage.

A) Schematic representation of the various isoforms of Atg8s proteins after cleavage of the
precursor and reversible conjugation to a phosphatidyl-ethanolamine (PE).
B} Diagram of the theoretical proteins produced by the allelic Igg-1 series used in this study.
LGG-1(A) protein corresponds to the reference allele lgg-1(tm3489), which is considered as a
null, all others mutants have been generated using CRISP/Cas9. Black arrows point to the di-
glycine residues which are mutated in alanine or stop codon (*). Other deletion mutants of the
C-terminus result from non-homologous end joining. The mapping of the epitopes recognized
by the LGG-1 antibodies (Ab#1, 2, 3) used in this study are indicated by double arrows.
C Western blot analysis of endogenous LGG-1 from total protein extracts of larvae-young
adults wild-type, lgg-1(G116A), lgg-1(G116AG117%), Igg-1(G116AG117A), lgg-1(A). Data
shown, is representative of three experiments using LGG-1 Ab#3 and was confirmed with
Ab#1. The theoretic molecular mass of the precursor, and the form | are 14.8kDa and 14.0
kDa, repectively, while the lipidated form Il migrates faster. The asterisk indicates an unknown
band. The quantification of each LGG-1 isoforms was normalized using tubulin.

(D-M) Immunofluorescence analysis of endogenous LGG-1 in early and late embryos in wild-
type (D), lgg-1(A) (E), lgg-1(G116A) (F), lgg-1(A111-123) (G), lgg-1(G116AG117*) (H), lgg-
1(G116AG117A} (1), Igg-1(A100-123} (J}, using Ab#2 or Ab#3. Box-plots quantification showing
the absence of puncta in all Igg-1 mutants (K, n= 19, 13, 11, 10, 6, 7, 6), L (n= 18, 14, 12, 10,
10, 9, ) and the increase of cytosolic staining in lgg-1(G116A)} and Igg-1(G116AG117%). Kruskal
Wallis test, **** p-value<0.0001. The same observation was also obtained with different
antibodies, in independent (N-Q) Mutant of the cleavage atg4.1 (bp501) (N}, presents some
puncta. LGG-1{G116A) and LGG-1(G116AG117*) do not form puncta in autophagosome
maturation defective epg-5(RNAi) embryo.

Scale bar is 10pm.

Figure 2 —Autophagy is functional in Igg-1{G116A) but not in Igg-1{G116AG117*) and lgg-
1(G116AG117A)

(A-D) In vivo epifluorescence imaging of paternal mitochondria (HSP-6::GFP) at the 1-cell and
15-cells stages in wild-type (A), lgg-1(A) (B), lgg-1(G116A) (C), lgg-1(A110-123) (D), lgg-
1(G116AG117*) (H) embryos. The quantification of paternal mitochondria indicates an
effective degradation in wt and lgg-1(G116A} but not in and lgg-1(A) and Igg-1(G116AG117%)
animals (E).

(F-J) In vivo epifluorescence images of the aggrephagy marker SEPA-1::GFP in late embryos for
wild-type (F), lgg-1(A) (G), lgg-1(G116A) (H), Igg-1(G116AG117*) (I) and lgg-1(G116AG117A)
(/). SEPA-1::GFP is degraded in wt, and lgg-1(G116A} while it accumulates in Igg-1(4), lgg-
1(G116AG117%) and lgg-1(G116AG117A).

(K —L)} Bulk autophagy during aging and in stress was assessed by worm longevity (K, log rank
test n > 100 animals, ****p-Value<0.0001) and starvation survival (L, Khi-2 test at J15
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****%<0.0001).Inlgg-1(A) and Igg-1(G116AG117%). The survivalis significantly reduced in both
conditions, compared to wt and /lgg-1(G116A}, NS: Non-significant. (M) Specific degradation
of apoptotic corpses is altered in Igg-1{G116AG117*) and lgg-1(A} (Mean with SD n=22, 40,
46, 14).

Figure 3 - Igg-1{G116A) and lgg-1{G116AG117*) mutants are viable with no developmental
defect

DIC images of embryos after morphogenesis in wild-type (A), Igg-1(4) (B), lIgg-1{G116A} (C),
lgg-1(G116AG117*)D), lgg-1(G116AG117A) (E), lgg-1(A111-123) (F), lgg-1(A100-123)} (G).
Mutants lgg-1(G116AG117A)}, lgg-1(A111-123), Igg-1(A100-123), lgg-1(A), present severe
developmental defects correlated with strong lethality. White arrows point to the anterior (a)
and posterior (p) part of the pharynx. (H} Percentage of viability (Experiments were performed
in independent (42<n< to 103) (H).

Figure 4 — LGG-2 partially compensates /gg-1{G116A) mutant for autophagy

(A-F) DIC images of embryos after morphogenesis and adults in wild-type (A), Igg-2(tm5755)
(B, F), Igg-1(G116A);1gg-2(tm5755) (C, E). Quantification of the percentage of viability for the
lgg-1 mutants (D). Igg-1(G116A};lgg-2(tm5755) animals are viable with no morphological
defects.

(G-H) Bulk autophagy during aging and in stress was assessed by worm longevity (G, log rank
test n > 100 animals, ***p-Value<0.001) and starvation survival (H, Khi-2 test at J9 ***<0.001).
General autophagy is tested physiologically by the analyze of adult survival {log rank test n >
100 animals). In double mutant lgg-1(G116A);lgg-2(tm5755) and lgg-1(G116AG117*}):lgg-
2(5755) the survival is significantly reduced in both conditions compared to wild-type and
single mutant lgg-1(G116A) and lgg-2(tm5755).

(1-K) In vivo epifluorescence imaging of paternal mitochondria (HSP-6::GFP) at the 1-cell 15-
cells and 30-cells stages in lgg-2(tm5755), (I} lgg-1(G116A),lgg-2(tm5755) (J) embryos and
quantification (K). Elimination of mitochondria is efficient but delayed in lgg-1(G116A);lgg-
2(5755) and Ilgg-1(G116A) compared to wild-type.

Figure 5 — Autophagy flux is slow-down in Igg-1{G116A) and blocked in Igg-1{G116AG117%*)

(A-F) Confocal images of LGG-2 immunofluorescence in 2 cells, 4 cells and 15 cells in wild-type
(A), lgg-1(A) (B), lgg-1(G116A} (C), lgg-1(G116AG117%)} (D) and quantification of the number
(E) and size of puncta (F).

(G-J) Confocal images of the colocalization between HSP-6::GFP (green) and LGG-2 (red) in
wild-type (G), Igg-1(G116A) (H), lgg-1(G116AG117%*) (1) early embryos and quantification (J,
mean and SD n=9; 20 12). Paternal mitochondria and LGG-2 autophagosomes co-localize in a
cluster in wild-type but not in Igg-1(G116A) and Igg-1(G116AG117%*).
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(K-Q) Colocalization between ATG-18::GFP (green) and LGG-2 (red) in wild-type (K), Igg-1(RNAI)
(L), Igg-1(G116A)} (M), lgg-1(G116AG117*} (N) embryos and quantification (O-Q). A decreased
co-localization is observed in Igg-1(RNAJ} and Igg-1(G116AG117%) but not lgg-1(G116A).

Figure 6 — Igg-1{G116A)} embryos display an increase of autophagic vesicles and /lgg-
1{G116AG117%*) of multimembranous structures

Electron microscopy images of autophagosomes in wild-type (A), lgg-1(G116A) (B, F) and lgg-
1(G116AG117%*} (G, 1) early embryos. Autophagosome containing paternal mitochondria
(arrows) are observed in wild-type and Igg-1(G116A) embryos. The latter also present various
closed autophagosomes containing cargos, suggesting a delay in the degradative step. In Igg-
1(G116AG117%*) no bona fide autophagosome are present but multimembranous structures.

Figure 7— A non lipidated LGG-1 regulates the initiation of autophagy

(A-H) In vivo confocal images of ATG-18::GFP, showing the early steps of autophagosome
biogenesis, in wild-type (A), Igg-1( RNAI} (B), lgg-1(G116A) (C), lgg-1(G116AG117%*) (D), unc-
51 (RNAI) (E), unc-51(RNAI); lgg-1(RNAI) (F), unc-51(RNAI); lgg-1(G116A) (G) and unc-
51(RNAI)lgg-1(G116AG117*)(H) embryos.

(1) Boxplot of the number (left, n= 29; n=20; n=33; n=27; n=29; n=24; n=36; n=28) and the
mean intensity (right, n= 233, 555, 256, 568, 156, 328,186, 288) of ATG-18::GFP puncta
(Kruskal-Wallis test was used (p value *<0,05, **p<0,01 ***p<0,001, ****p<0,0001.)

Supplementary Figure 1- Description of Igg-1 alleles (related to Figure 1}

A) Schematic representation of /gg-1 locus indicating the exon/intron composition and the
localization of the PAM used for CRISPR/CAS9. The name of the alleles and the theoretical
sequences of the proteins series are indicated. Residues in red are the results of the point
mutations or the frameshifts. The red arrow shows the diglycine motif in position 116-117.
B} Comparison of Atg8/GABARAP homologs in yeast (Sc), Human (Hs), Drosophila (Dm),
zebrafish (Dr) and worm (Ce). The conserved core sequence (blue box) is represented with a
LOGO analysis and the variable C-terminus sequences are indicated. Green arrows points to
the invariable glycine 116.

Supplementary Figure 2 — The yeast Atg8(G116A) is not sufficient for autophagy

A) Schematic representation of the wild-type and mutant Atg8 proteins.

B} Autophagic activity is abolished in S. cerevisiae strains expressing the mutant Atg8 G116A
or Atg8 G116A-R117A forms of Atg8. Autophagic activity of WT, atglA, atg8A, atg8G116A
(clones 1 and 2) and atg8G116A-R117A (clones 1 and 2) strains was measured using the
quantitative Pho8AB60 assay, before and after 4hours of nitrogen starvation. The data shown
are the mean * s.e.m. of 3 independent experiments. **** p<0,001, Mann-Whitney test.
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844  C)S. cerevisiae strains expressing the mutant Atg8 G116A or Atg8 G116A-R117A forms of Atg8
845  display the same cell viability defect as the atg8A mutant. Cells were grown to log phase then
846  transferred to nitrogen starvation medium. After 2 to 4 days starvation, cells were diluted,
847  dropped on YPD and cultured for 2 days at 30°C.

848

849  Supplementary Table 1: Strains used in this study

Strain name Description

RD367 lgg-1(pp65) [G116A]

RD368 lgg-1(pp66)

RD363 lgg-1(pp22)

RD351 lgg-1(tm3489)

RD353 lgg-2(tm5755)

RD421 lgg-1(pp142) [G116AG117A]

RD420 lgg-1(pp141) [G116AG117%]

RD441 lgg-1(pp65) [G116A] ; lgg-2(tm5755)

RD440 lgg-1(pp141) [G116AG117%]; lgg-2(tm5755)

RD435 lgg-1(pp65) [G116A] ; atg-18p::atg-18::gfp+rol-6(sul006]
RD434 lgg-1(pp141) [G116AG117%]; atg-18p::atg-18::gfp+rol-6(sul006]
MAH 247 sqis25[atg-18p::atg-18::9fp+rol-6(sul006]
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Figure 1- G116A abolishes the conjugation of LGG-1 to the membrane but not its cleavage
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Figure 3- Igg-1(G116A) and Igg-1(G116AG117*) mutants are viable with no developmental defect
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Figure 5- Autophagy flux is slow-down in Igg-1(G116A) and blocked in Igg-1(G116AG117%)
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Figure 6- Igg-1(G116A) display an increase of autophagic vesicles and Igg-1(G116AG117%)
multimembranous structures
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Supplementary Figure 2- The yeast Atg8(G116A) is not sufficient for autophagy
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PARTIE II. - L’autophagie facilite la reconstruction du réseau mitochondrial
et la récupération développementale aprés un stress thermique via un
processus dépendant de DRP-1

Comprendre comment I'autophagie dite sélective participe aux processus développementaux
et d’adaptation au stress des animaux est un défi majeur. En effet, autophagie est impliquée
dans le controle qualité des protéines et des organites de manicre physiologique, ou induite a
la suite d’un stress. La dérégulation de l'autophagie peut étre a l'origine de cancers ou de

maladies neurodégénératives (Morishita and Mizushima, 2019).

C’est dans ce cadre que s’inscrit un des projets du laboratoire, par la caractérisation du
mécanisme d’autophagie a la suite d’un stress cellulaire. Y. Chen a pu mettre en évidence quune
¢lévation aigue de la température modifie 'homéostasie mitochondriale et induit un flux

autophagique et des événements de mitophagie.

Un stress thermique aigu induit un délai développemental et des modifications de la

morphologie du RE et des mitochondries.

Pour la premicere fois, I’équipe a pu développer un protocole permettant d’induire la formation
d’autophagosomes suite a un choc thermique de 37°C pendant 60 minutes (aHS). L’analyse des
dommages cellulaires a été bien caractérisée dans plusieurs tissus et a différents stades larvaires.
La morphologie du RE et des mitochondries est modifiée aprés HS. En plus d’une
augmentation des vésicules semblables a des autophagosomes, les mitochondries sont plus
petites, plus rondes, paraissent plus sombre, et la matrice contient des structures irrégulicres et
denses, visibles par microscopie électronique. De plus, 'impact du HS sur des animaux 1.4 a
été bien caractérisé et entraine un retard de développement sans affecter ni la viabilité ni la

fertilité des vers.

La morphologie et les fonctions mitochondriales sont transitoirement altérées aprés un

aHS.

Des expériences de Seahorse ont permis de mesurer la capacité respiratoire des animaux apres
le HS. Une heure apres le aHs, la consommation maximale d’oxygene des animaux est
fortement réduite. La visualisation des mitochondries par microscopie photonique a révélé que
les mitochondries de I’épiderme sont fortement touchées et fragmentées. Le réseau

mitochondrial, 2 heures, 4 heures, et 24 heures apres que le aHS a été caractérisé a permis
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d’indiquer que le aHS déclenche une fragmentation rapide des mitochondries suivie d’une lente

reconstruction et récupération d’un réseau tubulaire normal.
Le aHS induit un flux autophagique.

L’utilisation des protéines ATG-18, LGG-1, et LGG-2, couplée a la GFP a permis d’identifier
que le nombre d’autophagosomes est augmenté apres HS. L’analyse par westernblot de la
quantité de LGG-1 lipidées a la membrane des autophagosomes confirme I'induction du flux
autophagique. Par ailleurs des approches génétiques par I'utilisation de mutants et d’ARNI (azg-
3, atg-7, lgg-1, epg-5 or lgg-1) permettent de mettre en évidence, une augmentation du nombre

d’autophagosomes apres le aHS.

L’autophagie protége les larves du aHS et facilite la reconstruction du réseau

mitochondrial

L’autophagie est impliquée dans la réponse adaptative et la récupération du développement du
ver suite au aHS. La taille des animaux azg-7(ARNI) ou /gg-7(ARNi) mesurée 24h apres le aHS
a pumettre en évidence des animaux plus petits que les animaux sauvages. De plus, les animaux
présentant une altération de I'autophagie commencent a pondre des ceufs plus tard que les
animaux controle, indiquant que le HS a un impact plus important. De plus la quantification
de la reconstruction mitochondriale des animaux azg-7(ARNi) ou /gg-7(ARNI) est retardée par
rapport aux animaux controle. Ces données démontrent que I'autophagie protege les larves du
retard développemental et est importante pour la dynamique de reconstruction mitochondriale

apres un aHS
La mitophagie est dispensable pour la réponse adaptative au HS

Dans le but de comprendre le lien entre induction de l'autophagie et la reconstruction
mitochondriale. L’analyse par microscopie entre GFP:LGG-1 et les mitochondries n’a pas
permis de montrer une colocalisation entre les mitochondries et les autophagosomes.
Néanmoins, les autophagosomes ont révélé une distribution non aléatoire et une association
entre autophagosomes et mitochondries. Apres aHS, de nombreux autophagosomes sont
retrouvés proches des mitochondries et certains colocalisent, suggérant des évenements de
mitophagie. Néanmoins, I'utilisation de mutants ARNIi des récepteurs autophagiques pink-1,
pdr-1 dct-1 et fndc-1 n’a pas permis de mettre en évidence un réle spécifique de mitophagie

dans la réponse d’adaptation au stress.
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DRP-1 est nécessaire pour la fragmentation mitochondriale induite par le aHs

Un mutant drp-1, qui affecte la fission mitochondriale, ne permet pas la fragmentation du
réseau suite au aHs, suggérant que drp-1 est une protéine essentielle pour la fragmentation des
mitochondries Néanmoins, le réseau mitochondrial a été modifié apres HS. Ensemble, ces
résultats indiquent qu’en absence de DRP-1 les mitochondries soumises a un stress thermique

ont tendance a modifier leur forme mais ne parviennent pas a réaliser de fission

DRP-1 est impliquée dans la formation des autophagosomes et dans la réponse

adaptative au aHS.

En absence de drp-1, le aHs induit un regroupement de structures autophagiques. La
dynamique de ces structures autophagiques a été observée par vidéomicroscopie. Ces structures
persistent, suggérant des autophagosomes dysfonctionnels. Sans drp-1 les structures
autophagosomales sont irrégulieres et présentent des bras ouverts étendus. Par ailleurs la taille
des animaux apres 24 heures de récupération est diminuée par rapport aux animaux controle.
Ces données indiquent que DRP-1 est nécessaire pour la réponse autophagique et 'adaptation

au aHS.
Les autophagosomes se forment sur les sites de fission mitochondriale lors du aHS.

Apres un stress thermique les animaux mutant pour drp-1 (ou 1941), ont pu montrer des
autophagosomes associés aux mitochondries. Les animaux mutants drp-1 permettent la
localisation de drp-1 au niveau des sites de fission mitochondriale mais ne sont pas capables de
permettre la fission. Le nombre de points GFP:DRP-1 associés aux autophagosomes positif
pour LGG-1 et aux mitochondries a été augmenté en contexte de aHS mais est resté faible.
Cependant, la fraction de points mCherry: LGG-1 positifs pour GFP :: DRP-1 a été augmentée
a 41% contrairement aux animaux controles. Ces données suggerent que DRP-1 est impliquée
dans la coordination entre la fission mitochondriale et la biogénese des autophagosomes suite

a un stress thermique.

En conclusion, cette étude fournit la premicre preuve que, a la fois au cours de I'autophagie
basale, et induite, les autophagosomes sont formés proches des mitochondries dans I’épiderme
chez C. elegans. La réponse autophagique et mitophagique suite a un stress thermique est
réalisée dans les mutant drp-1. De plus, nos données suggerent que la fission mitochondriale
pourrait réguler le flux autophagique et soutiennent ’hypothese que DRP-1 est impliquée dans

la coordination entre fission et biogénése des autophagosomes.
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Autophagy facilitates mitochondrial rebuilding after
acute heat stress via a DRP-1-dependent process

Yanfang Chen?, Romane Leboutet*?, Céline Largeau'?, Siham Zentout'®, Christophe Lefebvre!?@®, Agnés Delahodde!, Emmanuel Culetto*?*®, and
Renaud Legouis2*®

Acute heat stress (aHS) can induce strong developmental defects in Caenorhabditis elegans larva but not lethality or sterility.
This stress results in transitory fragmentation of mitochondria, formation of aggregates in the matrix, and decrease of
mitochondrial respiration. Moreover, active autophagic flux associated with mitophagy events enables the rebuilding of the
mitochondrial network and developmental recovery, showing that the autophagic response is protective. This adaptation to
aHS does not require Pinkl/Parkin or the mitophagy receptors DCT-1/NIX and FUNDC1. We also find that mitochondria are a
major site for autophagosome biogenesis in the epidermis in both standard and heat stress conditions. In addition, we report
that the depletion of the dynamin-related protein 1 (DRP-1) affects autophagic processes and the adaptation to aHS. In drp-1
animals, the abnormal mitochondria tend to modify their shape upon aHS but are unable to achieve fragmentation. Autophagy
is induced, but autophagosomes are abnormally elongated and clustered on mitochondria. Our data support a role for DRP-1

in coordinating mitochondrial fission and autophagosome biogenesis in stress conditions.

Introduction

Organisms are exposed to variations of the environmental
temperature and should manage to preserve their cellular ho-
meostasis in heat stress (HS) conditions. The HS response relies
on the protective activity of the heat shock protein chaperones
and the elimination of damage materials by macroautophagy,
which are both activated by the transcription factor HSF1 (Desai
et al,, 2013; Dokladny et al., 2013). For instance, in Caenorhabditis
elegans adults after a mild HS, HSF1 positively controls auto-
phagy gene expression, which participates in a protective hormetic
response resulting in lifespan extension (Kumsta et al.,, 2017). Or-
ganelles have evolved specific responses, aiming to maintain their
proteostasis, in various stress conditions. Among them, the mito-
chondria can trigger the specific mitochondrial unfolded protein
response (Haynes et al., 2013), an adaptive transcriptional pathway
that promotes the recovery of mitochondrial function when it is
stressed (Shpilka and Haynes, 2018). Moreover, a mitochondrial
stress can stimulate the HS response during C. elegans aging
(Labbadia et al., 2017). However, when dysfunctions are persistent
and the mitochondrial unfolded protein response is overwhelmed,
elimination of the mitochondria can occur by a selective macro-
autophagy process called mitophagy (Palikaras et al., 2018; Pickles
et al, 2018). Mitophagy engulfs dysfunctional mitochondria in
double-membrane vesidles, the autophagosomes, which fuse with

the lysosome to allow their degradation. Mitophagy occurs at
various basal levels, depending on the cell types, but is also induced
in stress conditions, such as HS or oxidative stress (Lee et al., 2012).

Mitochondria are highly dynamic organelles that reorganize
through fusion or fission events, which participate in the mi-
tochondrial homeostasis and can modulate the establishment of
contact sites with other cell organelles (Wu et al., 2018; Youle
and van der Bliek, 2012). Among those, ER-mitochondria con-
tacts could be a site of biogenesis of autophagosomes in yeast
and mammalian cells (Hamasaki et al., 2013; Bockler and
Westermann, 2014). Dynamin-related protein 1 (Drpl), a mem-
ber of the dynamin family, is a key player in mitochondrial
fission, a multistep process including the formation of an ER-
mediated mitochondrial constriction site (Friedman et al., 2011;
Labrousse et al., 1999; Lee et al., 2016). Drpl oligomerization on
the outer mitochondrial membrane (OMM) further increases
the constriction, a prerequisite step to achieve membrane scis-
sion (Ji et al., 2015; Kraus and Ryan, 2017). Recent data high-
lighted a new function for Drpl in the quality control of
mitochondria via an interaction with the mitochondrial Zn?*
transporter Zipl during mitophagy (Cho et al., 2019).

The nematode C. elegans, which develops and reproduces in a
range of temperatures from 15°C to 25°C (Hirsh and Vanderslice,
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1976), is a powerful model to study the effects of HS (Momma
et al., 2017). For instance, adult animals submitted to 35°C or
37°C for 3-6 h present a mitochondrial fragmentation in the
muscle cells (Momma et al., 2017). Adaptation to HS has been
described mainly in adults, but the high heterogeneity of the HS
(28°C to 37°C for 1-6 h or more) resulted in opposite effects,
ranging from hormesis to lethality. A 1-h 36°C stress applied to
young adult animals has been shown to trigger a hormetic stress
response (Kumsta et al., 2017), while a 1.5-h 37°C stress on adults
results in 40% lethality (Zevian and Yanowitz, 2014). Moreover,
recent data on C. elegans adults have shown that, in muscle cells,
a severe and prolonged HS induces a DCT-1-, PINK-1-, and
PDR-1-dependent mitophagy (Palikaras et al., 2015).

Here we analyzed the contribution of autophagy to adapta-
tion to stress during the development of C. elegans. We developed
a novel paradigm to characterize the physiological effects of a
sublethal acute HS (aHS) on mitochondrial homeostasis and
development. aHS induces a rapid fragmentation of mitochon-
dria, the formation of aggregates in the matrix, the decrease of
mitochondrial respiration, and mitophagy events. Stressed ani-
mals first present a blockage of development, but an autophagic
flux enables the rebuilding of the mitochondrial network and
developmental recovery. We report that, in the epidermis, the
autophagosome biogenesis occurs mainly on mitochondria upon
HS but also in physiological conditions. Finally, we discovered
that DRP-1 is important for the adaptation to aHS and partic-
ipates in the coordination between mitochondrial fission and
autophagy.

Results
aHS induces organelle modifications and developmental delay
To analyze whether a sublethal HS could induce cellular damage,
we submitted either young adults or fourth-stage larvae (L4) to
37°C during 60 min and performed transmission EM (TEM). The
analysis of four tissues—the epidermis, the muscles, the intes-
tine, and the germinal gonad—revealed three major subcellular
alterations that were detected in both adults (Fig. 1) and L4 HS
animals (Fig. S1) compared with control animals maintained at
20°C. First, the ER was fragmented and formed round, inflated
vesicles compared with the tubular network in control animals
(Fig. 1, A-H). Second, the appearance of mitochondria was
modified; they looked darker, and the matrix contained irreg-
ular electron-dense structures, which could correspond to ag-
gregates. Moreover, the measure of the area and the roundness
of the mitochondrial sections in the epidermis indicates smaller
but rounder mitochondria (Fig. S1). Third, a number of vesicles
containing cytoplasmic materials and looking similar to auto-
phagosomes (Manil-Ségalen et al, 2014) were present in
stressed animals (Fig. 1, B, D, E, and F; quantification in Fig. SI).
These data indicate that, independently of the stage of develop-
ment, several tissues react similarly to HS, which alters both ER
and mitochondrial morphology and triggers autophagy. It suggests
that such a response to the HS is an intrinsic cellular property.
We then analyzed whether the effects of HS on L4 could af-
fect their survival, development, and fertility. After a 1-h re-
covery period at 20°C following the HS, the animals were alive,
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moving correctly, and presenting no obvious morphological
difference from the non-HS controls (Fig. 1, I and J). 24 h later,
there was no significant difference in survival between HS and
control animals, but while control worms had reached adulthood
and started laying eggs, HS animals were smaller and initiated
egg laying with some delay (Fig. 1, K-M). Almost all HS animals
became fertile in the next 24 h (Fig. 1 M and Fig. S1), and the
progeny were viable. These data indicate thata 1-h 37°C HS in L4
animals results in a developmental delay without affecting the
viability and fertility of the worms. The HS parameters, the
cellular effects, and the developmental consequences on L4 an-
imals indicate that these conditions correspond to a sublethal
aHS and define a paradigm to analyze the mechanisms of ad-
aptation. For that reason, the rest of this study concentrated on
L4 to analyze the cellular mechanisms of response to aHS in
C. elegans and focused on the mitochondrial phenotype and
autophagy.

Mitochondrial function and morphology are transitorily
altered upon aHS
We next addressed whether the altered mitochondrial mor-
phology and the accumulation of abnormal structures in the
matrix observed by TEM correlate with mitochondrial dys-
function. We used the Seahorse technology to measure the basal
and the maximal respiratory capacity in aHS and control ani-
mals. 1 h after the aHS, both the basal and maximal oxygen
consumption of aHS animals were strongly reduced, indicating
that the mitochondrial respiration was altered (Fig. 2 A). Be-
cause TEM is limited for analyzing the mitochondrial network
integrity, we performed immunofluorescence or in vivo imaging
using various mitochondrial markers expressed in the gonad,
the muscle cells, the intestine, and the epidermis (Fig. 2 and Fig.
S2). Among those, two transgenic strains displayed an abnormal
mitochondrial network at 20°C (Fig. S2) and were not further
used for the study. aHS results in the fragmentation of mito-
chondria in the gonad, muscles, and epidermis, indicating that
the mitochondrial stress-induced phenotype observed by TEM
is accompanied by a complete reorganization of the network.
Visualization of mitochondria using matrix mitoGFP (Zhao etal.,
2017), CMXRos dye, OMM TOMM-20::mKate2 (Ahier et al.,
2018), and mitochondrial ATPase inhibitor 2 (MAI-2)::GFP
(Fernandez-Cérdenas et al., 2017) revealed that mitochondria in
the epidermis are very strongly affected by aHS, forming nu-
merous small and round vesicular structures instead of the long
and reticulated network (Fig. 2, D, E,1,], M, and N). Quantitative
analyses of the length (aspect ratio) and the branching (form
factor; Koopman et al., 2016; Marchi et al., 2017) confirmed the
massive fragmentation of the mitochondria (Fig. 2, F and K).
The amount of the epidermal mitoGFP was further quantified
by Western blotting in aHS and control animals. In control an-
imals, a 25-30-kD major band, corresponding to the mitochon-
drial matrix form after removal of the N-terminal presequence,
was detected, as well as two weak bands corresponding to the
precursor forms (Fig. 2 L). After aHS, the amount of mito-
chondrial GFP decreased and the amount of the precursor forms
increased, suggesting that the mitochondrial import is somehow
affected.
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Figure L Heatshock induces alterations of subcellular structures and a developmental delay. (A-H) TEMimages of epidermis (A and B), intestine (C and
D), muscle (E and F), and germ cells (G and H) in control (A, C, E, and G) and HS (B, D, F, and H). Animals were submitted to 37°C during 60 min followed by
60 min of recovery at 20°C. HSinduces a fragmentation and inflation of the ER (thin black arrows), the formation of electron-dense structures within the matrix
of mitochondria (thick black arrows), and the formation of autophagic vesicles (white arrows). (A’~H’) Magnifications of the boxed areas in A-H. (I-M) aHS in
L4 animals results in a developmental delay but no lethality. Early L4 animals were submitted to 37°C during 60 min and analyzed after 1-h (I and J) or 24-h (K
and L) recovery at 20°C. (M) Left: Boxplot showing the size of the animal. n = 27, 44, 8, 32; ****, P < 0.0001, t test. Right: Fertility was calculated after 24 h of
recovery. Me?n + SEM from 4 independent experiments with 30 worms per condition. **, P < 0.005, paired t test. The scale bars are 0.5 um (A-H, A’-H’) or
100 pm (I-M).

Despite the strong fragmentation of mitochondria after aHS,
L4 were able to resume development and became fertile after
24 h (Fig. 1). Therefore, we analyzed the mitochondrial network
2, 4, and 24 h after aHS (Fig. 2, M-Q; and Fig. S2). After 4 h of
recovery, some tubular mitochondria were already visible (Fig. 2
0), and in almost all animals studied, a reticulated mitochondrial
network was rebuilt after 24 h (Fig. 2 P). Altogether, our data

Chen etal.
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indicate that aHS triggers a rapid mitochondrial fragmentation
with functional decrease, followed by a slow rebuilding and
recovery of a normal network.

aHS induces an autophagic flux

Our TEM analyses after aHS revealed the presence of autophagic
vesicles in various tissues (Fig. 1 and Fig. S1). We next wanted to
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Figure 2. aHS induces transitory fragmentation and dysfunctions of mitochondria. (A) Oxygen consumption rate (OCR) in control and HS animals. FCCP,
cyanide-4(trifluoromethoxy)phenylhydrazone; NaAz, sodium azide. Boxplot, triplicates 15 < n < 22; ***, P < 0.001, Wilcoxon test. (B and C) Confocal images of
mitochondrial network in the gonad (anti-HSP60 staining) of control (B) and HS (C) animals. DNA of germ cells is stained with Hoechst (blue). (D-F) Confocal
images of the mitochondria in the epidermis, visualized with mKate2 fused with the outer membrane localization domain of TOMM-20, in control (D) and HS (E)
animals. Quantification of the mitochondrial shape descriptors aspect ratio and form factor using TOMM-20::mKate2 (F). Boxplot showing a total of 200-500
mitochondria analyzed from five animals. ***, P < 0.001, Wilcoxon test. (G and H) Confocal images of the mitochondria in the muscle visualized with GFP fused
with the outer membrane localization domain of TOMM-70 in control (G) and HS (H) animals. (I-K) Colocalization of mito:GFP (green) and MitoTracker
CMXRos (red) in the epidermis of control (1) and HS (J) animals. The white asterisks show the positions of the specialized seam cells of the epidermis that do not
express Mito::GFP but are labeled with CMXRos. Quantification of the mitochondrial shape descriptors aspect ratio and form factor using Mito::GFP (K).
Boxplot showing >300 mitochondria measured per animal from five animals. ***, P < 0.001, Wilcoxon test. (L) Westem blot analysis of epidermal Mito::GFP.
The quantification of the cytoplasmic precursor (p) and mitochondrial (m) forms shows a decrease of the GFP import after HS. (M-Q) Epifluorescence images
of MAI-2::GFP showing the mitochondria in the epidermis in control (M) and HS after 2-h (N), 4-h (0), or 24-h (P) recovery. The rebuilding of the network is
visible 4 h after HS by the presence of tubular mitochondria (white arrows). The quantification of the mitochondrial shape descriptors (aspect ratio and form
factor) indicates a partial rebuilding after 4 h of recovery (Q). Boxplot, five animals were analyzed, and >500 mitochondria were measured per animal. ***, P <

0.001, Wilcoxon test. The scale bars are 10 um.

confirm that these structures are bona fide autophagosomes and
addressed whether aHS triggers a functional autophagic flux
(Fig. 3 and Fig. $3). Using GFP-tagged LGG-1, LGG-2, and ATG-18,
the C. elegans homologues of GABARAP, LC3, and WIPI1/2, re-
spectively (Alberti etal., 2010; Jenzer et al., 2014; Jia et al., 2007),
we first examined the formation of puncta in the gonad, the
intestine, the muscle, and the epidermis upon aHS and con-
firmed that aHS induces an increase in the number of auto-
phagosomes in various tissues (Fig. S3) with a stronger response
in the epidermis (Fig. 3, A-I). The ATG-18 dots, which corre-
spond to initiation of autophagosomes, were detected during
aHS, while the increase of LGG-1 and LGG-2 dots was maximum
90 to 120 min after aHS (Fig. 3, A-H). To exclude the possibi-
lity that the dots correspond to GFP aggregates induced by
HS, we analyzed the mutated GFP:LGG-1(G116A) and GFP::
LGG-2(G130A), which are unable to localize to autophagosomes
(Alberti etal., 2010; Manil-Ségalen et al., 2014), and we observed
no formation of puncta but a diffuse staining after HS (Fig. S3,
G-J). Western blot analysis and quantification of the lipidated
and nonlipidated forms of endogenous LGG-1 confirmed the
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induction of an autophagic flux (Fig. 3 J). The last evidence that
aHS induces a functional autophagic flux was obtained by a
genetic approach. Using mutants and RNAi that block either the
formation (atg-3, atg-7, lgg-1) or the degradation (epg-5, lgg-2) of
autophagosomes (Chen et al., 2017), we observed a decrease or
an increase in the number of autophagosomes, respectively
(Fig. 3, K-0).

We reported previously that the localization of LGG-1 and
LGG-2 defines three populations of autophagosomes in C. elegans
embryo (Manil-Ségalen et al., 2014). The in vivo analysis of
mCherry::LGG-2 (Jenzer et al., 2019) and GFP::LGG-1 in the ep-
idermis revealed that aHS induces three types of autophago-
somes: LGG-1 only, LGG-2 only, and double positive (Fig. 3 P).
Moreover, we observed that the depletion of LGG-1 partially
decreases the number of LGG-2 dots (Fig. 3 Q and R), while the
depletion of LGG-2 rather increases the number of LGG-1 dots
(Fig. 3, S and T). These observations suggest that the sequential
functions of LGG-1 and LGG-2, previously described in the early
embryo (Manil-Ségalen et al., 2014), could be conserved in
stress-induced autophagy.
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Figure 3. aHS induces an autophagic flux in the epidermis. (A-F) Autophagosomes are visualized with GFP::LGG-1 (A and B) or GFP:LGG-2 (D and E) in
control (A and D) and HS (B and E) animals and quantified (mean + SEM; n = 10, 8,11, 11in G; n = 13, 10, 10, 8 in F). (G-1) The initiation sites of autophagosomes
are visualized with ATG-18::GFP after 30-min treatment in control (G) and HS (H) animals and quantified (I; mean + SEM, n =7, 6; **, P < 0.005, Wilcoxon test).
() Western blot analysis using anti-LGG-1 antibody to quantify the cleaved (1) and lipidated (1) forms. aHS induces an increase of the autophagic flux with a
further accumulation of lipidated LGG-1 in epg-5(RNAi) animals where maturation of autophagosomes is altered. (K-0) The autophagic flux induced by HS was
analyzed by imaging of GFP::LGG-2 or GFP::LGG-1 autophagosomes in the autophagy-deficient animals atg-3 (K), atg-7 (L), and epg-5 (M and N) and quantified
(0; mean + SEM,n =5,5,4, 5,7,1%; *, P < 0.05; ****, P < 0.0001, Wilcoxon test). (P-T) LGG-1acts upstream of LGG-2 during aHS autophagic flux. Three types
of autophagosomes are detected after HS: LGG-1 only (green), LGG-2 only (red), and double positive (yellow arrows; P). The depletion of lgg-1 (Q and R)
decreases the number of LGG-2 autophagosomes, while the depletion of [gg-2 (S and T) increases the number of LGG-1 autophagosomes. Mean + SEM; n = 13,

10, 10, 10, 8, 8; *, P < 0.05; **, P < 0.005; ***, P < 0.0005, two-way ANOVA. The scale bars are 10 pm.

Autophagy protects larvae from aHS and facilitates
mitochondrial rebuilding

We next asked whether the induction of autophagic flux upon
aHS could be involved in the adaptive response and the worm
development recovery. We compared the survival and the size
after aHS of autophagy mutants with wild-type animals (Fig. 4,
A-F). 3 h after HS, the lgg-1, atg-3, or atg-7 animals did not look
different from control animals, suggesting that the autophagic
flux is not essential for the immediate survival of animals upon
aHS. However, 24 h after aHS, atg-7(RNAi) or lgg-1(RNAi) ani-
mals were smaller than wild-type animals (Fig. 4, D-H). More-
over, autophagy-deficient animals started to lay eggs later than

Chen etal.
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the controls (Fig. 4 I), indicating that the aHS-induced devel-
opmental delay was further increased. These data demonstrate
that the autophagic flux is protective for the larvae and impor-
tant for developmental recovery after aHS.

We then investigated whether the autophagic flux is involved
in the rebuilding of the mitochondrial network in the epidermis
after aHS (Fig. 4, J-R; and Fig. S4). The quantification of mito-
chondrial rebuilding was performed 2 h, 4 h, and 24 h after aHS
in control and autophagy-deficient animals (lgg-1, atg-7). lgg-
1(RNAi) and atg-7(RNAi) animals presented no alteration of the
mitochondrial network at 20°C. However, a delay in the re-
building was observed in these animals 4 h after aHS (Fig. 4, ],

Journal of Cell Biology
https://doi.org/10.1083/jcb.201909139

196

1207 YoIe LZ uo sasn gsuj siu) Aq ypd'6€1606102 9202291 LT LI6EL60610Z3/7/0Ze APd-apIue/q( 610 ssaidny dpy woy papeojumo

50f 16



e 3 »
a0

+24h Duoo-D ctrl gatg-7(RNAI)

NS

8
HH
HIH
‘ 3

Body length(um)
g §

—HIH

HIH

g

20°C+24h  HS+24h

H Octrl mlgg-1(pp141)

NS

E

Body length d(pm)
g g
Hb
H
HH

u

‘0 20°C+2ah  HS+24h

! . J  MARGFP Octrl Datg-7(RNAI) mlgg-1(RNAJ)

_:é 50 _*_*_ 10- *kk i Fekk A1°

o) =) o giian] 2

g Z® £ TT7. o

7= S : S

z 3 L L] B

.ok Bag DBN Fl.og
0 T |

g’, ctr atg-7 Igg-1 g‘ @E! 5 I Sllam=m

T 0
a HS +24h HS+2h  HS+4h  HS+24h HS +2h
K lgg-1(RNA) HS +2h[ M

log-1(RNA) 20°C§ L

alg7(RNA) 20°C [P atg-7(RNA) HS#2h| Q atg-7(RNA) HS+4h

o

- )
_.:ﬁo -

Figure 4. Autophagy is protective and facilitates mitochondrial rebuilding after aHS. (A-1) The blockage of the autophagic flux exacerbates the de-
velopmental phenotypes induced by aHS. ctr(RNAi) (A and E), atg-7(RNAi) (B and F), or lgg-I(pp141) (C and G) animals were maintained at 20°C (A-C) or
submitted to aHS (E-G) and analyzed after 24-h recovery. The body length of the autophagy-defective animals is decreased 24 h after aHS (D, boxplot; n = 65,
72,78, 61; **, P < 0.005, t test; H; boxplot;n = 9, 8, 8,9; **, P < 0.001, Kruskal-Wallis test). The number of progeny of atg-7 and lgg-1 animals is decreased (J;
mean + SEM from 4 independent experiments, >10 animals; * P < 0.05; **, P < 0.005, t test). (J-R) Blocking autophagy affects the mitochondrial rebuilding in
the epidermis. Boxplot of the mitochondrial shape descriptors aspect ratio and form factor using MAI-2::GFP (J). 4 h after aHS, the rebuilding of the network is
less efficient in lgg-1(RNAi) and atg-7(RNAi) animals. Three to five animals were analyzed, and >500 mitochondria were measured per animal. ***, P < 0.0001, t
test. (K-R) Epifluorescence images of MAI-2::GFP showing the mitochondrial network in the epidermis at 20°C (K and O) and after HS with 2-h (L and P), 4-h
(Mand Q), or 24-h (N and R) recovery. 4 h after aHS, almost all mitochondria are still fragmented in lgg-1(RNAi) and atg-7(RNAi) animals (compare with Fig. 20
showing wild-type animals). The scale bars are 100 pm (A-G) or 10 um (K-R).
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M, and Q). 24 h after aHS, most of the lgg-I(RNAi) and atg-
7(RNAi) animals showed a recovery of the tubular mitochondrial
network (Fig. 4, J, N, and R). Our data demonstrate that au-
tophagy is important for the dynamic of mitochondrial re-
building after aHS-induced fragmentation.

Autophagosomes form on mitochondria, but selective
mitophagy is dispensable for adaptation to aHS

The correlation between the induction of an autophagic flux and
the mitochondrial rebuilding defect prompted us to investigate
mitophagy after aHS. In the epidermis of control animals, the
analysis of GFP::LGG-1 and MitoTracker showed no colocalization
between mitochondria and autophagosomes (Fig. 5 A). However,
measurement of the minimal distance between autophagosomes
and mitochondria revealed a nonrandom distribution and a close
association of the two organelles (Fig. 5, A and B). In aHS animals,
numerous autophagosomes were found in close proximity with
mitochondria, and a fraction of them colocalized with fragmented
mitochondria, suggestive of mitophagy events (Fig. 5 C). The
measure of the distance between ATG-18::GFP and mitochondria
(Fig. 5, D and E) confirmed that, upon aHS, the autophagosome
biogenesis is initiated in very close proximity to mitochondria.
The presence of small mitochondria within vesicular structures
was also observed several times by TEM (Fig. 5 F). We also used
Western blot analysis to monitor the level of mitochondrial deg-
radation induced upon aHS (Fig. 5, G and H). 2 h after aHS, the
quantification of the mitochondrial encoded cytochrome c oxidase
subunit 1, CTC-1/COX], and the nuclear encoded ATP synthase
subunit, ATP-5, indicated an increase of the mitochondrial pro-
teins in both control or atg-7 mutant animals. These results sug-
gest that aHS induces the degradation of some mitochondria by
autophagy but also an increase of the mitochondrial mass.

Next, to analyze whether mitophagy is involved in the ad-
aptation to aHS, we depleted the PINK/PARKIN or Nix or FUN14
domain containing 1 (FUNDCI) pathways, which are involved in
various selective mitophagy processes in C. elegans (Leboutet
et al., 2020). Using mutants or RNAi for pink-1, pdr-1, dct-1, and
fndc-1, we characterized the formation of autophagosomes, the
size of the animals, and the mitochondrial rebuilding after aHS
(Fig. 5, I-P; and Fig. S4). The number of LGG-1 autophagosomes
did not decrease in pdr-l mutant animals or in pink-1(RNAi) or dct-
1(RNAi) (Fig. 5, I-K), and colocalization events between autophago-
somes and mitochondria were still present (Fig. 5 L). Moreover, the
depletion of pdr-1, pink-1, dct-1, or fndc-1 did not affect the size of the
worm 24 hafter aHS (Fig. 5, M-0), contrarily to atg-7 or lgg-1 (Fig. 4).
Finally, the mitochondrial network rebuilding was not strongly af-
fected in pink-1(RNAi) and dct-1(RNAi) animals (Fig. 5 P and Fig. S4),
as observed in lgg-1(RNAi) and atg-7(RNAi) animals (Fig. 4). These
data indicate that pdr-1, pink-1, dct-1, or fndc-1 is not essential for the
adaptation to aHS and suggest that part of the fragmented mito-
chondria could be addressed to autophagosomes either by an un-
identified mitophagy pathway or through bulk autophagy.

DRP-1 is necessary for aHS-induced mitochondrial
fragmentation

Our results indicate that autophagy is involved in mitochondrial
network recovery after fragmentation. To address whether the
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mitochondrial fragmentation is a prerequisite for autophagy
induction, we analyzed a null mutant of drp-1, the C. elegans
homologue of Drpl, which affects mitochondrial fission
(Breckenridge et al., 2008; Labrousse et al., 1999). DRP-1 func-
tion has been studied mainly in the muscle cells of C. elegans
(Labrousse et al., 1999; Scholtes et al., 2018; Shen et al., 2014)
but is not well characterized in the epidermis. The qualitative
and quantitative analyses of the morphology of the mitochon-
dria in drp-1 animals were performed using mitoGFP and
TOMM-20::mKate2 (Fig. 6, A-E). In the epidermis, at 20°C, the
mitochondrial network of drp-1 animals showed no regular
tubular structures but three categories of abnormal mitochon-
dria: the enlarged globular, the filament-like, and the clustered
(Fig. 6 A; and Fig. 21 for control). The OMM labeling showed
that the three types of altered mitochondria remain connected
(Fig. 6 C; and Fig. 2 D for control). These data confirmed that,
similarly to muscle cells, maintenance of mitochondrial mor-
phology in the epidermis is dependent on DRP-1 fission activity.
After aHS, the mitochondrial network of drp-1 animals did not
form small, rounded vesicles, as observed in wild-type animals,
indicating that the HS-induced fragmentation is DRP-1 depen-
dent (Fig. 6, B and D; and Fig. 2, E and J, for controls). However,
both the qualitative and quantitative analyses indicated that the
mitochondrial network of drp-1 animals was modified after aHS
(Fig. 6 E). The clustering of mitochondria was more obvious,
and the filament-like was more difficult to observe. To char-
acterize further the phenotypes of mitochondria, we performed
TEM analysis (Fig. 6, F-H). At 20°C, mitochondrial sections
were very round but highly variable in size (Fig. 6 G; quanti-
fication in Fig. 6 F), confirming the in vivo analysis. After aHS,
the presence of dark aggregates in the matrix was observed
(Fig. 6 H), similarly to wild-type animals, but the mitochondria
displayed a very heterogeneous shape and formed a connected
network (Fig. 6 G; quantification in Fig. 6 H). Together, our
results indicate that, in the absence of DRP-1, heat-stressed
mitochondria tend to modify their shape but are unsuccessful
in achieving fission.

DRP-1is involved in autophagosome formation and adaptation
to aHS

We then analyzed whether autophagy was induced upon aHS in
the absence of fission of the mitochondria. The localization of
ATG-18::GFP, GFP:LGG-1, and GFP:LGG-2 was monitored in
drp-1animals at 20°C and after aHS (Fig. 7 and Fig. S5). At 20°C,
the three autophagy markers presented a distribution pattern
similar to that in wild-type animals (Fig. 7, A, C, D, G, and H;
compare with Figs. 3 and 5 for controls). This indicated that, in
basal conditions, DRP-1 is dispensable for the formation of au-
tophagosomes, and its depletion does not induce autophagy.
However, the distribution and appearance of the three auto-
phagy markers were very different after aHS of drp-1 animals
(Fig. 7, B, E, and F). The autophagic markers formed groups of
vesicle-like structures in close proximity to or even inter-
mingled with mitochondria. Quantifications of the number and
size of the dots suggested that, in the absence of DRP-1, the aHS
induces a clustering of autophagic structures (Fig. 7, C, G, and
H). The analysis of the nonlipidated GFP::LGG-1(G116A) indicates

Journal of Cell Biology
https://doi.org/10.1083/jcb.201909139

198

1202 Yo 1.z uo Jasn qsu| siu) Aq jpd 61606102 9202291 L LI6EL60610Z3/7/02ZAPd-apIMe/q(610'ssaidny/dpy woy papeojumoq

70f16



B E
,éq, L kKoK
5 52.0

y 1.0 <451 -
2 L7 . e
= €10 ]
Los o
& -
Rz} »
[ [a)

G ctrl atg-7 H
20°C_HS+2h 20°C HS+2h_£

CTC o S S— S—

ctf [120°CMHS+2h
335

atg-7 [] 20°CRHS+2h

ATP5 e — — — 225

. = 8 2
1 VARGFP Gl e S S— ?5 | I I
S - —u il (N AN

Tubuin
———— CTC ATP5  MA2:GFP

nti

| ctl B par-1(gkd48) J Cctl B pink—1(RNA1) K Octd B det-1(RNA) por1(gk448) | HS

N 804 N o

g NS NS S100 S100

= I e S =] NS

S I Seo 8% N 1

B 40 2 B 60

8 NS 8 - ,:LN_S -8 40-

Gl S 3l I'E

Q NS E 0] ® 201 NS

2 olma LI [ 2 o0 dolca M | M

& 2C W BB 6 °°C *ti18h +2?1 S & 2C R B

M OatBpaigasg N Ot Bonktew O Do W dot(my14) P ma2GrP

14001 MO e 1400+ octrl opink-1 odct-1
——NS NSNS 10 NS ~I0:
1200 12004 NS_ 1200 =) 2

g NS NS g %*é ':E; 28 e Ts

= 1000 210004 0005 T S NS

S 800 %l S 800 ?,’aoo- EE:I e, S o

2 ool | % wol || Fol || . HeH guly,

§ol |_| ool Lll o B L] 240H0 bolmm:
— J k. * 0 O

% 20°C+24n HS+2an ‘' 20°C+24h HS+24h  ‘“20°C+24n  HS+24n HS+4h HS+4h

Figure 5. Mitochondria are the main site of autophagosome biogenesis in the epidermis, but mitophagy is not essential for adaptation and mi-
tochondrial rebuilding after aHS. (A-E) Colocalization analysis of autophagosomes and mitochondria. Confocal images of GFP:LGG-1 (green) and Mito-
Tracker (red) in the epidermis of a control animal (A). Insets in A and D show the minimal distance (d, indicated by the bidirectional arrows) between
autophagosome and mitochondria, which is compared with random dots (white puncta). (B) Horizontal bars represent mean and SEM, n = 89, from 9 animals;
*¥*% P < 0.0001, t test with Welch correction. (C) In an HS animal, a fraction of the fragmented mitochondria are colocalizing with autophagosomes (yellow
arrows). (D) Confocal images of ATG-18::GFP (green) and MitoTracker (red) in the epidermis of an aHS animal showing that the initiation of the autophagosome
occurs in close proximity with mitochondria (insets) compared with random dots (mean and SEM in E, n = 151, from 9 animals; ****, P < 0.0001, t test with
Welch correction). (F) TEM images after aHS showing mitochondria within a vesicle (yellow arrow) in contact (white arrow) with nonengulfed mitochondria.
(G and H) Western blot (WB) analysis of total protein extracts of control and atg-7 animals at 20°C or after aHS plus 2 h of recovery (G). (H) Quantification of
the mitochondrial proteins CTC-1/Cox1, ATP-5, and MAI-2::GFP in a whole animal shows that aHS does not induce a massive degradation of mitochondria. The
signal was normalized using tubulin, and, for each mitochondrial protein, the control at 20°C was arbitrarily set at 1. (1-K) The depletion of pdr-1 (1,n=10,10,8,
8,11, 12,11, 15), pink-1 (J;n = 6, 7,18, 12,7, 11, 11, 12), and dct-1 (K; n = 6, 9, 21, 15, 17, 16, 19, 17) does not modify the number of LGG-1 autophagosomes formed
after HS. Mean + SEM; *, P < 0.05, two-way ANOVA. (L) A single confocal image of GFP:LGG-1 (green) and MitoTracker (red) shows that colocalization events
are present in pdr-1(gk448) mutant animals (yellow arrows). (M-P) The blockage of the mitophagy pathways does not exacerbate the developmental phe-
notypes induced by aHS. ctrl, pdr-1(gk448), pink-1(RNAi; N), dct-1(RNAi; N), and fundcl(my14; O) animals were maintained at 20°C or submitted to aHS, and their
body size was measured after 24 h of recovery. Boxplots (n > 30); *, P < 0.0L; *** P < 0.0001, Wilcoxon test. (P) Quantification of the mitochondrial shape
descriptors aspect ratio and form factor using MAI-2::GFP. 4 h after aHS, the rebuilding of the network is not strongly altered in pink-1(RNAi) or dct-1(RNAi)
animals (corresponding pictures in Fig. S4). Three to five animals were analyzed, and >500 mitochondria were measured per animal. ***, P < 0.0001, ¢ test. The
scale bars represent 10 pm (A, C, D, and L), 1 um (insets in A and D), or 0.2 pum (F).
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10 um (A-D) or 0.5 um (F and G).

that the LGG-1 clusters are not protein aggregates (Fig. S5). To
analyze the dynamics of these autophagic structures, time-lapse
movies were acquired 30 min after aHS (Fig.7, Fand F'). Among
the 31 LGG-1-positive structures that were visualized for 45-130
min, 74.2% persisted during the whole recording. The slight
changes in their morphology and their long persistence support
the notion that these structures are dysfunctional autophago-
somes. EM in drp-l animals after aHS further confirmed the
formation of irregular membranous structures that engulfed
mitochondria and extended unclosed arms (Fig. 7 I). These data
show that DRP-1 is dispensable for the induction of autophagy,
but in its absence, the biogenesis of autophagosomes is aberrant
and the completion or closure of autophagosomes is not cor-
rectly achieved.

The functional implication of DRP-1in adaptation to aHS was
confirmed by measuring the size of drp-1 mutant animals after
24-h recovery (Fig. 7 I). drp-1 animals presented an increase of
the developmental delay similar to that of the autophagy mu-
tants lgg-1 and atg-7. Moreover, the depletion of both drp-1and
lgg-1 or atg-7 resulted in a defect of similar size with no additive
effect (Fig. 7 M and Fig. S5). Altogether, these data indicate that

Chen etal.
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DRP-1 is required in the autophagy response and adaptation to
aHS. The deregulation of autophagy observed in drp-I mutants
suggests a functional link between mitochondrial fission and
autophagosome biogenesis.

Autophagosomes form at mitochondrial fission sites upon aHS

The clustering of autophagosomes observed in drp-1 animals
upon aHS could be an indirect consequence of the large, mis-
shapen mitochondria. However, a careful examination of drp-1
mutants revealed that abnormal autophagosomes can be formed
on small mitochondria and not only on mitochondrial blebs
(Fig. 7 E and Fig. S5). To assess this possibility, we submitted the
drp-1 mutants to an RNAi against fzo-I, the worm homologue of
human mitofusin, implicated in the mitochondrial fusion (Fig.
S5). The depletion of fzo-I results in the accumulation of frag-
mented mitochondria in the epidermis of animals grown at 20°C
and partially restores some tubular mitochondria in the drp-I
mutant animals (Fig. S5 G). Upon aHS, the formation of mito-
chondrial clustered autophagosomes was detected in the epi-
dermis of drp-Ljfzo-1 depleted animals (Fig. S5 H). These data
indicate that the formation of autophagosome clusters in drp-1
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Figure 7. DRP-1 is necessary for functional au-
tophagy after aHS. (A-C) The initiation sites of
autophagosomes are visualized with ATG-18::GFP in
the epidermis of drp-1 animals at 20°C (A) and after
HS (B). Upon HS, the initiation of autophagy is trig-
gered in drp-1 animals, but ATG-18 puncta are clus-
tered (compare with Fig. 3, G and H, for a wild-type
control). (€) Boxplots showing the number and the
area of puncta (n =13, 14; *, P < 0.05, Wilcoxon test).
(D and E) Confocal images of mitochondria stained
with MitoTracker (red) and autophagosomes visual-
ized with GFP:LGG-2 (green) in the epidermis of
drp-1 animals at 20°C (D) and after aHS (E). Insets in
E' are a 0.5-pm Z-series corresponding to the dotted
square in E. After aHS, the drp-1-depleted animals
display abnormal autophagosomes (green arrows)
that clustered and intermingled with mitochondria.
(F) Confocal time-lapse images of mitochondria
stained with MitoTracker (red) and autophagosomes
visualized with GFP::LGG-1 (green) in the epidermis
of drp-1(tm1108) mutant after aHS. F' shows time
lapse images, corresponding to the dotted square in
F, captured every 5 mins. Despite changes in their
morphology, the abnormal autophagosomes are
persistent. (G and H) Quantification of the number
and the area of LGG-1- and LGG-2-positive struc-
tures in drp-1 animals at 20°C or after aHS (G, mean +
SEM, n =19, 16, 12, 11, 10, 10, 12, 11, 10, 10, two-way
ANOVA; H, mean + SEM, Wilcoxon test, n = 10, 4, 9,
10, 11, 10; **,P < 0.005; ***, P < 0.0005). (1) EM
picture of mitochondria (yellow arrow) and cyto-
plasmic material engulfed in membranous structures
in the epidermis of a drp-1 animal after HS. Mem-
branous nonclosed extensions are visible (white ar-
rows). |" is a zoom of the dotted square in I. (J-L) The
depletion of DRP-1 exacerbates the developmental
phenotypes induced by aHS. ctrl (see Fig. 1) and drp-
1(tm1108) () and K) animals were maintained at 20°C
or submitted to aHS, and their body size was ana-
lyzed after 24-h recovery (L; boxplot, n = 9, 13, 8, 13;
**, P < 0.00, Kruskal-Wallis test). (M) Blocking au-
tophagy in drp-1 mutants does not further increase
the developmental delay after aHS. ctrl(RNAI), atg-
7(RNAi), or lgg-1(RNAi) were applied to drp-1(tm1108)
animals at 20°C or submitted to aHS, and the size of
the animals was measured after 24 h (boxplot, n > 10,
Kruskal-Wallis test). The scale bars are 10 pm (A-F),
1 pm (E"), 2 um (F'), 0.5 pm (1), 0.5 pm (I') and 100
um (J and K).
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animals is not a consequence of the inability of elongating
autophagosomes to engulf the mitochondria due to their big-
ger size.

Because DRP-1 oligomerizes at mitochondrial fission sites, we
next studied whether the formation of an autophagosome in-
duced by aHS occurs at such sites (Fig. 8). To circumvent the
difficulty of analyzing the rapid and transient fission process, we
used a particular CRISPR-engineered allele of drp-1(or1941)
(Lowry et al., 2015). drp-1(or1941) is an in-frame GFP insertion
that results in a GFP:DRP-1 that correctly localizes at mito-
chondrial fission sites (constrictions and tips in heterozygous
animal in Fig. 8 A) but is not able to achieve fission (abnormal
mitochondrial network in homozygous animals in Fig. 8 B;
Montecinos-Franjola et al., 2020). Therefore, drp-1(ori941),
which phenocopies a drp-I mutant, was used to visualize the
presumptive mitochondrial fission sites and was compared with
a wild-type drp-1as a positive control. The colocalization of GFP::
DRP-1 with mitochondria (MitoTracker) was used to identify
fission sites and analyzed together with autophagosomes
(mCherry::LGG-1) in the epidermis of animals at 20°C or after
aHS. The fission sites were visible in control animals at 20°C,
where GFP::DRP-1 formed puncta associated with tubular mi-
tochondria (Fig. 8 C'). After aHS, GFP::DRP-1 puncta were pre-
sent and generally not associated with fragmented mitochondria
(Fig. 8 D'), but on rare occasions, a codistribution of GFP::DRP-1
with mCherry::LGG-1 and mitochondria was observed (quanti-
fication in Fig. 8 G). In drp-I(or1941) at 20°C, GFP::DRP-1 formed
puncta, in contact with blebs of mitochondria (Fig. 8, B and E'),
suggestive of abortive fission sites. After aHS of drp-I(ori941)
animals, clusters of autophagosomes associated with mitochondria
were observed (Fig. 8 F') recapitulating the drp-I loss-of-function
phenotype. The number of GFP::DRP-1 dots associated with both
mCherry::LGG-1 and mitochondria was increased but remained
low. However, the fraction of mCherry:LGG-1 puncta positive for
GFP::DRP-1 was increased to 41% (Fig. 8 H). Moreover, 68% of the
large autophagic clusters formed in drp-1(or1%4l) mutants pre-
sented a GFP:DRP-1 puncta (arrows in Fig. 8 F). Together, these
results support the hypothesis that, upon HS, autophagosomes are
formed at mitochondrial fission sites and remain associated with
presumptive fission sites in a defective drp-I background. Alto-
gether, our data suggest that DRP-1 could be involved in the co-
ordination between mitochondrial fission and autophagosome
biogenesis during aHS response.

Discussion
Stress response pathways help the organism to adapt to and
survive changes in environmental conditions. Autophagy is one
of the mechanisms used by the cell to resist and adapt to stress
conditions. We have characterized a new aHS paradigm for
studying the interplay between autophagy and mitochondrial
homeostasis. Our data indicate that aHS modifies mitochondrial
function, induces a DRP-1-dependent fission of the mitochon-
drial network, and triggers an autophagic flux with mitophagy
events.

The aHS (1 h at 37°C) during the early fourth larval stage
induces a marked developmental delay but no lethality or
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sterility, confirming previous analyses at 35°C or 37°C (Jovic
et al., 2017; Zevian and Yanowitz, 2014). When young adults
are submitted to a similar HS, no obvious anatomical phenotype
has been reported, and worms display a hormetic response and
increased lifespan (Kumsta et al., 2017). This indicates that,
during development, animals are more sensitive to a short but
elevated heat than in adulthood. The adaptation to HS is a pri-
ority and may be detrimental to the ongoing developmental
program. Thus, a transcriptomic analysis revealed a very global
shift in expression dynamics during the first 3-4 h of HS and
identified cuticle synthesis among the major developmental
processes that are disrupted (Jovic et al., 2017). Interestingly, our
study revealed a massive HS response in the epidermis, the main
tissue involved in cuticle synthesis during larval stages (Page
and Johnstone, 2007).

Our data show that mitochondria are rapidly fragmented
upon aHS and present a decrease in oxygen consumption.
Moreover, the TEM analysis revealed the characteristic prese-
nce of dark occlusions in the matrix of heat-stressed mito-
chondria, which could correspond to protein aggregates due to
temperature-induced misfolding of proteins. Such inclusions
have not been observed in the cytosol or in the inflated ER,
suggesting that they reflect some specificity of the mitochondria.
Noticeably, similar inclusions have been described in sperm-
derived mitochondria before their elimination by mitophagy
(Wang et al., 2016; Zhou et al., 2016; Al Rawi et al., 201; Sato and
Sato, 2011). A similar phenotype has also been reported in a
fraction of mitochondria in C. elegans mutants for the fusion
genes eat-3/0OPAI and fzo-1/mfnl (Byrne et al., 2019), supporting a
link between dark aggregate formation and mitochondrial
morphological defects.

After aHS, the fragmented mitochondria recover a tubular
shape, demonstrating the reversibility of the stressed pheno-
type. Our data demonstrate that autophagy is important for the
mitochondrial rebuilding and for the developmental delay re-
covery. Studies on adult worm muscles after various stresses
suggest a balanced response between PINK-1/PDR-1-dependent
mitophagy and mitochondrial biogenesis (Palikaras et al., 2015),
but they did not document the rebuilding of the network. After
aHS, we observed a strong autophagy response in the epidermis
but a weaker one in the muscles, confirming a previous report
(Kumsta et al., 2017). We did not detect an obvious implication of
the PINK/PARKIN or Nix or FUNDC1 pathways, which are in-
volved in selective mitophagy in C. elegans (Leboutet et al.,
2020). One possibility is that some mitochondria are elimi-
nated through bulk autophagy, but the hypothesis of a redun-
dancy or a different mitophagy pathway cannot be excluded.

Our study provides the first evidence that, in both basal and
aHS-induced autophagy, the autophagosomes are formed close
to mitochondria in C. elegans epidermis. In yeast and mammal
cells, ER-mitochondria contact zones are a major site for auto-
phagosome biogenesis in stress conditions (Hamasaki et al.,
2013; Bockler and Westermann, 2014). One can suppose that a
similar mechanism occurs in C. elegans at specific contact sites
between the mitochondria and ER.

Studies in Drpl mouse models have shown that the mito-
chondrial network morphology is highly variable between
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Figure 8. The dysfunction of DRP-1 during aHS induces the accumulation of autophagosomes at mitochondrial fission sites. (A and B) Confocal
images of GFP:DRP-1(green) and MitoTracker (red) in the epidermis of heterozygous control (A) and homozygous drp-1(or1941) mutants (B). drp-1(or1941) is an
in-frame insertion of GFP at the drp-1 locus that results in an abnormal mitochondrial network (blebs in B), indicating that GFP::DRP-1 is correctly localized
(greenarrows) but is not functional. This particular GFP allows visualizing the presumptive mitochondrial fission points in a context-phenocopying drp-1 mutant
(B). (€) Another transgenic GFP:DRP-1 strain where the drp-1 locus wild type is used as a positive control. (C-F) Confocal live imaging of the epidermis of GFP::
DRP-1in control (C and D) and drp-1(or1941) mutant animals (E and F) at 20°C (C and E) and after HS (D and F). The mitochondria are stained with MitoTracker
DeepRed (blue), and autophagosomes are visualized with mCherry:LGG-1(red). C’, D', E', and F’ show three colors merging. (C) In control animals at 20°C, the
GFP::DRP-1 puncta are associated to tubular mitochondria but not to mCherry::LGG-1dots (C'). (D) Upon aHS, most of the GFP::DRP-1 puncta are not localizing
with mitochondria (B) or with mCherry::LGG-1 dots. (E) In drp-1(0r1941) mutant at 20°C, the presumptive mitochondrial fission points (GFP puncta) are as-
sociated with blebs or filamentous mitochondria but not with mCherry::LGG-1 dots (E'). (F) After aHS of drp-1(0r1941) mutants, the clustering of autopha-
gosomes (red arrows pointing to mCherry::LGG-1) is associated with presumptive mitochondrial fission points (green and blue arrows in F'). (G) Quantification
of the colocalization of GFP::DRP-1 puncta with MitoTracker (mitoT) and mCherry::LGG-1in the epidermis of control and drp-1(or1941) animals after aHS (mean
and SEM, n = 35, 44; ****, P < 0.0001, t test with Welch correction). (H) Quantification of the colocalization of mCherry::LGG-1 puncta with GFP::DRP-1in the
epidermis of control and drp-1(or1941) animals after aHS (mean and SEM, n = 35, 44; ****, P < 0.0001, t test with Welch correction). The scale bars are 10 um.

tissues (Kageyama etal., 2014; Wakabayashi et al., 2009), which
could be linked to differences in regard to mitochondrial needs
such as ATP production. In C. elegans, the mitochondrial phe-
notype of the drp-1 mutant has been studied mainly in muscles
and neurons, but it has not been characterized in the epidermis.
Our in vivo and TEM analyses confirm that, in the absence of
DRP-1, the mitochondria form a highly connected network
composed of blebs and thin tubules. This could result from the
initial constriction steps for mitochondrial fission involving ER
contacts (Elgass et al., 2015) and actin filament (Friedman et al.,
2011; Korobova et al., 2013; Kraus and Ryan, 2017) but the
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impossibility of processing further in the absence of DRP-1. The
modification of the mitochondrial morphology of drp-1 animals
after HS suggests that mitochondria are initiating an unsuc-
cessful fission process.

The autophagy/mitophagy response to aHS is affected in
drp-1 mutant worms, which could be due to impaired mito-
chondrial fission or a quality control defect. The selective
elimination of mitochondria by mitophagy was initially linked to
mitochondrial fission (Youle and van der Bliek, 2012). Several
reports have shown that blocking fission or increasing fusion
reduces the mitophagy (Gomes et al., 2011; Rambold et al., 2011;

Journal of Cell Biology
https://doi.org/10.1083/jcb.201909139

203

1202 Yol |z uo Jasn gsu| s1u) Aq Jpd 61606102 Q202291 L LI6EL6061022//02ZAPd-apiMe/qalB10 ssaidnydpy woy papecjumoq

12 of 16



Twig et al.,, 2008). Fission could allow a “stress test,” permitting
mitochondrial screening and further triggering the complete
depolarization followed by mitophagy when a mitochondrion is
subfunctional. A recent report proposed that the coordination of
mitochondrial fission and control quality involves the interac-
tion of Drpl with the Zn?* transporter Zipl (Cho et al., 2019).
However, an alternative process has been proposed with a lo-
cal mitochondrial removal mediated by the extending isolation
membrane/phagophore during mitophagy (Yamashita et al.,
2016). This study performed in hypoxia or deferiprone-induced
mitophagy conditions showed that most of the autophagosomes
are formed on or near mitochondria and concluded that Drpl is
not essential for this process, despite a decrease in mitophagy
efficiency. Other studies in cultured cells and yeast also suggest
that Drpl/Dnml-dependent fission is not required for mito-
phagy (Burman et al., 2017; Murakawa et al., 2015; Mendl et al.,
2011). Our data support a DRP-1-dependent mechanism of for-
mation of autophagosomes, following aHS in C. elegans, in
contact with mitochondria, and they open the possibility that
DRP-1 plays a role in bulk autophagy. It is possible that the
mechanisms of formation of autophagosomes vary depending
on the types of stress and cells used. In the epidermis after aHS,
the clustering of autophagosomes is observed on both small and
large mitochondria and is not abolished in drp-I;fzo-1-depleted
animals, suggesting that this is not an indirect effect due to a
mitochondrial size limitation. Moreover, our data suggest that
mitochondrial fission could regulate the autophagic flux and
support the hypothesis that DRP-1 is implicated in the coordi-
nation between mitochondrial fission and autophagosome bio-
genesis. It is tempting to speculate that, in the absence of drp-1, the
contact sites between ER and mitochondria are maintained for a
longer time because mitochondrial fission is not achieved. If these
contact sites are involved in autophagosome biogenesis, a pro-
longed initiation-elongation of isolation membrane could explain
the clustering observed upon aHS.

Materials and methods

C. elegans culture and strains

Nematode strains were grown on nematode growth media
(NGM: 1.5 g NaCl [Sigma-Aldrich, 60142], 1.5 g bactopeptone
[Becton-Dickinson, 211677], 0.5 ml of 5 mg/ml cholesterol
[Sigma-Aldrich, C8667], 10 g bacto agar [Becton-Dickinson,
214010], add 500 ml of H,O. Autoclave the NGM medium and
supplement it with 500 l of 1 M CaCl, [Sigma-Aldrich, C3306],
500 pl of 1 M MgSO, [Sigma-Aldrich, M5921], 10 ml of 1 M
KH, PO, [Sigma-Aldrich, P5655], 1,650 pl of 1 M K,HPO, [Sigma-
Aldrich, 60356]) and fed with Escherichia coli strain OP50 (Cae-
norhabditis Genetic Center). The C. elegans Bristol N2 strain was
used as a wild-type strain. Genotypes of all the strains used in
this study are listed in Table S1.

For HS, adult worms were allowed to lay eggs for 1-2 h at
20°C on NGM plates and then removed. NGM plates were
maintained at 20°C until the progeny reached early L4 stage and
were submitted to 37°C for 60 min in an incubator (Binder). For
egg-laying analysis, 10 worms were placed on NGM-OP50 plates
for 1 h at 20°C, then removed, and the number of eggs was
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immediately scored. Each score was calculated in triplicate and
reproduced four times independently.

For MitoTracker staining, L1-L2 worms were transferred to
NGM agar plates containing 3.7 uM of Red CMXRos or DeepRed
MitoTracker (Molecular Probes, Invitrogen) and incubated for
overnight in the dark. Worms were transferred for 1 h into a
normal NGM plate for lowering background staining.

RNA-mediated interference

RNAi was delivered by feeding (Kamath and Ahringer, 2003;
Timmons and Fire, 1998). L4 animals or embryos were raised
onto 1 mM IPTG-containing NGM plates seeded with bacteria
E. coli HT115[DE3] carrying the empty vector L4440 (pPD129.36)
as a control or the bacterial clones from the J. Ahringer library,
Open Biosystem (lgg-I: C32D5.9, lgg-2: ZK593.6, atg-7: M7.5,
epg-5: C56C10.12, pink-1: EEED8.9: dct-1: C14F5.1, drp-L T12E12,4).

Light microscopy imaging

Epifluorescence images were captured on an AxiolmagerM2
microscope (Zeiss) with 10x/0.3 NA EC Plan Neofluar or 100x/1.4
NA plan apochromat differential interference contrast (DIC) oil
objectives using ZEN acquisition software (Zeiss) coupled to a
camera (AxioCam506mono). Worms were immobilized by 40 mM
sodium azide (in M9) and mounted on 2% agarose pads. Consid-
ering the effect of sodium azide on mitochondrial respiration, the
observation duration after mounting was limited within 10 min.

Confocal images were captured with LAS-X software on a
confocal Leica TCS SP8 DMI6000 microscope using an HC plan
apochromat 63x/1.4 NA oil objective, with serial z sections of
0.3-1 um. Images were analyzed using the ImageJ Cell Counter
plugin (http://imagej.nih.gov/ij). The time of recovery after HS
is indicative and could vary to a maximum of 30 min due to
mounting and acquisition processes.

To perform time-lapse microscopy experiments, worms were
grown in the dark on plates containing MitoTracker. Then, L4
worms were transferred for 1 h onto a normal plate for lowering
background staining and then submitted to 1 h at 37°C. After
40 min of recovery at 20°C, the animals were immobilized in
30% (wt/vol) Pluronic F-127 gel (Sigma-Aldrich) containing 30-
um polystyrene microbeads. Confocal images were captured
with serial z sections of 0.8 um every 5 min (3% of 488-nm laser
intensity, gain 600, binning 2 x 2; 10% of 638-nm laser intensity,
gain 850, binning 2 x 2). Image analyses were performed with
Image] or Fiji software.

Gonads were dissected in 1.25% PFA-PBS and fixed for 30 min
in 4% PFA-PBS. After 30 min of saturation in PBS containing 4%
BSA (Sigma-Aldrich; A7030) and 0.1% Triton X-100 (Sigma-
Aldrich; T9284), samples were incubated overnight with 60-kD heat
shock protein (HSP60) monoclonal antibodies (1:5; Developmental
Studies Hybridoma Bank, University of lowa). After incubation with
anti-mouse antibodies Alexa Fluor 488 (Molecular Probes; 1:500,
A28175) and Hoechst (Molecular Probes; 1:500), gonads were
mounted in 1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane (Sigma-Aldrich).

Analyses of mitochondrial shape

The aspect ratio and the form factor, which are indicators of the
mitochondrial length and branching, respectively, have been
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quantified using ImageJ software. Briefly, the images are con-
volved using the matrix developed by Koopman (Koopman et al.,
2016; Marchi et al., 2017), then a threshold is applied to isolate
mitochondria from background. In the case of drp-I mutant, the
convolution was not applied, because it generated artificial ob-
jects. Shape descriptors of the mitochondria were calculated by
implementing the Analyze Particles tool with a minimum filter
of 15. For EM pictures, the outlines of mitochondria were
manually drawn using freehand selections in Image]J, then area,
perimeter, and shape descriptors (roundness) were measured.

Statistics

All statistical analyses were performed using either GraphPad
Prism or R software (https://www.r-project.org/). The Shapiro-
Wilk test was used to evaluate the normal distribution of the
values, and the Hartley Fp,,y test was used for similar variance
analysis. Data derived from different genetic backgrounds were
compared by two-sided Student’s t test, ANOVA, Kruskal-Wallis
test, or Wilcoxon-Mann-Whitney test. Fisher's exact test was
used for nominal variables. Boxplot representations indicate the
first (Q1/25th percentile), median (Q2/50th percentile), and
third (Q3/75th percentile) quartiles, and whiskers are a maxi-
mum of 1.5 times the interquartile range (excluding any out-
liers). The cross X indicates the mean.

EM

L4 larvae were transferred to M9 20% BSA (Sigma-Aldrich;
A7030) on 200-pm-deep flat carriers (Leica Biosystems), fol-
lowed by cryoimmobilization in the EMPACT-2 high-pressure
freezer apparatus (Leica Microsystems) as described previously
(Largeau and Legouis, 2019). Cryosubstitution was performed
using an automated freeze-substitution system (AFS2) with an
integrated binocular lens and incubating chamber (Leica Mi-
crosystems) with acetone. Blocks were infiltrated with 100%
Epon and embedded in fresh Epon (Agar Scientific; R1165). Ul-
trathin sections of 80 nm were cut on a ultramicrotome (Leica
Microsystems; EM UC7) and collected on a formvar- and carbon-
coated copper slot grid (LFG; FCF-2010-CU-50). Sections were
contrasted with 0.05% oolong tea extract for 30 min and 0.08 M
lead citrate (Sigma-Aldrich; 15326) for 8 min. Sections were
observed with a Jeol 1400 TEM instrument at 120 kV, and images
were acquired with a Gatan 11-megapixel SC1000 Orius charge-
coupled device camera.

Oxygen consumption measurements

Synchronized young L4 larvae were recovered in M9 buffer
(Brenner, 1974) and washed three times in the following solu-
tion: 60 mg MgS0,-7H,0, 60 mg CaS0,-2H,0, 4 mg KCl perliter
of double distilled water (Luz et al., 2015) and separated by 2-
min centrifugation at 100 g at 21°C. Worms were transferred in
Seahorse XF plate wells in a final 180-pl volume, and six
measurements were performed with a setting corresponding
to 2 min mixing, 30 s waiting, and 2 min measuring. 15 mM
carbonyl cyanide-4(trifluoromethoxy)phenylhydrazone (Sigma;
€2920) in 0.17% DMSO was used to determine maximal respi-
ration, and 40 mM sodium azide was used to inhibit mito-
chondrial respiration. The number of animals (15-30 per well)
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was determined to normalize the oxygen consumption rate
calculated using Wave software (Agilent). Experiments were
performed in triplicates and repeated independently.

Western blot analysis

Total protein extracts were prepared from a synchronized
population of L4 larvae. The worms were collected after cen-
trifugation and then mixed with the lysis buffer (PBS-Triton 2%)
containing glass beads. They were then denatured using the
Precellys 24 machine at 6,000 rpm with incubation for ~5 min
twice to cool the sample. The protein extracts are then centri-
fuged at 15,000 rpm and separated on a NuPAGE 4-12% Bis-Tris
gel (Life Technologies; NP0321BOX). The nonspecific sites are
then blocked after the incubation for 1 h with TBS-Tween 1x
(Tris Base NaCl, Tween 20) 5% (w/v) milk. Blots were probed
with antibodies against GFP (1:1,000, mouse, 11814460001; Sigma-
Aldrich), LGG-1 (1:200; rabbit), tubulin (1:2,000, 078K4763; Sigma-
Aldrich), ATP-5 (1:1,000, abl4705; Abcam), and mitochondrially
encoded cytochrome c oxidase I (1:2,000, abl4748; Abcam) and
revealed using HRP-conjugated antibodies (anti-rabbit, 1:1,000,
W401B, and anti-mouse, 1:5,000, W4021; both from Promega) and
SuperSignal Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher
Scientific; 34579). Signals were revealed on an LAS-3000 photo-
imager (Fuji) and quantified with Image].

Online supplemental material

Fig. S1 (complementary to Fig. 1) characterizes cellular defects
after aHS. Fig. S2 (complementary to Fig. 2) illustrates how
specific reporters can affect mitochondrial network morphol-
ogy. Fig. S3 (complementary to Fig. 3) shows that aHS induces
autophagy in various tissues. Fig. S4 (complementary to Figs. 4
and 5) shows that blocking autophagy but not mitophagy delays
the rebuilding of the mitochondrial network after aHS. Fig. S5
(complementary to Fig. 7) shows that the clustering of auto-
phagosomes at mitochondria is maintained in drp-1;fzo-1 animals
after aHS. Table S1 lists strains used in the study.
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Figure SL  Characterization of cellular defects after aHS (complementary to Fig. 1). (A-H) TEMimages of epidermis (A and B), intestine (C and D), muscle
(E and F), and germ cells (G and H) in control (A, C, E, and G) and HS (B, D, F, and H) L4. Thin black arrows, thick black arrows, and white arrows point to ER,
mitochondria, and autophagosomes, respectively. (B’, D', F’, and H') Higher magnification of the area shown by white arrows in B, D, and F and a black arrow
in G, respectively (1-K) Boxplots showing the quantification of the mitochondrial shape (I; *, P < 0.05, Kruskal-Wallis nonparametric test; n = 40, 65) and the
numbers of autophagosomes in young adults (J; n = 156, 55) and L4 (K; n = 63, 90, 101, 94). (L and M) DIC pictures of the gonads of control (L) or aHS (M)
animals. aHS results in a developmental delay but no sterility. The scale bars represent 0.5 um (A-H, B', D', F', and H') or 20 um (L and M).
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Figure S2. Specific reporters can affect mitochondrial network morphology (complementary to Fig. 2). (A-D) Live images of the mitochondria in the
body wall muscles of the MitoRosella (A) or MitoGFP (B) and in the epidermis of TOMM-20::mKate2 under the control of an epidermal (C) or ubiquitous
promoter (D). Both the type and the level of expression of the fluorescent reporter could affect the mitochondrial network at 20°C. (E-H) Confocal images of
Mito::GFP expressed in the epidermis and showing the rebuilding of the mitochondrial network after aHS. The white asterisks show the position of the
specialized seam cells of the epidermis that do not expressed Mito::GFP. White arrows in F point to tubular mitochondria. The scale bars represent 10 pum.
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Figure S3. aHS induces autophagy in various tissues (complementary to Fig. 3). (A-F) DIC pictures and the corresponding fluorescence images (A" -F") of
GFP::LGG-1in animals at 20°C (A, C, and E) and after aHS (B, D, and F). The increase of LGG-1puncta is shown in the germ cells (A’ and B'), the intestine (C' and
D'), and the body wall muscles (white arrows in E and F) of aHS animals. Note that in the intestine, the GFP::LGG-1 stains large vesicular structures. (G-J)
Images of the epidermis showing that the nonlipidated GFP::LGG-1(G116A) (G and H) and GFP::LGG-2(G130A) (1 and ]) do not form puncta after HS (H and J). The
scale bars represent 20 um (A and B) or 10 pm (C-J).
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Figure S4. Blocking autophagy but not mitophagy delays the rebuilding of the mitochondrial network after aHS (complementary to Figs. 4 and 5).
Epifluorescence pictures of MAI-2::GFP illustrating the rebuilding of the mitochondrial network in the epidermis after aHS. At 20°C, the depletion of autophagy
or mitophagy genes does not result in a strong modification of the mitochondrial network. In lgg-1-, atg-7-, pink-1-, and dct-1-depleted animals, the aHS
results in the strong fragmentation of the mitochondria, but after 4 h of recovery, atg-7(RNAi) and lgg-1(RNAi) animals display a less efficient rebuilding. The
blue- and red-framed images show regions of the hypodermis with or without tubular mitochondria, respectively. The scale bars are 10 pm.
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Figure S5, The clustering of autophagosomes at mitochondria is maintained in drp-I;fzo-1 animals after aHS (complementary to Fig. 7). (A-H)
Confocal images of autophagosomes (GFP::LGG-1; green) and mitochondria (MitoTracker; red) in the epidermis of animals at 20°C (A-C, F, and G) and after aHS
(D, E, and H). Green arrows point to autophagosomes in contact with mitochondria. In drp-1 animals (A-D), the aHS induces an accumulation of autophagic
structures intermingled with mitochondria. Insets in D' are 0.5-um Z-series corresponding to the dotted square in D. The depletion of FZO-1 induces a
fragmentation of the mitochondrial network in control animals (F) but partially restores a tubular mitochondrial network in drp-1(tm1108) animals (G). In drp
1(tm1108);fzo- 1{(RNAJ) animals, upon aHS, the GFP::LGG-1 forms large clusters in contact with mitochondria. (1) The nonlipidated GFP::LGG-1(G116A) does not
form puncta or clusters after HS in drp-1 animals. () and K) The depletion of DRP-1 does not further increase the developmental delay of autophagy mutants
(atg-7, lgg-1) induced by aHS. Single mutants with ctrl(RNAJ) or dpr-1(RNAi) were maintained at 20°C or submitted to aHS and measured after 24-h recovery
(boxplots, n > 30; ***, P < 0.0001, Kruskal-Wallis test). The scale bars represent 10 um or 2 um (D)
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Ce travail de recherche a permis de mieux comprendre les roles des différentes formes des
protéines LGG-1 au cours de 'autophagie et du développement chez C. eegans. J’ai pu mettre
en évidence que la présence d’une forme non lipidable a la membrane des autophagosomes est
suffisante pour maintenir des fonctions autophagiques tout au long du développement. Ces
travaux ont également permis de mettre en évidence que la fonction développementale de

LGG-1 n’est pas dépendante de sa fonction autophagique chez C. elegans .

I. La glycine 116 est essentielle pour la conjugaison de LGG-1 aux
membranes des autophagosomes.

Les membres de la famille ATG8 possedent une glycine C-terminale conservée en position 116
pour LGG-1/GABARAP et 120 pour LGG-2/LC3, importante pour 'ancrage covalent 2 un
substrat. Les protéines précurseur Atg8 sont directement clivées par une protéase Atg4
permettant ’exposition en partie C-terminale de cette glycine pour donner la forme mature
cytosolique (forme I). Au cours de I’élongation des phagophores, les ATGS8 sont ancrées a la
phosphatidyléthanolamine (forme II) par une succession d’enzyme E1, E2, E3. Chez C .elegans
LGG-1 possede la particularité d’avoir deux glycines C-terminale. Par ailleurs un motif di-
glycine est retrouvé chez certaines Ubl telles que FAT10, SUMO-1/2, NEDD8 ou I'ubiquitine.
Contrairement a LGG-1, les formes matures cytosoliques de NEDDS8 et 'ubiquitine exposent
un motif double glycine : Gly75-Gly76 (Pan ¢t al, 2004). En effet, le clivage se fait apres la
deuxieme glycine 76, alors que pour LGG-1 le clivage est effectué entre la glycine 116 et la

glycine 117, permettant 'exposition unique de la glycine 116 en partie C-terminale.

1.1 La glycinell6 est importante pour le clivage

Chez C. elegans la glycine 116 de LGG-1 est importante pour sa conjugaison a la membrane des
autophagosomes. La mutation de la glycine 116 en alanine empéche la conjugaison de LGG-1
aux membranes autophagosomales. Par western blot nous avons pu mettre en évidence une
accumulation de la forme précurseur suggérant que le clivage est perturbé. En effet, dans un
controle, la forme précurseur n’est pas détectée car elle est directement clivée. Par ailleurs la
mutation seule de la glycine 116 n’empéche pas le clivage total car une forme LGG-1(G116A).1
est détectée. Ces résultats suggérent que la seconde glycine 117 peut étre utilisée pour le
clivage. En effet les mutations des deux glycines 116 et 117 (LGG-1(G116AG117A) empéche

le clivage du précurseur en forme cytosolique. Des expériences de spectrométrie de masse
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pourront permettre de déterminer quel est le dernier résidu de la forme cytosolique. On peut
également imaginer avoir dans le mutant /gg-7(G776.4) un mélange d’une forme cytosolique se

terminant avec une alaninel16 et une glycine 117.

1.2 La mutation de la glycine 116 provoque I’accumulation d’une nouvelle forme.

Les expériences par westernblot ont permis d’isoler une bande supplémentaire dans les mutants
de la lipidation juste en dessous de la bande correspondant a la forme LGG-1.1. Ces résultats
sont inattendus. Méme si certaines études mentionnent briévement la présence de cette bande,
nous n’avons pas trouvé d’article scientifique caractérisant cette forme. Plusieurs hypothéses

peuvent etre émises.

Hypothése 1: Une forme adénylée est accumulée dans les mutants de la lipidation.

Une fois clivée, LGG-1 est transférée sur une enzyme de type E1. A partir des données
connues des autres Ubl, P'activité de ’E1 se fait en deux étapes. La premicre est une activation
pat adénylation du groupe C-terminal COOH de I'Ubl, formant un intermédiaire Ub/Ubl-
AMP. La seconde est la formation d’une liaison thioesther entre le SH du site actif et la partie
COOH C-terminale de I’'Ubl (Wang, Cai and Chen, 2010, p. 2; Lux, Standke and Tan, 2019).
Chez C. elegans, un mutant pour lequel la glycine C-terminale est mutée en alanine est toujours
capable d’interagir avec 'E1 Atg7, mais pas avec I'E2 Atg3 (Zhang e al, 2015). Un
intermédiaire LGG-1-AMP pourrait s’accumuler dans les mutants pour lesquels la glycine 116

est mutée en alanine.

Hypothése 2 : LGG-1 s’ancre a un autre phospholipide : la phosphatidylsérine

Deux études ont pu montrer que la phosphatidylsérine peut étre utilisée comme substrat de la
lipidation d’Atg8 (Sou et al., 2006; Durgan ez al., 2020). On peut imaginer que ’absence de
lipidation a la phosphatidylethanolamine provoque une augmentation d’ancrage de LGG-1 a
un autre phospholipide. Aucune donnée ne permet aujourd’hui de dire si cette lipidation sur la
phosphatidylsérine pourrait utiliser le méme systeme de conjugaison que celui a la
phosphatidylethanolamine. Dans notre cas, des expériences de spectrométrie de masse
pourraient permettre de déterminer la nature de cette forme accumulée dans les mutants de la

conjugaison.
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I1. La forme LGG-1.I est suffisante pour maintenir les fonctions
développementales chez C. elegans

2.1 Fonction développementale de LGG-1 indépendante de la fonction

autophagique

Nos résultats ont permis de mettre en évidence un réle développemental de LGG-1
indépendant de sa fonction autophagique. En effet, /gg-7 est un gene essentiel chez C. elegans
pour le développement et la fertilité. La déplétion de /g-7 provoque des défauts
développementaux tardifs au moment de l'organogénése, corrélés a une forte létalité
embryonnaire et larvaire. Par ailleurs, LGG-1 est requise pour 'autophagie tout au long de la
vie du ver. Dé¢s la fécondation, pour la dégradation des mitochondries paternelles (allophagie),
au cours du développement du ver pour la dégradation des composants des p-granules dans
les cellules somatiques, et également pour résister aux conditions de stress et a la longévité.
L’obtention par CRISPR Cas9 d’un nouveau mutant du géne Igg-1, pour lequel la
protéine LGG-1 est présente mais incapable d’assurer des fonctions autophagiques a
permis, pour la premicre fois, de dé-corréler les fonctions développementales et
autophagiques de LGG-1. En effet, le mutant /gg-7(G7716.AG117%) est viable et ne présente
pas de défauts développementaux. Ce mutant est un nouvel outil biologique permettant au
laboratoire d’étudier des processus autophagiques plus tardifs en s’affranchissant des

problemes développementaux embryonnaires et larvaires.

2.2 La forme lipidée de LGG-1 est dispensable pour le maintien des fonctions

développementales chez C. elegans

La mutation de la glycine 116 et/ou de la glycine 117 en partie C-terminale a permis de créer
des contextes permettant d’exprimer uniquement la forme précurseur P (lgg-1(G116.AG117.A),
la forme mature cytosolique LGG-1.1 (lgg-1G116.AGT17%) ou les deux (lgg-1(G116.A)). Les
mutants empéchant la lipidation de LGG-1 aux membranes et exprimant au moins la forme
LGG-1.1I sont viables et ne présentent pas de défauts de développements, contrairement aux
mutants perte de fonctions de LGG-1. Ces résultats sont nouveaux et surprenants et
permettent pour la premiére fois non seulement d’étudier a I’échelle de ’animal les

fonctions de LGG-1 non reliées a son ancrage, mais également de mettre en évidence
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un réle suffisant de la forme cytosolique mature dans des fonctions indépendantes de
Pautophagie.

Le mutant exprimant uniquement la forme précurseur LGG-1.P non clivable présente une
forte 1étalité embryonnaire, corrélée a un défaut développemental similaire au mutant nul. Ces
résultats permettent de mettre en évidence que la forme précurseur seule n’est pas suffisante
pour maintenir les fonctions développementales de LGG-1. Ces données sont notamment
cohérentes avec une étude chinoise indiquant que le double mutant null a#g4.7, atg4.2, incapable
de cliver la forme précurseur en forme LGG.I, est 1étal a ’état homozygote (D. Wu ez al, 2012).
Pour confirmer I'ensemble de ces résultats il pourrait étre intéressant d’utiliser des approches
génétiques permettant la création d’une souche de vers comportant un transgene exprimant
uniquement la forme LGG-1.1 non lipidable, et de la croiser avec un mutant /gg-
1(G116AGT117A) ou lgg-1(tm3489) pour voir si la fonction développementale peut étre sauvée.
Drautres approches génétiques par croisements entre le double mutant azg4.7 atg4.2 (ou ARNI)
et les mutants /Jgg-71(G116.A) et lgg-1(G116.AGT17%) pourraient étre envisagées et fournir des

arguments supplémentaires.

2.3 Quel r6le de LGG-1 dans le développement ?

Plusieurs études ont démontré que les protéines de la famille Atg8 ont des fonctions non liées
a leur role de biogenése des autophagosomes et de recrutement spécifique de cargo a dégrader.
A Porigine, Atg8 et ses homologues étaient connus pour leurs roles dans le trafic membranaire
intracellulaire (Shpilka ef a/., 2011). Une étude récente chez la drosophile a démontré un role
d’Atg8a dans le développement des larves indépendant de la lipidation d’Atg8 et de I'autophagie
(Jipa et al., 2020). Chez C. elegans la perte de fonction de /gg-7 provoque notamment des
malformations embryonnaires. Il serait intéressant de comprendre quels sont les roles tardifs
de LGG-1 au cours de embryogenese. Chez C. elegans la fonction développementale des
protéines cytosoliques matures LGG-1(G116AG117*) et LGG-1(G116A) non lipidables n’est
pas perturbée contrairement a un mutant nul. L’utilisation d’outil GFP:LGG-1(G116A) et
GFP:LGG-2(G120A) permet de mettre en évidence la présence d’un signal diffus dans
plusieurs tissus et notamment dans les stades embryonnaires, suggérant la présence des formes
cytosoliques au cours du développement (Wang, Cai and Chen, 2010; Manil-Ségalen ¢ al.,
2014). Une double approche protéomique (double hybride et spectrométriec de masse) a

préalablement permis d’identifier des interacteurs de LGG-1. Parmi les candidats, certains sont
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des acteurs de la polarité cellulaire et du maintien du réseau du cytosquelette. A titre d’exemple,
le candidat protéique VAB-10 est retrouvé localisé dans les cellules au niveau de la jonction
entre ¢épiderme et muscle. L’inactivation par RNAI conduit a un défaut développemental
embryonnaire tardif (Rapport de stage V. Scarcelli). Il serait intéressant de savoir si cette

interaction est maintenue z vzvo et également dans les différents contextes mutant /gg-7.

2.4 La fonction développementale de LGG-1.I n’est pas compensée par LGG-2

Alors que le mutant perte de fonction /gg-2 ne présente pas de défaut morphologique ni de
létalité, le gene /gg-7 est un gene essentiel et le mutant nul /gg-7 présente une forte étalité
embryonnaire (81%). Par ailleurs les doubles mutants /gg-7, /gg-2 présentent un phénotype
augmenté plus sévere avec 100% de 1étalité. De plus, le role physiologique de LGG-1 et LGG-
2 au cours de la longévité et dans la formation de larves dauer démontre un effet plus fort de
la double déplétion par rapport a la simple /gg-7(#723489). Ces résultats mettent en évidence une
fonction partiellement redondante de LGG-1 et LGG-2 au cours du développement. De
manicre surprenante le double mutant fgg-7(G116.A) ; lgg-2(tm5755) et lgg-1(GT116.AGT17%) ; Jgg-
2(tm5755) ne phénocopie pas la perte de fonctions du double mutant nul et est similaire a un
controle. Ces résultats permettent de mettre en évidence un réle spécifique et suffisant
de la forme mature LGG-1.I au cours de certains processus développementaux. Des
analyses complémentaires pourraient étre effectuées afin d’exclure des phénotypes plus subtils,

avec l'utilisation de marqueurs des cellules épithéliales par exemple

ITI. La forme LGG-1.II est dispensable pour les fonctions autophagiques chez

C. elegans

Les protéines Atg8 ont de multiples fonctions au cours du flux autophagique mais les
mécanismes précis restent a déterminer. La conjugaison des protéines de type ATGS est
essentielle pour de nombreuses formes d’autophagie, néanmoins certaines études émergentes
mettent en évidence que la biogénese des autophagosomes n’est pas strictement dépendante
des Atg8 ou du mécanisme de conjugaison (Nishida et al., 2009; Nguyen et al., 2016;
Tsuboyama et al., 2016; Vaites et al., 2018; Ohnstad et al., 2020).
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3.1 La forme LGG-1(G116A) cytosolique mature est suffisante pour maintenir un
flux autophagique

Nos données mettent en évidence pour la premiere fois une fonction d’une forme cytosolique
de LGG-1, suffisante pour maintenir un flux autophagique complet, de 'initiation du flux a la
dégradation du cargo. Un des points fort de notre étude est que cette fonction de LGG-
1.I n’est pas restreinte a un seul processus autophagique. Le roéle d’une forme
cytosolique mature LGG-1.I non lipidable est maintenu dans plusieurs processus
d’autophagie sélective (allophagie, et agréphagie), et également au cours de

Pautophagie aléatoire massive.

3.1.1 Réle d’une forme LGG-1.I dans induction de ’autophagie

Chez les mammiferes, les protéines de type GABARAP interagissent avec le complexe
d’initiation (ULK1, ATG13, FIP200) et permettent I'activation de la sérine thréonine kinase
ULK1 (Alemu ¢ al., 2012; Joachim e al., 2015; Poillet-Perez e al., 2017). Cette interaction est
dépendante du domaine LIR. Par ailleurs, la surexpression de GABARAPLI-G116A ou
GABARAPLI1 conduit a une augmentation de I'activation de ULK1, suggérant une fonction
indépendante de la forme conjuguée (Poillet-Perez ez al, 2017). De plus le domaine LIR de
ULKT est requis pour la phosphorylation ’ATG13 (effecteur de Ulk1). Chez C. elegans LGG-
1 interagit directement avec UNC-51 (ULK1) et EPG-1 (atg-13), au contraire de LGG-2 (Wu
¢t al., 2015). Nous avons pu mettre en évidence que les premicres étapes du flux autophagique
ne semblaient pas étre altérées chez le mutant /gg-7(G776.A4), grace aux marqueurs précoces
Atgl18:GFP, contrairement a un mutant perte de fonction de /g-7, ou présentant une
autophagie non fonctionnelle comme le mutant /gg-7(G7716.AG117%). Chez les mammiferes, des
techniques d’'immunoprécipitation ont pu mettre en évidence que GABARAP G116A interagit
avec ULK1 au niveau des membranes autophagosomales naissantes positives pour DFCP1
(Joachim ez al, 2015). Par ailleurs une étude chez la levure a pu montrer que le PAS est un
condensat liquide de protéines Atg. Des expériences 7 vitro montrent que le complexe Atgl
subit une séparation de phase pour former des gouttelettes de liquide. Ces gouttelettes peuvent
étre attachées aux membranes via des interactions protéine-protéine spécifiques (Yamaguchi ez
al., 2018). A partir de la bibliographie nous pouvons émettre I’hypothese que LGG-1(G116A)
est capable d’interagir avec UNC-51 au niveau de 'omégasome pour permettre les premieres

étapes du flux.
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3.1.2 Role de LGG-1 dans la reconnaissance de cargo : mode¢le de biogénése
des autophagosomes induits par les cargos

Comprendre comment les protéines de type Atg8 peuvent induire la formation
d’autophagosomes au bon endroit, sans étre ancrées a la membrane des autophagosomes reste
un défi majeur. Chez la levure, le PAS définit Pemplacement de formation des
autophagosomes. Chez les mammiferes les autophagosomes sont générés en de multiples sites
dans le cytoplasme. Il est possible que le cargo puisse étre recruté sur des membranes d’isolation
préexistantes. Néanmoins certaines études ont pu déterminer que la présence de cargos induit
la formation de membranes d’isolation. En effet, une étude australienne a pu démontrer que
Iinitiation de lautophagie est dépendante des récepteurs autophagiques. Pour initier la
mitophagie, PINK1 phosphoryle 'ubiquitine pour activer ’'E3 ligase PARKIN, permettant la
construction de chaines d’ubiquitines sur les protéines de la membrane externe des
mitochondries, dans les cellules de mammiferes. Aprés traitement a Poligomycine et a
Iantimycine (OA) les récepteurs autophagiques OPTN et NDP52 localisent au niveau des
mitochondries. Par ailleurs les mutants NDP52 et OPTN empéchent le recrutement de GFP-
LC3 et diminuent le nombre de GFP-DFCP1 et WIPI1 au niveau de la mitochondrie, indiquant
que les récepteurs autophagiques sont importants pour le recrutement de la machinerie
autophagique. De plus le double mutant NDP52/OPTN inhibe la dégradation des
mitochondries. De maniére surprenante GFP-LC3B dans un mutant ATG5 (ou LC3 n’est pas
ancrée a la PE), est retrouvée au niveau des mitochondries apres trois heures de traitement OA,
mais pas sous forme de points, suggérant que LLC3 est capable de localiser au niveau des
mitochondries indépendamment de son ancrage aux autophagosomes (Lazarou ez al., 2015).
Ces données permettent d’imaginer comment, dans notre systeme, LGG-1(G116A) pourrait
permettre d’induire la formation de membranes au bon endroit. En effet, nous pouvons
imaginer un mode¢le selon lequel LGG-1 (G116A) pourrait dans un premier temps reconnaitre
les cargos a dégrader via son domaine LIR et dans un second temps permettre le recrutement
de la machinerie autophagique. Dans notre systeme, les expériences d’immuno-fluorescence
n’ont pas permis de visualiser la présence de LGG-1(G116A) au niveau des cargos. Cela est
peut-étre da a la faible quantité de protéines présentes. Des expériences d’induction du flux

autophagique pourraient étre effectuées afin de permettre d’augmenter la quantité de LGG-

1(G116A).

222



3.1.3 Role de LGG-1.I dans la maturation des autophagosomes et fusions
avec les lysosomes

Des protéines de la famille GABARAP sont impliquées dans des étapes tardives du flux et
notamment dans le recrutement des facteurs de fusion au niveau des autophagosomes. A titre
d’exemple GABARAP et GABARAPLI1 permettent le recrutement des protéines PLEKHM1.
Cette protéine adaptatrice interagit avec la GTPase Rab7, le complexe HOPS et présente un
domaine LIR permettant d’interagir avec Atg8. Le domaine LIR de PLEKHM!1 est requis pour

permettre la dégradation des agrégats protéiques par autophagie (McEwan, 2017).

Par ailleurs les protéines GABARAP recrutent PI4klla, une kinase permettant de générer du
phosphatidylinositol 4-phosphate (PI4P). La déplétion de GABARAP ou PI4KII provoque un

blocage de la fusion entre les autophagosomes et les lysosomes (Huan Wang ¢z a/., 2015).

Chez C. elegans 1L.GG-2, mais pas LGG-1, interagit directement avec le complexe HOPS,
permettant la régulation de la fusion entre les autophagosomes et les lysosomes (Manil-Ségalen
¢t al., 2014). En effet, au cours du processus d’allophagie, la déplétion de LGG-2 n’empéche
pas la dégradation des constituants paternels mais provoque un retard de dégradation des
autophagosomes (Manil-Ségalen ¢z al, 2014). Une hypothese est que la protéine LGG-1
pourrait compenser la perte de LGG-2. En effet, une étude chinoise a démontré que LGG-1
possédait a la fois une activité dans le rapprochement de membranes, mais également dans la
fusion membranaire (Wu ez al., 2015). Notre hypothese est que les étapes tardives du flux sont
compensée par LGG-2. Par ailleurs, au cours du processus d’allophagie, nos résultats montrent
que la dégradation des mitochondries paternelles semble légerement retardée dans un mutant
lgg-1(G1116). Pour tester cette hypothese, des expériences d’'immunofluorescence utilisant des
marqueurs des lysosomes pourraient étre effectuées. De plus, la construction de protéines de
fusion LGG-2 couplant en tandem la GFP et la mCherry pourrait permettre de mettre en
¢évidence a quel niveau du flux se situerait le retard. En effet, la GFP étant sensible au pH, cette

protéine de fusion permet de différencier les autophagosomes des autolysosomes.
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3.1.4 Role fonctionnel dans Pautophagie d’une forme cytosolique

Nos données suggerent que le mutant /gg-7(G776.4) exprime une forme précurseur qui peut
étre clivée apres la glycine 117, permettant la formation d’une forme cytosolique mature proche
de la forme endogene. Le mutant /gg-7(G176G116%) permet la formation d’une unique forme
cytosolique sans glycine terminale. La différence de fonctionnalités entre un mutant /gg-

1(G116A) et lge-1(G116.AGT17%) au cours de 'autophagie souleve plusieurs hypotheses.
Hypothése : Importance du clivage pour maintenir une fonction

Plusieurs études ont pu montrer un réle important dans 'autophagie des protéases Atg4, a la
fois dans le clivage du précurseur et également dans la délipidation des Atg8 de la membrane
externe des autophagosomes pour permettre son recyclage. Chez la levure, Atg4 joue un réle
important dans ’expansion efficace des membrane d’isolation en permettant la dé-conjugaison
d’Atg8 aux membranes (Hirata, Ohya and Suzuki, 2017). Chez les mammiferes, la
surexpression ’ATG4B empéche la formation de LC3-PE, en permettant la délipidation plus
rapidement que la conjugaison (Fujita ez al, 2008). Chez C. elegans, les protéases ATG-4 .1 et
ATG-4.2 sont impliquées a la fois dans le clivage du précurseur LGG-1 et également dans la
délipidation de LGG-1 des membranes autophagosomales. Cette étape de dé-conjugaison est
essentielle pour permettre la fusion entre les autophagosomes et les lysosomes (F. Wu ef 4/,
2012). Méme si ATG-4.1 est préférentiellement choist pour le clivage de LGG-1, ATG-4.2
présente un role redondant dans cette étape. Néanmoins, ATG-4.2 possede une fonction
spécifique de délipidation (Hill and Col6n-Ramos, 2019). Un mutant a#g4.7 présente une
accumulation de la forme précurseur mais n’empéche pas la lipidation de LGG-1,
contrairement a un mutant LGG-1(G116A). Pour répondre a cette hypothése Il serait
intéressant dans notre étude de savoir si I'expression d’une forme non lipidée LGG-1(G116A)

pourrait permettre de sauver la fonction d’un double mutant a#g4.7; atg4.2.

Hypothése : Présence d’une glycine C-terminale

La différence majeure entre le mutant /gg-7(G116.A4) et Jgg-1(G116.AGT17%) pourrait étre la
présence d’une glycine C-terminale. Méme si on ne peut pas totalement exclure que la présence
d’une tres faible quantité LGG-1(G116A) puisse se lipider, nous n’avons pas réussi a détecter
la présence de points en immunofluorescence, ni dans des conditions d’accumulation des

autophagosomes, ni d’'une forme LGG-1.1I en western blot. Des expériences de spectrométrie
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de masse nous permettrons de vérifier quel est le dernier résidu présent de la forme LGG-
1(G116A). Une étude caractérisant les structures cristallographique d’Atg4B et LC3 a permis
de mettre en évidence que les acides aminés Phel19 et Gly120 d’LC3 interagissent de manicre
forte avec ATG4B alors que les deux acides aminés présents juste apres Thr121 et Alal22
d’LC3 ont une interaction plus faible avec cette enzyme. HsAtg4 a donc une haute affinité avec
les résidus 119 et 120, dits de clivage, mais beaucoup moins avec la fin de la partie C-terminale
De maniere tres intéressante, les DUB et ULP, ont une conformation fixe et bloquée en
« position ouverte » contrairement a HsAtg4B qui peut prendre une conformation ouverte ou
fermée en couvrant le site actif. Lorsque LC3 est liée a HsAtg4B, I'acide aminé Phe119 de LC3
pousse la boucle de régulation, permettant Pouverture d’un petit espace pour accueillir le résidu
glycine 120 de LC3 qui permet le clivage (Satoo ez al., 2009). D’aprées la bibliographie, nous
pouvons imaginer que les acides aminés 115, 116 et ou 117 sont importants pour permettre a
LGG-1 d’interagir avec Atg4. Par ailleurs de maniére intéressante la surexpression d’'un mutant
inactif Atg4B forme un complexe stable avec LC3 provoquant la séquestration du cytosol. Ces
données nous permettent d’imaginer que la présence d’une glycine en position C-terminale
peut étre important pour linteraction avec les protéines Atg4, et le recrutement de la

machinerie autophagique.
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3.2 Roéle compensatoire de LGG-2

Avec la présence de deux uniques homologues des familles LC3 et GABARAP, le nématode
C .elegans représente un bon modele pour I’étude des fonctions spécifiques de chaque famille.
Dans le but de déterminer si LGG-2 pouvait compenser la fonction de LGG-1(G116A), nous
avons obtenu le double mutant fgo-71(G116.A),:/g0-2(tm5755). Ce double mutant présente une
diminution importante des fonctions autophagiques dans plusieurs processus tels que la
résistance a une carence nutritionnelle, la longévité, ou la dégradation des composants des
spermatozoides. Ces résultats suggérent un role compensatoire de LGG-2 dans ces
différents processus autophagiques. Néanmoins, malgré une diminution importante,
certaines fonctions autophagiques semblent conservées par rapport a un mutant pour lequel
lautophagie est déficiente (lgg-1(G116.AGT17%); lgg-2(tm5755)). Ces résultats suggerent
qu’une fonction de LGG-1(G116A) est maintenue en absence de LGG-2. En effet, méme
si elle est retardée, nous avons pu observer une dégradation des mitochondries paternelles en
absence totale de LGG-2 et sans lipidation de LGG-1(G116A). Ces résultats sont tres

surprenants et bousculent de nombreux paradigmes.

Hypothese : Formation d’autophagosomes non positifs pour LGG-1 et pour LGG-2

La lipidation des protéines Atg8 est considérée comme essentielle pour maintenir un flux
autophagique. Néanmoins, une étude a pu mettre en évidence une autophagie non canonique
en absence d’Atg-5 et Atg-7, déclenchée par un stress cellulaire 7z vifro, impliquée dans la

différentiation des érythrocytes iz vivo, et dépendante de ULK1 (Nishida ez 4/, 2009).

Des expériences de microscopie électronique sur les doubles mutants /gg-7(G176.A)/gg-
2(tm5755) permettraient de mettre en évidence si des autophagosomes non positifs pour LGG-

1 et LGG-2 seraient capable de médier un flux autophagique chez C. elegans.

L’existence de ce type d’autophagie non canonique laisse une question en suspens : quand et
comment l'autophagie indépendante de la lipidation des Atg8 pourrait se produire dans des
conditions physiologiques ? L’autophagie non canonique est-elle utilisée comme un mécanisme
de secours ? De plus I'idée que des autophagosomes non positifs puissent médier la dégradation
de cargos conduit a remettre en question l'utilisation d’Atg8 comme marqueur universel des

autophagosomes.
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IV. Formation de différentes populations d’autophagosomes

Des travaux préalables de I’équipe de Renaud Legouis ont permis de détecter par des
expériences  d’immunofluorescences l'existence de trois populations  différentes
d’autophagosomes (Manil-Ségalen ez al., 2014). Une positive pour LGG-1, une positive pour
LGG-2 et une positive a la fois pour LGG-1 et LGG-2. Dans le but de comprendre les
fonctions de ces différentes populations d’autophagosomes et comment les populations
peuvent se former nous avons obtenus par CRISPR-Cas9 des protéines de fusion GFP:LGG-
1 et mCherry:LGG-2. L’obtention de ces nouveaux marqueurs fluorescents nous permet de
suivre 7z vivo pour la premicre fois le profil d’expression des différentes populations
d’autophagosomes. Les données obtenues avec cette lignée sont encore préliminaires et I’étude
de la dynamique de formation par vidéo microscopie des autophagosomes fait 'objet d’un

projet actuel du laboratoire mené par une étudiante de master Amélie Elouin.

Hypothése 1: Recrutement successif de LGG-1 et LGG-2 aux membranes des
autophagosomes

Des expériences de suivi des comportements des différentes populations d’autophagosomes
dans le temps permettra de déterminer si les populations positives pour GFP :LGG-1 et
mCherry :LLGG-2 (population jaune) sont la conséquence d’un recrutement successif de LGG-
1 puis LGG-2 (ou inversement). L’identification d’un recrutement successif de LGG-1 et
LGG-2 aux autophagosomes permettrait de déterminer une spécificité de fonction. II serait
¢galement intéressant de mettre en évidence sile comportement identifié est généralisable dans
tous les tissus du ver et dans des stades différents et également dans des conditions
d’autophagie physiologique ou induite. Ces données permettraient d’établir une cartographie

des populations d’autophagosomes afin d’en comprendre leurs spécificités de fonctions.

Hypothése 2: Les différentes populations d’autophagosomes ciblent des cargos
distincts

Les protéines Atg8 en plus de leurs roles dans la biogénese des autophagosomes sont
impliquées dans le recrutement sélectif des substrats a dégrader. Une étude chez C.elegans met
en évidence que les protéines LGG-1 et LGG-2 interagissent de manicre différente avec des
substrats ou autres interacteurs. A titre d’exemple la protéine EPG-2 interagit plus fortement
avec LGG-1 quavec LGG-2, a contrario SEPA-1 interagirait plus fortement avec LGG-2

quavec LGG-1, (Wu ez al., 2015). Des expériences de protéomique dans notre laboratoire par
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des approches de double hybride et de spectrométrie de masse a permis d’identifier un certain
nombre d’interacteurs de LGG-1 et LGG-2. VPS-39 est identifié comme un interacteur de
LGG-2 et non de LGG-1, (Manil-Ségalen ez al., 2014). Ces résultats suggerent des spécificités
d’interaction de LGG-1 et LGG-2 avec des substrats et des protéines autophagiques. Il serait
intéressant de déterminer par microscopie si une population d’autophagosomes colocaliserait
spécifiquement avec un substrat plutét quune autre. Des approches multi-couleur avec des
marqueurs des différents organites telles que des protéines résidentes du RE ou des
mitochondries peuvent étre utilisées. Par ailleurs, des approches de microscopie a expansion et
de microscopie électronique corrélative pourraient étre envisagées afin de déterminer le

contenu des autophagosomes de chaque population.

V. LGG-1 est-elle une Ubl comme les autres ?

Les Ubl sont retrouvées impliquées dans la régulation de nombreux processus cellulaires divers
tels que la régulation du cycle cellulaire, 'apoptose, la réparation de PADN, la dégradation des
protéines, 'autophagie etc (Da Costa and Schmidt, 2020; Wirth ez a/., 2020)). Ces protéines sont
retrouvées impliquées dans des maladies neurodégénératives et certains cancers (Chen ez al,
2021). Cette pléiotropie rend difficile la caractérisation moléculaire de ces types de protéines.
En effet, on peut se demander si les fonctions d’une Ubl dans un processus sont généralisables

a un autre processus cellulaire.

LGG-1, une conseillére d’orientation ?

Le mécanisme commun d’ancrage covalent des Ubl et la présence de domaines d’interaction
protéique (GIM/LIR/ SIM/ Ub) font de ces protéines des acteurs clés de communication
permettant de changer ou moduler le devenir de certains substrats. De manicre physiologique,
les protéines Atg8 sont capables d’interagir avec des substrats pour assurer par exemple la
maturation des protéines Apel(voie Cvt), ou encore lactivation du complexe Ulk, et le
recrutement d’autres acteurs. Tout comme I'ubiquitine, les Ubl peuvent permettre d’influencer
le devenir de leur substrat en fonction du contexte cellulaire. Par ailleurs, au vu de leur similarité
structurelle il peut étre envisagé un certain degré de redondance entre les différentes Ubl. En
effet, certains substrats peuvent cibler plusieurs Ubl différentes (Oved e 4/, 2006; Kirkin and

Dikic, 2007).
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LGG-1, un protecteur du stress ?

Plusieurs études mettent en évidence un réle majeur de certaines Ubl dans les mécanismes de
résistance a différents types de stress. A titre d’exemple la protéine SUMO est particulierement
importante chez les plantes pour la résistance a différents stress (choc thermique, gel,
sécheresse). En effet, une forte augmentation de protéines SUMO conjuguées est détectée
seulement quelques minutes apres I'induction du stress thermique (37°C), ce qui en fait une
réponse au stress rapide. Par ailleurs cette conjugaison est réversible et permet, quelques heures
apres le stress, de garder un « pool » de protéines disponible (Kurepa ez a/., 2003; Miller ez al.,
2013). Par ailleurs des mutants de la sumoylation présentent une hypersensibilité a la chaleur,
au froid, aux faibles taux de phosphate et d’azote, et aux agents pathogene.s Urm1 joue un role
dans la réponse au stress oxydatif chez différent eucaryotes tels que S.cerevisiae D. melanogaaster
et H.sapiens (Goehring, Rivers and Sprague, 2003).

L’urmylation est induite par 'augmentation de ROS, certaines des cibles sont des protéines de
réponse au stress oxydatif, telles que la peroxiredoxine 2 Ahpl (Zhang and Chen, 2021). De
plus, SUMO, NEDDS8, ISG15, FAT 19 et UFM1 sont retrouvées importantes dans la
régulation de la réponse suivant différents dommages de PADN (Da Costa and Schmidt, 2020).
Par ailleurs certaines Ubl, telles que ISG15 et FAT10, sont également impliquées dans la
réponse immunitaire ou la dégradation de pathogenes. Chez C. elegans, exposition a un stress
thermique aigu ou nutritionnel provoque 'augmentation rapide de protéines Atg8 ancrées a la
membrane, permettant d’induire I'autophagie. Les Ubl peuvent étre en quelque sorte des
senseurs spécifiques de différents stress, permettant le recrutement d’acteurs adéquats pour

maintenir ’homéostasie cellulaire.
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ANNNEXE 1-Obtention de mutation ponctuelles par 'ingénierie CRISPR-CAS9 au locus

Igg-1par création de matrices de réparation spécifiques.

Wt sequence
crRNA | PAM

CACGAGGAAGACTTGTTCCTTTACATCGCCTACAGT GZ—\CGAAAGTGTGTATTGG RGGAGAGGTC

Tyr Gly Gly Glu Val
GAAAAGAAGGAATAAagtgtcatgtattatccgccgac

Glu Lys Lys Glu' *

FTemplate E.C : 1gg-1(Ga)

BstUI _
; crRNA 3 mismatches PAM

CTTTACAICG‘b TACAGTGACGAAAGTGTCTACGCLGGAGAGGTC

Tyr Ala Gly Glu Val
GAAAAQAAQGAAIAAagtgtcatgtat
Glu Lys Lys Glu *

Template 1 : 1lgg-1 (GA)STOP

crRNA 2 mismatches PAM muté
CACGAGGAAGACTTGTTCCTTTACATCGCCTACAGTGACGAAAGTGTGTA G GRIGAG‘GTC‘
EcoRl Tyr AIa *

GAAAAGAA({%MT agtgtcatgtattatccgceccgac

Template 1 : 1gg-1(GAGA) crRNA 2 mismatches .
PAM muté

CACGAGGAAGACTTGTTCCTTTACATCGCCTACAGTGACGAAAGTGTGTA G D*GAGGTC

ECoR Tyr Ala Ala Glu val
GAAAAGAAGGAATAAagtgtcatg|att Lccgccgac
| | | ! |

Glu Lys Lys Glu *

Annexe 1. Répertoire des matrices de réparations d’ADN utilisées pour 'obtention des mutants
log-1(G116A) ; lgg-1(G116AGT17%), [go-1(G116.AGT17A). Des insertions silencieuses ont été
insérées permettant de créer des sites de restrictions enzymatiques. Le PAM ainsi que
I'emplacement d’hybridation du ctfRNA sont indiqués.
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ANNNEXE 2 — Schémas des différents mutants Jgg-1séquencés

116 117
1 1 1 123
Igg-l{wt) Séquence Sauvage GGEVEKKE
1 38 93
Délétion de 175nt et décalage du
Igg-l{A) cadre de lecture — Mutant nul de
Igg-1(tm3489) référence
1 123
IQQ-I(GII6A) Remplacement du codon qui code AGEVEKKE
I9g-1(pp65) pour la glycine 116 en alanine
Remplacement des codons qui L 123
| -1(G116AG_11 7A) codent pour les glycines 116 et 117 AAEVEKKE
Iggl( 142) en deux alanines
g9g9-1(pp 1 1 16
Remplacement du codons qui code A*
Igg-l(GllEAGll 7*) pour la glycine116 en alanine et du
Igg-1(pp141) codons codant la glycine 117 en
codon stop (*) 1 111
Insertion d’un codon stop | |
lgg-1(A111-123) mature
oadlop22) prématuré Lea

Délétion de 44 nt et décalage du

1
Igg'l (A110'123) cadre de lecture | I
lgg-1(pp66) 1 48

Délétion de 274 nt

lgg-1 (A48-123)
lag-1(pp26)

Annexe 2. Schémas des mutants obtenus par CRISPR-Cas9. Les rectangles bleus représentent la
séquence similaire a la séquence sauvage. Les rectangles blancs représentent la séquence suite a un
décalage de phase de lecture. Le numéro d’allele est mentionné. Les mutations ponctuelles obtenues sont
indiquées en rouge.
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Résumé: La macroautophagie est un processus de
dégradation important pour le maintien de
I'noméostasie cellulaire permettant le recyclage des
composants cytoplasmiques par des vésicules a double
membranes : les autophagosomes. La protéine
« ubiquitin-like » Atg8 possede des réles multiples au
cours de ce processus. Ce mécanisme est conservé dans
le regne eucaryote. Chez les mammiferes six
homologues d'atg8 existent (LC3A, LC3B, LC3C,
GABARAP, GABARAPL1, et GABARAPL?) et ont des rdles
multiples au cours de ce processus dans l'initiation, la
reconnaissance du cargo, la fermeture des
autophagosomes et la fusion avec le compartiment
lytique. Ces protéines existent sous plusieurs formes, le
précurseur (forme P) est clivé en une protéine
cytosolique (forme 1), qui, via un systeme de conjugaison
a un lipide, est localisée a la membrane (forme Il). Notre
recherche se concentre sur LGG-1, 'homologue de la
famille  GABARAP, essentielle a la viabilité et au
développement du nématode Caenorhabditis elegans.

Afin  de déterminer les différents rdles de
GABARAP/LGG-1, nous avons généré des mutants par
CRISPR/CASS permettant d'exprimer soit uniquement
le précurseur soit la forme mature cytosolique, soit les
deux. J'ai pu montrer que la glycine116 de LGG-1 est
essentielle pour le clivage du précurseur et la
localisation de LGG-1 aux membranes des
autophagosomes. Nos résultats montrent qu'une
forme non lipidable de LGG-1 est suffisante pour
maintenir a la fois I'autophagie sélective au cours du
développement (mitophagie et agréphagie) et
I'autophagie globale physiologique au cours du
vieillissement, ou induite suite a un stress nutritionnel.
Nos résultats suggerent que la fonction majeure de la
forme clivée mature interviendrait dans des étapes
précoces d'induction du processus.
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Abstract: Autophagy is an important recycling process
for the maintenance of cell homeostasis, allowing the
recycling of cytoplasmic components. This mechanism is
conserved among eukaryotes. In mammals, six
homologs of atg8 exist (LC3A, LC3B, LC3C, GABARAP,
GABARAPL1, GABARAPL2) and have multiple roles
during this process, in the initiation, the recognition of
cargo, the closure of autophagosomes and the fusion
with the lytic compartment. These proteins exist in
several forms, the precursor (form P) is cleaved into a
cytosolic protein (form 1) which, via a lipid conjugation
system, is localized to the membrane (form II). Our
research focuses on LGG-1, the homologue of the
GABARAP family, essential for the viability and the
development of the nematode Caenorhabditis elegans.

In order to determine the different roles of
GABARAP/LGG-1, we generated mutants by CRISPR/
CAS9, allowing expression of only the precursor, only
the mature cytosolic form, or both. We were able to
show that glycinel16 of LGG-1 is essential for an
efficient precursor cleavage and the localization of
LGG-1 to autophagosome membranes. Our results
show that a non-lipidable form of LGG-1 is sufficient
to maintain both selective autophagy during the
development (mitophagy and aggregation), and the
physiological global autophagy during aging, or
induced following a nutritional stress. Qur results
suggest that the major function of the mature cleaved
form is involved in the early induction stages of the
process.
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