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Romain Gary, dans la préface du livre Le crépuscule des hommes suggère de légaliser le 

cannibalisme pour constituer une ressource importante de protéines. « Puisque le besoin en 

protéines de l'humanité est si grand et qu'au lieu de contrôler les naissances, on préfère (..) 

les famines, je propose (...) de rendre le cannibalisme légal pour que l'homme puisse s'élever 

enfin tout à fait au niveau de lui-même ». Si cette proposition n’a pas été adoptée à l’échelle 

humaine, la cellule, sans considération morale, choisit l’auto dégradation pour survivre. La 

voie de dégradation lysosomale de l’autophagie orchestrée par la famille des protéines ATG 

est cruciale pour l’homéostasie cellulaire, tissulaire et organique. Ce processus de 

dégradation permet la survie au cours du développement, la longévité et sa dérégulation est 

associée à des maladies neurodégénératives et à certains cancers.   

Mon travail de recherche se concentre sur la protéine de type ubiquitine  

LGG-1, l’homologue d’Atg8/GABARAP, essentielle à la viabilité et le développement du 

nématode Caenorhabditis elegans (C. elegans). Cette protéine contrôle le processus 

autophagique notamment la biogénèse des autophagosomes et le recrutement de cargos à 

dégrader.  De plus, les protéines Atg8 sont les seules identifiées comme restant liées à la 

membrane des autophagosomes et font partie de la famille des protéines « ubiquitin like ». 

Mon projet de thèse consiste à 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 l’inventaire des connaissances sur les 

protéines de la famille ubiquitine, afin de comprendre quel est le caractère commun de 

l’ensemble de ces protéines. Après des généralités sur les caractéristiques de l’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, 

j’ai 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 rôles au sein du processus autophagique. Cette partie introductive 

se termine sur l’utilisation du modèle C. elegans pour l’étude de l’autophagie par notamment 

une revue bibliographique pour laquelle je figure première auteure.  
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J’ai utilisé CRISPR-Cas9 pour obtenir de nouveaux allèles mutant du gène lgg-1. En effet 

LGG-1 existe sous trois formes ; le précurseur (forme P) est clivé en une protéine 

cytosolique (forme I) qui, via un système de conjugaison à un lipide, est localisée à la 

membrane des autophagosomes (forme II).  Cette capacité de conjugaison à un substrat, 

caractéristique de certaines Ubl est de manière dogmatique liée à leur rôle cellulaire. 

Néanmoins plusieurs études suggèrent des rôles indépendants de l’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 thèse s’inscrit dans cette thématique et consiste à comprendre 

quelles sont les fonctions spécifiques des différentes formes de LGG-1/GABARAP dans 

l’autophagie.  Les résultats obtenus sont présentés sous forme d’un article en anglais dans 

la première partie des résultats.  

 La seconde partie présente les résultats complémentaires et ma contribution à un projet 

parallèle par notamment des expériences de vidéo-microscopie. En effet, initialement 

décrite comme un processus de dégradation massif et aléatoire, l’autophagie peut cibler de 

manière spécifique des organites entiers, comme du réticulum endoplasmique ou des 

mitochondries. Comprendre comment l’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 à la caractérisation du 

mécanisme d’autophagie à la suite d’un stress cellulaire. Y. Chen a pu mettre en évidence 

qu’une élévation aigue de la température modifie l’homéostasie mitochondriale et induit un 

flux autophagique et des événements de mitophagie. Cette étude fait l’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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file://///Users/Romane/Desktop/Toutes%20les%20Thèses%20/Correction%20Vpdf%20V20210518-%2013h30.docx%23_Toc72239997
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AIM : Atg8 interacting motif 

AMPK: Adenosine mono‐phosphate ‐activated protein kinase  
APAF1: Apoptotic peptidase activating factor 1 

APF-1 : ATP-dependent proteolysis factor 1 
APPBP1 : Amyloid Precursor Protein-Binding Protein 1 
Atg1: AutoPhagy protein 1 
BAG1: BCL2-Associated Athanogene 
Bcl2: B-cell lymphoma 2 
BECN1: Beclin1 

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 Drp1 
DUB: déubiquitinases  
EBSS: Earle's Balanced Salt Solution  
ERAD : Endoplasmic-reticulum-associated protein degradation  
EPG5: ectopic P-granules autophagy protein5 
ESCRT: endosomal sorting complexes required for transport 
FAT10: leukocyte antigen-F adjacent transcript 10 
Fiji : Fiji IS Just Image J 

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 : γ-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  
mTORC1 : mechanistic target of rapamycin kinase complex 1 
NBR1: Neighbor of BRAC1 gene   
NDP52: Nuclear factor kappaB  
NEDD8: neuronal precursor cell-express developmentally down-regulated protein  
NHEJ : Non homologous en joining  

NSF : N‐ethyhnaleimide‐sensitive‐factorNUB1L/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 
Rub1 : related to ubiquitin-1 
PLEKHM1: 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), 
UBA2/3 : 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 
URM1: Ubiquitin-related modifier-1  
VAMP8: 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 l’ubiquitine  
 
 

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 

à d’autres protéines via une liaison peptidique par un système 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 l’ubiquitine est son rôle de signal de dégradation des protéines par le protéasome 

(Hershko, Ciechanover and Rose, 1979).  L’ubiquitine est l’une des protéines eucaryotes les 

plus conservées entre espèces. 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 l’ubiquitine n’est pas commune. Chez les mammifères, il existe quatre 

gènes codant pour l’ubiquitine. Deux de ces gènes, 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 gènes UbA52 et RPS27A codent des précurseurs ubiquitines composés d’une 

séquence protéique d’ubiquitine fusionnée à une protéine ribosomales L40 et S27A/S31 

respectivement (Ozkaynak et al., 1987; Finley, Bartel and Varshavsky, 1989; Redman and 

Rechsteiner, 1989), Figure 1. 
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Figure 1 - L’ubiquitine est codée par une famille multigénique  
Chez les mammifères, il existe 4 gènes d’ubiquitine UbC, UbB, UbA52, RPS27A. Les produits de fusion 
codés par ces gènes sont traités par les DUB de manière co-traductionnelle et sont à l’origine de 
monomères d’ubiquitine libres. (Adaptée de Radici et al., 2013).  

Tableau 1 - Les différents types de gènes codant pour l’ubiquitine dans des espèces différentes 
Le nombre d’ubiquitine codées par le gène polyubiquitine est instable dans l’évolution et varie selon les 
espèces. Le nom des gènes provient de la base de donnée Uniprot.  

Figure 2 - Alignement des séquences protéiques de l’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 l’ancrage d’une autre Ub sont mentionnées par leurs positions. 
Alignement est fourni par wormbook.org.  
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Le nombre de gènes codant pour l’ubiquitine ainsi que le nombre de répétions est variable en 

fonction des espèces. Le tableau 1 répertorie les gènes codant pour l’ubiquitine chez les 

mammifères, 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 à un 

stress et également d’avoir une réserve d’ubiquitine libre à 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 et 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 extrêmement conservée entre espèces. A titre 

d’exemple, un seul acide aminé diffère (en position 19) entre les séquences chez C. elegans et 

Homo Sapiens, Figure 2. Il a été découvert que l’ubiquitine contient sept lysines (K) qui peuvent 

être elle-même ubiquitinées, ce qui entraine la formation de chaînes d’ubiquitines. La structure 

de l’ubiquitine comprend une hélice α entourée de 5 feuillets β appelée « β graps fold ». Ce 

domaine est caractéristique des protéines de type ubiquitine et est très conservé entre espèces.  

La queue en partie C-terminale est exposée pour permettre sa conjugaison sur des substrats 

protéiques, Figure 3. 

 

 

1.4 Le système enzymatique d’ubiquitination  

 
Le système d’ancrage de l’ubiquitine fait intervenir de manière séquentielle et transitoire les 

enzymes de conjugaison E1, E2 et E3.  La cascade enzymatique se déroule en trois étapes : 

l’activation, la conjugaison et le transfert, Figure 4. Ces étapes sont bien caractérisées et font 

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

   

Figure 4 - Système de conjugaison de l’ubiquitine   
Pour être ancrée de manière covalente à une protéine, l’ubiquitine subit un système de 
conjugaison faisant intervenir de manière successive trois enzymes : l’enzyme E1 active 
l’ubiquitine permettant son transfert sur l’E2, puis via l’E3 l’ancrage au substrat. (Adaptée de 
Geng and Klionsky, 2008).  

 

Système enzymatique de conjugaison Déconjugaison  
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La première étape de conjugaison consiste en l’activation d’une glycine C-terminale de l’Ub par 

une enzyme E1 via l’hydrolyse de l’ATP. Chez l’homme, il existe deux E1 spécifiques de 

l’ubiquitine, Ube1 (appelé Uba1 chez la levure) et Uba6. L’ubiquitine se lie à un ATP pour 

former un intermédiaire ubiquitine-adenylate capable d’interagir avec l’E1. La glycine en partie 

C-ter subit une attaque nucléophile par l’atome de sulfure de la cystéine du site actif de l’enzyme 

(Hochstrasser, 1996) . Ce processus permet la formation d’une liaison thioester entre la glycine 

et la cysteine du site actif de l’E1. Après activation, l’Ub est transférée à l’E2 via juxtaposition 

des sites actifs E1 et E2. Les E2 récupèrent l’Ub à travers une réaction de 

transthioesterification, au niveau d’une cysteine située au cœur du domaine catalytique. Après 

cette étape, dans certaines conditions, l’ubiquitine peut être liée directement à une lysine d’une 

cible. Les E3 ont un rôle crucial dans la reconnaissance de la cible appropriée et permettent 

l’ancrage covalent avec le substrat. Le groupement amine d’une lysine cible est conjugué à 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 être retrouvées dans différentes revues. (Ardley and Robinson, 2005; Zheng 

and Shabek, 2017). 

D’autre part, plusieurs ubiquitines peuvent être conjuguées aux mêmes 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 l’Ub par libération de la forme mature.  

 

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

 

Le type de liaison et le nombre d’ubiquitine ajoutées définissent le devenir des substrats que 

l’ubiquitine cible. L’ubiquitination fait référence à la formation d’une liaison peptidique entre 

une glycine située en partie C-terminale de l’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) (le mécanisme moléculaire de conjugaison est développé partie 1.4) . L’ubiquitination fait 

référence à la formation d’une liaison peptidique entre une glycine située en partie C-terminale 

de l’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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Figure 5 - L’ubiquitine est impliquée dans différents processus cellulaires  
 
A- La polyvalence de l’Ub dans la régulation de différents processus provient de sa capacité à 
pouvoir se lier à des substrats en tant que monomère sur une lysine (mono-ubiquitination) ou 
sur plusieurs lysines différentes (multi-ubiquitination). L’Ub peut s’ancrer également en tant 
que polymère (poly–ubiquitination) par l’addition séquentielle d’Ub les uns aux autres.  Les 
chaines peuvent être linéaires ou ramifiées avec différentes topologies. La mono-ubiquitination 
a été retrouvée dans des processus tels que la réparation de l’ADN, le bourgeonnement viral et 
l’expression génique. La multi-ubiquitination peut réguler l’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 à la K63 sont impliquées dans la signalisation et l’endocytose. 
B- L’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 l’ubiquitine est la présence de ses sept résidus lysine (K) qui 

peuvent être tous ubiquitinylés, donnant naissances à des chaînes d’ubiquitines. Les chaines 

liées à 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 être multi-ubiquitinylée, par l’addition de 

plusieurs ubiquitines sur différentes lysines d’une même protéines ou poly-ubiquitinylée par 

l’ajout d’une chaine d’ubiquitine sur la même lysine. Selon la liaison ubiquitine, les chaînes 

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 à une sérine, thréonine, cystéine et influencer le 

devenir du substrat de différente manière. Par ailleurs, l’ubiquitine peut être 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 à des substrats, mais il existe aussi dans les 

cellules, des mono ubiquitines ou des chaines 

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 et al., 

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

(Rajsbaum and García-Sastre, 2014).  

 

 

 

 

 

« Craquer » le code de l’ubiquitine est un 

enjeu majeur. La fonction d’ancrage 

covalent de l’ubiquitine, 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 plutôt 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 l’ubiquitine garde encore de nombreux 

mystères.  
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Figure 6 - Différents types de domaines de liaisons à l’ubiquitine (UBD)  
 

L’ubiquitine se lie covalament au substrat soit en chaine soit en molécule seule.  Des protéines 
permettent de reconnaître l’ubiquitine et peuvent être de plusieurs types. Certains possèdent A- un 
ou plusieurs mono domaines de reconnaissance à l’ubiquitine. B- Certains domaines sont capables 
de reconnaître des molécules seules d’ubiquitine ayant subi une modification post-traductionnelle 
telle que l’acétylation ou la phosphorylation. C- Certaines chaines peuvent être reconnues via 
plusieurs UBD. D- Protéines hypothétiques possédant plusieurs domaines de reconnaissance à 
l’ubiquitine capables de reconnaître un type de chaine ancrée à 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 à l’ubiquitine, une piste de réponse 

 

Les protéines Ub sont capables d’agir comme des signaux cellulaires contrôlant 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, grâce au domaine de liaison à 

l’ubiquitine, les différents messages et codes portés par ces protéines modificatrices.  Plus de 

20 domaines de liaison à l’ubiquitine (UBD: ubiquitin domain protein) ont été caractérisés sur 

différents substrats. Compris entre 20 et 150 acides aminés, ces motifs sont hétérogènes à la 

fois en termes de structures et de profils de reconnaissance à l’ubiquitine et peuvent être 

regroupés en plusieurs classes. Ces différents domaines sont très 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 l’Enzyme E1. En plus de leurs ressemblances structurelles, 

ces UBD hélicoïdaux partagent une attraction commune pour la même surface de liaison à 

l’ubiquitine formée d’un patch hydrophobe entourant l’isoleucine 44.  D’autres domaines de 

reconnaissance à l’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 être liés à une fonction 

telle que la présence exclusive de domaines UBZ (Znf) et UBM (hélicoïdal) 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 chaînes d'ubiquitine devraient être 

reconnues par des UBD distincts, Figure 6. 
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Figure 7- Classification des protéines de type ubiquitine  
 
A Représentation schématique de la classification des Ubl. Il existe deux types de protéines Ubl : les 
conjugables et les non conjugables.  Les Ubl sont généralement des petites protéines à 
monodomaine, certaines sont d’abord produites sous la forme d’un précurseur et d’autres 
directement matures. Les UDP sont des protéines à multidomaine et qui possèdent différents 
variants structurels « β grasp fold » : UBD, UBX, PB1. B La caractéristique commune des Ubl et 
UDP est la présence d’au moins un domaine structurel « β grasp fold » avec la présence d’une hélice 
alpha entourée de 5 feuillets. (Adaptée de Vierstra, 2012).  

 

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

2.1 Classification  

 
Plusieurs familles protéiques partageant des liens évolutifs avec l’ubiquitine ont été découvertes 

à partir des années 1990 et sont regroupées sous le terme de « protéine de type ubiquitine » (« 

Ubiquitine-like protein » ou « Ubl ») ou plus récemment « protéine à 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 

à 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 : « l’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 à 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.  La base 

de données iUUCD2 (http://iuucd.biocuckoo.org/) mise à jour en 2017 liste 11099 protéines 

de type ubiquitine dans 148 espèces eucaryotes différentes (Zhou et al., 2018).  

 

2.2 Structure  

 

Les protéines de type II Udp sont généralement des protéines à multi domaines, alors que les 

modificateurs de type I Ubl sont des petites protéines à mono domaine, activées et conjuguées 

par un système enzymatique similaire à celui de l’ubiquitine. L’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 à 

la structure tertiaire de l’ubiquitine dans laquelle une hélice alpha est maintenue entre cinq  

http://iuucd.biocuckoo.org/
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Figure 8 - Classification structurelle de la superfamille de l'ubiquitine 

Les homologues de l'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).  

 



 36 

feuillets béta appelée « β-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 rôle important dans le système immunitaire des 

eucaryotes supérieurs mais sont absentes chez les champignons. Par ailleurs certains 

organismes eucaryotes possèdent plusieurs gènes Ubl, par exemple l’Homme possède au moins 

4 gènes codant la protéine SUMO (SUMO1, SUMO2, SUMO3 et SUMO4) et 6 pour ATG8 

(LC3A, LC3B, LC3C, GABARAP, GABARAPL1 et GATE-16) alors que la levure S. Cerevisiae 

possède un unique gène Sumo et un unique gène atg8 (Cappadocia and Lima, 2018), Table 1. 

Chez les bactéries les protéines MOaD et ThiS partagent uniquement des similarités 

structurelles avec l’ubiquitine alors que MoeB et ThiF possèdent à la fois des similarités 

structurelles et mécanistiques avec l’ubiquitine  (Xu et al., 2006; Cappadocia and Lima, 2018), 

Figure 8. Ces protéines sont impliquées dans le métabolisme du sulfure plutôt que dans la 

conjugaison des protéines. Chez les Archae, deux petites protéines SAMP1 et SAMP2 (Small 

archaeal modifier proteins) possèdent un B-grasp fold et un motif diglycine carboxy-terminal 

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

 

Par ailleurs, un groupe de gènes a été identifié chez Candidatus Caldiarchaeum subterraneum comme 

codant des Ubl et des protéines similaires aux E1, E2 et E3 (Hennell James et al., 2017). Ces 

observations suggèrent que les Ubl ont évolué à partir de protéines procaryotes impliquées 

dans le transfert du souffre. La découverte de composants protéiques ubiquitine de type E1, 

de type E2 et de petit anneau (srfp) chez l'Aigarchaeota et l'Asgard archaea superphyla rajoute un 

argument quant à l’origine procaryote. Codés en opérons, ces composants sont probablement 

représentatifs de l'appareil progéniteur qui a fondé les systèmes modernes de modification de 

l'ubiquitine eucaryote. L’ensemble de ces observations soutient l'hypothèse selon laquelle des 

voies de signalisation d'ubiquitination eucaryotes complexes se sont développées à partir de 

systèmes compacts hérités à l'origine d'un ancêtre archéen. (Nunoura et al., 2011; Spang et 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 possèdent 
plusieurs variants structuraux homologues de l’ubiquitine : domaine UBL, PB1, UBX (rectangles jaunes). 
Certaines possèdent en plus un domaine de reconnaissance de l’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 à multi domaines, incapables de se conjuguer et 

possédant au moins un domaine structurel homologue à l’ubiquitine « Ubiquitin-like domains » 

(Ud), Figure 9.  Ces domaines Ud peuvent être de plusieurs types, le domaine appelé 

ULD/UBQ, le domaine UBX et le domaine PB1.  Les différentes caractéristiques structurelles 

de ces domaines ont pu être détaillées dans certaines revues et articles (Grabbe and Dikic, 2009; 

Husnjak and Dikic, 2012). J’ai choisi d’aborder et répertorier ici plutôt des aspects de fonction. 

En effet, il serait intéressant de savoir si la présence de ces différents domaines est liée à une 

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

 

• Le domaine UBQ (également appelé Ubl ou ULD (Schauber et 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 à 80 résidus 

présentant une homologie de séquence significative avec l’ubiquitine (Buchberger, 

2002). A titre d’exemple, les domaines UBQ de hPLIC et HHR23A (RAD23 humain) 

possèdent des structures tridimensionnelles similaires à l’ubiquitine (Walters et al., 2002). 

Une étude a pu mettre en évidence qu’une fusion de l’ubiquitine est capable de remplacer 

fonctionnellement le domaine UBQ de Rad23 (Watkins et al., 1993). RAD23 est 

identifiée comme impliquée dans la réparation de l’ADN et dans la dégradation de 

protéines. Rad 23 se lie au protéasome via son domaine Ud et présente également un 

domaine de liaison à l’ubiquitine (UBA) lui permettant de jouer un rôle d’adaptateur 

(Nakatogawa et al., 2012)(Watkins et al., 1993). 
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• Une fonction des UBX a pu être mise en évidence en 2017 en tant qu’adaptateur de 

substrat de l’ATPase Cdc48 et d’activateur de la voie ERAD (Endoplasmic-reticulum-

associated protein degradation). Chez Pichia pastoris Ubx1 et Ubx2 sont importantes pour 

la synthèse d’acide gras insaturés, et sont impliquées dans la formation des gouttelettes 

lipidiques et la dégradation protéique (Zhang et 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).  

 

• Un troisième variant retrouvé proche de la structure de l’ubiquitine est le domaine PB1, 

présent au sein des protéines telles que p62, MEK5, PKC importantes pour la 

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

 

Les fonctions de ces protéines sont diverses et hétérogènes et aucun lien clair n’a pu être établi 

entre la présence d’un domaine structurel particulier et la fonction de ces protéines. Néanmoins 

la plupart des protéines Udp possèdent des fonctions relatives à la voie ubiquitine-protéasome, 

remplissant des rôles d’adaptateurs (Jentsch and Pyrowolakis, 2000) et certaines de liants au 

protéasome (à la sous unité 26S) de manière dépendante du domaine Ud (Wilkinson et al., 

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

chaperonnes et l’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 système ubiquitine : UBP6 est une protéine permettant le clivage et la 

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

enzymes de conjugaison et permet notamment de maintenir l’intégrité de la membrane 

mitochondriale (Kaye et al., 2000).  

Il est intéressant de mentionner que certaines UDP en plus de 

leur domaine UD possèdent un domaine de liaison à 

l’ubiquitine (de type UBA). C’est 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 l’homme (Madsen et al., 2007).  Chez 

l’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.  

 

  

Contrairement aux Ubl capables 

de se conjuguer, les UDP à multi 

domaines ne possèdent pas de 

motif glycine ou di-glycine en 

partie C-terminale et sont dans 

l’incapacité de s’ancrer à un 

substrat. 
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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 l’Ub et possèdent 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 l’ubiquitine. ISG15 et FAT10 contiennent deux 
domaines Ub-like. Figure 10B provient du laboratoire de Viestra    
https://vierstra.genetics.wisc.edu/sumo.html 

 

A 

B 
C 

https://vierstra.genetics.wisc.edu/sumo.html
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2.5 Les Ubl conjugables  

 
Les Ubl de type I sont des petites protéines qui ont la capacité de pouvoir se conjuguer à un 

substrat par un système enzymatique similaire à celui de l’ubiquitine (partie 1.4). Neuf classes 

distinctes d’Ubl ont été identifiées incluant SUMO, NEDD8, ISG15, FUB1 FAT10, Atg8, 

Atg12, URM et UFM1 (Cajee, Hull and Ntwasa, 2012). Ces petites protéines ont des fonctions 

différentes, partagent un faible pourcentage d’identité de séquence à l’ubiquitine mais un 

domaine structural « β-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 l’ajout d’éléments conservés ou non. Par exemple 

FAT10 et ISG15 sont composées de deux « β-grasp fold ». Atg8 comprend, en plus de cette 

structure Ub-like, deux hélices alpha en partie N-terminale.  

 Ces Ubl conjugables peuvent être divisées en deux groupes :  

• celles produites à l’état de précurseur puis clivées pour permettre l’exposition d’un 

motif glycine ou diglycine en partie C-terminale de la protéine 

• et celles directement produites sous forme mature, prêtes à être conjuguées. 

 

Les familles géniques Atg8, Ufm1, ISG15, NEDD8, 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 à l’état 

de précurseur alors que d’autre directement matures reste une réelle question, suggérant un rôle 

différent de la forme précurseur versus mature.  

L’ensemble de ces polypeptides sont capables de se lier à des substrats protéiques à l’exception 

de la famille ATG8, lipidable à la phosphatidylethanolamine (PE) (et la phosphatidylserine (PS) 

in vitro et in vivo ) (Ichimura et al., 2004; Sou et al., 2006; Durgan et al., 2020). Le nombre de 

substrats identifiés varie entre les différentes Ubl, par exemple l’ubiquitine compte des milliers 

de cibles identifiées alors que seulement deux substrats sont reconnus pour ATG12 

(Cappadocia and Lima, 2018). 
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Tableau 3 - Séquence protéique C-terminale des Ubl 
Certaines Ubl sont produites à l’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). 
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Les Ubl comme l’ubiquitine, peuvent également être assujetties à d’autres modifications post 

traductionnelles telles que des phosphorylations et des acétylations (Cherra et al., 2010; Huang 

et al., 2015; Herhaus et al., 2020). Les mécanismes de conjugaisons sont dynamiques et 

comprennent de nombreuses couches de régulation.  De plus, certaines Ubl telles que NEDD8, 

UFM1 et SUMO sont capables de former des chaines in vivo, processus non constaté à ce jour 

pour d’autres (Tatham et al., 2001). Par ailleurs, des 

interactions non covalentes peuvent être à l’origine de 

plusieurs fonctions.  La liste des Ubl est encore débattue, 

par exemple les petites protéines à mono domaine Hub1 

et Esc2 partagent également des similarités de structures 

avec l’ubiquitine mais n’ont jamais été retrouvées 

comme conjuguées de manière covalente à un substrat 

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

 

 

 

 

III. Système de conjugaison des Ubl 
 

 
La conjugaison de l’ubiquitine ou des Ubl aux substrats est un mécanisme de régulation 

important pour l’homéostasie cellulaire. Ces systèmes de conjugaisons sont différents, 

extrêmement régulés mais ne sont pas totalement indépendants les uns des autres. Ce chapitre 

décrit les mécanismes moléculaires de la conjugaison des Ubl similaires à l’ubiquitine, met en 

avant l’importance d’une glycine C-terminale essentielle à l’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 très bien les différentes caractéristiques de 

structures (Streich and Lima, 2014; Cappadocia and Lima, 2018). 

 

 

Le rôle des Ubl est lié à leurs ancrages 

covalents à un substrat, néanmoins le 

clivage et la conjugaison des Ubl ne 

semble pas être un prérequis à toutes 

leurs fonctions. Par exemple, la forme 

non clivée humaine d’ISG15 stabilise la 

protéase USP18 prévenant ainsi l’auto 

inflammation de manière non covalente, 

indépendamment d’un système de 

conjugaison (Zhang et al., 2015).  

 



 45 

  

Famille  E1 E2 E3 

Ubiquitine  Uba1 

Uba6  

Ubc1-8,-10,-11, 

Ubc13-Mms2  35  

HECT (28) 

RBR (14) 

RING >600 

Atg8 Atg7 Atg3  Atg5/Atg12 

Atg12 Atg7 Atg10 Pas de E3 

ISG15 UBEL1 UbcH8 

 
HERC5, EFP 

Nedd8/rub1 Hétérodimère : 

BA3/APPBP1  

Uba1 

UBC12 

UBE2M(UBC12) 

UBE2F 

DCNL5 
 
RING = 2  

 

SUMO1-4 SAE1/SAE2 Ubc9 RING = 6  

Non RING = 3  

UFM1 Uba5 Ufc1 UFL1 

Tableau 4 - Les Ubl et leurs enzymes de conjugaisons et protéases 
 

 



 46 

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 espèces et est 

importante pour la conjugaison covalente à un substrat. Des études ont montré que ce motif 

C-terminal est essentiel pour le clivage et la conjugaison des Ubl à l’origine de nombreuses 

fonctions. A titre d’exemple, le clivage du précurseur de Nedd8 et de l’ubiquitine s’effectue au 

niveau de la dernière 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 

consécutives : G116-G117.  La glycine conservée entre espèce est la première glycine G116 et 

est essentielle à la lipidation de LGG-1. (F. Wu et al., 2012; Manil-Ségalen et 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 à un substrat  

 

Les Ubl utilisent le même type de mécanisme que celui de l’ubiquitine pour s’ancrer de manière 

covalente à des substrats (voir partie 1 .4), à savoir l’utilisation successive de plusieurs types 

d’enzymes permettant l’activation et la conjugaison des Ubl aux substrats. Le tableau 4 

répertorie les différents acteurs de conjugaison des Ubl. Même si les mécanismes d’activation 

de l’Ub et Ubl sont similaires, la cascade enzymatique ne peut pas être remplacée par une autre, 

suggérant une régulation spécifique de chaque mécanisme.  Les protéines E1 sont des enzymes 

captivantes qui sont à la fois capables de sélectionner l’Ubl, de l’activer au niveau de l’extrémité 

C-terminale, et d’orchestrer les évènements en aval pour permettre le transfert sur l’E2.  Chaque 

Ubl a son enzyme activatrice spécifique, néanmoins certaines E1 sont capables d’activer 

plusieurs Ubl/Ub. Chez l’homme, il existe deux E1 spécifiques de l’ubiquitine, Ube1 (appelé 

Uba1 chez la levure) et Uba6. Ube1 est capable d’activer l’ubiquitine et d’autres Ubl alors que 

Uba6 peut uniquement activer l’Ub et FAT10 (Pelzer and Groettrup, 2010). Les deux Ubl 

impliquées dans la formation des autophagosomes : Atg8 et Atg12 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 l’Ubl 

ISG15 et l’ubiquitine qui utilisent des E1 différentes mais une E2 commune (Zhao et al., 2004).  
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Figure 11 - Les Ubl et leurs enzymes de conjugaisons et protéases 
La lettre « a » correspond à un acide aminé présent après la glycine. Le précurseur de l’Ubl est clivé 
pour permettre l’exposition d’une glycine en C-terminal. La flèche violette correspond au site de 
coupure du précurseur par la protéase spécifique. L’enzyme E1(rectangles roses) active l’ubiquitine, 
permettant le transfert de l’Ubl sur l’enzyme E2 (rectangles bleus), puis sur l’enzyme E3 pour permettre 
l’accrochage covalent au substrat. Cet ancrage est réversible et peut être 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, NEDD8, l’ubiquitine, FAT10 et ISG15, a contrario les enzymes dites non 

canoniques E1 forment des homodimères et permettent l’activation d’ATG8, ATG12 UFM1 

et URM (Cappadocia and Lima, 2018).  

Comme décrit dans le chapitre sur les généralités de la conjugaison de l’ubiquitine (voir partie 

1.4) les E3 reconnaissent et recrutent les substrats modifiés par l’Ub et Ubl et définissent donc 

la cible.  Même si l’ubiquitine est étudiée depuis plus longtemps que les autres Ubl, une 

différence frappante entre l’Ub et les Ubl est le nombre de E3 et de substrats identifiés. En 

effet plusieurs centaines d’E3 sont retrouvées pour l’ubiquitination et plus de 10000 cibles. A 

contrario les Ubl présentent moins d’une dizaine d’E3 et peu de substrats suggérant des 

fonctions précises et dépendant d’un processus particulier. Ce message est à 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 l’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 systèmes de conjugaison des Ubl les plus 

étudiées : SUMO, NEDD8 et Atg8, Figure 11.  Par ailleurs il me semble important de rajouter 

le mécanisme de conjugaison d’Atg12. Premièrement parce qu’Atg12 n’est pas produite à l’état 

de précurseur et ne possède pas d’E3 et d’autant plus que la conjugaison d’Atg12 sur Atg5 est 

un élément essentiel à la conjugaison d’Atg8, (Hanada et al., 2007). En effet, le conjugué Atg12-

Atg5 est l’enzyme E3 d’Atg8. A titre informatif, les acteurs connus sont répertoriés dans le 

tableau 4. Les Ubl sont capables de se lier à des substrats protéiques à l’exception de la famille 

Atg8, lipidable à la phosphatidylethanolamine (PE) et la phosphatidylserine (PS) in vitro et in 

vivo (Ichimura et al., 2000; Sou et al., 2006; Durgan et al., 2020).    
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Figure 12 - Lipidation des protéines de la famille ATG8 
A- La famille des protéines ATG8 se lipide à 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 

 

• Membranes autophagosomales  

Les phospholipides peuvent être 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 l’attachement covalent des Atg8 à la PE. La conjugaison d’Atg8 à 

la PE est importante pour la croissance des membranes autophagosomales et est permise par 

deux systèmes de conjugaison intervenant de manière successive. Le premier système de 

conjugaison fait intervenir Atg12 qui expose une glycine en partie C-terminale. Atg12 est 

activée par Atg7, l’enzyme de type E1, puis est transférée sur Atg10 de type E2. Atg12 est 

ensuite conjuguée de manière covalente à une lysine d’Atg5 par Atg10. Le complexe Atg12-

Atg5 se lie par la suite à Atg16 via une interaction directe et s’homodimérise. Ce complexe 

Atg12-Atg5-Atg16 sert d’enzyme de transfert E3 pour le système 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 et al., 2000). La même enzyme E1 Atg7 est utilisée et permet son 

activation. Une fois activée Atg8 est transférée sur l’enzyme Atg3 de type E2 par une liaison 

thioester. Le complexe Atg12-Atg5-Atg16 permet de conjuguer la glycine 116 à 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). La déconjugaison est une étape cruciale et essentielle au processus 

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

 

• Autres membranes   

 

La conjugaison des protéines Atg8 aux simples membranes a été identifiée pour la première 

fois en 2011 dans un processus endocytaire appelé LAP (LC3 associated phagocytosis), Figure 

12. Ce processus permet la phagocytose de pathogènes ou de cellules apoptotiques. Cet ancrage 

d’Atg8 au cours du processus de LAP est indépendant des complexes d’initiation de 

l’autophagie telle que ULK1 et ATG9 mais nécessite la machine de conjugaison Atg5, Atg7, 

Atg16 présente dans le système dégradatif d’autophagie  (Florey et al., 2011) (Jacquin et al., 

2017). Ce processus permet de localiser LC3 à la simple membrane au phagosome pour 
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favoriser sa dégradation. Par ailleurs, en plus de la PE, des expériences in vitro utilisant des 

liposomes ont pu mettre en évidence que la phosphatidylserine (PS) peut aussi être une cible 

de LC3, GABARAP et GATE-16 (Sou et al., 2006).  Une forme alternative de lipidation 

d’ATG8 fournit un nouvel aperçu de ce système de conjugaison. La lipidation alternative à la 

PS a été montrée au cours d’un processus de LAP du virus Influenza A, et dépend d’ATG16L1. 

De plus, les formes Atg8-PS et ATG8-PE sont différentiellement déconjuguées par la famille 

ATG4 (Durgan et al., 2020).  
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IV. Les Ubl : des signaux multi fonctionnels  

 

 

4.1 Fonctions des protéines Ubl : SUMO/NEDD8  

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 l’attachement de poly-peptides comme 

l’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 l’ADN. FAT10, ISG15 et FUB1 

sont des régulateurs des réponses immunitaires et inflammatoires. URM1 peut fonctionner 

comme un régulateur du stress oxydatif. NEDD8 a notamment une fonction de ligase de type 

E3. Atg8 et Atg12 participent à la régulation du flux autophagique. J’ai décidé de détailler 

certaines fonctions de deux Ubl les plus étudiées SUMO et NEDD8. La partie 2 de ce 

manuscrit est consacrée à l’étude des Ubl de la famille Atg8.  

 

4.1.1 NEDD8  
 
NEDD8 (Neural precursor cell expressed developmentally down-regulated 8) a été découvert 

à l’origine comme un gène régulé négativement dans le cerveau de souris au cours du 

développement et est l’une des Ubl la mieux caractérisée. NEDD8 est l’Ubl présentant le plus 

grand pourcentage d’identité avec l’ubiquitine. Cette protéine principalement nucléaire n’est 

pas un signal de dégradation direct, mais a un rôle essentiel dans l’ubiquitination de nombreux 

substrats impliqués notamment dans le cycle cellulaire, et des facteurs de survie comme IκBα 

l’inhibiteur de NF-κB (Sarikas, Hartmann and Pan, 2011).  

Cette Ubl est très conservée et ses fonctions ont été bien caractérisées à travers la mono-

NEDDylation des protéines cullines et la stimulation de l’activité des ligases « culin-RING », 

mais également à travers des modifications d’autres substrats impliqués notamment dans la 

réponse aux dommages de l’ADN, le contrôle 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 l'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 l’ubiquitination du substrat ce qui empêche la liaison 
d'une protéine inhibitrice des CRL CAND1 à la culline. L'assemblage d'un CRL fonctionnel amène 
l'ubiquitine chargée en E2 et le substrat à proximité, permettant le transfert de l'ubiquitine sur le substrat. 
Après ubiquitination, la deneddylase CSN supprime le NEDD8 de la culline, conduisant au 
désassemblage du CRL. La culline libérée est alors prête à 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 à des stress cellulaires provoquant par exemple l’induction de 
l’apoptose ou de l’autophagie. (Adaptée de Kandala, Kim and Su, 2014; Yang, Hamid and Carvajal, 2018). 
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NEDD8 utilise le même système enzymatique que l’ubiquitine, Figure 11 et comprend une 

glycine C-terminale activée par l’E1 hétérodimérique APPBP1 (Alzheimer-precursor-protein-

binding protein-1) – UBA3 (Ubiquiting-activatin enzyme 3) également appelé NAE1. 

L’enzyme E2, UBC12 et l’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 l’attachement covalent de NEDD8 sur les 

cullines. La neddylation est importante pour le recrutement d’enzymes de type E2 permettant 

de faciliter la conjugaison de l’ubiquitine (Kawakami et al., 2001; Pan et al., 2004; Sakata et al., 

2007), Figure 13.  

 

 Plusieurs études ont pu mettre en évidence que NEDD8 est capable de former des chaines in 

vitro et in vivo. Néanmoins la fonction spécifique de polyneddylation est mal définie (Ohki et al., 

2009). Ce processus de neddylation est réversible et NEDD8 peut être recyclée via une enzyme 

spécifique. Cette balance entre neddylation et déneddylation doit être extrêmement régulée. 

Des défauts dans ce cycle peuvent être à l’origine d’une augmentation du niveau de neddylation, 

reportée dans certains cancers (Abidi and Xirodimas, 2015; Delgado et al., 2018). L’équipe de 

D.P Xirodimas a pu montrer en 2019 que la deneddylation des chaines NEDD8 est requise 

pour l’augmentation du niveau d’HSP70. Cette  étude combinant le modèle C. elegans et les 

cellules humaines a pu montrer que la restriction des chaines NEDD8 par NEDP1, une 

déneddylase, est nécessaire à l’induction de l’apoptose qui fait suite à des dommages à l’ADN.  
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Figure 14 - Balance entre poly-neddylation et mono-neddylation  
 
En cas de dommages à l'ADN, l'induction de l'enzyme NEDP1(déconjuguase) limite la 
formation des chaînes NEDD8 (principalement K11 et K48). Cela permet de favoriser 
l'oligomérisation d'APAF1 et l'induction de l'apoptose, cette étape nécessite l'activité 
ATPase d’HSP70. HSP70 se lie à NEDD8 et, in vitro, la conversion des chaînes NEDD8 en 
mono- NEDD8 stimule l'activité de HSP70 ATPase. Cet effet est indépendant de la 
conjugaison NEDD8 sur les substrats. L'équilibre entre la mono- et poly-NEDDylation 
contrôlée par NEDP1 agit comme un module de régulation pour la fonction HSP70 
permettant l’induction de l’oligomérisation d’APAF1. (Bailly et al., 2019) 

 

Dommages à 
l’ADN 
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La protéine chaperonne HSP70 est un senseur de la balance mono-NEDD8 versus poly-

NEDD8, contrôlée par NEDP1, permettant la formation de l’apoptosome, Figure 14. De 

plus, des données in vitro montrent que la dépolymérisation des chaines NEDD8 est suffisante 

pour activer HSP70 indépendamment de l’ancrage de NEDD8 à un substrat  (Bailly et al., 2019).  

D’autres études récentes ont pu montrer un nouveau rôle de NEDD8, indépendant de son 

ancrage à un substrat (autre que lui-même). En effet, NEDD8 trimérique est capable de réguler 

l’activité de la polymerase 1 (PARP-1), en réponse à un stress oxydatif. Le traitement de cellules 

avec de l’H2O2 se traduit par l’accumulation de chaines NEDD8. Un type de chaine particulier, 

un trimère NEDD8 (tri-NEDD8) non ancré, se lie à PARP-1 et attenue son activation. Une 

délétion de NEDP1 provoque la formation de tri-NEDD8, entrainant une inhibition de PARP-

1 et une protection contre la mort cellulaire dépendante de PARP-1 (Keuss et al., 2019). Les 

domaines de liaison NEDD8 présentent une forte similitude avec ceux de l’ubiquitine. Les 

premières protéines de liaison à NEDD8 décrites, sont les régulateurs négatifs NUB1L et son 

autre isoforme NUB1 (Kito, Yeh and Kamitani, 2001; Tanaka et al., 2003). Ces deux protéines 

possèdent une séquence consensus à l’extrémité C-terminale intégrée dans le domine UBA et 

agissent pour recruter NEDD8 et ses substrats au protéasome pour leur dégradation (Kamitani 

et al., 2001; Tanji, Tanaka and Kamitani, 2005).  NUB1 et NUBAL peuvent également se lier à 

la molécule FAT10, entrainant sa dégradation et ses cargos associés. Nub1L utilise ses trois 

domaines UBA pour se lier à Nedd8 ou FAT10 et utilise son domaine UD N-terminal pour 

livrer sa cargaison au protéasome. (Schmidtke et al., 2006). 
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  Figure 15 - SUMO2 et SUMO3 peuvent former des chaînes poly-SUMO.  

Comme l’ubiquitine, les protéines SUMO sont capables de se lier à un substrat de manière 
covalente. SUMO1 est dépourvu de résidus lysine internes et est donc un terminateur de 
chaîne. (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 à plus de 1000 

protéines dans les cellules de mammifères (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 l’ADN, le remodelage de la 

chromatine et l’immunité innée (Hickey, Wilson and Hochstrasser, 2012).  Malgré une similarité 

de séquence de 18%, SUMO partage avec l’ubiquitine une structure proche incluant un β-grasp 

fold (Bayer et al., 1998).  Tous les eucaryotes expriment au moins un membre de la famille 

SUMO.  Chez l’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 l’inactivation du gène sumo-2 chez les souris est létale embryonnaire alors que la 

perte de fonction totale de sumo-3 est viable (Wang et 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 et al., 2008), Figure 15.  

  

Alors que l’ubiquitination, l’acétylation et la phosphorylation modifient spécifiquement les 

protéines dans le cytoplasme, la sumoylation quant à elle, se fait généralement dans le noyau et 

est impliquée dans la réparation de l’ADN, Figure 16, la transcription, l’épissages des pré-

ARNm, le remodelage de la chromatine, l’activité ubiquitine-ligase, et la transcription virale 

(Flotho and Melchior, 2013; Hendriks and Vertegaal, 2016). Les rôles 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 l’expression d’un gène. SUMO peut réguler les facteurs de répression 

de la transcription HDAC1, HDAC2 et HDAC4 (Kirsh et al., 2002; Yang and Sharrocks, 2004; 

Hendriks et al., 2014). La sumoylation peut être 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 gènes (Chang et al., 2013; Neyret-

Kahn et al., 2013).   

 

Des études ont pu faire valoir un rôle de SUMO dans la réponse au stress suite à un choc 

thermique. Niskanen et al ont reporté qu’un stress thermique provoque l’augmentation de la 

sumoylation de promoteurs et l’augmentation de facteurs de transcription variés (Niskanen et 

al., 2015).  

Il a été rapporté un modèle selon lequel la conjugaison de SUMO-2 à des protéines associées 

à la chromatine permettrait de maintenir l’homéostasie des complexes protéiques à cet endroit. 

De manière non conventionnelle, il a été proposé 

que la protéine SUMO n’a pas besoin de se 

conjuguer à 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 première fois en contexte de 

réparation de l’ADN. La sumoylation du complexe 

entier plutôt que celle d’une protéine individuelle, 

sert de plateforme de recrutement à d’autres 

protéines (Psakhye and Jentsch, 2012).  

 

 

4.2 Motifs de reconnaissance aux Ubl  

 

Contrairement aux domaines de liaisons à l’ubiquitine, les domaines de liaisons aux petites 

protéines ubiquitine-like modificatrices sont peu caractérisés.  NEDD8 est l’Ubl la plus proche 

de l’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 et al., 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 

SUMO et NEDD8 des partenaires de tatami. 

Des données protéomiques  récentes 

indiquent la création de chaines hybrides 

NEDD8-SUMO spécifiques suite à un stress 

protéique suggérant des connexions entre les 

Ubl permettant de réagir à un stress cellulaire 

(Lobato-Gil et al., 2021). 
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sous le nom SBD pour SUMO-binding domain).  Ces domaines sont notamment retrouvés 

dans l’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 

être 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. Le domaine en doigt de zinc ZZ de HERC2 capable d’interagir avec SUMO sur 

une surface différente de celle utilisée par les SIM (Danielsen et al., 2012).  

 

4.2.2 Les LIR/AIM/GIM  
 

Les domaines LIR « LC3 interacting region » également appelés «LC3 recognition sequence » 

(LRS) ou « ATG8-interacting motif (AIM) » ou « gabarap interacting motif (GIM) » sont 

capables de conduire l’interaction entre de multiples protéines et la famille ATG8. Un récepteur 

autophagique doit pouvoir se lier spécifiquement à un cargo et au phagophore en formation 

pour permettre la séquestration du substrat. Le premier récepteur autophagique à avoir été 

identifié est p62 (également connu sous le nom de séquestosome-1 (SQSTM1) (Bjørkøy et al., 

2005; Komatsu et al., 2007; Pankiv et al., 2007). P62 se lie à la fois à l’ubiquitine et à LC3, régule 

la formation d’agrégats protéiques et est éliminé par autophagie. Une compilation de motifs 

LIR vérifiés révèle une séquence consensus de base composée de 4 acides aminés: [W/F/T] 

X-X-[ L/I/V] ( X = peut être remplacé par n’importe quel acide aminé) (Ichimura et al., 2008; 

Noda et al., 2008; Birgisdottir, Lamark and Johansen, 2013).  
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PARTIE 2 - Fonction des protéines ATG8/ LC3/GABARAP dans l’autophagie 
 
 
 
 
La seconde partie de ce manuscrit consiste à répertorier et détailler différents rôles des 

protéines de la famille Atg8. Les fonctions connues sont en constante augmentation. J’ai choisi 

de me focaliser sur certaines étapes clés de l’autophagie, processus dans lequel les protéines 

Atg8 sont le mieux étudiées.  

Chez la levure, l’initiation de l’autophagie, la reconnaissance du cargo, et la fermeture des 

autophagosomes dépendent des protéines Atg8. Cependant chez les mammifères les protéines 

homologues LC3 et GABARAP présentent des rôles spécifiques au sein de ce processus. Les 

protéines GABARAP semblent être particulièrement importantes pour certaines étapes, 

notamment le recrutement de la machinerie autophagique au niveau des membranes et pour la 

fermeture des autophagosomes, les LC3 semblent être 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 ATG8 aient été utilisées comme des marqueurs d’étude de l’autophagie 

pendant plus de deux décennies, leurs rôles commencent simplement à être compris. Le degré 

de redondance de chaque membre est peu étudié, il n’est pas connu si le rôle des Atg8 dans 

l’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 l’autophagie et les enjeux majeurs de l’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 l’initiation à sa régulation, en ayant toujours comme fil conducteur le rôle 

connu des protéines Atg8 dans chacune de ces différentes étapes. Lorsqu’il est établi, le rôle 

des homologues LGG-1 et LGG-2 et les particularités chez C. elegans sont mis en lumière 

(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 

l’homéostasie dans tous les organismes eucaryotes de la levure au mammifère.  

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-même » et phagien « manger », signifiant « se 

manger soi-même ».  Contrairement au dogme selon lequel ce terme a été inventé pour la 

première 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 première appellation 

proviendrait d’un physiologiste français, M.Anselmier, publiée en 1859 dans le journal « Des 

séances de l’Académie de Sciences » (Ktistakis, 2017).  A cette période, ce terme est utilisé pour 

décrire la résistance à 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 à des animaux une période de privation de nourriture et proposait de 

résister aux conséquences de l’inanition en pratiquant des saignements légers du corps des 

animaux pour leur faire boire leur propre sang. Ces travaux ont permis d’établir une première 

définition de l’autophagie en 1865 dans « le nouveau dictionnaire de médecine et de chirurgie 

pratiques », comme étant une manière de prolonger la vie en contexte de privation, et oppose 

l’autophagie dite spontanée à l’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 et 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 première fois des corps denses et 
des lysosomes (flèches noires) dans des extraits de foie de rat (Novikoff, Beaufay and de Duve, 1956). 
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 à des stades de 
dégénérescence de mitochondrie différents. Le corps A est interprété comme une forme précoce où 
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 complète de la mitochondrie. Il est mentionné dans l’article que des crêtes et 
des granules peuvent être encore trouvés après examen attentif suggérant la présence préalable d’une 
mitochondrie (Penn and Ashford, 1963).  

A 

B 

C 

mt 
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Par la suite, la microscopie électronique a permis l’observation d’un nouveau type de structures 

vésiculaires à 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 l’analyse morphologique de l’autophagie et ont permis d’établir la 

définition de l’autophagie en 1963 à l’occasion de la « Ciba Foundation Symposium on 

Lysosomes » comme un processus de dégradation par lequel les matériaux 

intracellulaires sont livrés au lysosome ou à la vacuole pour être dégradés.  

 

1.2 Trois types d’autophagies 

 

L’activité lysosomale est une caractéristique importante pour distinguer l’autophagie des autres 

voies cataboliques dégradant du matériel cytoplasmique, comme la dégradation protéasomique. 

Il existe différents types d’autophagies, les majoritaires sont la microautophagie, l’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 brièvement ces trois 

types d’autophagie. De nombreuses revues décrivent de manière précise les rôles 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 l'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 même des 

cargaisons plus importantes telles qu'une partie du noyau, des gouttelettes lipidiques, des 

mitochondries et des endosomes (Veenhuis et al., 1983; Tuttle, Lewin and Dunn, 1993; Yokota 

et al., 1993; Tuttle and Dunn, 1995; Kissová et 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 à la microautophagie, appelé microautophagie 

endosomale (eMI), partage avec l'IM de nombreuses caractéristiques mais implique l'endosome 

(Sahu et al., 2011; Uytterhoeven et al., 2015; Mukherjee et al., 2016). Dans les fibroblastes 

embryonnaires de souris (MEF), les organites tels que les mitochondries pourraient être guidés 

vers l'endosome précoce positif Rab5 et sont engloutis dans un mécanisme dépendant des 

ESCRT-0, -I et -II (Hammerling et 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 mammifères, ces 

protéines sont reconnues par des protéines chaperonnes et co-chaperonnes telles que Hsc70 

(Heat shock protein 70), HSp40, Hsp90, Hip, Hop, et Bag1.  

 

Ni la micro autophagie ni la CMA n'ont encore été examinées chez C. elegans. De plus la protéine 

LAMP-2 A est importante pour la CMA et n’est pas conservée chez le nématode. Mais 

l’existence d’un orthologue fonctionnel ne peut être exclue.(Palmisano and Meléndez, 2019)   

 

1.2.3 La macroautophagie  
 

La macroautophagie consiste en la dégradation massive de composants cellulaires par un 

système vésiculaire (Mizushima, 2007). Ce processus est dynamique et fait intervenir un grand 

nombre d’acteurs impliqués dans des évènements de formation membranaire autour de 

matériel cytoplasmique à dégrader.  En effet, une citerne membranaire appelée phagophore 

englobe progressivement un substrat qui se retrouve piégé à l’intérieur d’une vésicule ceinte 

par deux membranes, l’autophagosome. Par la suite, la membrane externe de l’autophagosome 

fusionne avec le compartiment lytique.  Les hydrolases dégradent la membrane interne de 

l’autophagosomes 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 

 

J’ai pris le parti de décrire l’autophagie sélective de manière temporelle. Depuis 1963 

l’autophagie est considérée comme non sélective, par la dégradation aléatoire de constituants 

cytoplasmiques. C’est au début des années 2000, que de nouvelles études suggèrent que certains 

cargos sont dégradés de manière 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 pathogènes intracellulaires (xénophagie), des agrégats 

protéiques (agréphagie), des morceaux de réticulum endoplasmique (RE-phagie) ou de 

mitochondries (mitophagie) peuvent être 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 à l’ubiquitine (UBA).  

Les cargos peuvent être 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 l’autophagosome proche du substrat. La dégradation des composés est essentielle 

au maintien de l’homéostasie cellulaire au cours du développement et à la longévité. 

Comprendre comment l’autophagie sélective régule les processus physiologiques représente un 

enjeu majeur. Ces dix dernières 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 Ape1 (prApe1) s’assemblent pour former des complexe Ape1. Atg19 se lie au complexe 
Ape pour former le complexe Cvt. D’autres cargaisons Cvt, y compris Ams1 et Ape4 et Ag11, lient 
Atg19 à des domaines distincts. Formation d’une vésicule Cvt : Atg19 lie Atg8-PE permettant la 
séquestration du complexe Cvt par le phagophore à double membrane.  Par la suite la membrane externe 
de la vésicule Cvt fusionne avec la vacuole libérant la vésicule cvt à simple membrane dans la lumière de 
la vacuole. L’enzyme Ape1 devient active. (Adaptée de Umekawa and Klionsky 2012).  
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• Cvt  
 

Le premier modèle 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 l’adressage de 

deux enzymes, l’aminopeptidase I (Ape1) et l’α-mannosidase (Ams1), spécifiquement à la 

vacuole. Les formes précurseur de ces enzymes, prApe1 et prAsm1 sont transportées à la 

vacuole par des vésicules à double membranes afin d’être 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 Atg1, Atg5, Atg7, Atg8 et Atg10. (Klionsky and Ohsumi, 1999). Ces 

études ont permis de définir pour la première fois une protéine additionnelle, Atg19 

(préalablement nommée YOLO82w puis cvt19) capable d’interagir avec prApe1 et Atg8.  Cette 

interaction entre Atg19 et Atg8 se fait à l’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 

à la vacuole en condition de starvation (Suzuki et al., 2010; Watanabe et al., 2010). Atg19 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 possède 

des similarités morphologiques avec l’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, où sa membrane externe fusionne avec celle de 

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

 

C’est en 2005, que l’équipe de Johansen fait une découverte majeure en faisant valoir pour la 

première fois le rôle de p62/SQSTM1, une protéine capable de se lier à l’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 

étude l’inhibition de l’autophagie conduit à une augmentation du nombre et de la taille des 

agrégats positifs pour p62. La protéine LC3 colocalise et immunoprécipite avec p62. Il est 

intéressant de constater que la déplétion de p62 empêche le recrutement de LC3 aux 

autophagosomes en condition de starvation. (Bjørkøy et al., 2005). Par la suite, la même équipe 

démontre une interaction directe entre p62/SQSTM1 et les membres de la famille LC3 et 

GABARAP via le 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 l’adressage de cette protéine aux lysosomes (Pankiv et 

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 à des maladies 

neurodégénératives telles que la maladie 

d’Huntington, Alzheimer ou encore de 

Parkinson (Zatloukal et al., 2002; Hyttinen et al., 

2014). D’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 » plutôt 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), à la fusion avec le lysosome (par tel que 

PLEKHM119) et au transport de 

l’autophagosome (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 l’acronyme SAR pour « Selective 

Autopagy Receptor ». Les découvertes des premiers SAR chez la levure et chez les 

mammifères ont permis d’identifier de nouveaux facteurs impliqués dans l’autophagie 

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

 

• Les récepteurs autophagiques reconnaissant l’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 et 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 et al., 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 ATG8 chez l’homme interagissent avec une cohorte de 67 protéines, avec un 

chevauchement important des partenaires de liaison entre les différents membres de la famille. 

(Behrends et al., 2010). Cette étude a permis une réelle prise de conscience quant au nombre de 

protéines capables d’interagir à la fois avec LC3/ GABARAP et les cargos et a provoqué une 

explosion croissante des connaissances sur l’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 dû au fait 

que certains récepteurs reconnaissent le cargo indirectement via leurs domaines de liaison à 

l’ubiquitine (Khaminets, Behl and Dikic, 2016). A titre d’exemple SQSTM1/p62, NBR1, 

NDP52 (également nommé : CALCOCO2), Optineurine (OPTN) reconnaissent l’ubiquitine 

ancrée sur des cargos. P62 est notamment capable de coopérer avec NDP52 et OPTN pour la 

dégradation de pathogènes intracellulaires (xénophagie). NDP52 et OPTN ont des fonctions 

partiellement chevauchantes dans la dégradation des mitochondries endommagées (Thurston 

et al., 2009; Zheng et al., 2009; Wild et al., 2011; Lazarou et al., 2015). TAX1BP1, un paralogue 

de NDP52 a des fonctions multiples, à la fois dans la dégradation sélective de pathogènes 

(xénophagie) mais également au cours de la mitophagie, (Tumbarello et al., 2015). 
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Autophagie sélective 
 

Récepteurs autophagiques 

Agréphagie-  Dégradation sélective d’agrégats 
protéiques  

NBR1, OPTN, p62 

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

ALLO-1, FNDC-1 

Chlorophagie-  Dégradation sélective de chloroplastes  n.d  

Ferritinophagie : Dégradation sélective de la ferritine  NCO4A 

Glycophagie : Dégradation sélective du glycogène  Stbd1 

Lipophagie : Dégradation sélective des gouttelettes 
lipidiques 

n.d 

Lysophagie : Dégradation sélective des lysosomes  TRIM16, NDP52  

Mitophagie – Dégradation sélective des mitochondries  Dépendant de l’ubiquitine : NDP52, 
OPTN, p62, TAX1BP1, AMBRA1 
Indépendant de l’ubiquitine : NIX, 
BNIP3, FUNDC1,Bcl2L13, FKBP8, 
PHB2, NLRX1,AMBR 1 

Myelinophagie : Dégradation sélective de la myéline   

Nucléophagie : Dégradation sélective d’une partie du 
noyau 

Lamin B1 

Pexophagie : Dégradation sélective du péroxysome NBRA, p62  

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

FAM134B, SEC62, RTN3, CCPG1, 
ATL3, TEX264 

Ribophagie : Dégradation selective des ribosomes  NUF1P1 

Virophagie : Dégradation selective des virus  Virus : p62, TRIM  
 

Xénophagie : Dégradation selective des bactéries et 
d’autres pathogènes  

Bactérie : NDP52 p62, OPTN, 
TAX1BP1 
 

Zymophagie : Dégradation des granules zymogen dans 
les cellules pancréatiques 

P62 

Tableau 5 - Autophagies sélectives et récepteurs autophagiques  
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• 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 mammifères, découvert en 2010, cible spécifiquement la mitochondrie, 

indépendamment de l’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 et al., 

2010). D’autres exemples tels que BNIP3 (Hanna et al., 

2012), Bcl2-L-13 (l’homologue fonctionnelle d’Atg32) 

(Otsu, Murakawa and Yamaguchi, 2015), FUNDC1 (Liu et 

al., 2012) et FKBP8 (Bhujabal et al., 2017) sont des 

protéines mitochondriales de la membrane externe, mais 

certaines (par exemple FUNDC1, BNIP3 et NIX) sont 

exprimées de manière inductible en réponse à l’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. Le mécanisme de 

mitophagie et plus particulièrement chez C. elegans, est 

détaillé en partie III du manuscrit.  

 

 

 

 

 

 

 

Il est intéressant de mentionner ici que 

les récepteurs autophagiques sont 

majoritairement de type protéique mais 

peuvent être aussi de nature lipidique. 

En effet, un groupe de l’université de 

Pittsburg en 2013 montre que les 

homologues d’Atg8 chez les 

mammifères peuvent directement 

interagir avec un phospholipide 

particulier : la cardiolipine au cours de la 

dépolarisation mitochondriale,   (Chu et 

al., 2013).  
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Figure 21 - Récepteurs de la REphagie chez les mammifères 
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 mammifère RTN3, ALT3, FAM134B, 
SEC62 et CCPG1. (Adaptée de  Fregno et al., 2018; Forrester et al., 2019 et V.Scarcelli).    
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• Un exemple d’autophagie sélective : la Reticulophagie 

 

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

endoplasmique (RE). Contrairement à la mitophagie, la 

reticulophagie (REphagie) est moins documentée, la 

première 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 mêmes endroits du RE, 

Atg39 est située en région périnucléaire, alors qu’Atg40 

est retrouvée en zone corticale, suggérant des types de 

REphagie différente. (Mochida et al., 2015). Des 

protéines résidentes de cet organite telles que CCPG1, 

FAM134B (homologue d’Atg40) RTNL3L (Wilkinson, 

2020), Sec62 (Fumagalli et al., 2016), RTN3 (Grumati et 

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 

possèdent un ou plusieurs domaines LIR, Figure 21.  

 

 Ces protéines sont importantes pour la courbure des membranes. Elles possèdent 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 gène homologue des réticulons chez les mammifères est retrouvé chez 

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

  

Double casquette des récepteurs 

autophagiques : des études récentes ont 

pu mettre en avant que les récepteurs 

autophagiques ont non seulement un rôle 

de reconnaissance du substrat mais 

également dans l’induction de 

l’autophagie.  La protéine de type 

récepteur autophagique CCPG1, sans rôle 

physiologique connu, est également 

capable de se lier à FIP200 (nommé aussi 

RB1CC1) via un motif particulier. FIP200 

est une protéine du complexe inducteur 

de l’autophagie capable de recruter la 

kinase inductrice ULK. Le gène CCPG1 

est inductible à la suite d’un stress UPR 

suggérant ici un lien entre stress du RE et 

REphagie (Smith et al., 2018).  
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Complexe Famille de 

Protéine 

Espèce Role physiologique 

 

Initiation Atg1 

Ulk 

 

Atg1 

D. melanogaster Développement larvaire/ Longévité 

Souris Différenciation des erythroblastes et neuronale 

C. elegans Longévité/ guidage axonal / taille des animaux 

Atg13 Souris Développement embryonnaire 

 

 

 

Nucléation PI3K 

 
 

 

Vps34 

Souris Différenciation des lymphocytes 

 

 

Atg6/Beclin1 

D. melanogaster Développement Larvaire et longévité 

Souris / Homme Développement du placenta, morphogénèse 

cardiaque, formation cavité aminiotique, 

Tumorigenèse 

C. elegans Longévité 

Vésicules Atg 9 Atg 9 Souris Croissance du foetus 

 

Système de 

conjugaison 

Atg12 / Atg5 

 

Atg12 

Souris Survie à la naissance, Dégradation de protéines 

maternelles, croissance du foetus 

Poisson zèbre Morphogénèse Cardiaque 

 

Atg5 

D. melanogaster Vieillissement 

Souris Formation cavité Amniotique et neurogénèse 

 

 

 

 

 

 

Système de 

conjugaison 

Atg7 / Atg3 / 

Atg8 

 

 

 

Atg8 

Souris et Homme Différenciation des cellules souches neuronales, 

croissance du fœtus et développement du placenta 

D. melanogaster Longévité 

C. elegans Survie des L1 en carence nutritionnelle, survie des 

larves dauer, dégradation des neuroblastes Q, 

dégradation des P-granules, dégradation des 

mitochondries paternelles 

 

 

 

Atg7 

Souris Survie à la naissance, Fromation de l’acrosome, 

Croissance du fœtus, différenciation des 

érythroblastes, maintenance des cellules souches, 

hématopoïétiques, Neurogénèse, Adipogénèse, 

morphogénèse cardiaque 

Poulet Transition epithélio-mésenchymateuse, 

Poisson zèbre Morphogénèse cardiaque 

C. elegans Longévité, 

Atg3 Souris Croissance du fœtus 

Tableau 6 - Rôles physiologiques des protéines ATG  
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1.4 Rôle physiologique de l’autophagie 

 

L’autophagie est impliquée dans de nombreux processus physiologiques et pathologiques 

notamment au cours du développement, l’organogénèse, la différenciation cellulaire, l’apoptose 

et au cours du vieillissement.  Chez les métazoaires, l’autophagie est importante dès la 

fécondation, en effet, seules les mitochondries maternelles sont conservées. La dégradation des 

mitochondries paternelles est un processus important pour éviter l’accumulation de 

mitochondries délétères. Des études chez la drosophile ont pu montrer que les structures 

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

 

 Chez C. elegans, un processus de dégradation sélectif par autophagie appelé allophagie est 

essentiel à la dégradation des organites des spermatozoides (Manil-Ségalen et al., 2014; Wei et 

al., 2017; Sato et al., 2018). Le processus d’autophagie est essentiel également au cours de 

l’embryogénèse. Chez C. elegans, l’élimination dans les cellules somatiques des granules-P, des 

composants ribonucléo-protéiques spécifiques de la lignée germinale, est essentielle à la 

différenciation des cellules germinales. (Zhang et 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 l’inhibition de l’autophagie 

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

 

Par ailleurs, l’autophagie est essentielle à la croissance des fœtus de souris (Kojima et al., 2015), 

et des embryons de poulet (Lu et al., 2014). L’utilisation de mutants de gènes de l’autophagie a 

permis d’étudier ce processus chez plusieurs modèles animaux au cours du développement et 

de la longévité. Le Tableau 6 regroupe les rôles physiologiques étudiés de certaines protéines 

clés de la machinerie autophagique.   
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Espèces Nombre de gènes 

Famille 

GABARAP/GATE-16 

Famille 

LC3 

 

Mammifères - Homme 

 

3 

 

4 

Cnidaires – Nemastostella vectensis 2 2 

Nematode – Caenorhbditis elegans 1 1 

Eponges – Amphimedon queenslandica 3 2 

Insectes – Apis mellifera 1 1 

Insectes – Drosophila melanogaster 2 0 

Poisson – Danio rerio 4 4 

Figure 22 - Schématisation des différents homologues chez S.Cerevisiae ; C. elegans et 
chez l’Homme  
 
C. elegans possède un représentant unique de la famille GABARAP : LGG-1 et un homologue 
unique de la famille LC3 : LGG-2  

 

  

   

Tableau 7 – Membre des familles GABARAP et LC3 chez les métazoaires.  

Les homologues d’Atg8 peuvent être regroupés en deux familles chez les métazoaires. Ce tableau 

recense le nombre de gêne homologue d’Atg8 en fonction de quelques espèces étudiées. 

(Adapté de Shpilka et al., 2011).   
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II. La famille LC3/GABARAP   
 

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

 

Les protéines Atg8, dont l'unique membre chez la levure donne le nom à cette famille, est un 

groupe de protéines très conservées chez les eucaryotes.  Les gènes de la famille atg8 ont été 

dupliqués et/ou perdus au cours de l’évolution provoquant l’expansion ou l’extinction de 

certaines sous-familles, générant une forte diversité entre les espèces (Shpilka et al., 2011).  A 

titre d’exemple, chez l’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, GABARAPL1 (gec1) et 

GABARAPL2 (GATE-16), Figure 22.  

Chez les métazoaires, une amplification du nombre de gènes est retrouvée, ils peuvent être 

regroupés dans les deux sous famille LC3 et GABARAP. Le tableau suivant donne des 

exemples du nombre d’homologues dans différentes espèces telles que les cnidaires, éponges 

et insectes, Tableau 7.  

Chez les plantes le nombre d’orthologues est très hétérogène.  Par exemple, le nombre de gènes 

varie de 9 chez la plante modèle Arabidopsis thaliana, d’un seul chez l’algue, à 22 chez les 

angiosperms (Kellner et al., 2017).   

La diversité des protéines Atg8 chez les plantes et les différents métazoaires pourrait être 

expliquée par de nombreuses multiplications géniques qui permettraient de s’adapter à 

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

L1 

GABARAP

L2 

LC3A LC3B LC3C LGG-1 LGG-2 

Atg8 100 55 55 56 39 37 40 53 33 

GABARAP 55 100 87 58 32 31 39 84 31 

GABARAP

L1 

55 87 100 61 34 32 39 78 36 

GABARAP

L2 

56 58 61 100 42 39 43 74 35 

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 

 

 

  

   

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 (l'étoile est de 100%). À noter, LGG-1 est étroitement liée à ScAtg8p et les 
protéines HsGABARAP tandis que LGG-2 est plus étroitement liée aux HsMAP1LC-3 (Alberti et 
al., 2010).  
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2.2 L’alignement des séquences protéiques des membres Atg8 suggère des 

fonctions distinctes  

 

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

L'alignement des séquences protéiques de plusieurs espèces différentes révèle une nette 

similitude au sein des sous-familles.  Chez les mammifères, 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 l’étude individuelle de chaque membre de la famille. Chez les 

mammifères, les anticorps ne sont généralement pas spécifiques d’une protéine et peuvent 

reconnaître 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 rôle d’accepteur pour les liaisons hydrogènes 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 hydrogènes 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 à la 

sélectivité des substrats d’Atg8, suggérant des fonctions différentes. (Wesch, Kirkin and Rogov, 

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

 

Le nématode, C. elegans, possède 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 rôle de ces deux familles chez les mammifères, Figure 23.  
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2.3 Forte similarité de structure  
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Structurellement, Atg8/LC3/GABARAP possèdent quatre feuillets β autour de deux hélices α 

centrales.  

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

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

première fois par l’analyse 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 première hélice alpha de LC3 est fortement 

basique alors que pour GABARAP et GATE-16 cette 

région est acide, (Sugawara et al., 2004), suggérant encore 

une fois des différences de fonctions (Shpilka et al., 2011).  

 

2.4 Conformation  

Les protéines de la famille Atg8 peuvent se lier à de 

nombreux facteurs et adopter des conformations 

différentes. Des changements de conformation de 

structure suite à 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 α 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 et al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

Les protéines de type précurseurs 

LC3/GABARAP (LC3A, LC3B et 

GABARAP), c’est à 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 possèdent pas cette 

hélice supplémentaire. Par ailleurs 

cette hélice α appelée α5 n’est pas 

retrouvée chez Atg8. L’ensemble de 

ces données suggère une fonction 

spécifique de la forme complète 

versus clivée. Par ailleurs il est 

important de mentionner que cette 

hélice supplémentaire est 

majoritairement retrouvée en 

complexe avec des interacteurs 

possédant des domaines LIR. Le rôle 

fonctionnel n’a pas été testé (Wesch, 

Kirkin and Rogov, 2020). La figure 

24 présente en partie basse la structure 

secondaire illustrant ce propos.  
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Figure 25 - La Partie N-terminale de LGG-1 et LGG-2 adopte une unique conformation 

ouverte ou fermée  

 

 

  

   

Figure 26 - GABARAP/LGG-1 et LC3/LGG-2, des marqueurs des autophagosomes 

A-Localisation punctiforme de LC3 et GABARAP dans les cellules de mammifères par 
immunofluorescence (provenant de la thèse de C. Jenzer) B- Détection de  LC3 et GABARAP par 
westernblot dans des conditions physiologiques et d’induction de l’autophagie (image protéinetech). 
C- Localisation in vivo des protéines GFP ::LGG-1 et mCherry ::LGG-2 dans un embryon 50C de 
C. elegans  
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C 
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Chez la levure, des tests in vitro ont permis de mettre en évidence un accès augmenté de 

l’interaction avec l’anticorps lorsque Atg8 était conjugué à des liposomes (Ichimura et al., 2004). 

Ces expériences mettent en avant une grande flexibilité de la région N-terminale de ces 

protéines et suggèrent un rôle important de cette partie pour l’interaction avec d’autres acteurs 

(Shpilka et al., 2011).   

 

Chez C. elegans les structures de LGG-1 et LGG-2 ont été déterminées en 2015 par l’équipe de 

Zhang  et présentent des différences de structures au niveau de la partie N-terminale. En effet, 

le premier acide aminé (Met1) de LGG-1 et le résidu en position 3 (Trp) forment des 

interactions hydrophobes avec l’alanine108. Cette particularité permet de créer une 

conformation N-terminale fermée (plus connue sous le nom de forme C pour « close »).  Cette 

conformation est essentielle à 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 cœur 

ubiquitine, (Wu et al., 2015) Figure 25.  

Les différences de structures entre les membres de la famille Atg8 dans cette région suggèrent 

un rôle distinct et des spécificités d’interaction. 

 

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

 

Les ATG8 sont identifiées comme marqueurs spécifiques des autophagosomes pour l’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. C’est seulement en 2004 que Tamotsu Yoshimori a caractérisé la localisation aux 

autophagosomes de cette protéine nouvellement identifiée comme l’homologue d’Atg8 

(Kabeya et al., 2004; Smith et al., 2018). LC3B est utilisée comme marqueur des 

autophagosomes. Beaucoup d’études concluent sur le niveau basal d’autophagie par rapport au 

taux de protéine LC3.II. L’ancrage de ces protéines aux autophagosomes est visualisable par 

microscopie par un marquage punctiforme ou par Western blot de la forme lipidée, LC3.II 

migrant plus vite que la forme LC3.I, Figure 26. Il est difficile de trouver des rôles 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 et al., 2015). Une étude 

récente a également pu montrer une localisation différentielle entre ces protéines à la suite de 

stress cellulaires, ainsi que des redondances de localisation, suggérant des similarités 

fonctionnelles (Baeken et al., 2020).  

Pour la deuxième sous famille, GABARAP a été initialement caractérisée comme une protéine 

associée au récepteur GABA (A) dans les neurones (Wang et al., 1999; Chen and Olsen, 2007), 

assurent  le transport de ce récepteur à la membrane plasmique (Leil et al., 2004). Cette protéine 

cytosolique, présente au niveau des vésicules de transport, du RE et de l’appareil de Golgi,  

permet également le transport d’autres protéines de la membrane plasmique comme le 

récepteur à la transferrine (Green et al., 2002; Engedal and Seglen, 2016).  GABARAPL1 ( ou 

GEC1 : glandular epithelial cell 1) a été identifié en 1993 comme un gène régulé par les 

œstrogène chez le cochon d’inde (Pellerin et al., 1993). De nombreuses études ont pu mettre 

en évidence un rôle prépondérant de GABARAPL1 dans certains cancers tel que le cancer du 

sein, le cancer colorectal et certaines maladies neurodégénératives telles que la maladie de 

Parkinson (Le Grand et al., 2011). GABARAPL2 est capable de réguler le transport entre les 

saccules de l’appareil de golgi par interaction avec les SNARES (Soluble NSF Attachment 

Protein Receptors) (Sagiv et al., 2000). Les protéines de la famille Atg8 sont exprimées de 

manière 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 système 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 LC3 ou GABARAP.  

 

 

 

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 et al., 2014).  
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III. Rôles des LC3/GABARAP dans l’autophagie  
 

En 1993, le laboratoire d’Y. Ohsumi publie les résultats du premier crible génétique, identifiant 

une centaine de mutants de l’autophagie, basé sur l’absence d’accumulation d’autophagosomes 

en conditions de starvation (Tsukada and Ohsumi, 1993). Récompensé par un prix Nobel en 

2016, ses études chez la levure Saccharomyces cerevisiae ont conduit à la découverte de gènes 

essentiels à l’autophagie appelés ATG (autophagy related genes). Ces protéines sont regroupées 

en six groupes fonctionnels qui comprennent : le système de conjugaison Atg8 et Atg12, le 

complexe phosphatidylinositol 3 phosphate (PI3K), le complexe Atg2-Atg18, la protéine 

transmembranaire Atg9 et le complexe Atg1 kinase. (Noda and Fujioka, 2015). Les protéines 

Atg8 sont impliquées à plusieurs étapes du processus autophagique, dès l’initiation par 

l’activation de protéines inductrices puis par l’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, après des généralités sur les mécanismes 

d’actions des différents groupes fonctionnels, j’ai choisi de me focaliser sur l’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.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27 - Schéma représentant les fonctions principales des protéines de type Atg8 au cours du 
processus autophagique 
 
Les protéines sont ancrées à 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) l’activation des protéines initiatrices du complexe ULK par GABARAP. 
B) pour recruter les protéines de la machinerie autophagique. C) permettre de reconnaître le cargo et 
l’englober. D) Le transport des autophagosomes le long des microtubules via LC3. E). La fusion des 
membranes en recrutant des protéines essentielles telle que PLEKHM1.    
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Figure 28 - Complexe Ulk1 d’initiation  
 
Chez les mammifères, deux orthologues de la levure Atg1, appelés Ulk1 et Ulk2, sont impliqués dans 
l’induction à l'autophagie induite par la carence nutritionnelle. Ulk1 et Ulk2 se trouvent dans un complexe 
stable avec Atg13, FIP200 et Atg101, et Atg13. Dans des conditions riches en nutriments, mTORC1 
phosphoryle Ulk1 / 2 et Atg13, inhibant ainsi le complexe kinase. En réponse à un stress, les sites de 
phosphorylation dépendant de mTORC1 dans Ulk1 / 2 sont rapidement déphosphorylés, et Ulk1 / 2 
s'autophosphoryle et phosphoryle Atg13 et FIP200. En plus, Ulk1 / 2 est phosphorylé par AMPK et ainsi 
activé. AMPK conduit indirectement à l'induction de l'autophagie en inhibant mTORC1. (Adaptée de Alers 
et al., 2012).  
 

Figure 29 - Complexe PI3K  
La kinase ULK phosphoryle Beclin-1, permettant l’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 thèse de Céline Jenzer et Geng and Klionsky, 
2008). 
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3.1 Initiation, et nucléation  

 

3.1.1 Le complexe d’induction Atg1/ULK et régulation par le complexe 
TORC 

 

La protéine de levure Atg1 est l’homologue d’ULK1 et ULK2 des mammifères (Unc-51 like 

kinase). J’ai choisi ici de présenter le modèle moléculaire chez les mammifères, car 

contrairement à la levure, la composition de ce complexe ne change pas avec le statut 

nutritionnel. Les mécanismes moléculaires précis d’induction de l’autophagie sont peu connus. 

Le modèle communément accepté est que mTORC1 (cible mécanistique du complexe 

rapamycine kinase 2) régule l’initiation de l’autophagie via Atg1/ULK1, une sérine/thréonine 

protéine kinase. Chez les mammifères, le complexe ULK est composé de ULK1, ATG13, 

RB1CC1/FIP200 et ATG101 (Jung et al., 2009; Mercer, Kaliappan and Dennis, 2009). Dans 

des conditions riches en nutriments, mTORC1 phosphoryle ULK1 pour inhiber son activité, 

or dans des conditions restrictives l’activité de mTORC est bloquée par AMPK, permettant 

l’activation du complexe ULK1, Figure 28. Par la suite, AMPK et ULK1 phosphorylent 

Raptor pour inhiber l’activité de mTORC1 (Gwinn et al., 2008). Au moment de l’initiation, les 

protéines du complexe ULK sont capables d’interagir avec les protéines ATG8, 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 Vps15, (Yang and Klionsky, 2010), 

interagit avec le complexe initiateur ULK1, présent au niveau de l’omégasome et du 

phagophore (Hara et al., 2008). Le 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 l’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 et al., 2008; Polson et al., 2010), Figure 29. 
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Figure 30 - Régulation du complexe Atg1 par Atg8  
 
Modèle de coopération entre Atg13 et Atg8 pour la régulation du complexe Atg1. Atg13 se lie de manière 
constitutive à Atg1. En condition de restriction nutritionnelle, Atg1 est activée par autophosphorylation et 
phosphoryle Atg13. Ag13 actif, augmente l’activité Kinase d’Atg1. Le motif AIM/LIR d’Atg1 permet sa 
liaison avec Atg1. Atg8 permet la localisation d’Atg8 à la membrane des autophagosomes naissants. Ce 
changement de localisation d’Atg1, du PAS à la membrane des autophagosomes est dépendante d’Atg8.  
Après fusion entre la vacuole et l’autophagosome, Atg1-Atg13 est ensuite dégradé dans la vacuole. (Adaptée 
de Kraft et al., 2012).  
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Les protéines WIPI localisent au niveau de l’omégasome et favorisent la conjugaison des 

protéines Atg8 par recrutement du système de conjugaison via ATG16L1 (Dooley et al., 2014). 

En générant des PI3P, le complexe PI3K permet l’élongation du phagophore et le recrutement 

des protéines autophagiques et des vésicules Atg9 positives. 

 

3.1.3  Rôle des Atg8 dans l’induction de l’autophagie  
 

Les interactions ULK1/Atg8 sont importantes pour induire l’autophagie et permettent le 

recrutement de la machinerie autophagique aux cargos. Ces interactions avec la famille Atg8 

sont possibles grâce au domaine LIR/AIM. Par des tests d’interactions protéiques, l’équipe 

d’Ohsumi a mis  en évidence un lien direct entre Atg8 et Atg1 chez la levure et a pu déterminer 

ou était situé le motif AIM d’Atg1. Cette interaction est importante pour l’autophagie puisque 

la mutation du domaine AIM diminue partiellement mais de manière significative le flux 

autophagique visualisable par le dosage de la phosphatase alkaline mature dans la vacuole 

(Noda et al., 1995; Nakatogawa, Ohbayashi, et al., 2012).  De plus, la même année, une étude a 

permis d’établir un rôle d’Atg8 dans la régulation du complexe Atg13-Atg1 in vivo. Cette 

régulation dépendante du domaine LIR est également importante pour la voie Cvt.  Par une 

analyse biochimique, cette étude a montré que l’association d’Atg1 à la membrane dépendait 

de son motif LIR, suggérant un rôle d’Atg8 dans la localisation d’Atg1 aux autophagosomes, 

Figure 30.  

 

Chez les mammifères, cette interaction est conservée : GABARAP et LC3 interagissent via leur 

domaine LIR avec ULK1, ATG13 et FIP200. Ces interactions sont retrouvées 

préférentiellement avec les membres de la famille GABARAP (Behrends et al., 2010; Alemu et 

al., 2012; Kraft et al., 2012). Joachim et al en 2015 mettent en évidence que le domaine LIR 

d’ULK est essentiel pour phosphoryler Atg13 (Joachim et 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 circule à partir du 

centrosome régulé par WAC et GM130 

 

WAC et GM130 sont deux protéines localisées au niveau de l’appareil de Golgi permettant 

de réguler l’autophagie. WAC inhibe la liaison de la protéine GABARAP à la golgine GM130, 

ce qui permet la délocalisation d’un pool de GABARAP de l’appareil de golgi au niveau de la 

région péri centriolaire permettant l’induction de l’autophagie.  (Joachim et al 2015)  
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positives pour DFCP1 (double FYVE-containing protein 1) et démontrent l’importance des 

protéines Atg8 pour la localisation d’ULK1. Une étude chez les mammifères a mis en évidence 

un rôle de GABARAPL1 dans l’induction de l’autophagie.   En effet, la surexpression des 

protéines GABARAPL1 et GABARAPL1 G116A (protéine non ancrée aux autophagosomes) 

en condition d’induction de l’autophagie (EBSS : Earles balanced salts solution) conduit à une 

diminution de la phosphorylation de MTOR et à la perte totale de phosphorylation de P70S6K 

(p70S6 kinase, cible de mTOR). Par ailleurs la surexpression de GABARAPL1 et 

GABARAPL1 G116A provoque la diminution de la phosphorylation d’ULK1 (Ser757).   

Ces données suggèrent que GABARAPL1 a un rôle inhibiteur sur l’activité 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 être 

présente au cours de l’induction de l’autophagie, est retrouvée augmentée dans des conditions 

de surexpression de GABARAPL1 et GABARAP G116A. L’ensemble de ces données met en 

évidence un rôle régulateur de GABARAPL1 dans l’induction de l’autophagie (Poillet-Perez et 

al., 2017).  De plus, une étude récente montre que la localisation subcellulaire de GABARAP 

est importante pour l’induction de l’autophagie. La circulation de GABARAP est contrôlée par 

deux protéines golgiennes : WAC (WW domain – containing adaptator coiled coil), requis pour 

l’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 l’équipe de Sharon Tooze démontre un rôle inattendu des golgines dans la 

régulation de l’autophagie. La séquestration de GABARAP par GM130 au niveau de l’appareil 

de golgi bloque l’induction de l’autophagie. WAC supprime la liaison entre GM130 et 

GABARAP en contexte de carence nutritionnelle et permet à GABARAP non lipidée et 

GABARAP conjuguée (mais pas LC3B et GATE-16) de favoriser spécifiquement l’activation 

de la kinase ULK pour induire l’autophagie (Joachim et al., 2015), Figure 31. Il est intéressant 

de mentionner ici que ces données récentes mettent un évidence un rôle des protéines 

GABARAP indépendant de sa conjugaison à la PE.  
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3.1.4 Rôle opposé des protéines LC3 et GABARAP dans l’induction de 
ULK1  

 

Une équipe américaine a récemment démontré que l’interaction ULK1-ATG8 est importante 

pour l’activation du complexe ULK1 et l’induction de l’autophagie suite à un stress dans les 

cellules de mammifères. De plus, par des techniques de modification du génome, ils ont pu 

mettre en évidence des fonctions opposées des GABARAP et LC3 sur l’activité de ULK. Les 

protéines GABARAP (GABARAPL1, GABARAPL2 et GABARAP) sont des régulateurs 

positifs de ULK1. En effet les cellules déficientes pour les gènes gabarap présentent une 

suppression presque complète de la phosphorylation d’ATG14 et de BECN1, les effecteurs de 

ULK1. A contrario, la suppression des gènes lc3 (LC3A, LC3B, LC3C) montre une 

augmentation robuste de la phosphorylation d’ATG14 et BECN1, suggérant une régulation 

négative de l’activité de ULK1. La manière dont l’interaction des ATG8 avec ULK régule le 

complexe d’initiation n’est pas comprise.  La déplétion des gènes GABARAP réduit l’activité 

de ULK1 mais provoque une augmentation du nombre de structure pré-autophagosomales 

positives pour WIPI par rapport au contrôle. La plupart de ces structures sont positives pour 

ATG16L1, 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 modèle que les cellules sans les protéines GABARAP ont 

une activité de ULK réduite et génèrent 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 et al., 2020). Ces hypothèses sont notamment cohérentes avec un article 

publié en 2020 mentionnant un rôle plus tardif d’Atg1 chez la levure, comme régulateur de la 

fusion des autophagosomes avec la vacuole par les protéines SNARE (Barz et al., 2020).  

 
Chez le nématode C. elegans, unc-51 code pour une sérine/thréonine kinase : UNC-51 similaire 

à la protéine Atg1 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 unc-51, 

les vésicules autophagiques sont ouvertes et anormales et sont présente presque exclusivement 

dans les cellules hypodermiques latérales (Melendez et al., 2003). Par ailleurs, de nombreuses 

études sur des organismes, dont C. elegans, ont indiqué que TORC1 inhibe l’autophagie (Tóth 

et al., 2007; Hansen et 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 membranaire à savoir, 

si la membrane autophagique est formée de novo ou est 

dérivée d’un organite, ne sont pas complètement 

compris. Néanmoins ces composants membranaires 

peuvent dériver du réticulum endoplasmique, de 

l’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 et al., 2016). Chez 

la levure, la carence en nitrogène provoque l’induction 

de l’autophagie à partir d’une simple structure pré-

autophagosomale (PAS) proche de la vacuole (Suzuki 

et al., 2001, 2014).  

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

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

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

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

études de microscopie par tomographie suggèrent une continuité entre le phagophore et le RE. 

En effet, la croissance du phagophore pourrait être permise par apport continu et de manière 

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

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

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

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

fluorescence à super résolution (Hailey et al., 2010).  

  

Christian de Duve et Robert Wattiau 

s’interrogeaient dès 1966 sur la provenance 

des membranes autophagosomales et 

proposaient une origine à partir de la 

membrane plasmique (De Duve and 

Wattiaux, 1966). Aujourd’hui, il est 

communément accepté que le RE est le 

principal fournisseur des bicouches lipidiques 

formatrices des autophagosomes, même si 

d’autres origines membranaires ont été 

retrouvées.  
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Figure 32 - Modèle du transfert lipidique médié par Atg2 et Atg9 pour l'expansion du 
phagophore.  
 
Au cours de la formation de l'autophagosome, le complexe Atg2 – Atg18 et Atg9 se localise au niveau 
de la membrane d'isolation en contact avec le RE. Atg2 transfère 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 l'expansion des membranes d'isolation. (Adaptée de Matoba and Noda, 
2020).  
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3.2.1. Atg2 et Atg9 permettent le transfert des lipides  
 

De manière énigmatique, la protéine Atg9 est requise pour l’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 et al., 

2012). En condition de starvation, Atg9 est phosphorylée par Atg1, facilitant le recrutement de 

protéines Atg telles que Atg18 et Atg8 chez la levure (Papinski and Kraft, 2014). Une étude 

récente a permis de mettre en évidence un rôle 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 suggère 

également que les vésicules Atg9 établissant un contact membranaire pour initier le transfert 

de lipides d’un compartiment donneur à 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 et 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. Le mécanisme moléculaire 

exact par lequel les phospholipides sont dirigés de manière unidirectionnelle du RE vers la 

membrane d’isolement par Atg2 n’est pas connu.  La protéine ATG2 interagit avec GABARAP 

et GABARAPL1 via son domaine LIR et cette interaction est importante pour la formation du 

phagophore (Behrends et al., 2010; Bozic et al., 2020).  

 

Chez C. elegans le gène epg-6 code une protéine ayant une activité PrdIns3P et interagit avec la 

protéine Atg-2 (voir partie 3.2.1 pour le rôle d’Atg2).  EPG-6 et ATG-2 régule la progression 

de l’omégasome à l’autophagosome. En effet, les mutants epg-6 et atg-2 présentent 

l’accumulation de structure pré-autophagosomale (Lu et al., 2011).     

 

 

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

 
Des premières expériences réalisées chez la levure ont mis en évidence que la formation des 

autophagosomes est altérée en contexte de perte de fonction totale atg8 (Kirisako et al., 1999). 

De plus l’inhibition partielle d’ATG8 est à l’origine d’autophagosomes de petites tailles, 

soulignant un rôle dans l’élongation du phagophore (Xie, Nair and Klionsky, 2008). 
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La conjugaison des protéines Atg8 est importante pour l’élongation du phagophore. Le système 

moléculaire de lipidation est détaillée PARTIE 1.  Une étude a montré qu’un mutant 

Atg4BC74A ou Atg-5 dans des cellules de mammifère en culture provoque l’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 suggère un 

blocage des étapes d’élongation et de fermeture des autophagosomes (Fujita et al., 2008, p. 3). 

Une autre étude a démontré l’importance du système de conjugaison des Atg8 à la membrane 

des autophagosomes en utilisant des souris déficientes pour Atg3 (enzyme E2 du système de 

conjugaison). Les analyses de microscopie électronique ont révélé la présence de structures 

autophagosomales plus petites et non fermées suggérant une importance du système de 

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

Ce rôle des Atg8 dans l’élongation et la fermeture des autophagosomes pourrait être expliqué 

par le groupe d’Oshumi en 2007.  En utilisant un système in vitro, l’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 mammifères par l’équipe d’Elazar qui a déterminer que les 10 acides aminés de 

l’extrémité N-terminale de LC3 et GATE-16 sont suffisants pour favoriser la fusion et le 

rapprochement des membranes (Weidberg et al., 2010). L’ensemble de ces résultats suggère que 

la partie N-terminale des Atg8 est essentielle à l’élongation du phagophore.  

 

Dans les cellules eucaryotes, des fonctions différentes sont attribuées à la sous famille LC3 et 

GABARAP dans la biogénèse des autophagosomes. Une équipe australienne a ainsi utilisé 

l’ingénierie CRISPR-Cas9 pour générer des cellules eucaryotes délétères, soit pour la sous 

famille LC3 (LC3 TKO), soit pour la famille GABARAP (GABARAP TKO), soit pour les 

deux (hexa KO). De manière surprenante les cellules déficientes pour tous les Atg8 

n’empêchent pas la formation des autophagosomes. Ces vésicules autophagiques sont 

néanmoins plus petites, suggérant un problème dans l’élongation.  Ils ont également analysé le 

flux autophagique par observation de la dégradation de p62. Les cellules LC3 TKO dégradent 

p62 de la même manière que les cellules sauvages alors que les cellules GABARAP TKO 
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présentent un défaut de dégradation et les hexa KO un arrêt complet du flux autophagique. 

Par ailleurs les mêmes résultats ont été retrouvés au cours de la mitophagie (induite par 

oligomycine et antimycine A). Ces données mettent en évidence un rôle important des 

GABARAP dans la dégradation des mitochondries dépendantes de PINK/PARKIN, 

contrairement à la famille LC3. (Nguyen et al., 2016). Par ailleurs les LC3/GABARAP ne sont 

pas indispensables à la biogénèse des autophagosomes, à la reconnaissance de cargo (dans ce 

contexte mitochondries)  et à la fermeture des autophagosomes, mais sont essentielles à la 

fusion entre les autophagosomes et les lysosomes (Nguyen, Padman and Lazarou, 2016). Ces 

données suggèrent 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 l’importance de la délipidation des protéines Atg8 dans les 

étapes de biogénèse des autophagosomes. Atg4  est une protéase importante à la fois pour le 

clivage du précurseur Atg8 et également pour le décrochage d’Atg8 des membranes. Chez la 

levure, l’équipe du professeur Ohsumi a pu montrer en réexprimant une forme Atg8(G116) 

(G116 en partie C-terminale exposée) dans un mutant null atg4 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, et al., 2012). Par ailleurs, une étude récente a montré chez Saccharomyces Cerevisae que la 

délipidation d’Atg8 de la PE est importante pour l’expansion de la membrane autophagosomale 

(Hirata, Ohya and Suzuki, 2017). De manière intéressante une étude publiée en 2017 a pu 

mettre en avant un rôle d’Atg1 dans la phosphorylation de la sérine 307 d’Atg4, permettant 

d’inhiber les fonctions d’Atg4 au niveau des sites de formation, suggérant que  Atg1 contrôle 

la délipidation d’Atg8-PE en phosphorylant Atg4, (Sánchez-Wandelmer et al., 2017). Chez les 

mammifères, la surexpression d’Atg4B empêche 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 et al., 2008).   
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Figure 34 - Transport bidirectionnel des autophagosomes sur les microtubules 
Rab7 relie les autophagosomes à la kinésine par le biais de FYCO1 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 à la dynéine (Adaptée de Kuchitsu and Fukuda, 2018). 

 

 

 
 
 
  

Figure 33 - Vesicules qui fusionnent avec les compartiments lytiques 
A- Illustration du processus de macro-autophagie. L’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 flèches indiquent les autophagosomes et les doubles flèches indiquent les 

autolysosomes/amphisomes. Les pointes de flèche indiquent des fragments de réticulum endoplasmique 

à l'intérieur de l'autophagosome. (Provient de Chieko Kishi.) 

A B 
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L’ensemble de ces résultats suggère que la délipidation des Atg8 aux membranes est une étape 

importante permettant la biogénèse efficace des autophagosomes.  

Chez C. elegans il existe deux  protéines homologues des 4 protéines chez l’homme, ATG-4.1 et 

ATG-4..2 ayant des fonctions redondantes et spécifiques. Par ailleurs, l’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 et al., 2019).  

 

3.3 Fusion entre les autophagosomes et les lysosomes 

 

Si un grand nombre de protéines Atg sont impliquées dans des étapes de biogénèse des 

autophagosomes, peu de données mettent en évidence un rôle spécifique de ces protéines dans 

des étapes de fusion. Les protéines LC3/GABARAP participent à cet événement de résolution 

des autophagosomes à des niveaux différents. 

Après leur formation, les autophagosomes peuvent fusionner directement avec les lysosomes 

(mammifère), Figure 33, ou la vacuole (levure), formant les autolysosomes, mais ils peuvent 

également fusionner avec des vésicules endosomales générant des amphisomes (Tooze et al., 

1990; Mullock et 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, à 

différentes étapes. J’ai choisi de me focaliser sur Rab7 qui a un rôle prédominant dans 

l’autophagie. Rab 7 est d’abord connue pour son rôle 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 parallèle les uns avec les autres pour assurer la médiation de la fusion autophagosome 
et lysosome. Les protéines d'attaches telles que EPG5, HOPS et PLEKHM1, se lient simultanément aux 
ATG8 sur les autophagosomes et à Rab7 sur les lysosomes pour attacher les autophagosomes le 
lysosome. Il a également été démontré que le HOPS cible les autophagosomes pour favoriser la 
maturation de l'autophagosome. (Adaptée de Zhao and Zhang, 2019). 
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Les GTPases Rab7 à la surface des endosomes tardifs, permettent la fusion des endosomes 

avec les lysosomes (Jäger et al., 2004).  Cette fonction est similaire au cours de la maturation 

des autophagosomes (Hyttinen et al., 2013). En contexte d’induction de l’autophagie, une 

augmentation de l’intensité 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 l’accumulation de vésicules 

autophagiques tardives non fusionnées. (Gutierrez, 

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 et al., 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 

manière LIR dépendante) et avec le moteur moléculaire kinésine (Pankiv et 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 et al., 2001; Wijdeven et al., 2016). Rab7 est capable, en outre de recruter un certain 

nombre de protéines clés nécessaires à la fusion entre les autophagosomes et les lysosomes 

comme epg-5 ; PLEKHM1 et les complexes de fusion tels que le complexe HOPS permettant 

de créer un lien physique entre les membranes, (Yamano et al., 2014), Figure 35.  

 

  

Des fonctions de Rab7 dans la biogénèse 

des autophagosomes a également été mise 

en évidence et promeut l’élongation des 

membranes dans un processus de 

mitophagie (Yamano et al., 2014). Ces 

résultats suggèrent que l’activité de Rab7 

est finement régulée et possiblement 

dépendante du type de cargos ciblé.  
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3.3.2 Les facteurs d’attachements   
 
Les facteurs de connexions pourraient être divisés en deux groupes principaux, les protéines 

dimères qui sont principalement impliquées dans la voie sécrétoire et les complexes multimères 

majoritairement impliqués dans la voie lytique.  

La protéine PLEKHM1 (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 et al., 2012; McEwan et al., 2015). Par ailleurs une étude récente 

a mis en évidence que les protéines de la famille GABARAP permettent le recrutement de 

PLEKHM1, permettant de réguler la fusion entre les lysosomes et les autophagosomes alors 

que les protéines de la famille LC3 ont un rôle moins prédominant (Nguyen et al., 2016). Une 

autre protéine EPG5 est importante pour la fusion et interagit notamment avec les SNARES 

et GABARAP.  La déplétion d’EPG5 provoque la diminution de la spécificité de fusion et 

l’accumulation d’autophagosomes non fusionnés (Wang et al., 2016).  Le complexe 

multimérique de fusion HOPS agit tel un GEF (Guanosine exchange factor) pour faciliter 

l’activation de Rab7 (passage d’un état inactif : GDP guanosine di-phosphate à l’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 Vps11, Vps16, 

Vps39, Vps41.  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).  

 

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 VAMP8 

(vesicle‐associated membrane protein 8) permettant la formation 

des autolysosomes (Li et al., 2020). Une étude récente a pu mettre 

en évidence que Stx17 n’est pas le seul SNARE interagissant avec 

L’incroyable ULK,  

Cette kinase est connue pour son 

rôle dans l’induction  de 

l’autophagie. Néanmoins une 

étude récente a pu montrer  un rôle  

d’Atg1 chez la levure dans les 

étapes de fusion. Sur 

l’autophagosomes, la R-SNARE 

Ykt6 est phosphorylée par Atg1 

provoquant un blocage 

d’interaction avec les Q-SNARES 

vacuolaires Vam3 et Vti1,  

empêchant ainsi la fusion 

prématurée entre l’autophagosome 

et la vacuole.  
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les ATG8. Dans les cellules de mammifères, 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 et al., 2011; Nair and Klionsky, 2011). 

Une étude récente a montré  que la déplétion de Stx16 provoque des défauts dans la biogenèse 

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 contrôlent la fonction 

de plateformes pour mTOR actif. Ces résultats révèlent une large interaction directe des mAtg8 

avec SNARE et étendent les rôles des mAtg8 à la biogenèse des lysosomes. (Gu et al., 2019; 

Kumar et al., 2020) 

 

Chez C. elegans LGG-2,  et non  LGG-1, interagit directement avec la sous unité VPS-39 du 

complexe HOPS et contrôle 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 à l’élimination des 

mitochondries paternelles. La perte de fonction de lgg-1 , quant à elle, bloque la formation des 

autophagosomes.  Ces résultats suggèrent un rôle séquentiel de ces protéines au cours du 

processus d’autophagie (Manil-Ségalen et al., 2014).  

Par ailleurs, chez C. elegans les protéines ectopiques P granules (EPG5) ont été identifiées 

comme effecteurs de Rab7 et importantes pour la fusion entre les autophagosomes et les 

endosomes et lysosomes. (Tian et al., 2010; Wang et al., 2016). EPG-5 est recrutée au niveau 

des endosomes tardifs et des lysosomes via interaction avec Rab7 et VAMP7/VAMP8. 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 rôle du PI3P est 

bien caractérisé pour la formation des autophagosomes. Des études récentes révèlent un rôle 

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 mammifères. En 

contexte de starvation, PI4Palpha se disperse dans le cytoplasme et se localise au niveau des 

autophagosomes (Hanzhi Wang et al., 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 à l’origine de larges autophagosomes incapables de 

fusionner avec un compartiment lysosomal (Hanzhi Wang et al., 2015).  

 

3.6 Régulations  

 

3.6.1 Régulation transcriptionnelle de l’expression des Atg8 
 
Certaines études ont révélé que l’activité autophagique peut être modulée par des mécanismes 

transcriptionnels (Schaaf et al., 2016). Un grand 

nombre de facteurs de transcription sont capables 

de moduler l’expression des protéines de type 

Atg8. Cette diversité peut être interprétée comme 

étant une nécessité de pouvoir rapidement 

engager ou réprimer l’expression de ces protéines 

en fonction des stress subis par la cellule. D’un 

autre côté, 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 l’expression des protéines GABARAP et 

LC3.  Au cours de l’érythropoïèse une protéine : 

FOXO3 augmente l’effet transcriptionnel 

GATA1 sur GABARAP LC3  (Mammucari et al., 2007; Kang et al., 2012). 

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

notamment la transcription positive de LC3B et l’expression de LC3A, GABARAPL1 et 

En contexte pathologique, il a été montré que 

des modifications épigénétiques peuvent 

moduler l’expression des protéines 

GABARAPL1, GABARAP et LC3B dans des 

cellules cancéreuses.  

 

En effet, une diminution de l’expression de 

GABARAPL1 est associée à la fois à la 

méthylation de son promoteur et à la 

désacétylation de l’histone H3, (marque 

épigénétique de condensation de la 

chromatine). Par ailleurs le recrutement de 

CREB-1 sur le promoteur GABARAPL1 est 

nécessaire pour l'expression de GABARAPL1 

(Hervouet et al., 2015) 

 

De plus, dans les cellules HeLa la 

methyltransferase G9a réprime directement 

les gènes lc3 Gabarapl1 et Gabarapl2 et que 

l'inhibition de la répression épigénétique 

médiée par G9a représente un mécanisme de 

régulation important au cours de l'autophagie. 

(Artal-Martinez de Narvajas et al., 2013) 
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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 à la suite d’un arrêt de croissance ou des 

dommages d’ADN, contrôle également l’expression de GABARAP (B’chir et al., 2013; Huan 

Wang et al., 2015).  

L’équipe de Ioannis P. Nezis et al a mis en évidence dans une étude récente une régulation 

transcriptionnelle de l’expression des gènes 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 l’accumulation du nombre 

d’autophagosomes et d’autolysosomes, suggérant une activité répressive de Sequoia sur 

l’autophagie dépendante de son motif LIR.  Ce facteur de transcription est capable d’interagir 

avec Atg8a dans le noyau et contrôle l’activation transcriptionnelle des gènes de l’autophagie. 

L’acétylation d’Atg8a par YL-1 au niveau de sa lysine58 contrôle la localisation de cette protéine 

au niveau du noyau.  

 

3.6.2 Modification post-traductionnelles  
 

• Ubiquitination  

Certaines études ont montré que LC3/GABARAP peuvent être assujetties à l’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 α-hélicoïdal N-terminal se produit à travers les chaînes K48 

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

 

• Phosphorylation 

La phosphorylation de LC3B est retrouvée essentielle à 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 et al., 2017). La 

phosphorylation peut avoir un effet d’inhibition de l’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, l’activité de la protéine pKA est diminuée provoquant une activation de  
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Figure 36 – Modèle 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 Sirt1 permet à LC3 d'interagir 
avec la protéine nucléaire DOR et de retourner dans le cytoplasme avec DOR, où elle est capable de se 
lier à 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, où elle joue un rôle central dans l'autophagie pour permettre à la cellule de faire 
face au stress nutritionnel. (Huang et al., 2015 ).   

 

 

Carence  

Noyau  

Cytosol  
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LC3B.  Ainsi, le rôle 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 à la même position. 

 

• Acétylation 

L’acétylation des protéines Atg permet de moduler l’activité autophagique. Une acétylation 

accrue des protéines Atg causées par l’absence de la déacétylase Sirt1 ou l’augmentation de 

l’expression de l’acétyltransférase p300 (E1A binding protein 300/p300) permet d’inhiber 

l’autophagie, (Lee et al., 2008; Lee and Finkel, 2009). En effet, la déacétylation de LC3 dans les 

cellules HeLa en culture promeut l’autophagie alors que l’acétylation 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 manière dépendante de la présence de nutriment, 

(Lee and Finkel, 2009). Il a été montré également que la déacétylase Sirt1 représente un autre 

aspect de la régulation de l’autophagie. Sirt1 peut former un complexe moléculaire avec Atg5, 

Atg7 et Atg9 in vitro. L’absence de Sirt1 dans le tissu du myocarde de souris provoque 

l’inhibition de l’autophagie in 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 l’acétylation des lysines 49 et 51 qui bloque l’entrée 

de LC3B dans le cytoplasme pour interagir avec les enzymes de conjugaison (Huang et al., 

2015). LC3 est acétylée dans le noyau et sa déacetylation par la déacétylase Sirt1 sur les lysines 

49 et 51 permet une interaction entre LC3 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 rôles nucléaires des Atg8.  
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Figure 37 - C. elegans est un modèle d’étude de l’autophagie 
 
A-B- Cycle de vie de C. elegans, l’embryogénèse est suivie d’un développement larvaire jusqu’au stade adulte.  
L’autophagie est retrouvée à 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 modèle d’étude de l’autophagie  
 
 

Par son lignage cellulaire parfaitement décrit, le séquençage complet de son génome et son 

cycle de vie court et invariant, le nématode Caenorhabditis elegans est un animal modèle très 

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 à l’âge 

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

 

Ce ver existe principalement à l’état hermaphrodite et s’autoféconde générant environ 300 

individus. Une non-disjonction en méiose 1 provoque l’apparition de mâles, permettant des 

approches génétiques. (Chen, Scarcelli and Legouis, 2017). Par ailleurs, des techniques de 

mutagénèses aléatoires, de transgénèse (biolistique), de mutagénèse ciblée (CRISPR-Cas9) et 

d’ARN interférant permettent l’étude des gènes et des voies de signalisation. L’autophagie est 

retrouvée tout au long du développement du ver, dès la fécondation pour la dégradation des 

composants paternels, la différentiation germinale, l’organogénèse, la résistance à la carence 

alimentaire et le vieillissement. 

 

La revue suivante décrit les processus d’autophagie et plus particulièrement de mitophagie chez 

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

différents stress. 
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Revue - « Mitophagy during development and stress in 

C. elegans » 
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Problématique 



 131 

A l’instar du membre fondateur de la classification des Ubl, l’ubiquitine, la protéine 

Atg8 possède une glycine C-terminale conservée permettant son ancrage au substrat. Cette 

capacité d’ancrage covalent à l’unité fonctionnelle de la macroautophagie, l’autophagosome, 

sert de marqueur de ce processus dégradatif depuis plusieurs décennies. Atg8 (Atg8-P) est 

premièrement clivée par une protéase, pour donner la forme mature cytosolique (Atg8.I) puis 

est conjuguée à la phosphatidylethanolamine (Atg8.II). Ce mécanisme de conjugaison est très 

bien caractérisé et est réversible. Cette protéine est connue comme jouant un rôle 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 dernière. En effet, ce n’est que 

récemment que l’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 compris. 

 

On peut noter que la progression des connaissances n’est pas égale entre les modèles. La levure 

est un modèle de choix utilisé pour l’étude des partenaires moléculaires d’autant plus qu’une 

seule protéine Atg8 est exprimée, et a été montrée comme essentielle à la biogénèse des 

autophagosomes. A contrario, le modèle végétal est un peu moins exploité pour l’analyse des 

Atg8. Cela peut s’expliquer par la présence d’un grand nombre d’homologues, nombre qui peut 

également être très variant au sein du règne.   

Malgré la présence de nombreux homologues d’atg8, le modèle cellulaire mammifère est 

aujourd’hui mis sur le devant de la scène pour l’analyse fonctionnelle de l’autophagie.  En effet 

l’émergence de l’ingénierie CRISPR-Cas9 a permis de mettre en évidence pour la première 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 rôles 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 LC3 sont dispensables. De surcroit, certaines études récentes de surexpression de 

protéines autophagiques non ancrées aux membranes (LC3120A et GABARAPG116A), 

permettent d’étudier le rôle cytosolique dépendant et indépendant de l’autophagie. A titre 

d’exemple, la surexpression de GABARAPL1 est suffisante pour induire l’autophagie basale 

indépendamment de sa conjugaison aux autophagosomes (Poillet-Perez et al., 2017)  
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Caenorhabditis elegans, est un modèle utilisé pour l’étude fonctionnelle de l’autophagie au cours 

du développement et la longévité. En effet, dès la fécondation, tout au long du développement 

et plus tardivement au cours du vieillissement, le processus autophagique est retrouvé de 

manière physiologique, mais peut aussi être induit par des carences nutritionnelles ou un stress 

thermiques (Chen, Scarcelli and Legouis, 2017). D’autre part C. elegans possède 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 rôles des deux 

familles chez l’homme. Des similitudes de fonctions semblent être conservées entre C. elegans 

et les mammifères, comme le rôle indispensable de LGG-1/GABARAP pour maintenir un 

flux autophagique.  

 

L’un des défis scientifiques d’aujourd’hui consiste à cartographier de manière temporelle et 

spatiale les différentes fonctions des protéines de types Atg8. En plus de son rôle autophagique 

au cours du développement et de la longévité, on lui attribue notamment des rôles 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 rôles 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 

étude. Nous avons utilisé CRISPR-Cas9 pour obtenir de nouveaux allèles mutants du gène lgg-

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.I),  soit les deux.  

J’ai notamment pu montrer que des formes non membranaires de GABARAP/LGG-1 sont 

suffisantes pour permettre différentes fonctions autophagiques tout au long de la vie du ver. 

Mes résultats suggèrent 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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J’ai choisi de présenter les résultats obtenus au cours de ma thèse en deux parties :    

 

PARTIE I- Étude des fonctions autophagiques et non autophagiques des protéines 

LGG-1/GABARAP 

 
La partie I consiste dans un premier temps à détailler les stratégies et méthodes utilisées pour 

l’obtention de nouveaux allèles mutants du gène lgg-1 ainsi que l’obtention de protéines de 

fusion mCherry::LGG-2 et GFP ::LGG-1 par l’ingénierie CRISPR-Cas9. Dans un second 

temps, mes résultats  sont présentés sous la forme d’un manuscrit en anglais. Mon projet de 

thèse consiste à caractériser les fonctions  s des différentes formes de LGG-1 chez 

Caenorhabditis elegans. LGG-1, l’homologue de la famille GABARAP, est essentiel à la viabilité 

et au développement du nématode. Afin de déterminer les différents rôles 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 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 à la fois l’autophagie sélective au 

cours du développement (mitophagie et agréphagie) et l’autophagie globale physiologique au 

cours du vieillissement, ou induite suite à un stress nutritionnel. Nos résultats suggèrent que la 

fonction majeure de la forme clivée mature interviendrait dans des étapes précoces d’induction 

du processus.  

 
 
PARTIE II -  Étude de l’autophagie en condition de stress chez Caenorhabditis elegans 

 

La seconde partie présente ma contribution à un projet parallèle, notamment par des 

expériences de vidéo-microscopie. Déchiffrer comment l’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 à la caractérisation du mécanisme 

d’autophagie à la suite d’un stress thermique aigu (aHs). Y. Chen a montré qu’une élévation 

aigue de la température modifie l’homéostasie mitochondriale et induit un flux autophagique 

et des événements de mitophagie. Cette étude fait l’objet d’un article sous presse dans Journal 

Cell Biology présenté en seconde partie des résultats  
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Figure 39 - Mécanismes mis en place à la suite d’une cassure double brin  

L’activité́ endonucléase de la Cas9 engendre une cassure double brin. A la suite de cette coupure deux types 

de mécanismes de réparation peuvent être mis en place. Une réparation par jonction des extrémités non-

homologues (NHEJ) pouvant générer des délétions et insertions de longueurs variables. La 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 l’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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Figure 38 -  Le complexe Cas9-crRNA-tracrRNA  
La nucléase Cas 9 (vert) cible l’ADN à cliver à l’aide de l’ARN guide composé du tracrRNA (bleu) et du 
crRNA (jaune). Le tracrRNA par homologie de séquence, cible à la fois le crRNA qui lui-même a une forte 
homologie avec l’ADN cible à 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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PARTIE I- Etude des fonctions autophagiques et non autophagiques des 
protéines Ubiquitines-like LGG-1/GABARAP 
 

I. Mutagénèse ciblée : obtention de nouveaux allèles des gènes lgg-1 et lgg-2 

Il existe chez les mammifères sept homologues d’Atg8 regroupés en deux familles : la famille 

MAP-LC3 (microtubule-associated protein1 light chain 3) et la famille GABARAP (amino- 

butyric acid receptor-asscoated protein). Le nématode est le modèle choisi par l’équipe de 

Renaud Legouis pour l’étude des fonctions des homologues d’Atg8 au cours du développement 

car il n ‘en possède que deux: lgg-1 et lgg-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 à élucider. L’approche de 

mutagenèse par CRISPR-Cas9 permet de s’affranchir des problèmes liés à la transgénèse 

classique chez C. elegans, tels que la surexpression des protéines et les profils d’expression 

incomplets liés à l’ insertion aléatoire du transgène dans le génome.  

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

 

Le système CRISPR-Cas9 est un mécanisme de coupure double brin ciblé, utilisé par 

les bactéries et les Archae comme système immunitaire adaptatif contre les phages et les 

plasmides. L’utilisation de ce système comme outil permet de générer des modifications 

génomiques précises pour l’obtention des mutants ou de protéines de fusion pour l’étude des 

mécanismes cellulaires et moléculaires. Pour exercer son activité endonucléase, la Cas 9 se lie à 

2 petits ARN : l’ARN CRISPR (crRNA), portant une séquence complémentaire de l’ADN 

cible, et le trans-activating CRISPR RNA (tracrRNA) qui s’hybride avec le crRNA 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 l’ADN cible, et est capable de générer une cassure double brin 3 

nucléotides en aval. Deux types de mécanismes de réparation d’ADN peuvent être alors mis 

en place, Figure 39. Une réparation dite spontanée par jonction des extrémités non 

homologues (NHEJ : Non homologous end joining), ou par recombinaison homologue en 

présence de séquence d’ADN donneur (HDR : Homologous direct repair). Le processus de 

NHEJ peut être à l’origine d’insertions ou de délétions de taille variable au niveau du site de 

coupure, permettant l’inactivation d’un gène d’intérêt pour l’étude de sa fonction.  
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Figure 40 : Stratégie CRISPR pour obtenir des nouveaux allèles mutants de lgg-1 et lgg-2 

A -Stratégie d’obtention des mutations ponctuelles dans la fin de la séquence codante de lgg-1. L’ARN guide 
choisi est capable de s’hybrider par appariement sur la séquence d’ADN surlignée en jaune.  De manière 
dogmatique la cas9 clive 3 nucléotides en amont du motif  NGG (PAM). Le site de coupure est représenté par 
une flèche noire. B – Début de la séquence codante de lgg-1 et lgg-2 Le motif  PAM choisi est proche de l’ATG 
pour permettre l’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 à l’aide d’un ADN matrice. 

 

1.2 Utilisation de Cas9 pour cibler une coupure spécifique du génome 

 
La première étape consiste à identifier la région cible en fonction de la modification 

génique que l’on veut générer et à identifier le meilleur site de coupure. Pour les mécanismes 

HDR, il faut choisir un site de coupure aussi proche que possible de l’endroit où l’on veut 

générer une modification (Dickinson and Goldstein, 2016). La seconde étape consiste à créer 

une séquence guide unique (crRNA) 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 être unique. Pour cela nous avons identifié́ la séquence guide à l’aide d’un 

outil développé́ par le laboratoire de Feng Zhang’s, disponible sur le site http://crispr.mit.edu. 

Cet outil répertorie toutes les séquences guides possibles et identifie le pourcentage de off-

target pour chaque guide. Cette étape est très importante puisqu’elle permet de donner une 

spécificité́ d’action à la Cas9, Figure 40.   

1.3 Construction des matrices de réparation d’ADN   

Les matrices de réparation pour l’obtention d’une mutation ponctuelle de lgg-1 sont des 

produits de PCR présentant une partie homologue avec l’ADN cible et présentant les 

mutations ponctuelles d’intérêts (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 crRNA ne se réhybrident après la réparation. Afin de déterminer les différents 

rôles de GABARAP/LGG-1, j’ai généré́ des mutants permettant d’exprimer uniquement la 

forme précurseur (lgg-1G116AG117A), la forme mature cytosolique (lgg-1G116AG117*), ou les  

deux (lgg-1(G116A). 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 première glycine en une alanine, soit la seconde, soit les deux pour obtenir 

différents allèles mutants de lgg-1.Les différentes matrices de réparation utilisées pour obtenir 

les différents mutants lgg-1 sont détaillées en ANNEXE 1. 
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Figure 41 - Stratégie Co-CRISPR 

Réalisation simultanée d’un co-CRISPR, l’un ciblant le gène marqueur dpy-10 et l’autre le gène d’intérêt lgg-

1. Cette stratégie permet de mettre en évidence les animaux ayant la plus forte probabilité́ d’avoir des 

modifications géniques au locus lgg-1. La matrice de réparation ciblant le gène marqueur dpy-10 porte une 

mutation non-sens, conférant un phénotype roller, [rol], les individus tournant en rond. Une délétion au 

locus dpy-10 confère 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 

probabilité́ de subir des modifications géniques au locus lgg-1. Cette stratégie permet une pré-sélection des 

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

 

Les approches expérimentales de CRISPR ont été développées dans l’équipe depuis plusieurs 

années en adaptant les protocoles d’édition du génome chez C. elegans (Paix et al., 2015). 

L’efficacité du CRISPR étant variable d’un individu à l’autre, nous avons mis en place une 

stratégie de co-CRISPR. En plus du locus d’intérêt, 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, à la suite de la cassure double brin provoquée par la Cas9, 

une délétion au niveau du gène marqueur dpy10 provoque un phénotype dit dumpy [dpy], ces 

animaux ont une morphologie plus courte que la morphologie sauvage. Au niveau de ce locus, 

l’insertion d’une matrice de réparation comportant une mutation non-sens provoque un 

phénotype roller [rol], c’est à 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 deuxième locus (le gène d’intérêt) est également modifié. Les 

modifications géniques semblent être plus nombreuses parmi les descendants de certaines 

mères injectées. Ces individus sont isolés les uns des autres sur des boites pour permettre 

l’obtention d’une seconde génération. Puis, une PCR et un séquençage sont effectués pour 

sélectionner les animaux porteurs de la mutation d’intérêt. 

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

 

L’obtention des protéines de fusion a été réalisée en collaboration avec Christophe Lefebvre et 

Emmanuel Culetto , maîtres de conférences dans l’équipe.  Le site de coupure choisi est très 

proche de l’ATG pour éviter de perturber la fonctionnalité́ 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 

l’obtention de la mCherry::LGG-2 à l’issue de l’injection dans les gonades de 25 

hermaphrodites de pré-complexes Cas9-crRNA- tracrRNA 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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Figure 42 - Tableau récapitulatif des résultats obtenus suite à deux expériences de CRISPR pour 
l’obtention des protéines de fusion LGG-1 et LGG-2 
 
Tableau récapitulatif des résultats obtenus A- suite à la co-injection des matrices de réparation gfp ::lgg-1 et 
mCherry ::lgg-1. B- suite à l’injection de la matrice de réparation mCherry ::lgg-2 
 F0 correspond aux vers ayant subi l’injection. Après injection ces animaux s’autofécondent et donnent une 
génération F1. L’efficacité du CRISPR étant variable d’un individu à l’autre, nous avons isolé les animaux 
ayant eu des événements de recombinaison au locus dpy-10 (surlignages jaunes clairs). Ces évènements sont 
visibles à l’œil 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 lgg-1 ait lui aussi 
subi des évènements 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 à la co-injection des matrices de réparation gfp::lgg-1 et mCherry ::lgg-1. D- suite à l’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 lgg-2 permet de 

révéler la présence d’une bande de 417 pb correspondant à la séquence génomique sauvage. 

L’obtention d’une bande de 1134 pb suggère l’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 

l’expression de la mCherry au microscope. L’insertion fonctionnelle de la séquence codant la 

protéine fluorescente au locus de lgg-2 a été observée dans 22,6% des cas soit 23 lignées. Pour 

l’insertion de la GFP et de la mCherry au locus lgg-1, la même méthode de génotypage que celle 

utilisée pour LGG-2 a été effectuée. 9 lignées GFP::LGG-1 et 8 mCherry ::LGG-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 l’embryon : des structures uniquement positives pour LGG-1, d’autres 

uniquement positives pour LGG-2, et une troisième catégorie doublement positive, à 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 être effectuées. Les outils mCherry::LGG-2 et GFP::LGG-1 créés sont donc 

encourageants pour l’étude de ces différentes populations d’autophagosomes, Figure 43. J’ai 

par la suite effectué des premières expériences de vidéomicroscopie à l’aide du microscope 

confocal spinning disque. En effet, la présence de trois populations différentes soulève de 

nombreuses questions. Est-ce que ces différentes populations d’autophagosomes ciblent les 

mêmes cargos ?  Est-ce qu’il y a un recrutement successif ou simultané de LGG-1 et LGG-2 

sur les membranes ? 
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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  
 
 
 
 

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 j’ai effectué des expériences de vidéomicroscopie 

permettant d’analyser les différentes populations d’autophagosomes dans les embryons. Des 

expériences préliminaires sur une population autophagosomale positive à la fois pour LGG-1 

et LGG-2 suggèrent 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’être reproduits. Pour la première fois, nous pouvons suivre in vivo le profil d’expression des 

protéines LGG-1 et LGG-2 dès la fécondation et tout au long du développement, dans un 

contexte similaire à celui de la protéine endogène.  

 

1.7 Obtention de nouveaux mutants du gène lgg-1  

 

A mon arrivé au laboratoire, l’équipe a utilisé l’ingénierie CRISPR-Cas-9 pour construire une 

lignée comportant une mutation ponctuelle du gène lgg-1 dans le but d’inhiber l’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 lgg-

1(G116A), chez lequel la glycine située en position 116 a été remplacée par une alanine. De 

plus, à l’issue 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 lgg-1, le mutant lgg-

1(G116A) et les allèles mutants lgg-1(pp22) et lgg-1(pp66). Les lignées générées sont récapitulées 

dans l’ANNEXE 2. Le mutant lgg-1(pp22) présente l’insertion d’une thymine en position C-

terminale, provoquant un décalage du cadre de lecture, qui fait apparaître un codon STOP 

précoce, codant potentiellement une protéine plus courte. Quant au mutant lgg-1(pp66), une 

délétion d’une quarantaine de nucléotides provoque un décalage du cadre de lecture à l’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 l’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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Figure 45 - Tableau récapitulatif des résultats obtenus suite à deux expériences de CRISPR 
pour l’obtention des mutants lgg-1(G116AG117A) et lgg-1(G116AG117*) 
 
Tableau récapitulatif des résultats obtenus A- suite à la co-injection des matrices de réparation lgg-
1(G116AG117*) et lgg-1(G116AG117A). B- suite à l’injection seule de la matrice lgg-1(G116AG117A). 
 F0 correspond aux vers ayant subi l’injection. Après injection ces animaux s’autofécondent et donnent 
une génération F1. L’efficacité du CRISPR étant variable d’un individu à l’autre, nous avons isolé les 
animaux ayant eu des événements de recombinaison au locus dpy-10 (surlignages jaunes). Ces 
évènements sont visibles à l’œil 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 lgg-1 ait subit des évènements 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 à la co-injection des matrices de 
réparation lgg-1(G116AG117*) et lgg-1(G116AG117A).  D- suite à l’injection seule de la matrice lgg-
1(G116AG117A). 
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Par la suite nous avons voulu générer des mutations ponctuelles permettant d’obtenir les 

formes LGG-1.I  et pLGG-1 seules. En effet, l’insertion simultanée de deux matrices de 

réparation différentes, G116AG117* et G116AG117A,  n’a permis d’obtenir que l’un des deux 

mutants. Parmi les animaux sélectionnés, 12 % sont lgg-1(G116AG117*) et 0% lgg-

1(G116AG117A). Cela pourrait être dû à une différence d’affinité des crRNA avec l’ADN 

cible. En effet, l’insertion seule n’a permis d’obtenir qu’un seul individu lgg-1(G116AG117A).  

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 l’autophagie et du développement chez C.elegans  

 
 

Cette partie consiste à résumer les résultats obtenus au cours de mon projet de thèse avant 

d’insérer une première version du manuscrit en préparation.  

 

La protéine « ubiquitine like » Atg8 est l'un des acteurs principaux de la macroautophagie qui 

chez la levure, est nécessaire à plusieurs étapes du processus telles que l'initiation, la 

reconnaissance et l'engloutissement du cargo et la fermeture des autophagosomes, (Ichimura et 

al., 2000, 2004; Nakatogawa, Ichimura and Ohsumi, 2007; Kraft et al., 2012; Knorr et al., 2014) 

Il existe sept isoformes homologues d’Atg8 chez l'homme définissant deux familles le MAP-

LC3 (LC3A-a, LC3A-b, LC3b, LC3C) et GABARAP (GABARAP, GABARAPL1, 

GABARAPL2), (Shpilka et al., 2011). Les protéines LC3/GABARAP peuvent avoir des 

fonctions similaires et spécifiques au cours du flux autophagique, (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). 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 et al., 2016).  

 

La pléiotropie des protéines Atg8/LC3/GABARAP ne se limite pas à l'autophagie, ces 

protéines ont notamment un rôle dans le trafic de récepteurs intracellulaires, de suppresseur de 

tumeur, dans la phagocytose des corps apoptotiques (LAP), dans la voie ERAD, (Schaaf et al., 

2016; Galluzzi and Green, 2019). Plusieurs équipes ont tenté́ de décrire les rôles des sept 

protéines individuellement chez les mammifères. Mais les protéines d’une même famille 
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possèdent une forte similarité́ de séquence réduisant ainsi la spécificité́ des anticorps ou des 

ARN interférents.  

 

De plus, une série de modifications post-traductionnelles, similaires à 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 à leur extrémité C-terminale après le résidu invariant glycine116 pour 

les protéines GABARAP (forme I) (ou la glycine en poition 120 pour les LC3) et conjuguées à 

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 être assujetties à d’autres modifications telles que des phosphorylations, 

ubiquitinations ou des acétylations (Schaaf et al., 2016).  Un tel niveau de complexité rend très 

difficile l'étude des fonctions spécifiques de chaque protéine chez l'homme, (Nguyen et 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 et 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 rôle dans la reconnaissance des cargos 

ubiquitinylés et interagit avec un récepteur autophagique, ALLO-1. LGG-1 est essentielle à 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 troisième doublement positive pour LGG-1 et LGG-2, suggère des 

fonctions spécifiques de ces protéines. De plus chez C.elegans, lgg-1 est un gène essentiel à la 

viabilité du ver alors que lgg-2 est dispensable (Manil-Ségalen et al., 2014). Afin de déterminer 

les différents rôles de GABARAP/LGG-1, nous avons généré via l’ingénierie CRISPR-Cas9 

des mutants permettant d’exprimer uniquement la forme précurseur (lgg-1(G116AG117A), la 

forme mature cytosolique (lgg-1(G116AG117*)), ou les deux (lgg-1(G116A)). 
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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 glycine116 

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 être utilisée 

pour le clivage. 

 

Résultat 2 : Les fonctions autophagiques de GABARAP/LGG-1 sont indépendantes de 

sa localisation aux autophagosomes 

Nous avons montré qu’une forme non membranaire LGG-1(G116A) est suffisante pour 

permettre toutes les fonctions autophagiques testées. De plus, non seulement que l’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 

à toutes leurs fonctions . Nos résultats suggèrent également que la fonction majeure de la forme 

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

 

Résultat 3 :  Rôle 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 lgg-

1(G116A) est fortement diminuée. Néanmoins l’obtention d’un double mutant lgg-

1(G116A) ;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 

Lgg-1 est un gène essentiel, dont la déplétion entraine une létalité embryonnaire. Nos résultats 

montrent pour la première 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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PARTIE II. –  L’autophagie facilite la reconstruction du réseau mitochondrial 

et la récupération développementale après un stress thermique via un 

processus dépendant de DRP-1 

 
Comprendre comment l’autophagie dite sélective participe aux processus développementaux 

et d’adaptation au stress des animaux est un défi majeur. En effet, l’autophagie est impliquée 

dans le contrôle qualité des protéines et des organites de manière physiologique, ou induite à 

la suite d’un stress. La dérégulation de l’autophagie peut être à 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 à la suite d’un stress cellulaire. Y. Chen a pu mettre en évidence qu’une 

élévation aigue de la température modifie l’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 première fois, l’équipe a pu développer un protocole permettant d’induire la formation 

d’autophagosomes suite à un choc thermique de 37°C pendant 60 minutes (aHS). L’analyse des 

dommages cellulaires a été bien caractérisée dans plusieurs tissus et à différents stades larvaires. 

La morphologie du RE et des mitochondries est modifiée après HS. En plus d’une 

augmentation des vésicules semblables à des autophagosomes, les mitochondries sont plus 

petites, plus rondes, paraissent plus sombre, et la matrice contient des structures irrégulières et 

denses, visibles par microscopie électronique. De plus, l’impact du HS sur des animaux L4 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 après un 

aHS. 

Des expériences de Seahorse ont permis de mesurer la capacité respiratoire des animaux après 

le HS. Une heure après le aHs, la consommation maximale d’oxygène des animaux est 

fortement réduite. La visualisation des mitochondries par microscopie photonique a révélé que 

les mitochondries de l’épiderme sont fortement touchées et fragmentées.  Le réseau 

mitochondrial, 2 heures, 4 heures, et 24 heures après 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 à la GFP a permis d’identifier 

que le nombre d’autophagosomes est augmenté après HS. L’analyse par westernblot de la 

quantité de LGG-1 lipidées à la membrane des autophagosomes confirme l’induction du flux 

autophagique. Par ailleurs des approches génétiques par l’utilisation de mutants et d’ARNi (atg-

3, atg-7, lgg-1, epg-5 or lgg-1) permettent de mettre en évidence, une augmentation du nombre 

d’autophagosomes après le aHS.   

L’autophagie protège 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 atg-7(ARNi) ou lgg-1(ARNi) mesurée 24h après le aHS 

a pu mettre en évidence des animaux plus petits que les animaux sauvages. De plus, les animaux 

présentant une altération de l’autophagie commencent à pondre des œufs plus tard que les 

animaux contrôle, indiquant que le HS a un impact plus important.  De plus la quantification 

de la reconstruction mitochondriale des animaux atg-7(ARNi) ou lgg-1(ARNi) est retardée par 

rapport aux animaux contrôle. Ces données démontrent que l’autophagie protège les larves du 

retard développemental et est importante pour la dynamique de reconstruction mitochondriale 

après 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.  Après aHS, de nombreux autophagosomes sont 

retrouvés proches des mitochondries et certains colocalisent, suggérant des évènements de 

mitophagie.  Néanmoins, l’utilisation de mutants ARNi des récepteurs autophagiques pink-1, 

pdr-1 dct-1 et fndc-1 n’a pas permis de mettre en évidence un rôle 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 après HS. Ensemble, ces 

résultats indiquent qu’en absence de DRP-1 les mitochondries soumises à un stress thermique 

ont tendance à modifier leur forme mais ne parviennent pas à 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 irrégulières et présentent des bras ouverts étendus. Par ailleurs la taille 

des animaux après 24 heures de récupération est diminuée par rapport aux animaux contrôle. 

Ces données indiquent que DRP-1 est nécessaire pour la réponse autophagique et l’adaptation 

au aHS.  

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

Après 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 

à 41% contrairement aux animaux contrôles. Ces données suggèrent que DRP-1 est impliquée 

dans la coordination entre la fission mitochondriale et la biogénèse des autophagosomes suite 

à un stress thermique.  

En conclusion, cette étude fournit la première preuve que, à la fois au cours de l’autophagie 

basale, et induite, les autophagosomes sont formés proches des mitochondries dans l’épiderme 

chez C. elegans.  La réponse autophagique et mitophagique suite à un stress thermique est 

réalisée dans les mutant drp-1. De plus, nos données suggèrent que la fission mitochondriale 

pourrait réguler le flux autophagique et soutiennent l’hypothèse que DRP-1 est impliquée dans 

la coordination entre fission et biogénèse des autophagosomes.  
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Ce travail de recherche a permis de mieux comprendre les rôles des différentes formes des 

protéines LGG-1 au cours de l’autophagie et du développement chez C. elegans. J’ai pu mettre 

en évidence que la présence d’une forme non lipidable à 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 possèdent une glycine C-terminale conservée en position 116 

pour LGG-1/GABARAP et 120 pour LGG-2/LC3, importante pour l’ancrage covalent à un 

substrat. Les protéines précurseur Atg8 sont directement clivées par une protéase Atg4 

permettant l’exposition en partie C-terminale de cette glycine pour donner la forme mature 

cytosolique (forme I). Au cours de l’élongation des phagophores, les ATG8 sont ancrées à la 

phosphatidyléthanolamine (forme II) par une succession d’enzyme E1, E2, E3.  Chez C .elegans 

LGG-1 possède 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 l’ubiquitine. 

Contrairement à LGG-1, les formes matures cytosoliques de NEDD8 et l’ubiquitine exposent 

un motif double glycine : Gly75-Gly76 (Pan et al., 2004).  En effet, le clivage se fait après la 

deuxième glycine 76, alors que pour LGG-1 le clivage est effectué entre la glycine 116 et la 

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

 

1.1 La glycine116 est importante pour le clivage  

 
Chez C. elegans la glycine 116 de LGG-1 est importante pour sa conjugaison à la membrane des 

autophagosomes. La mutation de la glycine 116 en alanine empêche 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 

contrôle, la forme précurseur n’est pas détectée car elle est directement clivée.  Par ailleurs la 

mutation seule de la glycine 116 n’empêche pas le clivage total car une forme LGG-1(G116A).I 

est détectée. Ces résultats suggèrent que la seconde glycine 117 peut être utilisée pour le 

clivage. En effet les mutations des deux glycines 116 et 117 (LGG-1(G116AG117A) empêche 

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 lgg-1(G116A) un mélange d’une forme cytosolique se 

terminant avec une alanine116 et une glycine 117.  

 

1.2 La mutation de la glycine 116 provoque l’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 à la forme LGG-1.I. Ces résultats 

sont inattendus. Même si certaines études mentionnent brièvement la présence de cette bande, 

nous n’avons pas trouvé d’article scientifique caractérisant cette forme. Plusieurs hypothèses 

peuvent être émises.  

 

Hypothèse 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, l’activité de l’E1 se fait en deux étapes. La première est une activation 

par adénylation du groupe C-terminal COOH de l’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 l’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 l’E1 Atg7, mais pas avec l’E2 Atg3 (Zhang et al., 2015). Un 

intermédiaire LGG-1-AMP pourrait s’accumuler dans les mutants pour lesquels la glycine 116 

est mutée en alanine.   

 

Hypothèse 2 : LGG-1 s’ancre à un autre phospholipide : la phosphatidylsérine  
 

Deux études ont pu montrer que la phosphatidylsérine peut être utilisée comme substrat de la 

lipidation d’Atg8 (Sou et al., 2006; Durgan et al., 2020). On peut imaginer que l’absence de 

lipidation à la phosphatidylethanolamine provoque une augmentation d’ancrage de LGG-1 à 

un autre phospholipide. Aucune donnée ne permet aujourd’hui de dire si cette lipidation sur la 

phosphatidylsérine pourrait utiliser le même système de conjugaison que celui à 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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II. 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 rôle développemental de LGG-1 

indépendant de sa fonction autophagique. En effet, lgg-1 est un gène essentiel chez C. elegans 

pour le développement et la fertilité. La déplétion de lgg-1 provoque des défauts 

développementaux tardifs au moment de l’organogénèse, corrélés à une forte létalité 

embryonnaire et larvaire. Par ailleurs, LGG-1 est requise pour l’autophagie tout au long de la 

vie du ver. Dès 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 à la longévité.  

L’obtention par CRISPR Cas9 d’un nouveau mutant du gène lgg-1, pour lequel la 

protéine LGG-1 est présente mais incapable d’assurer des fonctions autophagiques a 

permis, pour la première fois, de dé-corréler les fonctions développementales et 

autophagiques de LGG-1. En effet, le mutant lgg-1(G116AG117*) 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 

problèmes 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(G116AG117A), 

la forme mature cytosolique LGG-1.I (lgg-1G116AG117*) ou les deux (lgg-1(G116A)). Les 

mutants empêchant la lipidation de LGG-1 aux membranes et exprimant au moins la forme 

LGG-1.I 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 première fois non seulement d’étudier à l’échelle de l’animal les 

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

l’autophagie. 

 Le mutant exprimant uniquement la forme précurseur LGG-1.P non clivable présente une 

forte létalité embryonnaire, corrélée à 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 atg4.1, atg4.2, incapable 

de cliver la forme précurseur en forme LGG.I, est létal à l’état homozygote (D. Wu et al., 2012).  

Pour confirmer l’ensemble de ces résultats il pourrait être intéressant d’utiliser des approches 

génétiques permettant la création d’une souche de vers comportant un transgène exprimant 

uniquement la forme LGG-1.I non lipidable, et de la croiser avec un mutant lgg-

1(G116AG117A) ou lgg-1(tm3489) pour voir si la fonction développementale peut être sauvée. 

D’autres approches génétiques par croisements entre le double mutant atg4.1 atg4.2 (ou ARNI) 

et les mutants lgg-1(G116A) et lgg-1(G116AG117*) pourraient être envisagées et fournir des 

arguments supplémentaires.  

 

2.3 Quel rôle de LGG-1 dans le développement ? 

 
Plusieurs études ont démontré que les protéines de la famille Atg8 ont des fonctions non liées 

à leur rôle de biogenèse des autophagosomes et de recrutement spécifique de cargo à dégrader. 

A l’origine, Atg8 et ses homologues étaient connus pour leurs rôles dans le trafic membranaire 

intracellulaire (Shpilka et al., 2011). Une étude récente chez la drosophile a démontré un rôle 

d’Atg8a dans le développement des larves indépendant de la lipidation d’Atg8 et de l’autophagie 

(Jipa et al., 2020). Chez C. elegans la perte de fonction de lgg-1 provoque notamment des 

malformations embryonnaires. Il serait intéressant de comprendre quels sont les rôles tardifs 

de LGG-1 au cours de l’embryogenèse.  Chez C. elegans la fonction développementale des 

protéines cytosoliques matures LGG-1(G116AG117*) et LGG-1(G116A) non lipidables n’est 

pas perturbée contrairement à 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 et al., 

2014). Une double approche protéomique (double hybride et spectrométrie 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 à un défaut développemental 

embryonnaire tardif (Rapport de stage V. Scarcelli). Il serait intéressant de savoir si cette 

interaction est maintenue in vivo et également dans les différents contextes mutant lgg-1.  

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

 

Alors que le mutant perte de fonction lgg-2 ne présente pas de défaut morphologique ni de 

létalité, le gène lgg-1 est un gène essentiel et le mutant nul lgg-1  présente une forte létalité 

embryonnaire (81%).  Par ailleurs les doubles mutants lgg-1, lgg-2 présentent un phénotype 

augmenté plus sévère avec 100% de létalité.  De plus, le rôle 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 à la simple lgg-1(tm3489). Ces résultats mettent en évidence une 

fonction partiellement redondante de LGG-1 et LGG-2 au cours du développement. De 

manière surprenante le double mutant lgg-1(G116A) ; lgg-2(tm5755) et lgg-1(G116AG117*) ; lgg-

2(tm5755) ne phénocopie pas la perte de fonctions du double mutant nul et est similaire à un 

contrôle. Ces résultats permettent de mettre en évidence un rôle spécifique et suffisant 

de la forme mature LGG-1.I au cours de certains processus développementaux. Des 

analyses complémentaires pourraient être effectuées afin d’exclure des phénotypes plus subtils, 

avec l’utilisation de marqueurs des cellules épithéliales par exemple     

 

III. 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 à déterminer.  La conjugaison des protéines de type ATG8 est 

essentielle pour de nombreuses formes d’autophagie, néanmoins certaines études émergentes 

mettent en évidence que la biogénèse 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 première fois une fonction d’une forme cytosolique 

de LGG-1, suffisante pour maintenir un flux autophagique complet, de l’initiation du flux à la 

dégradation du cargo. Un des points fort de notre étude est que cette fonction de LGG-

1.I n’est pas restreinte à un seul processus autophagique. Le rôle 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 

l’autophagie aléatoire massive.  

 

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

Chez les mammifères, les protéines de type GABARAP interagissent avec le complexe 

d’initiation (ULK1, ATG13, FIP200) et permettent l’activation de la sérine thréonine kinase 

ULK1  (Alemu et al., 2012; Joachim et al., 2015; Poillet-Perez et al., 2017). Cette interaction est 

dépendante du domaine LIR. Par ailleurs, la surexpression de GABARAPL1-G116A ou 

GABARAPL1 conduit à une augmentation de l’activation de ULK1, suggérant une fonction 

indépendante de la forme conjuguée (Poillet-Perez et al., 2017). De plus le domaine LIR de 

ULK1 est requis pour la phosphorylation d’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 

et al., 2015). Nous avons pu mettre en évidence que les premières étapes du flux autophagique 

ne semblaient pas être altérées chez le mutant lgg-1(G116A), grâce aux marqueurs précoces 

Atg18::GFP, contrairement à un mutant perte de fonction de lgg-1, ou présentant une 

autophagie non fonctionnelle comme le mutant lgg-1(G116AG117*). Chez les mammifères, 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 et al., 2015). Par ailleurs une étude chez la levure a pu montrer que le PAS est un 

condensat liquide de protéines Atg. Des expériences in vitro montrent que le complexe Atg1 

subit une séparation de phase pour former des gouttelettes de liquide. Ces gouttelettes peuvent 

être attachées aux membranes via des interactions protéine-protéine spécifiques (Yamaguchi et 

al., 2018). A partir de la bibliographie nous pouvons émettre l’hypothèse que LGG-1(G116A) 

est capable d’interagir avec UNC-51 au niveau de l’omégasome pour permettre les premières 

étapes du flux.  
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3.1.2 Rôle de LGG-1 dans la reconnaissance de cargo : modèle de biogénèse 
des autophagosomes induits par les cargos 

 

Comprendre comment les protéines de type Atg8 peuvent induire la formation 

d’autophagosomes au bon endroit, sans être ancrées à la membrane des autophagosomes reste 

un défi majeur.  Chez la levure, le PAS définit l’emplacement de formation des 

autophagosomes. Chez les mammifères les autophagosomes sont générés en de multiples sites 

dans le cytoplasme. Il est possible que le cargo puisse être 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 

l’initiation de l’autophagie est dépendante des récepteurs autophagiques. Pour initier la 

mitophagie, PINK1 phosphoryle l’ubiquitine pour activer l’E3 ligase PARKIN, permettant la 

construction de chaines d’ubiquitines sur les protéines de la membrane externe des 

mitochondries, dans les cellules de mammifères. Après traitement à l’oligomycine et à 

l’antimycine (OA) les récepteurs autophagiques OPTN et NDP52 localisent au niveau des 

mitochondries.  Par ailleurs les mutants NDP52 et OPTN empêchent 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 manière surprenante GFP-LC3B dans un mutant ATG5 (où LC3 n’est pas 

ancrée à la PE), est retrouvée au niveau des mitochondries après trois heures de traitement OA, 

mais pas sous forme de points, suggérant que LC3 est capable de localiser au niveau des 

mitochondries indépendamment de son ancrage aux autophagosomes (Lazarou et al., 2015).   

Ces données permettent d’imaginer comment, dans notre système, LGG-1(G116A) pourrait 

permettre d’induire la formation de membranes au bon endroit.  En effet, nous pouvons 

imaginer un modèle selon lequel LGG-1 (G116A) pourrait dans un premier temps reconnaître 

les cargos à dégrader via son domaine LIR et dans un second temps permettre le recrutement 

de la machinerie autophagique. Dans notre système, les expériences d’immuno-fluorescence 

n’ont pas permis de visualiser la présence de LGG-1(G116A) au niveau des cargos. Cela est 

peut-être dû à la faible quantité de protéines présentes. Des expériences d’induction du flux 

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

1(G116A).  
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3.1.3 Rôle 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 GABARAPL1 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 PLEKHM1 est requis pour 

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

 

Par ailleurs les protéines GABARAP recrutent PI4kIIα, 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 et al., 2015).  

  

Chez C. elegans LGG-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 

et al., 2014). En effet, au cours du processus d’allophagie, la déplétion de LGG-2 n’empêche 

pas la dégradation des constituants paternels mais provoque un retard de dégradation des 

autophagosomes (Manil-Ségalen et al., 2014).  Une hypothèse est que la protéine LGG‐1 

pourrait compenser la perte de LGG‐2. En effet, une étude chinoise a démontré que LGG‐1 

possédait à la fois une activité dans le rapprochement de membranes, mais également dans la 

fusion membranaire (Wu et al., 2015). Notre hypothèse 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 légèrement retardée dans un mutant 

lgg-1(G1116). Pour tester cette hypothèse, des expériences d’immunofluorescence utilisant des 

marqueurs des lysosomes pourraient être 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 à 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 Rôle fonctionnel dans l’autophagie d’une forme cytosolique 
 

Nos données suggèrent que le mutant lgg-1(G116A) exprime une forme précurseur qui peut 

être clivée après la glycine 117, permettant la formation d’une forme cytosolique mature proche 

de la forme endogène. Le mutant lgg-1(G116G116*) permet la formation d’une unique forme 

cytosolique sans glycine terminale. La différence de fonctionnalités entre un mutant lgg-

1(G116A) et lgg-1(G116AG117*) au cours de l’autophagie soulève plusieurs hypothèses.  

 
Hypothèse : Importance du clivage pour maintenir une fonction 
 

Plusieurs études ont pu montrer un rôle important dans l’autophagie des protéases Atg4, à 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 rôle 

important dans l’expansion efficace des membrane d’isolation en permettant la dé-conjugaison 

d’Atg8 aux membranes (Hirata, Ohya and Suzuki, 2017). Chez les mammifères, la 

surexpression d’ATG4B empêche la formation de LC3-PE, en permettant la délipidation plus 

rapidement que la conjugaison (Fujita et al., 2008). Chez C. elegans, les protéases ATG-4 .1 et 

ATG-4.2 sont impliquées à 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 et al., 

2012). Même si ATG-4.1 est préférentiellement choisi pour le clivage de LGG-1, ATG-4.2 

présente un rôle redondant dans cette étape. Néanmoins, ATG-4.2 possède une fonction 

spécifique de délipidation (Hill and Colón-Ramos, 2019). Un mutant atg4.1 présente une 

accumulation de la forme précurseur mais n’empêche pas la lipidation de LGG-1, 

contrairement à un mutant LGG-1(G116A). Pour répondre à cette hypothèse Il serait 

intéressant dans notre étude de savoir si l’expression d’une forme non lipidée LGG-1(G116A) 

pourrait permettre de sauver la fonction d’un double mutant atg4.1; atg4.2.  

 

Hypothèse : Présence d’une glycine C-terminale  
 
La différence majeure entre le mutant lgg-1(G116A) et lgg-1(G116AG117*) pourrait être la 

présence d’une glycine C-terminale. Même si on ne peut pas totalement exclure que la présence 

d’une très faible quantité LGG-1(G116A) puisse se lipider, nous n’avons pas réussi à détecter 

la présence de points en immunofluorescence, ni dans des conditions d’accumulation des 

autophagosomes, ni d’une forme LGG-1.II 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 Phe119 et Gly120 d’LC3 interagissent de manière 

forte avec ATG4B alors que les deux acides aminés présents juste après Thr121 et Ala122 

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 manière très intéressante, les DUB et ULP, ont une conformation fixe et bloquée en 

« position ouverte » contrairement à HsAtg4B qui peut prendre une conformation ouverte ou 

fermée en couvrant le site actif. Lorsque LC3 est liée à HsAtg4B, l’acide aminé Phe119 de LC3 

pousse la boucle de régulation, permettant l’ouverture d’un petit espace pour accueillir le résidu 

glycine 120 de LC3 qui permet le clivage (Satoo et al., 2009). D’après la bibliographie, nous 

pouvons imaginer que les acides aminés 115, 116 et ou 117 sont importants pour permettre à 

LGG-1 d’interagir avec Atg4. Par ailleurs de manière 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 être important pour l’interaction avec les protéines Atg4, et le recrutement de la 

machinerie autophagique.   
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3.2 Rôle compensatoire de LGG-2   

 

Avec la présence de deux uniques homologues des familles LC3 et GABARAP, le nématode 

C .elegans représente un bon modèle pour l’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 lgg-1(G116A);;lgg-2(tm5755). Ce double mutant présente une 

diminution importante des fonctions autophagiques dans plusieurs processus tels que la 

résistance à une carence nutritionnelle, la longévité, ou la dégradation des composants des 

spermatozoïdes.  Ces résultats suggèrent un rôle compensatoire de LGG-2 dans ces 

différents processus autophagiques. Néanmoins, malgré une diminution importante, 

certaines fonctions autophagiques semblent conservées par rapport à un mutant pour lequel 

l’autophagie est déficiente (lgg-1(G116AG117*) ; lgg-2(tm5755)). Ces résultats suggèrent 

qu’une fonction de LGG-1(G116A) est maintenue en absence de LGG-2.  En effet, même 

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 très 

surprenants et bousculent de nombreux paradigmes.  

 

Hypothèse : 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 in vitro, impliquée dans la 

différentiation des érythrocytes in vivo, et dépendante de ULK1 (Nishida et al., 2009). 

 

 Des expériences de microscopie électronique sur les doubles mutants lgg-1(G116A);lgg-

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 l’idée que des autophagosomes non positifs puissent médier la dégradation 

de cargos conduit à 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 l’équipe de Renaud Legouis ont permis de détecter par des 

expériences d’immunofluorescences l’existence de trois populations différentes 

d’autophagosomes (Manil-Ségalen et al., 2014). Une positive pour LGG-1, une positive pour 

LGG-2 et une positive à 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 in vivo pour la première fois le profil d’expression des différentes populations 

d’autophagosomes. Les données obtenues avec cette lignée sont encore préliminaires et l’étude 

de la dynamique de formation par vidéo microscopie des autophagosomes fait l’objet d’un 

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

 

Hypothèse 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 ::LGG-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. Il serait 

également intéressant de mettre en évidence si le 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.   

 

Hypothèse 2 : Les différentes populations d’autophagosomes ciblent des cargos 

distincts  

Les protéines Atg8 en plus de leurs rôles dans la biogénèse des autophagosomes sont 

impliquées dans le recrutement sélectif des substrats à dégrader. Une étude  chez C.elegans  met 

en évidence que les protéines LGG-1 et LGG-2  interagissent de manière différente avec des 

substrats ou autres interacteurs. A titre d’exemple la protéine EPG-2 interagit plus fortement 

avec LGG-1 qu’avec LGG-2, à contrario SEPA-1 interagirait plus fortement avec LGG-2 

qu’avec LGG-1,  (Wu et al., 2015). Des expériences de protéomique dans notre laboratoire par 



 228 

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 et al., 2014). Ces résultats suggèrent 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 plutôt qu’une autre. Des approches multi-couleur avec des 

marqueurs des différents organites telles que des protéines résidentes du RE ou des 

mitochondries peuvent être utilisées. Par ailleurs, des approches de microscopie à expansion et 

de microscopie électronique corrélative pourraient être 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, l’apoptose, la réparation de l’ADN, la dégradation des 

protéines, l’autophagie etc (Da Costa and Schmidt, 2020; Wirth et al., 2020)). Ces protéines sont 

retrouvées impliquées dans des maladies neurodégénératives et certains cancers (Chen et 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 

à un autre processus cellulaire. 

 
LGG-1, une conseillère 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 manière physiologique, 

les protéines Atg8 sont capables d’interagir avec des substrats pour assurer par exemple la 

maturation des protéines Ape1(voie Cvt), ou encore l’activation du complexe Ulk, et le 

recrutement d’autres acteurs.  Tout comme l’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 être envisagé un certain degré de redondance entre les différentes Ubl. En 

effet, certains substrats peuvent cibler plusieurs Ubl différentes (Oved et al., 2006; Kirkin and 

Dikic, 2007).   
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LGG-1, un protecteur du stress ? 
 
Plusieurs études mettent en évidence un rôle majeur de certaines Ubl dans les mécanismes de 

résistance à différents types de stress. A titre d’exemple la protéine SUMO est particulièrement 

importante chez les plantes pour la résistance à différents stress (choc thermique, gel, 

sécheresse). En effet, une forte augmentation de protéines SUMO conjuguées est détectée 

seulement quelques minutes après l’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 

après le stress, de garder un « pool » de protéines disponible  (Kurepa et al., 2003; Miller et al., 

2013). Par ailleurs des mutants de la sumoylation présentent une hypersensibilité à la chaleur, 

au froid, aux faibles taux de phosphate et d’azote, et aux agents pathogène.s Urm1 joue un rôle 

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 l’augmentation de ROS, certaines des cibles sont des protéines de 

réponse au stress oxydatif, telles que la peroxiredoxine 2 Ahp1 (Zhang and Chen, 2021). De 

plus, SUMO, NEDD8, ISG15, FAT 19 et UFM1 sont retrouvées importantes dans la 

régulation de la réponse suivant différents dommages de l’ADN (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 pathogènes. Chez C. elegans, l’exposition à un stress 

thermique aigu  ou nutritionnel provoque l’augmentation rapide de protéines Atg8 ancrées à la 

membrane, permettant d’induire l’autophagie. Les Ubl peuvent être en quelque sorte des 

senseurs spécifiques de différents stress, permettant le recrutement d’acteurs adéquats pour 

maintenir l’homéostasie cellulaire.  
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Annexe 1. Répertoire des matrices de réparations d’ADN utilisées pour l’obtention des mutants 
lgg-1(G116A) ; lgg-1(G116AG117*), lgg-1(G116AG117A). Des insertions silencieuses ont été 
insérées permettant de créer des sites de restrictions enzymatiques. Le PAM ainsi que 
l’emplacement d’hybridation du crRNA sont indiqués.  
 

 

ANNNEXE 2 – Schémas des différents mutants lgg-1 séquencésAnnexe 1 . Répertoire des 
matrices de réparations d’ADN utilisées pour l’obtention des mutants lgg-1(G116A) ; lgg-
1(G116AG117*), lgg-1(G116AG117A). Des insertions silencieuses ont été insérées permettant 
de créer des sites de restrictions enzymatiques. Le PAM ainsi que l’emplacement d’hybridation 
du crRNA sont indiqués.  
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Annexe 2. Schémas des mutants obtenus par CRISPR-Cas9.  Les rectangles bleus représentent la 
séquence similaire à la séquence sauvage. Les rectangles blancs représentent la séquence suite à un 
décalage de phase de lecture. Le numéro d’allèle est mentionné. Les mutations ponctuelles obtenues sont 
indiquées en rouge. 
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Titre :  Etude des fonctions des protéines « ubiquitin-like » GABARAP/LGG-1 via 

l’ingénierie CRISPR-Cas9 au cours de l’autophagie et du développement chez 

Caenorhabditis elegans  

Mots clés : Autophagie, Atg8, GABARAP, LC3, ubiquitin-like, Caenorhabditis elegans 

Résumé : La macroautophagie est un processus de 

dégradation important pour le maintien de 

l'homéostasie cellulaire permettant le recyclage des 

composants cytoplasmiques par des vésicules à double 

membranes : les autophagosomes. La protéine 

« ubiquitin-like » Atg8 possède des rôles multiples au 

cours de ce processus. Ce mécanisme est conservé dans 

le règne eucaryote. Chez les mammifères six 

homologues d’atg8 existent (LC3A, LC3B, LC3C, 

GABARAP, GABARAPL1, et GABARAPL2) et ont des rôles 

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 I), qui, via un système de conjugaison 

à un lipide, est localisée à la membrane (forme II). Notre 

recherche se concentre sur LGG-1, l’homologue de la 

famille GABARAP, essentielle à la viabilité et au 

développement du nématode Caenorhabditis elegans. 

Afin de déterminer les différents rôles de 

GABARAP/LGG-1, nous avons généré des mutants par 

CRISPR/CAS9 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 à la fois l’autophagie sélective au cours du 

développement (mitophagie et agréphagie) et 

l’autophagie globale physiologique au cours du 

vieillissement, ou induite suite à un stress nutritionnel. 

Nos résultats suggèrent que la fonction majeure de la 

forme clivée mature interviendrait dans des étapes 

précoces d’induction du processus.  

 

 

  

 

Title :  Study of ubiquitin-like proteins GABARAP/LGG-1 functions by CRISPR-Cas9 

engineering during autophagy and development in Caenorhabditis elegans  

Keywords Autophagy, Atg8, GABARAP, LC3, ubiquitin-like, Caenorhabditis elegans 

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 I) 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 glycine116 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. Our results 

suggest that the major function of the mature cleaved 

form is involved in the early induction stages of the 

process. 

 


