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Introduction générale 

 

L'autophagie participe à de nombreux processus cellulaires cruciaux en recyclant et en éliminant 

les composants cellulaires endommagés, les protéines considérées comme délétères et les organites non 

fonctionnels via leur transport vers les lysosomes. De par ces différents processus, elle joue un rôle 

essentiel dans le maintien de l'homéostasie cellulaire, la régulation du métabolisme, la réponse au stress 

et l'immunité. De nombreuses études ont pu montrer son implication en réponse à des changements 

environnementaux et/ou en cas de stress physiologiques. Chez l’homme, lorsque le processus 

d'autophagie est altéré, les cellules peuvent accumuler des déchets et des protéines toxiques, ce qui peut 

contribuer au développement de diverses maladies, notamment les maladies neurodégénératives telles 

que Parkinson et Alzheimer, les maladies cardiovasculaires, les maladies métaboliques ou encore le 

cancer. 

Depuis la découverte de l’autophagie au début des années 1960 par Christian De Duve et plus récemment 

de l’Autophagie médiée par les protéines chaperonnes (plus communément appelée CMA pour 

Chaperone-Mediated Autophagy) à la fin des années 1980 par Fred J Dice, le nombre de recherches sur 

les mécanismes régissant les différents sous-types d’autophagie ont explosé. Toutefois, de nombreuses 

interrogations subsistent sur les mécanismes fins de leur activation ainsi que sur leurs rôles respectifs 

dans le contrôle des principales fonctions cellulaires et tissulaires. 

Récemment, des preuves fonctionnelles de l’existence d’une activité CMA ont été apportés chez les 

poissons (Lescat et al., 2020), apportant des changements conceptuels importants dans notre 

compréhension de l’histoire évolutive de la CMA, et ouvrant de nouvelles perspectives en recherche, 

notamment en permettant l'utilisation de modèles animaux complémentaires, tels que le poisson zèbre 

ou le médaka  (espèces déjà largement utilisées en recherche biomédicale), pour mieux comprendre les 

mécanismes régissant la CMA. 

Dans ce contexte, le travail effectué au cours de ma thèse s’est articulé en deux volets principaux. Le 

premier a consisté à faire une synthèse des connaissances actuelles sur les différents facteurs impliqués 

dans la CMA ainsi que dans un autre sous-type d’autophagie sélective, considéré comme une voie 

alternative à la CMA et appelé eMI (pour endosomal Microautophagy). Il s’agissait de retracer l’histoire 

évolutive de ces deux fonctions, mais également de déterminer dans quelle mesure des fluctuations entre 

espèces au niveau de la séquence d’un facteur clé de la CMA connu sous le nom de LAMP2A (lysosome-

associated membrane protein 2A) pourraient impacter le rôle de cette fonction.  Le second objectif était 

de déterminer la présence d’une activité CMA chez le poisson zèbre, une espèce reconnue comme étant 

un modèle animal incontournable dans la recherche scientifique. L’enjeu ici était de déterminer dans 

quelle mesure cette espèce peut être utilisée pour améliorer nos connaissances sur la régulation et le rôle 

de la CMA. Les données obtenues sont allées bien au-delà de nos attentes initiales et ont permis de 

dévoiler un rôle de la CMA, jusque-là inconnu, dans la spermatogenèse. 
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Partie I : Autophagie 

I. Différentes formes d’autophagie 

L’autophagie, qui provient de la combinaison du mot « auto » pour soi-même et de 

« phagie » pour manger, correspond à un processus catabolique lysosomal permettant la 

dégradation des macromolécules cytoplasmiques, d’organites ou encore de différents 

pathogènes au sein même de la cellule.  

Chez les mammifères, l’autophagie est décrite sous 3 principales voies : la macroautophagie, la 

microautophagie et l’autophagie médiée par les protéines chaperonnes (plus communément 

Figure 1 : Principales voies de l’autophagie : la macroautophagie, la microautophagie et l’autophagie médiée par les protéines 
chaperonnes (Boya et al, 2013). 

a. L’initiation de la macroautophagie s’effectue par la formation d’un phagophore (ou isolation membrane), qui va ensuite 

s’allonger jusqu’à former une vésicule à double membrane, appelée autophagosome, permettant la séquestration des 

substrats à dégrader. L’autophagosome va ensuite fusionner avec un lysosome, libérant ainsi les substrats dans la lumière 

lysosomale où ils seront dégradés. 

b. Les protéines arborant un motif KFERQ-like vont être reconnues par un complexe de protéines chaperonnes mené par 

HSC70. Ce cargo va ensuite être transporté au niveau de la membrane lysosomale où il va se lier avec la protéine LAMP2A. 

Après multimérisation de LAMP2A, la protéine cible va être dénaturée, puis transloquée dans la lumière du lysosome avant 

d’être dégradée. 

c. Au cours de la microautophagie dite par « bulk », des amas de macromolécules vont être internalisés dans le lysosome pour 

être dégradés. 
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appelée CMA pour Chaperone-Mediated Autophagy) (Fig. 1). Même si la finalité de ces 

différentes formes d’autophagies est la même, c’est-à-dire séquestrer un substrat cellulaire 

jusqu’à sa dégradation dans des vésicules lysosomales et leur recyclage, elles diffèrent 

néanmoins par les mécanismes impliqués dans la prise en charge de substrats et leurs 

régulations.  

Dans le cas de la macroautophagie, voie la plus étudiée lorsque l’on parle d’autophagie, 3 

grandes étapes ont été identifiés : l’initiation, la fusion et la dégradation (Fig. 2). De nombreux 

facteurs peuvent être à l’origine de l’initiation de la macroautophagie tels qu’une baisse de 

l’apport énergétique ou encore un manque de nutriments. La première étape commence par la 

formation d’une membrane lipidique pouvant provenir de nombreuses sources, comme du 

réticulum endoplasmique, de l’appareil de Golgi ou encore de la membrane plasmique elle-

même. La formation et l’élongation de cette membrane est initiée et finement orchestrée par 

différentes protéines et complexes, que nous ne détaillerons pas dans ce manuscrit, et qui 

conduit in fine à la formation d’un autophagosome (une vésicule à double membrane contenant 

le substrat à dégrader). La deuxième étape consiste ensuite à la fusion entre cet autophagosome 

et un lysosome, qui va apporter l’ensemble des enzymes nécessaires à la dégradation des 

protéines séquestrées. Pour finir, la dernière étape consiste en la dégradation à proprement parlé 

de ces substrats. 

 

Figure 2 : Différentes étapes de la macroautophagie (Parzych & Klionsky, 2014) 

Dans le cas de la microautophagie dite non sélective, les substrats (protéines, gouttelettes 

lipidiques,…) sont directement internalisés au sein de la lumière lysosomale ou des endosomes 

tardifs via l’invagination de la membrane lysosomale ou endosomale (Fig. 3.1). Cette 

invagination peut s’effectuer de 2 manières : (i) avec la formation d’une protubérance 

lysosomale, ou (ii) avec une invagination de la membrane lysosomale. Cependant, les 

mécanismes mis en œuvre au sein de ces différentes microautophagies restent incertains. Pour 

des petites particules et des constituants cytosoliques (par exemple des protéines), la membrane 

lysosomale va former des invaginations pour internaliser ces composants cellulaires. Lorsque 

des structures relativement grandes (comme des mitochondries) ou un groupe d'organites sont 

absorbés par microautophagie, des interactions entre la membrane lysosomale et le substrat sont 

impliquées dans l'encerclement du composant cellulaire ciblé destiné à la dégradation (Mijaljica 

et al., 2011). 

Chez la levure, 3 formes principales de microautophagie sélective ont été décrites. Il s’agit de 

la micropexophagie (Bellu et al., 2001), de la « piecemal microautophagy » (Harding et al., 

1995) et de la micromitophagie (Kissová et al., 2007) qui assurent, respectivement, la 

dégradation des peroxisomes, du noyau et des mitochondries par microautophagie. Toutefois, 



 
17 

 

la microautophagie régulerait également la taille des lysosomes en consommant l’excès de 

membrane produite lors de la macroautophagie (Todde et al., 2009). Elle interviendrait aussi 

dans l’intégration du glycogène dans le lysosome pour sa dégradation (Takikita et al., 2009). 

Enfin, récemment Ranjit Sahu et ses collaborateurs, ont mis en évidence, dans des cellules 

dendritiques de souris, un processus d’internalisation de certaines protéines par invagination de 

la membrane endosomale (Sahu et al., 2011). Ce processus est aujourd’hui appelé 

microautophagie-endosomale (ou eMI pour endosomal MIcroautophagy) (Fig. 3.2). 

 

Brièvement, au cours de ce processus, les protéines cytosoliques contenant la séquence 

consensus KFERQ (Lys-Phe-Glu-Arg-Gln) sont reconnues par la protéine chaperonne « Heat 

Shock-Cognate Protein of 71 kDa » (HSC70, également connu sous le nom de HSPA8). Une 

fois le complexe substrat/chaperonne formé, il va s’amarrer à la membrane endosomale par 

liaison spécifique à un lipide membranaire, la Phosphatidylserine (PS). Ensuite, des protéines 

du complexe ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport) vont permettre 

l’internalisation du substrat dans des vésicules au sein de l’endosome, qui deviendra un corps 

multi-vésiculaire (aussi appelé MVB pour Multi Vesicular Bodies). Enfin, la dégradation du 

Figure 3 : Schéma de la microautophagie (1) et de la microautophagie endosomale (2) 

1. Au cours de la microautophagie dite non sélective (ou « in bulk »), les constituants cytoplasmiques vont être internalisés 

dans les lysosomes ou endosomes tardifs par invagination membranaire. 

2. Dans le cas de l’eMi, les protéines prises en charge doivent arborer un motif KFERQ-like pour être reconnues par le complexe 

de protéines chaperonnes. Elles seront ensuite conduites au niveau de la membrane endosomale où elles seront reconnues 

par les protéines ESCRT avant d’être internalisées. 
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substrat aura lieu soit directement dans les endosomes tardifs/MVB, soit après la fusion entre 

ces endosomes tardifs avec les lysosomes. 

La troisième principale voie autophagique correspond à la CMA, qui fait l’objet de la présente 

thèse. Dans les sections qui vont suivre, nous aborderons donc plus en détails les étapes clés 

pour sa mise en place et son fonctionnement ainsi que son importance dans la régulation de 

multiples processus cellulaires. Nous nous arrêterons aussi sur les conséquences possibles lors 

de l’absence ou d’un dérèglement de cette voie. Nous nous pencherons ensuite sur le lien entre 

la CMA et les autres voies du catabolisme protéique. Pour finir, nous retracerons l’histoire 

évolutive de cette voie. 

II. Mécanismes de la CMA 

Contrairement aux autres voies décrites précédemment, la séquestration du substrat ne 

nécessite pas la formation d’une vésicule autophagique. Toutefois, comme pour l’eMi, la CMA 

cible spécifiquement des protéines cytoplasmiques pourvues d’un motif KFERQ-like. Elles se 

décompose en 4 grandes étapes distinctes que nous allons détailler dans cette section. 

1. Reconnaissance du motif KFERQ-like 

La CMA commence par la reconnaissance des protéines qui possèdent un motif 

KFERQ-like par la protéine chaperonne HSC70. 

a. Découverte du motif KFERQ 

La mise en évidence de ce processus autophagique a vu le jour  pour la première fois 

lors d’une étude menée par l’équipe de Fred J Dice, qui démontra l’existence d’une dégradation 

sélective des protéines par les lysosomes (Dice et al., 1987). Ils ont ainsi remarqué que la 

Ribonucléase A (RNAse A) était dégradée significativement plus rapidement que d‘autres 

protéines lorsque les cellules étaient soumises à un stress nutritif. Ils ont ensuite démontré que 

la cinétique de dégradation de cette protéine était intrinsèquement liée à la présence d’un motif 

penta-peptidique particulier dans sa séquence, le motif KFERQ (Dice et al., 1987). 

Après avoir mis en lumière que ce motif était nécessaire et suffisant à la prise en charge de 

protéines par le lysosome, Fred J Dice s’interrogea sur la redondance de ce motif dans d’autres 

protéines (Dice et al., 1987). L’analyse in-silico des séquences protéiques disponibles montra 

que seule la RNAse A possédait exactement ce motif. Cependant, l’utilisation d’anticorps 

contre ce motif révéla la présence de nombreuses protéines pourvues de ce motif (entre 20 et 

35% des protéines cytoplasmiques du protéome humain), dont la plupart étaient, elles aussi, 

dégradées de manière plus rapide que les protéines ne possédant pas ce motif en condition de 

stress nutritionnel. Ils arrivèrent à la conclusion que l’exactitude du motif n’était pas la clé de 

leur prise en charge, mais que c’était plutôt les propriétés physico-chimiques du motif qui 

étaient importantes (Dice et al., 1987). 
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b. Composition du motif 

En sachant maintenant que le motif doit respecter non plus une séquence particulière 

mais une composition respectant des propriétés spécifiques, il a été proposé que le motif 

canonique devait être composé d’un ou de deux acides aminés basiques (L ou K), d’un ou de 

deux acides aminés hydrophobes (L, F, I ou V), d’un acide aminé acide (D ou E) et enfin, qu’il 

devait être flanqué d’une glutamine (G) (quel que soit le côté) (Fig. 4) (Dice, 1990).  

En outre, certaines modifications post-traductionnelles (phosphorylation ou acétylation) d’une 

séquence ne contenant pas le motif canonique exacte semblent permettre la reconnaissance par 

HSC70 de ce motif, augmentant ainsi le nombre de protéines potentiellement candidates à la 

prise en charge par la CMA (Lv et al., 2011; Thompson et al., 2009). La phosphorylation des 

résidus S, T ou Y permet ainsi de compléter un motif contenant 4 des résidus du motif canonique 

mais dans lequel il manque le résidu chargé négativement. Une transformation post-

traductionnelle du motif par acétylation peut également avoir lieu lorsqu’une lysine (K) 

remplace la glutamine (Q) (Fig. 4). 

Enfin, des modifications post-traductionnelles peuvent aussi avoir lieu en dehors du motif 

(comme l’ubiquitination, la sumoylation ou l’acétylation) et ont la capacité de moduler la prise 

en charge de ces protéines arborant un motif canonique par la CMA (Kiffin et al., 2004). Cette 

modulation peut permettre à la fois un accès au motif pour la protéine chaperonne comme une 

restriction de son accès. 

 

Figure 4 : Description de la construction d’un motif KFERQ-like 

L’ensemble de ces données suggère que le nombre de protéines pouvant être ciblées par la CMA 

puisse être bien plus élevé que celui initialement suspecté, qui n’incluait que les protéines 

cytosoliques pourvues d’un domaine canonique KFERQ. En ce sens, une récente analyse à 

grande échelle du protéome humain a montré que près de 46% des protéines contient le motif 

canonique KFERQ et environ 30% un motif putatif (modifications par acétylations ou 

phosphorylations), suggérant que le pourcentage de protéines potentiellement ciblées par la 

CMA est de 76% (Kirchner et al., 2019). Les enrichissements par Gene Ontology montrent que 

ces protéines sont impliquées dans de nombreux processus biologiques, comme dans le 

métabolisme cellulaire, le cycle cellulaire, l’expression des gènes, la mort cellulaire ou encore 
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le métabolisme des acides nucléiques et la transcription (Kirchner et al., 2019). Toutefois, 

actuellement seule une cinquantaine de substrats de la CMA ont été validés expérimentalement 

(Kaushik and Cuervo, 2018). 

Enfin, notons que ce motif KFERQ-like est bien conservé au cours de l’évolution et est 

globalement retrouvé dans les mêmes proportions dans d’autres espèces telles que la souris 

(Mus musculus), la drosophile (Drosophila melanogaster) et la levure (Saccharomyces 

cerevisiae). Cependant, ils ont observé une légère tendance à la conservation du motif 

canonique chez la souris et la drosophile qui sont capables d’effectuer respectivement la CMA 

et l’eMI ou juste l’eMI (Kirchner et al., 2019). 

2. Formation d’un complexe avec HSC70 et ses co-chaperonnes 

La protéine chaperonne HSC70 fait partie de la grande famille des « Heat Shock Protein 

70 kDa » (HSP70) et est constitutivement exprimée. Elle est principalement retrouvée au niveau 

du cytoplasme, mais peut aussi se retrouver dans de nombreux compartiments cellulaires, 

comme au niveau du noyau, de la membrane cytoplasmique ou encore au cœur des lysosomes. 

Cette protéine chaperonne est impliqué dans de multiples processus cellulaires, comprenant le 

maintien de l’homéostasie protéique (repliement des protéines, assemblage), la translocation 

protéique ou la reconnaissance des substrats pour leur dégradation via les endosomes ou les 

lysosomes. 

Reconnaissance 

Liaison 
Dénaturation 

Translocation 

Désassemblage 

Dégradation LAMP2ASynthèse LAMP2A 

Figure 5 : Différentes étapes de la CMA (Adaptée de Kaushik et al, 2016) 

Après avoir la prise en charge du substrat, le cargo protéique se fixe à la membrane lysosomale et se lie avec Lamp2a. Après 

sa multimérisation, le substrat sera dénaturé puis transloquée dans le lysosome pour y être dégradé. 
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Au cours de la CMA, la protéine chaperonne HSC70 exerce plusieurs rôles, dont la 

reconnaissance du substrat, son transport au niveau de la membrane lysosomale et sa 

translocation dans le lumen du lysosome. L’interaction de HSC70 et son substrat est assurée 

par liaison directe au motif KFERQ (Cuervo and Dice, 1996) (Fig.5). Peu de choses sont 

actuellement connues sur les mécanismes précis impliqués dans cette interaction entre HSC70 

et ses substrats. Elle mettrait en jeu notamment la capacité de HSC70 à hydrolyser l’ATP en 

ADP, la forme de HSC70 liant l’ADP présentant une affinité au substrat plus élevée que celle 

liant l’ATP (Akerfeldt, 2000). Encore aujourd’hui, le site de fixation de ce motif au niveau de 

HSC70 reste inconnu, même si certaines études tendent à démontrer qu’il s’agirait d’un site non 

canonique.  

L’existence d’interactions entre HSC70 et certaines co-chaperonnes au cours de la CMA a 

également été démontré (Frydman and Höhfeld, 1997). Parmi ces co-chaperonnes, nous 

retrouvons HSP40 (aussi connu sous le nom de DNABJ1), HSP90, HOP (HSP70-HSP90 

Organizing Protein) ou encore CHIP (Carboxyl terminus of HSC70 Protein). Cependant, le rôle 

exact de ces co-chaperonnes reste encore à être déterminé. Seule HSC70 a été démontrée 

comme se liant de manière directe avec le substrat. 

Figure 6 : Schéma de la structure du gène Lamp2 humain (Qiao et al, 2023) 

A. L’épissage alternatif du gène Lamp2 mène à la production de 3 isoformes : LAMP2A, LAMP2B et LAMP2C 

B. Alignement des séquences des différents isoformes 

Les principales différences de séquences entre les 3 isoformes du gène Lamp2 portent sur la partie transmembranaire (TD en 

vert) et la queue cytosolique (CCD en bleu). 

Les 2 rectangles rouges représentent les 2 acides positivement chargés nécessaires pour l’interaction entre la protéine LAMP2A 

et HSC70. 



 
22 

 

3. Encrage du substrat à la membrane lysosomale 

Bien que la présence de HSC70 soit nécessaire à la reconnaissance des substrats à 

dégrader, sa présence seule ne pouvait expliquer la fixation de ce complexe à la membrane 

lysosomale et la dégradation in fine du substrat. Comme ont pu nous montrer l’équipe de Cuervo 

et Dice, il existe à la membrane lysosomale un récepteur spécifique qui permet la liaison entre 

le complexe HSC70-substrat et le lysosome (Cuervo and Dice, 1996). Cette protéine est 

aujourd’hui communément appelée « Lysosome-Associated Membrane Protein 2A » 

(LAMP2A).  

LAMP2A est une protéine qui provient de l’épissage alternatif du gène Lamp2, codant pour 

LAMP2A, LAMP2B et LAMP2C (Gough et al., 1995). Même si ces 3 protéines partagent tous 

un même domaine luminal, elles se différencient par leurs parties transmembranaires et 

cytosoliques (Fig. 6A). LAMP2A est le seul des 3 isoformes nécessaires pour la mise en place 

de la CMA (A. M. Cuervo and Dice, 2000). La présence de 3 à 4 résidus positivement chargés 

dans la queue cytosolique de LAMP2A est nécessaire pour permettre la liaison avec le 

complexe HSC70-substrat (A. M. Cuervo and Dice, 2000). Toutefois, bien que cette protéine 

soit aujourd’hui considérée comme le facteur limitant de l’activité de la CMA, son mode 

d’action comporte encore quelques zones d’ombre. Selon l’idée actuellement admise, suite à la 

reconnaissance des protéines à domaine KFERQ par HSC70 et les co-chaperonnes associées, 

le complexe ainsi formé est transporté à la membrane lysosomale où il va être reconnu par la 

queue cytosolique de LAMP2A en état monomérique (Cuervo and Dice, 2000; Cuervo and 

Dice, 1996). 

Cette liaison reste cependant dépendante uniquement de HSC70 et non de la présence du motif 

KFERQ (Cuervo and Dice, 1996). Récemment, Ikami et al. ont mis en évidence chez la souris 

l'interaction directe entre HSC70 et deux des quatre acides aminés chargés positivement (K406 

et R407) situés dans la queue cytosolique de LAMP2A (Ikami et al., 2022). Ces données 

confirment les conclusions tirées de l’étude, par résonance magnétique nucléaire, des 

interactions entre LAMP2A et HSC70, mettant en évidence une interaction entre le domaine de 

liaison au substrat de HSC70 et les résidus K401 et H402 chargés positivement de LAMP2A 

humaine (correspondant respectivement à K406 et R407 de LAMP2A de la souris) (Rout et al., 

2014).  

L'ensemble de ces résultats confirme ainsi l'affinité intrinsèque de HSC70 pour la queue 

cytoplasmique de LAMP2A et le rôle important des deux résidus chargés positivement dans 

cette affinité (Fig. 6) 

4. Formation du complexe multimérique de LAMP2A 

Après la reconnaissance et la liaison du complexe HSC70-substrat avec la protéine 

LAMP2A monomérique, celle-ci va alors se multimériser pour former un complexe 

homotrimérique, permettant une meilleure affinité avec le substrat (Fig. 5) (Bandyopadhyay et 

al., 2008). Cette multimérisation est régulée à la fois par la présence de HSP90, mais aussi par 

la présence d’un motif particulier situé dans la partie transmembranaire de LAMP2A, le motif 

GXXXG (Bandyopadhyay et al., 2008; Russ and Engelman, 2000). Les travaux de 

Bandyopadhyay et al en 2008 ont notamment mis en évidence que des mutations au sein de 

cette séquence avait un impact significatif dans la multimérisation de LAMP2A, même si elles 
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n’entrainaient aucune conséquence dans la stabilité de cette protéine ou son insertion dans la 

membrane lysosomale. Chez les mammifères, la protéine LAMP2A présentent 2 domaines 

(domaines N et C) fortement conservés situés dans la partie luminale des lysosomes, les 

domaines LAMPs. Très peu de données sont disponibles sur leurs rôles, néanmoins une étude 

récente suggère que le domaine N pourrait agir comme un régulateur négatif de la 

multimérisation des protéines LAMP2A (Terasawa et al., 2016). 

5. Internalisation et dégradation du substrat 

Après sa multimérisation, la protéine LAMP2A va former un pore permettant la 

translocation des protéines (Fig. 5).  

Cette étape est notamment assurée par une forme lysosomale de HSC70 (lys-HSC70). Les 

mécanismes exacts par lesquels lys-HSC70 faciliterait la translocation des protéines à 

l’intérieur des lysosomes ne sont pas encore clairement élucidés. Toutefois, il a été montré 

qu’une augmentation de cette population avait un lien direct avec une augmentation de l’activité 

CMA (Agarraberes et al., 1997). De plus, il semblerait que lys-HSC70 se lierait aux substrats 

lors de leur entrée au travers du complexe de translocation et faciliterait leur passage à 

l’intérieur des lysosomes. Une fois internalisées, les protéines sont finalement dégradées par les 

protéases lysosomales comme lors des autres voies de l’autophagie. 

III. Mécanisme de régulation de la CMA 

1. Régulation de LAMP2A  

A ce jour, la protéine LAMP2A est considérée comme le facteur limitant de la CMA. 

Une augmentation de la quantité de cette protéine a directement été corrélée à une augmentation 

de l’activité CMA (Cuervo and Dice, 2000). Cela met donc clairement en évidence l’importance 

des voies de régulation de l’expression de cette protéine, comme celles régulant son transport à 

la membrane ou encore celles liées à sa stabilité. 

a. Régulation transcriptionnelle de LAMP2A 

La présence de différents stress, comme les dommages génotoxiques, le stress oxydatif 

ou l’hypoxie, qui conduisent tous à une augmentation de l’activité CMA, ont pour conséquences 

une synthèse de novo de LAMP2A via un contrôle transcriptionnel (Ferreira et al., 2013; Kiffin 

et al., 2004; C. Park et al., 2015). L’un des premiers régulateurs mis en évidence dans la 

transcription de LAMP2A fût NFAT1 (Nuclear Factor of Activated T-cells 1). Lors de 

l’activation des cellules T, la formation d’espèces réactives à l’oxygène (plus communément 

appelées ROS pour Reactive Oxygen Species) va induire la translocation du facteur de 

transcription NFAT1 dans le noyau et sa fixation sur le promoteur proximal du gène Lamp2, 

favorisant ainsi l’expression de LAMP2A et permettant l’induction de l’activité CMA (Valdor 

et al., 2014). Une étude plus récente a démontré que le facteur NFE2L2/NFR2 était aussi 

capable de moduler l’expression de LAMP2A (Pajares et al., 2018). En effet, les auteurs de 

cette étude ont expérimentalement validé la présence de 2 sites de fixation de ce facteur de 

transcription au niveau du gène Lamp2, et qu’une absence ou une surexpression de ce facteur 

était capable de respectivement diminuer ou d’augmenter l’expression de LAMP2A. 
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A contrario, il existe aussi des facteurs de transcription réprimant l’expression de LAMP2A. 

C’est le cas du récepteur de l’acide rétinoïque alpha (RAR alpha), qui inhibe spécifiquement 

l’expression de LAMP2A, et donc de l’activité CMA (Anguiano et al., 2013). Cependant, les 

mécanismes sous-jacents ne sont pas encore clairement élucidés. 

b. Transport de LAMP2A aux lysosomes 

L’activité CMA est également régulée par l’abondance du nombre de protéines 

LAMP2A au niveau de la membrane des lysosomes. Le transport de cette protéine lysosomale 

est donc par extension un moyen de réguler cette fonction. Il est aujourd’hui accepté que les 

protéines membranaires lysosomales (LMP), dont fait partie LAMP2A, sont synthétisées au 

niveau du Réticulum Endoplasmique (RE), puis passent par l’appareil de Golgi avant de finir 

par être expulsées dans le réseau trans-Golgien (TGN – Trans-Golgi Network) (Saftig and 

Klumperman, 2009). Arrivées dans le réseau, ces LMP pourront être prises en charge par 2 

types de vésicules différentes : celles possédant un recouvrement de clathrine, et celles n’en 

possédant pas (Staudt et al., 2016). De récentes études tendent à montrer que la présence de 

cette clathrine aurait pour but de diriger dans l’espace et dans le temps la livraison des LMP 

que ces vésicules contiennent (Staudt et al., 2016). De plus, la présence des petites GTPases 

Rab11 et Rab7 ont été montrées comme nécessaires pour la bonne localisation de LAMP2A 

lors de son transport (Zhang et al., 2017).  

La mauvaise régulation de ces transports vésiculaires spécifiquement vers les lysosomes ont 

pour conséquences de baisser l’apport de LAMP2A et autres protéines LAMP (LAMP1 par 

exemple) et ainsi de diminuer l’activité CMA (Janvier and Bonifacino, 2005). Plus récemment, 

de nouvelles données ont montré que des patients atteints de cystinose (maladie entrainant une 

accumulation de cystine dans les lysosomes) présentaient un mauvais transport de la protéine 

LAMP2A jusqu’aux lysosomes (Napolitano et al., 2015). Ce transport est facilité par la 

présence de la protéine CTNS (cystinosine), qui code pour le transporteur de de cystine à la 

membrane lysosomal. De plus, la baisse de l’expression de protéines impliqués dans ce 

transport, comme RILP ou Rab11, a été observée, induisant une accumulation de LAMP2A 

dans ces vésicules de transport (Napolitano et al., 2015; Zhang et al., 2017). 

Ces événements montrent donc bien l’importance et la finesse de la régulation du transport de 

ces protéines lysosomales membranaires dans la mise en place de la CMA. 

c. Stabilité de LAMP2A au niveau de la membrane lysosomale 

En plus de la régulation transcriptionnelle de LAMP2A et de son transport, la stabilité 

même du complexe dans la membrane lysosomale est importante pour que la CMA fonctionne 

de manière optimale.  

La relation entre la macroautophagie et le stress du RE a déjà fait l’objet de nombreuses études, 

mais peu d’informations sont disponible concernant la CMA. Toutefois, en 2017, Li et al ont 

prouvé qu’un stress au niveau du RE était capable d’induire le recrutement de MKK4 (Mitogen-

activated protein Kinase 4) aux lysosomes via PERK (PKR-like ER Protein Kinase) (Li et al., 

2017). Le recrutement de cette kinase entraine l’activation du pool de p38MAPK situé à la 

membrane lysosomale. Sa présence et son activation permettent la phosphorylation de 2 sites 
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de LAMP2A, la Thréonine 211 et 213, conférant à la fois une augmentation de la stabilité de 

LAMP2A à la membrane lysosomale, ainsi qu’une conformation active.  

Il existe de nombreuses autres voies cellulaires contrôlant l’état d’activation de la CMA via la 

régulation de la stabilité de LAMP2A à la membrane lysosomale. L’une de ces voies est dirigée 

par mTORC2/AKT (mammalian Target of Rapamycin Complex 2/Protein Kinase B) (Arias et 

al., 2015). La voie mTORC2/AKT est capable de phosphoryler la protéine GFAP (Glial 

Fibrillary Acidic Protein), protéine essentielle dans le maintien de la forme multimérique de 

LAMP2A. Une fois phosphorylée, GFAP va se dimériser et va perdre son affinité avec la 

protéine LAMP2A, menant à la rupture de l’homotrimère (Fig. 5). Dans des conditions de stress 

ou de carences énergétiques, la phosphatase PHLPP1 (PH domain and leucine-rich repeat 

protein phosphatase 1) va être recrutée au niveau de la membrane lysosomale et va jouer un 

rôle clé pour inhiber la voie de mTORC2/AKT, augmentant la stabilité de LAMP2A et de la 

CMA. 

d. Dégradation et recyclage de LAMP2A 

Dans des conditions physiologiques normales, la quantité de LAMP2A à la membrane 

lysosomale est également régulée via le clivage et la dégradation de LAMP2A par des protéases 

( Cuervo and Dice, 2000). Lorsque LAMP2A est sous forme monomérique, elle se trouve dans 

des microdomaines riches en cholestérols ou en glycosphingolipides, bloquant ainsi sa capacité 

à lier les complexes substrats/HSC70. Elle va ensuite être clivée par l’action de la cathepsine A 

et d’une métalloprotéinase non caractérisée à ce jour. Le clivage de LAMP2A au niveau de la 

région située entre le domaine transmembranaire et la queue cytosolique résulte en sa 

désinsertion de la membrane lysosomale sous une forme tronquée qui est rapidement dégradée 

par les protéases lysosomales. Lors de l’activation de la CMA celle-ci est exclu du 

microdomaine riche en lipides afin de pouvoir servir de nouveau de récepteur membranaire aux 

complexes substrats/HSC70.Comme énoncé précédemment, la liaison du complexe 

substrat/HSC70 à la queue cytosolique de LAMP2A entraîne sa multimérisation, qui est 

stabilisée par la protéine chaperonne lysosomale lys-HSP90. Une fois le substrat dénaturé et 

transloqué, 2 mécanismes vont se mettre en place : la séparation du complexe de LAMP2A et 

son clivage. Dans un premier temps, c’est l’action concomitante de 2 protéines qui vont 

permettre le retour de LAMP2A sous forme monomérique, la protéine GFAP et la protéine 

EF1-alpha (Elongation Factor 1-alpha). Comme décrit précédemment, GFAP se situe au niveau 

du complexe de LAMP2A et permet de maintenir la stabilité de celui-ci. Mais lorsqu’il est 

phosphorylé, il perd son affinité avec LAMP2A et cherchera plutôt à se dimériser. Cette 

phosphorylation va se faire ici grâce à la protéine EF1-alpha. La protéine LAMP2A sera alors 

clivée par l’action de la Cathepsine A pour ensuite être dégradée par les protéases contenues 

dans le lysosome. 

En parallèle, certaines de ces protéines LAMP2A pourront aussi être recyclées au sein de 

microvésicules, créant une réserve de LAMP2A et permettant ainsi un rapide recrutement de 

ces protéines lors de stress induisant la CMA (Cuervo and Dice, 2000). 
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IV. Rôle physiologique de la CMA 

Comme nous avons pu en discuter précédemment, le nombre de protéines pouvant être 

prises en charge et dégradées par la CMA dépasse les simples protéines cytosoliques contenant 

un motif KFERQ canonique. Ces protéines font parties d’un très grand nombre de voies et de 

processus cellulaires différents, comme le métabolisme, le cycle cellulaire, la réponse aux 

stress, etc…. Ces données suggèrent donc que la CMA puisse exercer un rôle important dans le 

contrôle de nombreux processus cellulaires et donc dans le maintien de l’homéostasie des 

cellules, de tissus voir même de l’organisme dans son ensemble. Dans les sections qui suivent 

nous dresserons l’état des connaissances actuelles sur le rôle physiologique de la CMA. 

1. Réponse à un stress 

a. Stress nutritif 

Même si une activité basale de la CMA peut être détectée dans toutes les cellules, c’est 

lors de longues carences en nutriments (ou en sérum) que l’activité CMA s’active le plus 

(Cuervo et al., 1995). Dans ces conditions, l’initiation de la CMA est plutôt tardive comparée à 

la macroautophagie. Par exemple, dans les cellules murines, la CMA ne s’active qu’à partir de 

8h de stress nutritif et de manière exponentielle jusqu’à quelques jours, alors qu’il ne faut que 

30 minutes pour induire la macroautophagie dans ces mêmes conditions (Finn et al., 2005; 

Fuertes et al., 2003). La mise en place de la CMA au cours de ce stress a pour principal but de 

recycler les protéines non essentielles afin de renouveler le pool d’acides aminés. Elle permet 

aussi aux cellules de s’adapter au stress en modulant leur propre protéome à des fins 

régulatrices. Dans le cas d’un stress nutritif, et comme décrit précédemment, c’est 

l’augmentation de la stabilité de LAMP2A à la membrane lysosomale qui permet d’avoir une 

plus grande activité CMA (Bandyopadhyay et al., 2008). 

b. Stress oxydatif 

En plus d’être activée lors d’un stress nutritionnel, la CMA est induite lorsque les 

cellules sont sujettes à un stress oxydant, et permet la prise en charge et la dégradation des 

protéines oxydées (Kiffin et al., 2004; Zhang et al., 2014).  Des cellules dépourvues d’activité 

CMA présentent ainsi une forte augmentation du nombre de protéines oxydées en situation de 

stress oxydant (Kiffin et al., 2004). Il a aussi été montré que des protéines qui sont prises en 

charge par la CMA avaient une dégradation plus rapide si jamais celles-ci présentaient des 

marques d’oxydation. Cette accélération peut s’expliquer par plusieurs raisons. La première est 

que l’oxydation des protéines a pour conséquences de dénaturer légèrement les protéines, qui 

peuvent alors être plus facilement prises en charge par les protéines chaperonnes afin d’être 

emmenées à la membrane lysosomale. L’autre raison, encore en lien avec la dénaturation de 

ces protéines, concerne directement la translocation de celles-ci. Dans des conditions 

physiologiques, les protéines cibles de la CMA sont transportées au niveau de la membrane 

lysosomale, avant d’être dénaturées puis transloquées dans la lumière lysosomale. Cependant, 

le temps de dénaturation est plus court pour des protéines oxydées, car elles présenteront déjà 

un état de dénaturation avancé via les marques d’oxydations qu’elles possèdent. Enfin, plus 
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directement, le stress oxydatif entraine une augmentation de la synthèse des ARN messagers 

du gène Lamp2 et donc du nombre de LAMP2A présents dans la membrane lysosomale.  

2. Régulation de processus cellulaires 

Comme décrit précédemment, l’induction de la CMA survient en réponse à un stress. 

Cependant, sa fonction ne se limite pas qu’à la gestion de crise, elle intervient également dans 

divers processus cellulaires complexes. Dans les sections qui suivent, nous décrirons l’état 

actuel des connaissances sur le rôle de la CMA dans le contrôle d’un certain nombre de 

processus/fonctions cellulaires. 

a. Contrôle du métabolisme hépatique 

1. Métabolisme glucidique 

Ce n’est qu’en 2014 qu’ont été apportées les premières données portant sur le rôle de la 

CMA dans le contrôle du métabolisme glucidique. L’équipe d’Ana-Maria Cuervo a démontré 

que des souris, dont LAMP2A était invalidé spécifiquement dans le foie (souris L2AKO), 

présentaient lors d’un jeûne de 24h, des perturbations importantes du métabolisme glucidique, 

caractérisées par une baisse importante de la glycémie et du glycogène hépatique (Schneider et 

al., 2014). Ces anomalies étaient le résultat d’une perte de la dégradation des plusieurs enzymes 

impliquées dans la glycolyse (GAPDH, Pyruvate Kinase, Enolase, Aldolase) et le cycle de 

Krebs (Malate Déshydrogénase, Citrate Synthase).. Ces résultats révélaient ainsi pour la 

première fois que la CMA joue un rôle central dans la régulation des flux glucidiques en 

contrôlant la dégradation de certaines enzymes clés du métabolisme intermédiaire. 

D'autres études ont par la suite renforcé ces conclusions en démontrant que la CMA intervient 

également dans la régulation d'autres enzymes du métabolisme glucidique, telles que la PKM2 

(Pyruvate Kinase Muscle isoform 2) (Lv et al., 2011) et l'hexokinase-2 (HK-2) (Xia et al., 

2015). De plus, de récentes données de protéomiques ont révélé que près de 40% des protéines 

considérées comme des substrats potentiels de la CMA sont impliquées dans le métabolisme, 

et parmi celles-ci, près de 60% portent le domaine de reconnaissance KFERQ-like (Kirchner et 

al., 2019). 

2. Métabolisme lipidique 

Les travaux menés par l'équipe d'Ana-Maria Cuervo concernant les souris L2AKO ne 

se limitaient pas au seul métabolisme glucidique. En effet, au-delà des effets déjà mentionnés, 

ces souris présentaient une stéatose hépatique, caractérisée par une augmentation significative 

du nombre et de la taille des gouttelettes lipidiques, accompagnée d'une accumulation de 

cholestérol et de triglycérides (TGs) (Schneider et al., 2014). Ces anomalies s'associaient aussi 

à des déficiences dans la dégradation de plusieurs enzymes impliquées dans le métabolisme 

lipidique. L'analyse protéomique réalisée sur les foies des souris L2AKO a ainsi mis en 

évidence que près de 30% des protéines identifiées comme des substrats potentiels de la CMA 

jouent un rôle crucial dans le métabolisme des lipides, avec une prédominance dans la synthèse 

des TGs, le métabolisme stéroïdien, le transport et la liaison des lipides (Kirchner et al., 2019; 

Jaime L. Schneider et al., 2014). Dans l’ensemble, ces résultats démontrent ainsi que la CMA 
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joue un rôle essentiel dans la régulation du métabolisme lipidique en participant activement au 

contrôle de la dégradation de nombreuses enzymes associées. 

Plus récemment, une étude menée par Susmita Kaushik et Ana Maria Cuervo a montré des 

résultats similaires dans des cellules hépatiques et des fibroblastes L2AKO (Kaushik and 

Cuervo, 2015). Les cellules présentaient une accumulation importante des TGs associée à une 

augmentation du nombre et de la taille des gouttelettes lipidiques. Les auteurs de cette étude 

montrent que cette accumulation dans les cellules L2AKO n’est pas seulement due à un défaut 

de dégradation des enzymes lipogéniques mais également à une absence de dégradation de 

protéines appelées Perilipines (PLIN) (Kaushik and Cuervo, 2015). Celles-ci, présentes au 

niveau de la membrane des gouttelettes lipidiques, constituent une barrière contre l’action des 

lipases cytosoliques ou de la macroautophagie (Alfaro et al., 2018). Ces résultats démontraient 

ainsi le rôle essentiel de la CMA dans la dégradation des PLIN en situation catabolique afin de 

rendre accessible les gouttelettes lipidiques aux lipases cytosoliques et la macroautophagie dans 

le but de libérer des acides gras pour la fourniture d’énergie via la β-oxidation. En outre, ils 

mettaient en lumière l’existence de relations étroites entre les différentes voies cataboliques 

pour générer de l’énergie en situation de stress (Onal et al., 2017). 

b. Contrôle de la différenciation adipocytaire 

L'adipogenèse est un processus finement orchestré qui se déroule en plusieurs étapes, 

au cours desquelles les pré-adipocytes se différencient en adipocytes. De nombreuses données 

existent sur les régulations transcriptionnelles (induction et répression) de gènes au cours cette 

transition. Cependant, très peu de données sont disponibles sur la régulation des protéines clés 

dans ce processus. Récemment, le groupe d’Ana Maria Cuervo a pu mettre en évidence la 

présence et l’action de la CMA au cours de la différenciation adipocytaire. Ils ont montré que 

la CMA régule l'adipogenèse à différentes étapes en dégradant des protéines de signalisation 

régulatrices clés (comme PLIN2) et des facteurs de transcription régissant la prolifération ainsi 

que l'adaptation énergétique (Kaushik et al., 2022). 

c. Contrôle de la réponse immunitaire 

Le rôle de la macroautophagie dans la réponse immunitaire est bien documenté (Deretic 

and Levine, 2018; Münz, 2011; White et al., 2021). Par contre, très peu de données existaient 

jusqu’à récemment quant à celui de la CMA. En 2014, Valdor et al., a cherché à déterminer si 

l’activité de la CMA jouait un rôle dans l’activation des cellules T (Valdor et al., 2014). Pour 

ce faire, les chercheurs se sont d’abord concentrés sur l’expression de LAMP2A lors de 

l’activation de ces cellules via la stimulation du TCR (T Cell antigen Receptor). Ils ont observé 

une induction de l’expression de LAMP2A dans ces cellules après activation. Ils se sont ensuite 

intéressés à la cause de cette transcription abondante de LAMP2A, et ont suggéré qu’elle 

pouvait provenir d’une plus forte présence de ROS, comme cela avait déjà été observé dans des 

fibroblastes. Ils ont alors bloqué la transcription de 2 enzymes clés dans la production de ROS 

via le TCR (RISP et Duox1), et ont confirmé une plus faible transcription de LAMP2A après 

stimulation via des signalisations de transfert calcique. En se concentrant sur ces voies 

calciques, ils ont pu identifier un facteur de transcription clé : NFAT (Nuclear Factor of 

Activated T-cells). Ce facteur présente de nombreux sites de fixation sur le promoteur proximal 

du gène de Lamp2, permettant une régulation transcriptionnelle. Au-delà de cette activation, ils 
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ont mis en évidence que la CMA dégradait spécifiquement 2 protéines responsable de 

l’inhibition de la voie du TCR, ITCH et RCAN1. La dégradation de ces protéines a pour 

conséquence de maintenir une activation efficace des cellules T et une production de cytokines. 

En plus de la régulation de la voie du TCR, des études ont pu montrer l’impact de la CMA dans 

la mise en place de la réponse immunitaire innée en régulant la voie cGAS/STING (rôle dans 

l’infection virale en prenant en charge les ADN cytoplasmiques). Lors de l’activation de cette 

voie, Trim38 effectue des sumyolation sur ces 2 protéines, afin de garantir leur stabilité, leur 

activation et empêcher leur dégradation. A la fin de la réponse immunitaire, ces 2 protéines 

vont être desumoylées par Senp2, ce qui aura pour effet de découvrir un motif KFERQ-like 

caché par cette modification post-traductionnelle et ainsi permettre leur reconnaissance et leur 

prise en charge par la CMA pour être dégradées. 

Ces 2 exemples démontrent l’importance que peut avoir la CMA dans la régulation à de la 

réponse immunitaire, qu’elle soit innée ou adaptative. 

d. Contrôle de la réparation de l’ADN et du cycle cellulaire 

Les travaux de Park et al en 2015 mettent pour la première fois en évidence la présence 

et l’implication de la CMA dans la réparation de l’ADN et la régulation du cycle cellulaire (C. 

Park et al., 2015). Les chercheurs ont montré que l’absence de la CMA lors de dommages 

génotoxiques (induisant des dommages à l’ADN) accentuait la sensibilité des cellules à de 

nouveaux stress et/ou dégâts. En l'absence de CMA, les marqueurs des cassures de l'ADN ne 

diminuaient pas, indiquant une déficience dans la réparation des cassures. Dans ces conditions, 

les chercheurs ont observé une forte accumulation de la protéine CHK1 (checkpoint kinase 1), 

connue pour jouer un rôle clé dans le contrôle du cycle cellulaire et de la réparation de l’ADN. 

L'identification d'un motif KFERQ-like dans la protéine CHK1 suggérait que celle-ci puisse 

être une cible directe de la CMA. Comme suspecté, après mutation dudit motif, sa 

reconnaissance et sa prise en charge par la protéine HSC70 ne se faisait plus. Enfin, l'absence 

de CMA a également entraîné une baisse de la stabilité du complexe MRN (Mre11-Rad50-

Nbs1) impliqué dans la réparation des cassures double brins de l'ADN. Dans l’ensemble, ces 

résultats soulignaient ainsi l'importance de la CMA dans le contrôle de la réparation de l'ADN 

et du cycle cellulaire. 

e. Contrôle de l’horloge circadienne 

Le rythme circadien ajuste les fonctions physiologiques au cycle nycthéméral (jour-nuit) 

via des modifications oscillatoires de l'abondance de protéines impliqués dans le programme 

transcriptionnel de l'horloge. L'élimination temporelle de ces protéines par différents systèmes 

protéolytiques est nécessaire pour assurer un bon fonctionnement de l’horloge (Juste et al., 

2021). Récemment Juste et al. ont mis en évidence une interaction fonctionnelle entre l'horloge 

circadienne et la CMA, dans laquelle la CMA contribue à l'élimination rythmique des protéines 

de l'horloge (Juste et al., 2021). Les auteurs de cette étude montrent ainsi que la perturbation de 

la CMA in vivo entraîne (i) des décalages temporels dans la dégradation de certaines protéines 

comme BMAL1 et CLOCK et (ii) des rythmes circadiens perturbés, ressemblant à ceux 

observés dans les troubles du sommeil ou au cours du vieillissement. A l’inverse, la présence 
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d’une activité CMA cyclique est régie par le cycle circadien lui-même, et des changements dans 

cette rythmicité entraine des modifications dans le protéome lysosomal. 

V. Pathologies associées 

1. Maladies neurodégénératives 

Le premier lien entre un dysfonctionnement de la CMA et une maladie humaine a été 

établi avec la maladie de Parkinson (Cuervo et al., 2004). Depuis lors, une défaillance de la 

CMA a été associée à un nombre croissant de troubles neurodégénératifs (Kaushik and Cuervo, 

2018).  

La CMA contribue à la dégradation de plusieurs protéines ayant tendance à s'agréger, et 

par conséquent, une diminution de l'activité de la CMA entraîne l'accumulation d'agrégats 

toxiques pour les cellules. Il est ainsi clairement établi que les variantes pathogènes de plusieurs 

protéines ciblées par la CMA sont impliquées dans la maladie de Parkinson, la maladie 

d'Alzheimer, les dégénérescences lobaires fronto-temporales ou encore la sclérose latérale 

amyotrophique. Parmi celles-ci, nous retrouvons l’α-synucléine (Cuervo et al., 2004; Mak et 

al., 2010; Malkus and Ischiropoulos, 2012; Martinez-Vicente et al., 2008; Vogiatzi et al., 2008), 

PARK7 (Wang et al., 2016), la leucine-rich repeat serine/threonine-protein kinase 2 (LRRK2) 

(Orenstein et al., 2013) et l'ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1 (UCHL1) 

(Andersson et al., 2011; Kabuta et al., 2008) (impliquées dans la maladie de Parkinson), la 

protéine Tau (Wang et al., 2009) et la protéine TAR DNA-binding 43 (TDP-43) (Huang et al., 

2014) (impliquées dans des pathologies telles que la maladie d'Alzheimer ou la démence fronto-

temporale) et la huntingtine (Bauer et al., 2010; Koga et al., 2011a; Qi et al., 2012) (impliquée 

dans la maladie de Huntington). Cependant, il est possible qu'un plus grand nombre de protéines 

associées à la neurodégénérescence soient des substrats de la CMA, car beaucoup d'autres 

protéines impliquées dans ces maladies contiennent le motif de ciblage KFERQ.  

Une caractéristique commune de ces protéines liées à la neurodégénérescence est que, 

dans la plupart des cas, la protéine non modifiée se comporte comme un substrat conventionnel 

de la CMA, tandis que les variantes pathogènes sont ciblées vers les lysosomes mais ne sont 

pas dégradées et inhibent la CMA. Dans la maladie de Parkinson par exemple, les formes 

pathogènes de l'α-synucléine (Cuervo and Wong, 2014; Martinez-Vicente et al., 2008; Xilouri 

et al., 2009), de l’UCHL1 (Andersson et al., 2011; Kabuta et al., 2008) ou de LRRK2 (Orenstein 

et al., 2013) se lient à HSC70 mais, contrairement à leurs homologues non mutés, ils 

interagissent anormalement avec les composants de la CMA à la membrane lysosomale et 

induisent des défauts d’assemblage de LAMP2A en complexe multimérique de translocation 

(Orenstein et al., 2013). Le blocage de l’entrée de ces protéines pathogènes dans le lumen 

lysosomal induit ainsi la formation d’agrégats protéiques à la surface des lysosomes, entrainant 

une inhibition de la dégradation médiée par la CMA d'autres substrats et une perturbation 

générale de la protéostasie neuronale (Cuervo et al., 2004; Huang et al., 2014; Kabuta et al., 

2008; Mak et al., 2010; Martinez-Vicente et al., 2008; Vogiatzi et al., 2008; Xilouri et al., 2009). 

En ce sens, il a été démontré que l'augmentation in vitro et in vivo de la CMA avec de petites 

molécules (Anguiano et al., 2013) ou par expression virale de LAMP2A (Xilouri et al., 2013) 

permet de réduire les niveaux d'α-synucléine et de limiter la neurodégénérescence (Xilouri et 

al., 2013). De même, l'expression de Nrf2 (un inducteur de l’expression de LAMP2A, Cf. Chap. 
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I, iii, 1, a) dans les astrocytes ralentit le déclin de la CMA chez les souris atteintes de la maladie 

de Parkinson et a un effet neuroprotecteur (Gan et al., 2012). 

Tout comme les protéines liées à la maladie de Parkinson, les formes mutantes de la 

protéine tau (impliquées la maladie d’Alzheimer) sont ciblées vers les lysosomes mais échouent 

à atteindre le lumen lysosomal (Wang et al., 2009). Toutefois, dans ce cas, les protéines 

mutantes ne perturbent pas la multimérisation de LAMP2A, mais leur translocation à travers ce 

complexe est arrêtée à mi-chemin dans le lumen lysosomal (Wang et al., 2009). La translocation 

incomplète de la protéine tau mutante entraîne ainsi son clivage partiel en peptides hautement 

amyloïdogènes qui forment des oligomères irréversibles à la membrane lysosomale, inhibant in 

fine la CMA (Wang et al., 2009). La CMA contribue également à la dégradation d'autres 

protéines liées à la neurodégénérescence, telles que RCAN199, l'ubiquilin 1 (Wang et al., 2009) 

et la protéine TDP-43 (Huang et al., 2014), mais moins d'informations sont disponibles sur la 

dégradation par la CMA de leurs variantes pathogènes ou sur leur impact sur la CMA. Une 

relation inattendue a été suggérée entre la CMA et la protéine précurseur amyloïde (APP), une 

protéine étroitement associée à la maladie d'Alzheimer (Park et al., 2016). L'APP est une 

protéine membranaire qui subit un clivage physiologique pour libérer un court fragment 

cytosolique présentant le motif de ciblage KFERQ. Bien que des preuves directes de sa 

dégradation par la CMA fassent toujours défaut, il a été montré que la mutation de ce motif 

entraîne une accumulation cytosolique de ce petit peptide hautement toxique (Park et al., 2016).  

Bien que la plupart des études témoignent d'un dysfonctionnement de la CMA dans les troubles 

neurodégénératifs, dans la maladie de Huntington, l'activité de la CMA est à l’inverse induite, 

probablement en réponse à une défaillance de la macroautophagie (Koga et al., 2011a). De 

façon intéressante, la CMA pouvant dégrader aussi bien la huntingtine « normale » que sa forme 

mutante (qui s'agrège dans les neurones affectés), le ciblage artificiel de cette dernière par la 

CMA s'est révélé efficace pour réduire la neurotoxicité dans des modèles murins expérimentaux 

(Wu et al., 2015). Cependant, l'applicabilité thérapeutique de la réorientation de la huntingtine 

mutante vers la CMA peut être limitée par le fait que le déclin normal lié à l'âge de l'activité de 

la CMA est accéléré dans le cerveau atteint de la maladie de Huntington (Koga et al., 2011a).  

Enfin, des associations entre la CMA et d'autres protéines neuropathogènes (telles que le prion), 

ainsi que la présence de perturbations au sein de la machinerie de la CMA dans des conditions 

telles que l'ischémie cérébrale ou les lésions traumatiques du cerveau et de la moelle épinière, 

ont commencé à apparaître (Kaushik and Cuervo, 2018). 

2. Cancers 

Bien que les liens entre la CMA et le cancer n’aient été établis que récemment, certaines 

caractéristiques clés communes de ces interactions ont déjà été éclaircies. L'activité de la CMA 

est fortement induite dans la plupart des lignées cellulaires cancéreuses, et les niveaux des 

composants de la CMA, principalement LAMP2A, sont élevés dans un large éventail de 

tumeurs humaines (Kon et al., 2011; Le Li et al., 2016; Saha, 2012). Ainsi, l’inhibition de la 

CMA dans les cellules cancéreuses affecte négativement leur survie et diminue leur 

tumorigénicité. De même, le blocage de la CMA dans des xénogreffes préformées provoque le 

rétrécissement de la tumeur et réduit les métastases (Kon et al., 2011).  
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Les bases de l'effet pro-oncogène de la CMA sont probablement multiples et dépendent du type 

et du stade du cancer. Néanmoins, plusieurs explications peuvent être avancées. Par exemple, 

la contribution de la CMA au contrôle qualité des protéines peut expliquer en partie pourquoi 

l’induction de la CMA offre aux cellules cancéreuses plusieurs avantages en termes de survie, 

notamment dans la résistance à l'hypoxie, au stress oxydatif et aux dommages à l'ADN 

(caractéristiques d'un microenvironnement tumoral en croissance et de la plupart des 

interventions anti-oncogéniques). Mais le rôle de la CMA dans la croissance tumorale va au-

delà du simple contrôle qualité des protéines endommagées, et a été associé à la dégradation 

sélective de certaines protéines régulatrices bien spécifiques. Ainsi, l'activité de la CMA est 

nécessaire dans certains cancers pour maintenir l'effet Warburg (c’est-à-dire la glycolyse 

aérobie importante pour la progression tumorale) (Kon et al., 2011; Lv et al., 2011). La 

dégradation par la CMA de certaines enzymes glycolytiques, telles que la pyruvate kinase 

(PKM2) acétylée, entraîne ainsi une augmentation des niveaux d'intermédiaires glycolytiques, 

favorisant ainsi la croissance et la prolifération (Lv et al., 2011). De plus, la CMA réduit 

indirectement les niveaux de p53, libérant ainsi son inhibition transcriptionnelle sur des 

enzymes glycolytiques clés et entraînant des taux de glycolyse plus élevés (Kon et al., 2011). 

La CMA soutient également la croissance tumorale en dégradant des protéines 

antiprolifératives (comme la protéine RhoE liée à la GTP (RND3)) (Zhou et al., 2016), des 

protéines suppresseurs de tumeurs (comme MST1 (L. Li et al., 2016), PEA-15 (pour 15 kDa 

phosphoprotein enriched in astrocytes) (Quintavalle et al., 2014) et la p53 mutante 

(Vakifahmetoglu-Norberg et al., 2013)) ou encore des protéines pro-apoptotiques (comme le 

composant de liaison de Bcl-2 3 (BBC3)), et en contribuant indirectement à stabiliser des 

protéines pro-survie telles que la protéine de différenciation des cellules de leucémie myéloïde 

induite MCL1 (Suzuki et al., 2017). Ainsi, le blocage de la CMA dans les cellules cancéreuses 

provoque un stress oxydatif et une sensibilité accrue aux agents chimio-thérapeutiques et à 

l'apoptose (Saha, 2012). Cette stratégie est actuellement intensivement étudiée en tant 

qu’intervention possible contre les tumeurs.  

Toutefois, malgré ce rôle pro-tumorigène de la CMA dans les cellules cancéreuses, il est 

important de noter que le rôle de la CMA dans les cellules « non transformées » est 

singulièrement opposé, et que de toute évidence, la CMA joue un rôle anti-oncogène dans des 

conditions physiologiques. En effet, il est aujourd’hui clairement établi que la CMA joue le rôle 

de suppresseur tumorale dans les cellules non tumorigènes en accélérant notamment la 

dégradation protéasomale de MYC, et en abolissant ainsi son activité oncogénique (Gomes et 

al., 2017). La CMA peut également protéger contre la transformation maligne en assurant la 

stabilité du génome grâce à son rôle dans la réparation de l'ADN (Park et al., 2015). La 

diminution progressive de la CMA avec l'âge peut ainsi contribuer au risque accru de 

transformation maligne liée au vieillissement. En fait, les souris présentant un blocage 

hépatique de la CMA développent spontanément des tumeurs (Schneider et al., 2015).  

La CMA se présente donc comme les 2 faces d’une même pièce lorsqu’il s’agit de cancer. Dans 

des cellules encore non transformées, elle joue un rôle de défense afin d’empêcher toute 

initiation de la maladie, en régulant notamment le niveau de certaines protéines. Lorsque les 

cellules commencent à se transformer, la CMA continuera d’être sollicitée, mais les protéines 

qui seront prise en charge correspondront à des protéines anti-tumorales et pro-apoptotiques. 
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3. Maladies métaboliques 

En 2014, l’équipe de Ana Maria Cuervo a révélé pour la première fois une fonction 

jusqu'alors inconnue de la CMA dans le contrôle du métabolisme hépatique ( Schneider et al., 

2014). Comme déjà évoqué précédemment, ils ont démontré que la perte de la CMA entraînait 

des anomalies prononcées du métabolisme hépatique des glucides et des lipides. En outre, 

l’analyse du protéome lysosomale de souris témoins et de souris LAMP2A KO leur a permis 

de démontrer que des enzymes clés du métabolisme des glucides et des lipides étaient 

spécifiquement ciblées et dégradées par le CMA, et que l'altération de leur dégradation 

provoquait des anomalies métaboliques chez les souris défectueuses en CMA ( Schneider et al., 

2014). Dans leurs travaux ultérieurs, les mêmes auteurs ont démontré que les protéines 

associées aux gouttelettes lipidiques, PLIN2 (périlipine 2) et PLIN3, sont des substrats de la 

CMA et que leur dégradation par la CMA favorise la lipolyse (Kaushik and Cuervo, 2015). 

L’ensemble de ces données suggérait ainsi que des dysfonctionnements de la CMA puissent 

conduire à l'apparition de maladies métaboliques telles que la stéatose hépatique non alcoolique 

(NAFLD). Mais ce n’est que récemment que Ma et al. ont démontré que l'activité de la CMA 

était réduite dans les tissus hépatiques de patients atteints de NAFLD (Ma et al., 2020). Les 

auteurs de cette étude montrent que PLIN5 est un substrat de la CMA, et que sa dégradation par 

la CMA est nécessaire pour la décomposition des gouttelettes lipidiques (Ma et al., 2020). Ainsi, 

la CMA joue un rôle essentiel en tant que régulateur du catabolisme des gouttelettes lipidiques, 

et l’induction de son activité pourrait constituer une piste thérapeutique intéressante pour le 

traitement de la NAFLD. 

La CMA est également impliquée dans le diabète et/ou ses complications. En 2004, une étude 

menée par Sooparb et al. a révélé un lien étroit entre la CMA et la néphropathie diabétique 

(Sooparb et al., 2004). Ils ont constaté que l'activité de la CMA était inhibée au cours de la 

néphropathie diabétique, entraînant une accumulation excessive de protéines et des lésions 

rénales (Sooparb et al., 2004). Une étude plus récente a également démontré que l'activation de 

la CMA par voie pharmacologique était efficace pour prévenir d’une rétinopathie diabétique 

précoce, notamment en dégradant spécifiquement la protéine ACSL4 (Liu et al., 2022). La 

CMA peut également dégrader la protéine DDIT4/REDD1, une protéine rétinienne impliquée 

dans les déficits visuels chez les patients diabétiques (Miller et al., 2022). Cependant, des études 

in vivo supplémentaires seront nécessaires pour confirmer la relation existante entre la CMA et 

le diabète ou ses complications. 

4. Autres pathologies et vieillissement 

Comme évoqué précédemment, la CMA joue un rôle important dans la réponse 

immunitaire et notamment la présentation des antigènes (Zhou et al., 2005), et des 

dysfonctionnements de la CMA ont été associées à des maladies auto-immunes (Wang and 

Muller, 2015). Le CMA régule également l'activation des lymphocytes T en dégradant de 

manière ciblée les régulateurs négatifs de leur activation. La modulation de l'activité de la CMA 

dans les lymphocytes T améliore ainsi leur fonction chez les sujets âgés (Valdor et al., 2014). 

Enfin, une étude récente a révélé que des anticorps IgG se liant à la région C-terminal de 

LAMP2A sont présents dans le sérum de patients atteints de lupus érythémateux disséminé (ou 

lupus systémique) et de polyarthrite rhumatoïde, suggérant l'implication de la CMA dans les 

maladies auto-immunes (Wilhelm et al., 2021). 
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Récemment des anomalies de CMA ont également été associées à l’apparition de maladies 

cardiovasculaires (Madrigal-Matute et al., 2022; Qiao et al., 2021). Une diminution progressive 

de la quantité de LAMP2A a notamment été observé dans les lésions athérosclérotiques au 

cours de la progression de l'athérosclérose (Madrigal-Matute et al., 2022; Qiao et al., 2021), 

suggérant un dysfonctionnement de la CMA. En ce sens, deux études récentes ont montré que 

des souris déficientes en LAMP2A dans les macrophages présentaient une progression 

accélérée de l'athérosclérose (Madrigal-Matute et al., 2022; Qiao et al., 2021). La déficience en 

LAMP2A favoriserait également la dédifférenciation des cellules musculaires lisses 

vasculaires, ce qui augmentait la vulnérabilité de la plaque à des risques pro-athérosclérotiques 

(Madrigal-Matute et al., 2022). Enfin, deux études récentes ont révélé l'implication de la CMA 

dans les lésions d'ischémie-reperfusion du myocarde (Ghosh et al., 2022; Subramani et al., 

2021). Toutefois, les mécanismes sous-jacents restent encore à être préciser. 

Le vieillissement est le principal facteur de risque associé aux maladies neurodégénératives, au 

cancer et aux maladies cardiovasculaires. Le vieillissement est lié à une durée de vie accrue de 

nombreuses protéines et à l'accumulation de protéines endommagées ou anormales à l'intérieur 

des cellules (Cuervo, 2008). Des preuves directes du déclin de la CMA pendant le vieillissement 

ont été présentées, montrant une diminution progressive des niveaux de LAMP2A et de 

l'activité de la CMA dans les lysosomes d'organismes vieillissants, tels que des rats et des 

fibroblastes humains âgés (Kiffin et al., 2007). 

Des études sur des souris génétiquement modifiées ont renforcé l'importance de la CMA dans 

le vieillissement en montrant que son absence affecte la réponse immunitaire des lymphocytes 

T et accélère la défaillance de la régulation des protéines chez les souris vieillissantes 

(Schneider et al., 2015; Valdor et al., 2014). Finalement, des expériences de rétablissement de 

l'activité de la CMA ont démontré que cela pouvait améliorer la réponse immunitaire des 

lymphocytes T, la maintenance cellulaire et la fonction hépatique pendant le vieillissement. Ces 

découvertes montrent un lien direct entre la CMA et le vieillissement, suggérant que la 

restauration de l'activité de la CMA pourrait diminuer l’apparition de maladies liées à l'âge. 

Comme nous avons pu en discuter dans cette section, la CMA est impliquée dans de nombreuses 

pathologies présentes dans de multiples tissus. Toutefois, il est certain que les conséquences 

d’une perte de l’activité CMA ne se limite pas qu’à ces pathologies. Au vu du nombre de 

protéines pouvant être prises en charge par la CMA, de nombreux autres processus cellulaires 

peuvent être touchés, de manière direct ou indirect. Que cela provienne d’un blocage de la 

fonction CMA dans certaines maladies ou la perte de cette fonction avec le vieillissement, ces 

études placent la CMA comme un régulateur central dans le maintien de l’homéostasie 

cellulaire. Cette voie semble donc idéale pour le développement de traitements thérapeutiques 

contre ces maladies. 

VI. Histoire évolutive de la CMA 

1. Découverte du gène Lamp2 chez les poissons 

Comme nous l’avons abordé précédemment, l’activité de la CMA dépend en grande 

partie de la présence et de la quantité de LAMP2A au niveau de la membrane lysosomale et de 

son organisation sous forme d’un complexe multimérique à sa surface. LAMP2A provient du 

gène Lamp2, qui peut aussi synthétiser 2 autres variants, LAMP2B et LAMP2C, qui ne sont 
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pas impliqués dans la CMA (Cuervo and Dice, 2000). Jusqu’à récemment, l'absence 

d’identification de la protéine LAMP2A en dehors des tétrapodes, a conduit de nombreux 

auteurs à considérer la CMA comme une fonction cellulaire spécifique des mammifères et 

oiseaux (Tekirdag and Cuervo, 2018). 

Cependant, des études récentes menées conjointement par les laboratoires INRAE de St 

Pée-sur-Nivelle (NuMeA) et de Rennes (LPGP) ont remis en question cette idée (Lescat et al., 

2020, 2018). En effet, les analyses phylogénétiques et de synténie réalisées par les deux 

laboratoires démontrent que ce gène est apparu il y a environ 500 millions d’années après la 

deuxième duplication complète du génome subit par l’ancêtre des vertébrés. Plus précisément, 

la première duplication totale de génome semble être à l’origine de la divergence d’un gène 

LAMP « ancestral » en 2 gènes présentant respectivement une forte homologie de séquence 

avec les gènes LAMP1 et LAMP2 et les gènes LAMP3 et LAMP4, et la seconde duplication 

semble résulter de manière subséquente en la divergence de LAMP1, LAMP2, LAMP3 et 

LAMP4 (Fig. 7). 

Notons toutefois qu’une troisième duplication totale du génome est survenue chez l'ancêtre 

commun des téléostéens (connu sous le nom de Teleost whole Genome Duplication ou TGD) 

il y a 320-350 millions d'années (Christoffels et al., 2004; Taylor et al., 2003; Vandepoele et 

al., 2004) impliquant, théoriquement, que deux orthologues de chaque gène LAMP2 humain 

pourraient être présents chez les espèces de téléostéen, sauf s’ils ont été perdus entre temps. 

C’est précisément ce qui s’est passé pour la plupart des espèces de téléostéen qui n’ont conservé 

qu’une seule copie du gène Lamp2, comme chez le poisson zèbre, le médaka ou encore le 

brochet (Fig. 8). Par contre, chez les salmonidés deux gènes lamp2 sont trouvés, mais semblent 

provenir de la duplication supplémentaire de génome (connue sous le nom de Salmonids whole 

Genome Duplication ou SaGD) qui a eu lieu chez l’ancêtre commun des salmonidés il y a 

environ 80 millions d’années (Berthelot et al., 2014; Lien et al., 2016; Macqueen and Johnston, 

2014). 

Dans l’ensemble ces données démontraient donc que le gène lamp2 est bien plus ancien 

que nous l’avions suspecté initialement. Notons que les 3 exons « alternatifs » B, A et C sont 

également présents chez l’ensemble des espèces de poissons étudiés, suggérant que la protéine 

LAMP2A est également présente chez ces espèces.  Dans les sections qui suivent, nous 

aborderons la question de la conservation et/ou des divergences entre espèces dans la séquence 

de LAMP2A. La question posée ici est : Les protéines LAMP2A présentes chez les poissons 

disposent-elles des séquences, motifs ou domaines nécessaires à son bon fonctionnement ? 

 

 

Figure 7 : Schéma de l'histoire évolutive du gène LAMP (Lescat et al., 2020) 
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2. Évolution des domaines et de la structure de LAMP2A 

a. Le motif GYXXF 

Les protéines LAMP doivent posséder au niveau de la queue cytoplasmique C-

Terminale une séquence particulière qui permettent leur acheminement au sein de la membrane 

lysosomale. Ce motif s’est révélé être GYXXφ, où φ représente un acide aminé hydrophobe. 

Plus précisément, dans le cas de la protéine LAMP2A, cet acide aminé est une Phénylalanile 

(F), qui est fortement conservé au sein des mammifères. L’importance de cet acide aminé est 

telle que son absence entraine une perte de la localisation de ces protéines au niveau de la 

membrane lysosomale. Ce résidu hydrophobe F est également conservé dans la séquence de la 

protéine LAMP2A de la majorité des espèces de poisson étudiées (Fig. 9). Nous pouvons 

toutefois énumérer quelques variations de ce motif, comme la présence d’une Leucine (L) chez 

la perche ou encore l’ajout en fin de séquence d’un ou de deux résidu(s) supplémentaire(s) chez 

certaines espèces de poissons dont fait partie le poisson zèbre (Fig. 9). Toutefois, concernant 

cette dernière variation, de récentes données semblent indiquer que l’ajout d’acide aminés à la 

suite du résidu hydrophobe n’impacte pas la fonction de LAMP2A (Terasawa et al., 2021). 

Figure 8 : Conservation de la synténie du gène Lamp2 au cours de l’évolution (Lescat et al, 2020) 

L’étude de la synténie du gène Lamp montre une conservation de ce gène entre les tétrapodes et les poissons. Après la TGD, 

la plupart des espèces n’ont conservée qu’une seule copie du gène de Lamp2. Par contre, après la SaGD, la truite arc-en-ciel a 

conservé les 2 copies du gène Lamp2. 

VGD1/2 (Vertebrate whole Genome Duplication 1/2); TGD (Teleost whole Genome Duplication); SaGD (Salmonids whole 

Genome Duplication) 
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Notons également la forte conservation du dipeptide GY dans la queue cytosolique de 

LAMP2A entre différentes espèces. Certaines exceptions sont encore présentes, comme dans 

un des 2 LAMP2A de la truite arc-en-ciel ou chez la perche. L’absence de ce motif GY pourrait 

suggérer un mauvais ciblage de la protéine LAMP2A au sein de la membrane lysosomale. 

Cependant, certaines études réalisées sur la protéine LAMP1, qui possède aussi le dipeptide 

GY, démontrent clairement que seule la Tyrosine (Y) a un rôle majeur dans la localisation de 

la protéine dans la membrane lysosomale. Au contraire, la mutation de la Glycine n’affecte pas 

l’adressage de LAMP1 à la membrane lysosomale (Williams and Fukuda, 1990). Elle 

impacterait toutefois son mode de transport aux lysosomes (Harter and Mellman, 1992; 

Hunziker et al., 1991).  

Figure 9 : Alignement des séquences protéiques de la queue cytosolique de LAMP2A entre différents vertébrés (Schnebert et 
al, 2022) 

Les acides aminés chargés positivement nécessaire à la liaison avec les protéines substrats à apparaissent en rouge ; le 

doublet GY nécessaire pour l’adressage de la protéine à la membrane lysosomale apparait en bleu ; les acides aminés 

supplémentaires dans la queue cytosolique des poissons du super ordre des ostariophysans apparaissent en violet ; les 

résidus K406 et R407 sont soulignés chez la souris. 
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L’ensemble de ces données suggèrent donc que les protéines LAMP2A de la grande majorité 

des poissons présentent les motifs nécessaires pour être correctement adressés à la membrane 

lysosomale afin d’y assurer une activité CMA.  

b. Les acides aminés chargés positivement 

La queue cytosolique des protéines LAMP2A chez les poissons, caractérisée par la 

présence du motif YXXF, indique qu'elles sont susceptibles d'être correctement transportées 

vers la membrane lysosomale. Cependant, il est important de noter que l'efficacité de ces 

protéines dépend également d'autres motifs situés dans leur région C-terminale. Dans le cas des 

mammifères, il est bien établi que la reconnaissance et la liaison du complexe 

substrat/chaperonnes nécessitent la présence de 3 à 4 résidus chargés positivement dans la 

queue cytosolique de LAMP2A (Cuervo and Dice, 2000) (Fig. 9). L'examen des séquences de 

Lamp2A chez les poissons révèle que, dans toutes les espèces examinées, ces protéines 

comportent effectivement trois acides aminés chargés positivement. Ces constatations 

suggèrent donc que, en plus de leurs motifs d'adressage à la membrane lysosomale, ces 

protéines possèdent également les motifs nécessaires à la reconnaissance des substrats. 

c. Domaines LAMP 

Chez les mammifères, les différents variants issus du gène Lamp2 (LAMP2A, LAMP2B 

et LAMP2C) possèdent tous 2 domaines particulier situés dans la lumière des lysosomes, les 

domaines LAMPs (Terasawa et al., 2016; Wilke et al., 2012). Le premier, appelé domaine 

proximal C, est situé près de la membrane lysosomale, tandis que le second, connu sous le nom 

de domaine distal N, est situé à l’extrémité N-terminale de la protéine. Peu de données existent 

sur la fonction de ces domaines. Néanmoins, une étude a montré que la troncation du domaine 

Figure 10 : Prédiction de la structure 3D de la protéine LAMP2A chez l'homme (A) et le poisson zèbre (B) (De Alphafold 
Protein Structure Database) 

La structure de la queue cytosolique (encadrée en bleu) et le domaine C-LAMP (entouré en rouge) sont conservés entre les 2 

espèces, cependant on peut noter la perte du domaine N-LAMP (entouré en jaune) chez le poisson zèbre, remplacé par une 

structure mucine-like. 

A B 
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N chez la souris permettait un plus fort assemblage du complexe homotrimérique de LAMP2A 

(Terasawa et al., 2016). Le domaine N aurait donc un effet inhibiteur vis-à-vis de la formation 

et l’action de LAMP2A. Or l’analyse exhaustive des différents domaines LAMP2A chez 

différentes espèces de mammifères a mis en évidence un relâchement de la pression de 

conservation de la séquence protéique au niveau de ce domaine N, autorisant la mise en place 

d’une diversité fonctionnelle de ce domaine au cours de l’évolution des mammifères (Jalali & 

Parvaz, 2020). Fait intéressant, bien que ce domaine N soit relativement bien conservé chez la 

plupart des espèces de poissons analysés, il semble qu’elle soit absente chez les « 

ostariophysaires » dont fait partie le poisson-zèbre (Fig. 10), suggérant que les mécanismes de 

régulation de l’activité de Lamp2a puissent différer entre espèces. Toutefois, des analyses 

fonctionnelles supplémentaires seront nécessaires pour étayer cette hypothèse. 

d. Glycines dans la région transmembranaire 

Pour que les protéines prises en charge par la CMA soient correctement internalisées 

dans la lumière des lysosomes, la protéine LAMP2A doit former un complexe multimérique 

afin de former un canal (Cf section I. ii.4). Cette étape nécessite la présence du motif GAALAG 

au niveau de la région transmembranaire (TM) de LAMP2A (Bandyopadhyay et al., 2008; Russ 

and Engelman, 2000) (Fig. 11).  Il a ainsi été démontré que la mutation spécifique des 2 

Glycines présentes dans ce motif suffi à empêcher la bonne oligomérisation de LAMP2A ainsi 

que l’internalisation des substrats (Bandyopadhyay et al., 2008). Une étude sur différentes 

espèces de mammifères a prouvé que la présence de ces 2 Glycines étaient très conservées 

(Bandyopadhyay et al., 2008). On peut toutefois observer quelques modifications dans le motif 

GAALAG chez quelques mammifères, comme dans la famille des Muridae, dont fait partie la 

souris, où le motif retrouvé est GAALGG (Fig. 11). Chez les poissons, nous pouvons retrouver 

la présence de ces 2 Glycines dans 3 espèces uniquement, le lépisosté tacheté, l’anguille 

européenne et l’arowana. Dans toutes les autres espèces, seule une des 2 Glycine est présente. 

Cela pourrait suggérer que ces protéines LAMP2A n’aient plus la capacité (ou une moins bonne 

Figure 11 : Alignement des séquences de la protéine LAMP2A entre différentes espèces (Lescat et al, 2020) 

Les Glycines nécessaires à la multimérisation de LAMP2A sont marquées en rouge, les acides aminés chargés positivement 

pour la reconnaissance et la liaison du complexe en bleu et le motif GYXXF pour l’acheminement de la protéine à la membrane 

lysosomale en vert 
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capacité) à former le complexe multimérique et donc d’assurer le transport des substrats à 

travers la membrane lysosomale. Toutefois, à notre connaissance, l’effet de la mutation d’une 

seule glycine n’a jamais été rapporté et les données in vitro ainsi que in-vivo publiées par Lescat 

et al. semblent indiquer que la protéine Lamp2a de médaka, qui ne possède qu’une glycine dans 

le domaine transmembranaire, est capable d’assurer une activité CMA et donc la translocation 

des substrats à travers la membrane lysosomale (Lescat et al., 2020). 

Dans l’ensemble, ces données mettent en évidence la présence, dans les séquences des protéines 

LAMP2A issues de différentes espèces de poisson, des motifs nécessaires à leur adressage à la 

membrane lysosomale, à la reconnaissance des substrats à dégrader ainsi qu’à l’acquisition 

d’une conformation nécessaire à la translocation de ces derniers à travers la membrane 

lysosomale. Elles suggèrent ainsi que les poissons puissent présenter une activité CMA 

semblable (ou du moins similaire) à celle décrit chez les mammifères. Toutefois, selon l’espèce 

considérée, ces motifs présentent un certain nombre de variations par rapport à ceux présents 

dans les protéines LAMP2A de mammifères. Elles soulèvent ainsi un certain nombre de 

questionnements quant aux spécificités de la CMA chez certaines espèces, mais également sur 

résidus réellement nécessaires au bon fonctionnement de LAMP2A.  

3. Conservation de la fonction CMA chez le Médaka 

Pendant de nombreuses années, l’étude de la CMA était restreinte aux mammifères et 

aux oiseaux car la présence de LAMP2A, n’était retrouvée que chez ces espèces. Les données 

présentées dans les sections précédentes laissées supposer qu’une activité CMA pouvait 

également exister chez les poissons. Cette hypothèse semblait d’autant plus vraisemblable que 

l’analyse de la base de données transcriptomiques Phylofish dédiée aux poissons avait permis 

d’identifier des séquences exprimées présentant une forte homologie avec LAMP2A de 

mammifère chez plusieurs espèces de poissons (Lescat et al., 2018).  

Afin de déterminer sans équivoque si oui ou non les poissons présentent une activité CMA ou 

semblable à la CMA, Lescat et al., a adapté à une lignée de fibroblastes de Medaka (Oryzias 

latipes) une méthode décrite pour mesurer l’activité de la CMA dans des cellules de 

mammifères (Lescat et al., 2020). Brièvement, il s’agissait de transfecter dans les cellules 

étudiées un vecteur rapporteur fluorescent photoactivable (PA) KFERQ-PA-mCherry 

permettant de suivre et de quantifier l’activité CMA (Koga et al., 2011b). Le principe de cette 

méthode réside dans la capacité à suivre la localisation de la construction KFERQ-PA-mCherry 

rendues fluorescentes après photoactivation (à l’aide de la lumière ultraviolette à 405nm). Lors 

de la stimulation de la CMA (par une mise à jeun des cellules par exemple), le rapporteur portant 

également la séquence KFERQ est acheminé, par la CMA, spécifiquement aux lysosomes pour 

être dégradé. Le signal émis par ce rapporteur passe donc d’un état diffus (le rapporteur est 

présent dans toute la cellule) à l’apparition de points localisés au niveau des lysosomes (Fig. 

12). L’activité de la CMA peut alors être précisément mesurée par la quantification du nombre 

de « punctas » générés dans chaque cellule.  

Cette expérience a pu clairement mettre en évidence l’existence, dans les cellules de Medaka, 

d'une réponse autophagique, semblable à la CMA décrite chez les mammifères (Lescat et al., 

2020). Cette découverte apportait ainsi des changements conceptuels importants dans l’histoire 

évolutive de la CMA. En outre, elle ouvrait de nouvelles perspectives en recherche, notamment 
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en permettant l'utilisation de modèles animaux complémentaires, tels que le médaka ou poisson 

zèbre, pour mieux comprendre les mécanismes régissant la CMA. 

 

 

 

  

Figure 12 : Protocole expérimental pour quantifier l'activité CMA chez le poisson zèbre in-vitro 

Après microinjection du rapporteur fluorescent (KFERQ-Dendra2) dans des embryons à une cellule, les cellules sont récupérées 

au stade 50% épibolie avant d’être mises en culture. Elles sont ensuite photoactivées puis mises en présence d’un stress 

(nutritif, oxydatif) avant d’être observée au microscope. 
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PARTIE II : Le poisson zèbre 

Le poisson zèbre (Danio rerio) est depuis plus de 40 ans un modèle animal 

incontournable dans la recherche scientifique. Le poisson zèbre trouve ses origines dans les 

eaux douces de l'Asie du Sud, couvrant des territoires allant de l'Inde au Bangladesh en passant 

par le Pakistan. Observé dans des ruisseaux, rivières et rizières, ce poisson adopte souvent des 

comportements grégaires. Cette propension sociale offre une opportunité unique pour l'étude 

des dynamiques comportementales et des interactions au sein de groupes (Parichy, 2015). En 

1981, Georges Streisinger a pour la première fois introduit le poisson zèbre au sein de ses 

recherches comme modèle génétique afin d’étudier le développement des vertébrés (Streisinger 

et al., 1981). De par la transparence des embryons qui se développent en dehors de la mère, le 

poisson zèbre représente un excellent modèle pour l’étude du développement embryonnaire 

chez les vertébrés. L’ensemble des étapes de développement, à partir de la fécondation jusqu’à 

l’organogenèse, sont clairement visible et entièrement décrit à ce jour (Kimmel et al., 1995). 

Le poisson zèbre est un vertébré relativement simple, qui présente de très nombreux fonctions 

biologiques et processus cellulaires en commun avec l’Homme. Il présente ainsi un certain 

nombre d’avantages pour l’étude du développement embryonnaire, des pathologies humaines 

ou encore du fonctionnement des processus physiologiques et cellulaires.  

Le poisson zèbre a gagné sa place en tant que modèle animal de choix dans la recherche 

scientifique grâce à une série d'avantages remarquables qui en font un organisme idéal dans de 

nombreux domaines biologiques. Dans ce chapitre, nous explorerons les avantages clés du 

poisson zèbre, notamment son génome entièrement séquencé, la facilité de sa manipulation 

génétique, sa transparence ainsi que sa reproduction rapide. 

I. Un modèle d’étude incontournable 

1. Un génome entièrement séquencé 

L'une des caractéristiques les plus puissantes du poisson zèbre pour la recherche réside 

dans la disponibilité de son génome entièrement séquencé. En 2001, l’institut Sanger commença 

le séquençage du poisson zèbre. Le séquençage complet s’est terminé en 2013, comptabilisant 

un génome de 1,7 milliard de paires de bases et l’identification de plus de 26000 gènes codant 

pour des protéines. La comparaison de ce génome avec l’Homme a permis de mettre en 

évidence une similarité dans la structure génétique entre ces 2 espèces, avec un partage de plus 

70% des gènes. De plus, plus de 84% des gènes que l’on sait impliqués dans des maladies 

humaines sont retrouvés chez le poisson zèbre. Ce séquençage offre alors une plateforme solide 

pour l'exploration des gènes, des voies métaboliques et des régulations génétiques. La 

similitude avec certains gènes humains rend le poisson zèbre particulièrement pertinent pour 

l'étude des maladies génétiques et des mécanismes moléculaires sous-jacents (Howe et al., 

2013). 

2. Une facilité de manipulation génétique 

L’un des avantages de l’utilisation de poissons modèles repose sur la disponibilité d’un 

nombre important de lignées mutantes, qu’elles soient d’origine naturelle ou induite par 

l’homme. Cette facilité de manipulation génétique est une force majeure du poisson zèbre en 

tant que modèle, notamment pour l’étude de la fonction des gènes in-vivo, en particulier dans 
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le cadre des études portant sur le développement embryonnaire. Deux approches principales 

sont utilisées pour élucider la fonction d'un gène : la génétique classique (plus communément 

appelée par son nom anglicisé "forward genetic") et la génétique dite inverse (principalement 

connue sous le nom de "reverse genetic"). 

La génétique classique consiste à identifier le(s) gène(s) responsable(s) d’un phénotype donné 

obtenu après mutagénèse. Cette méthode a été la première approche en génomique 

fonctionnelle. Les caractéristiques du poisson zèbre, comme mentionné précédemment, ont 

conduit à de vastes criblages de mutagenèse chez le poisson zèbre. Un des avantages repose sur 

la facilité avec laquelle des mutations peuvent être induites chimiquement dans les cellules 

germinales des testicules de poissons zèbres adultes, ce qui peut potentiellement se traduire par 

des phénotypes observables chez leur progéniture. 

À l'inverse, la génétique inverse commence par un gène spécifique et évalue les conséquences 

de sa perturbation, en étudiant essentiellement le phénotype associé au gène mutant. Cette 

approche tourne généralement autour de l’inhibition d'un gène et nécessite une méthode pour 

induire sélectivement des mutations dans le gène ciblé. Les outils couramment utilisés en 

génétique inverse incluent les Knock-Out/Knock-In (KO/KI) de gènes (soit par recombinaison 

homologue dans les cellules souches embryonnaires (ES), soit en utilisant les techniques de 

CRISPR-Cas9 directement dans les embryons fécondés) et le knockdown de gènes par la 

technologie morpholino antisens (MO) ou l'ARNi (ARN interférent). 

Le poisson zèbre est particulièrement bien adapté aux criblages génétiques classiques à grande 

échelle, où des anomalies phénotypiques sont identifiées avant que le gène responsable ne soit 

connu. Cela est dû à leur abondance d'œufs, à leur courte durée de génération et au 

développement externe d'embryons transparents. De plus, un avantage pratique important est 

que le sperme des poissons zèbre peut être cryopréservé pour des recherches futures. Ces 

méthodes permettent des analyses ciblées et une compréhension approfondie des mécanismes 

biologiques (Howe et al., 2013; Nasevicius and Ekker, 2000). 

Figure 13 : Visualisation du développement embryonnaire du poisson zèbre (Kazuhide Shaun Okuda for LMA/VIA 2021 Image 
Competition of the Australian Microscopy & Microanalysis Society) 

Dès le début de l’organogenèse, il est possible d’observer les marqueurs fluorescents au microscope confocal en temps réel. 

Les vaisseaux sanguins sont marqués en vert et les ribosomes sont marqués en rouge. 
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3. Des embryons transparents 

La transparence des embryons de poisson zèbre constitue un avantage remarquable pour 

l'observation en temps réel du développement embryonnaire. Cette caractéristique permet 

d'étudier visuellement la formation des organes, la différenciation cellulaire et la vascularisation 

sans perturber les processus naturels (Fig. 13). Les techniques d'imagerie avancées, telles que 

la microscopie de fluorescence à feuille de lumière (basée sur l’illumination sélective d'un seul 

plan d’intérêt par une nappe de lumière), exploitent cette transparence pour fournir des 

informations précises et détaillées (Huisken and Stainier, 2009). Cette transparence, en 

combinaison avec des marqueurs fluorescents, permet une visualisation en temps réel du 

devenir des cellules et/ou protéines directement au sein de l’organisme (Fig. 13). A contrario, 

chez la souris, l’étude du développement embryonnaire s’étale sur 21 jours et afin de pouvoir 

l’observer, le sacrifice de la mère est nécessaire, ainsi que des embryons eux-mêmes. Dans le 

but de pousser cette observation jusqu’à des stades plus tardifs, une lignée de poissons zèbre 

totalement transparents ne possèdent aucun mélanophore a été générée, grâce à l’inactivation 

de 2 gènes (roy et nacre) (White et al., 2008). 

Figure 14 : Schéma du développement du poisson zèbre, de la fécondation jusqu'à l'âge adulte (D’Costa & Shepherd, 2009) 

Entre la fécondation et le stade adulte, seulement 3 mois sont nécessaire au poisson zèbre pour se développer. Dès 1 jour 

post-fécondation, les embryons ont développer l’ensemble de leurs organes et à partir de 2-3 jours post-fécondation, les 

œufs éclosent. 



 
46 

 

4. Une reproduction et une croissance rapide 

La capacité du poisson zèbre à se reproduire rapidement et à produire un grand nombre 

de descendants en peu de temps en fait un modèle animal idéal pour les études à grande échelle. 

Cette reproduction rapide permet aux chercheurs d'obtenir rapidement des cohortes d'animaux, 

ce qui est particulièrement avantageux pour les études longitudinales et les analyses de grands 

groupes (Spence et al., 2008). De plus, sa petite taille (entre 3 et 6 cm) permet un stockage d’un 

plus grand nombre d’individus comparé aux souris. Le cycle du poisson zèbre se distingue par 

sa reproduction rapide et prolifique. De plus, leur nourrissage et le prélèvement de leurs œufs 

est assez simple. Le jour précédent la fécondation, un mâle et une femelle sont maintenus 

séparés dans un bac spécial, avec une cloison amovible divisant le bac en 2. En retirant cette 

cloison le matin après l’apparition de la lumière, les femelles vont pondre des œufs (entre 50 et 

200 par femelle) que les mâles fertilisent immédiatement. Afin d’obtenir des pontes optimales, 

les femelles doivent pondre 1 fois par semaine. Les œufs, grâce à leur développement rapide, 

éclosent en quelques jours seulement (entre 2 et 3 jours) après la fécondation (Fig. 14). Ensuite, 

durant environ 5 à 7 jours, les alevins nouvellement nés seront autotrophes et vont utiliser leur 

poche vitelline afin de se nourrir et se développer. Cette croissance éclair en fait un modèle 

privilégié pour l’observation des premières étapes de la formation des organes (Kimmel et al., 

1995; Spence et al., 2008). Enfin, les poissons zèbre seront sexuellement matures à partir du 

3ème mois qui suit la fécondation, avec des décalages possibles suivant par l’environnement 

dans lequel il évolue (Fig. 14).  

Cependant, durant les premières semaines post-fécondation, les gonades de cette espèce vont 

être bipotentielle, permettant d’obtenir des mâles comme des femelles. Chez la plupart des 

poissons, mais aussi des reptiles, le déterminisme du sexe est étroitement associé à 

l’environnement (ESD – Environnemental Sex Determination), contrairement aux 

mammifères, qui possèdent un déterminisme du sexe associé à la génétique (GSD – Genetic 

Sex Determination). Chez les espèces ESD, dont fait partie le poisson zèbre, la différentiation 

sexuelle peut donc être précocement perturbée, voir inversée, en fonction de nombreux 

paramètres, comme la température de l’eau, le pH et même les interactions sociales entre 

individus. Dans le cas du poisson zèbre, des tests ont été menés sur cette réversion du sexe, en 

incubant des œufs à une température plus élevée (aux alentours de 35°C). Les résultats observés 

ont montré une inversion sexuelle des mâles (Uchida et al., 2004). 

Ce déterminisme sexuel dépendant de l’environnement s’illustre par la formation initiale d’un 

ovaire juvénile chez l’ensemble des individus. La gonade va alors commencer par produire des 

ovocytes qui vont rentrer en méiose. Chez les futurs mâles, on pourra alors observer la 

dégradation de ces ovocytes, puis une maturation des gonades en testicules. Chez les femelles, 

l’ovogenèse va se poursuivre jusqu’à l’obtention des ovaires matures (Saito and Tanaka, 2009). 

En combinant l’ensemble de ces avantages, le poisson zèbre offre un éventail de possibilités 

exceptionnelles pour la recherche scientifique. Les sections suivantes exploreront plus en 

profondeur comment ces caractéristiques spécifiques ont été exploitées dans divers domaines 

de recherche, de la biologie du développement à l'étude des maladies humaines. 

5. Le poisson zèbre comme miroir de l’évolution 

Outre son intérêt pour les recherches en biologie du développement ou en santé, le 

poisson zèbre est aussi un modèle attractif dans le domaine de l’évolution. En effet, l’ancêtre 

commun des téléostéens a subi une dublication complète de son génome (TDG – Teleost whole 

Genome Duplication) il y a 350 millions d’années (Christoffels et al., 2004; Taylor et al., 2003; 
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Vandepoele et al., 2004), ce qui implique que, théoriquement, il est possible de retrouver chez 

ces espèces, 2 gènes orthologues pour chaque gène humain, sauf s’ils ont été perdus entre temps. 

Nombre de ces gènes dupliqués ont été conservés, mais ont pu évolués différemment l’un de 

l’autre au cours de l’évolution, constituant un terrain de jeu idéal pour une meilleure 

compréhension des mécanismes à l’œuvre (néo-fonctionnalisation, sous-fonctionnalisation) 

dans l’évolution des gènes et fonctions. 

En combinant l’ensemble de ces avantages, le poisson zèbre offre un éventail de possibilités 

remarquables pour la recherche scientifique. Les sections suivantes exploreront plus en 

profondeur comment ces caractéristiques spécifiques ont été exploitées dans divers domaines 

de recherche, de la biologie du développement à l'étude des maladies humaines. 

II. L'utilisation du poisson zèbre dans la recherche scientifique 

1. Modélisation de maladies génétiques et des cancers 

Le poisson zèbre est un bon modèle pour étudier les maladies génétiques, grâce 

notamment à son génome très proche de celui de l'homme. L’établissement de lignées de 

poisson zèbre présentant des anomalies ou mutations impliquées dans des maladies humaines 

peut être réalisée par différents moyens : (i) la création de mutations au sein du gène étudié 

(responsable de la pathologie) ou (ii) la modification de l’expression des gènes cibles 

(surexpression ou sous-expression).  

L’un des premiers modèles de cancer chez le poisson zèbre concerne le gène p53 (Berghmans 

et al., 2005). Ce gène, codant pour une protéine suppresseur de tumeur, est connu pour être 

fréquemment muté dans les cancers humains. Comme chez les l’homme, sa mutation chez le 

poisson zèbre conduit au développement de sarcomes. Toutefois, chez ce dernier elle induit en 

outre d’autres types de cancers, comme des tumeurs cérébrales (Berghmans et al., 2005). 

Depuis cette étude, d’autres lignées de poisson zèbres exprimant une Tp53 dysfonctionnelle ont 

été générées. Celles-ci présentent une forte propension à développer des leucémies, mimant 

davantage la pathologie humaine associée (Ignatius et al., 2018). 

Depuis lors, l’utilisation du poisson zèbre a permis de générer des modèles de nombreuses 

autres pathologies humaines.  C’est le cas, par exemple, de la dystrophie musculaire de 

Duchenne. Les patients atteints de la maladie de Duchenne présentent une mutation au sein du 

gène de la dystrophine, ce qui entraine une faiblesse dans les muscles qui se dégradent 

progressivement. La génération d’une lignée de poissons zèbre KO pour le gène de la 

dystrophine a permis d’obtenir une sévérité et une progression de la maladie semblables à celles 

observées chez l’homme (Berger and Currie, 2012). Comme chez l’homme, la perte de ce gène 

a entrainé, chez les poissons mutés, l’apparition de fibres musculaires nécrotiques, qui ont 

ensuite fait place à une fibrose (accumulation de fibres cicatricielles) et à des tailles de fibres 

largement anormales (Berger and Currie, 2012). 

Un autre exemple concerne les mélanomes. La mutation la plus couramment identifiée dans les 

mélanomes humains induit un changement d'un seul acide aminé au sein de la protéine BRAF 

(B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase). Une lignée portant cette mutation a été 

générée par KI en 2011 (Ceol et al., 2011). Cette lignée a été utilisée pour dépister d'autres 

mutations potentiellement responsables du cancer. Lorsqu’un autre gène (SETDB1, SET 

domain bifurcated histone lysine methyltransferase 1) dont des mutations sont couramment 

observées dans le mélanome, a été muté dans la lignée KI BRAF, un mélanome s'est rapidement 
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développé. Ces résultats ont contribué à établir que SETDB1 est un gène important dans la 

croissance du mélanome (Iyengar et al., 2012). 

Dans l’ensemble, ces exemples illustrent l’utilité du poisson zèbre en tant que modèle pertinent 

pour améliorer nos connaissances des gènes et mécanismes associés aux pathologies humaines 

2. Les xénogreffes : une alternative efficace pour l’étude des pathologies 

humaines 

En complément des lignées de poissons zèbre génétiquement modifiées dont nous avons 

parlé précédemment, le recours à la transplantation de cellules cancéreuses sur des poissons 

« hôtes » sains s’est révélé être une technique efficace pour le suivi de l’invasion tumorale. Le 

poisson zèbre peut développer des cancers similaires à l’homme. Grâce à la transparence 

naturelle des embryons du poisson zèbre, la migration et la croissance des cellules tumorales 

marquées peuvent être suivies directement in-vivo (White et al., 2008). Afin que la xénogreffe 

ne soit pas rejetée par l’individu hôte, plusieurs dispositions peuvent être prises au préalable. 

La première consiste en la transplantation de cellules cancéreuses dans des embryons de poisson 

zèbre avant que le système immunitaire ne soit mis en place, soit 7 jours post-fécondation (Lam 

et al., 2004). La deuxième consiste, à éliminer cette réponse immunitaire soit avec des doses 

d’irradiation sub-léthales (Traver et al., 2004), soit par l’utilisation d’une lignée transgénique 

immunodéprimée (Tang et al., 2014). Ces techniques ont permis l’utilisation du poisson zèbre 

comme modèle d’étude pour de nombreuses xénogreffes, comme le mélanome (Gabellini et al., 

2018), le cancer colorectal (Cabezas-Sainz et al., 2018; Fior et al., 2017; Roel et al., 2016), de 

la prostate (Chiavacci et al., 2015; Ghotra et al., 2015), du sein (Eguiara et al., 2011; Ghotra et 

al., 2012), des ovaires (Nicoli and Presta, 2007), etc…. 

Parmi ces xénogreffes, toutes n’ont pas été effectuées au même stade de développement. Les 

premières xénogreffes ont été réalisées durant le stade de la blastula (2h – 4h post-fertilisation). 

Des cellules de mélanomes ont été transplantées et ont pu survivre, se diviser et migrer au sein 

de l’embryon sans pour autant former de tumeur (Lee et al., 2005). Une étude réalisée par Haldi 

et son groupe en 2006, montrera par la suite qu’au stade 48h post-fertilisation, les cellules de 

mélanomes et d’autres types de cancers, une fois transplantées sont capable de survivre, migrer 

et développer des tumeurs dans l’embryon (Haldi et al., 2006). 

A partir de ces résultats, de nombreuses xénogreffes ont pu être réalisées et ont permis de 

retranscrire un certain nombre de pathologies humaines chez le poisson zèbre. Ce fût le cas 

pour l’étude de l’angiogenèse tumorale. L’angiogenèse est un point crucial pour le 

développement de certaines tumeurs, car elle permet l'apparition de nouveaux vaisseaux 

destinés à répondre aux besoins métaboliques de la tumeur. A partir de poissons zèbre 

transgéniques exprimant la protéine VEGF2 couplée avec un fluorophore, des chercheurs ont 

ainsi pu (i) observer en temps réel la mise en place de cette néovascularisation, et (ii) discriminer 

les cellules tumorales hautement ou faiblement angiogéniques.  

L’utilisation du poisson zèbre ne se limite pas aux cancers de novo que ce modèle peut 

développer. En effet, le poisson zèbre s’est révélé être un très bon modèle pour l’étude du cancer 

du sein ou de la prostate (Eguiara et al., 2011). Le poisson zèbre possède notamment des voies 

de signalisation hormonales particulièrement proche de l’homme, permettant une étude de ces 

cancers d’un point de vue hormonale (Lam et al., 2011). 
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3. Criblage à haut débit de composés chimiques 

En raison de leur taille, les embryons et les larves de poisson zèbre se sont révélés très 

utiles pour le criblage de molécules pharmacologiques à grande échelle. Dans le cadre de la 

recherche contre le cancer et des pathologies génétiques, plusieurs molécules d’intérêt ont ainsi 

pu être identifiées. 

Un premier exemple concerne le gène Braf que nous avons décrit précédemment. Une lignée 

de poissons zèbres développant un mélanome dû à une mutation du gène braf (V600E), a été 

utilisée pour cribler un panel de 2000 molécules. L’activation continu du gène braf a pour 

conséquence de maintenir un état multipotent des cellules situées au niveau de la crète neurale. 

Celles-ci finissent par se disséminer lors de l’initiation du cancer (White et al., 2011). A la suite 

du criblage, un composé a pu être identifié : le leflunomide. Celui-ci est capable d’inhiber à la 

fois la croissance des cellules de la crète neurale, mais aussi la croissance des cellules du 

mélanome. Cet arrêt de la prolifération de cellules du mélanome a pu être confirmé chez 

l’homme grâce à des culture in vitro (White et al., 2011). 

Un autre exemple concerne l’angiogenèse. Alors que l’angiogenèse physiologique est finement 

régulée et est impliquée dans de nombreux processus, comme la prolifération cellulaire, la 

migration ou encore l’organisation des capillaires, l’angiogenèse pathologique joue un rôle 

essentiel dans de nombreuses tumeurs (Folkman, 2007). Le criblage de molécules 

pharmacologiques s’est imposé comme solution afin de restreindre ces dérèglements. 

Cependant, ces tests in vitro furent rapidement limités par leur incapacité à refléter la 

complexité d’un organisme. Le poisson zèbre est donc devenu la solution idéale pour ces tests. 

L’un de ces tests, mené avec des poissons zèbre transgéniques auxquels des cellules cancéreuses 

avaient été greffées, a amené à découvrir la Rosuvastatine, qui est capable de bloquer la 

croissance de cellules de cancer de la prostate. Une protéine endothéliale spécifique, couplée 

avec une GFP, permettait la visualisation, mais aussi la migration de ces protéines, et a ainsi 

permis d’évaluer en temps réel des inhibiteurs de l’angiogenèse (Wang et al., 2010). 

III. Poisson zèbre et autophagie 

Aujourd’hui, le poisson zèbre est un modèle bien accepté pour l’étude de l’autophagie. 

Cependant, son introduction dans le domaine n’est apparue qu’en 2009 grâce à l’équipe de 

Daniel Klionsky qui a identifié des orthologues du gènes ATG8 chez cette espèce et a développé 

les lignées transgéniques Tg(CMV:GFP-Gabarap)  et Tg(CMV:GFP-Lc3) pour suivre l’état 

d’activation de la macroautophagie directement  sur des embryons vivants (He et al., 

2009).Cette espèce est désormais utilisé dans de nombreuses études sur la 

macroautophagie(Sasaki et al. 2014 ; Lee et al., 2014).   et notamment sur certaines voies de 

macroautophagie dites sélectives comme la mitophagie (Mandal et al., 2018), la xénophagie 

(Prajsnar et al., 2018) ou encore la lipophagie (Thierer et al., 2019). Il existe d’ailleurs, 

aujourd’hui, de nombreuses lignées chez le poisson zèbre afin de suivre et d’étudier ces 

fonctions (Cui et al., 2012 ;  George et al., 2014). 

Certaines caractéristiques, plutôt inattendues, du poisson zèbre peuvent également s’avérer 

utiles pour parfaire notre compréhension du rôle de l’autophagie. En effet,  le poisson zèbre a 

la capacité de régénérer certaines parties de son corps suite à une amputation. Comme d’autres 
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téléostéens, au niveau des nageoires, des processus de régénération se mettent en place et tous 

les principaux tissus (comprenant os, articulations et nerfs) sont en grande partie restaurés 

(Watson et Kwon, 2015). Grace à l’utilisation de poisson rapporteur de la macroautophagie 

(fluorescent pour la protéine Map1lc3b), Varga et al. ont ainsi pu montrer que l’inhibition de 

cette fonction avait un impact négatif sur la régénération des nageoires (Vargas et al., 2014). 

Ces découvertes ont mis en évidence le rôle de l’autophagie dans la structuration et le 

renouvellement des tissus.  

Dans l’ensemble, ce chapitre a permis de démontrer pourquoi le poisson zèbre est, depuis plus 

de 40 ans, un modèle animal incontournable dans la recherche scientifique. Son utilisation se 

généralise dans tous les domaines de recherche y compris, depuis quelques années, dans celui 

de l’autophagie. La découverte récente d’une activité CMA chez le médaka, suggère que cette 

fonction pourrait également exister chez d’autres espèce de poissons comme le poisson zèbre. 

Ceci laisse entrevoir une possible utilisation de celle dernière pour améliorer notre 

compréhension des mécanismes régissant la CMA.  
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Partie III : Spermatogenèse 

Les travaux effectués au cours de cette thèse ont permis de mettre en évidence un rôle 

de la CMA, jusque-là inconnu, dans la spermatogenèse. Afin de pouvoir apprécier la portée de 

cette découverte, il semblait nécessaire de dédier un chapitre à ce processus.  

I. La spermatogenèse  

1. Différences structurelles entre amniotes et anamniotes 

Le processus –ou cycle- spermatogénétique, récapitulant l’ensemble des modifications 

subies par une cellule germinale male du stade gonie primordiale (ou spermatogonie souche) 

jusqu’à produire des spermatozoïdes matures est une constante biologique commune à 

l’ensemble des vertébrés (Guan et al., 2006). Néanmoins, certaines différences relatives aux 

modalités structurelles ou de mise en œuvre de ce processus entre amniotes (mammifères, 

oiseaux, reptiles) et anamniotes (poissons et amphibiens) peuvent être notées.  

Ainsi, dans le cas des anamniotes, une spermatogenèse sous forme cystique est observée (Fig. 

15A). Celle-ci se caractérise par la présence d’extensions cytoplasmiques des cellules 

particulières appelées les cellules de Sertoli, qui vont venir former un véritable cyste, afin 

d’encercler des groupes de cellules germinales. Cette configuration permet le développement 

synchrone de cellules germinales dans le temps et permet aussi aux cellules de Sertoli de 

véritablement contrôler le devenir de ces cellules (auto-renouvellement versus division ou 

Figure 15: Comparaison de la structure des testicules entre (A) anamniote (poisson zèbre) et (B) amniote (souris) au cours de 
la spermatogenèse (Schulz et al, 2010) 

Les cellules germinales sont incluses dans un cyste formé par les extensions cytoplasmique des cellules de Sertoli (A) ou vont 

migrées au travers des cellules de Sertoli (SE), en partant de la lame basale (BL) jusqu’aux tubes séminifères (B). Les cellules 

de Leydig (LE), les cellules myoïdes péritubulaires (MY) et les vaisseaux sanguins (BV) sont présents. 

(A) Spermatogonie de Type A indifférenciée* (Aund*); Spermatogonie de Type A indifférenciée (Aund); Spermatogonie de Type 

A différenciée (Adiff); Spermatogonie de type B [B (early–late)]; Spermatocytes primaires au stade leptotène/zygotène (L/Z); 

Spermatocytes primaires au stade pachytène (P); Spermatocytes au stade diplotène/métaphase I (D/MI); Spermatocytes 

secondaires/métaphase II (S/MII); Précoces (E1), Intermédiaires (E2) and Spermatides finaux (E3); Spermatozoïdes (SZ). 

(B) Spermatogonie (SG); Spermatocyte (SC); Spermatide ronde (RST); Spermatide allongée (EST) 

A 
B 
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différentiation cellulaire). En parallèle des divisions successives des cellules germinales, on 

pourra noter que les cellules de Sertoli vont elles aussi se multiplier, afin de continuer à 

approvisionner en nutriments les cellules germinales, mais aussi pour répondre à l’expansion 

du cyste, comme décrit chez le poisson zèbre par exemple (Schulz et al., 2005).  

Chez les amniotes, la spermatogenèse ne repose pas sur la formation d’un cyste à proprement 

parlé (Fig. 15B). Ici, une cellule de Sertoli va soutenir le développement de nombreuses cellules 

germinales, qui sont le plus souvent à des stades différents (Wu et al., 2020). On retrouve la 

présence de spermatogonies au niveau de la membrane basale, puis, via une progression 

centripète, des spermatocytes, des spermatides et enfin des spermatozoïdes. La libération de ces 

derniers dans le tube séminifère produira après la rupture des jonctions entre les cellules de 

Sertoli (Wu et al., 2020).  

2. Les différentes étapes de la spermatogenèse 

La spermatogenèse, processus complexe et nécessairement finement organisé, consiste 

en la production d’un grand nombre de spermatozoïdes provenant d’un faible nombre de 

cellules souches spermatogoniales diploïdes (Guan et al., 2006). Bien qu’impliquant de 

nombreuses interactions entre différents types cellulaires, les caractéristiques générales de la 

spermatogenèse sont partagées entre les espèces de vertébrés (Schulz et al., 2009). Nous 

pouvons distinguer 3 grandes étapes : (i) la phase spermatogoniale, qui correspond à la 

multiplication des spermatogonies à partir des cellules souches, (ii) la phase méiotique, qui 

engendrera les spermatocytes primaires et secondaires, et enfin (iii) la phase post-méiotique, 

aussi appelé spermiogenèse, qui consistera en la différenciation des spermatides (résultants des 

divisions méiotiques) en spermatozoïdes matures (Fig. 16). 

Les modifications morphologiques et moléculaires que ces cellules vont subir au cours de ces 

différents stades restent assez bien conservées chez les vertébrés. Cependant, on peut noter que 

la durée de la spermatogenèse chez les poissons est en générale plus courte que chez les 

Spermatogonie 

Spermatocyte 

primaire 

Spermatocyte 

secondaire 

Spermatides Spermatozoïdes 

Phase spermatogoniale Phase méiotique Phase post-méiotique 

Figure 16 : Différentes étapes de la spermatogenèse (Invitra, 2022) 

Au cours de la phase spermatogoniale, les spermatogonies vont se différencier des cellules souches spermatogoniales et se 

différencier pour atteindre le stade de spermatocyte primaire. La phase méiotique va permettre la différenciation de ces 

cellules en spermatocyte secondaire, conduisant in fine aux spermatides. Durant la phase post-méiotique, ces spermatides 

vont finalement se différencier en spermatozoïdes matures avant d’être libérés. 
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mammifères, mais qu’elle peut être influencée par de nombreux facteurs extérieures, comme la 

température de l’eau, le pH ou encore la densité d’élevage (Nóbrega et al., 2015). 

a. Stades spermatogonies 

 On peut distinguer 3 types de spermatogonies différentes : les spermatogonies de type 

A, les spermatogonies intermédiaires et enfin les spermatogonies de type B (de Rooij and 

Griswold, 2012; de Rooij and Russell, 2000; Oakberg, 1971). Ces différents types de 

spermatogonies se caractérisent principalement par l’état global de la condensation de leur 

hétérochromatine, mais aussi par des particularités morphologiques différentes.  

Parmi les spermatogonies de type A, nous pouvons distinguer 2 grands groupes : les 

spermatogonies indifférenciées et les spermatogonies différenciées. Dans le groupe 

indifférencié, nous retrouvons les spermatogonies isolées (As pour Asingle), les spermatogonies 

en doublet (Apr pour Apaired) et enfin les spermatogonies alignées (Aal pour Aaligned). Les Apr se 

caractérisent par la présence d’un pont cytoplasmique entre les 2 cellules filles provenant d’une 

cytokinèse incomplète. Les Aal sont, elles aussi, liées par ces ponts cytoplasmiques, et leur 

nombre peut aller jusqu’à 16 cellules (Fig. 17) (de Rooij and Griswold, 2012). 

Parallèlement à ces divisions consécutives, les As sont sujettes à des divisions asymétriques, 

donnant d’un côté une cellule souche spermatogoniale qui restera dans la niche, et une autre 

cellule qui va entrer dans le cycle de la spermatogenèse (de Rooij, 1973; Huckins, 1971; 

Oakberg, 1971) (Fig. 17). 

L’autre groupe de spermatogonies, dites différenciées (A), donnera naissance aux futures 

spermatogonies intermédiaires (In), qui engendreront à leur tour en spermatogonies de type B. 

C’est uniquement une fois ces cellules arrivées à ce stade qu’elles pourront rentrer en méiose 

(de Rooij and Griswold, 2012). 

Spermatogonies 

indifférenciées 

Spermatogonies différenciées 

Figure 17 : Représentation schématique de la spermatogenèse (Adapté de De Rooij and Griswold, 2012) 

Ensemble des étapes parcourues par les cellules germinales, en commençant par le stade indifférencié pour atteindre le stade 

différencié. 

Spermatogonie différenciée (A1-A4) ; Spermatogonie intermédiaire (In) ; Spermatogonie de type B (B) ; Spermatocyte (spc) 
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Chez les poissons, il est assez difficile de dégager une règle unique décrivant le déroulement de 

la spermatogenèse type, de nombreuses espèces disposant de leurs propres nomenclatures 

(Bosseboeuf et al., 2014; Schulz et al., 2009). Cependant, par soucis de simplification, il est 

aujourd’hui admis, qu’au vu du nombre de similarités retrouvées entre espèces, la description 

de la spermatogenèse décrite chez les rongeurs, et plus globalement chez les mammifères, soit 

appliquée chez les poissons (Schulz et al., 2009). 

Chez les poissons, nous retrouvons donc les différents stades de développement décrit chez les 

vertébrés (spermatogonies, spermatocytes, spermatides et spermatozoïdes). Dans le cas du 

poisson zèbre, au début de la spermatogenèse, 2 types de spermatogonies de type A 

indifférenciées sont ainsi observées. Les premières sont considérées comme les cellules souches 

spermatogoniales (Aund*). Elles possèdent un très fort pouvoir d’auto-renouvellement. L’autre 

groupe correspond aux cellules qui vont rentrer dans le processus de spermatogenèse (Aund) 

(Fig. 1A).  

Ces dernières vont par la suite, grâce à des divisions successives, devenir des spermatogonies 

de type A différenciées (Adiff), qui ne présentent pas de différences morphologiques notables 

avec les Aund, mais qui ont perdu leur pouvoir d’auto-renouvellement. Les Adiff vont ensuite 

engendrer les spermatogonies de type B, qui vont subir des modifications morphologiques plus 

conséquentes. Nous pourrons ainsi observer la formation de plusieurs générations de 

spermatogonies de type B par cyste. Cependant, à la différence des mammifères, le stade 

spermatogonies de type B ne représente pas la dernière étape avant l’entrée en méiose et leur 

transformation en spermatocytes primaires. En effet, chez les poissons, les spermatogonies de 

type B peuvent subir plusieurs cycles mitotiques successifs avant d’entrer ultérieurement en 

méiose. Dans le cas du poisson zèbre, ces mitoses peuvent ainsi générer jusqu’à 9 générations 

de spermatogonies (1 spermatogonie de type A, 3 générations de spermatogonies de type 

indifférenciées et 5 générations de spermatogonies de type B), alors que seulement 6 sont 

décomptées chez la truite (Leal et al., 2009; Loir, 1999) (Fig. 18). 

Figure 18 : Schématisation de la spermatogenèse chez la truite et le poisson zèbre 

Les spermatogonies indifférenciées de type A (en vert) vont se différencier en spermatogonies différenciées (en rouge), qui 

seront elles-mêmes à l’origine des spermatogonies de type B. Elles vont subir plusieurs mitoses avant de rentrer dans la 

phase méiotique, afin de produire des spermatozoïdes. 
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b. Stades méiotiques 

La méiose consiste en 2 divisions cellulaires successives ayant pour but d’aboutir à 4 

spermatides haploïdes à partir des spermatogonies diploïdes de type B. Elle débute par la 

méiose I dite réductionnelle, qui correspond à la séparation des chromosomes homologues, 

suivi par la méiose II dite équationnelle, qui va correspondre à la séparation des chromatides 

sœurs. 

Les spermatocytes primaires peuvent être observés au moment de la prophase de la 1ère méiose. 

Cette prophase est assez longue et est divisée en 5 étapes : le leptotène, le zygotène, le 

pachytène, le diplotène et enfin la diacinèse (Fig. 19). 

Le stade leptotène correspond à la condensation des chromosomes dupliqués. On aperçoit aussi 

la fixation des extrémités de ces chromosomes au niveau de l’enveloppe nucléaire via la plaque 

d’attachement. Le stade zygotène voit naitre un appariement au niveau des extrémités des 2 

chromosomes, qui va progresser le long de ces chromosomes grâce au complexe synaptonémal. 

Lorsque l’appariement est complet, ces cellules vont arriver au stade pachytène, qui voit 

apparaitre des nodules de recombinaisons le long de l’axe des chromosomes liés. Ces nodules 

vont permettre l’échange chromosomique, qui sera ensuite caractérisée par la présence de 

chiasma plus tard. Le stade diplotène débute par la séparation des paires de chromosomes suite 

à la dissociation du complexe synaptonémal. C’est surtout à cette étape que nous pouvons 

constater la présence des chiasma réalisés juste avant. Enfin, lors de la diacinèse, la membrane 

nucléaire va disparaitre et va permettre l’entrée de cette cellule en métaphase I. Les 

Lep Zyg

 

Pach Dipl Dia 

Figure 19 : Représentation schématique des 5 étapes de la prophase méiotique 

Différentes étapes de la prophase méiotique qui vont permettre de produire les spermatocytes primaires. 

 Leptotène : début de la compaction de la chromatine. Zygotène : début d’appariement des chromosomes homologues via la 

formation du complexe synaptonémal. Pachytène : le complexe synaptonémal est formé et les chromosomes sont appariés. 

Diplotène : apparition de chiasma entre les brins des chromosomes homologues. Diacinèse : alignement des chromosomes, 

via leur centromère. 

De gauche à droite : Leptotène (Lep) ; Zygotène (Zyg) ; Pachytène (Pach) ; Diplotène (Dipl) ; Diacenèse (Dia). 

En rouge et bleu, les chromosomes appariés avant la séparation des chromatides sœurs. 
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spermatocytes primaires vont ensuite poursuivre par l’anaphase et la télophase pour aboutir aux 

spermatocytes secondaires, qui ne contiendront qu’un seul chromosome mais avec une 

chromatine dédoublée. A ce stade, ces cellules vont continuer la méiose en rentrant dans la 

deuxième partie, la méiose équationnelle. Ainsi, deux spermatides -ne contenant chacune 

qu’une chromatide sœur- seront générées. 

De nombreuses études ont pu mettre en évidence l’importance de la macroautophagie dans le 

bon fonctionnement de ce processus, mais uniquement dans les ovocytes. Ainsi, chez la 

drosophile, une perte de macroautophagie entraine un retard et une mauvaise séparation des 

chromosomes (Matsuhara and Yamamoto, 2016). L’importance de la macroautophagie dans la 

maturation ovocytaire a également été rapporté chez le porc (Shen et al., 2018). 

c. Stades post-méiotiques 

A la fin de ces différentes étapes de méiose, les spermatides (haploïdes) formées ne vont 

plus subir de divisions mais vont par contre subir des changements morphologiques drastiques. 

Ce processus est appelé spermiogenèse. Un excédent cytoplasmique va être évacué sous forme 

de corps résiduels. Ces corps vont être phagocytés par les cellules de Sertoli environnantes. Les 

restes cytoplasmiques qui ne seraient pas éliminés vont être envoyés le long du flagelle. 

Parallèlement à cette étape, les mitochondries vont être rassemblées au niveau de la pièce 

centrale, juste en dessous de la tête du futur spermatozoïde (Vertika et al., 2020). 

Une autre modification morphologique majeure est la formation du flagelle, structure ciliée et 

nécessaire au déplacement du spermatozoïde. Il est composé de l’axonème, qui est constitué de 

2 microtubules centraux, eux-mêmes entourés de 9 paires de microtubules périphériques (Fig. 

20). La motilité du flagelle, et donc du spermatozoïde, est assurée par des bras de dynéines 

Figure 20 : Schéma de la structure d'un axonème de flagelle de mammifère (Nahed, 2015) 

Nous retrouvons un double microtubule central entouré d’une gaine centrale et se terminant dans la partie proximale de 

l’axonème. Il est entouré par 9 paires de microtubules périphériques, avec les tubules A et B. Sur les tubules A, des bras de 

dynéines sont fixés et qui peuvent se lier avec le tubule B voisin pour actionner un mouvement. L’ensemble des doublets 

périphériques sont reliés entre eux par des ponts de nexine. 
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internes (IDA – Inner Dynein Arm) et externes (ODA – Outer Dynein Arm) (Ishikawa, 2017). 

Permettant le glissement des microtubules périphériques et induisant des courbures du flagelle, 

ils sont responsables des battements du spermatozoïde. De plus, fixés sur ces paires de 

microtubules périphériques, on peut observer la présence de rayons radiaux (Radial Spokes). Il 

s’agit d’un complexe protéique qui permet la transmission des mouvements mécaniques entre 

les microtubules centraux et périphériques (Ishikawa, 2017). Il pourrait jouer un rôle dans la 

régulation de l’activité de ces bras de dynéines, et donc du mouvement du flagelle (Ishikawa, 

2017).  

D’autres modifications morphologiques apparaissent, comme la formation d’un acrosome chez 

les mammifères. Il est situé au-dessus de la tête et va recouvrir le noyau. Cette organelle contient 

les enzymes nécessaires pour permettre aux spermatozoïdes de digérer la zone pellucide de 

l’ovocyte lors de la fécondation (Abou-Haila and Tulsiani, 2000). Chez les poissons téléostéens, 

nous ne retrouvons pas la présence de cet acrosome. Les spermatozoïdes rentrent dans le 

chorion et vont ensuite pénétrer dans l’ovocyte grâce à la présence d’un canal appelé micropyle 

(Iwamatsu et al., 1997; Ohta and Iwamatsu, 1983). 

L’organisation et la régulation de l’ensemble de ces acteurs est donc primordial afin que les 

spermatozoïdes puissent se déplacer. Des modifications dans la structure ou des éléments qui 

composent l’axonème et le flagelle peuvent entrainer des baisses dans la motilité de ces 

spermatozoïdes. Une absence d’activité autophagique dans la régulation de la formation du 

flagelle a déjà été mise en évidence chez la souris et le rat (Wang et al., 2014; Yang and Yang, 

2020), posant ainsi la question de son implication chez le poisson zèbre. 

II. Les cellules de Sertoli, acteur majeur de la spermatogenèse 

1. Généralités 

Chez les mâles, les cellules de Sertoli sont parmi les premières cellules somatiques à se 

spécialiser lors du développement de la gonade embryonnaire (DiNapoli and Capel, 2008). 

Ainsi, elles jouent un rôle majeur pour l’initiation et le maintien du développement testiculaire 

(DiNapoli and Capel, 2008). Extrêmement plastiques tant en termes d’expression moléculaire 

que de morphologie, elles ont la possibilité de changer à la fois de forme et de taille en fonction 

des besoins des cellules environnantes (França et al., 2016). Au sein du testicule, elles sont en 

contact avec de très nombreux types cellulaires (comme les cellules germinales, les cellules de 

Leydig ou les cellules myoïdes péritubulaires). Elles sont présentes tout au long du 

développement de cet organe et participent à de nombreux processus cellulaires, tels que la 

spermatogenèse, la phagocytose des résidus apoptotiques, ou la sécrétion d’hormones 

(Griswold, 1998; Wu et al., 2020). 

2. Les cellules de Sertoli et le déterminisme sexuel 

Chez les mammifères, dans les premières semaines post-natales, les cellules somatiques 

sont bipotentielles et peuvent aussi bien mener à la formation d’un testicule que d’un ovaire 

(Wang and Orban, 2007). Des analyses transcriptomiques à des stades de développement très 

précoces montrent l’expression de gènes ovariens, conduisant ainsi la formation d’ovaires 

comme la voie « par défaut » (Jameson et al., 2012). Le développement du testicule se met en 
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place lors de l’expression de gènes liés au chromosome Y, et plus particulièrement le gène SRY, 

dans les cellules pré-Sertoli (Wilhelm et al., 2009). Son expression va induire celle du gène 

Sox9, qui va permettre la différenciation de ces cellules en cellules de Sertoli matures, et ainsi 

diriger cette gonade vers un testicule (Rotgers et al., 2018) (Fig. 21). 

Les cellules de Sertoli ont un rôle primordial dans la différenciation des cellules germinales. Le 

déterminisme sexuel est temporal, c’est ce qui décidera de l’orientation des cellules germinales 

en ovocytes ou en spermatogonies (McLaren, 2003).  

Afin de conserver les caractéristiques d’une gonade mâle, les cellules de Sertoli expriment, 

même arrivées au stade adulte, la protéine Dmrt1 (Doublesex and mad-3 related transcription 

factor 1). Cette expression est retrouvée au sein des spermatogonies. Cette protéine a pour but 

d’inhiber l’action de nombreux gènes qui favorisent la différenciation femelle, comme Foxl2 

(Forkhead box L2) ou la voie Wnt/β-caténine (Herpin and Schartl, 2011; Matson et al., 2011) 

(Fig. 21). En absence de Dmrt1 au cours du développement fœtal, on peut observer l’induction 

d’une féminisation post-natale du testicule, causant une transdifférenciation des cellules de 

Sertoli en cellules de la granulosa (dédifférenciation puis spécialisation). Ces cellules 

proviennent du même précurseur que les cellules de Sertoli mais sont spécialisées dans le 

développement de l’ovaire et des ovocytes. Ces changements reflètent une grande plasticité de 

ces cellules (Matson et al., 2011) et de la gonade en particulier. 

La présence des cellules de Sertoli est indispensable dans le développement du testicule, et ses 

fonctions permettent de maintenir cette différenciation. Elles sont aussi primordiales dans la 

mise en place et la régulation de la spermatogenèse. 

 

 

Figure 21 : Voies impliquées dans la régulation du déterminisme sexuel chez la souris (Herpin & Schartl, 2011) 

Dans le cas où le gène Sry est activé, une cascade de protéines, emmené par Sox9, va orienter la différenciation sexuelle de la 

gonade vers un testicule. Aussi, la maintenance de cette différenciation est régie par des gènes clés comme Dmrt1, Sox9 ou 

encore Sox8. Cependant, la moindre dérégulation peut basculer cet équilibre entre les voies spécifiques mâle et femelle. Cette 

interconnexion explique que les gonades soient bipotentielles. 
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3. Une barrière indispensable au cours de la spermatogenèse : la BTB 

Une fois les cellules de Sertoli matures, elles vont mettre en place de nombreuses 

jonctions (serrées, communicantes, desmosomes) entre elles, ce qui limitera le passage de 

substances afin de ne pas perturber le bon processus spermatogénique. 

Chez les mammifères, cette séparation va délimiter 2 zones distinctes : une zone où aura lieu la 

méiose des cellules germinales et une zone pour la spermiogenèse (qui correspond au dernier 

stade de développement du spermatozoïde) (Bergmann et al., 1984). L’environnement des 

cellules méiotiques est très important et fortement régulé et contrôlé lors de la spermatogenèse 

(Bergmann et al., 1984). L’une des structures qui maintient cet environnement clos est la 

barrière créée par les jonctions entre des cellules de Sertoli adjacentes (Sertoli Cell Barrier – 

SCB). Aussi appelé Blood-Testis Barrier (BTB), elle limite les passages, notamment de toxines 

et du système immunitaire, vers la partie luminale du tube séminifère et inversement (Fig. 22). 

Ces jonctions sont régulées par différentes protéines, comme Claudin-11 ou la protéine 

Occludine pour les jonctions serrées, ou encore par des hormones comme la FSH ou la 

testostérone (McCabe et al., 2016). La modulation de ces jonctions par l’Acide Rétinoïque (AR) 

(Hasegawa et Saga, 2012) ou l’Activine A (Nicholls et al., 2013), qui respectivement 

augmentent et diminuent le nombre de ces jonctions, reflète l’importance et les possibilités de 

régulation de ces jonctions. Par exemple, cette barrière est capitale pour la bonne migration des 

spermatocytes vers le tube séminifère (Bergmann et al., 1984). A la fin de la spermatogenèse, 

cette barrière va se rompre et permettre la libération des spermatozoïdes dans le tube séminifère 

(Pudney, 1995). Des perturbations dans la régulation et la présence de cette barrière par le biais 

de ces jonctions peut provoquer la mort des cellules germinales et compromettre la fertilité 

(Cheng and Mruk, 2012). 

Chez les téléostéens, on peut aussi observer la présence de cette BTB, qui est principalement 

composée de jonctions serrées entre les différentes cellules de Sertoli (Bergmann et al., 1984). 

Barrière Hémato-Testiculaire (BTB) 

Lame basale (LB) 
Cellules myoïdes péritubulaires (PMC) 

Cellules 

de Sertoli  

Spermatides allongées 

Spermatogonies 

Spermatides rondes 

Figure 22 : La barrière hémato-testiculaire sépare 2 environnements différents dans des cellules de Sertoli de mammifères 
(Hofmann & McBeth, 2022) 

Les CSS, posées au niveau de la lame basale, vont entrer dans le cycle spermatogénique et devenir des spermatogonies 

différenciées. Arrivées à ce stade, elles vont commencer les méioses et au cours de celle-ci, ces cellules vont pouvoir traverser 

la BTB. Une fois de l’autre côté, ces spermatocytes vont continuer à se multiplier et se différencier jusqu’à l’étape de 

spermiation. 
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Cette barrière apparait lorsque la méiose des cellules germinales est complète. Comme pour les 

mammifères, elle participe activement à l’isolation des cellules germinales du système 

immunitaire et les préserve de l’exposition à différentes toxines.  

La présence de cette barrière est donc nécessaire pour la bonne mise en place de 

la spermatogenèse. 

4. Les relations entre les cellules de Sertoli et les cellules germinales 

a. Rôle dans l’auto-renouvellement des Cellules Souches Spermatogoniales 

(CSS) et dans l’induction de la spermatogenèse 

Les cellules de Sertoli jouent aussi un rôle crucial dans le maintien du stock des CSS, 

qui est la première étape de la spermatogenèse. Pour cela, les cellules de Sertoli vont produire 

du GDNF (Glial cell Derived Neurotrofic Factor) grâce à la présence de la FSH (Follicule 

Stimulating Hormone) provenant de la glande pituitaire qui va stimuler la voie de Notch 

(Tadokoro et al., 2002). Des récepteurs de cette voie sont situés au niveau des CSS. 

L’intégration de ce signal permettra de maintenir la niche et l’auto-renouvellement des cellules 

souches spermatognoniales. De nombreuses autres voies existent telle celle médiée par la 

protéine FGF2 (Fibroblast Growth Factor 2) (Masaki et al., 2018). La présence de FGF2 permet 

l’activation de MAP2K1 (Mitogen-Activated Protein kinase kinase 1) par phosphorylation, 

induisant à son tour la transcription de gènes clés (Bcl6b, Etv5 ou Lhx1) dans la maintenance 

du stock de CSS (Chen et al., 2005; Ishii et al., 2012). 

Les cellules de Sertoli sont de véritables métronomes régulant la cadence d’entrée dans le cycle 

de la spermatogenèse. Ainsi il a été montré chez la souris qu’elles vont stopper l’inhibition de 

l’AR par CYP26B1 et produire en parallèle de l’AR (Bowles et al., 2006). L’absence de la 

synthèse d’AR par les cellules de Sertoli induit un blocage des spermatogonies à rentrer en 

méiose.  

A ce jour, 2 modes de divisions des cellules de Sertoli ont été décrits chez les poissons. Dans 

le premier cas, les progéniteurs des cellules de Sertoli prolifèrent activement afin de créer un 

emplacement pour de nouvelles niches dédiées aux CSS ou aux spermatogonies. Pour cela, les 

cellules de Sertoli vont produire du GDNF, qui agira par voie paracrine, afin de stimuler soit la 

migration de CSS (que l’on retrouve aussi chez les rongeurs), soit la division de CSS pour 

permettre l’auto-renouvellement de ces cellules (Dovere et al., 2013). Chez le poisson zèbre, 

des hormones de la thyroïde, comme la thriiodothyronine-T3, sont capables d’augmenter 

l’activité mitotique des cellules de Sertoli par la voie Igf3 (Nóbrega et al., 2015). Cette voie est 

d’autant plus efficace dans les cellules de Sertoli qui ne sont pas encore associées à des cellules 

germinales ou au contact de spermatogonies (França et al., 2016; Morais et al., 2013). Dans le 

deuxième cas, les cellules de Sertoli se divisent dans les cystes déjà existants, en réponse à la 

présence de FSH et d’androgènes, et ceci afin de répondre au nombre croissant de cellules 

germinales (Almeida et al., 2009; França et al., 2016, p. 20). 

b. Le rôle des cellules de Sertoli ne se cantonne pas à la spermatogenèse 

Les cellules de Sertoli sont primordiales tout au long de la spermatogenèse, mais elles 

sont aussi impliquées dans de nombreuses autres fonctions. Par exemple, chez les mammifères, 
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elles sécrètent des androgènes pour les cellules de Leydig, jouent aussi un rôle dans 

l’angiogenèse (Fan and al, 2011), la protection immunitaire (Washburn et al., 2022), le 

métabolisme du glutathion, sécrètent un fluide dans le lumen tubulaire ou phagocytes les résidus 

apoptotiques des cellules germinales ou des spermatozoïdes malformés (Almeida et al., 2009; 

Nakanishi and Shiratsuchi, 2004). Ces dernières fonctions pointent aussi le rôle central de ces 

cellules dans le « recyclage et la régulation des déchets ». Ces cellules s’illustrent dans 2 actions 

spécifiques. Au cours de la spermatogenèse, de nombreuses cellules germinales vont subir 

l’apoptose sans atteindre le stade de spermatozoïdes. L’ensemble des résidus apoptotiques 

seront alors phagocytés par les cellules de Sertoli et pourront être utilisés à des fins 

métaboliques (Voir section Métabolique) (Wang and Orban, 2007). Enfin le rôle des cellules 

de Sertoli sera clé lors de la spermiogenèse, dernière étape avant l’obtention de spermatozoïdes. 

Au cours de cette étape, les spermatides vont subir de nombreux changements structurels, 

comme une perte cytoplasmique contenant de nombreuses organelles. Ces pertes seront alors 

prises en charge par les cellules de Sertoli et seront dégradées. C’est d’ailleurs à partir de ces 

résidus apoptotiques des cellules germinales que les cellules de Sertoli vont pouvoir mettre en 

place des voies autophagiques. Riches en lipides, ces résidus vont être stockés sous forme de 

gouttelettes lipidiques qui seront utilisées a posteriori afin de fournir aux cellules germinales 

restantes l’énergie nécessaire à leurs développements (Voir section Lipophagie). 

5. Relations avec d’autres types cellulaires 

Comme évoqué précédemment, les cellules de Sertoli sont aussi en contact avec d’autres 

types cellulaires. Nous allons décrire 2 de ces types cellulaires, les cellules de Leydig et les 

Cellules Myéloïdes Péritubulaires (PMC) ainsi que les liens que ces cellules possèdent avec les 

cellules de Sertoli. 

a. Cellules de Leydig 

Les cellules de Leydig ont pour rôle principal la sécrétion d’hormones, comme la 

testostérone, qui est essentiel pour la fertilité et la différenciation sexuelle (Zirkin and 

Papadopoulos, 2018). Chez la souris, dans le testicule à l’état fœtal, les cellules de Leydig 

expriment la protéine CYP17A1, qui induit la production d’un précurseur des androgènes, 

l’androstenedione. Il sera ensuite converti en testostérone dans les cellules de Sertoli par 

l’enzyme HSD17B3 (O’Shaughnessy et al., 2000). Cette régulation permet l’arrêt mitotique des 

gonocytes, nécessaire pour orienter la différenciation sexuelle mâle (Merlet et al., 2007). 

Les cellules de Sertoli sont essentielles à la bonne conservation du nombre et des fonctions des 

cellules de Leydig. Des études faites sur la présence des cellules de Leydig en fonction d’un 

nombre décroissante de cellules de Sertoli ont montré qu’en présence de moins de cellules de 

Sertoli, les cellules de Leydig rentraient en apoptose (Rebourcet et al., 2014a; Ye et al., 2017). 

Les cellules de Leydig sont donc centrales dans la mise en place de la spermatogenèse, en étroite 

collaboration avec les cellules de Sertoli. De façon intéressante, des études récentes ont pu 

mettre en évidence l’implication de la macroautophagie dans ces cellules, à la fois pour la 

sécrétion d’hormones (Gao et al., 2018), mais aussi dans l’importation de cholestérol (Ma et 

al., 2018). Des perturbations de l’activité autophagique auraient des conséquences directes sur 

la spermatogenèse. 
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b. Cellules myoïdes péritubulaires (PMC) 

Les PMC sont situées au niveau de la membrane basale des tubes séminifères. Elles 

possèdent des caractéristiques musculaires car elles sont capables de se contracter grâce à des 

flux de Ca2+, ce qui aide au relargage des spermatides (Rebourcet et al., 2014b). 

Les cellules de Sertoli jouent un rôle important dans la différenciation de ces PMC et dans la 

formation des tubes séminifères (Clark et al., 2000; Rebourcet et al., 2019). De plus, leurs 

actions permettent de conserver les fonctions contractiles de ces cellules dans le temps. 

L’équipe de Rebourcet a montré qu’une perte des cellules de Sertoli induisait une rigidification 

des PMC et limitait ainsi le relargage des spermatides dans les tubes séminifères chez les 

mammifères. 

III. Régulation de la spermatogenèse 

1. Hormonale 

a. Gonadotrophines 

Les gonadotrophines, comme la LH (Luteinizing Hormone) et la FSH (Follicule-

Stimulating Hormone), sont des glycoprotéines hormonales qui sont sécrétées au niveau de 

l’hypophyse pour réguler la physiologie testiculaire. Ces hormones vont être reconnues par des 

récepteurs situés au niveau de la membrane plasmique des cellules de la gonade. La présence 

de LH permet la régulation de l’expression de stéroïdes via les cellules de Leydig alors que la 

FSH régulera l’activité des cellules de Sertoli (Huhtaniemi and Themmen, 2005). Cependant, 

cette séparation n’est pas aussi présente chez les poissons téléostéens. De ce fait, on observe 

moins de divergences dans les activités biologiques de la FSH et de la LH. A partir de ces 

données, nous pouvons donc assumer que les fonctions des cellules de Sertoli sont 

principalement régulées par la présence de FSH (García-López et al., 2010). De plus, l’absence 

de LHR n’impacte ni le développement de la gonade, ni la fertilité chez le poisson zèbre (Chu 

et al., 2015, 2014; Zhang et al., 2015b, 2015a). 

La FSH permet de stimuler les stades précoces de la spermatogenèse, comme la prolifération 

des spermatogonies (Campbell et al., 2003; Nóbrega et al., 2015; Ohta et al., 2007), alors que 

la présence de LH est plus impliquée dans les stades tardifs liés à la différenciation et à la 

maturation.  

Des études transcriptomiques ont été réalisées sur des testicules de poissons zèbres afin de 

déterminer les gènes impactés en présence de FSH (Crespo et al., 2016). Au total, 119 gènes 

étaient stimulés et 87 réprimés. Les principales voies affectées étaient  la voie de Wnt, 

Hedgehog ou encore les TGF-B (Transforming Growth Factor Beta). D’autres gènes liés à la 

sécrétion d’hormones, comme Dhh (Desert HegdeHog), Amh (Anti-Müllerian Hormone), Inha 

(INHibin A) ou Gsdf (Gonadal Somatic cell Derived Factor) étaient également affectés. Ce 

dernier, exprimé dans les cellules de Sertoli (Chen et al., 2013; Gautier et al., 2011) est 

notamment impliqué dans la prolifération spermatogoniale chez la truite (Sawatari et al., 2007).  

Récemment, l’équipe de Shenming Zeng a pu mettre en évidence l’action de la FSH sur 

l’induction d’une activité autophagique dans les cellules de la granulosa de porc. La présence 
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de cette activité permet à ces cellules de produire de la progestérone, et cette production 

provient de la dégradation des gouttelettes lipidiques au sein de ces cellules, augmentant la 

quantité de cholestérol libre et favorisant ainsi la production de progestérone. (Liu et al., 2021). 

b. Androgènes 

En 1991, le groupe de Miura a mis en évidence que la présence d’une forme spécifique 

d’androgène, la 11-KetoTestosterone (11-KT) jouait un rôle important dans la mise en place de 

la spermatogenèse chez les poissons (Miura et al., 1991). Une des particularités des androgènes 

réside dans la distribution de leurs récepteurs : ils ne sont pas retrouvés dans l’ensemble des 

types cellulaires du testicule mature, mais seulement au niveau de la membrane des cellules de 

Sertoli (Ikeuchi et al., 2001). Cette hormone , la 11-KT, semble donc agir exclusivement sur 

ces cellules, sans que les cellules de Leydig soient touchées. 

La présence d’androgènes va permettre la régulation de l’expression de nombreux gènes dans 

les cellules de Sertoli lors de la spermatogenèse (Le Gac et al., 2008). Parmi ces gènes, nous 

pouvons retrouver DMRT1 (Doublesex- and mab-3-related transcription factor 1), qui est un 

facteur important dans la différenciation sexuelle et le développement du testicule et SOX8 

(Transcription factor SOX-8), impliqué dans la détermination sexuelle mâle.  

Ces observations supportent donc l’idée que les androgènes jouent un rôle important dans le 

processus de spermatogenèse, et que leurs actions sont d’autant plus fortes dans les premiers 

stades de la spermatogenèse (division des spermatogonies). Lors des derniers stades, par 

exemple au moment de la spermiation, la présence des androgènes est moins importante, mais 

cette diminution est compensée par la présence de progestine, qui semble plus efficace (Ueda 

et al., 1985). 

 Néanmoins, même si ces androgènes sont capables de cibler directement des protéines et/ou 

des facteurs de transcription précis, ils peuvent aussi moduler l’activité autophagique, et 

inversement. En 2011, Li et al. ont pu observer dans les cellules de Leydig une diminution de 

la production de testostérone lorsque l’autophagie était chimiquement bloquée (Li et al., 2011). 

A l’inverse, des recherches sur les protéines liant les androgènes (ABP pour Androgen-Binding 

Protein) au niveau des cellules de Sertoli de rat ont montré une demi-vie plus longue en absence 

d’activité autophagique (Ma et al., 2015). Des données existaient déjà sur l’action de la 

testostérone sur la synthèse et la sécrétion de ces ABP (Ritzen et al., 1975), cependant elles 

n’avaient jusqu’alors pas démontré l’action inhibitrice de la testostérone sur l’autophagie (Ma 

et al., 2015). Cette inhibition permet alors aux ABP de ne pas être dégradées et de s’accumuler 

au sein des cellules de Sertoli. 

c. Œstrogènes 

L’œstradiol (également appelé E2) semble jouer un rôle important dans la régulation de 

différents gènes impliqués dans la spermatogenèse (Miura et al., 1999; Song and Gutzeit, 2003). 

Chez la truite, l’E2 induit la transcription de gènes qui codent pour des protéines de liaison au 

rétinol, ce qui fait de l’E2 une hormone régulatrice de l’AR dans les testicules (Schulz et al., 

2009). Comme nous avons déjà pu en discuter, la présence d’AR induit la prolifération des 

spermatogonies (Zhou et al., 2008), et cette fonction a aussi été retrouvée chez le poisson zèbre, 
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où la présence d’AR permettait l’induction de la différenciation cellulaire des spermatogonies 

et l’entrée en méiose (Alsop et al., 2008 ; Pradhan and Olsson, 2015). 

Chez l’anguille, il a aussi été constaté que l’E2 pouvait jouer un rôle au sein des cellules de 

Sertoli et induire la transcription de certains gènes (comme l’eSRS34 par exemple) pour mettre 

en place leur renouvellement, (Miura et al., 2007). 

2. Le cytosquelette : lorsque la structure impacte la fonction 

Comme nous avons pu le constater précédemment, les cellules de Sertoli jouent un rôle 

primordial dans la bonne mise en place mais aussi dans la régulation de la spermatogenèse. En 

plus des différents facteurs que nous avons pu évoquer, la structure même des cellules de Sertoli 

est aussi à prendre en compte durant ce processus. Pour leur permettre de remplir leur rôle dans 

les meilleures conditions, ces cellules ont besoin de modifications morphologiques et 

conformationnelles. Ces changements seront le résultat de leurs jonctions avec les cellules 

germinales afin de contribuer aux remodelages que subiront les spermatides (Vogl et al., 2014). 

Pour répondre au mieux à ces changements conformationnelles, les cellules de Sertoli possèdent 

un vaste et dynamique cytosquelette, composé de filaments d’actine, de filaments 

intermédiaires et de microtubules (Vogl et al., 2008).  

Les filaments d’actine sont principalement situés au niveau des jonctions entre les cellules de 

Sertoli, mais aussi près des spermatides pendant la période d’élongation, jusqu’au moment de 

la spermiation, où les spermatides seront relarguées (Vogl et al., 2008). Les jonctions, formées 

de filaments d’actine, que l’on retrouve entre des cellules de Sertoli adjacentes forme une 

structure particulière connu sous le nom de « spécialisation ectoplasmique » (Russell and 

Peterson, 1985; Vogl et al., 2008). Cette structure est entrecoupée d’autres jonctions associées, 

comme les jonctions adhérentes, communicantes ou encore les jonctions serrées (Stanton, 2016; 

Vogl et al., 2014). Elles permettent surtout l’interaction entre cellules de Sertoli elles-mêmes, 

mais peuvent aussi se retrouver entre les cellules de Sertoli et les spermatides en élongation 

(Stanton, 2016). La présence de cette structure permet aussi aux cellules de Sertoli de délimiter 

le microenvironnement des cellules germinales (Kaur et al., 2014). Grâce à la présence de 

jonctions serrées, le passage de nombreuses molécules est limité, ce qui assure le bon 

développement de ces cellules dans une niche isolée de toute réaction immunologique (Kaur et 

al., 2014; Mital et al., 2011). Au cours de la spermatogenèse, les cellules de Sertoli sont capables 

de remodeler ces jonctions pour permettre le passage des spermatocytes dans la partie luminale 

du tubes séminifères, tout en conservant ce microenvironnement. Ce microenvironnement est 

maintenu par la régulation de ces filaments d’actine par de nombreuses protéines (N. Li et al., 

2016). 

Il existe également un réseau de microtubules qui interagissent avec les filaments d’actine de 

la spécialisation ectoplasmique pour permettre l’élongation mais aussi le transfert des 

spermatides dans le tube séminifère, jusqu’à leur libération durant la spermiation (Vogl et al., 

2008). De plus, la présence de ces nombreux filaments d’actine joue aussi un rôle dans la forme 

finale de la tête des spermatides (Vogl et al., 2008). Une rupture de ces filaments au sein des 

cellules de Sertoli a montré une perte de l’adhésion entre ces cellules et les spermatides, menant 

à une baisse du nombre de jonctions adhérentes contenant de l’actomyosine. Ces fibres peuvent 

avoir des actions contractiles mais en absence de ces jonctions, la forme de la tête des 

spermatides est altérée (Sakamoto et al., 2018). Lors de la spermiation, les spermatides prêtes 
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à être libérées subissent des dernières modifications de remodelage par les cellules de Sertoli. 

Les spermatides restent maintenues aux cellules de Sertoli par des jonctions serrées dans un 

premier temps, afin de d’éliminer l’excédent de cytoplasme et constituer le flagelle, avant d’être 

libérés dans le tube séminifère (O’Donnell et al., 2011). 

De manière plus générale, les cellules de Sertoli possèdent un abondant cytosquelette de 

microtubules (Vogl et al., 2008). Ces microtubules sont au cœur de la modulation de la forme 

des cellules de Sertoli afin de répondre aux besoins des cellules germinales au cours de leur 

développement (Russell et al., 1981; Vogl et al., 1983). Ces microtubules sont très présents au 

stade spermatide, contrairement aux premiers stades de développement des cellules germinales. 

Au cours de la spermatogenèse, les microtubules vont être au centre des translocations des 

spermatocytes et spermatides via leurs liaisons avec les filaments d’actine, mais aussi avec la 

spécialisation ectoplasmique (décrite plus haut). De par la présence de nombreuses kinésines 

et/ dynéines, qui viendront se fixer sur les microtubules pour permettre le déplacement de ces 

cellules, les microtubules permettent la fine régulation de l’emplacement de ces cellules en 

fonction de leur avancement dans la spermatogenèse. 

3. Importance métabolique et rôles des mitochondries   

L’apport d’énergie aux cellules germinales est primordial pour leur développement. En 

effet, une mauvaise régulation du métabolisme de ces cellules empêche toute différenciation et 

in fine, la mort de ces cellules (Nunnari and Suomalainen, 2012). Là encore, les cellules de 

Sertoli remplissent parfaitement leur rôle de cellules « nourricières », fournissant aux cellules 

germinales l’ensemble de l’énergie nécessaire à leur bon développement. Dans ce contexte, 

nous décrirons dans cette partie l’ensemble des mécanismes mis en place par les cellules de 

Sertoli afin de fournir l’énergie nécessaire aux cellules germinales ainsi que leurs impacts sur 

la spermatogenèse. 

a. L’apport d’énergie des cellules de Sertoli 

Tout d’abord, nous allons nous intéresser aux besoins énergétiques des cellules 

germinales, car ceux-ci vont être différents selon leurs stades de développement (Bajpai et al., 

1998).  Ces changements de besoins sont le résultat d’une restriction et de l’isolement de ces 

cellules germinales dans le testicule.. Chez les mammifères, les spermatogonies, qui sont en 

contact avec la lame basale, peuvent utiliser les nutriments présents dans le sang, et surtout du 

glucose afin de produire de l’ATP (Bajpai et al., 1998). Les spermatocytes, utilisent 

préférentiellement le pyruvate ou le lactate pour la production d’ATP (Bajpai et al., 1998; 

Nakamura et al., 1984). Pour les spermatides, il a été observé que le lactate (fourni par les 

cellules de Sertoli) était la source principale d’énergie et que sa simple présence permettait 

d’obtenir assez d’ATP dans ces cellules (Bajpai et al., 1998). . En plus de son rôle dans la mise 

en place de la spermatogenèse, le lactate permet de stimuler la synthèse d’ARN et de protéines 

dans les spermatides (Jutte et al., 1981) et possède un effet anti-apoptotique sur les cellules 

germinales (Erkkilä et al., 2002). Au sein des spermatozoïdes, des controverses demeurent 

quant à la l’importance relative de la glycolyse ou de l’activité mitochondriale dans la 

production d’énergie. Celle-ci semble compartimentée. La majorité de l’énergie proviendrait 

de la glycolyse, qui aurait lieu principalement au niveau de la flagelle. Toutefois, dans la partie 

centrale, l’énergie proviendrait de l’activité mitochondriale (Gómez et al., 2012).  
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b. Régulations métaboliques 

Il apparaît que les régulations métaboliques se produisant au sein des cellules de Sertoli 

jouent un rôle fondamental lors de la spermatogenèse et donc dans la fertilité. Le métabolisme 

du glucose étant une des voies principales d’apport en énergie, elle présente quelques 

particularités dans les cellules de Sertoli. De plus, d’autres voies comme la voie des pentoses 

phosphates, ont montré une plus faible activité dans les cellules de Sertoli (Grootegoed et al., 

1986; Robinson and Fritz, 1981). On peut donc en conclure que la majorité du glucose dans ces 

cellules est converti en pyruvate, puis va être pris en charge par la Lactate DeHydrogenase 

(LDH) pour le transformer en lactate (Fig. 23). Ce lactate sera ensuite sécrété afin de subvenir 

aux besoins des cellules germinales (Robinson and Fritz, 1981). De facto, cette production de 

lactate est limitée par la quantité de glucose présente dans les cellules de Sertoli. Ce glucose 

provient de l’environnement extracellulaire et est transporté, via des transporteurs spécifiques, 

dans les cellules de Sertoli. Ces transporteurs de glucose, de la famille des GLUTs (GLUcose 

Transporter), sont l’un des principaux régulateurs de la production de lactate (Angulo et al., 

1998). Ce lactate est ensuite exporté par des transporteurs (MCT – MonoCarboxylate 

Transporter) situé au niveau de la membrane des cellules de Sertoli pour être importé dans les 

cellules germinales (Oliveira et al., 2012; Rato et al., 2015, 2012) (Fig. 23). La régulation de 

ces 2 types de transporteurs est l’une des clés dans le bon développement des cellules 

germinales via les cellules de Sertoli. Dans des conditions stressantes, comme la baisse de la 

concentration en glucose voire l’absence de celui-ci, les cellules de Sertoli adaptent leur 

métabolisme pour continuer à produire assez de lactate pour les cellules germinales. Dans ces 

Figure 23 : Illustration schématique du métabolisme de la cellule de Sertoli (Rato and al, 2012) 

Dans les cellules de Sertoli, le glucose va jouer un rôle central dans la production d’énergie. Ce glucose est directement importé 

de l’espace extracellulaire par des transporteurs de glucose (GLUTs). Au cours de la glycolyse, il sera transformé en pyruvate 

qui empruntera 2 voies majeures. La première repose sur la transformation du pyruvate en lactate par la Lactate 

Déshydrogénase (LDH). Ce lactate sera exporté par des canaux MCTs (MonoCarboxylate Transporter) vers les cellules 

germinales, qui permettront son import par ces mêmes canaux. La deuxième est l’utilisation de ce pyruvate dans le cycle de 

Krebs via sa transformation en Acetyl-CoA. 
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conditions, Galardo et al. ont observé l’activation de la voie AMPK (AMP-activated protein 

kinase), qui est assimilé à un senseur métabolique pour s’adapter à son environnement. Cette 

voie va permettre la bonne continuité de la synthèse de lactate en induisant une augmentation 

de la transcription des gènes des transporteurs GLUTs et MCTs (Galardo et al., 2007). 

A contrario de leurs rôles de protecteurs et nourriciers, les cellules de Sertoli sont aussi capables 

d’induire l’apoptose des cellules germinales (Lee et al., 1997). Les cellules de Sertoli vont 

ensuite pouvoir phagocyter les résidus apoptotiques de ces cellules, les transformer en lipides 

pour les oxyder et produire de l’énergie (Lee et al., 1997). Au même moment, on peut aussi 

noter une augmentation de la transcription de long-chain acyl-CoA dehydrogenase, qui est 

nécessaire pour la dégradation des acides gras possédant une longue chaine (Xiong et al., 2009). 

Cette capacité des cellules de Sertoli leur permet d’avoir une énorme réserve d’énergie à 

disposition si les cellules germinales ne sont pas capables d’assouvir leurs besoins énergétiques. 

A ce jour, il existe de nombreux régulateurs afin de moduler le(s) métabolisme(s) présent(s) 

dans les cellules de Sertoli. Ils permettent de répondre au mieux aux besoins de ces cellules, 

mais également ceux des cellules germinales. Parmi ces régulateurs, nous pouvons retrouver la 

FSH (Oonk et al., 1989), l’insuline (Oliveira et al., 2012; Oonk et al., 1989), l’EGF (Epidermal 

Growth Factor) (Mallea et al., 1986), le bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) (Schteingart et 

al., 1999), l’AMPK (Galardo et al., 2007) ou encore des hormones stéroïdiennes sexuelles 

(Oliveira et al., 2011; Rato et al., 2012). 

La présence de FSH et d’insuline peuvent directement influencer la concentration de lactate en 

augmentant sa production (Oonk et al., 1989). La combinaison des 2 permet une production 

encore plus grande, même si leur effet n’est pas cumulatif. De plus, ces 2 hormones n’utilisent 

pas les mêmes voies pour la synthèse de lactate. Dans le cas où les cellules de Sertoli sont 

saturées par la FSH, ce qui n’induit plus une production de lactate, la présence d’insuline permet 

aux cellules de Sertoli de reprendre la production de lactate, et inversement. De plus, la présence 

de FSH et d’insuline ne changent pas la synthèse de nouvelles protéines requises dans la 

production de lactate. Cela suggère que seules l’activité enzymatique du métabolisme du 

glucose et/ou la régulation du transport de glucose sont impliquées. En ce sens, l’équipe de 

Silvia Socorro a découvert que l’absence d’insuline avait des conséquences sur la transcription 

de gènes liés à l’import de glucose, notamment sur le transporteur GLUT3 et GLUT1 (Oliveira 

et al., 2012).   

Chez le rat, l’action de la FSH sur les cellules de Sertoli est multiple (Riera et al., 2001). Elle 

va permettre l’augmentation de l’import du glucose dans les cellules de Sertoli, avec des effets 

observables dès 30 minutes (Riera et al., 2001). Elle peut aussi induire une augmentation de 

l’activité enzymatique de la LDHA, produisant ainsi plus de lactate. Dans la continuité de son 

action sur l’activité de la LDHA, une augmentation de la transcription de ce gène a aussi été 

observée en présence de FSH dans ces cellules. En parallèle de ces actions, la FSH est capable, 

grâce à son interaction avec la PI3K (PhosphoInositide 3-Kinase), d’induire la translocation de 

GLUT1 à la membrane plasmatique afin que les cellules de Sertoli absorbent davantage de 

glucose (Meroni et al., 2002). Elle peut également induire la transcription de gènes impliqués 

dans la glycolyse, comme la 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase (PFKFB), 

(Regueira et al., 2015). Enfin, la FSH est peut inhiber la transformation du pyruvate en acétyl-

CoA via l’augmentation de l’expression de la pyruvate dehydrogenasekinase 3 (PDK3) 

(Regueira et al., 2015).  
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4. Autophagie 

En plus des différents mécanismes présentés plus haut, de nombreuses études ont pu 

démontrer que l’autophagie, sous ses différentes formes, était présentes et surtout nécessaire au 

bon déroulement de la spermatogenèse (Kirat et al., 2023; Wang et al., 2021).  

a. Rôle de la mitophagie 

Dans le but de maintenir l’homéostasie mitochondriale, il est nécessaire de trouver le 

bon équilibre entre la dynamique mitochondriale et la mitophagie (dégradation spécifique des 

mitochondries via l’autophagie). Cet équilibre permet de maintenir une bonne homéostasie 

cellulaire, la génération efficace d’énergie ou encore la régulation de l’apoptose (Wang and 

Wang, 2019). Même si cette dégradation implique les principaux facteurs de la 

macroautophagie, les mécanismes moléculaires mis en place dans la mitophagie présentent 

certaines spécificités. De manière générale, nous pouvons distinguer 2 principales voies de la 

mitophagie : celle dépendante de l’ubiquitine et celle indépendante de l‘ubiquitine, qui 

mèneront à la liaison du LC3 au niveau de la membrane mitochondriale.  

Dans le cas suivant, nous nous concentrerons sur la voie dépendante de l’ubiquitine, centrée 

autour des protéines PINK1 (protéine kinase mitochondriale) et PARKIN (E3 ligase 

cytosolique).  

En situation basale (non stressée), PINK1 est importée au cœur de la mitochondrie après avoir 

transversé les membranes internes et externes via des transporteurs (Ding and Yin, 2012). Une 

fois dans la matrice, PINK1 va être clivée avant d’être dégradée par des peptidases 

mitochondriales (Ding and Yin, 2012). Lorsque les mitochondries sont endommagées, nous 

allons observer une baisse du potentiel membranaire des mitochondries, ce qui va empêcher la 

bonne translocation de PINK1 dans la matrice, son clivage et sa dégradation (S. Park et al., 

2015). L’accumulation de PINK1 au niveau de la membrane externe des mitochondries va 

permettre l’activation de PINK1 par autophosphorylation (S. Park et al., 2015). Cette 

phosphorylation va entrainer le recrutement de PARKIN et induire son activité ligase. Ceci 

entraine la production de nombreuses chaines poly-ubiquitinées, qui vont être reconnues par 

des « récepteurs autophagiques », comme la protéine p62 (Nguyen et al., 2016). Cette 

reconnaissance va induire le transfert de ces mitochondries au niveau des autophagosomes pour 

la dégradation de celles-ci (Nguyen et al., 2016). 

Au cours des dernières étapes de la spermatogenèse, lors de la spermiogenèse, les 

spermatozoïdes vont subir de nombreux changements conformationnels, comme la mise en 

place de l’acrosome chez les mammifères, la formation du flagelle ou encore la condensation 

du noyau (Sakai and Yamashina, 1989). Durant ces événements, l’élimination de l’excès de 

mitochondries dans les vésicules résiduelles permet le réarrangement des mitochondries 

restantes (Huang et al., 2021, p. 202; Sakai and Yamashina, 1989). La mitophagie semble donc 

être une voie importante dans la bonne maturation des spermatides, et certaines protéines clés 

dans la mise en place de cette fonction impactent cette maturation. 

En 2016, l’équipe de Shang a pu mettre en évidence que l’absence du gène Atg7, qui possède 

un rôle central dans la mise en place de la macroautophagie, spécifiquement dans les 

spermatides impactait à la fois la morphologie finale du spermatozoïde, mais aussi leur capacité 
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à se déplacer (Shang et al., 2016). En plus de ces observations, ils ont pu démontrer que le 

flagelle de ces spermatozoïdes présentait des différences morphologiques (comme la perte de 

la structure de l’axonème en 9+2). Dans ces flagelles, de nombreuses mitochondries ont été 

retrouvées dans la partie terminale du spermatozoïde et non condensées, ce qui a causé une 

perte de la motilité de ces spermatozoïdes, et ainsi une perte de leur capacité de fertilisation. De 

même, dans des cellules germinales qui n’exprimaient plus le gène Atg5, ces résultats ont pu 

être confirmés (Huang et al., 2021). La perte de cette activité autophagique a mené à des 

conséquences très proches de celles observées dans les cellules germinales n’exprimant plus 

ATG7 : une différenciation anormale des spermatides, un acrosome mal formé, un mauvais 

réarrangement mitochondrial. 

D’après ces données, une altération de ces voies peut entrainer une mauvaise spermatogenèse, 

pouvant aboutir à l’infertilité. C’est ce cas précis qui a été observé chez la drosophile, avec des 

mutations sur le gène Parkin qui a entrainé une perte de fonction de cette protéine (Greene et 

al., 2003). Cette protéine est aussi connue pour être la cause d’une forme précoce de la maladie 

de Parkinson, le parkinsonisme juvénile autosomique récessif (Greene et al., 2003). Lorsque 

cette équipe s’est intéressée à la structure des testicules et des cellules germinales pour 

comprendre cette infertilité, ils se sont rendus compte que dans les derniers stades de 

développement des spermatozoïdes, les cellules germinales ne s’individualisaient pas (Greene 

et al., 2003). Au cours de ce processus, l’analyse de la structure des flagelles a été étudiée. 

Même si aucune différence significative a été observé dans l’axonème, une perturbation au 

niveau de la formation de la Neberkern a été noté. La Neberkern, chez les insectes, consiste en 

une accumulation et une fusion des mitochondries, qui in fine va venir former 2 mitochondries 

entrelacées (Hales and Fuller, 1997). Dans le cas des mutants PARKIN, l’intégrité de cette 

Nebenkern n’est pas assurée, pouvant mener à la formation de plusieurs de ces structures, ou à 

l’inverse seulement une plus petite, résultant d’un défaut dans la fission de ces mitochondries 

ou une sur fusion de celles-ci lors de l’élongation des spermatides. 

Une induction de la mitophagie et aussi retrouvée dans le spermatozoïde des patients atteints 

de cryptorchidie. Cette maladie correspond à une mauvaise migration des testicules, qui restent 

bloqués soit dans le canal inguinal, soit dans la cavité abdominale. Dans les spermatozoïdes de 

ces patients, une forte activité autophagique a été détectée, probablement provoquée par la forte 

température de l’environnement autour de ces testicules. Des études de la composition des 

vésicules autophagiques ont révélé la présence de mitochondries dégradées en leur sein, 

prouvant la présence d’une activation de la mitophagie. La prise en charge de ces mitochondries 

par le processus autophagique peut résulter de la hausse de la température. induisant une 

production plus importante de ROS dans la matrice et des dommages de la membrane 

mitochondriale. Ces observations ont été confirmées par l’absence de p62 dans ces 

spermatozoïdes, signe de l’activation de l’autophagie (Aparicio et al., 2016). Des observations 

en microscopie électronique ont également pu mettre en évidence des anomalies dans la 

conformation des mitochondries autour de l’axonème, mais aussi dans leur positionnement 

(Yefimova et al., 2019).  

Enfin, chez la plupart des espèces, afin d’empêcher la présence d’hétéroplasmie (présence des 

génomes mitochondriaux maternel et paternel dans une même cellule), une diminution de la 

quantité des mitochondries est observéeau cours du processus de spermatogenèse et mettrait en 

jeu l’autophagie. En ce sens, l’absence de cette fonction, chez des médaka mutants n’exprimant 
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plus EPG-5 (Ectopic PGL Granules-5), entraine une perte de la diminution du nombre de 

mitochondries (Herpin et al., 2015). 

Quel que soit l’espèce étudiée, les processus autophagiques restent centraux dans le bon 

déroulement de la spermatogenèse, et ces résultats soulignent leurs importances lorsque les 

cellules germinales atteignent les derniers stades de maturation. Ces voies sont donc clés au 

moment du relargage des spermatozoïdes dans le tube séminifère et dans la bonne activation de 

ceux-ci. 

b. Rôle de la réticulophagie 

Le réticulum endoplasmique (RE) joue un rôle central dans la synthèse, la conformation 

et le transport de nombreuses protéines à travers la cellule (Schwarz and Blower, 2016). En 

situation de stress, (oxydatif, toxines…), des protéines endommagées ou de conformation 

anormale s’accumulent dans le RE et induisent la réponse UPR (unfolded protein response). 

Chez les mammifères, la réponse UPR induit une cascade d’évènement incluant l’activation de 

la transcription de gènes du stress, une profonde inhibition de la traduction et la dégradation par 

le protéasome ERAD (endoplasmic reticulum-associated degradation) des protéines concernées 

(protéines endommagées ou de conformation incorrecte).Ce mécanisme permet de conserver 

l’intégrité du RE (Omura et al., 1967). Cependant, lorsque ces stress perdurent, , la réponse 

UPR et les mécanismes associés  ne suffisent pas, et la cellule induit une dégradation par 

autophagie du  du RE (un processus appelé ER-phagy ou réticulophagie) (Qi and Chen, 2019). 

Ce mécanisme va permettre la dégradation de fragments spécifiques du RE qui seront 

endommagés et qui présenteront des marqueurs à leur surface, comme la protéine p62 ou encore 

FAM134B (Chino and Mizushima, 2020). 

Récemment, une étude a pu mettre en évidence l’effet d’un stress du RE sur la spermatogenèse, 

et l’implication possible de la reticulophagie (ou du moins de la macroautophagie) dans cet 

effet (Chang et al., 2019). En effet, les auteurs de cette étude ont démontré qu’une déficience 

en TBC1D20 (un gène impliqué dans la maturation des autophagosomes) induit l'apoptose des 

cellules de Sertoli en déclenchant un stress irréversible du réticulum endoplasmique chez la 

souris, contribuant in fine à une infertilité.  

c. Rôle de la lipophagie 

Les gouttelettes lipidiques sont des réserves d’énergie présentes dans la cellule, 

principalement constituées de triglycérides et d’ester de cholestérol, et recouvertes d’une 

couche de phospholipides à la surface (Fujimoto and Parton, 2011). Leur dégradation permet la 

mobilisation du métabolisme des lipides, apportant de l’énergie aux cellules (Fujimoto and 

Parton, 2011). Cette dégradation peut s’effectuer de 2 manières différentes : la lipolyse et la 

lipophagie. La première demande la présence de lipases pour libérer les acides gras des 

gouttelettes lipidiques. La deuxième, met en jeu la machinerie autophagosomale (Singh et al., 

2009). La reconnaissance de ces gouttelettes lipidiques s’effectue par le biais de la protéine p62, 

qui va servir d’intermédiaire entre ces gouttelettes et l’autophagosome formé (Münz, 2017). 

Cette forme de lipophagie est aussi appelée macrolipophagie. Quelle que soit la voie impliquée 

(lipolyse et macrolipophagie), la CMA semble être nécessaire à la première étape de 

dégradation des gouttelettes lipidiques (Kaushik and Cuervo, 2015). En effet, la CMA permet 
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la dégradation des protéines PLIN 2 et 3 situées à la surface des gouttelettes lipidiques, ce qui 

facilite ensuite l’accès des lipases ou de la machinerie autophagosomale pour la dégradation de 

ces gouttelettes. Cependant, à ce jour, aucun lien clair n’a été établi entre la présence de la CMA 

et son implication dans la spermatogenèse. Nous nous concentrerons donc uniquement sur 

l’impact de la macrolipophagie sur le processus de la spermatogenèse. 

Ce processus est utilisé par les cellules de Sertoli afin de produire et d’exporter l’énergie vers 

les cellules germinales pour maintenir leur bon développement (Ahmed et al., 2016). Dans les 

cellules de Sertoli du rat, en fonction de l’avancée dans le processus de spermatogenèse, des 

quantités différentes de gouttelettes lipidiques au sein de ces cellules ont pu être observées (Kerr 

et al., 1984). Dans les stades tardifs de la spermatogenèse, la quantité de gouttelettes lipidiques, 

mesurées à la fois en surface et en volume dans les cellules de Sertoli, s’est révélée être 

beaucoup plus importantes que pour les stades précoces. Cette observation corrobore l’idée de 

la dégradation de ces gouttelettes dans le temps. Au moment de la spermiation, les cellules de 

Sertoli vont favoriser la synthèse de ces gouttelettes lipidiques en prévision du prochain cycle 

spermatogénique. Ces grandes quantités de lipides vont ensuite être dégradées lors du début de 

la prochaine spermatogenèse, permettant le bon apport d’énergie pour le développement des 

cellules germinales (Ahmed et al., 2016; Kerr et al., 1984). La mise en place de ces stocks 

nécessite donc la bonne communication entre les cellules de Sertoli et les cellules germinales. 

Une autre action de la lipophagie a lieu lors de la phagocytose, par les cellules de Sertoli, des 

vésicules résiduelles des spermatides ou encore des corps apoptotiques des cellules germinales 

(Wang et al., 2006). Au cours de la spermatogenèse, plus de la moitié des cellules germinales 

peuvent subir l’apoptose et les résidus sont pris en charge par les cellules de Sertoli (Kerr et al., 

1984). L’ensemble de ces lipides va alors être stocké sous la forme de gouttelettes lipidiques, 

qui serviront ensuite à la production d’énergie pour les cellules de Sertoli et pour les cellules 

germinales (Wang et al., 2006, p. 200; Xiong et al., 2009). 

L’autre apport de la lipophagie au cours de la spermatogenèse repose sur son rôle dans la 

production de testostérone. En plus de jouer un rôle dans les cellules de Sertoli, cette fonction 

est aussi présente dans les cellules de Leydig. Ces cellules, comme décrites précédemment, 

jouent un rôle central dans la production d’androgènes, et plus particulièrement de testostérone. 

Les gouttelettes lipidiques étant composées de nombreux ester de cholestérol, la lipophagie va 

donc permettre de libérer de grandes quantités de cholestérol dans la cellule, substrat principal 

dans la synthèse de testostérone (Tarique et al., 2019). Ce cholestérol va se lier à la protéine 

STAR (Steroidogenic Acute Regulatory protein), qui va induire sa translocation au niveau de 

la mitochondrie et permettre ainsi la synthèse de testostérone. La testostérone est une hormone 

très importante dans le processus de spermatogenèse, la relation entre sa présence et celle de la 

lipophagie intéresse de plus en plus de chercheurs. Dans ce contexte, des cellules de Leydig de 

rat ont été cultivées in-vitro et après avoir bloqué les voies autophagiques, en utilisant soit des 

réactifs chimiques ou des petits ARN interférents (siRNA), l’équipe de Ma a pu mettre en 

évidence une perte de la production de testostérone (Ma et al., 2018). En parallèle de ces 

observations, ils ont pu noter une augmentation du nombre de gouttelettes lipidiques dans les 

cellules de Sertoli, mais aussi une diminution de la quantité de cholestérol libre dans ces 

cellules. L’absence de la production de testostérone par ces cellules va directement impacter la 

fertilité (Yang et al., 2017). 
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Objectifs 

 

Depuis sa découverte par l’équipe de Fred J Dice à la fin des années 1980, la CMA a 

longtemps été considéré n’être spécifique que des mammifères et des oiseaux, faute d’avoir 

identifié d’autres espèces capables d’exprimer la protéine LAMP2A (facteur limitant de la 

CMA). Toutefois, des preuves fonctionnelles de l’existence d’une activité CMA ont été 

récemment apportés chez les poissons (Lescat et al., 2020 ; Velez et al., 2023), apportant des 

changements conceptuels importants dans notre compréhension de l’histoire évolutive de la 

CMA, et ouvrant de nouvelles perspectives en recherche, notamment en permettant l'utilisation 

de modèles animaux complémentaires, tels que le poisson zèbre, pour approfondir nos 

connaissances sur les mécanismes régissant cette fonction. 

Dans ce contexte, l’objectif de cette thèse était double. Dans un premier temps, éclaircir 

l’histoire évolutive de la CMA et de sa voie apparentée appelée eMi. Dans ce but, nous avons 

mené une analyse exhaustive des informations actuellement disponibles sur l’existence et 

l’évolution des principaux acteurs nécessaires à la mise en place et la régulation de ces deux 

fonctions, avec un focus particulier sur la protéine LAMP2A.  

Le second objectif de cette thèse était de déterminer si le poisson zèbre possédait une activité 

CMA.  , L’enjeu ici était de déterminer dans quelle mesure cette espèce, reconnue comme étant 

un modèle animal incontournable dans la recherche scientifique, peut être utilisée pour 

améliorer nos connaissances sur la régulation et le rôle de la CMA. Les données obtenues ont 

permis de révéler un rôle de la CMA, jusque-là inconnu, dans la spermatogenèse. 
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Au cours de ce travail de thèse, les résultats obtenus ont abouti à deux publications (une 

acceptée et une prochainement soumise). 

 

Publication 1:  

Schnebert*, S.; Goguet*, M.; Vélez*, E.J.; Depincé, A.; Beaumatin, F.; Herpin, A.; Seiliez, I. 

« Diving into the Evolutionary History of HSC70-Linked Selective Autophagy Pathways: 

Endosomal Microautophagy and Chaperone-Mediated Autophagy ». Cells 2022, 11, 1945. 

 

* Ces auteurs ont contribué de manière équivalente 

 

Publication 2:  

Maxime Goguet, Emilio J Vélez, Simon Schnebert, Karine Dias, Vincent Véron, Alexandra 

Depincé, Florian Beaumatin, Amaury Herpin, Iban Seiliez. « Chaperone-mediated autophagy 

regulates spermatogenesis: new insights from zebrafish ». 

 

 

Ces résultats ont aussi été présenté lors de congrès nationaux et internationaux : 

 

- Simon Schnebert, Maxime Goguet, Emilio J Vélez, Beth Cleveland, Amaury Herpin, 

Iban Seiliez “Fishing for new tools to study Chaperone-Mediated Autophagy”. Women 

in Autophagy, 2nd Annual Symposium Webinar, 22-23 Novembre 2021, New-York 

(USA) – Flash Talk & Poster 

- Maxime Goguet, Alexandra Depincé, Vincent Véron, Amaury Herpin, Iban Seiliez 

« Chaperone-Mediated Autophagy : Zebrafish joins the dance ». Journée du Club 

d’Autophagie Bordelais (CAB), 8 Avril 2022, Bordeaux (France) – Présentation orale 

- Maxime Goguet, Alexandra Depincé, Vincent Véron, Amaury Herpin, Iban Seiliez 

« Chaperone-Mediated Autophagy : Zebrafish joins the dance ». Club Francophone de 

l’Autophagie (CFATG), 31 Mai 2022, Besançon (France) – Présentation orale 

- Maxime Goguet, Simon Schnebert, Emilio J Vélez, Alexandra Depincé, Amaury 

Herpin, Iban Seiliez « Chaperone-Mediated Autophagy : Zebrafish joins the dance ». 

Autophagy UK Network Meeting, 19-20 Juillet 2023, Birmingham (UK) -- Poster 
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Publication 1:  

Diving into the Evolutionary History of HSC70-Linked 

Selective Autophagy Pathways: Endosomal 

Microautophagy and Chaperone-Mediated Autophagy 

 

Objectifs :  

Cette revue avait pour objectif de retracer l’histoire évolutive des différents acteurs de 

la CMA et de l’eMi, mais aussi de noter les divergences observées entre espèces afin de mieux 

comprendre ces fonctions et leurs interactions. 

 

Principaux résultats : 

• La plupart des protéines et éléments fondamentaux de l'eMI sont très certainement déjà 

en place dès les premières étapes de l'évolution eucaryote, bien que la preuve 

fonctionnelle de l'eMI n'ait été apporté que pour la drosophile et la souris. 

• Le gène LAMP2 est apparu plus tardivement, lors de la radiation des vertébrés, indiquant 

que la CMA est spécifique des vertébrés.  

• Les différences de séquences au niveau des domaines fonctionnels de la protéine Lamp2A 

entre différentes espèces suggèrent la possibilité d’une évolution dans son rôle cellulaire 

et/ou physiologiques. 

 

Conclusions : 

Ces résultats soulèvent de nouvelles questions quant à la coexistence possible, chez les 

vertébrés, de deux voies protéolytiques étroitement liées (la CMA et l’eMI) qui ciblent le même 

groupe de protéines substrats et font appel à la même chaperonne, la HSC70.  

Dans l’ensemble, cette analyse met en évidence la présence du gène LAMP2 chez l’ensemble 

des vertébrés, et suggère que la fonction CMA (telle que décrite actuellement) serait présente 

uniquement dans cette lignée. Cependant, les différences au sein de la séquence et de la structure 

de LAMP2A chez différentes espèces suggèrent de possibles changements dans les fonctions 

physiologiques et cellulaires au cours de l’évolution. 

  



 
80 

 

 

  



 
81 

 



 
82 

 



 
83 

 



 
84 

 



 
85 

 



 
86 

 



 
87 

 



 
88 

 



 
89 

 



 
90 

 



 
91 

 



 
92 

 



 
93 

 



 
94 

 



 
95 

 



 
96 

 



 
97 

 



 
98 

 

 

  



 
99 

 

Publication 2:  

Chaperone-mediated autophagy regulates 

spermatogenesis: new insights from zebrafish 

 

Objectifs :  

Cet article avait pour objectifs (i) de démontrer l’existence d’une activité CMA chez le 

poisson zèbre, (ii) de générer chez cette espèce une lignée transgénique exprimant de manière 

ubiquitaire et constitutive un rapporteur fluorescent de l’activité CMA et (iv) de démontrer 

l’utilité de cette lignée pour améliorer nos connaissances sur la régulation et le rôle de la CMA. 

 

Principaux résultats : 

• En adaptant une méthode mise en place chez les mammifères pour mesurer l'activité de 

la CMA dans des cellules primaires embryonnaires de poisson zèbre, nous avons 

confirmé la présence de cette fonction chez cette espèce. 

• L’établissement d’une lignée de poisson zèbre transgénique exprimant un rapporteur 

fluorescent de CMA nous a permis de mettre en évidence une forte régionalisation de 

l’activité de la CMA au niveau des gonades. Dans les testicules, la CMA semble n’être 

activée que dans les cellules de Sertoli, un type cellulaire jouant un rôle nourricier, de 

soutien et de maturation des cellules germinales. 

• L’invalidation de Lamp2A chez le poisson zèbre induit des perturbations dans le 

processus de spermatogenèse et dans la physiologie des spermatozoïdes. Ces derniers 

présentaient une forte baisse de leur motilité comparée aux spermatozoïdes issus de 

poissons contrôles. 

• Des analyses protéomiques des spermatozoïdes chez nos poissons LAMP2A-KO ont pu 

mettre en évidence une surexpression de nombreuses protéines impliquées dans la 

chaine respiratoire mitochondriale.  

• Des analyses complémentaires ont montré une baisse significative du potentiel 

membranaire des mitochondries issues des spermatozoïdes LAMP2A-KO. 

 

Conclusion : 

L’ensemble des résultats obtenu dans cette étude démontre la pertinence du poisson zèbre 

comme modèle d’étude de la CMA et dévoile un rôle, jusque-là inconnu, de cette fonction dans 

la spermatogenèse. 
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ABSTRACT 

 

Chaperone-Mediated-Autophagy (CMA) is a major pathway of lysosomal proteolysis. As such, 

it has been recognized as a key player for controlling numerous cellular functions, and failure 

of that catabolic pathway has been associated with several pathologies. While CMA has been 

for a long time solely described and characterized in mammals and birds, it was only recently 

evidenced in fish, reshuffling the cards regarding how the entire CMA function evolved across 

metazoans. Given the exciting perspectives this finding offers, we now propose to investigate 

the CMA function in a powerful genetic model: namely the zebrafish (Danio rerio). After we 

first adapted and validated a fluorescent reporter (KFERQ-Dendra2) previously used to track 

CMA in mammalian cells in zebrafish primary embryonic cells, we now show that this CMA 

reporter localizes, upon long-term starvation, to lysosomes and/or late endosomes in a KFERQ- 

and Lamp2a-dependent manner. These results hence provide unequivocal evidences for the 

existence of a functional CMA process in this fish species as well. To go further, we developed 

a KFERQ-Dendra2 transgenic reporter zebrafish that allows determining and tracking the 

spatiotemporal dynamic changes of CMA activity in vivo. We revealed an unforeseen 

heterogeneity of CMA response within the testes, validating the relevance of this model to study 

cell- and tissue-specific changes in CMA activity, and revealed an unexpected role for this 

function in gametogenesis. Collectively, these results confirm that zebrafish is definitively a 

must-have model for improving our understanding of the fundamental mechanisms involved in 

CMA, including testing/validating in vivo novel therapeutic compounds targeting this 

fundamental function. 
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INTRODUCTION 

 

Chaperone-Mediated-Autophagy (CMA) is a major pathway of lysosomal proteolysis 

essential for the control of cellular homeostasis and metabolism1. Due to its ability to target 

damaged or non-functional proteins for degradation, CMA has been shown to be critical for 

intracellular protein quality control2. Another core feature of CMA is the wide diversity of 

proteins it selectively targets, which link this function to the control of numerous intracellular 

processes, including (but not limited to) glucose and lipid metabolism3, cell cycle4, 

transcriptional  programs5, immune response6 and pluripotency of stem cells.7 Not surprisingly, 

CMA dysfunctions have been associated to the occurrence of several human pathologies, 

including neurodegenerative diseases, cancers and immune disorders8, and a major research 

effort is currently underway to clarify the underlying mechanisms.   

In details, during CMA, cytosolic proteins containing a pentapeptide sequence sharing 

biochemical similarity to KFERQ (lysine-phenylalanine-glutamate-arginine-glutamine) are 

first recognized by the heat-shock protein family A [Hsp70] member 8 (HSPA8/HSC70) and 

co-chaperones9,10. The substrate-chaperone complex then docks at the lysosomal membrane 

through specific binding to the cytosolic tail of the lysosomal associated membrane protein 2A 

(LAMP2A), the limiting and essential protein for CMA11. LAMP2A then organizes into a 

multimeric complex that allows substrate to translocate across the lysosomal membrane12,13, 

where it is degraded by acid hydrolases. 

The first studies on CMA relied mainly on in vitro measurements of the different steps 

of the process on isolated lysosomes14–17. Although these experiments provided major advances 

in our understanding of the detailed processes involved in CMA as well as their regulation at 

the whole tissue level, they failed to provide insights at the cellular level and/or to discriminate 

cell type differences in CMA. A significant step forward in the field was then reached with the 

development and validation of a fluorescent CMA reporter system, which allowed monitoring 

of CMA activity in living cells18. The CMA reporter can be used in a broad variety of cells, and 

it became clear that levels of basal and inducible CMA activity are cell-type dependent18. 

However, the use of this reporter was limited to in vitro models and studies on animal tissues, 

which still relied on the measurement of CMA activity on isolated lysosomes, remained 

unanswered with regard to cell type-dependent differences in CMA inside tissues. This marked 

a second critical step in CMA research, with the recent development and validation of a 
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transgenic mouse model ubiquitously expressing a fluorescent CMA reporter (KFERQ-Dendra) 

that allows monitoring and quantifying this process in vivo at cellular resolution19. Although 

generated only recently, this model already contributed significantly to a more in-depth 

understanding of the properties and regulation of this form of autophagy19–22.  

Alongside these advances, the recent discovery of the existence of CMA in fish23,24 

opened up new and exciting avenues in the field through the possibility of using complementary 

and powerful genetic models, such as zebrafish or medaka, for studying this fundamental 

function. In particular, it allows benefiting from the numerous advantages offered by these 

models (high number of offspring, transparency of the young stages allowing live fluorescent 

imaging, fully sequenced genome, ease of gene editing…) to expand our basic knowledge of 

CMA at multiple organismal levels, including that of single cell, whole tissues and organism, 

as already demonstrated in many fields of biology25. 

In this context, the aim of the present study was to determine to what extend these 

expectations are grounded and thus to validate the zebrafish as a relevant and powerful 

complementary model to study CMA. We first tested the fluorescent CMA reporter system - 

previously developed to track CMA in mammalian cells18,19 - in zebrafish primary embryonic 

cells. Our results show that upon starvation and/or mild oxidative stress, the CMA reporter 

localizes to lysosomes in a KFERQ- and Lamp2a-dependent manner, providing unequivocal 

evidence for the existence of a functional CMA process in this fish species, as previously 

demonstrated in medaka fish23. We then developed a KFERQ-Dendra2 transgenic reporter 

zebrafish line and demonstrated that it allows tracking as well as discriminating cell type 

differences in basal and inducible CMA inside tissues. It thus represents a new complementary 

model to the recently developed KFER-Dendra mouse19. Lastly, in an effort to demonstrate the 

significance of the KFERQ-Dendra CMA reporter zebrafish line, we identified a previously 

unknown spatial distribution of CMA activity in the testes, and revealed an unexpected role for 

this function in gametogenesis. Collectively, these results validate the KFERQ-Dendra 

transgenic zebrafish as a reliable model to improve our understanding of the pathophysiology 

mechanisms involved in CMA (dys)functions. Besides, the recent development of numerous 

small molecule screening assays in zebrafish hints at the strong promise of our line to discover 

and test new therapeutic agents targeting CMA.   
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RESULTS 

 

Zebrafish cells displays CMA activity 

 

To address the existence of CMA or a CMA-like process in zebrafish we first adapted and 

validated - in zebrafish - the use of a fluorescent CMA reporter (KFERQ-Dendra2), which has 

proven to be a reliable reporter for tracking and measuring CMA activity in mammals18,19. This 

reporter consists of the N-terminal 21 amino acids of bovine RNase A, including its KFERQ-

CMA targeting motif (highly conserved among vertebrates), fused to the photo-convertible 

fluorescent protein Dendra2. Activation of CMA activity (for instance after prolonged 

starvation or under oxidative stress) induces re-localization of the fluorescent reporter from a 

cytoplasmic diffuse distribution to clearly identifiable and easily quantifiable puncta that co-

localize within lysosomes18. After micro-injection of KFERQ-Dendra2-coding mRNAs in just 

fertilized zebrafish embryos, cells from 50% epiboly staged embryos were isolated and 

photoactivated with a 405 nm light emitting diode for 10 min (Figure 1A). Cells were then 

maintained for 16h with (Serum+) or without serum (Serum-), in presence or absence of 

hydrogen peroxide (H2O2). In control condition (Serum+), the reporter appeared diffusely 

localized throughout the cytoplasm with few if no puncta detected (Figure 1B; quantification 

in Figure 1C). In contrast, after starvation (Serum-) or upon H202 treatment (Serum+; H2O2 and 

Serum-; H2O2), cells displayed a significantly higher number of KFERQ–Dendra2 puncta 

(Figure 1B; quantification in Figure 1C), colocalizing together with the lysosomal marker 

Lamp1 (Figure 1D; quantification in Figure 1E).  

In order to determine whether the observed puncta require the KFERQ-targeting motif, 

zebrafish cells were then micro-injected with mRNAs of a PA–Dendra2 construct lacking the 

KFERQ motif or a mutant reporter with a non-functional KFEAA-sequence replacing the 

KFERQ motif26. Compared with the KFERQ-Dendra2 reporter (KFERQ (+)), both the Dendra2 

alone (KFERQ (-)) and the mutant KFEAA-Dendra2 (KFEAA) remained mainly diffusely 

localized throughout the cytoplasm and showed no puncta after prolonged starvation (Figure 

2F; quantification in Figure 2G), demonstrating that the formation of puncta depends on the 

presence of the KFERQ-motif.  

In mammals, KFERQ-domain bearing proteins are additionally subjected to parallel 

degradation in late endosomes/multivesicular bodies through a pathway referred as endosomal 

MIcroautophagy (eMI)27. However, unlike CMA, this process does not require LAMP2A, but 
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instead the “Endosomal Sorting Complex Required for Transport” (ESCRT) machinery27. To 

determine the mechanisms behind the KFERQ-Dendra2 reporter dependent puncta formation 

observed in zebrafish cells, we therefore assessed the reporter behavior in cells from LAMP2A 

knockout (L2AKO) fish, generated using the genome-editing CRISPR-Cas9 tool (Figure S1A). 

More specifically, the produced fish displayed a deletion of a 737-bp region in exon 6 of the 

lamp2 gene that encodes for the specific cytosolic and transmembrane domains of the Lamp2a 

protein (Figures S1B and S1C). Levels of lamp2a mRNA were undetectable in these cells, 

whereas those of others lamp2 splice-variants transcripts were comparable with their wild-type 

counterparts (Figure S1D). After 16 h starvation (serum-), the KFERQ-reporter appeared 

diffusely localized throughout the cytoplasm in L2AKO cells and no puncta was detectable 

(Figure 2H; quantification in Figure 2I).  

Starvation and H2O2 activate macroautophagy in zebrafish as well 28,29. To determine 

whether the observed puncta requires macroautophagy, we used antisense morpholino 

oligonucleotides (MOs) to inhibit translation of zebrafish mRNAs encoding the E1-like enzyme 

Atg7, a core macroautophagy-related factor involved in the conjugation of Atg5 to Atg12. As 

expected, atg7 MO injection led to loss of Atg12–Atg5 complex formation, indicating efficient 

knockdown of Atg7 protein expression (Figures S2A and S2B). However, this loss of Atg7 did 

not affect the induction of puncta by 16 h starvation (Figure 2J; quantification in Figure 2K). 

The entire CMA process, however, encompasses not only the recruitment of the KFERQ 

domain containing substrate to the lysosomal membrane but also its translocation and 

degradation into the lumen. To assess the lysosomal internalization and degradation of the CMA 

reporter upon starvation, we monitored the temporal changes in the number of fluorescent 

puncta, which is expected to decrease as the protein is internalized and degraded in this 

compartment. The strong reduction in the number of puncta/cell observed upon long-term 

serum removal (40h) compared with cells starved for a shorter time (16h) supports that the 

reporter undergoes degradation over time (Figure 2L, quantification in Figure 2M). In this 

sense, inhibition of lysosomal proteases by leupeptin+NH4Cl treatment induced a significant 

increase in the number of puncta upon serum depletion (Figure 2N, quantification in Figure 

2O).  

Together, these results support the existence in zebrafish of a pathway that, upon fasting 

and/or oxidative stress specifically targets KFERQ-proteins in a Lamp2a-dependent manner, 

similarly to the previously defined CMA in mammals and more recently in medaka23. 
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The zebrafish KFERQ-Dendra2 line as a new model to study CMA in vivo 

 

The identification of CMA activity in zebrafish now opens up the possibility of using 

this species - a powerful model organism for functional studies - to improve our fundamental 

understanding of this function. To this end, we generated a transgenic zebrafish line 

ubiquitously expressing the fluorescent CMA reporter KFERQ-Dendra2 described above and 

which, in mammals, has proven to be a reliable reporter for monitoring and measuring CMA 

activity in vivo as well19. In details, we used a vector suitable for in vivo expression using the 

3167 plasmid backbone and inserting the oligonucleotide coding for the N-terminal sequence 

of the bovine ribonuclease A containing the KFERQ-CMA targeting motif in frame with the 

sequence of the photo-convertible fluorescent protein Dendra2 under the ubiquitin promoter 

that provides ubiquitous expression (Figure 2A). As expected, when not photoactivated, 

KFERQ-Dendra2 fish ubiquitously emitted green fluorescence (emission collected at 507 nm 

after 488 nm excitation) but not red fluorescence (emission collected at 576 nm after 561 nm 

excitation) (Figures 2B1 and 2B2). In contrast, following photoactivation at 405 nm, KFERQ-

Dendra2 fish emitted also red fluorescence in all tissues examined, in support of an ubiquitous 

expression of the CMA reporter (Figures 2B3-2B8).  

To determine the possibility of visualizing changes in CMA activity at the cellular level 

within tissues using the zebrafish KFERQ-Dendra2 reporter line, we first sampled kidneys – 

known to present high basal and induced CMA activity in mammals19, and displaying high 

LAMP2A mRNA expression in zebrafish (Figure 2C) – from fed and starved fish. Accordingly, 

analysis of the kidney from the KFERQ-Dendra2 zebrafish, revealed the presence of discrete 

CMA reporter-positive puncta in tubules (Figures 2D1 and 2D2). At closer look, we found that, 

in fed fish, the CMA puncta were sparsely detected (Figures 2E1 and 2E2). In contrast, kidneys 

sampled from starved fish displayed a significantly higher number of KFERQ–Dendra2 puncta 

in tubules (Figures 2E3-2E5; quantification in Fig 2F), manly located at the perinuclear region 

(Figures 2G1 and 2G2), known to be abundant in lysosomes30,31. In this regard, we found that 

the fluorescent CMA puncta co-localized together with the LysoTracker (Figures 2H1-2H3), 

further supporting a lysosomal localization of the reporter. We also confirmed that the 

expression of KFERQ-Dendra2 mRNA remained unchanged upon starvation, indicating that 

the changes observed in the number of puncta between fed and starved fish were not a 

consequence of changes in the CMA reporter transgene expression (Figure S3A). 
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In order to provide further validation of the selectivity of the reporter zebrafish model 

for CMA, we then crossed KFERQ-Dendra2 zebrafish with our L2AKO line. Kidney from 

KFERQ-Dendra-L2AKO fish displayed no fluorescent puncta either in fed or fasted condition 

(Figures 2I1 – 2J2 and Video S3B), while the total number of the lysosomes in these cells were 

not affected (Figures J3 and J4). Finally, we also confirmed that there was no difference in 

KFERQ-Dendra2 mRNA expression between the WT and L2AKO CMA reporter fish, 

indicating that the lack of puncta in the latter is not a consequence of a lack of CMA reporter 

transgene expression (Figure S3A). 

Together, these data demonstrate that the KFERQ-Dendra2 protein expressed in our 

CMA reporter zebrafish line relocates upon starvation from a cytoplasmic diffuse distribution 

to puncta that co-localize with lysosomes in a Lamp2a-dependent manner. As such, this 

zebrafish KFERQ-Dendra2 line allows monitoring cell type differences in basal and inducible 

CMA inside the same tissue. It thus represents a new complementary model to the recently 

developed CMA reporter mouse19 for studying this fundamental function by benefiting from 

the many advantages offered by this species (high number of offspring in each generation, 

transparency of the young stages allowing live fluorescent imaging, fully sequenced and 

annotated genome, ease of gene editing…) and from an evolutionary perspective. 

 

Using the zebrafish CMA reporter to highlight a new role for this function in 

spermatogenesis 

 

Despite recent evidence of increased levels of LAMP2A and HSC70 in the testes of the 

Stra8-cre;Foxj2tg/tg sterile mice model32, there is no current information on the role of CMA in 

spermatogenesis. Analysis of testes of KFERQ-Dendra zebrafish revealed low basal CMA 

activity in this tissue but a 3-fold increase in the number of fluorescent puncta after starvation 

(Figures 3A1 – 3A6; quantification in Figure 3A7), located in specific cells surrounding the 

germ cells known as Sertoli cells (Figure 3B1 – 3B4). Interestingly, a recent evolutionary study 

of single-nucleus transcriptome data for testes from eleven species that covers the three major 

mammalian lineages (eutherians, marsupials, egg-laying monotremes) and birds, and includes 

seven key primates, showed that the lamp2 gene is predominantly expressed in Sertoli cells in 

all species analyzed (except in mouse, which show a different expression profile), suggesting a 

strong conservation of the expression profile of this gene across evolution (Figure S4A 

reproduced with permission from Murat et al.33). 
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Given the major role of Sertoli cells in supporting and orchestrating the development of 

germ cells into mature spermatozoa in the adult gonad34, we sought to determine the 

consequences of LAMP2A invalidation on testicular development and function. H&E staining 

of testes sections from WT and L2AKO fish first revealed that the latter exhibit significantly 

higher sperm counts than their WT counterparts (Figures 4A1-4A8; quantification in Figure 

4B). We then performed a comparative transcriptomics of testes of both lines and found that 

mRNA expression levels of different factors involved in dynein-complex assembly (DNAAF3, 

DNAI3/WDR63) and actin filament remodeling (Eps8l1a, lima1a) differ significantly between 

Control and L2AKO fish (Figure 4C and Table S1). These observed changes prompted us to 

assess swimming phenotypes of sperms from L2AKO fish, as defects in the assembly of 

axonemal dynein arms as well as in actin filament remodeling have been shown to cause 

dysmotility in sperm cells35,36. In this aim, we used the automated reproducible computer-

assisted sperm analysis (CASA) system that can provide objective and precise information on 

the kinetic of sperm cells. Interestingly, we showed a clear reduction in the percentage of motile 

sperm from L2AKO fish compared to those from WT (Figures 4D1-4D3 and Video S4B). 

Likewise, several parameters including the average path velocity (VAP), the curvilinear 

velocity (VCL) as well as the straight velocity (VSL) gave lower values for L2AKO sperm than 

for their WT counterpart (Figure 4E1 - 4E4). Together, these results highlight a previously 

unknown role for CMA in the production of active spermatozoa.  

To unveil how LAMP2A deficiency leads to the profound phenotypic changes observed, 

we performed a quantitative proteomic analysis of sperm from WT and L2AKO fish. Overall, 

we identified 2887 proteins, among which 6.03% (174 proteins) were significantly 

downregulated and 3.53% (102 proteins) were significantly upregulated in L2AKO sperm 

compared to WT (Figure 5A1 and Tables S2 and S3). Gene Ontology analysis revealed that the 

most downregulated biological processes are associated with negative regulation of peptidase 

activity and lipid transport (Figure 5A2). Upon closer examination, we observed that the 

downregulated proteins predominantly comprise a subset of proteins identified as acute phase 

proteins (APPs), which are often implicated in inflammatory responses37,38 and include 

proteinase inhibitors (e.g., SERPIN- and FETUIN-families member proteins), apolipoproteins, 

complement components, transferrin, and hemopexin (Figure 5B and Table S2). Given the 

pivotal role that APPs play in safeguarding sperm integrity39, the diminished expression of these 

proteins in L2AKO spermatozoa, in comparison to the control group, potentially signifies a 

compromised quality of the former. Interestingly, the Gene Ontology analysis also highlighted 
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that the most upregulated process was the mitochondrial respiratory chain (Figure 5A3). In 

detail, several subunits of mitochondrial Complex I (NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 

alpha subcomplex subunit 6 (NDUA6)), complex III (Cytochrome b-c1 complex subunit 8 

(UQCRQ), Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske (UQCRFS1)) and complex IV 

(cytochrome c oxidase subunit 4 (COX4), cytochrome c oxidase subunit 6A1 (COX6A1)), were 

found to be increased upon inactivation of Lamp2A (Figure 5B and Table S3). Notably, 

complement component 1 Q binding protein (C1QBP), which has previously been shown to 

critically supports translation of the mitochondrially encoded respiratory chain protein 

complexes I, III, IV and V40, was also overexpressed in L2AKO fish spermatozoa, 

strengthening the hypothesis that the low L2AKO sperm motility observed may be related to 

perturbations in mitochondrial respiration. To test this assumption, we assessed mitochondrial 

membrane potential (MtMP), a global indicator of mitochondrial function. Sperm MtMp was 

determined using the membrane-permeant JC-1 dye and flow cytometry (Figures 5C and 5D1-

5D2). We found a significantly lower total MtMP in L2AKO spermatozoa than in their WT 

counterparts (Figure E), and conversely a higher percentage of depolarized mitochondria in the 

former group compared to the latter (Figure F), supporting that the low L2AKO sperm motility 

observed may indeed be related to perturbations in mitochondrial respiration. Collectively, data 

gathered by quantitative proteomic analysis provide compelling evidence that the absence of 

Lamp2A triggers substantial reconfigurations within the spermatozoa proteome. Furthermore, 

they suggest a pivotal role for CMA in governing mitochondrial metabolism within sperm cells. 

Notably, using the KFERQ finder V0.8 application41 to examine CMA-targeting motifs within 

the sequences of the 102 proteins up-regulated in L2AKO spermatozoa, we found that most 

(67%) mitochondria-related proteins display at least one KFERQ-like motif (Figure 5G1 and 

Table S4), underscoring the plausible direct engagement of CMA in orchestrating their 

turnover. Similarly, 80% of the other (non-mitochondrial) up-regulated sperm proteins 

exhibited at least one KFERQ-like motif (Figure 5G2 and Table S4), making them potential 

candidates as CMA substrates. Overall, these results emphasize a previously unknown and 

critical function for CMA as a gatekeeper of sperm cells proteostasis and quality.  
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DISCUSSION 

 

 Recently, our research revealed the presence of functional CMA activity in two distinct 

fish species: the model fish medaka (Oryzias latipes), as reported by Lescat et al. in 202023, and 

subsequently, the rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), as documented by Velez et al. in 

202342. These discoveries represented a significant milestone in our understanding of the 

evolutionary history of CMA, shedding light on its presence and functionality from the onset 

of vertebrates. Dysregulation or malfunction of CMA has been linked to the development of 

various human pathologies, including neurodegenerative diseases, cancers, and immune 

disorders1. Understanding the role of CMA in fish, which share evolutionary and physiological 

similarities with humans, offers a promising platform for elucidating the molecular mechanisms 

underlying these pathologies. 

Building upon our pioneering works, we have extended our exploration to reveal that 

CMA is not limited to medaka and trout, but is also operative in a widely studied model 

organism: the zebrafish (Danio rerio). This revelation not only broadens our understanding of 

this essential cellular process, but also capitalizes on the unique advantages and tools that this 

model organism offers, such as low cost feeding and maintenance, large numbers of offspring, 

rapid development ex utero, amenability to genetic and chemical screens, and optical 

transparency of embryos and larvae which facilitates noninvasive visualization of organs and 

biological processes in vivo43. This newfound knowledge promises to accelerate discoveries in 

the field of autophagy and may ultimately lead to therapeutic interventions for CMA-related 

diseases. 

In the present study, we took a significant step forward by developing a zebrafish 

transgenic line tailored for the precise monitoring of CMA activity within tissues at the cellular 

resolution. Through image-based analyses, we were able to demonstrate with great precision 

the presence of fasting-inducible CMA activity in specific cell types, such as renal tubules - as 

previously reported in the KFERQ-Dendra mouse model19 - or unexpectedly, in Sertoli cells. 

These results therefore attest to the strong potential of this zebrafish CMA reporter line as a 

complementary model to the KFERQ-Dendra mouse for studying this function in organs with 

complex cellularity, benefiting from all the advantages described above. 

In this regard, a remarkable discovery emerging from our investigation is the unexpected 

role of CMA in spermatogenesis and sperm motility. As previously mentioned, our imaging 

analyses of the KFERQ-Dendra2 zebrafish line unveiled the presence of discrete yet highly 
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specific CMA activity within a particular cell type in male gonads, referred to as Sertoli cells. 

Given the pivotal role of these cells in supporting and nurturing germ cell development in the 

adult gonads44, we conducted an assessment of spermatozoa 'quality' in L2AKO zebrafish in 

comparison to the WT. Our findings revealed a noticeable reduction in sperm motility in 

L2AKO fish when compared to their WT counterparts, and suggest that defects in the 

mitochondrial respiratory chain may underlie, at least in part, this effect. Mitochondria play a 

pivotal role in germ cell development and any defects in mitochondrial quality can have serious 

consequences on male fertility45. In this regards, several studies established a good correlation 

between sperm motility and both MtMP and the mitochondrial respiratory complex activities46. 

As mitochondria are the major source of pro-oxidative agents, it is suggested that dysfunction 

of this organelle would have a fundamental role in the oxidative imbalance affecting sperm 

function47. Wang et al. thus identified low MtMP and high reactive oxygen species (ROS) 

production in spermatozoa from infertile patients, probably as a consequence of such 

mitochondrial injury48. Mitochondria are also critical for sperm metabolism and energy 

production49, and defects in mitochondria have been shown to affect energy furniture for sperm 

motility50. Collectively, these data designate mitochondria as a key organelle for sperm motility. 

In this context, it is tempting to speculate that the reduction in sperm motility observed in 

L2AKO fish is linked, at least in part, to defects in mitochondrial activity. Recent research has 

already highlighted the role of CMA in controlling the levels of several proteins involved in 

mitochondrial functions51–53. However, to the best of our knowledge, our findings represent the 

first evidence that this effect could affect male reproduction. Future research will be essential 

to further elucidate this relationship between CMA, mitochondria and sperm motility. 

 In summary, this article approaches the study of CMA from an entirely new and 

innovative angle, spanning from the initial discovery of CMA activity in zebrafish to the 

development of a specialized transgenic line - that allows determining and tracking the 

spatiotemporal dynamic changes of CMA activity in vivo - and culminating in the revelation of 

CMA's pivotal role in reproductive processes. Overall, our work not only expands the frontiers 

of knowledge surrounding CMA but also underscores its relevance in a broader biological 

context, with potential implications for both fundamental research and reproductive health 

studies. 
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MATERIALS AND METHODS 

 

Zebrafish breeding and treatments 

Adult zebrafish male and female were used. Fish were grown at 27°C under a 12h photoperiod 

time (12h in light, 12h in dark). They were fed 3 times a day with commercial breeding. During 

treatments, fish were starved for 48h. For organs sampling, zebrafish were euthanized in a lethal 

dose of Tricaïne (MS-222). All experimental procedures were conducted in strict accordance 

with the legal frameworks of France and the European Union. They respect the directive 

2010/63/EU relating to the protection of animals used for scientific purposes as well as the 

decree No 2013-118, February 1, 2013, of the French legislation governing the ethical treatment 

of animals. 

 

Construction of CMA reporter plasmids and design of morpholino antisense 

oligonucleotide 

The PA-mCherry1-N1 vector was a gift from Michael Davidson (Addgene, 54507; 

http://n2t.net/addgene:54507; RRID: Addgene_54507; deposited by Michael Davidson), and 

from this we generated a KFERQ-PA-mCherry1 construction composed by the N-terminal 21 

amino acids of bovine RNASE1/RNase A containing its KFERQ CMA-targeting motif, fused 

to the photoactivable-mCherry1 (PA-mCherry1) protein, as originally reported by Koga et al 

(Koga et al., 2011). The functionality of our construct has recently been validated in fish cells 

(Lescat et al., 2020; Velez et al., 2023). The pKFERQ–Dendra2 plasmid was constructed by 

inserting the oligonucleotide coding for the N-terminal sequence of the bovine ribonuclease A 

containing the KFERQ-CMA targeting motif (MKETAAAKFERQHMDSSTSAA) into the 

p3167 vector (gifted from Pr Larazo Centanin in Centre of Organismal Studies in Heidelberg, 

Germany). The LAMP1-GFP construct was a gift from Benjamin Dehay (Univ. Bordeaux, 

INSERM, France). 

Anti-ATG7 Morpholino oligonucleotide (MO) (AGCTTCAGACTGGATTCCGCCATCG) 

was previously descripted in (Lee and al., 2014) and designed with Gene Tools, to directly 

target Atg7 protein. Embryos were injected at the 1-cell stage with 1 mM. MO action were 

confirmed by Atg5/Atg12 formation in cells by Western blotting. 
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CMA activity assay in zebrafish primary embryonic cells 

To track and quantify CMA activity, embryos were micro-injected with a KFERQ-Dendra2 

RNA, KFERQ-PA-mCherry or Lamp1-GFP during one cell stage. After 8 hours of 

development, at 50% epiboly, cells were isolated and plated into culture in DMEM (Dulbecco's 

Modified Eagle Medium), with 10% FBS (Foetal Bovine Serum) and 5% antibiotics 

(Streptomycine). During the treatments, cells were cultured at 25°C and were incubated in a 

serum-free DMEM (Serum-) or in combination with 25µM of H2O2. Then, cells were 

photoconverted by a 405 nm laser for 10 minutes at 2,80A, and cells were then maintained in 

medium culture for 16h. To check for lysosomal translocation, protease inhibitors were used, 

with 50nM Leupeptin and 50nM NH4Cl. 

 

Establishment of the Lamp2A-KO Zebrafish line and the KFERQ-Dendra2 Zebrafish 

line 

Zebrafish deleted for Lamp2a were generated using the CRISPR/Cas9 method. Guide RNAs 

(sgRNAs) targeting two sites located before and after Lamp2a exon were designed using ZiFiT 

software (http://zifit.partners.org/ZiFiT/Disclaimer.aspx). DR274 vector (Addgene #42250) 

containing the guide RNA sequence was first linearized with Bsa1, electrophoresed in a 2% 

agarose gel and purified. PCR amplifications were then performed using linearized DR274 as 

a template and two primers for each sgRNA. Forward primers containing sgRNAs target 

sequences (in red and bolded in Fig.S1C). Forward primer: 5’-GAAATTAATACGACTCAC 

TATAgtgtaaatgtcactaaagtcGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG-3’. Reverse primer: 5’-

GAAATTAATACGACTCACTATAgttctgttgtgatctaacatGTTTTAGAGCTAGAAATAGCA

AG-3’. 

The sgRNAs were co-injected with Cas9 protein. Synthesized RNAs were then injected into 1-

cell stage zebrafish embryos at the following concentrations: 25 ng/mL for each sgRNA and 

100 ng/mL for the Cas9 protein. Genotyping was performed on gDNA from caudal fin-clips of 

adult fishes. CRISPR-positive fish were screened for mutations using a set of PCR primers 

(Forward primer: 5’-CGTCAATTTACTGCTACTCTAGCC-3’; Reverse primer: 5’-

TTATACAGACTGGTAACCAGTACG-3’) (Fig. S1C) flanking the sgRNAs target sites 

leading to a 737 bp deletion on the exon 6A of the Lamp2 gene (Fig. S1B). 
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KFERQ-Dendra2 and KFERQ-mCherry zebrafish reporter lines were generated by injecting 

the previously described plasmids into 1-cell zebrafish embryos. These plasmids contain a 

crystalline Beta cassette, which was used to select fish that had integrated the plasmid by 

fluorescence in the eye. Once adult, these fish were crossed with each other to obtain global 

reporter fish due to the ubiquitin promoter. 

 

Microscopy imaging 

Images of cells were taken in the MRic Photonics platform (Biosit Rennes) with a DeltaVision 

Elite high-resolution microscope equipped with a 60X oil objective lens (GE Healthcare). 

Images were spliced into different channels and we applied a filter (plugin) with Image J 

(https://fiji.sc/ RRID:SCR_002285) to directly quantify the puncta from the reporter. Images 

from tissues were taken using a LEICA confocal microscope SP5 with a 40X oil objective lens. 

Images were processed using LAS-AF software (Leica Microsystems). 

 

Lysosomal content 

Acidic vesicles were controlled between the Wild-Type and LAMP2A-KO cells using either 

Lamp1-GFP by microinjection in a one cell stage zebrafish embryo, or by incubating cells and 

tissues in Lysotracker Deep Red DND-26 (Invitrogen) for 30 minutes at 75nM, and were then 

observed by microscopy and quantify by Image J. 

 

Sperm motility 

Male Zebrafish were isolated the day before sampling. The day after, they were anesthetized 

and sperm sampling were done directly by aspiration. Sperm were then diluted in HBSS 

(Hanks’ balanced salt solution) at 300µM and conserved in ice to reduce their motility. They 

were displayed in the CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) and motilities were recorded 

using the module IVOS II (IMV technology) and the camera ISAS 782M camera recorder. 

Range size particles were defined between 2 and 20 mm in the CASA settings.  

The parameters considered in this study were: total motility (MOT, %); the percentage of fast 

(average path velocity [VAP] >100 mm/s), medium (VAP ¼ 50–100 mm/s), and slow (VAP ¼ 

10–50 mm/s) spermatozoa; curvilinear velocity (VCL, in mm/s), defined as the time/average 
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velocity of a sperm head along its actual curvilinear trajectory; straight line velocity (VSL, 

mm/s), defined as the time/average velocity of a sperm head along the straight line between its 

first detected position and its last position; VAP (mm/s), defined as the time/average of sperm 

head along its spatial average trajectory; straightness (STR, %), defined as the linearity of the 

spatial average path, VSL/VAP54. At least 400 spermatozoids were counted in each sample. 

 

Mitochondrial Assay 

Male Zebrafish were isolated the day before sampling. The day after, they were anesthetized 

and sperm sampling was done directly by aspiration. Sperm were then diluted in a HBSS 

solution at 300µM and conserved in ice. Then, sperm were incubated with 50 nM of JC-1 

labelling (Invitrogen) for 15 minutes at 20°C. Control was performed by adding the same 

amount of DMSO in sperm. They were observed in flux cytometry and each sample was 

measured in triplicate with 3 different experiments. 

 

Histological preparations 

Testis sampling were fixed in Bouin at 4°C for overnight under shaking. After several 

dehydration bath of croissant ethanol concentrations (25%, 50%, 70%, 96%), tissues were 

flushed in PBS, covered in paraffin and then sectioned in 5 nm by microtome. The sections 

were mounted in glasses and stained with hematoxylin and eosin. The various cell stages were 

counted using Fiji and the Stardist plugin. Score threshold was set to 0,5 and the overlap 

threshold to 0,4. 

 

Quantitative RT-PCR analysis 

For RNA extraction, tissues from 6 different zebrafish were pooled in each condition and we 

used TriZol protocol to extract total RNA (Invitrogen, Carlsbad, California, USA). The protocol 

conditions for sample preparation and quantification have been previously detailed (Seiliez and 

al, 2016). The primer used for RT-PCR were listed in Table S5. The relative quantification of 

target genes expression was calculated using the deltaCT method and 18S was used as 

housekeeping gene. Samples were analysed in triplicates. 
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Bulk RNA barcoding and sequencing (BRB-seq) analysis 

Testes were collected from wild type and LAMP2A-KO adult males, under fed and fasting 

conditions. We used the Trizol protocol to extract RNA. After Nanodrop quantification, the 

concentration of each sample was adjusted to 50 ng. Samples were then sent to Alithea 

Genomics S.A. First, the RNAs were barcoded and then retrotranscribed. Once synthesized, the 

second strand is synthesized. These cDNA strands were then segmented and labelled. From 

these DNA fragments, the fragments were amplified and 2 libraries were created. The first 

contains only barcode sequences and unique molecular identifiers (UMIs). The second contains 

all the RNA fragment sequences produced by Illumina. From here, the sequencing data are 

analysed, the UMIs are counted and a gene-counting matrix is set up. Next, a demultiplexing 

step is required to match the codes in the first library with the sequences in the second, and also 

with the reference zebrafish genome, and was done by R script. Significance level was set at p 

< 0.05, and ratios (Fold change, FC) were considered relevant if higher than +/- 1. 

 

Protein extraction, western blotting and quantitative proteomics  

Proteins were collected using RIPA buffer (ThermoFisher Scientific, 89901) supplemented 

with protease and phosphatases inhibitor cocktail (ThermoFisher Scientific, 78422). Protein 

concentration was determined using the Qubit protein assay kit (ThermoFisher Scientific, 

Q33211).  

For Western blot analyses, the samples were then electrophoresed by sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Afterwards, proteins were transferred to 

polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes (Merk-Millipore, IPFL00010), blocked with 

SuperBlock Blocking Buffer in PBS (Thermo Scientific, 37515), and immunoblotted following 

the manufacturer’s protocol and the following antibodies: The different immunoreactive bands 

were developed using the SuperSignal West Pico Plus Chemiluminescent Substrate 

(ThermoFisher Scientific, 34578). Signal acquisition was performed using Smart Exposure in 

an iBright FL1500 Imaging System (ThermoFisher Scientific, Illkirch Cedex, France) to assure 

signal linearity, and then images were quantified with the iBright Analysis Software 

(ThermoFisher Scientific, RRID:SCR_017632). 

For quantitative proteomic analysis, 50 µg of protein extract from a pool of 5 individual fish 

with 5 replicates per condition were extracted and shipped to the ProteoToul Services - 
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Proteomics Facility of Toulouse (https://proteotoul.ipbs.fr/proteotoul-services/) for posterior 

analysis. Briefly, 50 µg of dried protein extracts from each sample were solubilized with 25 µl 

of 5% SDS. Proteins were submitted to reduction and alkylation of cysteine residues by addition 

of TCEP and chloroacetamide to a final concentration respectively of 10 mM and 40 mM. 

Protein samples were then processed for trypsin digestion on S-trap Micro devices (Protifi) 

according to manufacturer’s protocol, with the following modifications: precipitation was 

performed using 216 µl S-Trap buffer, 4 µg trypsin was added per sample for digestion in 25 

µl ammonium bicarbonate 50 mM. After that, tryptic peptides were resuspended in 35 µl of 2% 

acetonitrile and 0.05% trifluoroacetic acid and analyzed by nano-liquid chromatography (LC) 

coupled to tandem mass spectrometry (MS), using an UltiMate 3000 system (NCS-3500RS 

Nano/Cap System; ThermoFisher Scientific) coupled to an Orbitrap Exploris 480 mass 

spectrometer equipped with a FAIMS Pro device (ThermoFisher Scientific). 1 µg of each 

sample was injected into the analytical C18 column (75 µm inner diameter × 50 cm, Acclaim 

PepMap 2 µm C18 ThermoFisher Scientific) equilibrated in 97.5% solvent A (5% acetonitrile, 

0.2% formic acid) and 2.5% solvent B (80% acetonitrile, 0.2% formic acid). Peptides were 

eluted using a 2.5% - 40% gradient of solvent B over 62 min at a flow rate of 300 nL/min. The 

mass spectrometer was operated in data-dependent acquisition mode with the Xcalibur 

software. MS survey scans were acquired with a resolution of 60,000 and a normalized AGC 

target of 300%. Two compensation voltages were applied (-45 v/-60 v). For 0.8 s most intense 

ions were selected for fragmentation by high-energy collision-induced dissociation, and the 

resulting fragments were analyzed at a resolution of 30,000, using a normalized AGC target of 

100%. Dynamic exclusion was used within 45 s to prevent repetitive selection of the same 

peptide. Thereafter, raw mass spectrometry (MS) files were processed with the Mascot software 

(version 2.7.0) for database search and Proline55 for label-free quantitative analysis (version 

2.1.2). Data were searched against zebrafish entries of Uniprot protein database. 

Carbamidomethylation of cysteines was set as a fixed modification, whereas oxidation of 

methionine was set as variable modifications. Specificity of trypsin/P digestion was set for 

cleavage after K or R, and two missed trypsin cleavage sites were allowed. The mass tolerance 

was set to 10 ppm for the precursor and to 20 mmu in tandem MS mode. Minimum peptide 

length was set to 7 amino acids, and identification results were further validated in Proline by 

the target decoy approach using a reverse database at both a PSM and protein false-discovery 

rate of 1%. For label-free relative quantification of the proteins across biological replicates and 

conditions, cross-assignment of peptide ions peaks was enabled inside group with a match time 
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window of 1 min, after alignment of the runs with a tolerance of +/- 600 s. Median Ratio Fitting 

computes a matrix of abundance ratios calculated between any two runs from ion abundances 

for each protein. For each pair-wise ratio, the median of the ion ratios is then calculated and 

used to represent the protein ratio between these two runs. A least-squares regression is then 

performed to approximate the relative abundance of the protein in each run in the dataset. This 

abundance is finally rescaled to the sum of the ion abundances across runs. A Student T-test 

(two-tailed t-test, equal variances) was then performed on log2 transformed values to analyze 

differences in protein abundance in all biologic group comparisons. Significance level was set 

at p < 0.05, and ratios (Fold change, FC) were considered relevant if higher than +/- 1.25.  

The list of proteins identified in the present study is provided in Tables S2 abd S3 along with 

the FC (log2 transformed) and p-value (log10 transformed) results of the down- and up-

regulated proteins in L2AKO vs WT fish. Gene Ontology enrichment maps were then generated 

using Enrichr55,56. Finally, the presence of KFERQ motifs within the protein sequences was 

assessed using the KFERQ finder app V0.841, and data is presented in Table S4.  

 

Statistical analysis 

All data are reported as means ± SD or means of percentages ± SD from a minimum of 3 

independent experiments. Normality of data residuals were verified before performing 

parametric or non-parametric statistical tests. Except in Figure S4A for which Exact binomial 

tests were used, in all other cases, for comparison with more than 2 groups, one-way ANOVA 

analysis were performed followed by Tukey’s multiple comparison (same sample size) or 

Bonferroni's multiple comparison (different sample size) post-hoc tests. For comparison 

between two groups, we used a parametric two-tailed unpaired Student’s T-test, or a non-

parametric Mann Whitney test. All statistical analyses were performed using GraphPad Prism 

version 8.0.1 for Windows (GraphPad Software, Inc., www.graphpad.com) and a p-value < 

0.05 was set as a level of significance.  
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END NOTES 

 

Supplementary information is available in the online version of the paper 
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1. Zebrafish primary embryonic cells display a functional CMA process. (A) 

Experimental Setup. Microinjection of KFERQ-Dendra2-coding mRNAs into zebrafish 

embryos at fertilization. Cells from 50% epiboly embryos were isolated and photoactivated 

with a 405 nm LED for 10 minutes. Cells were then subjected to various conditions: untreated 

(Serum+), mild oxidative stress (H2O2, 25µM), and/or serum deprivation (Serum-) for 16 

hours. CMA activity was quantified by counting KFERQ-Dendra2 puncta. (B) Representative 

images of zebrafish primary embryonic cells visualized by super-resolution fluorescence 

microscopy (scale bar, 10 µm). Nuclei were stained with Hoechst 33342 (blue). Under serum-

rich conditions (Serum+), the reporter diffusely localized in the cytoplasm with few puncta (B1 

to B3). In serum-deprived and/or H2O2-treated conditions, punctate patterns were observed. 

(B4 to B12). (C) Quantification of KFERQ-Dendra2 reporter puncta per cell (n=50 

cells/condition). Averages (horizontal lines) obtained with cells cultured without serum 

(Serum-) and/or with H2O2 were compared with those of control cells (Serum+) using a Student 

t-test (***, p<0.001). (D) Representative images of zebrafish primary embryonic cells 

microinjected with KFERQ-Dendra2 (red) and LAMP1-GFP (green). Under Serum+ condition, 

the CMA reporter is diffusely localized throughout the cytoplasm (D1) and no co-localization 

with LAMP1-GFP is observed (D4 and D5). However, upon serum deprivation and H2O2 

treatment, most of the KFERQ-PA-mCherry1 puncta (D6) co-localized with the green 

lysosomal marker LAMP1-GFP (D7), as indicated by the arrowheads (D9) and amplified in the 

insets (D10). (E) Quantification of percentage of co-localization of CMA reporter puncta with 

LAMP1-GFP per cell under Serum+ and Serum-/H2O2 conditions (n=50 cells/condition). A 

Student t-test was performed to compare both conditions (***, p<0.001). (F) Representative 

images of zebrafish primary embryonic cells micro-injected with mRNAs coding for either the 

CMA reporter KFERQ-Dendra2 (KFERQ+) (F1 and F4), the PA–Dendra2 construct lacking 

the KFERQ motif (KFERQ-) (F2 and F5), or a mutant reporter with a non-functional KFEAA-

sequence (KFEAA) (F3 and F6). After photoactivation, cells were cultivated in Serum+ (F1 to 

F3) or Serum-/H2O2 (F4 to F6) conditions. Nuclei were stained with Hoechst 33342 (blue). 

(G) Quantification of the number of puncta obtained with each construction and under each 

condition described in F. All values correspond to individual images (n=50 cells/condition). 

The lines represent the average for each condition. For each construction, the Serum+ condition 

was compared to the Serum-/H2O2 condition with a t-test (***, p<0.001). (H) Representative 
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images of zebrafish primary embryonic cells micro-injected with mRNAs coding for the 

KFERQ-Dendra2 reporter without (H1) or with (H2) splice-blocking morpholino antisense 

oligos against zebrafish lamp2a. Cells were maintained in the presence or absence of serum for 

16 h. Nuclei were stained with Hoechst 33342. (I) Quantification of KFERQ-Dendra2 reporter 

red puncta per cell. After 16 h starvation, specific knockdown of lamp2a results in significant 

losses of KFERQ-reporter puncta compared to the 16 h starved control group. All values 

correspond to individual images (n=50 cells/condition). The lines represent the average for each 

condition. The two conditions were compared with a Student t-test (p<0.001***). (J) 

Representative images of zebrafish primary embryonic cells micro-injected with both mRNAs 

coding for the KFERQ-Dendra2 reporter and morpholino antisense oligos against the 

translational start site of atg7. After photoactivation, cells were maintained in the presence 

(Serum +) or absence of serum (Serum-) for 16 h. Nuclei were stained with Hoechst 33342. (K) 

Quantification of KFERQ-Dendra2 reporter red puncta per cell. All values correspond to 

individual images (n=50 cells/condition). The lines represent the average for each condition. 

The two conditions were compared with a t-test (p<0.001***). (L) Representative images of 

zebrafish primary embryonic cells micro-injected with mRNAs coding for the KFERQ-

Dendra2 reporter and maintained in the absence of serum (Serum-) for 16 h and 40h. (M) 

Quantification of KFERQ-Dendra2 reporter red puncta per cell. All values correspond to 

individual images (n=50 cells/condition). The lines represent the average for each condition. 

The two conditions were compared with a t-test (p<0.001***). (N) Representative images of 

zebrafish primary embryonic cells micro-injected with mRNAs coding for the KFERQ-

Dendra2 reporter and maintained in a serum-rich medium (Serum+), serum-free medium 

(Serum-) or serum-free medium containing a lysosomal protease inhibitor (Serum- / PI). (O) 

Quantification of KFERQ-Dendra2 reporter red puncta per cell. All values correspond to 

individual images (n=50 cells/condition). The lines represent the average for each condition. 

The different conditions were compared with a t-test (p<0.001***). 

 

Figure 2. Monitoring CMA activity at cellular resolution using the zebrafish KFERQ-

Dendra2 line. (A) Left: Map of the vector used for generation of the KFERQ-PS-Dendra2 

transgenic zebrafish line. Right: Experimental Setup. (B) Zebrafish KFERQ-Dendra2 line were 

exposed (Photoswitch+; PS+) or not (Photoswitch-; PS-) to a 405nm light for 10 min, and 

photoswitching was monitored by imaging fish in the green (B1 and B3) and red (B2 and B4) 

channels. Following exposure to 405 nm light, KFERQ-Dendra2 fish emit red fluorescence in 
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all tissues examined (B5-B8). B5: eye in lateral view; B6: head in ventral view; B7: trunk in 

lateral view; B8: tail in lateral view. (C) RT-qPCR for lamp2a in the indicated tissues relative 

to 18S RNA in starved conditions, n=3 fish. (D) Brightfield (D1) and green fluorescence (D2) 

imaging of kidney sections from KFERQ-Dendra2 zebrafish starved for 48 hours. Green 

Dendra positive puncta (arrows) are shown. Asterisk shows the collecting duct. (E) 

Representative images of kidney tubules from fed (E1) or 48 h starved (E3) KFERQ-Dendra2 

zebrafish. E2 and E4 show boxed areas at higher magnification. E5 shows a 3D representation 

of a tubule from KFERQ-Dendra2 zebrafish starved for 48 hours. (F) Dendra-positive puncta 

quantification from 4 kidneys per line from 4 independent experiments. (G) Red KFERQ-

Dendra2 fluorescence (G1) and Hoechst nuclear staining (G2) in kidney tubules from 48 h 

starved KFERQ-Dendra2 zebrafish. (H) Red fluorescence (H1) and Lysotracker staining (H2) 

of kidneys from 48 h starved KFERQ-Dendra2 zebrafish reveal clear co-localization of the two 

signals (arrows in H3), confirming the lysosomal localization of the reporter. (I) KFERQ-

Dendra2 red fluorescence in kidney from fed (I1) or starved for 48 h (I3) KFERQ-Dendra2-

L2A-KO zebrafish. I2 and I4 show boxed areas at higher magnification. (J) Red KFERQ-

Dendra2 fluorescence (J1) and Hoechst nuclear staining (J2) in kidney tubules from 48 h starved 

KFERQ-Dendra2-L2A-KO zebrafish. (J3) Red fluorescence and (J4) Lysotracker staining of 

kidneys from 48 h starved KFERQ-Dendra2-L2A-KO zebrafish reveal no co-localization of the 

two signals. 

 

Figure 3. CMA activity in testes. (A) Red KFERQ-Dendra2 fluorescence (A1 and A4) and 

Hoechst nuclear staining (A2 and A5) in testes from fed (A1 and A2) and 48 h starved (A4 and 

A5) KFERQ-Dendra2 zebrafish. A3 and A6 show boxed areas at higher magnification. A7, 

Dendra-positive puncta quantification from 4 testes per line from 4 independent experiments. 

(B) Red KFERQ-mCherry fluorescence (B1) and green GSDF-GFP + Red KFERQ-mCherry 

fluorescence (B2) in testis from a GSDF-GFP+ KFERQ-mCherry zebrafish transgenic line. B3 

and B4 show boxed areas at higher magnification. Red KFERQ-mCherry positive puncta 

(arrows) are shown. 

 

Figure 4. CMA controls the production of active spermatozoa. (A) Testes from WT (A1-

A4) and Lamp2A-KO (A5-A8) zebrafish were stained with H&E. A2-A8 show boxed areas at 

higher magnification. (B) Quantification of the number of nuclei in each size category. For each 

size category the different lines (WT vs Lamp2a-KO) were compared with a t-test (p<0.05*). 
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(C) Heatmap of RNA-seq data depicting differences in expression levels of selected genes 

between Lamp2a-KO and WT zebrafish. Four independent samples for each line were used for 

RNA-seq experiment. (D) Representative images from videos of semen samples from WT (D1) 

and Lamp2AKO (D2) zebrafish analyzed with CASA. Blue tracks = rapid- swimming sperm, 

green tracks = medium-swimming sperm, pink tracks = spermatozoa spinning on themselves, 

red tracks = static sperm. D3, Percentage of motile sperm cells from WT and L2AKO zebrafish. 

Each reported value corresponds to one fish (for a total of n=8-9 fish per line, corresponding to 

a final number of 3200-3600 spermatozoa analyzed per line). The horizontal lines represent the 

average for each condition. The different conditions were compared with a t-test (p<0.001***). 

(E) Analysis of sperm motility parameters in WT and L2AKO zebrafish. E1, Detailed 

kinematics measured for each sperm cells. Curvilinear velocity (VCL) is the distance over time 

of the actual path of the sperm head, whereas path velocity (VAP) is the distance along a 5 point 

mathematically smoothed path that the sperm travels over time. The third velocity measurement 

“straight line velocity” (VSL) is the straight line distance between the position of the sperm 

head in the first frame of analysis and the position of that sperm head in the last frame of analysis 

over the fixed time of analysis. E2-E3, Each reported value corresponds to one fish (for a total 

of n=8-9 fish per line, corresponding to a final number of 3200-3600 spermatozoa analyzed per 

line). The horizontal lines represent the average for each condition. The different conditions 

were compared with a t-test (p<0.001***). 

 

Figure 5. Deletion of Lamp2a in zebrafish leads to substantial remodeling of the sperm 

proteome and to defects in mitochondrial functions. (A) Volcano plot of the quantitative 

proteomics analysis of spermatozoa L2A-KO VS WT. Top left: number of identified proteins 

(n) and significantly down-regulated hits. Top right: number of significantly up-regulated hits. 

Green and red dots indicate significantly down- and up-regulated proteins, respectively (p<0.05 

and fold change >1.3). (B) Gene ontology analysis of proteins down-regulated upon Lamp2a 

blockage. (C) Gene ontology analysis of proteins up-regulated upon Lamp2a blockage. (D) 

Schematic illustration depicting JC-1 entry into the mitochondria and the generation of J 

aggregate. JC-1, a cationic carbocyanine dye (green) exhibits potential dependent accumulation 

in mitochondria where it starts forming J aggregates (red); upon depolarization, it remains as 

monomer showing green fluorescence. The change in ratio of red to green fluorescence is used 

as an indicator of mitochondrial condition. (E) Representative flow cytometry analysis of JC-1 

staining in sperm cells from WT (D1) and L2AKO (D2) zebrafish. Horizontal (green) axis and 
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Vertical (red) axis represent fluorescence intensities of JC-1 monomers and JC-1 aggregates, 

respectively. Increased intensity of monomers indicates decreased MMP. (F) Ratio of JC-1 

monomers and aggregates is presented as the Mean ± SD of 3 independent experiments. Ratios 

were significantly decreased in L2AKO sperm cells compared to their WT counterparts. 

*p<0.05, tested by Student t-test. 

 

Figure S1. Generation of Lamp2a-Ko zebrafish using Crispr-cas9 method. (A) Schematic 

representation of the strategy used to generate the specific lamp2a knockout zebrafish. (B) 

Genotyping of lamp2a allele was performed by PCR of fin from fish generated by Crispr-cas9 

method. Mutant fish (-/-) displayed a deletion of the 737bp (low band) compared to wild type 

(+/+) fish (high band). Heterozygous fish (+/-) are shown as an additional control. (C) Sequence 

alignment of the gene lamp2 between wild type and mutant zebrafish showing the deletion in 

Ko fish of the 737bp region in exon 6 (in green) that encodes for the specific cytosolic and 

transmembrane domains of the Lamp2a protein. (D) lamp2a, b and c transcripts levels obtained 

by RT-qPCR in whole fish, testis, gut and kidney of wild type and Lamp2a-Ko zebrafish. Data 

are means ± SD. The data were normalized by the values of 18S. A Student t-test was performed 

(p<0.05). ns, not significant. 

 

Figure S2. Atg12–Atg5 autophagy complex formation after anti-atg7 morpholino (MO) 

injection. Embryos were injected at the 1-cell stage with control or anti-atg7 MOs, and lysates 

were prepared for immunoblot analysis at 16 hpf. (A) Immunoblot with anti-Atg5 antibody. 

No-Stain™ total protein labeling is shown as a loading control. (B) Densitometric analysis. 

Data are expressed relative to control (WT) zebrafish (n=1 pool of 50-60 embryos/condition).  

 

Figure S3. (A) RT-qPCR for Dendra in the indicated tissues relative to the average of 18S in 

in wild type and Lamp2a-Ko fed and starved zebrafish. Data are means ± SD. A Student t-test 

was performed (p<0.05). ns, not significant. (B) Video showing all the z-stack images acquired 

from representative tubules of KFERQ-Dendra2 WT (left) and KFERQ-Dendra2 -L2A-KO 

(right) zebrafish. 

 

Figure S4. (A) Expression of the gene LAMP2 (from single nucleus RNA profiling) along 

spermatogenesis for human, mouse, opossum, and chicken. Exact binomial tests were 

performed for statistical comparisons (****P< 0.0001). OS, Other somatic; ST, Sertoli; SG, 
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Spermatogonia; SC, Spermatocytes; rSD, Round spermatids; eSD, Elongated spermatids. (B) 

Video of sperm from WT and Lamp2a-KO zebrafish analyzed with CASA. Blue tracks = rapid- 

swimming sperm, green tracks = medium-swimming sperm, pink tracks = spermatozoa 

spinning on themselves, red tracks = static sperm. 
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Table S1: Comparative transcriptomic of testes between Lamp2A-KO and WT  
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Table S2: Quantitative proteomic analysis of sperm from downregulated proteins  

Table S2 (1) 
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Table S3: Quantitative proteomics analysis of sperm from upregulated proteins 
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Table S4: Analysis of KFERQ-like motifs in upregulated proteins from Lamp2a-KO sperm 
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Table S5: List of forward and reverse primers used for real-time RT-PCR assays  
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Discussion générale 

I. Histoire évolutive de la CMA et l’eMi 

La CMA est une voie majeure dans le catabolisme lysosomal des protéines cytoplasmiques. 

Pendant de nombreuses années, les chercheurs pensaient que cette fonction était spécifique des 

mammifères et des oiseaux, du fait de l’absence de la protéine Lamp2A (une protéine nécessaire 

à la CMA) chez les autres espèces. Cependant, une récente étude a pu mettre en évidence la 

présence, chez un grand nombre de poissons, de protéines présentant une forte homologie de 

séquence avec la protéine Lamp2A de mammifères (Lescat et al., 2018). L’étude de la séquence 

de ces protéines révélait une bonne conservation de nombreux domaines clés dans le 

fonctionnement de Lamp2A : la présence du dipeptide GY pour sa translocation au niveau du 

lysosome ; la présence de 3 acides aminés chargés positivement dans la queue cytosolique 

nécessaire à la reconnaissance des substrats, ou encore la présence de 1 à 2 Glycines dans la 

partie transmembranaire permettant la multimérisation de cette protéine. Cette découverte 

remettait ainsi en question l’idée selon laquelle la CMA n’existerait que chez les tétrapodes 

(mammifères et oiseaux) et suggérait que cette fonction soit apparue beaucoup plus tôt au cours 

de l'évolution qu'on ne l'avait initialement cru.  

En 2020, des recherches menées par Lescat et al en ont apporté la preuve grâce à l’adaptation à 

une lignée de fibroblastes de médaka (Oryzias latipes) d’une méthode décrite pour mesurer 

l’activité de la CMA dans des cellules de mammifères. Les résultats obtenus démontraient 

clairement l’existence ainsi que l’induction d’une activité CMA dans les fibroblastes de médaka 

mis à jeun. En outre, afin de caractériser le rôle physiologique de cette fonction chez les 

poissons, les auteurs ont procédé à l’invalidation par crispR-cas9 de Lamp2A chez le médaka. 

Les poissons générés (L2AKO) présentaient, à la suite d’un jeûne de courte durée (16h), une 

hypertrophie du foie, associée à une forte augmentation de la quantité de gouttelettes lipidiques 

et une réduction légère mais significative de la teneur en glycogène. En outre, plusieurs 

enzymes impliqués dans différentes voies métaboliques comme la glycolyse (GAPDH, 

Enolase), le cycle de Krebs (MDH1) ou le stockage des lipides (BHMT) présentaient des 

niveaux significativement plus élevés chez les poissons L2AKO que chez les témoins, 

suggérant que des défauts de la dégradation de ces enzymes soient à l’origine des perturbations 

métaboliques observées. Dans l’ensemble, ces données démontraient l’existence chez le 

médaka d’une activité CMA et soutenaient ainsi l’idée d’une apparition de cette fonction avec 

l’émergence du gène lamp2 au cours de la radiation des vertébrés il y a ~ 550 millions d’années.  

Cette découverte soulève un certain nombre d’interrogations que nous allons aborder dans les 

sections qui suivent. 

1. Un même motif pour 2 fonctions différentes ? 

Parallèlement à la CMA, il existe une autre fonction catabolique qui prend également 

en charge la dégradation des protéines présentant un motif KFERQ : la microautophagie 

endosomale (eMi). Cette fonction se caractérise par le transport de protéines cytosoliques au 

niveau des endosomes tardifs afin d’y être dégradées. Comme pour la CMA, la prise en charge 

de ces protéines est réalisée par le biais de la protéine chaperonne HSC70 et de co-chaperonnes. 

Ce processus nécessite aussi la présence de protéines formant le complexe ESCRT au niveau 

des endosomes tardifs. Cependant, même si les gènes du complexe ESCRT sont conservés chez 

l’ensemble des vertébrés (Leung et al., 2008), la fonction eMi n’a pour le moment été décrite 
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que chez 2 espèces : la souris et la drosophile (Sahu et al., 2011; Uytterhoeven et al., 2015). La 

souris présente donc à la fois une activité CMA et une activité eMi pour dégrader des protéines 

présentant le motif KFERQ, alors que la drosophile, ne dispose que de l’eMi. On peut donc 

s’interroger sur les raisons de la coexistence (au moins chez la souris) de ces 2 fonctions qui 

prennent en charge les mêmes protéines. 

Une des hypothèses pour expliquer cette coexistence est de permettre aux organismes qui en 

sont pourvus une plus grande plasticité dans les réponses physiologiques, via des régulations 

différentes de chaque fonction. Récemment, une étude a ainsi pu mettre en évidence, chez des 

souris modèles de la maladie d'Alzheimer, que l’inhibition de la prise en charge de la forme 

acétylée de la protéine MAPT (Microtubule-Associated Protein Tau) par la CMA était dans une 

certaine mesure compensée par une augmentation de l’activité eMI (Caballero et al., 2021).  

Comme discuté précédemment, la présence de la fonction eMi n’a pour le moment été décrite 

que chez la souris et la drosophile (Sahu et al., 2011; Uytterhoeven et al., 2015). Même si 

l’ensemble des gènes pour la mise en place de l’eMi est présent chez les poissons, nous n’avons, 

à ce jour, aucune idée de l’existence d’une telle activité chez ces espèces. Dans le cas où cette 

fonction ne serait pas présente chez les poissons, est-ce que la fonction CMA prend en charge 

les fonctions de l’eMi ? La CMA a-t-elle évolué en conservant ses fonctions, tout en intégrant 

celles de l’eMi ? Inversement, il serait intéressant, dans le cas de la drosophile, de savoir si 

l’absence de la CMA est entièrement comblée par l’unique présence de l’eMi. 

2. Une fonction CMA-like chez l’ensemble des téléostéens ? 

La découverte de l’existence de la CMA chez le médaka (Lescat et al., 2020), et plus 

récemment chez la truite (Vélez et al., 2023), nous offre un nouvel angle pour l’étude de cette 

fonction. Jusqu’à récemment, la CMA était perçue comme une fonction spécifique des 

tétrapodes. Cependant, la présence de cette fonction chez ces poissons nous permet maintenant 

d’avoir un aperçu de l’évolution de cette fonction sur plusieurs millions d’années.  

L’analyse de la séquence de la protéine Lamp2A du poisson zèbre, et plus largement des 

Lamp2A exprimés chez l’ensemble des espèces du clade auquel il appartient, montre par 

exemple la présence de plusieurs divergences structurelles par rapport au LAMP2A des 

mammifères (Fig. 9 & 10). L’une des principales différences que nous pouvons observer est 

l’absence d’un des 2 domaines LAMP, le domaine N-LAMP. Une étude a pu mettre en évidence 

que la troncation de ce domaine chez la souris induisait un plus fort assemblage du complexe 

multimérique de Lamp2A à la surface lysosomale (Terasawa et al., 2016). Le domaine N aurait 

donc un effet inhibiteur sur la formation du complexe Lamp2A, et donc sur la capacité de la 

protéine à transloquer les substrats dans le lumen lysosomal. L’absence de ce domaine chez le 

poisson zèbre (ainsi que chez les autres espèces du même clade) pourrait ainsi influer sur la 

régulation même de la fonction tout entière. Curieusement, l'analyse des séquences des 

LAMP2A de différents mammifères placentaires indique que ce domaine N serait également 

moins conservé que les autres régions de la protéine (Jalali and Parvaz, 2020). L’ensemble de 

ces données suggère ainsi qu'un relâchement de la « sélection purifiante » (c’est-à-dire de 

l'élimination sélective des allèles délétères) pourrait être à l’œuvre au niveau de ce domaine, 

permettant in fine une diversité de régulation de la CMA entre espèces. 

Outre cette différence au niveau du domaine N-LAMP, nous avons pu nous rendre compte que 

l’extrémité C-terminale de la queue cytosolique de Lamp2A du poisson zèbre (ainsi que 

d’autres espèces du même clade) présentait un acide aminé surnuméraire. L’extrémité C-

terminale de Lamp2A est notamment pourvue du motif GYXXF qui est responsable de 
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l’adressage de LAMP2A à la membrane lysosomale (Cf partie bibliographique du mémoire). 

Une modification (même mineure) de cette séquence pourrait donc (théoriquement) avoir des 

conséquences sur la localisation de LAMP2A et donc sur la CMA. Toutefois, une étude récente 

a démontré que l’ajout d’acides aminés supplémentaires (c'est-à-dire une triple étiquette FLAG) 

à l'extrémité C-terminale de LAMP2A n'entravait ni son adressage lysosomal ni sa capacité à 

cibler correctement un substrat bien connu de la CMA (la GAPDH) (Terasawa et al., 2021). 

Dans l’ensemble, la démonstration de la présence d’une activité CMA chez le médaka et la 

truite ainsi que la mise en évidence de l’existence de la protéine LAMP2A chez tous les 

téléostéens analysés suggère fortement que cette fonction soit bien conservée chez l’ensemble 

des poissons. Toutefois, les variations de séquence de la protéines LAMP2A entre espèces 

suggérait aussi que le rôle de la CMA puisse avoir évolué. 

3. Evolution du motif KFERQ-like  

Une autre approche pour appréhender l’histoire évolutive de la CMA consiste à analyser 

la présence ainsi que la structure du motif KFERQ-like chez différentes espèces. L’analyse in 

silico des protéomes de différentes espèces, allant des mammifères (homme, souris, rat) aux 

poissons (poisson zèbre, médaka, truite), en passant par la drosophile et le vers (c. elegans), 

nous a permis de mettre en évidence que le nombre de protéines présentant un motif KFERQ-

like est conservé entre toutes ces espèces, qu’elles possèdent ou non la fonction CMA. Une 

analyse plus retreinte sur des protéines orthologues entre ces différentes espèces n’a encore une 

fois pas montré de différences significatives dans le nombre de protéines possédant ce motif. 

Afin de pousser l’analyse encore plus loin, nous nous sommes également intéressés à la 

construction même du motif, qui s’est révélée encore une fois très conservée entre ces espèces 

Figure 24 : Composition du motif KFERQ-like canonique entre différentes espèces 

A partir des différents motifs KFERQ-like canoniques retrouvés dans les protéines orthologues, le pourcentage d’apparition 

d’un acide aminé à une place donnée a été évaluée. Cette grille prend en compte les différentes possibilités de construction 

du motif canonique, avec 1 ou 2 acides aminés basiques (K ou L), 1 ou 2 acides aminés hydrophobes (I, L, V ou F) et 1 acide 

aminé acide (E ou D). Les positions de ces acides aminés sont relatives à la présence d’une glutamine (Q) et de son éloignement 

(-1 correspond à l’acide aminé le plus proche de Q et -4 le plus éloigné). 

Dans chaque espèce, nous pouvons observé la forte présence d’un acide aminé acide en position -4, alors que l’on retrouve à 

la position -2 principalement des acides aminés hydrophobe. 
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(Fig. 24). Néanmoins, l’analyse des motifs KFERQ-like de 21 protéines dont la prise en charge 

par la CMA a été vérifiée expérimentalement, a mis en évidence une moins bonne conservation 

du motif entre espèces (y compris entre vertébrés supposés présenter une activité CMA) pour 

un certain nombre de ces protéines, allant de petites variations qui n’affectent pas les propriétés 

physico-chimiques du motif à la disparition totale du motif (Fig. 25). Ces résultats suggèrent 

ainsi la possibilité qu’il existe des différences entre espèces dans la nature du protéome ciblé 

par la CMA et donc des différences dans le rôle physiologique de cette fonction. On ne peut 

pas exclure non plus que les modalités de reconnaissance du motif soient différentes entre ces 

espèces, modifiant ainsi les propriétés de construction de ce motif au sein de ces espèces et 

donc la nature même du motif. En d’autres termes, la définition de la séquence KFERQ-like 

est-elle appropriée à toutes les espèces ou uniquement valable pour les mammifères ?  

La fonction CMA pourrait donc avoir un impact sur la nature même du motif KFERQ-like et 

ainsi sur sa conservation au cours de l’évolution. Comme nous avons pu le voir précédemment, 

toutes les protéines Lamp2A ne sont pas identiques, ce qui pourraient expliquer les 

changements observés dans les motifs KFERQ-like analysés. Afin de pouvoir tester cette 

hypothèse, il serait intéressant de tester la prise en charge de différents motifs dans des cellules 

de poissons. Cela permettrait de vérifier si des modifications dans la séquence et la structure de 

la protéine Lamp2A induit des changements dans la prise en charge et la dégradation de 

protéines en fonction des motifs KFERQ-like retrouvés. Dans ce cas, cela signifierait que la 

CMA n’est pas une fonction figée dans le temps et que l’évolution des protéines clés dans sa 

mise en place, ici la protéine Lamp2A, induirait des modifications dans les protéines prises en 

charge par cette fonction et/ou une perte de la conservation d’un motif KFERQ-like retrouvée 

au sein des protéines cibles. 

A B 

Figure 25 : Conservation de motifs KFERQ-like bona fide entre espèces 

Le score de conservation des motifs a été calculé en fonction des acides aminés trouvés au sein des protéines orthologues chez 

l’ensemble des espèces (via la matrix Blosum62). Si l’acide aminé est identique, le score obtenu est égal à 1. En cas de perte 

du motif, le score affiché est égal à -4. 

(A) Le motif est retrouvé à l’identique dans l’ensemble des espèces capable d’une activité CMA 

(B) Le motif est retrouvé uniquement chez les tétrapodes (Homme, souris et poulet). 

Les espèces encadrées en rouge représentent les espèces qui ne possède pas la fonction CMA. 

HK2 : Hexokinase 2 
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II. Présence d’une activité CMA chez le poisson zèbre 

Avec les précédentes observations de la présence de la protéine Lamp2A au sein des 

téléostéens et la conservation d’une activité CMA chez le médaka et la truite, la question de la 

présence de cette activité CMA chez le poisson zèbre s’est posée au vu des changements que la 

protéine Lamp2A a subi au cours de l’évolution. Nous nous sommes donc questionnés sur la 

présence de cette activité CMA chez le poisson zèbre.  

1. Une activité CMA-like identique à la fonction décrite chez les 

mammifères 

A l’aide d’un rapporteur fluorescent (KFERQ-Dendra2) précédemment décrit dans les 

cellules murines (Koga et al., 2011b) et utilisé aussi chez le médaka (Lescat et al., 2020) et plus 

récemment la truite (Vélez et al., 2023), nous avons pu mettre en évidence la présence d’une 

activité CMA dans les cellules primaires embryonnaires de poisson zèbre lorsque celles-ci 

étaient placées dans des conditions de stress oxydatifs et/ou nutritifs. Ces résultats viennent 

renforcer une nouvelle fois l’idée selon laquelle la CMA n’est pas spécifique des mammifères 

et des oiseaux mais est présente aussi chez les poissons. Par extension, et compte tenu de la 

présence du gène Lamp2 chez l’ensemble des vertébrés, il est donc probable que la CMA, telle 

que définie actuellement, soit apparue lors de l’émergence des vertébrés il y a ~550 millions 

d’années. 

Nos résultats mettent également en évidence que chez le poisson zèbre la CMA à la capacité de 

reconnaitre la séquence type KFERQ, démontrant une bonne conservation des mécanismes 

impliqués dans cette fonction cellulaire. Toutefois, une expérience préliminaire (non publiée) 

effectuée au cours de cette thèse nous a permis de montrer qu’au sein même des motifs KFERQ-

like, certains semblent mieux reconnus par la machinerie de la CMA que d’autres, suggérant 

qu’une redéfinition de ces motifs KFERQ-like est possible. En effet, comme nous avons pu 

largement en parlé précédemment, il est possible que les variations observées dans la séquence 

de la protéine Lamp2A entre espèces aient pu entrainer un changement dans la reconnaissance 

et la prise en charge des substrats. De ce fait, on ne peut pas exclure que la nature même des 

motif KFERQ-like soit légèrement différente entre espèce. Ceci irait d’ailleurs dans le sens de 

notre analyse in silico révélant des variations (même importante) du motif KFERQ-like au sein 

de certaines protéines dont la prise en charge par la CMA a été vérifiée expérimentalement chez 

la souris (Fig. 25). L’ensemble de ces données indique donc que la définition actuelle du motif 

KFERQ n’est confirmée que pour la souris mais que cette définition peut encore être affinée au 

sein même de cette espèce, mais également adaptée à d’autres espèces. 

Autre fait intéressant, nous avons également pu montrer que les cellules Lamp2A-KO cultivées 

dans un milieu dépourvu de sérum ne présentaient plus la capacité de former des puncta 

KFERQ-Dendra2. Un résultat analogue avait été obtenu à partir de cellules de médaka (Lescat 

et al., 2020) ou de truite arc-en-ciel (Vélez et al., 2023) dont l’expression de lamp2a était inhibée 

par morpholinos ou siRNA. Ces résultats suggèrent que, du moins dans les conditions testées, 

les cellules de poissons ne sont pas capables de cibler le rapporteur de CMA par l’eMI, ce qui 

pourrait être dû soit à une absence d’eMI dans ces cellules soit au rapporteur lui-même qui ne 

porte pas les régions protéiques suffisantes à son ciblage par la machinerie de l’eMI. En ce sens, 

il a été démontré que le motif KFERQ est nécessaire et suffisant pour une prise en charge par 

la CMA mais pas par l’eMI (Koga et al., 2011b).  
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2. Un nouveau modèle pour étudier la CMA 

Suite à la découverte de l’existence d’une activité CMA chez le poisson zèbre, nous 

avons généré une lignée transgénique exprimant de manière ubiquitaire et constitutive le 

rapporteur KFERQ-Dendra2. Cette lignée (KFERQ-Dendra2) nous permet de déterminer 

précisément où (dans quel tissus) et quand, la CMA s’active en réponse à différents facteurs 

nutritionnels (carences en nutriments) ou abiotiques (stress oxydant). Il s’agit là d’un « outil » 

unique permettant une première appréciation de la régulation et du rôle de cette fonction 

cellulaire à l’échelle tissulaire et pour la première fois dans un organisme vivant. Il permettra 

ainsi d’étudier la CMA dans de nombreux contextes de recherche différents. 

Comme nous avons pu le mettre en évidence au cours des premiers résultats de cette thèse, 

l’étude de la CMA au cours des premiers stades de développement est ainsi possible grâce à ce 

modèle. Grâce au développement de l’embryon à l’extérieur de la mère et à la transparence des 

embryons, il est très facile de mesurer cette activité à partir du stade « dôme » (6-7h post 

fécondation) en passant par l’organogenèse et jusqu’à la formation finale de l’alevin. Mais il 

est aussi possible de se focaliser sur des tissus en particulier et de mesurer si l’activité CMA 

diffère entre cellules d’un même tissu ou entre tissus.  

Un autre intérêt de l’utilisation de ce modèle repose sur sa rapidité à présenter des signes 

physiologiques liés au vieillissement. Comme cela a déjà pu être décrit, l’activité CMA diminue 

avec l’âge et est l’un des principaux facteurs de risque associé aux maladies neurodégénératives 

(Cuervo, 2008; Kiffin et al., 2007). Nous pouvons donc à présent utiliser notre lignée de 

poissons zèbre KFERQ-Dendra2/Lamp2A-KO comme miroir d’un vieillissement précoce 

comparé aux individus sauvages KFERQ-Dendra2. Ils permettront alors de mieux comprendre 

les systèmes mis en place par cette espèce afin de compenser au mieux la perte de la fonction 

CMA.  

Comme nous avons pu en discuter précédemment, la CMA est capable de prendre en charge 

plus de 60% des protéines de par la présence d’un motif KFERQ-like (Kirchner et al., 2019). 

Cette fonction peut alors être impliquée dans le contrôle de nombreux processus, qu’ils soient 

physiologiques comme le cycle cellulaire ou le métabolisme, ou physiopathologiques. Avec 

plus de 80% de gènes liés à des maladies identiques avec l’homme, de nombreuses pathologies 

peuvent être caractérisées chez le poisson zèbre (Santoriello and Zon, 2012).  

De plus, l’annotation complète du génome du poisson zèbre et l’application de multiples outils 

génétiques (CRISPR-Cas9, TALEN, morpholinos,…) permet facilement de mettre en place des 

lignées de poissons zèbre présentant les mutations retrouvées chez l’Homme. Plus de 50 lignées 

différentes pour différentes maladies génétiques ont pu être générées, comme la myopathie de 

Duchenne (Bassett and Currie, 2003), la maladie de Charcot-Marie-Tooth (Gonzaga-Jauregui 

et al., 2015) ou encore la cystinose infantile néphrotique (Elmonem et al., 2017). L’étude de ces 

maladies chez le poisson zèbre, croisé avec notre rapporteur de la fonction CMA, permettra 

d’évaluer l’impact de cette fonction au sein de ces maladies. 

Au-delà de la modélisation de ces maladies, cette espèce, comparativement aux souris, possède 

un très fort potentiel pour le screening de molécules dans le but de trouver des composés 

chimiques capable d’activer la CMA. Grâce à leur transparence, leur petite taille mais aussi la 

facilité d’administration de ces molécules, le poisson zèbre apporte à la fois la simplicité d’un 

système de screening haut débit in vitro tout en conservant les complexités d’un organisme 

entier (Early et al., 2018; Mathias et al., 2012). Cette approche, couplée avec notre lignée 

transgénique KFERQ-Dendra2, permet alors le test de nombreux composés chimiques en 

parallèle et de pouvoir observer en temps réel les effets de ces composés sur l’activation de la 
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CMA. Ces résultats offrent aussi un aperçu de l’efficacité d’activation de la CMA entre ces 

différents composés, ce qui permet de pouvoir les sélectionner pour prolonger ces tests dans 

des poissons zèbre adultes. Dans ce cas, une fois la liste de composés retreinte, il est possible 

de les administrer directement dans des poissons zèbre pour vérifier les conséquences 

physiologiques de l’activation de la CMA. In fine, ces tests ouvrent aussi la voie à l’utilisation 

et la confirmation de ces composés chimiques dans d’autres espèces au cours d’essais cliniques. 

III. Rôle de la CMA dans la spermatogenèse 

L’analyse et la caractérisation par microscopie confocale haute résolution de notre 

lignée KFERQ-Dendra2 a mis en évidence, de façon inattendue, une forte régionalisation de 

l’activité de la CMA dans les gonades. Dans les testicules, la CMA semble n’être activée que 

dans les cellules de Sertoli, tandis que dans les ovaires, le rapporteur de la CMA n’est activé 

que dans les cellules appelées granulosa entourant les oocytes. Ces résultats, ou du moins ceux 

concernant les testicules, semblent être en accord avec de récentes données de séquençage des 

ARNm sur cellules uniques (plus couramment appelé « single cell sequencing ») montrant chez 

un grand nombre d’espèces animales une expression du gène LAMP2 restreinte aux cellules de 

Sertoli (Murat et al., 2023). Cette étude montre notamment une forte conservation de ce profil 

d’expression au cours de l’évolution, suggérant l’existence d’une pression de sélection pour 

maintenir une forte expression de ce gène dans les cellules de Sertoli. On peut toutefois regretter 

que ces données portent sur le gène LAMP2 dans sa globalité sans qu’il y ait de distinction entre 

les différentes formes d’épissages alternatifs LAMP2A, LAMP2B et LAMP2C. Quoi qu’il en 

soit, nos résultats valident l’utilité de notre lignée KFERQ-Dendra2 en tant qu’ « outil » 

pertinent pour l’étude de la CMA  à l’échelle cellulaire au sein d’un organisme. Ils nous ont 

incité à approfondir nos recherches pour déterminer si la CMA assure un rôle particulier dans 

la spermatogénèse.  

Compte tenu du rôle majeur des cellules de Sertoli dans le soutien du processus de 

développement des cellules germinales (Hayashi and Matsui, 2022), nous avons comparé les 

structures des testicules entre nos poissons zèbre sauvages et Lamp2A-KO. Les observations 

histologiques et la quantification des différents types cellulaires ont révélé une légère 

augmentation du nombre de spermatozoïdes chez les poissons Lamp2A-KO. Forts de cette 

constatation et afin de caractériser plus précisément les possibles conséquences d’une absence 

d’activité CMA, nous avons porté notre attention aux spermatozoïdes. Pour cela, des analyses 

de motilité ont été effectuées grâce au CASA (Computed-Assisted Sperm Analysis) et celles-

ci ont révélé une baisse significative de la motilité des spermatozoïdes issus des poissons 

Lamp2A-KO. Ces données montraient donc pour la première fois que l’absence d’une activité 

CMA empêche la formation de spermatozoïdes actifs. Plusieurs facteurs peuvent être impliqués 

dans cet effet. Ils seront discutés dans les sections qui suivent.   

1. La piste des mitochondries 

a. Mitochondries dysfonctionnelles dans les spermatozoïdes des poissons 

Lamp2A-KO  

Dans le but de décrire au mieux les perturbations induites par l’absence d’activité CMA, 

nous avons dans un premier temps réalisé une analyse protéomique des spermatozoïdes issus 

des poissons WT et Lamp2a-KO. Nous avons pu mette en évidence une perturbation du niveau 
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de nombreuses protéines en lien avec la régulation de l’activité mitochondriale, comme des 

protéines localisées dans la membrane mitochondriale ou des protéines impliquées dans le 

transport d’électrons et ou de la chaine respiratoire. Afin de confirmer ces résultats, nous avons 

vérifié les fonctions des mitochondries au sein de ces spermatozoïdes. Ces expériences ont pu 

mettre en évidence une baisse significative du potentiel membranaire mitochondrial dans les 

spermatozoïdes CMA incompétent.  

Les mitochondries sont essentielles à l’apport d’énergie nécessaire pour la mobilité des 

spermatozoïdes, et cet apport est modulé par le nombre et « l’état de santé » des mitochondries 

(Gu et al., 2019; Schmidt and Carter, 2016). De ce fait, les fonctions mitochondriales impactent 

fortement la qualité des spermatozoïdes, et des perturbations dans la chaine de transport des 

électrons dégradent la qualité générale des spermatozoïdes (Boguenet et al., 2021; Ruiz-Pesini 

et al., 2000).  

Outre leur rôle en tant que pourvoyeur d’énergie, les mitochondries sont au centre de l’équilibre 

redox des spermatozoïdes (Boguenet et al., 2021). Il est aujourd’hui clairement établi qu’un 

défaut au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale engendre une production anormale 

d’espèces réactives de l'oxygène (plus communément appelées ROS pour Reactive Oxygen 

Species) et entraine une baisse de la motilité des spermatozoïdes (Nowicka-Bauer and Nixon, 

2020). Afin de gérer une surproduction de ROS par les mitochondries, différents systèmes sont 

mis en place, comme la présence de Superoxyde Dismutase (SOD), qui permet la réduction du 

superoxyde (O2-) en peroxyde d’hydrogène (H2O2) avant d’être exporté vers le cytoplasme 

(Koppers et al., 2008). En ce sens, les résultats obtenus dans notre étude montrent une 

accumulation de la protéine SOD2 dans nos spermatozoïdes Lamp2A-KO, ce qui pourrait 

refléter la présence d’un stress oxydant. 

b. Mitochondries dysfonctionnelles dans les testicules des poissons Lamp2A-

KO 

Afin de parfaire notre compréhension des évènements cellulaires en jeu suite à 

l’inactivation de la CMA, nous avons réalisé une seconde analyse protéomique à partir 

d’extraits protéiques issus de testicules des poissons WT et Lamp2A-KO. Les résultats obtenus 

(actuellement en cours d’analyse) mettent en évidence une accumulation de protéines en lien 

avec la régulation de l’activité mitochondriale dans les testicules des poissons Lamp2A-KO par 

rapport à leur homologue WT (Fig. 26). 

Outre leur rôle dans la motilité des spermatozoïdes, les mitochondries sont également 

importantes au bon déroulement de la spermatogenèse. La perturbation des fonctions 

mitochondriales, en absence de la CMA, peut avoir des conséquences importantes sur 

l’ensemble de ce processus.  

En effet, durant les premiers stades de la spermatogenèse, au stade spermatogonies, celles-ci 

utilisent principalement du glucose pour produire de l’énergie via la glycolyse alors que les 

spermatocytes et spermatides privilégient le lactate provenant des cellules de Sertoli (Bajpai et 

al., 1998). Ce lactate est converti en pyruvate, qui sera ensuite utilisé par les mitochondries afin 

de produire de l’ATP, essentiel au développement et à la survie des spermatocytes et des 

spermatides (Erkkilä et al., 2002; Varuzhanyan and Chan, 2020).  
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Parallèlement à ce mécanisme, les cellules de Sertoli dégradent certaines cellules germinales 

devenues apoptotiques. Cette phagocytose permet la récupération de lipides et l’augmentation 

de la concentration en long-chain acyl-CoA déshydrogénase dans les mitochondries de cellules 

de Sertoli  afin de générer de l’énergie (Xiong et al., 2009). Il s’agit là d’un mécanisme 

important pour maintenir l’activité métabolique des cellules de Sertoli et soutenir le 

développement des cellules germinales (Xiong et al., 2009).  

Cette activité métabolique via les mitochondries est étroitement contrôlée par les cellules de 

Sertoli elles-mêmes qui sont capables de réguler la biogenèse des mitochondries et l’activité 

OXPHOS dans les cellules germinales (Boussouar and Benahmed, 2004). La sécrétion par les 

cellules de Sertoli de l’Activine A, induit par exemple la biogenèse mitochondriale, la formation 

de nombreuses crêtes et l’élongation de celles-ci dans les spermatocytes et les spermatides 

(Meinhardt et al., 2000). 

A noter aussi que les mitochondries dans les cellules de Leydig, à défaut d’être d’importantes 

génératrices d’ATP, sont spécialisées dans la production d’hormones (Martin, 2016; Prince, 

2002). En présence de LH, le cholestérol va être importé dans la membrane mitochondriale 

pour initier la production de testostérone (McLachlan et al., 2002). 

L’ensemble de ces données montre clairement que les mitochondries ont un rôle central dans 

le bon déroulement de la spermatogenèse et de la motilité des spermatozoïdes. Des 

perturbations de leurs fonctions peuvent entrainer de nombreuses conséquences, menant pour 

la plupart à des défauts de production de spermatozoïdes actifs. De nombreuses questions 

restent néanmoins sans réponse concernant le rôle de la CMA dans ces effets. La présence du 

motif KFERQ-like au sein de nombreuses protéines mitochondriales suggère que la CMA 

puisse agir directement dans leur prise en charge et donc dans le contrôle de leur disponibilité 

dans les cellules de Sertoli. Toutefois, cela reste à être prouvé.  

2. La piste du cytosquelette 

Le cytosquelette est un acteur important de la spermatogenèse. Il intervient dans de 

nombreux évènements conduisant à la production de spermatozoïdes actifs, tels que la 

formation de l’acrosome, l’élimination du cytoplasme, l’allongement de la tête et le 

développement du flagelle du spermatozoïde, ou encore leur motilité (Dunleavy et al., 2019). 

a. Désorganisation du cytosquelette dans les testicules des poissons Lamp2A-

KO ? 

L’analyse protéomique effectuée à partir des extraits protéiques issus des testicules de 

poissons WT et Lamp2A-KO a mis en évidence une accumulation des protéines PDLIM1, 

PDLIM3a et PDLIM7 dans les testicules de nos poissons mutants (Fig. 26). Or, chez la souris, 

PDLIM1 est reconnue comme un régulateur négatif de l’organisation du cytosquelette dans les 

spermatides (Liu et al., 2016). En condition normale, cette protéine est dégradée via la 

macroautophagie, ce qui permet le bon assemblage des structures contenant de l’actine et des 

microtubules. Son accumulation dans les cellules de Sertoli entraîne une désorganisation des 

tubules séminifères associée à une rupture des spécialisations ectoplasmiques apicales (Liu et 

al., 2016).  
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De façon intéressante, les résultats obtenus par protéomique montrent une baisse significative 

du niveau de la protéine ATG9b (une protéine clé de l’initiation de la macroautophagie (Wang 

et al., 2017)) dans les testicules de nos poissons Lamp2A-KO par rapport aux poissons 

sauvages.  

L’ensemble de ces données suggère ainsi qu’un mécanisme similaire à celui décrit par Liu et 

al. pourrait être à l’œuvre chez nos poissons Lamp2A-KO (Liu et al., 2016). Toutefois, le lien 

entre une absence d’activité CMA et une inhibition de la macroautophagie reste à être élucidé. 

Notons également que les protéines PDLIM1, PDLIM3a et PDLIM7 présentent des motifs 

KFERQ-like dans leur séquence, et donc que leur accumulation chez les poissons Lamp2A-KO 

pourrait être directement liée à une absence d’activité CMA.  

 

Outre les protéines PDLIM, Nous avons pu observer une accumulation de la Stathmine (Stmn1) 

dans nos extraits protéiques de testicules Lamp2A-KO (Fig. 26). Cette protéine est connue pour 

désorganiser les réseaux de microtubules et ainsi perturber plus globalement le cytosquelette 

(Rubin and Atweh, 2004). Son accumulation a déjà été montrée dans des cellules de souris 

dépourvues de la protéine ATG7 et donc de macroautophagie (Zhuo et al., 2013). Nous pouvons 

donc supposer que la forte présence de cette protéine dans les testicules de nos poissons 

Lamp2A-KO puisse entrainer des conséquences similaires à celles observées dans les cellules 

de souris déficiente en macroautophagie. Notons que cette protéine présente également un motif 

Figure 26 : Analyse protéomique quantitative des testicules de poisson zèbre LAMP2A-KO vs WT 

Les points verts et rouges représentent les protéines significativement sous et sur exprimées respectivement (p<0.05) et fold 

change > 1.3). 
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KFERQ-like et qu’il n’est donc pas exclut que son accumulation soit aussi directement liée à 

une absence d’activité CMA. 

L’ensemble de ces données suggère que les testicules issus des poissons Lamp2A-KO 

présentent des défauts du cytosquelette. Il serait intéressant de vérifier l’état des tubes 

séminifères dans ces testicules ainsi que le cytosquelette dans les cellules de Sertoli avec des 

colorations en phalloïdine. L’état d’activation de la macroautophagie devra aussi être 

déterminer. Enfin, il serait intéressant de vérifier si ces protéines peuvent être prises en charge 

par la CMA car elles possèdent toutes au moins 1 motif KFERQ-like dans leurs séquences. 

Dans le but de vérifier cette hypothèse, il serait possible de tester la reconnaissance du motif en 

injectant directement celui-ci dans des embryons de poisson zèbre (avec un marqueur 

fluorescent) et de quantifier la dégradation du signal dans le temps. Aussi, l’insertion de 

mutations de ces motifs KFERQ-like au cœur des protéines pourrait être envisagée, confirmant 

alors la prise en charge de ces protéines par la CMA via ces motifs en particulier. 

b. Désorganisation du cytosquelette dans les spermatozoïdes des poissons 

Lamp2A-KO ? 

L’analyse protéomique effectuée à partir d’extraits protéique des spermatozoïdes issus 

des poissons WT et Lamp2A-Ko a révélé une accumulation de protéines liées à la structure du 

cytosquelette des spermatozoïdes. Il s’agit des protéines Rsph1 (Radial Spoke Head 1) et 

Rsph4, ou bien encore Cfap43 (Cilia- and Flagella-Associated Protein 43) et Spef1 (Sperm 

Flagellar protein 1) (Cf Papier 2, Table S3). Ces protéines ont été décrites comme centrales 

pour la formation de l’axonème et essentielles à la motilité du flagelle en se fixant au niveau de 

la paire de centrale de microtubules (Yu et al., 2021; Zheng et al., 2019). 

3. Baisse de la réaction de phase aiguë 

Outre l’impact sur l’activité mitochondriale et le cytosquelette, notre analyse semble 

indiquer une baisse du niveau de nombreuses protéines (plus d’une trentaine) liées à la Réaction 

de Phase Aiguë (APR pour Acute Phase Response). Cette réponse est le plus souvent mise en 

place au cours d’une infection, ou lors de la présence d’une inflammation (Jain et al., 2011). 

Toutes les protéines retrouvées dans notre analyse font parties des protéines qui jouent un rôle 

dans la mise en place de cette réaction, telles que la céruloplasmine, les facteurs liés au 

complément (C2, C3a, C4), la prothrombine ou le plasminogène. Elles sont impliquées dans 

différents modes d’action, comme le transport de protéines, la coagulation ou dans la mise en 

place d’une réaction immunitaire avec les protéines liées au complément (Jain et al., 2011). 

Leurs niveaux dans les spermatozoïdes ont été associés à la qualité de le semence (Ciereszko et 

al., 2017). De ce fait leur diminution chez les KO pourrait refléter une mauvaise qualité. 
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Conclusion générale 

 

 Les travaux effectués au cours de ma thèse démontrent clairement l’intérêt et la 

pertinence du poisson zèbre en tant que modèle d’étude pour étudier la CMA.  

D’une part, l’analyse de l’histoire évolutive de la CMA a confirmé la présence de l’ensemble 

des acteurs nécessaires à son fonctionnement chez cette espèce, ainsi que chez l’ensemble des 

téléostéens. Malgré des divergences structurelles dans les domaines clés de la protéine 

LAMP2A, la fonction CMA demeure conservée chez plusieurs espèces de poissons, notamment 

le médaka, la truite, et désormais le poisson zèbre. Ces observations constituent une certaine 

rupture dans notre compréhension de l'évolution de cette fonction, jusqu'à présent considérée 

être spécifique des tétrapodes. La prise en compte des poissons dans l’étude de la CMA offre 

ainsi aux chercheurs une perspective plus large pour l'analyse de cette fonction, ainsi que de 

son interaction avec l’eMI. En effet, les poissons téléostéens, qui ont divergé de la lignée des 

tétrapodes au début de l'évolution des vertébrés, constituent des modèles attrayants et uniques 

à l'interface fonctionnelle entre les invertébrés (supposés ne pas avoir d'activité CMA, mais 

s'appuyant sur l’eMI pour cibler les protéines contenant des motifs de type KFERQ) et les 

mammifères (utilisant à la fois les fonctions eMI et CMA), pour l'étude de l'interaction entre 

ces deux voies apparentées. Concernant la CMA, les différences structurelles existantes entre 

espèces dans certaines domaines clés de LAMP2A représentent également de précieux atouts 

pour améliorer notre compréhension de la relation structure/fonction de cette protéine.  

Outre ces considérations, nos données démontrent clairement que le poisson zèbre dispose de 

nombreux avantages en tant que modèle animal pour étudier la CMA. Nous avons ainsi pu 

établir une lignée transgénique « rapporteur de l'activité CMA » nous permettant de suivre et 

quantifier l’activité de cette fonction à l’échelle cellulaire et tissulaire. Les résultats obtenus 

durant cette thèse montrent notamment que cette lignée permet de distinguer, au sein d’un 

même tissu, les cellules présentant une activité CMA de celles qui n’en présentaient pas, 

représentant ainsi un avantage certain pour affiner notre compréhension du rôle de cette 

fonction. 

Outre la lignée « rapporteur de CMA », nous avons également générer des poissons déficients 

en Lamp2A (lignée Lamp2A-KO) permettant de mieux appréhender le(s) rôle(s) cellulaire et 

physiologique de la CMA. Ils nous ont notamment permis de dévoiler un rôle de la CMA, 

jusque-là inconnu, dans la spermatogenèse et la production de spermatozoïdes actifs. Bien que 

les mécanismes sous-jacents ne soient pas encore clairement identifiés, l’analyse des poissons 

Lamp2A-KO semble indiquer que des défauts au niveau des mitochondries et/ou du 

cytosquelette puissent y jouer un rôle.   

Dans l’ensemble les résultats acquits durant cette thèse mettent clairement en évidence l’intérêt 

que peut représenter le poisson zèbre en tant que nouveau modèle d’étude de la CMA. Ces 

nombreux avantages (génétique, reproductif, …) en feront un modèle puissant pour accélérer 

l’acquisition de connaissances sur cette fonction. Sa position phylogénétique est également un 

atout précieux permettant d’étudier cette fonction sous un angle évolutif.  
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ABSTRACT / RÉSUMÉ 
Chaperone-Mediated-Autophagy (CMA) is a major pathway of lysosomal proteolysis. As such, it has 

been recognized as a key player for controlling numerous cellular functions, and failure of that catabolic pathway 

has been associated with several pathologies. While CMA has been for a long time solely described and 

characterized in mammals and birds, it was only recently evidenced in fish. Reshuffling the cards regarding how 

the entire CMA function evolved across metazoans, that new paradigm prompted us (i) to perform an in-depth 

analysis of the evolutionary history of the main components of CMA and (ii) to investigate and characterize this 

function in a powerful fish genetic model, the Zebrafish (Danio rerio). Data gathered in former analyses already 

provided robust evidence that the LAMP2 gene appeared at the onset of vertebrate radiation, indicating that CMA 

(as currently described) is de facto specific to that lineage. However, the observed sequence variability within the 

different functional domains of LAMP2A between phylogenetically distant vertebrate species suggests that the 

CMA function may have followed different evolutionary trajectories. Ultimately resulting in a variety of different 

cellular/physiological functions and possible outcomes, that point drove the second part of our work, focusing on 

the study of CMA in zebrafish. After we first adapted and validated a fluorescent reporter (KFERQ-Dendra2; 

previously used to track CMA in mammalian cells) in zebrafish primary embryonic cells, we found that this CMA 

reporter localizes, upon long-term starvation, to lysosomes and/or late endosomes in both KFERQ- and Lamp2a-

dependent manners. These results hence provided unequivocal evidences for the existence of a functional CMA 

process in this fish species as well. To go further, we developed a KFERQ-Dendra2 transgenic reporter zebrafish 

that allows the fine monitoring and tracking of the spatiotemporal dynamic changes of CMA activity in vivo. 

Altogether our results reveal an unforeseen heterogeneity of the CMA response within the gonads of both sexes. 

Additionally, we could also validate the relevance of this fish model to study cell- and tissue-specific changes and 

tuning in CMA activity, and demonstrate an unexpected role for this function during gametogenesis. Collectively, 

our results shed new light on the evolutionary history of CMA, and certainly established the zebrafish as a must-

have model for improving our understanding of the fundamental mechanisms involved in CMA, including 

testing/validating in vivo novel therapeutic compounds targeting this fundamental function. 

L'autophagie médiée par les chaperonnes (CMA pour Chaperone-Mediated Autophagy) est une voie 

majeure de la protéolyse lysosomale. En tant que telle, elle a été reconnue comme un acteur clé dans le contrôle 

de nombreuses fonctions cellulaires, et une défaillance de cette voie catabolique est associée à plusieurs 

pathologies. Alors que la CMA a longtemps été décrite et caractérisée chez les mammifères et les oiseaux, elle n'a 

été mise en évidence que récemment chez les poissons. Ce nouveau paradigme, qui redistribue les cartes 

concernant l'évolution de l'ensemble de la fonction CMA chez les métazoaires, nous a incités (i) à effectuer une 

analyse approfondie de l'histoire évolutive des principaux composants de la CMA et (ii) à étudier et à caractériser 

cette fonction dans un puissant modèle génétique de poisson, le poisson zèbre (Danio rerio). Les données 

recueillies lors des analyses précédentes ont déjà fourni des preuves solides que le gène LAMP2 est apparu au 

début de la radiation des vertébrés, indiquant que la CMA (telle qu'elle est décrite actuellement) est de facto 

spécifique à cette lignée. Cependant, la variabilité de séquence observée dans les différents domaines fonctionnels 

de LAMP2A entre des espèces de vertébrés phylogénétiquement éloignées suggère que la fonction CMA pourrait 

avoir suivi des trajectoires évolutives différentes. Il en résulte une variété de fonctions cellulaires/physiologiques 

différentes qui ont motivé la deuxième partie de notre travail, axée sur l'étude de la CMA chez le poisson zèbre. 

Après avoir adapté et validé un rapporteur fluorescent (KFERQ-Dendra2 ; précédemment utilisé pour suivre la 

CMA dans les cellules de mammifères) dans les cellules embryonnaires primaires du poisson zèbre, nous avons 

découvert que ce rapporteur CMA se localise, lors d'une mise à jeun prolongée, au niveau des lysosomes et/ou des 

endosomes tardifs de manière dépendante de KFERQ et de Lamp2a. Ces résultats ont donc fourni des preuves sans 

équivoque de l'existence d'une fonction CMA fonctionnelle chez cette espèce de poisson également. Pour aller 

plus loin, nous avons développé un poisson zèbre transgénique rapporteur KFERQ-Dendra2 qui permet de 

surveiller et de suivre avec précision les changements dynamiques spatio-temporels de l'activité de la CMA in 

vivo. Dans l'ensemble, nos résultats révèlent une hétérogénéité imprévue de la réponse de la CMA dans les gonades 

des deux sexes. En outre, nous avons pu valider la pertinence de ce modèle de poisson pour étudier les changements 

et l’adaptation de cette activité CMA spécifique aux cellules et aux tissus, et démontrer un rôle inattendu de cette 

fonction au cours de la gamétogenèse. Collectivement, nos résultats offrent un nouveau point de vue sur l'histoire 

évolutive de la CMA et font certainement du poisson zèbre un modèle incontournable pour améliorer notre 

compréhension des mécanismes fondamentaux impliqués dans la CMA, y compris pour tester/valider in vivo de 

nouveaux composés thérapeutiques ciblant cette fonction fondamentale. 


