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RÉSUMÉ

La macroautophagie est l’une des voies cataboliques majeures de la cellule eucaryote. Elle joue 
un rôle important dans le maintien de l’homéostasie protéique. Une caractéristique commune à la 
plupart des pathologies neurodégénératives est la présence d’agrégats protéiques dans les cerveaux 
de patients. Il s’agit par exemple de l’accumulation de dépôts extracellulaires de peptide !‑amyloïde 
et d’agrégats intra-neuronaux de protéine tau hyperphosphorylée dans la maladie d’Alzheimer. A 
l’heure actuelle, nous ne savons pas si ces anomalies participent directement à la pathogenèse ou si 
elles en sont une conséquence. Au cours du vieillissement, facteur de risque majeur pour la 
survenue de pathologies neurodégénératives, l’activité des voies cataboliques décline. La 
suppression de l’autophagie dans le SNC de souris est suffisante pour causer la 
neurodégénérescence et la formation d’inclusions protéiques intraneuronales. L’induction de 
l’autophagie in vitro et in vivo est protectrice contre la surexpression de protéines pathologiques. 
Donc l’autophagie peut être considérée comme un mécanisme neuroprotecteur. 

Au cours de ce travail nous avons mis en évidence que l’activité autophagique basale était faible 
dans les neurones en comparaison avec les astrocytes. Ceci nous a conduit à émettre l’hypothèse 
selon laquelle cette faible activité autophagique constituerait une propriété intrinsèque neuronale 
contribuant à l’accumulation d’agrégats protéiques dans ces cellules, au cours des pathologies 
neurodégénératives. L’induction de l’autophagie étant considérée comme neuroprotectrice, nous 
avons caractérisé ensuite les propriétés pro-autophagiques d’une molécule antifongique, 
l’amphotéricine B dans des lignées cellulaires et dans des cultures primaires de neurones corticaux 
de rat dans lesquelles l’effet de cette substance est plus modéré. Cependant, les propriétés 
neuroprotectrices de cette substance restent à déterminer. Par ailleurs, nous avons montré que 
l’inactivation pharmacologique ou moléculaire de la PP2A dans nos cultures corticales primaires de 
neurones induisait une inhibition de l’autophagie, au niveau des phases précoces de ce processus, 
associée à l’accumulation intraneuronale d’inclusions positives pour p62 et l’ubiquitine. De plus, 
l’inhibition de la PP2A conduit à des anomalies de la distribution de la protéine MAP-LC3-I, 
composant clé de la machinerie autophagique, entre des fractions solubles et  insolubles au détergent 
Triton X-100. La signification de cette mal-distribution de LC3-I ainsi que les mécanismes 
moléculaires de la régulation de l’autophagie par la PP2A restent à déterminer. Ces données sont 
importantes car elles apportent la preuve de l’existence d’un lien entre trois caractéristiques 
pathologiques observées au cours de la maladie d’Alzheimer : la réduction de l’activité de la PP2A, 
des anomalies de l’autophagie et l’agrégation protéique. 

Mots clés : Autophagie, Neuroprotection, Alzheimer, Neurones, PP2A, tau
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SUMMARY

Macroautophagy is one of the major catabolic routes in the eukaryotic cell. This process plays 

an important role in the protein homeostasis maintenance. Presence of protein aggregates in the 

brain are a common characteristic of most of neurodegenerative diseases. In the case of Alzheimer’s 

disease, these aggregates consist in extracellular deposits of amyloid-! peptide and intraneuronal 

aggregates of hyperphosphorylated tau. Whether these anbnormalities are directly involved in 

pathogenesis or are a consequence is not yet established. During aging, which is a major risk factor 

for appearance of neurodegenerative diseases, catabolic pathway activity  is down-regulated. 

Abolition of autophagy in the mouse CNS is sufficient to cause the neurodegeneration and 

intraneuronal protein inclusion formation. Autophagy induction in vitro and in vivo protects against 

pathological protein overexpression. Consequently, autophagy can be considered as a 

neuroprotective mechanism.

During this work, we showed that  basal autophagic activity was low in neurons when compared 

to astrocytes, leading us to emit the hypothesis that this low autophagic activity could be a neuronal 

intrinsic property contributing to protein aggregate accumulation during development of 

neurodegenerative pathologies. Autophagy  induction being neuroprotective, we characterised the 

pro-autophagic properties of an anti-fungal molecule, Amphotericin B (AmB) in cell lines and rat 

neuronal primary cultures where its effect is moderate. However, AmB neuroprotective capacities 

need to be determined. Beside, we showed that pharmacological or molecular inactivation of PP2A 

in primary cortical neuronal cultures, inhibited autophagy in early stages of the process associated 

with the formation of intraneuronal p62- and ubiquitin-positive inclusions. Moreover, PP2A 

inhibition leaded to abnormalities of LC3-I distribution, key protein of the autophagic core 

machinery, between soluble- and insoluble-Triton X-100 fractions. Significance of this 

mal‑distribution as well as the molecular mechanisms of PP2A involvement in regulation of 

autophagy remain to be determined. These data are important since they provide links between 

three pathological features observed in Alzheimer’s disease : down-regulation of PP2A, autophagy 

abnormalities and protein aggregation.

Key words: Autophagy, neuroprotection, Alzheimer’s disease, PP2A, tau
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ABRÉVIATIONS
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(h)VPS34 (human) Vacuolar Protein Sorting 34)
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AP3 Adaptor Protein complex 3 
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APF-1 ATP-dependent proteolysis factor-1)
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APP Amyloid Precursor Protein
ARL8 ADP-ribosylation factor-Like 8
ARNi ARN interférence
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Arp2/3 Actin Related Protein 2/3
ATG/Atg Autophagy Related Gene ou Autophagy
ATM Ataxia Telangiectasia Mutated
ATP Adénosine TriPhosphate
ATR ATM et RAD3 related
AVM Autophagic Vacuolar Myopathies
BACE-1 !-site APP-Cleaving Enzyme-1
Bag Bcl-2-associated Athanogene protein
BARKOR Beclin1 associated Autophagy Related Key regulator
BARON Beclin1 Associated RUN domain containing protein
Bcl-2 B-Cell Lymphoma-2
BEACH Blue Cheese And Chédiak-Higashi
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Beclin-1 Bcl2-interacting protein-1
Bif-1 Bax Interacting Factor 1
BLOC-1 Biogenesis of Lysosome-related Organelle Complex 1
BNIP3 Bcl-2 et Adenovirus E1B 19 kDa-Interacting-Protein-3
BRCA-1 Breast Cancer-1
BUZ Bound to Ubiquitin Zinc
CAM Cell Adhesion Molecule
CaMKK! Calmodulin-dependent Kinase Kinase "
Caspase Cystein-dependent ASPartate-directed proteASE
CC coiled-coil
Cdk Cyclin-Dependent Kinases
Ce Cænorhabditis elegans
CKI Caséine Kinase 1
CLIP Cytoplasmic Linker Protein of 170kDa
CLU Clusterine
CM Milieu Conditionné
CMA Chaperone Mediated Autophagy / CMA
CMH Complexe Majeur d’Histocompatibilité
CR1 Complement Recepteur 1
CUL3 Cullin3-based
CVT Cytoplasm to Vacuole Targeting
CYLD Cylindromatose
DAPI 4’,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride
DAPk Death-Associated Protein Kinase
DEPTOR DEP_domain containing mTOR-interacting protein
DFCP-1 Double FYVE-Containing Protein 1
DISC Death-Inducing Signalling Complex
DLC1 Dynein Light Chain 1
Dm Drosophila melanogaster
DNF Dégénérescence Neurofibrillaire
DR5/DR6 Death Receptor 5/6 
DRAM Damage-Related Autophagy Modumator
DUB Deubiquitination enzyme
DYRK1A Dual-specificity tyrosine phosphorylation et Related Kinases 1A
EBSS Earle’s Balanced Salt Solution
ECE Endothelin-Converting Enzyme
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid
EEA1 Early Endosome Antigen 1
EF1" Elongation Factor 1!
EGF Epithelial Growth Factor
EGO Exit from rapamycin-induced Growth Arrest
EGTA Ethylene Glycol Tetraacetic Acid
ERAD Endoplasmic Reticulum Associated Degradation
ERK1/2 Extracellular signal-Regulated protein Kinase
ERO Espèces Réactives de l’Oxygène
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ESCRT Endosomal Sorting Complex Required for Transport
FADD Fas Associated protein with death domain
FAT FRAP, ATM, TTRAP
FATC FRAP, ATM, TTRAP C-terminal
FIP200 Focal Adhesion Kinase family interacting protein of 200 kDa
FKBP12 FK506-Binding Protein of 12 kDa
FOXO1 Forkhead box class O 1
FRAP FKBP-Rapamycin Associated Protein
FRB FPR1-Rapamycin Binding site
FTDP-17 Frontotemporal Dementia with Parkinsonism linked to chromosome 17
FYCO1 FYVE et Coiled-coil domain containing
FYVE Fab1, YOTB/ZK632.12, Vac1 et EEA1
GABA Gamma AminoButyrate type A
GAIP G"i activating protein
GAP GTPase Activating Protein
GAPDH Glycéraldéhyde-3-Phosphate Deshydrogénase
GATE-16 Golgi-Associated ATPase Enhancer of 16 kDa
GEP Guanine nucleotide Exchange Factor
GFAP Glial Fibrillary Acidic Protein
GH Growth Hormone
GLK Germinal centre-Like Kinase
GRP78/BiP Glucose-Related Protein of 78 kDa / heavy-chain Binding Protein
G!L G-protein !-subunit-Like protein
GSK3! Glycogen-Synthetase Kinase 3"
H+ v‑ATPases Pompes à protons vacuolaires dépendantes de l’ATP
HBSS Hanks’ Balanced Salt Solution
HCMV Human Cytomegalovirus
HDAC6 Histone Déacétylase 6
HEAT Huntingtine, facteur d’élongation 3, protéine phosphatase 2A et TOR
HIF1 Hypoxia Inducible Factor1
HOPS Homotypic fusion et Protein Sorting
HRE Hypoxia Response Element
Hrs Hepatocyte-growth factor-Regulated tyrosine kinase Substrate
Hsc Heat-Shock Cognate
HSF-1 Heat-Shock Factor-1
Hsp Heat-Shock Protein
HSV-1 Herpes Simplex Virus-1
I1PP2A/PHAP-1 Putative Histocompatibility leukocyte antigen class II-Associated 

Protein
I2PP2A/TAF-1! Template Activating Factor"
IP3 myo-inositol-1,4,5-triphosphate
IP3R IP3 Receptor
IRM Imagerie par Résonance Magnétique
IRS Insulin Receptor S…
JNK c-Jun amino-terminal Kinase
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Keap1 Kelch-like ECH-Associated Protein 1
KIF2 member of Kinesin super-Family 2
KO Knock-Out
Kog1 Kontroller of Growth 1
LAMP Lysosomal-Associated Membrane Protein
LCMT-1 Leucine Carboxylméthyltransférase
LDL Low-Density Lipoprotein
LIR LC3-Interacting Region
LKB1 serine/threonine Liver Kinase B1
LRRK2 Leucine-Rich Repeat Kinase 2
LRS LC3 Recognition Sequence
Lst8 Lethal with SEC thirteen 8
LTP Long Term Potentiation
M6P Mannose-6-Phosphate
MAP Microtubule-Associated Protein
MBD Microtubule-Binding Domain
MEKK3 MAP/ERK Kinase Kinase 3
MEM Minimum Essential Medium
MLK3 Mixed-Lineage Protein Kinase 3
MPTP 1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine
mSin1 mammalian Stress-activated protein kinase-interacting protein 1
MTOC Microtubule Organising Centre
MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
MVB Multivesicular Body
N-BAR N-terminal amphipathic helix et Bin/Amphiphysin/Rvs
NAF-1 Nutrient-deprivation Autophagy Factor-1
NBR-1 Neighbour of BRCA-1 gene
NDP52 Nuclear Dot Protein of 52 kDa
NEDD8 Neural Precursor cell Expressed, Developmentally Downregulated 8 
NF Neurofilament
NF-!B Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NFTs Neurofibrillary Tangles
NICDS-ADRDA National Institute of Neurological et Communicative Disorders et Stroke 

- Alzheimer’s disease et Related Disorders Association
NIX/BNIP3L BNIP3-Like protein X
Nrf2 Nuclear factor erythroid 2-Related Factor 2
NSF N-ethylmaleimide Sensistive Factor
OKA (OA) Okadaic acid ; acide okadaïque
OMIM Online Mendelian Inheritance in Man
ORP1L OSBP (Oxysterol-Binding Protein) Related Protein 1L
OSBP Oxysterol-Binding Protein
OST Oligosaccharyl-transférase
p62 protein of 62 kDa
PA700 Proteasome Activator of 700 kDa
PAC Proteasome Assembly Chaperone
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PAQUID Personnes Agées Quid
PAS Pre-autophagosomal structure 
PDK1 3-Phosphoinositide-Dependent protein Kinase-1
PDPK Proline-Directed Protein Kinases
PE Phosphatidyl-Ethanolamine
PEN-2 Presenilin Enhancer-2
pH potentiel Hydrogène
PH Pleckstrin Homology
PHAP-1 Putative Histocompatibility antigen class II-Associated Protein
PHF Paired Helicoidal Filament
PI PhosphatidylInositol
PI(3)P PhosphatidylInositol-3-Phosphate
PiB Pittsburg compound-B
PICALM PhosphatidylInositol-binding Clathrine Assembly Protein
PIK PhosphatidylInositol protein Kinase
PIKK PhosphatidylInositol Kinase (PIK)-related protein Kinase
PINK1 PTEN Induced protein Kinase
PIPES Piperazine-1,4-bis(2-ethanesulfonic acid)
PKA cAMP-dependent Protein Kinase A
PKC Protéine Kinase C
PME-1 Phosphatase Methylestérase
PMN Piecemeal autophagy of the Nucleus
PMSF Phényl-Méthyl-Sulfoxyde
PND Pathologie Neurodégénérative
PP2A Protéine Phosphatase 2A
PPP PhosphoProtein Phosphatases
PR Domaine riche en proline (Prolin-rich Region)
PR65 Phosphatase Regulatory subunit of 65 kDa
prApe1 Précurseur de l’Ape1
PRAS40 Proline-Rich Akt Substrate of 40 kDa
PRL prolactine
PROTOR Protein Observed with Rictor
PRR5 Proline-Rich protein 5
PSEN/PS Préséniline
PTEN Phosphatase et Tensine homologue
PX Phox homology
Rag Ras-related GTPase
RAGE Receptor for Advanced Glycation End Products
Ragulator Régulateur des Rags et de mTORC1
RE Réticulum Endoplasmique
REDD1/2 Regulated in Development et DNA damage 1
Ref(2)P Refractory to Sigma P (Ref(2)P/CG10360)
RGS Regulators of G-protein signaling
Rictor Rapamycin insensible companion of mTOR
RILP Rab-Interacting Lysosomal Protein
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RING Really Interesting New Gene
RIP Receptor Interacting Protein
RNAse A Ribonucléase A
RPMI Roswell Park Memorial Institute medium
Rubicon RUN domain protein as Beclin-1 Interacting et cystein-rich Containing
SAM Substrate Adhesion Molecule
SAPK Stress Activated Protein Kinase
SDS Sodium Dodecyl Sulfate
SEPA-1 Suppressor of Ectopic P granule in Autophagy mutants 1
shRNA Small Hairpin Ribonucleic Acid
SIRT1 Sirtuine-1
SLA Sclérose Latérale Amyotrophique
SNAP Soluble NSF Attachment Protein
SNARE Soluble N-ethyl-maleimide sensitive factor Attachment protein Receptor
SNC Système Nerveux Central
SOD Superoxyde Dismutase
SORL1 Sortiline-1
SPS Ssy1, Ptr3, et Ssy5
SQSTM1 Sequestosome 1
SRP Signal-Recognition Particle 
SUMO Small Ubiquitin-related Modifier
SUP Système Ubiquitine Protéasome
SynGAP Synaptic GTPase-Activating protein
TA Température Ambiante
TAF-1! Template Activating Factor-1!
Tap42 Type 2A phosphatase Associated Protein of 42 kDa
Tau Tubulin-Associated Unit
Tco89 89 kDa subunit of TOR Complexe One
TDP-43 Transactive Response (TAR) DNA-binding Protein of 43 kDa
TEMED N,N,N!,N!-Tetramethylethylenediamine
TEP Tomographie à Emission de Positons
Tip41 Tap42-Interacting Protein of 41 kDa
TIPRL Tor signaling Pathway Regulator-Like
TNF Tumour Necrosis Factor
TOR Target Of Rapamycin
TRAF6 TNF Receptor Associated Factor 6
TRRAP Transformation/transcription domain Associated Protein
TSC1/2 Tuberous Sclerosis Factor 1/2
TSH Thyroid Stimulating Hormone
UBA Ubiquitin-Associated domain
UBC Ubiquitin-Conjugating enzyme ; Ubiquitin Carrier protein
UBD Ubiquitin-Binding Domain 
ULK1/2 Unc51-Like Kinase 1/2
UMP1 Ubiquitin-Mediated Proteolysis 1
UNC51 Uncoordinated 51
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UVRAG UltraViolet Resistance-Associated Gene 
VAMP Vesicle-Associaated Membrane Protein
VCP Valosin-Containing Protein
VIH Virus de l’Immunodéficience Acquise
WIPI WD40 repeat containing protein that Interacts with 

PhosphatidylInositide
XBP-1 X-box Binding Protein
XMEA X-linked Myopathy with Excess of Autophagy
Zf-UBP Zinc Finger in Ubiquitin specific Protease
ZIP Zeta PKC Interacting Protein
"-CTF "-Carboxy-Terminal Fragment
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CODES ET UNITÉS INTERNATIONALES

Acide aminé Code à trois lettres Code à une lettre
Alanine Ala A
Cystéine Cys C

Acide aspartique Asp D
Acide glutamique Glu E

Phénylalanine Phe F
Glycine Gly G

Histidine His H
Isoleucine Ile I

Lysine Lys K
Leucine Leu L

Méthionine Met M
Asparagine Asn N

Proline Pro P
Glutamine Gln Q
Arginine Arg R
Sérine Ser S

Thréonine Thr T
Valine Val V

Tryptophane Trp W
Tyrosine Tyr Y

ConstanteConstante
g gravité

UnitésUnités PréfixesPréfixesPréfixes
Nom Symbole Nom Symbole Valeur

Dalton Da femto- f 10-15

Litre L pico- p 10-12

Mole M ou mol nano- n 10-9

Gramme g micro- # 10-6

Degré Celsius °C milli- m 10-3

Seconde s centi- c 10-2

Minute min déci- d 10-1

Heures h - -
Hertz Hz déca- da 10+1

Ampère A hecto- h 10+2

Volt V kilo- k 10+3

Mètre m méga- M 10+6
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Mole par litre M, mol/L ; mol.L-1 giga- G 10+9

Gramme par litre g/L ; g.L-1 téra- T 10+12

Ångström1 Å

1
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PRÉAMBULE

L’équilibre entre anabolisme et catabolisme constitue la base même du principe de maintien de 

l’homéostasie cellulaire. L’activité catabolique des cellules eucaryotes a tendance à décroître avec 

l’âge, principal facteur de risque de survenue de pathologies neurodégénératives (PND). Dans le cas 

des cellules post-mitotiques telles que les neurones, ce dernier point est particulièrement crucial. 

Ces cellules ne subissent pas l’effet de « dilution » inhérent à la division cellulaire, ce qui les rend 

plus vulnérables à l’accumulation et à l’agrégation de protéines anormales et à la persistance 

d’organites altérés comme les mitochondries. Celles-ci peuvent alors devenir une source importante 

d’espèces réactives de l’oxygène (ERO). Par ailleurs, un des points communs entre la plupart des 

PND est la présence d’agrégats de protéines anormales intra- ou extra-cellulaires, caractéristique 

neuropathologique commune à la grande majorité des PND (d’où l’utilisation des termes 

d’agrégopathies, de protéinopathies ou encore de foldopathies (de l’anglais to fold : replier ). 

Par conséquent, la compréhension des processus de dégradation cellulaire, de leurs mécanismes 

de régulation et des éléments pouvant compromettre leur fonctionnement peut permettre d’apporter 

des explications concernant les phénomènes anormaux qui se produisent lors de la survenue de 

pathologies ainsi que d’œuvrer à la mise en place de stratégies thérapeutiques. 

Parmi les différentes voies cataboliques existantes dans les cellules eucaryotes et plus 

particulièrement dans les cellules de mammifères, deux processus sont prédominants : le système 

ubiquitine-protéasome (SUP) et la voie de dégradation autophagique/lysosomale. 

L’autophagie correspond à des mécanismes de dégradation de composants intracellulaires de 

différentes natures dans les lysosomes. Le terme « autophagie » regroupe plusieurs mécanismes qui 

diffèrent par le mode d’acheminement des substrats aux lysosomes, lieu de leur dégradation finale. 

Les trois voies autophagiques principales sont la macroautophagie (appelée autophagie par la suite), 

autophagie dépendante de chaperons protéiques (CMA : Chaperone Mediated Autophagy) et la 

microautophagie. Dans ce travail, nous nous sommes intéressés plus particulièrement à la voie 

majoritaire, la macroautophagie (30% de la dégradation autophagique/lysosomale) et à ses 

anomalies dans le cadre du Système Nerveux Central (SNC).
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Dans un premier temps, seront développées les principales caractéristiques des différents 

processus cataboliques de la cellule eucaryote, ensuite seront détaillés les différents aspects de 

l’autophagie puis nous situerons ce processus dans le contexte du système nerveux central. Nous 

nous intéresserons enfin au fonctionnement de l’autophagie au cours de la maladie d’Alzheimer qui 

sera la pathologie de référence de cette étude. 

Les travaux réalisés au cours de cette thèse seront divisés en trois ensembles. Le premier 

ensemble correspond à une étude comparative de l’autophagie entre différents types cellulaires du 

SNC dans un modèle de cultures primaires corticales préparées à partir de cerveaux d’embryons de 

rat. L’autophagie étant considérée comme un mécanisme neuroprotecteur, la seconde partie porte 

sur la caractérisation des propriétés pro-autophagiques de l’Amphotéricine B (AmB) dans les 

lignées cellulaires COS-7 et SH-SY5Y ainsi que dans des cultures corticales primaires enrichies en 

neurones. Plusieurs hypothèses concernant le mode d’action de cette molécule antifongique 

appartenant à la famille des polyènes macrolides ont été alors testées. Enfin, dans une dernière 

partie, nous avons mis en évidence le rôle de la Protéine Phosphatase 2A (PP2A) dans la régulation 

de l’autophagie neuronale. Cette étude permet d’établir un lien entre la baisse de l’activité de la 

PP2A observée dans les cerveaux de patients atteints par la maladie d’Alzheimer et deux autres 

caractéristiques retrouvées au cours de cette pathologie : des anomalies de l’autophagie et  la 

formation d’inclusions intra-neuronales. 

L’autophagie a été 

initialement découverte 

dans la deuxième moitié 

des années soixante, 

f a i s a n t s u i t e à l a 

découverte des lysosomes 

en 1955 (de Duve et al., 

1955). Après avoir stagné 

pendant une quarantaine 

d’années, l’intérêt pour 

cette voie de dégradation 

a c r û d e f a ç o n 

exponentielle au fur et à 

mesure de l’avancée des connaissances des mécanismes moléculaires, de la mise en lumière de 
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Figure 1 : Occurences du terme « Autophagy » dans les publications scientifiques 
depuis 1965. Source : Pubmed



l’implication de l’autophagie dans différents aspects de la physiologie de la cellule et de ses 

dysfonctionnements dans un certain nombre de situations pathologiques (figure 1). Ainsi entre le 

début de cette thèse et son aboutissement, la compréhension de cette voie catabolique s’est 

considérablement améliorée et en particulier en ce qui concerne la spécificité de ce mécanisme.

Effectivement, il y a très peu de temps, la macroautophagie était systématiquement définie 

comme un mécanisme de dégradation « en bloc », aléatoire, de portions cytoplasmiques pouvant 

indifféremment contenir des constituants de différentes natures (protéines, organites, membranes, 

gouttelettes lipidiques...) et  de ce point de vue elle était opposée à la CMA (voir plus loin), qui de 

par son mode de fonctionnement incarne la spécificité même. 

Aujourd’hui, et depuis peu, la macroautophagie est divisée en deux composantes (Komatsu et 

al., 2007a) : ainsi, on distingue l’autophagie constitutive de l’autophagie induite par un stress. Dans 

le cas de l’autophagie constitutive, les preuves en faveur d’une spécificité de substrat s’accumulent 

et on a vu apparaître une nouvelle famille de protéines : les protéines adaptatrices de l’autophagie 

(ou « récepteurs » autophagiques) (Johansen et Lamark 2011). Concernant l’autophagie induite 

suite à un stress, il demeurerait un certain nombre de points restant en suspens quant à sa spécificité.
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PARTIE 1 : VOIES CATABOLIQUES DE LA CELLULE 

EUCARYOTE

I. HISTORIQUE

L’autophagie a été l’une des premières voies cataboliques mise en évidence suite à la 

description des lysosomes en 1955 par Christian de Duve et ses collaborateurs (Appelmans et  al., 

1955a, 1955b, de Duve et al., 1955, de Duve et  Wattiaux, 1966) (ce terme, dérivé du grec autos : 

soi-même et phagein : manger ; donc « se manger soi-même » a été utilisé pour la première fois en 

1963 par de Duve, (de Duve et Wattiaux, 1966, Klionsky 2008)). La composition de ces organites, 

riches en hydrolases acides capables de dégrader, à un pH proche de cinq, un bon nombre de 

constituants cellulaires, a permis de les définir comme une sorte d’appareil digestif cellulaire doué 

d’activités lytiques, d’où le nom de lysosome (du grec lusis : dissoudre et sôma : corps). Ce terme a 

été également choisi comme base à une nouvelle nomenclature permettant de qualifier toutes les 

autres vésicules apparentées à ces organites de dégradation (de Duve et al., 1955, de Duve et 

Wattiaux, 1966). Christian de Duve, Albert Claude et George Emil Palade ont reçu en 1974 le prix 

Nobel de médecine pour leurs découvertes concernant l’organisation structurale et fonctionnelle de 

la cellule.

C’est à la même époque (entre 1935 et 1941) que le concept d’état dynamique des constituants 

cellulaires a commencé à émerger (Guggenheim, 1991, Wolf, 2004, Ciechanover, 2005), néanmoins 

cette théorie est restée controversée jusqu’au milieu des années 1950. Auparavant, ces constituants 

et en particulier les protéines, étaient considérés comme une sorte de masse statique subissant 

uniquement un phénomène d’usure naturelle. La découverte du lysosome a permis pour la première 

fois d’envisager l’existence d’un mécanisme pouvant potentiellement conduire à la protéolyse 

cellulaire, les protéines devenaient alors des éléments se trouvant dans un état  dynamique constant 

de synthèse et de dégradation, cette dernière ayant lieu au sein du lysosome. Cependant, il était 

toujours difficile d’envisager que les protéines puissent être dégradées de manière sélective et  en 

particulier lorsque l’on considérait la nature du mécanisme autophagique de séquestration « en 

bloc » de portions cytoplasmiques. L’étude de la dégradation d’enzymes impliquées dans le 
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métabolisme glucidique (Ashford et Porter, 1962, Deter et de Duve, 1967) a permis d’établir 

l’existence de différences dans la conduite des processus de dégradation en fonction de l’état 

métabolique cellulaire et donc d’établir la notion de contrôle de la protéolyse, elle-même impliquée 

dans la régulation d’un grand nombre de processus cellulaires. Au cours des années 1970, les 

travaux de Beaulaton et Lockshin, en 1977 montrent l’existence d’une dégradation spécifique des 

mitochondries au cours de la métamorphose chez les insectes (Beaulaton et Lockshin, 1977, Yang et 

Klionsky, 2010). Par ailleurs, la découverte plutôt  paradoxale de la nécessité d’utiliser de l’énergie 

métabolique (ATP ; Adénosine Tri-Phosphate) afin de mener à bien la dégradation protéique dont 

les résidus peuvent être recyclés dans le but de produire de l’énergie, est à l’origine de 

l’identification des premiers constituants du SUP (Hershko et al., 1979, 1980, Ciechanover et al., 

1980) dont un des acteurs clé : l’APF-1 (ATP-dependent proteolysis factor-1), mieux connue sous le 

nom d’ubiquitine (Wilkinson et al.,1980), fut le point de départ  de la description de la voie 

protéasomique (Ciechanover, 2009).

Mais, la relation entre ces deux découvertes ne fut pas directe. Il fallut cheminer pendant encore 

quelques années au gré des découvertes, attribuant des fonctionnalités hypothétiques aux lysosomes 

telles que la capacité de choisir entre les protéines à demi-vie courte qu’ils dégradaient et les 

protéines à demi-vie longue, rejetées dans le cytoplasme. La consommation d’énergie métabolique 

était alors attribuée aux processus annexes à la dégradation lysosomale telles que la liaison du 

substrat à la membrane lysosomale et son transport au travers de celle-ci (Ciechanover, 2005). Pour 

la découverte de la dégradation protéique dépendante de l’ubiquitine, Aaron Ciechanover, Avram 

Hershko et Irwin Rose ont reçu le prix Nobel de Chimie en 2004. 

Les années 1980 sont également marquées par la découverte, dans des fibroblastes humains, de 

la CMA, décrite au départ en tant que mécanisme protéolytique spécifique déclenché par la 

privation nutritionnelle au niveau des lysosomes (Neff et al., 1981, Backer et al., 1983). Le premier 

substrat identifié fut la Ribonucléase A (RNAse A) (Backer et al., 1983). Le caractère spécifique de 

cette voie fut déterminé grâce à la découverte du motif pentapeptidique KFERQ exhibé par environ 

30% des protéines cytosoliques (Dice et al., 1986, Wing et al., 1991, Chiang et  al., 1991, Majesky et 

al., 2004).

La fin des années 1990 et les années 2000 voient le retour en grâce de la macroautophagie, 

délaissée du fait de sa non-spécificité, avec la description de ses mécanismes moléculaires. C’est le 

début de « l’ère moléculaire » (Yang et  Klionsky, 2010). En effet, les études moléculaires conduites 
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chez la levure ont permis des avancées importantes dans ce domaine (Takeshige et al., 1992, Baba 

et al., 1994, Thumm et al., 1994) avec la description d’Atg1 et d’Atg13 par l’équipe de Y. Ohsumi 

(Matsuura et al., 1997, Funakoshi et al., 1997). Dans ce sens, l’harmonisation de la nomenclature 

des gènes impliqués dans l’autophagie (désormais les gènes Atg pour AuTophagy Related Gene ou 

AuTophaGie) par Klionsky et al., en 2003 a permis une meilleure compréhension des différentes 

voies impliquées. Chez la levure, plus de vingt-cinq gènes Atg différents ont été décrits (Klionsky et 

al., 2003, Yorimitsu et Klionsky, 2005b), aujourd’hui on en dénombre trente-cinq pour cet 

organisme (Nazarko et al., 2011). Pour la plupart d’entre eux, des homologues ont été décrits chez 

les mammifères (Codogno, 2004) dont les protéines Atg5, Atg12 (Mizushima et  al., 1998) et MAP-

LC3 (Microtubule-Associated Protein-Light Chain 3 ; LC3) (Kabeya et al., 2000) (cf tableau 2 en 

annexes). La nomenclature est moins bien respectée pour les mammifères du fait que ces gènes 

aient divergé et/ou qu’ils aient été identifiés avant que leur parenté avec un gène ATG d’origine 

fongique ait été établie. L’implication de la macroautophagie dans un certain nombre de pathologies 

d’origines diverses est désormais reconnue (Levine et Kroemer, 2008). 

Parallèlement à cela, le concept d’homéostasie protéique émerge et permet l’intégration des 

différentes voies cataboliques en un réseau de processus physiologiques cellulaires interagissant les 

uns avec les autres dans le but de maintenir le protéome dans un état fonctionnel, le tout étant 

strictement régulé (Balch et Morimoto, 2008). Ce concept  de réseau protéostatique permet 

d’expliquer un certain nombre d’évènements survenant au cours du vieillissement physiologique et 

pathologique et l’apparition de maladies dont l’âge constitue le principal facteur de risque (Douglas 

et Dillin, 2010). Un certain nombre de découvertes dans ce domaine ont permis d’entrevoir des 

stratégies nouvelles concernant le traitement et/ou la prévention de désordres liées à l’accumulation 

de protéines anormales (Kirstein-Miles et Morimoto, 2010), caractéristique commune à un bon 

nombre de pathologies neurodégénératives (Ross et Poirier, 2004) et d’améliorer la compréhension 

du phénomène de viellissement (Demontis et Perrimon, 2010, Haigis et Yankner, 2010).

La macroautophagie, longtemps considérée comme un mécanisme largement aspécifique a été 

scindée en deux versants. Ainsi, Komatsu, en 2007, a opposé l’autophagie basale, constitutive, 

dédiée au maintien de l’homéostasie cellulaire présentant alors une certaine sélectivité pour son 

substrat et une autophagie induite, en réponse à divers stress (Komatsu et al., 2007a) dont le rôle est 

de fournir de l’énergie à la cellule.
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Le rôle de chaperons protéiques impliqués dans la prise en charge spécifique de substrats 

protéiques en vue de leur dégradation par l’une ou l’autre des grandes composantes protéolytiques 

cellulaires (c’est-à-dire par le système autophagique-lysosomal ou par le SUP) a été mis en exergue. 

En effet, au moins deux voies cataboliques utilisant  de telles protéines fonctionnant sur ce principe 

ont été décrites : la dégradation protéasomale assistée par des protéines chaperonnes (ou CAP : 

Chaperone-Assisted Proteasomal degradation), la CMA .

Aujourd’hui, des progrès conséquents ont été réalisés au sujet de la spécificité de la 

macroautophagie conduisant à la description d’une nouvelle famille de protéines : les adaptateurs 

(récepteurs) autophagiques (Johansen et  Lamark, 2011) dont le principal représentant est p62/

SQSTM1 (protéine de 62 kDa / Sequestosome 1). Elles présentent un domaine de liaison à LC3 

(Light-Chain 3), découvert simultanément et  indépendamment par deux équipes conduisant  à 

l’existence de deux dénominations pour ce domaine LIR (LC3-Interacting Region) ou LRS (LC3-

Recognition Sequence) (Bjørkøy et al., 2005, Pankiv et al., 2007, Noda et al., 2008a). Ces protéines 

adaptatrices constituent alors le lien entre le substrat et  les autophagosomes en formation qui le 

prennent en charge, à l’instar de Nix (qui reconnaît des protéines de la membrane mitochondriale) 

ou encore de p62 et de NBR-1 (Neighbour of BRCA-1 gene) qui, par l’intermédiaire de leur 

domaine de liaison à l’ubiquitine (domaine UBA ; Ubiquitin-Associated), permettent la dégradation 

spécifique de protéines ubiquitinylées par autophagie. Ce dernier point apporte également un nouvel 

éclairage sur la signification de l’ubiquitinylation en tant que signal de dégradation protéique.

La sortie d’un numéro thématique du journal Autophagy  au début de l’année 2011 (vol 7 : 3, 

2011) (Deretic, 2011a) démontre de l’importance de ces protéines dans le processus autophagique et 

de la sélectivité de cette voie catabolique. 

II. LE CONCEPT D’HOMÉOSTASIE PROTÉIQUE 

A. Protéostasie : principe de fonctionnement

La plupart des notions ayant trait à la physiologie sont basées sur la notion d’homéostasie, du 

grec homoios : égal, semblable à ; et de stasis : état. En 1865, Claude Bernard élabore le concept de 

« maintien des conditions de vie dans le milieu intérieur », ce milieu intérieur (milieu qui baigne les 

cellules) est caractérisé par des grandeurs physiologiques qui doivent rester constantes afin 
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d’assurer la survie de l’organisme. Ces travaux précèdent ceux publiés en 1929 par Walter Cannon 

(Cooper, 2008, Smith, 2008) qui utilise pour la première fois le terme « homéostasie » et le définit 

en comparant les êtres vivants à « un système ouvert présentant de nombreuses relations avec 

l’environnement. Les modifications de l’environnement déclenchent des réactions dans le système 

ou l’affectent directement, aboutissant à des perturbations internes du système (…) » (in 

Encyclopædia Universalis).

L’homéostasie protéique cellulaire, également retrouvée sous le terme de « protéostasie » (Balch 

et Morimoto, 2008) correspond au maintien de l’intégrité du protéome, (ensemble des protéines 

cellulaires), compartiment extrêmement dynamique. Le maintien de l’homéostasie protéique est 

sous la dépendance d’un réseau complexe et intégré de mécanismes qui gèrent les protéines tout  au 

long de leur existence dans la cellule, depuis leur synthèse jusqu’à leur dégradation (Douglas et 

Dillin, 2010) (figure 2). L’ensemble des mécanismes impliqués dans le maintien de la protéostasie 

correspond au réseau protéostatique (Balch et Morimoto, 2008) dont le fonctionnement est 

intimement lié aux voies impliquées dans la détection de stress susceptibles d’endommager le 

protéome (détection des cassures de l’ADN, du stress oxydatif...).

En effet, in vitro, une protéine recombinante purifiée avec une séquence d’acides aminés (aa) 

donnée et une thermodynamique définie, acquière plus aisément une structure tertiaire stable de 

moindre énergie par rapport à la même protéine, synthétisée dans la cellule, dans un micro-

environnement physico-chimique donné qui influence ce processus de repliement. Ainsi la protéine 

n’acquerra pas d’elle-même la structure tertiaire optimale et  nécessite l’intervention de facteurs 

facilitants comme les chaperons moléculaires (Hutt et al., 2009).

D’autre part, il est primordial pour la cellule de pouvoir analyser la composition de 

l’environnement entourant les protéines et de faire la différence entre des valeurs physiologiques 

(valeurs de consigne) et des valeurs délétères pour la cellule. Par exemple, les ERO, à un niveau 

modéré, font partie intégrante de voies de signalisation en modulant l’activité de certaines protéines 

via des modifications post-traductionnelles de type rédox (oxydation/réduction de groupements 

thiols de résidus cystéine), néanmoins, un niveau élevé de ces molécules hautement réactives peut 

endommager les protéines mais aussi les lipides et les acides nucléiques causant un stress de type 

oxydatif (Scherz-Shouval et al., 2007b, Scherz-Shouval et Elazar, 2011). 

- 39 -



wLe réseau protéostatique comprend tous les processus de transcription et de traduction (et les 

acteurs de leur régulation) dont le métabolisme des ARN, les processus d’acquisition de la structure 

protéique tertiaire, de modifications post-traductionnelles, les molécules intervenant dans la 

régulation des interactions protéiques (acquisition de la structure quaternaire), les mécanismes 

associés au transport et à la localisation des protéines dans un domaine sub-cellulaire donné et enfin 

toutes les voies impliquées dans le catabolisme protéique (Balch et  Morimoto, 2008, Morimoto,

2008, Tyedmers et al., 2010).

Le maintien de la protéostasie dépend largement des voies de détection de l’état nutritionnel de 

la cellule (voies métaboliques) et donc majoritairement des voies insuline/facteurs de croissance - 

mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) et de l’AMPK (5’-AMP (Adenosine MonoPhosphate) 

Kinase), qui contrôlent l’état  énergétique de la cellule, (Haigis et Yankner, 2010), l’orientent vers la 
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Figure 2 :Principe de fonctionnement du réseau protéostatique
Cadre :Des stress de différentes nature peuvent affecter les composants cellulaires (ADN, protéines) et compromettre 
l’intégrité de la cellule.  Les éléments du réseau protéostatique permettent le contrôle de la qualité des protéines, la 
détection des stress et la mise en place de réponses cellulaires adaptées permettant un retour à un état physiologique. 
Les éléments du réseau protéostatique interviennent à toutes les étapes de l’existence d’une protéine depuis sa synthèse 
(1-), puis l’acquisition de sa structure tri-dimensionnelle où interviennent les acteurs du contrôle qualité protéique au 
sein du cytosol et du RE (2- et 3-). En cas de repliement incorrect (3-), l’intervention de chaperons et d’enzymes de 
repliement permettent de revenir à un état de repliement correct. La protéine subit en permanence des changements 
extensifs dans sa structure (modifications post-traductionnelles, interactions protéiques ; 4-) qui affectent leur biologie 
en mettant en jeu dans des mécanismes d’activation/désactivation (Powers et al., 2009). Des stress protéotoxiques 
peuvent altérer les protéines (5-) et les rendre anormales.  Si un retour à une conformatiOn correcte n’est pas possible 
alors la protéine sera éliminée par les voies cataboliques (6-).  Interviennent dans le réseau protéostasique les voies 
métaboliques (mTORC1 et AMPK) (7-) responsables du « choix » entre synthèse et dégradation protéique ainsi que les 
voies permettant de mettre en place une réponse adaptative aux stress (8-).



synthèse protéique ou l’activation des voies cataboliques et peuvent déterminer le destin cellulaire. 

Ces voies permettent la mise en place de réponses adaptées. Si la disponibilité énergétique est 

insuffisante, la cellule est engagée dans une voie de mort.

Il résulte de ces données que le réseau protéostatique ne correspond pas à un schéma de 

régulation linéaire intervenant de façon chronologique. Il s’agit en réalité d’un ensemble de sous-

réseaux avec des rôles différents dans la physiologie cellulaire reliés entre eux par des facteurs 

protéiques centraux dont la fonction interfére sur ces différents sous-réseaux permettant un 

couplage des réponses (Kroemer et al., 2010).

La capacité de maintien de l’homéostasie protéique est une fonction inverse au temps (Douglas 

et al., 2010, Haigis et Yankner, 2010). Cela apporte un éclairage différent sur la survenue, à l’âge 

adulte, de pathologies liées à des désordres homéostatiques cellulaires. Les profils de 

déclenchement des diverses voies de réponses aux stress qui se mettent en place au cours du 

vieillissement suivent une ligne qui a été conservée avec l’évolution. Les modes d’activation de la 

réponse cellulaire aux stress constituent donc des caractéristiques phylogénétiquement semblables 

(Haigis et Yankner, 2010). 

B. Protéostasie et vieillissement 

La capacité des cellules à maintenir leur homéostasie décline avec l’âge. En effet, avec le temps, 

un certain nombre de fonctions cellulaires voient leur activité décliner, comme c’est le cas du SUP 

(Keller et al., 2002, Keller et al., 2004, Ding et al., 2007, Vernace et al., 2007), de la CMA (Zhang 

et al., 2008), de l’expression de protéines impliquées dans la réponse au stress comme la sirtuine 

SIRT-1 (Westerheide et al., 2009), qui est également considérée comme un facteur de longévité, et 

de l’autophagie (Cuervo et Dice, 2000a, Cuervo et Dice, 2000c, del Roso et al., 2003, Arias et 

Cuervo, 2010). Ces altérations conduisent, à l’échelle de l’organisme, à un dysfonctionnement 

progressif et  à la faillite des différentes fonctions physiologiques. Ce déclin conduit 

irrémédiablement à la mort de l’organisme. Plusieurs théories ont été avancées pour expliquer les 

causes du vieillissement, à l’exemple la théorie du stress oxydatif (Harman, 1956, Muller et al., 

2007, Ugarte et  al., 2010cw) dont le postulat repose sur le fait que les ERO produits par la chaîne 

respiratoire mitochondriale endommagent les macromolécules cellulaires (qui peuvent  s’accumuler) 

altérant leur fonction, causant alors les manifestations biologiques liées au vieillissement. A cette 

position s’ajoutent au moins deux autres théories cherchant à expliquer l’origine du vieillissement 
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dont une théorie dite métabolique. La source de ce principe remonte aux expériences de McCay et 

al., (McCay et al., 1935) montrant l’effet positif de la restriction calorique sur la longévité des 

organismes (Guarente, 2005, Colman et al., 2009, Morselli et al., 2010a). Une théorie « génétique » 

a été également établie, elle est basée sur le fait que le patrimoine génétique puisse être responsable 

de la programmation de la longévité cellulaire et que des mutations touchant des gènes dits « de 

longévité » affectent  le vieillissement d’un individu (Austad, 2010, Hawkes, 2010, Magwire et al., 

2010). Cette théorie peut être illustrée par les souris porteuses d’une mutation leur permettant 

d’accroître leur existence (Brown-Borg et al., 1996; Bartke et al., 2001), il s’agit des souris naines 

« Ames », « Snell » et « Laron » qui ne répondent pas à certains facteurs de croissance (mutations 

du gène de l’hormone de croissance, de la prolactine et de la TSH (Thyroid Stimulating Hormone) 

(Snell, 1929). A la base de toutes ces théories, on retrouve un principe de base commun résidant 

dans le fait que les organismes et les cellules qui les composent vivent dans un environnement 

source permanente de stress. Les cellules possèdent des systèmes adaptés de lutte contre ces stress 

(principalement les chaperons moléculaires et les voies cataboliques et  de détoxication des ERO), et 

à l’inverse, des voies qui facilitent la survenue de stress car consommatrices d’énergie (voies 

anaboliques) et qui nécessitent la production d’ERO. 

Le fonctionnement du réseau protéostatique est sous la dépendance des voies cellulaires de 

détection de stress comme par exemple les voies métaboliques et de réponse aux nutriments. Ces 

voies ont été hautement conservées au cours de l’évolution à l’image de la voie TOR (Target of 

Rapamycin), cette kinase étant retrouvée de façon extrêmement bien conservée chez tous les 

organismes eucaryotes. Le point commun à toutes les théories cherchant à expliquer les causes du 

vieillissement est qu’elles sont toutes basées sur des modifications des voies membres du réseau 

protéostatique que ce soit au niveau des voies de réponse au stress, de la signalisation par l’insuline 

et les facteurs de croissance (voies IRS/Akt/mTOR) (Blagosklonny, 2010), de l’activité des sirtuines 

et de leurs substrats ou de celles de détoxication des ERO (SOD (Superoxyde Dismutase), recyclage 

des mitochondries, élimination des macromolécules altérées…) (Salmon et al., 2010jc). 

Les rats soumis à des restrictions alimentaires modérées (dont la valeur nutritionnelle était 

mesurée en calories) ont une longévité accrue en comparaison avec des animaux nourris ad libitum 

(McCay et al., 1935). Cette observation est le point de départ de travaux portant sur les liens entre 

nutrition, métabolisme, vieillissement et longévité. Ce lien entre restriction calorique et longévité a 

été confirmé dans des modèles cellulaires (Morselli et al., 2010a) ou animaux tels que le nématode 

Caenorhabditis elegans (Hansen et al., 2008) ou la mouche Drosophila melanogaster (Rogina et 
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Helfand, 2004), et  même chez les mammifères (singe Rhésus) (Colman et al., 2009) où un lien 

direct a été établi entre la valeur calorique de leur régime alimentaire, le fonctionnement des voies 

métaboliques, la qualité du vieillissement et la longévité. 

Différentes approches ont permis de montrer qu’en augmentant la qualité du réseau 

protéostatique ou en limitant le déclin de certaines de ses composantes avec l’âge, on retardait le 

vieillissement et la survenue de pathologies liées à l’âge étaient  diminuées (Zhang et Cuervo, 2008; 

Pierce et al., 2010). Ces données peuvent être illustrées par les travaux d’Alavez et al., en 2011 en 

utilisant C. elegans en tant que modèle biologique. Cette équipe a montré que les composés utilisés 

pour le marquage des fibres amyloïdes, comme la thioflavine T, avaient  un rôle protecteur en 

accroissant la longévité de l’animal et en améliorant leur état de santé au cours du vieillissement et 

réduisait les agrégats protéiques chez des animaux mutés modélisant des pathologies dégénératives. 

Ces composés agiraient sur les voies de réponse au stress et sur certains membres du réseau 

protéostatique (chaperons moléculaires, autophagie, voie protéasomale et les facteurs de 

transcription HSF-1 et SKN1) et induiraient une réponse similaire à celle observée en cas 

d’induction de la réponse au stress (Alavez et al., 2011). L’inhibition de la voie mTOR présente des 

effets bénéfiques dans un modèle animal de la maladie de Huntington (Ravikumar et al., 2004). 

L’activation de SIRT1 présente une action protectrice contre la neurodégénérescence dans des 

modèles cellulaires et animaux (Araki et al., 2004). Plus généralement, l’augmentation de 

l’expression de SIRT1 chez la souris aurait un effet protecteur contre les pathologies ayant l’âge 

pour facteur de risque majeur : diabète, pathologies cardio-vasculaires, PND, un certain nombre de 

cancers (Herranz et Serrano, 2010) et accroîtrait la longévité. Il est suggéré que cet effet passe par 

l’induction de l’autophagie (Salminen et Kaarniranta, 2009, Morselli et al., 2010b), cependant 

SIRT1 compte parmi ses substrats nombre d’acteurs importants du réseau protéostatique et  son effet 

est probablement plus global (Chung et al., 2010). 

Les polyphénols, molécules retrouvées dans certains végétaux et aliments, tels que le 

resvératrol2, la quercétine, la curcumine et les catéchines sont connues pour leurs propriétés anti-

oxydantes et anti-inflammatoires. Ces molécules sont des inducteurs des sirtuines ayant pour 

substrats NF-$B, le facteur de transcription FOXO3 (Forkhead box class O), p53…(Chung et al., 
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2 Le resvératrol fait partie des éléments entrant en compte dans lʼexplication du phénomène dit du paradoxe 
français faisant référence au régime du Sud-Ouest de la France se composant de vin rouge et de graisses 
animales saturées associé à une faible mortalité due aux maladies cardio-vasculaires. En effet, il existe une 
corrélation positive entre régime alimentaire riche en acides gras saturés et mortalité (Renaud et de Lorgeril, 
1992, Kaeberlein et Rabinovitch, 2006).



2010). Un rôle potentiellement important de SIRT1 a été identifié dans la régulation de l’autophagie 

puisque son inhibition empêche l’induction de l’autophagie par une privation nutritionnelle et que 

des souris mutées pour Sirt1-/- présentent un phénotype proche des souris pour lesquelles 

l’autophagie a été abolie. De plus, une augmentation de l’activité des sirtuines pourrait mimer les 

effets de la restriction calorique (Lee et al., 2008). Le resvératrol, molécule issue du raisin et 

retrouvée dans le vin rouge est un inducteur connu de l’autophagie. Mais ces données ne 

représentent pas un consensus, en effet, le resvératrol pourrait  inhiber l’autophagie à travers 

l’induction de la protéine p70S6K (Armour et al., 2009). L’utilisation de cette molécule dans des 

modèles cellulaires de pathologies neurodégénératives s’est révélée bénéfique (Albani et al., 2010).

C. Interconnexions entre les voies cataboliques cellulaires 

Le SUP et les voies autophagiques présentent une fonction complémentaire au sein de la cellule 

eucaryote puisque la première prend en charge le catabolisme des protéines à demi-vie courte et la 

seconde permet la dégradation de protéines à demi-vie plus longue, d’agrégats (que le protéasome 

ne peut pas dégrader) d’organites, de lipides…

Compte-tenu des effets potentiels des protéines anormales présentes dans la cellule, les 

différents systèmes cataboliques représentent plusieurs lignes de défense. En conditions 

physiologiques, toutes fonctionnent avec une activité basale. En période de stress, en fonction de 

l’intensité et de la durée du stress considéré, une régulation différentielle des mécanismes de 

dégradation se mettent en place afin d’adapter au mieux la réponse cellulaire. Ainsi, la CMA peut 

être induite directement par un stress oxydatif et dans ce cas la macroautophagie basale est  alors 

inhibée (Kiffin et  al., 2004; Underwood et al., 2010). En cas de stress nutritionnel, la 

macroautophagie, de plus grande capacité sera activée en premier. Si ce stress persiste, alors il y 

aura activation de la CMA (Massey et al., 2008). Dans le contexte de l’expression d’une protéine 

anormale ayant propension à s’agréger, la CMA et le SUP peuvent être rapidement débordés et 

l’agréphagie (autophagie spécifique d’agrégats protéiques et de protéines mal repliées) représentera 

alors le dernier recours (Martinez-Vicente et Cuervo, 2007). 

D’un point de vue global, une inhibition du protéasome induit une activation compensatoire de 

l’autophagie (Rideout et al., 2004; Pandey  et al., 2007a; Rubinsztein, 2007). Les travaux de Pandey 

et al., mettent en évidence le rôle de HDAC6 (Histone Déacétylase 6), reliant le SUP à la 

macroautophagie (Pandey et al., 2007a, b). L’inhibition du protéasome conduit à une activation de 
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l’autophagie due à l’accumulation de protéines ubiquitinylées et de protéines anormales dans la 

cellule, constituant alors une alternative à cette perte de fonction. Malgré tout la réciproque n’est 

pas vraie. Ainsi, l’inhibition de l’autophagie compromet la dégradation de ses substrats par le 

protéasome comme le présente une étude menée en 2009 par Korolchuk et al (Korolchuk et al., 

2009). L’inhibition de l’autophagie favorise la formation d’agrégats protéiques, or le protéasome, 

tout comme la CMA, nécessitent que les protéines substrats soient dépliées en vue de leur 

dégradation. De plus, l’étroitesse du pore du protéasome ne permet pas la prise en charge de 

substrats de taille aussi importante que ceux de la macroautophagie. 

D. Mécanismes de formation des inclusions neuronales 

caractéristiques des pathologies neurodégénératives

Les inclusions de protéines agrégées sont une caractéristique commune à la plupart des 

pathologies neurodégénératives (PND) (cf tableau 2, annexes). La formation de ces inclusions est 

sélective et concerne majoritairement les protéines pathologiques (Rajan et al., 2001).

Ces protéines pathologiques, en particulier dans le cas des PND génétiquement transmissibles 

sont nativement mal-conformées constituant un risque constant au cours de la vie (Ross et Poirier, 

2004). Dans ce cas l’induction de l’agrégation est un processus relié au temps et aux facteurs de 

risques liés à la maladie qui contribuent à augmenter la concentration de ces protéines jusqu’à 

déborder les systèmes de contrôle-qualité (figure 3). Pour les formes sporadiques, les protéines 

impliquées acquièrent leur propension à s’agréger principalement par des modifications post-

traductionnelles covalentes comme par exemple l’"-synucléine (oxydation, nitration), la protéine 

tau (phosphorylation, glycation, oxydation …) et la SOD1 (oxydation) (Bosco et al., 2010, Martin 

et al., 2011a) ou encore des clivages, associés à l’avancée en âge et aux facteurs de risques 

environnementaux et génétiques. Ces protéines peuvent former des oligomères, considérés comme 

les formes les plus toxiques, puis des protofibrilles qui s’associent entre-elles formant des agrégats 

de type amyloïde (figure 4). Au sein de ces agrégats, les protéines forment des feuillets ! reliés 

entre eux par des liaisons hydrogène. Les inclusions, étape finale du processus d’agrégation, sont 

considérées comme protectrices dans le sens où leur nature amorphe et insoluble annulerait la 

toxicité des oligomères et des protofibrilles (Ross et  Poirier, 2004, Levine et Kroemer, 2009, 

Douglas et Dillin, 2010, Martin et al., 2011a).
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Figure 3 : Mécanismes d’élimination des protéines anormales et d’agrégation protéique
Dès leur synthèse (1), les protéines sont prises en charge par les chaperons moléculaires qui les aident à acquérir une 
structure tertiaire correcte (2). Ces chaperons participent également au contrôle de la qualité (CQ) des protéines.  Les 
protéines changent constamment de conformation (modifications post-traductionnelles, formation de complexes 
(structure quaternaire (3), donc le CQ doit être efficace de manière permanente. Des modifications aléatoires peuvent 
survenir, fortement favorisées par des stress de type protéotoxique (4) compromettant la conformation protéique. Les 
chaperons moléculaires interviennent encore à ce stade afin de les aider à retrouver un état physiologique. En cas 
d’impossibilité de retour en arrière, les protéines sont prises en charge par les voies cataboliques (SUP, CMA 
principalement) (5).
La mauvaise conformation d’une protéine peut induire une perte de fonction ou, à l’inverse, lui conférer un gain de 
fonction toxique (4’). Ces mal-conformations, de même que certaines modifications post-traductionnelles covalentes 
peuvent favoriser l’oligomérisation de ces protéines pathologiques (5’). Ces oligomères correspondraient aux formes 
les plus délétères pour la cellule. Protéines anormales et oligomères peuvent être ubiquitinylés, séquestrés dans les 
agrésomes (5’’) et dégradés par agréphagie (6). Le pore du protéasome est trop étroit pour prendre en charge ce type 
d’agrégats, et la CMA n’est pas compétente pour ces substrats.  En cas de submersion des voies de dégradation, les 
oligomères (ou protofibrilles) s’assemblent en fibrilles de type amyloïde, ce qui est considéré comme une forme de 
mécanisme protecteur (7). Des anomalies au niveau des chaperons et/ou des voies cataboliques favorisent la formation 
de protéines toxiques et sont considérées comme à la base de la pathogenèse de la plupart des PND.



III. LE SYSTÈME UBIQUITINE-PROTÉASOME

A. UBIQUITINYLATION ET SYSTÈMES «UBIQUITIN-

LIKE» (UBL)

Le système ubiquitine-protéasome (SUP), est une voie catabolique dépendante de l’énergie sous 

forme d’ATP, présentant une spécificité de substrat. Le SUP prend en charge principalement la 

dégradation de protéines à demi-vie courte. Le SUP est également capable de dégrader des 

complexes protéiques ainsi que des grosses protéines membranaires (Rubinsztein et al., 2005), mais 

quels que soient les substrats, ils devront  nécessairement perdre leur structure tertiaire avant d’être 

catabolisés. Les protéines substrats de cette voie sont généralement des molécules importantes de 

voies de signalisation (ex : p53) ou de transduction de signal nécessitant  une dégradation rapide 

(demi-vie courte), par conséquent l’activité du protéasome est particulièrement bien régulée. Le 

protéasome est une structure extrêmement bien conservée au cours de l’évolution depuis les 

procaryotes jusqu’aux eucaryotes supérieurs.

La reconnaissance du substrat par le protéasome se fait grâce à une modification post-

traductionnelle spécifique au niveau de la protéine ciblée : l’ubiquitinylation3, qui correspond à la 

liaison covalente d’un ou de plusieurs exemplaires d’une petite protéine globulaire de 76 aa 

(8,5 kDa) : l’ubiquitine. La dégradation, dépendante de l’ATP, a lieu au sein du protéasome 26S 

(Nandi et al., 2006). Le protéasome est un complexe protéique en forme de tonneau composé par 

une unité centrale (core particle), responsable de la dégradation, et par une ou plusieurs sous-unité

(s) régulatrice(s) (regulatory particle). 
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Le marquage de multiples protéines 

par l’ubiquitine joue un rôle de 

nombreux processus cellulaires 

(stabilisation protéique, progression 

dans le cycle cellulaire, transcription 

génique, transport de récepteurs, 

réponse immune, infections virales, 

réparation de l’ADN...) (Ikeda et Dikic, 

2008). Dans un grand nombre de cas, 

l’ubiquitinylation permet de signaler 

que la protéine ciblée doit être dégradée 

par le protéasome. 

La première réaction consiste initialement en l’adénylation de la glycine carboxy-terminale de 

l’ubiquitine puis en la formation d’une liaison thioester entre ce résidu glycine et une cystéine du 

site catalytique de l’enzyme E1 (ubiquitin activating enzyme ; activation de l’ubiquitine). 

L’ubiquitine est être transférée à l’enzyme E2 ou UBC (Ubiquitin-Conjugating enzyme, enzyme de 

conjugaison de l’ubiquitine ou Ubiquitin Carrier protein, protéine transporteur d’ubiquitine) par 

une réaction de trans-estérification permettant la mise en place d’une liaison thioester entre la 

glycine carboxy-terminale de l’ubiquitine et un résidu cystéine du site catalytique de E2. Enfin, 

l’ubiquitine est liée par une liaison isopeptidique, généralement à un groupe amine situé en position 

% d’une lysine interne de la protéine cible, grâce à l’enzyme E3 (ubiquitin-ligase) qui favorise le 

transfert de l’ubiquitine au substrat protéique à partir de l’enzyme E2 (figure 4). Les ubiquitine-

ligases (E3), très variées, sont responsables de la sélection des protéines substrats (Schwartz et 

Hochstrasser, 2003, Ikeda et Dikic, 2008).

L’ubiquitinylation est un processus réversible. Le détachement de l’ubiquitine de son substrat 

est un processus catalysé par des enzymes spécifiques, les DUBs (Deubiquitination enzyme ou 

Deubiquitinylase). La dé-ubiquitinylation a lieu au cours de la dégradation du substrat ubiquitinylé 

par le protéasome grâce à une sous-unité protéique appartenant à la particule régulatrice 19S et est 

un pré-requis pour l’insertion du substrat dans la chambre catalytique. La première étape de 

l’ubiquitinylation correspond à la greffe d’un exemplaire de l’ubiquitine à la protéine cible. La 

deuxième étape consiste en la multimérisation de l’ubiquine fixée à la protéine substrat par 

conjugaison d’autres résidus ubiquitine sur celle-ci. En effet, la séquence polypeptidique de 
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Figure 4 : Représentation schématique de la conjugaison de 
l’ubiquitine au niveau d’un résidu lysine d’une protéine substrat.
L’ubiquitine (Ub) est conjuguée par une liaison thioester à une 
enzyme E1, puis échangée avec une enzyme de conjugaison E2 et 
enfin attachée spécifiquement à une protéine substrat grâce à une 
ubiquitine-ligase (E3) par une liaison peptidique.



l’ubiquitine contient sept résidus lysines (en position 6, 11, 27, 31, 33, 48 et 63) qui constituent le 

site de la liaison peptidique avec l’ubiquitine suivante dans les polymères. Les chaînes de 

polyubiquitine liées au niveau de la lysine (K) 48 sont considérées comme la forme canonique car 

ce furent les premières chaînes identifiées en tant que marqueurs pour la dégradation par le SUP 

(Ikeda et Dikic, 2008). En fonction de la lysine engagée dans la liaison au substrat, la conformation 

de la chaîne de poly-ubiquitine est modifiée (par exemple, une chaîne d’ubiquitines liées en K63 a 

une conformation plus ouverte qu’une chaîne comportant des résidus ubiquitine liés en K48). Par 

conséquent, les protéines en charge de la reconnaissance de ces chaînes (protéines de liaison à 

l’ubiquitine comportant un domaine UBA et/ou un domaine UBL (Ubiquitin-like) ne n’ont pas la 

même affinité pour tel ou tel type de chaîne et donc prendre en charge les protéines ubiquitinylées 

de manière différentielle.

Une protéine polyubiquitinylée en K48 est  dégradée par le protéasome, les chaînes en K48 ont 

aussi un rôle dans la stabilisation de protéines, alors qu’une chaîne en K63 destinerait la protéine 

cible à être dégradée par macroautophagie (Wooten et al., 2006). L’ubiquitinylation est nécessaire 

également pour la formation des agrésomes (voir Partie 2-IV-3-d), qui seront ensuite adressés pour 

la dégradation autophagique (Kawaguchi et al., 2003). La greffe d’une seule ubiquitine (ou mono-

ubiquitinylation) peut  constituer un type de signal par exemple dans le cadre de la réparation de 

l’ADN, ou dans le transport de récepteurs (Finley, 2009).

D’autres protéines subissent un processus de conjugaison semblable à l’ubiquitinylation grâce à 

l’intervention d’enzymes jouant un rôle similaire à E1, E2 et éventuellement E3 : ce sont des 

protéines et des mécanismes de conjugaison dits ubiquitin-like. Parmi les protéines conjuguées de 

cette manière, deux sont indispensables pour le déroulement de l’autophagie : Atg12 et les 

homologues de la protéine Atg8 de la levure Saccharomyces cerevisiae (voir Partie 2-II-B-6-a). 

Ainsi, lors de la formation autophagosomale, Atg12 est conjuguée à Atg5 et Atg8 est liée à un lipide 

membranaire : la phosphatidyl-éthanolamine (PE) (Mizushima et al., 1998; Ichimura et al., 2000; 

Kuma et al., 2002). Au cours de ces deux conjugaisons, interviennent des enzymes avec des rôles 

similaires à E1, E2 et E3 dont l’enzyme Atg7 (E1-like), est  commune aux deux voies. Par ailleurs, 

le complexe résultant de la conjugaison d’Atg12 à Atg5 joue le rôle de ligase pour la phase finale de 

la liaison d’Atg8 à la PE de la membrane de l’autophagosome en formation (Noda et al., 2008).
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B. DÉGRADATION DES SUBSTRATS : LE PROTÉASOME 

26S

Le protéasome 26S est un complexe 

protéique de très grande taille (environ 2,5 

MDa). Il est classiquement comparé à un 

tonneau, composé d’une partie centrale : le 

cœur catalytique 20S  responsable de l’activité 

protéolytique et surmonté à l’une de ses 

extrémités (ou à chacune d’entre-elles) par une 

(des) sous-unité(s) régulatrice(s) 19S. Celles-ci 

reconnaissent la protéine substrat, la déplient 

et la transfèrent à l’intérieur de la chambre 

catalytique où elles seront dégradées (figure 

5). Le protéasome 20S est intrinsèquement 

fonctionnel et peut interagir avec des 

régulateurs autres que les part icules 

régulatrices 19S. Il existe des sous-unités 

alternatives utilisées lors de l’assemblage du 

protéasome 20S, comme par exemple la 

particule 11S ou PA28 (Proteasome Activator of 28 kDa), donc il n’y a pas un mais des protéasomes 

(Rechsteiner et Hill, 2005; Ramos et Dohmen, 2008; Baugh et al., 2009).

Le protéasome 26S est responsable de la plus grande majorité de la protéolyse non-lysosomale. 

Cette protéase appartient  à la famille des protéases cytosoliques dépendantes de l’ATP de type 

AAA (ATPases Associated with diverse cellular Activities) (Wang et al., 2010). 

La sous-unité catalytique du protéasome 26S correspond au corps du tonneau : sa structure 

tertiaire est composée de quatre anneaux protéiques empilés donnant une structure en forme de 

cylindre. Ces anneaux protéiques sont eux-mêmes constitués par l’assemblage ordonné de sept 

sous-unités (" et  !) uniques mais homologues (figure 5). Les sites catalytiques se situent à 

l’intérieur de la structure en anneau constituant ainsi la chambre catalytique du protéasome. De 

cette manière, l’activité protéasique est isolée et cela permet de la contrôler et d’éviter la 
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Figure 5 : Représentation schématique du protéasome 26S
Le protéasome 26S est composé d’une particule 
centrale 20S qui contient l’activité catalytique et 
d’une particule régulatrice subdivisée en une base 
surmontée d’un « couvercle » qui permet l’ouverture 
de la chambre catalytique et la reconnaissance du 
substrat ubiquitinylé.



dégradation « accidentelle » de protéines cellulaires4 (Baumeister et al., 1998, Bedford et al., 2009, 

Wong et Cuervo, 2010). 

Les anneaux " du protéasome 20S forment un pore étroit par lequel le substrat atteint la 

chambre catalytique. Lorsque le protéasome 20S n’est pas assemblé aux sous-unités régulatrices 

19S, les extrémités amino-terminales des sous-unités " forment une barrière empêchant l’accès au 

cœur catalytique. Certains signaux particuliers ainsi que la fixation de la sous-unité régulatrice 19S 

provoquent un changement de conformation au niveau de ces sous-unités induisant alors l’ouverture 

du pore du protéasome (Shabek et al., 2009, Bedford et al., 2009, 2010).

Les sous-unités régulatrices 19S (ou PA700 ou particules régulatrices) correspondent au(x) 

couvercle(s) du tonneau et sont constituées par de nombreuses sous-unités. Elles présentent une 

structure annulaire, la base, formée par l’assemblage de six sous-unités Rpt1-6 possédant la 

fonction AAA-ATPase (Glickman et al., 1998) qui s’ajuste sur la particule 20S (Bedford et  al., 

2010). Rpn10, Rpn13 et Rpn1 jouent le rôle de récepteurs pour l’ubiquitine et permettre la fixation 

du substrat ubiquitinylé au niveau du protéasome par leur capacité de se lier aux protéines portant 

un domaine UBL (Finley, 2009). 

Bien que la particule protéasomique 20S puisse dégrader certaines protéines de façon 

indépendante, la plupart du temps l’activité catabolique de cette dernière nécessite la présence et la 

fonction de la particule régulatrice 19S qui permet la dé-ubiquitinylation et le dépliement des 

protéines substrats et ce de manière dépendante de l’ATP.

IV. LES VOIES LYSOSOMALES

A. Le lysosome

Les lysosomes sont souvent représentés comme le système digestif cellulaire. Le système 

lysosomal correspond à l’ensemble des compartiments acides, mis en communication (trafic 

vésiculaire) contenant des niveaux variables d’hydrolases acides. Il est constitué par les vésicules de 
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4  Le principe de compartimentalisation de la composante active de ce système catabolique est également 
retrouvé dans la structure de la voie autophagique/lysosomale pour laquelle les enzymes hydrolytiques sont 
séquestrées à lʼintérieur dʼun organite particulier, le lysosome. De plus, ces enzymes nécessitent un 
environnement spécifique (pH luminal acide) pour pouvoir fonctionner.



transport dérivant du réseau trans-golgien contenant les hydrolases néo-synthétisées, les endosomes 

tardifs, les amphisomes et autolysosomes, les lysosomes, les corps résiduels contenant du matériel 

non digestible (céroïde, lipofuscine…). Le transport et la fusion des vésicules appartenant au 

système lysosomal sont régulés par de petites protéines G (GTPases) monomériques, les protéines 

Rab.

Les voies cataboliques lysosomales peuvent être divisées en deux sous-groupes : d’une part 

l’hétérophagie (voies endosomales) qui capture et dégrader des composants situés à l’extérieur de la 

cellule, et d’autre part l’autophagie qui permet la dégradation de composés intracellulaires. La 

fonction catabolique des lysosomes peut être complétée par celle d’organites apparentés tels que les 

mélanosomes ou des granules lytiques des cellules appartenant au CMH de classe II (Complexe 

Majeur d’Histo-compatibilité). La dichotomie entre voies endosomales et autophagiques doit être 

nuancée du fait que les vésicules autophagiques et les endosomes peuvent fusionner ensemble au 

cours de leur maturation et que la voie autophagique puisse être détournée par des organismes 

pathogènes tels que des bactéries (Shigella, Légionelles) ou des virus (coronavirus,...). 

Les lysosomes présentent la particularité de 

posséder une lumière très acide (pH compris entre 

3,5 et 5), cette acidité étant nécessaire au 

fonctionnement des hydrolases qu’ils contiennent 

(figure 6). Le maintien de l’acidité luminale 

lysosomale est assuré par des pompes à protons 

vacuola i res dépendantes de l ’ATP (H+ 

v‑ATPases).

Des travaux par approche protéomique ont permis d’identifier la plupart des protéines 

lysosomales (Journet et Ferro, 2004; Callahan et al., 2009; Schröder et al., 2010). Deux classes de 

protéines sont importantes pour le fonctionnement des lysosomes. Premièrement, les hydrolases 

acides, responsables de la capacité lytique lysosomales, elles sont également impliquées dans la 

dégradation de la matrice extracellulaire, dans la maturation de certaines pro-protéines en protéines 

actives et sont impliquées dans l’initiation de l’apoptose ; plus de cinquante enzymes de cette 

catégorie ont été identifiées. Ensuite, les protéines trans-membranaires intégrales lysosomales, 

environ vingt-cinq chez les mammifères, présentant des fonctions diverses dont l’acidification de la 
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Figure 6 : Représentation schématique du lysosome



lumière lysosomale (pompes à protons v-ATPases), la fusion vésiculaire (protéines SNARE) ou 

encore le relargage des produits résultants de la dégradation dans le cytosol (perméases).

La grande majorité des protéines de la lumière lysosomale sont synthétisées, glycosylées et 

acquièrent leur structure tri-dimensionnelle dans le réticulum endoplasmique (RE) depuis lequel 

elles sont ensuite transférées vers l’appareil de Golgi. Elles sont alors marquées par l’ajout de 

mannose-6-phosphate (M6P) permettant leur capture par un récepteur. Il existe deux types de 

récepteurs au M6P : l’un dépendant des cations et l’autre, indépendant, tous les deux ubiquitaires. 

Les vésicules contenant ces protéines quittent le réseau trans-golgien vers le lysosome et rejoignent 

la voie endosomale. Les protéines peuvent également être acheminées vers le lysosome à travers 

des mécanismes d’endocytose depuis la membrane plasmique (Saftig et Klumperman, 2009). Dans 

le cas des protéines intégrales de la membrane lysosomale, les processus d’acheminement au 

lysosome sont moins clairs.

Les lysosomes contiennent plus de quatre-vingts hydrolases acides (qui permettent la 

dégradation de macromolécules de diverses natures : protéines, lipides...) dont une grande quantité 

de protéases parmi lesquelles les cathepsines elles-mêmes subdivisées en groupes en fonction de 

l’acide aminé du site actif. Ainsi, on trouve les cathepsines à cystéine : B, C, F, H, K, L, N, O, S, T, 

U, W et X, les cathepsines à aspartate : D et E et les cathepsines à sérine : A et G (Yamashima et 

Oikawa, 2009). Ces hydrolases, actives sur des gammes de pH acides larges, dégradent la plupart 

des protéines adressées aux lysosomes. Néanmoins, certaines modifications post-traductionnelles, 

d’origine chimique ou enzymatique, survenant au cours du vieillissement ou en conditions 

pathologiques, peuvent rendre les protéines qui les portent plus résistantes à la dégradation et 

promouvoir l’agrégation de protéines partiellement dégradées et de lipides tels que la lipofushine au 

sein des corps résiduels (Nixon et al., 2000).

Des anomalies des protéines lysosomales et en particulier des protéines associées à la membrane 

ou trans-membranaires intégrales sont à l’origine d’une grande variété de pathologies dont des 

maladies dites de surcharge comme par exemple la maladie de Pompe (glycogénose de type 2) qui 

fait  suite à une mutation sur le gène codant l’"-1,4-glucosidase. Ces anomalies peuvent être 

impliquées dans la tumorogenèse (mélanome, cancer du sein ; Journet et Ferro, 2004) ainsi que des 

pathologies neurodégénératives comme la maladie de Niemann-Pick de type C ou encore la maladie 

d’Alzheimer (Callahan et al., 2009).
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B. Les voies d’endocytose (Hétérophagie)

L’endocytose (endon : en dedans cytos : la cellule ; ou hétérophagie) correspond aux processus 

conduisant à l’internalisation de substances d’origine extracellulaire. Il existe différentes voies 

d’endocytose dont le point commun réside dans l’internalisation du matériel cible par invagination 

de la membrane plasmique aboutissant à la formation de vésicules appelées endosomes (endocytose 

dépendante de la clathrine, phagocytose, macro- et micropinocytoses et  potocytose). Les endosomes 

nouvellement formés (ou endosomes précoces) deviennent matures par des processus de fusion 

avec d’autres vésicules appartenant à la voie endo/lysosomale pour donner des endosomes tardifs 

dont la composition luminale et membranaire est  distincte des précédents (Rab7, LAMP ; 

Lysosomal-Associated Membrane Protein) avant leur fusion terminale avec les lysosomes afin de 

dégrader leur contenu.

L’endocytose participe à l’homéostasie cellulaire en internalisant des portions extracellulaires 

potentiellement sources de nutriments, à la réponse immunitaire par la phagocytose d'organismes 

pathogènes, dans la neurotransmission (endocytose de récepteurs aux neurotransmetteurs, par 

exemple le récepteur au GABA (Gamma AminoButyrate type A ; Kittler et al., 2000), la 

communication intercellulaire et la transduction du signal (Nixon et al., 2000).

D’autres mécanismes cellulaires sont liés à l’activité lysosomale dont la phagocytose. Ces 

mécanismes sont apparentés à l’autophagie avec certains composants moléculaires (LAMP) et 

mécanistiques (fusion de vésicules avec les lysosomes) communs.

C. L’autophagie

L’autophagie est un terme recouvrant différentes voies cataboliques lysosomales dont le point 

commun est la prise en charge de substrats d’origine intracellulaire (figure 7). Ces différentes voies 

sont : la macroautophagie, majoritaire, la microautophagie et la CMA.

Les voies autophagiques déclenchées en réponse à un stress conduisent généralement à la survie 

cellulaire, bien que dans certaines conditions, par exemple au cours de la métamorphose des 

insectes, il a été décrit une mort cellulaire autophagique (Di Bartolomeo et al., 2010) définie et 

classée en tant que mort cellulaire programmée de type II (Kroemer et al., 2009). 
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1. La microautophagie

Principalement décrit chez les eucaryotes inférieurs (levures), ce processus catabolique 

correspond à l’internalisation directe par la vacuole de portions cytoplasmiques et d’organites (ex : 

peroxysomes, mitochondries) dans la lumière de laquelle ils seront dégradés. Le déroulement de la 

microautophagie correspond au bourgeonnement d’une vésicule à l’intérieur de la lumière 

vacuolaire, grâce à laquelle sont invaginées et internalisées des portions cytoplasmiques contenant 

les substrats. Ceci modifie la composition moléculaire de la membrane vacuolaire (déplacement des 

protéines) et la vacuole émet des structures tubulaires dépourvues de protéines séquestrant le 

matériel à dégrader. Ce mécanisme nécessite le maintien du potentiel membranaire vacuolaire et la 

participation de GTPases (Cuervo, 2004). 

Pour la levure, le mécanisme de la microautophagie a pu être reconstitué in vitro, cependant, les 

voies moléculaires concernant ce type d’autophagie sont très mal comprises. La régulation de la 

microautophagie fait intervenir la voie de signalisation TOR et les protéines vacuolaires EGO (Exit 
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Figure 7 : Voies autophagiques/lysosomales
En fonction du mode d’acheminement du substrat au lysosome en vue de sa dégradation, on distingue 
différents types d’autophagie. L’autophagie assistée par des chaperons protéiques (CMA) correspond à la 
prise en charge d’une protéine exhibant un motif « KFERQ » ou « KFERQ-like » par un complexe de 
chaperons protéiques comprenant entre autres Hsc70 et à sa translocation dans le lysosome suite à 
l’intervention de LAMP-2A, protéine de la membrane lysosomale qui sert ici de récepteur. La 
microautophagie correspond à l’internalisation directe du substrat par invagination de la membrane 
lysosomale (levure) ou par la membrane endosomale (mammifères). Au cours de la macroautophagie, le 
substrat (organite, protéine…) est séquestré dans un organite spécifique : l’autophagosome qui subit ensuite  
un processus de maturation par fusion avec des vésicules de la voie endo-lysosomale ; la fusion terminale 
ayant lieu avec le lysosome. Il est à noter que la voie CVT, spécifique à la levure, n’est pas représentée ici.



from rapamycin induced Growth Arrest) (Dubouloz et al., 2005). Plusieurs sous-types de 

microautophagie sont décrits chez les eucaryotes inférieurs comme la Piecemeal autophagy of the 

nucleus (PMN) qui constitue une sorte de « grignotage » de portions nucléaires non-essentielles par 

la vacuole en conditions de privation nutritionnelle nécessitant l’intervention de la machinerie 

moléculaire macroautophagique (Kvam et Goldfarb, 2007, Kraft et al., 2009, Krick et al., 2009). On 

peut citer aussi la micropexophagie qui correspond à la dégradation spécifique des peroxisomes par 

microautophagie (Farré et Subramani, 2004). 

Sur le plan physiologique, la fusion de vésicules telles que les autophagosomes augmente la 

surface membranaire vacuolaire. La microphagie jouerait  alors un rôle dans la régulation de la taille 

de la vacuole. En dégradant des constituants pouvant être anormaux, la microautophagie participe 

également au maintien de l’homéostasie cellulaire.

Jusqu’à aujourd’hui, ce processus était  décrit chez la levure. Néanmoins, contrairement à la 

CMA et à la macroautophagie, la microautophagie n’a jamais été réellement décrite chez les 

mammifères, chez qui elle était supposée exister (Sahu et al., 2011). Cette supposition reposait sur 

l’existence de gènes communs entre ces deux familles d’organismes et sur la description de 

processus morphologiquement ressemblant à la microautophagie chez les mammifères

(Santambrogio et Cuervo, 2011).

Très récemment, un processus dont le déroulement est très proche de celui de la 

microautophagie fongique a été décrit dans des cellules de mammifères (Sahu et al., 2011, Shpilka 

et Elazar, 2011). De façon surprenante, il a lieu non pas dans les lysosomes mais au niveau 

d’endosomes tardifs. Cette nouvelle forme de microautophagie est indépendante des acteurs 

cruciaux appartenant aux autres types d’autophagie - macroautophagie et CMA - c’est-à-dire des 

protéines Atg5 ou Atg7 et  de LAMP-2A, respectivement. Ce type d’autophagie, très proche du 

mécanisme de formation des endosomes multivésiculaires (MVBs) a été nommé e-microautophagie 

pour microautophagie endosomale (Santambrogio et Cuervo, 2011). Il est  suggéré qu’au cours de 

l’évolution, le mécanisme de la microautophagie ait  été transféré aux endosomes afin de maximiser 

la dégradation par les enzymes lysosomales. L’e-microautophagie présente quelques points 

communs à la fois avec la macroautophagie dans la mesure où les substrats peuvent être prélevés en 

bloc dans le cytoplasme  et  avec la microautophagie de par le processus d’internalisation du substrat 

(Santambrogio et Cuervo, 2011). Paradoxalement, l’e-microautophagie est mécanistiquement 

proche de la CMA puisqu’elle prend en charge la dégradation de protéines exhibant le motif 
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KFERQ par l’intermédiaire du chaperon Hsc70 qui est alors recruté par la phosphatidylsérine du 

feuillet cytosolique de la membrane endosomale (Sahu et al., 2011, Shpilka et Elazar, 2011). 

Contrairement à la CMA, le substrat protéique n’aura pas besoin d’être déplié pour être dégradé par 

la e-microautophagie. 

2. L’autophagie assistée par des chaperons 
protéiques

L’autophagie assistée par des chaperons protéiques, ou CMA, est un mécanisme protéolytique 

spécifique concernant environ 30% des protéines solubles cytosoliques et nucléaires. Le principe de 

la CMA est basé sur la reconnaissance d’un motif consensus composé de cinq acides aminés (aa), le 

motif KFERQ, par un chaperon constitutif : Hsc70 (Heat Shock Cognate protein of 70 kDa) 

(Agarraberes et Dice, 2001). 

Une fois liée à la protéine « cible », Hsc70 forme un complexe avec d’autres chaperons 

moléculaires : Hsp 40 (Heat Shock Protein of 40 kDa), Hsp  90 (Heat Shock Protein of 90 kDa), Hip 

(Hsc 70-Interacting Protein), Hop (Hsc70-Hsp90 organizing protein) et Bag1 (Bcl-2 Associated 

athanogene 1 protein). L’ensemble migre vers la membrane lysosomale où est localisée une 

protéine particulière : LAMP-2A, issue de l’épissage alternatif du produit  du gène LAMP2. Elle 

permet la translocation de la protéine substrat dans la lumière lysosomale (Majeski et Dice, 2004)

(figure 8). LAMP-2A, protéine trans-membranaire de type I, est  très mobile au niveau de la 

membrane lysosomale, et participe à la formation de différents complexes. Sous forme 

monomérique, LAMP-2A constitue le récepteur des substrats de la CMA, pris en charge un à un, 

dépliés puis transloqués. Pour que le substrat puisse être transloqué, LAMP-2A doit être 

multimérisée. L’existence de ce complexe est transitoire, il se dissocie juste après la translocation 

du substrat au travers de la membrane lysosomale (Bandyopadhyay et Cuervo, 2008).

La CMA a été décrite au départ en tant que mécanisme protéolytique spécifique déclenché par la 

privation nutritionnelle (Backer et Dice, 1986). La CMA est un mécanisme constitutif mais son 

activité est maximale lorsque la cellule est soumise à des stress qui endommagent les protéines tels 

que le stress oxydatif (Kiffin et al., 2004), la privation prolongée de nutriments ou encore 

l’exposition à des substances toxiques (Arias et Cuervo, 2010). La CMA peut également être induite 

par des protéines anormalement conformées, ayant subi une troncation anormale (Wong et al., 

2008)… Compte-tenu du mode de prise en charge du substrat par la CMA, les agrégats protéiques 
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ne pourront pas être catabolisés par cette voie. La CMA est un mécanisme saturable dont l’étape 

limitante est la fixation du substrat au récepteur lysosomal LAMP-2A (Hsc70 étant en excès). 

Lorsque la CMA est active, les niveaux lysosomaux de Hsc70 et de LAMP-2A sont augmentés.

L’activité de ce type d’autophagie est régulée par trois mécanismes résultant dans la modulation 

des niveaux membranaires de LAMP-2A impliquant différents processus de relocalisation et 

multimérisation : LAMP-2A, sous forme monomérique, est relocalisée au sein de micro-domaines 
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Figure 8 : Mécanisme de la CMA.
1. Le motif KFERQ ou KFERQ-like exposé par un substrat protéique est reconnu par Hsc70 qui forme 

ensuite un complexe avec des co-chaperons protéiques. L’ensemble est acheminé vers le récepteur 
lysosomal LAMP-2A. Celui-ci subit alors un processus d’assemblage faisant intervenir la forme 
lysosomale de Hsp90.

2. Le complexe de translocation issu de la multimérisation de LAMP-2A permet l’internalisation du substrat 
protéique ayant perdu sa structure tri-dimensionnelle. Celle-ci est facilitée par ly-Hsc70 dans le lysosome 
où le substrat sera dégradé par les hydrolases acides. Le complexe de translocation est stabilisé 
temporairement par une sous-population de GFAP localisée à la membrane lysosomale. Une deuxième 
population, liée à EF1", est libérée par fixation au GTP, conduisant à la formation de dimères de GFAP 
annulant la stabilisation du complexe de translocation.

3. Désassemblage du complexe LAMP-2A suite à l’internalisation du substrat faisant intervenir Hsc70.
4. Régulation de la CMA à travers celle de la protéine LAMP-2A : quand l’activité CMA est basse, 

LAMP-2A est internalisée dans le lysosome où elle est préservée de la dégradation par association avec 
des micelles lipidiques. LAMP-2A peut également être relocalisée au niveau de microdomaines lipidiques 
de la membrane lysosomale enrichis en cathepsine A. Cette enzyme clive LAMP-2A au niveau de la 
jonction entre portions intra-lysosomale et trans-membranaire, induisant sa dégradation subséquente par 
les enzymes résidentes du lysosome. En cas d’augmentation de l’activité de la CMA, LAMP-2A est 
expulsée des microdomaines lipidiques. La fraction intra-lysosomale est ré-adressée à la membrane. La 
régulation de LAMP-2A par synthèse de novo n’a lieu qu’en cas d’induction importante (Arias et Cuervo, 
2010).



lipidiques enrichis en cholestérol et en glycosphingolipides (rafts). Lorsque l’activité de la CMA est 

requise, LAMP-2A est exclue de ces rafts et est retenue dans des zones membranaires plus fluides 

où la multimérisation peut avoir lieu. Ces micro-domaines sont enrichis en cathepsine A où la 

jonction entre domaine trans-membranaire et région luminale de LAMP-2A est clivée par la cette 

enzyme (Cuervo et al., 2003, Kaushik et al., 2006). LAMP-2A ainsi tronquée sera ensuite dégradée 

par les hydrolases lysosomales. La dynamique de LAMP-2A au sein de la membrane lysosomale est 

également dépendante du GTP et de la GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) dont deux sous-

populations sont localisées à la membrane lysosomale (Bandyopadhyay et al., 2010). 

En présence de GTP, un partenaire d’interaction de la GFAP, EF1" (Elongation Factor 1") est 

relarguée de la membrane lysosomale conduisant à l’auto-assemblage de la GFAP et  à la 

neutralisation de sa fonction stabilisatrice du complexe de translocation de la CMA (Arias et 

Cuervo, 2010, Bandyopadhyay et al., 2010). LAMP-2A peut également être internalisée dans la 

lumière lysosomale où elle est  associée à des micelles lipidiques la préservant de la dégradation. 

Elle pourra ainsi être ré-adressée à la membrane en cas d’activation de la CMA (Cuervo et Dice, 

2000). En cas de stress oxydatif modéré, il a été montré qu’une synthèse de novo de LAMP-2A 

pouvait survenir (Kiffin et al., 2004) néanmoins, dans la plupart des cas, cette synthèse n’est pas 

requise (Arias et Cuervo, 2010).

Le substrat se lie à la queue cytosolique du récepteur lorsqu’il est sous forme monomérique 

(Massey  et  al., 2006). Hsp90 favorise l’assemblage du complexe de translocation de la CMA en 

stabilisant LAMP-2A au cours de la multimérisation. Le substrat est ensuite déplié puis entre dans 

le lysosome où il est  dégradé par les enzymes résidentes de la lumière lysosomale. L’action de 

Hsc70 et de Hsp90 dans la dynamique d’assemblage/désassemblage des complexes contenant 

LAMP-2A est indépendante du complexe de translocation (figure 8). 

3. La macroautophagie (cf Partie 2)

D. La voie CVT (Cytoplasm to Vacuole Targeting) : 

transport de protéines à la vacuole

Contrairement à l’autophagie, la voie CVT est une voie biosynthétique constitutive, spécifique à 

la levure. Ce processus permet le transport à la vacuole d’enzymes résidentes synthétisées dans le 
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cytosol en conditions nutritionnelles favorables séquestrées à l’intérieur d’une vésicule (Baba et al., 

1997)5  (figure 9) de structure proche de l’autophagosome. La voie CVT fait appel à un grand 

nombre de protéines communes à l’autophagie (protéines Atg ; voir tableau 1 en annexe, protéines 

représentées en gris) et à des protéines spécifiques. A ce jour, trois substrats de la voie CVT sont 

connus : l’aminopeptidase 1 (Ape1) (Klionsky et al., 1992; Scott et  al., 1997), l’"‑mannosidase-1 

(Ams1) (Hutchins et Klionsky, 2001), et l’aspartyl-aminopeptidase 4 (Ape4) (Yuga et al., 2011) 

(figure 9).

La protéine Ape1 est  synthétisée dans le cytosol par des ribosomes libres sous la forme d’un 

propeptide prApe1. La forme mature mApe1 résulte du clivage de 45 aa amino-terminaux de 

prApe1 par la protéinase A vacuolaire Pep4. Un signal d’adressage à la vacuole est retrouvé dans la 

ce segment. Dès sa synthèse, prApe1 forme des homo-dodécamères de 750 kDa (Kim et al., 1997) 

qui s’assemblent ensuite en structures extrêmement ordonnées, les complexes Ape1 (Shintani et al., 

2002). A travers une liaison entre la partie propeptidique de prApe1 et Atg19 (au niveau de son 

domaine coiled-coil ; CC), se forment les complexes CVT (Scott et al., 2001). Auparavant, Atg19 a 

pu se lier avec Ams1, une protéine vacuolaire qui profite du transport  d’Ape1 pour être adressée à la 

vacuole par la voie CVT. Au sein des complexes CVT, Ape4 interagit également avec Atg19. Cette 

dernière s’associe ensuite à Atg11. 

Atg11 appartient à la famille des protéines myosin-like. Elle présente une partie centrale avec 

des séquences CC constituant la zone d’interaction avec Atg1, Atg17 et Atg20 pour Atg11. La partie 

C-terminale permet son interaction avec le complexe CVT (Reggiori et al., 2005, Monastyrska et 

al., 2006). Une fois le complexe CVT lié à Atg11, celle-ci peut se dimériser (Yorimitsu et Klionsky, 

2005), interagir de manière directe ou non avec les filaments d’actine (Monastyrska et al., 2006) et 

permettre le transport de ce chargement en direction de la structure pré-autophagosomale (SPA ou 

PAS ; Pre-Autophagosomal Structure ou Phagophore assembly Site). Cette interaction avec l’actine 

est dépendante du complexe Arp2/3 (Actin-Related Protein 2/3), hautement conservé chez les 

eucaryotes, et jouant le rôle de site de nucléation des filaments d’actine. Ce complexe est également 

impliqué dans le trafic d’Atg9, une protéine trans-membranaire hautement dynamique a priori 

responsable de l’apport  de lipides pour la constitution de la membrane des vésicules CVT 

(Monastyrska et al., 2008).
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5 La machinerie de formation de la vésicule CVT est commune avec celle de formation de lʼautophagosome. 
Ici ne sont développés que les points caractéristiques de le voie CVT. 



Atg11 est importante pour le recrutement des protéines de la SPA6 constituant la machinerie de 

formation de la vésicule CVT. Par exemple, Atg20 est une protéine endosomale fonctionnant 

uniquement au cours de la voie CVT dont la relocalisation à la SPA est conditionnée par la présence 

d’Atg11 et  du complexe CVT (Yorimitsu et  Klionsky, 2005). Ce complexe sera ensuite échangé 

entre Atg11 et la protéine Atg8, conjuguée selon un processus ubiquitin-like à la PE de la membrane 

d’isolement (intervention des protéines Atg7 et Atg3). Cette liaison spécifique permet l’exclusion de 

composants cytosoliques non spécifiques de la voie CVT et la fermeture de la membrane 

d’isolement sur elle-même donnant alors naissance à une vésicule de la voie CVT. Celle-ci, 

contenant un substrat spécifique, est beaucoup plus petite qu’un autophagosome (300 à 900 nm), 

puisqu’elle a un diamètre moyen de 150 nm (Monastyrska et al., 2008). La vésicule CVT fusionne 

ensuite avec la vacuole et y délivrer son contenu. La prApe1 est donc clivée pour donner la forme 

mature catalytiquement active, Ape1.

Deux études récentes mettent en évidence d’une part l’existence d’une autre protéine réceptrice 

pour le chargement CVT, la protéine Atg34 qui se lie spécifiquement à Ams1 à travers un domaine 

spécifique, le domaine ABD (Ams1 Binding Domain) qu’elle possède en commun avec Atg19 

(Suzuki et al., 2010, Watanabe et al., 2010). Comme Atg19, Atg34 peut interagir avec Atg8.

Dans le cas d’une induction de l’autophagie, donc en conditions nutritionnelles pauvres, Atg11 

et Atg19 ne seraient pas indispensables à la formation de la SPA autophagosomale. De plus, chez 

des mutants Atg11, le complexe contenant Ape1 ne peut être adressé à la SPA par macroautophagie 

(Shintani et al., 2002).
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6  Le terme de structure pré-autophagosomale (SPA) est utilisé à la fois pour la voie CVT et pour 
lʼautophagie. Atg11 est nécessaire pour sa formation au cours de la CVT et est facultative pour lʼorganisation 
de la SPA « autophagique ».
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PARTIE 2 : LA MACROAUTOPHAGIE

I. PRINCIPE GÉNÉRAL

Il s’agit du mécanisme autophagique majoritaire et également le plus étudié. La 

macroautophagie est, par ailleurs, un processus extrêmement bien conservé de la levure aux 

protozoaires, des insectes aux mammifères en passant par les végétaux et les vers7  (Hughes et 

Rusten, 2007; Kourtis et Tavernarakis, 2009). En effet, on retrouvera chez tous ces organismes des 

acteurs protéiques, un déroulement et un mécanisme moléculaire similaires. De ce fait, ce type 

d’autophagie est considéré comme un phénomène très ancien (origine très probablement antérieure 

à l’apoptose par exemple). L’autophagie est directement dépendante, contrairement à la CMA, du 

trafic vésiculaire. C’est une voie constitutive existant à un niveau basal dans tous les types 

cellulaires possédant un système lysosomal fonctionnel. Elle a lieu afin de maintenir l’homéostasie 

cellulaire en assurant la dégradation et le recyclage de composants cytoplasmiques de natures 

diverses (protéines, organites, lipides, bactéries, virus...). Les niveaux d’autophagie basale ne sont 

pas équivalents d’un type cellulaire à l’autre (Mizushima et Kuma, 2008). En outre, l’autophagie 

peut être induite suite à la survenue de stress de différentes origines. Elle est également contrôlée 

par la signalisation hormonale (l’autophagie est induite par le glucagon et  inhibée par l’insuline), 

par les cytokines ou par des facteurs de croissance (l’autophagie induite dépend donc surtout du 

métabolisme).

Suite à une signalisation favorable au déroulement de l’autophagie, des acteurs moléculaires 

spécifiques, particulièrement bien conservés au cours de l’évolution, sont recrutés de manière 

séquentielle et conduisent à la nucléation et à l’expansion d’une membrane dite d’isolement. Cette 

membrane, en forme de croissant, est également appelée phagophore chez les mammifères (Gordon 

et Seglen, 1988), et son origine demeure incertaine (voir Partie 2-II-B-6-b). Elle s’allonge selon un 

plan de courbure particulier, pendant une étape dite d’expansion, et se referme sur elle-même autour 

d’une portion cytoplasmique contenant le(s) substrat(s) à dégrader. La vésicule ainsi obtenue prend 
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7 Lʼautophagie est cependant phylogénétiquement plus récente que le protéasome puisque contrairement à 
ce dernier, elle nʼexiste pas dans les organismes procaryotes.



le nom d’autophagosome également retrouvée sous le nom de vacuole autophagique immature 

(AVi)8. Compte-tenu de son processus de formation, l’autophagosome est  pluristratifié 

(multimembranaire) (figure 10)9. Son diamètre est généralement compris entre 300 et 900 nm chez 

la levure et 0,5 et 1,5 #m dans les cellules de mammifères (Mizushima et al., 2002).

Pendant l’étape de maturation, cette vésicule fusionne avec des vésicules appartenant au 

compartiment endosomal (Gordon et Seglen, 1988; Gordon et  al., 1992). Les vésicules 

autophagiques fusionnent obligatoirement avec des lysosomes afin d’acquérir le matériel nécessaire 

à la dégradation de son contenu (pompes à protons vacuolaires permettant l’acidification de sa 

lumière, hydrolases acides...). Les vésicules résultant de la fusion entre autophagosomes et 
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8  Les dénominations AVi, Avi/d et AVd sont des termes avant tout utilisés en microscopie électronique et 
découlant de lʼaspect ultrastructural des vésicules autophagiques (Eskelinen, 2005)

9 Chez la levure, lʼautophagosome possède toujours deux membranes et est formé en un site unique, la 
SPA . Chez les mammifères, lʼautophagosome peut être pluristratifié et se former en diverses localisations.

Figure 10 : Déroulement de la macroautophagie : principe général
Suite à une signalisation inductrice de l’autophagie (1-), une structure membranaire se forme dans le cytoplasme de la 
cellule (membrane d’isolement ou phagophore) (2-) puis s’allonge (3-) pour se refermer sur elle-même formant un 
organite particulier à double-membrane : l’autophagosome. Au cours de cette étape, deux processus de conjugaison de 
type ubiquitine interviennent permettant l’association à la membrane du complexe Atg12-Atg5~Atg16L qui se détachera 
dès la fermeture du phagophore,  et la liaison entre la protéine LC3 et un résidu phosphatidyl-éthanolamine (PE) de la 
membrane autophagosomale. Après formation de l’autophagosome, la portion de LC3-II liée à la membrane externe 
sera retirée par un clivage catalytique dû à l’enzyme Atg4.
L’autophagosome devient mature (4-) par plusieurs étapes de fusion avec des vésicules de la voie endo/lysosomale (la 
fusion terminale avec le lysosome constituant une étape obligatoire). Sa lumière  s’acidifie et acquière les hydrolases 
acides nécessaires à la dégradation de son contenu (membrane interne et matériel séquestré). Il deviendra, à terme, un 
lysosome secondaire. Les produits de dégradation seront sécrétés dans le cytoplasme par des perméases et recyclés 
pour fournir de l’énergie sous forme d’ATP, des acides aminés et des acides gras qui pourront être réutilisés pour une 
synthèse de novo de constituants cellulaires (5-).



endosomes prennent le nom d’amphisomes (résultat de la fusion entre autophagosome et 

endosomes) (Gordon et Seglen, 1988) ou AVi/d puis deviennent des autolysosomes (ou 

autophagolysosomes ; AVd, degradative Autophagic Vesicle) par fusion avec les lysosomes 

(Eskelinen, 2005; 2008). L’autolysosome (ou autophagolysosome) est uni-membranaire car la (les) 

membrane(s) interne(s) est (sont) dégradée(s) par les enzymes hydrolytiques résidentes du lysosome 

(Yoshimori, 2002). 

La dernière étape du déroulement de l’autophagie chevauche avec l’étape de maturation du fait 

de l’obtention progressive du matériel enzymatique catabolique. Elle consiste en la dégradation du 

matériel séquestré par les enzymes hydrolytiques d’origine lysosomale ainsi que de la (des) 

membrane(s) interne(s) de l’autolysosome qui deviendra alors un lysosome secondaire. Les petites 

molécules résultant de la dégradation des substrats de l’autophagie, (aa, acides gras ...) seront 

relarguées dans le cytosol par l’intermédiaire de perméases et réutilisées par la cellule pour la 

synthèse de nouveaux constituants cellulaires ou pour produire de l’énergie.

L’autophagie est un processus relativement rapide, par exemple, la séquestration spécifique 

d’une mitochondrie est un évènement qui se produit dans un laps de temps de l’ordre de sept 

minutes (Rodriguez-Enriquez et al., 2006).

II. MÉCANISMES MOLÉCULAIRES

Nous suivrons un ordre chronologique en divisant plus ou moins arbitrairement le processus 

autophagique en cinq étapes : une étape de signalisation, autorisant la conduite du processus ; une 

étape de formation d’une structure appelée omégasome et qui sert  de patron pour la mise en place 

de la membrane autophagosomale au cours de l’étape suivante ; la nucléation et l’expansion de la 

membrane d’isolement ; la maturation de l’autophagosome comprenant les différentes phases de 

fusion avec des vésicules du système lysosomal ; et enfin la dégradation du contenu autolysosomal.

A. La signalisation autophagique

Les voies de signalisation conduisant au déclenchement de l’autophagie sont nombreuses et 

souvent interconnectées. Elles ont la plupart du temps un lien direct ou indirect avec la disponibilité 

des nutriments et  d’énergie (sous forme d’ATP) disponibles. L’une des voies majeures pour la 
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signalisation autophagique est une voie inhibitrice dont la molécule clé chez la levure est la protéine 

kinase TOR (Target of Rapamycin) et son homologue mTOR (mammalian Target of Rapamycin) 

chez les mammifères (Noda et Ohsumi, 1998; Yoshimori, 2004). Cette protéine kinase constitue le 

centre névralgique des voies métaboliques et par conséquent joue le rôle de détecteur de l’état 

métabolique cellulaire (Cardenas et  al., 1999; Jacinto et Hall, 2003). TOR est active en conditions 

métaboliques physiologiques et la carence en un ou plusieurs éléments nutritionnels (glucose, aa,...) 

conduit généralement à son inactivation. Certaines protéines signalisatrices interviennent à 

différents niveaux du déroulement autophagique comme c’est le cas du complexe comprenant 

obligatoirement les protéines Atg6/Beclin-1 (Bcl-2-interacting protein 1) (Aita et al., 1999) et 

hVPS34 (human Vacuolar Protein Sorting 34), une PhophatidylInositol 3-Phosphate Kinase de 

classe III (PI3K(III)) (Kihara et al., 2001) auquel se rajoutent des protéines dont les fonctions seront 

limitées à certaines étapes du processus autophagique et conditionnent le site et la fonction du 

complexe (Sun et al., 2009).

1. La voie TOR/mTOR et inhibition de l’autophagie

a. Structure

La protéine TOR est  une sérine/thréonine kinase appartenant à la famille protéique PIKK 

(PhosphatidylInositol Kinase (PIK)-related protein Kinase), elle-même régulée par 

phosphorylation. TOR possède à son extrémité amino-terminale des motifs répétés non-identiques 

HEAT (du nom des protéines possédant ces motifs riches en leucine : Huntingtine, Facteur 

d’Elongation 3, protéine phosphatase 2A et TOR), correspondant à des paires d’hélices " 

antiparallèles (Andrade et Bork, 1995; Andrade et al., 2001). Les motifs HEAT fonctionneraient en 

tant que domaines d’interaction protéine-protéine et sont regroupées en deux séries. Ils sont suivis 

d’un domaine FAT (FRAP, ATM, TTRAP) en position interne, puis, à l’extrémité carboxy-terminale 

de TOR, se trouve une séquence FRB (FPR1-Rapamycin Binding site) suivie par le domaine 

catalytique présentant des homologies avec des kinases phosphorylant des lipides (PIK, 

Phosphatidylinositol Kinase : PI3K et PI4K) comme tous les membres de la famille protéique PIKK 

(ATM, ATR...). La dernière séquence, FATC (FRAP, ATM, TRRAP C-terminal), est essentielle pour 

l’activité kinase, et est également commune aux autres membres de la famille PIKK, fonctionnant 

en tandem avec le motif FAT et indispensable pour la fonction de la protéine (Dames, 2005) (figure 

11).
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b. TOR et autophagie chez la levure

S. cerevisiae exprime deux homologues de TOR : TOR1 et TOR2 (Heitman et al., 1991). Alors 

que TOR1 peut prendre part dans deux complexes protéiques de signalisation TORC1 et TORC2 

(TOR Complex) qui régulent  des fonctions cellulaires distinctes, la fonction de TOR2 est restreinte 

au complexe TORC2 (Pattingre et al., 2008). TORC1, est sensible à un antibiotique de la famille 

des macrolides d’origine fongique produit par Streptomyces hygroscopicus découvert dans le sol de 

l’île de Pâques (Rapa Nui en langue locale) et utilisé en tant qu’immunosuppresseur : la rapamycine 

(ou sirolimus®) (Sehgal et al., 1975; Vézina et al., 1975), ce qui n’est pas le cas de TORC2 

(Loewith et al., 2002; Jacinto et al., 2004).

Outre TOR, le complexe TORC1 comprend les protéines Tco89 (89 kDa subunit of TOR 

Complexe One), Lst8 (Lethal with SEC thirteen 8) et Kog1 (Kontroller of Growth 1) (Loewith et  al., 

2002). Le mécanisme d’inhibition du complexe TORC1 est bien conservé au cours de l’évolution 

(Cutler et al., 1999). Le complexe formé par la liaison de la rapamycine à son récepteur cellulaire, 

une peptidyl-prolyl isomérase, FKBP12 (FK506-Binding Protein of 12 kDa), se fixe à TORC1 et 

l’inactive mimant ainsi la réponse cellulaire à une privation nutritionnelle. L’inhibition de l’activité 

de TORC1 conduit  à une diminution de la synthèse protéique et de la biogenèse ribosomale, au tri et 

au recyclage de perméases, à un changement spécifique de la transcription génique pour adapter la 

cellule à ce type de stress, arrêter le cycle cellulaire au niveau G1/S et faire entrer la cellule en G0 

(Zaragoza et al., 1998; Cardenas et al., 1999; Jacinto et Hall, 2003) et inhiber l’autophagie (Noda et 

Ohsumi, 1998) (figure 12).
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Figure 11 : Représentation schématique de la structure des protéines TOR de la levure et de l’Homme
En rose sont représentés les motifs répétés HEAT, en position amino-terminale. La partie C-terminale est typique des 
PIKK avec un domaine FAT suivi du domaine kinase présentant une forte homologie avec celui des lipide-kinases PI3K 
et PI4K et enfin le domaine FATC. Entre les domaines FAT et kinase est intercalé le domaine FRB permettant 
l’interaction de TOR avec le complexe inhibiteur formé par FKBP-12 et la rapamycine.



Par ailleurs, la localisation sub-cellulaire des complexes TORC est cruciale pour mener à bien 

leurs fonctions (Rohde et  al., 2008). Il a en effet été montré que TORC1 pouvait se lier aux 

membranes des vacuoles de la voie sécrétoire ainsi qu’au niveau de domaines particuliers de la 

membrane plasmique, moduler la polymérisation de l’actine et agir sur certains acteurs de la voie 

endosomale (Aronova et al., 2007). TORC1 est également retrouvé dans le noyau où, en s’associant 

avec la région promotrice dédiée, il permet la synthèse d’ARN ribosomal 35S (Li et al., 2006).

Chez la levure, très peu de données sont disponibles quant aux voies de signalisation situées 

entre le signal lié aux nutriments et l’activité de TOR, néanmoins, il se pourrait  que certaines 

catégories de nutriments puissent directement agir sur TORC1. En ce sens, la glutamine affecte 

l’activité de TORC1 à travers l’action d’un complexe multi-protéique situé au niveau de la 

membrane plasmique, le complexe SPS, constitué de trois protéines à l’origine de son nom : Ssy1, 

Ptr3, et Ssy5 (Shin et al., 2009). En fonction de la composition du milieu extracellulaire en aa, ce 

complexe agit sur la maturation par clivage protéolytique d’un facteur de transcription, Stp1 qui 

peut alors être transloqué dans le noyau où il induit la transcription d’un gène codant pour une 
68

Figure 12 : Voie TORC1 chez la levure S. cerevisiae
Peu de données sont disponibles concernant les modalités d’induction du complexe TORC1, formé par TOR1 
(ou 2), Kog1, Lst8 et Tco89, par les nutriments, à l’exception de la voie SPS. TORC1 est inhibée par le 
complexe formé par la rapamycine et Fpr1. L’activation de TORC1 en présence de nutriments conduit à 
l’activation de la traduction, de la biosynthèse ribosomale, à la conduite de la voie CVT et à l’inhibition de 
la macroautophagie. Suite à l’induction de cette dernière par la rapamycine, le retour à des conditions 
physiologiques normales dépend du fonctionnement du complexe EGO au niveau de la membrane 
vacuolaire. La voie Ras/PKA, également sensible à la présence de nutriments est inhibitrice de la 
macroautophagie et fonctionne principalement en parallèle avec TORC1 malgré l’existence de trans-
régulations.



perméase spécifique des aa, AAP (Amino Acid Permease) (figure 12). Cette activation a lieu lorsque 

les cellules sont placées dans un milieu riche en aa, alors la protéine Ssy5 intervient dans le clivage 

d’un motif de rétention cytoplasmique situé en position amino-terminale dans la séquence de Stp1. 

La protéine Stp1 participe à la transmission du signal TORC1. TORC1 peut également moduler la 

voie SPS par l’intermédiaire de la protéine phosphatase Sit4, l’homologue de la protéine 

phosphatase 6, PP6, chez les mammifères et qui permet la dégradation de Stp1 en localisation 

nucléaire de manière indépendante du SUP. 

Le complexe EGO est localisé au niveau de la membrane vacuolaire. Il est constitué par Ego1 et 

Ego3 associées aux petites protéines G Gtr1 et Gtr2 (homologues des protéines Rag). Ce complexe 

restaure l’activité de TOR après une induction de l’autophagie par une privation nutritionnelle ou 

suite à l’action de la rapamycine. La fusion des autophagosomes avec la vacuole cause une 

augmentation de la surface membranaire et du volume vacuolaire, le complexe EGO conduit donc à 

l’induction la microautophagie qui permet de retrouver la structure vacuolaire initiale (Dubouloz et 

al., 2005).

Parallèlement à la voie TORC1, chez la levure il existe une seconde voie de signalisation qui a 

des effets indépendants et additifs par rapport à cette dernière sur l’inhibition de autophagie. Il 

s’agit de la voie Ras/AMPc (Adénosine MonoPhosphate cyclique)/PKA (cAMP-dependent Protein 

Kinase A) également dépendante de la disponibilité des nutriments (Schmelzle et al., 2004; He et 

Klionsky, 2009; Mizushima, 2010). Les voies TORC1 et Ras/AMPc/PKA sont  en fait 

interconnectées avec des effets complémentaires sur le contrôle de la croissance cellulaire et du 

métabolisme, néanmoins, elles agissent toutes les deux, en parallèle, sur l’autophagie. 

Ras1 et Ras2, deux protéines appartenant à la famille des petites protéines G sont, en présence 

de nutriments, activées par un facteur d’échange GDP/GTP et activer à leur tour une adénylate 

cyclase et  donc la production d’AMPc. Bcy1 est une protéine inhibitrice des sous-unités 

catalytiques de la PKA (produits de gènes à effets redondants), Tpk1, Tpk2 et Tpk3. La fixation de 

l’AMPc à Bcy1 entraîne sa dissociation de la PKA qui est alors activée. Parmi les substrats de la 

PKA figure Atg1, une des protéines essentielles pour l’initiation de l’autophagie (Budovskaya et al., 

2004; 2005; Deminoff et Herman, 2007). La phosphorylation d’Atg1 par la PKA a un effet 

inhibiteur sur la fonction de cette protéine (He et Klionsky, 2009; Mizushima, 2010).
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2. Voies d’inhibition de l’autophagie dans les cellules 
de mammifères

Chez les mammifères, où il n’existe qu’une forme unique de mTOR (mammalian Target Of 

Rapamycin), l’autophagie est  modulée par des signaux de différentes origines parmi lesquels, la 

signalisation hormonale (insuline,…), la signalisation par les facteurs de croissance et celle due à 

des variations des niveaux d’énergie et de nutriments (ATP, aa, glucose, oxygène...) (figure 13).  

mTOR est la kinase centrale, commune à toute ces voies, qui, comme chez la levure a une influence 

négative sur la signalisation autophagique. Cette protéine constitue le centre de commande des 

voies métaboliques et, en conséquence, intègre et coordonne toutes les voies en rapport avec l’état 

métabolique cellulaire dont la voie autophagique fait partie (figure 14).

Le complexe mTORC1, sensible à la rapamycine comprend mTOR, l’homologue mammalien 

de LST8, mLST8 ou G!L (G-protein !-subunit-Like protein), l’homologue de Kog1, Raptor 

(Regulatory Associated protein of mTOR), et deux régulateurs négatifs : PRAS40 (Proline-Rich Akt 

Substrate of 40 kDa) (Sancak et al., 2007) et  DEPTOR (DEP-domain containg mTOR-intecting 

protein) (Peterson et al., 2009). Ce complexe est impliqué dans la synthèse ribosomale, protéique, la 

régulation du cycle cellulaire, l’inhibition de l’autophagie…(figure 13) (Laplante et Sabatini, 2009).

Le complexe mTORC2, comprend G!L, mTOR, mSIN1 (mammalian Stress-activated protein 

kinase-interacting protein 1), PRR5/Protor (Proline-Rich protein 5 / Protein Observed with Rictor) 

et la protéine Rictor (Rapamycin insensible companion of mTOR) régule le cytosquelette d’actine et 
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Figure 13 :Régulation de la voie mTOR : signaux de transduction et effets :
La voie mTOR est une voie de détection de l’état métabolique de la cellule lui permettant de réagir en conséquence. 
Ainsi,  lorsque les niveaux de nutriments sont acceptables, mTOR est activée et permet l’induction des voies anaboliques 
et l’inhibition des processus cataboliques régulant ainsi la croissance et la taille cellulaires. A l’inverse, en conditions 
défavorables (stress), la signalisation mTOR est inhibée permettant ainsi l’activation des voies cataboliques. Il est à 
noter que la voie mTOR et celle de l’AMPK sont interdépendantes. D’une part, elles ont des effets parfaitement opposés 
et d’autre part, l’activation de l’une entraîne l’inhibition de l’autre.



certains aspects du métabolisme cellulaire (Jacinto et al., 2004), module la voie Akt/PKB par 

phosphorylation activatrice (Sarbassov et al., 2005a). Bien que considérée comme étant insensible à 

la rapamycine et aux nutriments, l’activité de mTORC2 est affectée par une exposition prolongée 

des cellules à la rapamycine (Sarbassov et al., 2006; Zeng et al., 2007).

a. Voies des récepteurs à l’insuline

mTORC1 est activée par les substrats du récepteur à l’insuline et aux facteurs de croissance 

conduisant, par l’intermédiaire d’une PI3K de classe I, au recrutement à la membrane plasmique et 

à l’activation subséquente d’Akt/PKB (Protéine Kinase B) par sa liaison au PI(3,4,5)P3 alors 

produit. Cette activation peut-être inhibée par la PTEN (Phosphatase et Tensine homologue) (Arico 

et al., 2001) jouant un rôle antagoniste à celui de la PI3K(I). PI3K(I) et  PTEN sont impliquées dans 

la sensibilité différentielle aux stress de certaines lignées cellulaires cancéreuses issues de 

mammifères (Homme, souris). Ainsi, dans la lignée cellulaire issue d’un astrocytome humain 

U87‑MG, nulle pour PTEN, la voie apoptotique liée à l’activité du facteur de transcription FOXO1 

n’est pas induite suite à la privation de sérum. Lorsqu’il est phosphorylé par la voie Akt, FOXO1 est 

séquestré dans le cytoplasme et ne peut activer la transcription de gènes inducteurs de l’apoptose 

(Kalaany et Sabatini, 2009).
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L’activation d’Akt provoque celle de mTOR en inhibant le complexe physique et fonctionnel 

formé par TSC1 (ou hamartine) et TSC2 (ou tubérine) (Tuberous Sclerosis Factor) en 

phosphorylant TSC2. TSC1/TSC2 agit comme une GAP (GTPase Activating Protein) pour la petite 

protéine G, Rheb (Ras Homologue Enriched in Brain), et est activé par l’hypoxie ou certains stress. 

Rheb liée au GTP (pouvant être activée par la présence de nutriments) régule positivement mTOR 

en interagissant directement avec elle (Sarbassov et al., 2005b; Inoki et Guan, 2006). 

mTOR ainsi activée, inhibe l’induction du processus autophagique en phosphorylant et 

séquestrant le complexe formé par ULK1 (Unc-51 (Uncoordinated-51) Like Kinase), mAtg13 et 

FIP200 (Focal adhesion kinase family Interacting Protein of 200 kDa), homologues, 

respectivement, de Atg1, Atg13 et Atg17 (voir plus loin). 

b. Régulation de mTOR par les acides aminés

La voie mTOR est indirectement sensible de façon stéréospécifique aux concentrations 

cellulaires de L-glutamine, régulées grâce à deux transporteurs : SLC1A5, de haute affinité et 

dépendant du sodium, permettant l’entrée de L-glutamine dans la cellule et le transporteur formé 

par l’hétérodimérisation de SLC7A5 avec SLC3A2 à l’origine d’un échange entre des aa essentiels 

(qui agissent positivement sur la voie mTORC1). La L-glutamine constitue le facteur limitant 

(Nicklin et  al., 2009; Cohen et Hall, 2009). Cette régulation fait intervenir les petites GTPases de la 

famille Rag (Ras-related GTPases) qui interagissent directement et spécifiquement avec le 

complexe mTORC1 (Kim et al., 2008; Sancak et al., 2008; Sancak et Sabatini, 2009) et plus 

précisément avec Raptor (Sancak et al., 2008). Les protéines Rag retrouvées chez la drosophile 

(Rag A et  RagC) et dans les cellules mammaliennes où Rag A et B d’une part et Rag C et D d’autre 

part sont respectivement les orthologues des protéines Gtr1 et Gtr2 de la levure. Elles présentent la 

particularité de fonctionner sous la forme d’hétérodimères indifféremment constitués de Rag A ou B 

et de Rag C ou D. Rag A/B sont actifs sous la forme liée au GTP tandis que Rag C/D le sont 

lorsqu’ils sont couplés au GDP, en outre le rôle de Rag A/B est dominant sur celui de Rag C/D et la 

liaison de ces hétérodimères à Raptor est dépendante du nucléotide lié à Rag A/B (Li et Guan, 

2009). Leur interaction avec Raptor, dépendante de la liaison de Rag A ou B au GTP, n’active pas 

l’activité kinase de mTOR mais permet un changement de localisation sub-cellulaire du complexe 

mTORC1 au niveau d’un compartiment endo-membranaire positif pour Rab7 (Sancak et al., 2008). 

En effet, grâce à un complexe hétéro-trimérique appelé Ragulator (Régulateur des Rags et de 

mTORC1) et composé des petites protéines MP1, p14 et p18, dans lequel p18 constitue une 

plateforme d’ancrage à la membrane lysosomale (Nada et  al., 2009), les dimères Rag sont associés 
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à la membrane lysosomale et y  permettent la redistribution de mTORC1 en présence d’aa. Cette 

dernière donnée est confirmée par le fait qu’une altération du trafic intracellulaire par sous- ou sur-

expression des petites GTPases impliquées dans ce processus provoque une absence de l’induction 

de mTORC1 en réponse aux aa (Flinn et al., 2010; Li et al., 2010).

La localisation de mTOR à la membrane lysosomale permettrait à ce complexe d’être activé par 

Rheb qui résiderait  à ce niveau bien que cela ne soit pas encore clairement démontré (Sancak et al., 

2010). Cette voie est parallèle à la voie de l’insuline et des facteurs de croissance (Kim et al., 2008; 

Sancak et al., 2008). La protéine MAP4K3, également connue sous le nom de GLK (Germinal 

centre-Like Kinase) a également été impliquée dans la régulation de mTOR par les aa et Yan et al. 

ont suggéré que cette action prendrait place en amont des petites GTPases Rag (Yan et al., 2010). 

En présence d’aa, MAP4K3 est activée par une trans-autophosphorylation en sérine 170, la 

suppression de Rag C/D bloquant cette signalisation ce qui n’exclut pas la possibilité d’un 

fonctionnement en deux voies parallèles (Selvaraj et Thomas, 2010). Cependant, les étapes de 

détection des aa conduisant à l’activation de MAP4K3 et  celle située entre MAP4K3 et mTORC1 

ne sont pas bien identifiées (Avruch et al., 2009; Yan et al., 2010).

La PI3K de classe III hVPS34 a été impliquée dans la voie de détection des niveaux d’aa liée au 

complexe mTORC1, indépendamment de son rôle dans la formation des autophagosomes, puisque 

sa suppression empêche l’activation de mTOR (Byfield et al., 2005; Nobukuni et  al., 2005). Cette 

fonction de hVPS34 est dépendante du calcium et de sa liaison à la calmoduline (Gulati et  al., 

2008).

c. Hypoxie

L’hypoxie est un stress inducteur de l’autophagie à travers l’inhibition de mTOR par deux 

moyens. 

HIF1 (Hypoxia Inducible Factor1) est un facteur de transcription constitué de deux sous-unités : 

une sous-unité ", instable et dépendante des niveaux d’oxygène et une sous-unité ß, plus stable et 

indépendante de l’oxygène. En présence d’oxygène, HIF1" est hydroxylée, ce qui permet sa prise 

en charge par un complexe ubiquitine-ligase (dont la protéine VHL (Von Hippel-Lindau) est une 

sous-unité), son ubiquitinylation et sa dégradation par le SUP. En absence d’oxygène, HIF1" est 

stable, le complexe se fixe sur les séquences promotrices de gènes comportant un élément de 

réponse à l’hypoxie (HRE, Hypoxia Response Element) et induit leur transcription. Parmi ces gènes 

figurent REDD1/RTP801 (Regulated in Development and DNA Damage) et REDD2. La protéine 
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REDD1 agit en amont de TSC1/TSC2 et conduit  à l’inhibition de mTOR (Brugarolas et al., 2004; 

Reiling et Hafen, 2004). Un stress hypoxique va également engendrer l’inhibition de mTOR par 

l’activation de l’AMPK (Partie 2-II-B-2-d). REDD1 régule aussi mTOR négativement en réponse à 

un stress du RE ou à un stress oxydatif (Jin et al., 2009). En outre, une autre étude montre qu’il 

existerait  une troisième voie liant l’hypoxie à l’inhibition de mTOR, indépendante à la fois de HIF1 

et de l’AMPK (Arsham et al., 2003).

Les voies mTOR et AMPK sont exactement opposées dans la signalisation métabolique. Alors 

que l’une est active en présence de nutriments, l’autre est stimulée par leur absence. Ainsi, la 

diminution du niveau d’ATP disponible, l’absence de nutriments et l’hypoxie conduisent à 

l’activation de l’AMPK qui, en retour, va directement inhiber mTOR. Cependant, il existe des 

moyens directs d’inhiber mTOR en absence de nutriments sans passer par l’AMPK comme dans le 

cas de l’hypoxie. C’est également le cas, par exemple de la privation en glucose. En effet, Lee et  al., 

ont proposé qu’un faible influx de glucose provoquerait l’inhibition de Rheb et donc de mTOR 

(indépendamment de TSC1/TSC2) par la GAPDH (Glycéraldéhyde-3-Phosphate Deshydrogénase) 

(Lee et al., 2009). En fait, cette seconde voie serait le reflet de la concentration cellulaire en 

glucose10 (en tant que molécule) alors que l’activation de l’AMPK suite à une privation glucidique 

serait  plus en rapport avec le statut énergétique de la cellule puisqu’une telle privation induit la 

réduction du rapport [AMP]/[ATP] (Jung et al., 2010). 

d. Voie de l’AMPK et modulation de la voie mTOR

L’AMPK est une sérine/thréonine kinase sensible aux niveaux d’AMP et d’ATP cellulaires. 

Cette enzyme est  constituée de trois sous-unités : une sous-unité catalytique " et deux sous-unités 

régulatrices ! et &. Lorsque les rapports [AMP]/[ATP] ou [ADP]/[ATP] augmentent, l’AMPK est 

activée par phosphorylation de la sous-unité " au niveau du résidu thréonine 172 par le biais du 

complexe LKB1/STRAD/Mo-25 (Liver Kinase B1) (Shaw et al., 2004). Elle agit en tant que point 

de contrôle métabolique de la cellule, arrêtant la croissance cellulaire et supprimant les processus 

biosynthétiques consommateurs d’énergie sous forme d’ATP si la quantité d’énergie disponible 

n’est pas suffisante (Shaw, 2009). 

En réponse à une hypoxie ou à une privation nutritionnelle, l’AMPK, activée par LKB1, agit 

directement négativement sur la voie mTOR de deux manières distinctes (figure 15) :
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10 GAPDH sous forme non liée au glycéraldéhyde-3-phosphate (en cas dʼabsence de glucose) est un 
partenaire de liaison de Rheb, la formation de ce complexe étant inhibitrice pour la fonction de mTORC1.



- elle active le complexe TSC1/TSC2 par phosphorylation de TSC2. Ce complexe alors actif 

stimule l’échange du GTP lié à Rheb par du GDP levant par conséquent l’activation de 

mTORC1 ;

- en phosphorylant négativement Raptor, composant du complexe mTORC1.

L’AMPK a une action positive sur l’autophagie (Meley et al., 2006), non seulement par 

inhibition de la voie mTOR mais en agissant également directement sur la protéine initiatrice ULK1 

(Lee et  al., 2010) et en la phosphorylant (Egan et al., 2011a; b; Kim et al., 2011; Shang et al., 2011; 

Shang et Wang, 2011). En présence de nutriments, mTORC1 phosphoryle et séquestre le complexe 

ULK1-mAtg13-FIP200 d’une part, et empêche l’interaction de ULK1 avec l’AMPK d’autre part. 

L’activation de l’AMPK en conditions nutritionnelles pauvres va à l’inverse conduire à l’activation 

du complexe ULK1-mAtg13-FIP200 et à l’inhibition de mTORC1 (Zhao et Klionsky, 2011) (figure 

15). En dépit de ce consensus, il demeure des points de divergence notamment au sujet de l’identité 

des sites de phosphorylation au niveau de ULK1 et  sur le déroulement séquentiel des évènements 

(Hardie, 2011; Roach, 2011). En retour, il existerait une boucle de régulation directe exercée par 

ULK1 qui a la capacité de phosphoryler les trois sous-unités ", !, et & de l’AMPK et ainsi moduler 

négativement son activité. Cependant, le contexte de cette rétroaction n’est pas encore élucidé étant 

donné que ces phosphorylations peuvent avoir lieu indépendamment de l’association de ULK1 en 

complexe avec mAtg13, et FIP200 (Löffler et al., 2011).
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Figure 15 : Régulation de ULK1, complexe initiateur de l’autophagie, par mTOR et l’AMPK
En conditions riches en nutriments, mTORC1, actif, phosphoryle et séquestre le complexe ULK1-FIP200-Atg13-Atg101 
(formé indépendamment de l’activité de mTOR). Lorsque la cellule est carencée, AMPK est alors activée, conduisant à 
l’inhibition de mTORC1 par phosphorylation de TSC2 et de Raptor. L’AMPK va aussi s’associer à ULK1 et la 
phosphoryler. ULK1 est une sérine/thréonine kinase qui, active, s’auto-phosphoryle et agit également sur les autres 
membres du complexe initiateur de l’autophagie Atg13 et FIP200 ainsi que l’AMPK (rétrocontrôle négatif).



L’activité de l’AMPK n’est  pas modulée par les concentrations en aa, il reste donc à savoir 

comment réagit ce système en cas de carence en aa. Kim et al., ont proposé que cette action de 

l’AMPK à la fois sur mTORC1 et sur l’autophagie puisse constituer un niveau de régulation 

supplémentaire, un peu à la manière d’un potentiomètre en permettant d’intégrer les différents 

signaux liés à la présence de différents nutriments (aa, glucose) (Kim et al., 2011). Ceci est en 

concordance avec des données concernant l’effet de l’AMPK sur la dégradation protéasomique en 

fonction des conditions de disponibilité énergétique (Viana et al., 2008).

En outre, il a été montré, dans des cultures primaires d’hépatocytes, dans des cultures de MEFs 

et chez  C. elegans que l’activité de l’AMPK était aussi indispensable que Unc-51/ULK1 pour la 

mitophagie puisqu’en absence de l’expression de l’une ou de l’autre de ces protéines, on assiste à 

l’accumulation de p62, une protéine adaptatrice de l’autophagie (Bjørkøy et al., 2005), et de 

mitochondries (Egan et  al., 2011b). Malheureusement, cette étude n’apporte pas d’information sur 

les niveaux globaux d’activité autophagique et donc ne permet pas d’affirmer s’ils sont affectés ou 

non par la perte de l’expression de l’AMPK. En revanche, le fait que la mitophagie soit dépendante 

de l’activité de l’AMPK sous-entend que l’AMPK joue un rôle dans l’autophagie basale et que dans 

ce cas, l’activité autophagique constitutive pourrait résulter de la balance entre l’activité de deux 

voies antagonistes, celle de l’AMPK et celle de mTORC1.

e. Influence de la voie des MAPK sur l’autophagie

Cette voie est impliquée dans la régulation de l’autophagie par le biais, d’une part des protéines 

ERK1 et ERK2 (Extracellular signal-Regulated protein Kinase), et  d’autre part au travers d’une 

voie impliquant la protéine p38MAPK (Botti et al., 2006; Corcelle et al., 2007). 

Suite au couplage de Ras au GTP (modulé par la disponibilité en aa) activant Raf-1 puis MEK 

et enfin ERK, il y a stimulation de la protéine GAIP (G"i activating protein, appartenant à la famille 

des RGS : Regulators of G-protein signaling) par phosphorylation de sa sérine 151 agissant ainsi 

contre l’effet inhibiteur de l’autophagie de la protéine G trimérique "i3 couplée au GTP par 

hydrolyse du GTP en GDP (Ogier-Denis et al., 2000; Pattingre et al., 2003; Ellington et al., 2006). 

A l’opposé, en présence d’aa dans les cellules de la lignée tumorale humaine HT-29 (cancer du 

colon), les ERK inhibent le complexe TSC1/TSC2 par phosphorylation et par conséquent stimuler 

la voie mTOR (Ogier-Denis et al., 1995). Dans ce cas la voie de signalisation ne passe pas par 

Raf-1, mais par une interconnection entre la PI3K(I) et Ras (Ogier-Denis et  al., 2000; Pattingre et 

al., 2003).
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La voie de la p38MAPK est activée par l’insuline ainsi qu’en réponse à un choc osmotique dans 

les hépatocytes de rats, cela conduisant  au final à une inhibition de la dégradation protéique par 

autophagie au niveau d’une étape impliquant les microtubules (Dahl et al., 2001; 2003; Schliess et 

al., 2004). Cette voie est également activée par la protéine Src, via la modulation positive 

d’intégrines, sensibles à un gonflement osmotique lié au transport dépendant du sodium de certains 

aa comme la glutamine (Schliess et  al., 2004). A l’inverse, dans des modèles cellulaires et  animaux 

de la maladie d’Alexander, une leucodystrophie causée par une mutation de la GFAP (Orphanet n

°58, OMIM n°203450), l’accumulation de GFAP mutante conduit à l’activation de la p38MAPK par 

la protéine MLK3 (Mixed-Lineage Protein Kinase 3), à l’inhibition de la voie mTOR et à 

l’autophagie (Tang et  al., 2008a; b). Les voies MAPK/p38MAPK ont en effet été impliquées dans 

l’inhibition de la maturation autophagique dans des cellules cancéreuses (Corcelle et al., 2007).

f. Régulation de l’autophagie par le calcium

L'augmentation de la concentration calcique intracytoplasmique constitue un signal inducteur de 

l’autophagie (Høyer-Hansen et al., 2007; Grotemeier et al., 2010). Cette action passerait  par 

l’activation de la CaMKK! (Calmodulin-dependent Kinase Kinase !) qui va directement 

phosphoryler l’AMPK (Høyer-Hansen et al., 2007; Høyer-Hansen et Jäättelä, 2007). Cependant, il a 

également été montré que la voie mTOR pouvait être directement affectée par l’augmentation de 

calcium cytosolique indépendamment de l’AMPK (Grotemeier et al., 2010) et que cette 

inactivation, bien que partielle était suffisante pour induire l’autophagie. Les signaux calciques 

cytoplasmiques ne sont pas les seuls à même d’influencer l’induction de l’autophagie. En effet, une 

diminution des concentrations calciques mitochondriales due à une diminution du transfert  des ions 

Ca2+ depuis le RE diminue la production d’ATP et provoque donc l’activation de l’AMPK et 

l’induction de l’autophagie (Decuypere et al., 2010). Les calpaïnes, des protéases à cystéines 

cytoplasmiques dépendantes du calcium sont nécessaires pour la conduite de l’autophagie 

(Demarchi et al., 2006; 2007) et constitueraient donc un mode de régulation de l’autophagie 

dépendant du calcium.

Une étude réalisée en 2008 montre que l’induction de l’autophagie provoquait une accumulation 

de Ca2+ dans les compartiments autophagiques et que celle-ci favorisait  les processus de fusion des 

autophagosomes et  des amphisomes avec les MVBs et avec les lysosomes (Fader et al., 2008) 

impliquant la signalisation calcique dans des processus en aval de la signalisation autophagique.
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Le lithium, un inhibiteur de la GSK3! (Glycogen-Synthetase Kinase 3!), induit l’autophagie par 

une voie indépendante de la GSK3!, en inhibant l’inositol monophosphatase (Sarkar et al., 2005; 

Sarkar et Rubinsztein, 2006). Cette enzyme est responsable de l’hydrolyse de l’inositol 

monophosphate en inositol libre, requis pour la voie de signalisation du phosphoinositol. Ainsi, 

l’action du lithium conduit à la diminution des niveaux de myo-inositol-1,4,5-triphosphate (IP3), ce 

qui est permissif pour la conduite de l’autophagie. En effet, lorsque des cellules sont exposées à 

l’IP3 alors, l’activité autophagique est réduite (Sarkar et  al., 2005; Sarkar et Rubinsztein, 2006). Le 

récepteur à l’IP3 est un complexe protéique membranaire fonctionnant en tant que canal calcique, 

permettant la mobilisation des ions Ca2+ vers le cytoplasme depuis le RE principalement. Il est 

impliqué dans le contrôle de l’apoptose et interagit avec quelques protéines actrices de cette voie 

comme Bcl-2, Bcl XL, le cytochrome c ou encore Akt. La fonction canal de ce récepteur est requise 

pour la suppression de l’autophagie, mais les flux d’ions calciques résultant de son fonctionnement 

ne semblent par jouer de rôle dans la régulation de l’autophagie (Khan et Joseph, 2010). Sous forme 

active, le récepteur à l’IP3 forme un complexe avec Bcl-2 et Beclin-1 (cf Partie2-II-B-4). A ce 

niveau intervient une petite protéine intégrale (15 kDa) de la membrane du RE : NAF-1 (Nutrient-

deprivation Autophagy Factor-1) qui fonctionne en tant que co-facteur de Bcl-2 et est  nécessaire 

pour l’association inhibitrice de l’autophagie existant entre Bcl-2 et Beclin-1 (Chang et al., 2010). 

Les antagonistes de l’IP3R comme la xestospongine B provoquent la dissociation de Beclin-1 du 

complexe IP3R et peut ainsi se lier à hVPS34 (Criollo et al., 2007; Vicencio et al., 2009).

L’autophagie peut donc être induite par des substances telles que le lithium (Sarkar et  al., 2005; 

Sarkar et Rubinsztein, 2006) et  le tréhalose (Sarkar et al., 2008; Sarkar et Rubinsztein, 2008) de 

façon indépendante de mTOR.

g. p53, un agent double dans la régulation autophagique 

Des données contradictoires ont été rapportées concernant l’implication de p53 dans 

l’autophagie. Certains travaux ont montré un effet inducteur et d’autres un effet répresseur de p53 

sur l’autophagie (Levine et Abrams, 2008). Des études récentes ont permis d’expliquer en partie 

cette apparente contradiction : p53 joue un rôle double et ce, en fonction de sa position dans la 

cellule. Dans le noyau, p53 permettrait, de par son rôle de facteur de transcription, l’expression de 

gènes impliqués dans l’autophagie alors que p53 cytoplasmique serait  un puissant inhibiteur de 

cette voie catabolique. Ainsi, des travaux de mutations conditionnelles ont permis de confirmer 

cette théorie (Tasdemir et al., 2008a; b). p53 régulerait aussi l’autophagie indirectement en agissant 

sur la transcription d’un gène codant une protéine lysosomale : DRAM (Damage-Related 
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Autophagy Modulator) suite à des lésions de l’ADN (Criollo et al., 2009; Eisenberg-Lerner et  al., 

2009; Lorin et al., 2010).

mTOR agirait en tant que régulateur négatif de p73 (une protéine proche de p53) alors que p53 

peut agir en amont de cette kinase en activant l’AMPK (Rosenbluth et Pietenpol, 2009). En outre, 

alors que p53 agit différemment sur l’autophagie selon le contexte cellulaire et sa localisation, il 

apparaît que p73 agirait  positivement sur l’autophagie peut-être par le biais d’une activité nucléaire 

et ce, indépendamment d’une action sur la protéine DRAM (O'Prey et al., 2009). Des analyses de 

« signature de gènes » mettent en avant le fait que p73 puisse réguler l’expression de gènes dont les 

produits jouent un rôle direct dans l’autophagie tels que ATG5, ATG7 et  UVRAG (Rosenbluth et 

al., 2008). Enfin, l’abolition de l’expression de p73 (par shRNA) induit une augmentation de 

l’expression de UVRAG. 

3. TORC1 et phosphatases

a. TORC1, Tap42 et phosphatases chez la levure

TORC1 agit  sur différentes fonctions cellulaires et donc représente un carrefour d’où partent, en 

parallèle, plusieurs voies de signalisation. Chez la levure, la voie dépendante de TORC1 régulant 

l’autophagie fait intervenir des protéines phosphatases de type 2A, Pph21/Pph22, des protéines 

phosphatases proches de la PP2A (proche de PP4 chez les métazoaires), Sit4 et leurs régulateurs 

Tap42 et Rrd1 (Di Como et Arndt, 1996) ainsi que le modulateur de Tap42, Tip41 (Tap42-

Interacting Protein of 41 kDa) (Jacinto et al., 2001). Les relations entre TOR et ces phosphatases 

n’est pas à sens unique et ne va pas avoir les même effets selon les substrats situés en aval des 

phosphatases et les phosphatases elles-mêmes. 

D’après le modèle proposé par Yan et al. en 2006 (figure 16), lorsque TORC1, situé au niveau 

membranaire est actif, Tap42 lui est  associée sous forme phosphorylée (la liaison de Tap42 à 

TORC1 serait un pré-requis pour sa phosphorylation) et les protéines phosphatases régulées par 

Tap42 seraient alliées à ce complexe (Yan et al., 2006). Suite à l’inhibition de TORC1 par la 

rapamycine ou par la privation de nutriments, les complexes Tap42-phosphatases se dissocient de 

TORC1, ceci ayant pour conséquence l’activation de ces phosphatases. Tap42 serait alors 

déphosphorylée par l’action de la PP2A provoquant en retour la dissociation de Tap42 et  des 

phosphatases associées qui seraient alors inactivées (Di Como et Jiang, 2006; Yan et al., 2006). 

Avant cette date, Tap42 était  considérée comme ayant un rôle négatif sur l’activité des phosphatases 
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et son antagoniste, Tip41 un rôle activateur et amplificateur (Jacinto et al., 2001). Ce modèle 

présente l’avantage d’expliquer les effets rapides de l’inhibition de TORC1 par la rapamycine.

Chez la levure, l’autophagie est inactivée lorsque PP2A est active mais les substrats impliqués 

ne sont pas identifiés. Cette action serait spécifique de la PP2A (Pph21 et  Pph22), et  dépendante de 

Tap42 puisque l’inactivation de cette protéine induit  l’autophagie. De plus Sit4, n’aurait aucun effet 

à ce niveau, bien qu’une étude précédente montre qu’en absence de Sit4, le niveau d’activité 

autophagique induite par la rapamycine est  diminué de 45% (Schmelzle et  al., 2004). Par ailleurs, 

Tip41, le modulateur de Tap42 antagoniserait  l’effet de cette dernière (Yorimitsu et al., 2009). 

Cependant, il s’agit d’un modèle utilisant des souches cellulaires où les gènes d’intérêt  sont délétés. 

Le rôle des phosphatases présenté ici nécessite d’être clarifié puisque selon le modèle présenté plus 

haut, la régulation des phosphatases par Tap42 est temporelle.

b. Interconnexions entre mTORC1, PP2A et PP6

Dans les cellules de mammifères, la modulation des protéines phosphatases par mTORC1 est 

conservée mais les types de modulation (positive ou négative) peuvent différer. 

Les protéines Pph21 et Pph22 sont des homologues de la sous unité catalytique de la PP2A 

mammalienne, PP2AC. Sit4 est l’homologue de la protéine phosphatase 6, PP6 et l’homologue de 

Tap42 est "4, une protéine régulatrice capable de se lier à PP2AC et à PP6. 
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Figure 16 :Régulation des phosphatases par TORC1 et Tap42 chez la levure
Le complexe TORC1, en position membranaire est actif en présence de nutriments (panel de gauche). Il interagit 
directement avec Tap42, complexée avec une phosphatase (Pase, Pph21/22 ou Sit4) et la phosphoryle. Les phoshatases 
sont ainsi inactives. En cas de carence en azote (2ème panel, étape 1) ou suite à l’action de la rapamycine, TORC1 est 
inactivée provoquant le détachement du complexe phospho-Tap42-phosphatase (1). Il en résulte l’activation des 
phosphatases qui à leur tour déphosphorylent Tap42 (2) ce qui entraîne la dissociation et la désactivation du complexe 
Tap42- phosphatases (3, 2ème panel, étape 2). D’après Yan et al., 2006, DiComo et al., 2006.



i. Structure et fonction de la PP2A

Chez les mammifères, PP2A est la sérine/thréonine phosphatase majoritaire dans la plupart des 

types cellulaires. Sa sous-unité catalytique C (PP2AC) représente à elle seule près 1% des protéines 

totales du tissu cérébral (Liu et al., 2005). PP2A est une holoenzyme hétérotrimérique conservée, 

formée par l’association d’une sous-unité régulatrice A, ou PR65 (Phosphatase Regulatory subunit 

of 65 kDa), (coordonnant l’assemblage des autres sous-unités), et d’une sous-unité catalytique C (36 

kDa ; A et C forment un premier dimère) associées à une sous-unité structurale B (Kremmer et al., 

1997; Westermarck et Hahn, 2008) (forme « ABC »). PP2AC appartient à la famille PPP 

(Phosphoprotein Phoshatases) qui comprend également PP4 et PP6 avec lesquelles elle présente 

des homologies de séquence. Les sous-unités A et C sont chacune codées par deux gènes très 

proches (PP2A A" et  A! et PP2AC" et PP2AC!) et  ont donc chacune deux isoformes (Hemmings 

et al., 1990; Zhou et al., 

2003). Concernant la sous-

unité B, quatre familles 

composées de deux à quatre 

gènes ont été identifiées 

jusqu’à présent  : B/PR55/

PPP2R2, B’/PR61/PPP2R5, 

B’’/PR72/PP2R3 et B’’’/

PR93/PR110 présentant plusieurs variants obtenus par épissage alternatif (Janssens et  al., 2008)

(tableau 2).

Les sous-unités B régulent la localisation de la PP2A et sa spécificité de substrat11 (Eichhorn et 

al., 2009). La sous-unité A, en forme de croissant, contient quinze répétitions HEAT (Groves et al., 

1999) permettant son interaction avec les sous-unités B et C (répétitions HEAT carboxy-terminales) 

(Ruediger et al., 1992; 1999; Strack et al., 2002; Westermarck et Hahn, 2008). PR65 régule la 

composition de l’hétérotrimère PP2A alors que des modifications post-traductionnelles au niveau de 

la sous-unité catalytique modulent l’assemblage du complexe (Longin et al., 2007).

Ainsi, il existe une grande variété de combinaisons possibles avec des fonctions, des 

localisations et des substrats spécifiques. En outre, il existe une forme alternative de la PP2A 

consistant en l’association de la sous-unité catalytique avec "4, l’homologue mammalien de Tap42 

Sous-unités Protéines Variants
A PP2A-A/PR65/PPP2R1 ", !
C PP2AC/PPP2C ", !

B

B/B55/PR55/PPP2R2 ", !, &, '

B
B’/B56/PR61/PPP2R5 ", !, &, ', %

B
B’’/PR72/PPP2R3 PR48, PR59, PR72, PR130

B

B’’’ PR93/SG2NA, P110/Striatine
Tableau 1: Sous-unités constitutives de la PP2A

82

11 Il existe des protéines additionnelles pouvant remplacer la sous-unité B



(Chen et al., 1998; Inui et al., 1998; Nanahoshi et al., 1998; Prickett et Brautigan, 2006). Cette 

forme atypique de la PP2A présente une activité enzymatique différente de la forme « classique » 

avec par exemple aucun effet  sur P70S6K et 4E-BP1 contrairement à la forme ABC (effet 

spécifique du substrat ; Nanahoshi et al., 1998). Un homologue de Tip41 a également été identifié 

simultanément par deux équipes. TIPRL (Tor signaling Pathway Regulator-Like) peut se lier, 

indépendamment de "4 à la sous-unité catalytique de la PP2A mais aussi à celles de PP4 et de PP6, 

TIPRL jouant un rôle de régulateur négatif de l’activité phosphatase de la PP2AC (McConnell et 

al., 2007, Smetana et Zanchin, 2007). 

L’activité de la PP2A est régulée par des modifications post-traductionnelles de type 

phosphorylation (Y304 et Y307) et par carboxyméthylation (Leu 309). Ainsi, la phosphorylation en 

Tyr307 inhibe l’activité phosphatase de la PP2A (Longin et al., 2007; Perrotti et Neviani, 2008) et 

contrôle négativement l’association de la PP2A avec les sous-unités régulatrices B’/PR61 et B/

PR55. La carboxyméthylation, catalysée par LCMT (Leucine Carboxylméthyltransférase 1) ; (De 

Baere et al., 1999) inversée par l’action de la PME-1 (Phosphatase Méthylestérase-1 ; Lee et al., 

1996) est  quant à elle requise pour l’activité de la protéine. La double modification 

(phosphorylation en Tyr307 - méthylation en Leu309) est requise pour la formation du complexe 

PP2AC/"4 (Virshup et Shenolikar, 2009). 

Outre les modifications post-traductionnelles, PP2A peut être physiologiquement inactivée par 

des protéines inhibitrices endogènes I1PP2A/PHAP-1 (Putative Histocompatibility leukocyte 

antigen class II-Associated protein)/Mapmoduline et I2PP2A/PHAP-II/SET/TAF-1! (Template 

Activating Factor 1!) par association non-compétitive à l’extrémité amino-terminale de la PP2AC 

(Millward et al., 1999; Tanimukai et al., 2004; Chen et al., 2008).

ii. Régulation de la PP2A par la voie mTOR

Plusieurs études montrent que l’activité de la PP2A, chez les mammifères, est sous la 

dépendance de la voie mTOR (Peterson et al., 1999; Janssens et Goris, 2001; Hartley et Cooper, 

2002; Bishop et al., 2006; Meske et al., 2008; Park et al., 2008). La rapamycine, inhibiteur de 

mTOR, induit une augmentation de l’activité de la PP2A (Hartley  et Cooper, 2002; Meske et al., 

2008) et PP2A peut être directement phosphorylée par mTOR in vitro (Peterson et al., 1999). 

p70S6K et 4E-BP1 font partie des substrats de la PP2A (Peterson et al., 1999; Hartley et Cooper, 

2002; Cho et al., 2006). Aussi, certains auteurs suggèrent  que l’action de mTOR sur P70S6K puisse 

être aussi indirecte à travers l’inhibition de la PP2A (Peterson et al., 1999; Gingras et al., 1998; 
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Hartley et Cooper, 2002; Beevers et al., 2009). L’inhibition de la PP2A par mTOR permettrait un 

rétrocontrôle sur d’autres voies comme la voie des MAPKs (Harwood et al., 2008).

En absence d’aa, une forme spécifique de la PP2A contenant la sous-unité régulatrice PR61% 

(B’) déphosphoryle le site régulateur de la protéine MAP4K3 empêchant l’activation de mTORC1 

qui s’ensuit (Yan et al., 2010). Ce cas particulier montre qu’il est possible que PP2A agisse en 

amont de mTOR. PP2A a été impliquée dans la modulation de la voie Ras-Raf-1-MEK ERK1/2 par 

les aa (Pattingre et al., 2003) conférant une action pro-autophagique à cette enzyme. L’action pro-

autophagique de la PP2A a également été mise en évidence dans des hépatocytes de rats où 

l’autophagie est supprimée par des inhibiteurs de la PP2A (acide okadaïque, calyculine A ; Holen et 

al., 1992; 1993; Gordon et al., 1993; 1995) bien que le mode d’action de cette phosphatase ne soit 

pas élucidé. Il a été suggéré que cet  effet puisse être lié aux interactions existantes entre PP2A et le 

cytosquelette (Gordon et al., 1993; Blankson et al., 1995). Cependant, une autre étude tend à 

montrer que l’acide okadaïque puisse moduler positivement l’autophagie dans des cellules 

neuronales (Yoon et al., 2008).

B. Déroulement : de la formation du phagophore à la 

dégradation du substrat

1. Autophagie chez la levure

i. Complexe Atg1-Atg13-Atg17 et initiation de l’autophagie 

Une des premières protéines ayant un rôle dans le déclenchement de l’autophagie est la protéine 

Atg13 (figure 17). Cette phosphoprotéine est un substrat direct de TOR en conditions nutritionnelles 

« normales ». L’état de phosphorylation d’Atg13 joue sur son affinité pour la protéine Atg1, une 

sérine/thréonine kinase qui est pratiquement inactive lorsqu’elle est dissociée d’Atg13 (Kamada et 

al., 2010; Kamada, 2010). Lors d’une privation nutritionnelle, Atg13 est rapidement 

déphosphorylée, ce qui entraîne la formation d’un complexe Atg1-Atg13 et l’activation de Atg1

(Kamada et  al., 2010; Kamada, 2010). Une troisième protéine, Atg17 est impliquée à ce stade et ce, 

uniquement en conditions nutritionnelles pauvres. 

La protéine Atg1 possède deux fonctions distinctes (Sekito et al., 2009; Mizushima, 2010) : elle 

joue un rôle primordial dans l’organisation de la SPA d’une part en recrutant les autres protéines 

84



Atg à ce niveau et ceci indépendamment de son activité kinase. Enfin, elle intervient dans la 

formation autophagosomale grâce à son activité de protéine kinase et régulerait ainsi la dynamique 

du recrutement de protéines telles que Atg9.

Le complexe Atg1-Atg13 peut d’interagir avec d’autres protéines autophagiques : Vac8 (voie 

CVT), Atg11, Atg17, Atg20, Atg24, Atg29, et Atg31 (Kabeya et al., 2000; 2005; Kawamata et al., 

2008; Sekito et al., 2009). Atg13 permet l’association entre Atg1 et Atg17. L’absence d’Atg17 

compromet presque l’ensemble des évènements autophagiques élevant Atg17 au rang de protéine 

située à la base de la machinerie autophagique (Suzuki et Ohsumi, 2007). L’association d’Atg13 à 

Atg17, est  également dépendante de l’état de phosphorylation d’Atg13 (Yang et  Klionsky, 2010; 

2010). 

Un complexe ternaire Atg17-Atg29-Atg31 existe en conditions nutritionnelles normales et  son 

recrutement au niveau de la SPA pour former un complexe pentamérique avec Atg1-Atg13 a lieu 

suite à l’induction de l’autophagie (Kabeya et al., 2009; Mizushima, 2010) indépendamment de 

l’activité kinase d’Atg1. 

Les complexes Atg1-Atg13 d’une part et Atg17-Atg29-Atg31 d’autre part sont tous deux 

indispensables pour la mise en place de la SPA. Atg17 est  nécessaire au recrutement de protéines à 

la SPA de même que Atg11 l’est, en conditions d’induction de la voie CVT (Shintani et Klionsky, 

2004). Donc Atg17, comme Atg11 pour la voie CVT, serait une protéine adaptatrice qui permettrait 

le recrutement au niveau du complexe Atg1-Atg13 et jouerait le rôle de centre organisateur. 

b. Organisation de la SPA

Une fois le complexe pentamérique Atg1-Atg13/Atg17-Atg29-Atg31 formé, les différentes 

protéines Atg nécessaires à la formation de l’autophagosome sont recrutées au niveau de la SPA 

(figure 17). Atg20 et Atg24 interagissent directement avec Atg17 (He et  Klionsky, 2009). Ensuite 

Atg9 s’associe à Atg17 et cela de manière dépendante de Atg1 et  de son activité kinase (Sekito et 

al., 2009). En conditions de croissance normales, son précurseur, pAtg9 est localisé sous forme de 

structures péri-vacuolaires discrètes (Noda et al., 2000). Atg9 et Atg27 sont les deux seules 

protéines Atg trans-membranaires intégrales identifiées parmi les protéines essentielles pour 

l’autophagie (Yen et al., 2007; Yen et Klionsky, 2007). Atg9 existe sous forme d’un stock 

cytoplasmique dynamique dans des régions proches des mitochondries et au niveau de la membrane 

externe mitochondriale (Reggiori et al., 2004). Lors d’une privation, Atg9 est co-localisée avec les 

complexes contenant Atg1 au niveau de la SPA mais n’est pas retrouvée dans les autophagosomes 
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(Kim et Klionsky, 2000; Reggiori et al., 2005). Cette protéine est recrutée de façon dynamique 

selon des cycles d’association/dissociation entre la SPA et des structures punctiformes mobiles où 

elle forme un complexe hétérotrimérique avec Atg27 et Atg23, chacune des protéines du complexe 

étant nécessaire pour le trafic des deux autres (Legakis et al., 2007).

Du fait de sa nature trans-membranaire, Atg9 participerait au recrutement de lipides 

indispensables pour la formation et l’expansion de la membrane d’isolement (Reggiori et al., 2005). 

Cette dynamique de recrutement d’Atg9 est dépendante d’Atg1 mais aussi de la protéine Atg2, 

fonctionnant au sein d’un complexe formé avec Atg18, puisqu’en absence de l’activité kinase de 

Atg1 ou en cas de délétion de Atg2, Atg9 s’accumule au niveau de la SPA (Obara et al., 2008). Des 

travaux récents montrent l’existence, chez la levure, d’organites tubulo-vésiculaires distincts 

(Sekito et al., 2009), dérivés de la voie sécrétoire (une sorte d’endosome spécialisé), et appelés 

réservoirs à Atg9. Ceux-ci fourniraient tout ou partie des membranes nécessaires à l’établissement 

de l’autophagosome. Ces réservoirs seraient recrutés en groupes suite à un signal inducteur de 

l’autophagie et localisés près du site de formation de la SPA (Mari et Reggiori, 2010). 

Suite à l’induction de la kinase Atg1 le complexe comprenant Vps34 (PI3K(III)), son « ancre » 

membranaire Vps15 ainsi que Atg6 ou complexe VPS34-I est recruté par le biais d’Atg14 (Kihara 

et al., 2001). Ce complexe catalyse la formation de PI(3)P, ce qui est supposé être à l’origine de  la 

formation de la SPA.

Atg18 et Atg21 sont deux protéines homologues présentant un domaine de liaison au PI(3)P et 

des répétitions WD40. Les protéines possédant ce type de motif ont généralement des fonctions 

importantes dans la signalisation cellulaire, les domaines WD40 leur permettant d’agir comme des 

plateformes de recrutement protéique. Le domaine FTTG de liaison au phosphoinositides, (PI(3,5)

P2 et PI(3)P) leur permet d’interagir avec des structures membranaires. Les membranes 

autophagosomales sont ainsi enrichies en PI(3)P et cette propriété permet le recrutement d’Atg18 

ou d’Atg21 à ce niveau. Atg21 fonctionne de façon prépondérante au cours de la voie CVT mais 

elle pourra être recrutée au cours de l’autophagie pour compenser l’absence d’Atg18 (Nair et al., 

2010). 

En conditions nutritionnelles normales, le PI(3)P est  retrouvé au niveau des endosomes et de la 

membrane vacuolaire, le PI(3,5)P2 est également présent dans la membrane vacuolaire et Atg18 

participe au transport rétrograde des endosomes vers l’appareil de Golgi (Nair et  al., 2010). Elle est 

aussi impliquée dans la régulation de la morphologie de cet organite (Dove et al., 2004; Efe et al., 
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2007; Jin et al., 2008). Il existe également un contingent d’Atg18 libre qui est constitutivement 

complexé à Atg2. En conditions d’induction de l’autophagie, Atg18 est libérée de la membrane 

vacuolaire, la liaison d’Atg2 à Atg18 et l’interaction d’Atg18 au PI(3)P sont requises pour la 

localisation du dimère Atg18-Atg2 à la SPA (Obara et al., 2008). Ainsi, l’intervention d’une PI(3,5)

P2-phosphatase pourrait participer à la régulation de la localisation de Atg18 dans la cellule. En 

outre, Atg2 est connue pour se lier à Atg9 et semble intervenir dans la dynamique d’association-

dissociation de cette protéine au niveau de la SPA de façon dépendante d’Atg1 (Sekito et al., 2009). 

Grâce à leurs domaines WD40, Atg18 et Atg21 permettent le recrutement des systèmes de 

conjugaison nécessaires à la nucléation et à l’expansion de la membrane autophagosomale (voir 

plus loin). Ces protéines n’apparaissent pas recruter le complexe Atg12-Atg5~Atg16 mais 

contrôlent la conjugaison d’Atg8, l’un des derniers produits de gène Atg à être recruté à la SPA 

(Nair et al., 2010).

Mécanistiquement, la voie CVT utilise une grande partie de la machinerie autophagique, et en 

particulier la machinerie impliquée dans la formation de la SPA nécessaire à la mise en place de 

l’autophagosome bi-membranaire en conditions de privation nutritionnelles et des vésicules de la 

voie CVT (Scott et al., 1996; Khalfan et Klionsky, 2002).
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Figure 17 (page suivante): Déroulement de l’autophagie chez la levure S.cerevisiae :
Suite à l’inhibition de TORC1 (1),  Atg13 est déphosphorylée,  ce qui lui permet de s’associer à Atg1 (2), puis de former 
un complexe pentamérique en interagissant avec celui formé par Atg17, Atg29 et Atg31 (2’). Parallèlement, Atg14 
recrute le complexe VPS34/VPS15/Atg6 à l’origine de la production de PI(3)P, nécessaire à la nucléation de la 
membrane pré-autophagosomale (3).  Le complexe pentamérique Atg13-Atg1/Atg17-Atg29-Atg31 interagit ensuite avec 
d’autres protéines Atg telles que Atg20 et Atg24 par le biais d’Atg17, le tout participant à l’organisation de la SPA (2’, 
3’ et 3’’). 
De façon dépendante de l’activité kinase d’Atg1, Atg9, protéine trans-membranaire va « cycler » entre des structures 
membranaires discrètes, les « réservoirs à Atg9 » où elle est complexée à Atg27 et Atg23 et la SPA où elle est liée à 
Atg2 et Atg18, ancré à la membrane par liaison au PI(3)P, et faisant le lien avec le complexe organisateur. Le 
recrutement d’Atg9 vers la SPA fait intervenir Atg11 (ou Atg17) (4’ et 5’). Ce trafic d’Atg9 pourrait permettre l’apport 
de portion membranaires nécessaires pour la formation de l’expansion de la membrane d’isolement. La conjugaison 
d’Atg12 à Atg5 d’une part (formation du complexe Atg12-Atg5~Atg16, cf Partie 2-II-C-4-a-i) et celle d’Atg8 à la PE (cf 
Partie 2-II-C-4-a-ii) d’autre part (4),  nécessitant l’intervention des enzymes Atg3, Atg4, Atg7, et Atg10 est nécessaire à 
l’expansion de la membrane autophagosomale (5), qui se referme enfin sur elle-même pour donner l’autophagosome 
(6). Ce dernier fusionne ensuite avec la vacuole pour y déverser son contenu qui sera dégradé en molécules de base 
(aa, lipides) par les enzymes y résidant dont la lipase Atg15. Ces éléments passent dans le cytosol grâce à des 
perméases comme Atg22 où ils seront recyclés.
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3. Autophagie chez les mammifères

L’initiation de l’autophagie est assurée par les homologues mammaliens de Atg1, Atg13 et 

Atg17, très conservés entre les espèces.

a. La famille ULK

La famille d’homologues mammaliens d’Atg1 a été identifiée en tant  que protéine homologue 

de la protéine Unc-51 du nématode C. elegans (Kuroyanagi et al., 1998), ce sont les protéines ULK. 

Quatre membres de cette famille sont connus, ULK1-4 parmi lesquels, ULK1, ULK2 et ULK3 sont 

impliqués dans l’autophagie. Néanmoins, l’isoforme majoritaire pour le processus autophagique est 

ULK1 puisque la suppression de son expression dans des cellules de la lignée HEK293 inhibe 

l’autophagie. Cependant, les souris n’exprimant pas ULK1 présentent une induction normale de 

l’autophagie suite à une privation, un ralentissement de la dégradation mitochondriale (Kundu et  al., 

2008; Jung et al., 2009). Par conséquent, des protéines telles que ULK2 pourraient alors compenser 

la perte de ULK1. Dans des neurones granulaires cérébelleux issus de souris KO (Knock-Out) pour 

ULK1, l’autophagie est anormale et la sensibilité de ces neurones à l’apoptose est accrue, ce qui 

n’est pas le cas pour les fibroblastes, suggérant alors une activité tissu-spécifique, partiellement 

redondante des homologues mammaliens de Atg1 (Tomoda et al., 1999; Lee et Tournier, 2011).

Chez les métazoaires, les homologues d’Atg1 sont associés au processus de développement du 

système nerveux central (SNC). dAtg1, pour la drosophile est impliquée dans le développement 

neuronal, et Unc-51 joue un rôle important dans la croissance et le guidage axonaux chez le 

nématode (Ogura et al., 1997; Lai et Garriga, 2004; Tsuboi et al., 2005; Ogura et Goshima, 2006; 

Ogura et al., 2010). De même, ULK1 et 2 seraient impliqués, chez les mammifères dans la 

croissance neuritique et sont recrutés par le récepteur au facteur de croissance neuronal TrkA-NGF 

(Lee et Tournier, 2011).

ULK1 interagit  avec un certain nombre de protéines comme GATE-16, GABARAP, p62/

SQSTM1, FIP200, SynGAP (Synaptic GTPase-Activating protein)/Atg101 et la synténine (une 

protéine interagissant avec la petite protéine G Rab5) (Okazaki et al., 2000; Hara et Mizushima, 

2009; Mercer et al., 2009).

b. mAtg13

L’identification de l’homologue mammalien d’Atg13 est très récente (Mercer et al., 2009). 

Comme chez la levure, mAtg13 est un substrat de mTORC1 et peut également être phosphorylée 
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par ULK1 (Kamada et  al., 2010), mais contrairement à Atg13 chez S. cerevisiae, mAtg13 peut 

s’associer à ULK1 et à FIP200 indépendamment de son état de phosphorylation. FIP200, 

correspondrait à l’homologue fonctionnel d’Atg17 chez les mammifères malgré une faible 

homologie de séquence (Hara et al., 2008; Hara et Mizushima, 2009).

Atg101, une protéine associée à mAtg13 (Hosokawa et al., 2009b; Mercer et  al., 2009), n’a pas 

d’homologue chez S. cerevisiae mais elle est retrouvée chez un certain nombre d’espèces 

eucaryotes dont la levure S. pombe (Hosokawa et al., 2009b). Atg101 affecterait la dégradation 

dépendante du protéasome d’Atg13, constituant une nouvelle forme de modulation de l’activité 

autophagique (Hosokawa et al., 2009b; Mercer et al., 2009). 

c. Fonctionnement du complexe ULK1-mAtg13-FIP200

Ce complexe existe dans la cellule quelles que soient les conditions nutritionnelles. Son activité 

va dépendre de sa localisation et de ses interactions avec d’autres protéines telles que l’AMPK et 

mTORC1 (figure 15).

En conditions physiologiques normales, ULK1, Atg13 et FIP200 sont phosphorylés sur des sites 

inhibiteurs et retrouvés sous forme de complexes avec mTORC1 et cette association est dépendante 

des conditions nutritionnelles de la cellule (Hosokawa et al., 2009a). En cas d’induction de 

l’autophagie, mTORC1 est  inhibé, conduisant à sa dissociation d’avec ULK1-mAtg13-FIP200 et à 

la déphosphorylation des protéines membres de ce complexe. ULK1 peut alors s’autophosphoryler 

en position activatrice, et phosphoryler mAtg13 et FIP200 et peut participer à la nucléation de la 

membrane autophagosomale (Jung et al., 2009). Le fonctionnement de ce complexe est 

indispensable pour l’initiation de l’autophagie (Ganley  et  al., 2009). Bien que les substrats du 

complexe ULK1-mAtg13-FIP200 ne sont pas clairement identifiés, il semble agir sur le recrutement 

des protéines nécessaires à la formation de l’autophagosome vers des portions membranaires 

spécifiques du RE appelées omégasomes (terme donné à cause de la forme prise par ces membranes 

en forme d’omega) qui serviront de plateforme pour la formation du phagophore (Axe et al., 2008; 

Simonsen et Stenmark, 2008).

4. Importance des phosphoinositides pour 
l’autophagie 

Les phosphoinositides sont des molécules dérivant du phosphatidylinositol (PI). Le PI peut être 

phosphorylé au niveau des groupements hydroxyles en position 3, 4 et 5 du cycle inositol grâce à 
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des protéines kinases dont les PI3K, spécialisées dans la phosphorylation de la position 3 de ce 

cycle. Le PI(3)P en résultant est un lipide retrouvé dans les vésicules de la voie endosomale (et au 

niveau de la membrane vacuolaire chez la levure), normalement inexistant dans le RE et important 

pour le recrutement de la machinerie autophagique et la formation des autophagosomes. 

a. PI(3)P kinases

Chez la levure, deux complexes produisent ce lipide, les complexes PI3K (I) et (II) qui ont en 

commun l’activité catalytique de Vps34 (Kihara et al., 2001a). Vps34 est ancrée à la membrane du 

réseau trans-golgien par association avec la protéine adaptatrice Vps15 ; p150 chez les mammifères 

(Panaretou et al., 1997). Le premier complexe, nécessaire pour l’autophagie contient Atg6 et Atg14, 

le second a un rôle dans la voie endocytaire (Itakura et Mizushima, 2009).

Chez les mammifères, il existe trois 

classes de PI3K dont deux ont des 

rôles opposés dans l’autophagie. En 

effet, les PI3K de classe I qui 

catalysent la phosphorylation du PI

(4,5)P2 en PI(3,4,5)P3 inhibent 

l’autophagie en activant mTOR par 

l’intermédiaire de la voie Akt/PKB 

(Furuta et al., 2004) (voir Partie 2-II-

B-2-a). La PI3K(III) hVPS34 n’a pour 

substrat que le PI qu’elle phosphoryle 

en PI(3)P (figure 18). Les protéines 

possédant le domaine FYVE ou PX 

peuvent se lier au PI(3)P, ce qui 

influence leur localisation, leur 

conformation et/ou leur activité (Burman et Ktistakis, 2010). L’activation du complexe contenant 

hVPS34 est à la base de la nucléation de la membrane d’isolement (Meijer et Codogno, 2004). 

La PI3K(III), indépendamment des effets d’une privation en aa, peut-être inhibée lors d’une 

privation en glucose via l’AMPK. Cette inhibition serait  un frein agissant en cas de stress prolongé. 

En ce sens, chez la drosophile, la protéine kinase dS6K agit en complément de dVps34 en tant 

qu’effecteur positif de l’autophagie et se voit inhibée en cas de stress nutritionnel (Young et al., 
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Figure 18 : Phosphorylation du PI en PI(3)P
Le complexe hVPS34-p150-Beclin-1 est localisé au niveau du réseau 
trans-golgien ou au niveau du site de nucléation des autophagosomes. 
p150 doit être myristoylée pour que le complexe soit actif. L’activité 
de hVPS34 est inhibée par les kinases Cdk1 et Cdk5. Le PI3P est 
déphosphorylé en PI par Jumpy et les phosphatases appartenant à la 
famille MTMR. Jumpy et MTMR3 ont été impliquées dans la 
régulation négative de l’autophagie.



2006). hVPS34 est physiologiquement phosphorylée au niveau de plusieurs sérines et thréonines : 

T163, S164, S244, S282 et S455. Elle constitue le substrat de certaines Cdk (cyclin-dependent 

kinases) : Cdk1 et Cdk5 (Furuya et al., 2010). La phosphorylation de hVPS34 par Cdk1 en T159, 

réduisant l’activité autophagique en inhibant l’interaction entre hVPS34 et Beclin-1 (Atg6), aurait 

un rôle dans l’inhibition de l’autophagie au cours de la mitose. La protéine Cdk5, quant à elle, 

phosphoryle hVPS34 à la fois en T159 mais aussi en T668, résidu situé au niveau du site catalytique 

de Vps34. Cette phosphorylation peut donc inhiber à elle seule hVPS34. Le fait que hVPS34 soit 

aussi un substrat de la Cdk5 a des implications sur le plan pathologique (Rubinsztein, 2010).

La formation de PI(3)P est indispensable à la mise en place de l’omégasome et à la poursuite du 

processus autophagique. Ce lipide pourrait permettre le recrutement de DFCP-1 (contenant deux 

domaines FYVE ; Double FYVE-Containing Protein 1) et de WIPI-1 (WD40 repeat containing 

protein that Interacts with PhosphatidylInositide) et WIPI-2 (homologues mammalien d’Atg18, 

présentant un domaine FYVE) (Proikas-Cezanne et al., 2004; 2007; Polson et al., 2010). Il existe 

des divergences entre WIPI1 et  WIPI2. Cette dernière serait finalement la plus proche d’Atg18

(Polson et al., 2010). WIPI2 a également été décrite comme étant l’homologue d’Atg21.

Alors que toutes les PI3K sont inhibées par la wortmannine, les PI3K(III) sont inhibées plus 

spécifiquement par la 3-méthyladénine (3-MA) qui constitue donc un inhibiteur de l’autophagie 

(Seglen et Gordon, 1982). Ces substances ont contribué à l’établissement de la chronologie de 

l’intervention des protéines Atg au cours de la formation autophagosomale (Itakura et Mizushima, 

2009).

b. Les complexes hVPS34-p150-Beclin-1

Suite à une signalisation inductrice de l’autophagie, Beclin-1 interagit avec hVPS34 (figures 18 

et 19), au niveau de la membrane du réseau trans-golgien par l’intermédiaire d’une protéine 

adaptatrice ancrée à ce niveau : p150 (Panaretou et al., 1997; Kihara et al., 2001b). La présence de 

Beclin-1 a été décrite au niveau de la membrane plasmique, du RE, du réseau trans-golgien, dans le 

cytoplasme et  au niveau du noyau (Kihara et al., 2001b; Liang et al., 2001; Criollo et al., 2007;  

Heath-Engel et al., 2008; Li et al., 2009; Vicencio et al., 2009). hVPS34, existe dans au moins trois 

complexes distincts qui ont en commun la protéine p150, homologue de Vps15, et Beclin-1 :

- hVPS34-p150-Beclin-1/mAtg14 ou BARKOR (Beclin-1 Associated Autophagy Related 

Key regulator);

- hVPS34-p150-Beclin-1/UVRAG (Ultra-Violet Resistance Associated Gene);
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- hVPS34-p150-Beclin-1/UVRAG/Rubicon (RUN domain protein as Beclin-1 Interacting et 

cystein-rich Containing) (Matsunaga et al., 2009).

Ces complexes interviennent dans la régulation spatio-temporelle de l’autophagie. En effet, 

chacun d’entre eux intervient à des étapes différentes au cours de l’autophagie. Le premier de ces 

complexes contient mAtg14 (Sun et al., 2009; Matsunaga et al., 2009; Matsunaga et al., 2010; Noda 

et al., 2011) et est impliqué dans le recrutement des protéines nécessaires à la nucléation et  à 

l’expansion de la membrane d’isolement (voir plus loin). La liaison de mAtg14 et de UVRAG au 

complexe hVPS34-p150-Beclin-1 est exclusive donc les deux complexes PI3K(III) résultant de ces 

associations auraient des actions différentes au cours de l’autophagie. Cependant, le fait que le 

complexe comprenant UVRAG agisse au cours de l’autophagie est matière à controverse. En effet, 

certains groupes ont  présenté son caractère nécessaire pour la conduite de cette voie catabolique 

(Takahashi et al., 2011) alors que certains travaux l’excluent de ce processus (Itakura et Mizushima, 

2009). De fait, UVRAG peut se lier à hVPS34 indépendamment de Beclin-1. Lorsque UVRAG est 

absente, la fusion autophagosomale est  perturbée alors que la nucléation du phagophore est très peu 

affectée. A l’inverse, l’inhibition de l’interaction entre UVRAG et Beclin-1 gêne la formation 

autophagosomale (Liang et al., 2008a). Par conséquent, l’implication d’UVRAG au cours de 

l’autophagie ne serait pas limitée à la nucléation du phagophore et interviendrait au cours des étapes 

de transport et de fusion des autophagosomes et de leurs dérivés. La protéine UVRAG intervient 

également au cours de la régulation du trafic des vésicules de la voie endo-lysosomale. Cette 

protéine peut être localisée au niveau des endosomes précoces et peut d’interagir avec la GTPase 

Rab5, spécifique de ces structures. La mutation du domaine C2 (domaine d’association aux lipides 

membranaires dépendant du calcium) perturbe la fusion des autophagosomes avec les lysosomes. 

UVRAG interagit  également avec Rab7 et favorise son activation, il a alors été émis l’hypothèse 

qu’UVRAG permette l’échange de Rab5 avec Rab7 au cours des étapes de maturation de la voie 

endo-lysosomale (Liang et al., 2008b) par activation de HOPS. Rubicon interagit spécifiquement 

avec Rab7 et de manière mutuellement exclusive avec UVRAG et  constitue un régulateur négatif de 

la maturation endosomale et autophagique (Sun et al., 2010; Lin et Zhong, 2011). 

Beclin-1 peut se lier aux protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-XL et ce de façon dépendante 

de la disponibilité en nutriments, cette interaction est inhibitrice pour l’autophagie car elle empêche 

l’association entre Beclin-1 et hVPS34 (Pattingre et al., 2005). A l’inverse, l’association entre 

Beclin-1 et Bcl-2 n’inhibe en aucun cas la fonction anti-apoptotique de Bcl-2 (Maiuri et al., 2007; 

Ciechomska et al., 2009). En fait, toutes les formes de Bcl-2 n’inhibent pas l’autophagie en 
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interagissant avec Beclin-1 : seule la forme de Bcl-2 associée au RE a cette capacité, (la forme 

mitochondriale de Bcl-2 peut inhiber l’autophagie en interagissant  avec AMBRA-1 (Strappazzon et 

al., 2011 ; voir plus loin). Ce fait peut être expliqué par l’implication du récepteur à l’IP3 dans ce 

processus de régulation (Vicencio et al., 2009). Beclin-1 est le substrat de la DAPk (Death-

Associated Protein kinase), une protéine suppresseur de tumeur absente dans un grand nombre de 

cancers (Raveh et Kimchi, 2001; Lin et al., 2010). La DAPk va phosphoryler Beclin-1 au niveau de 

son domaine BH3 et ainsi promouvoir sa dissociation d’avec Bcl-2 (Zalckvar et al., 2009a; b). JNK/

SAPK (c-jun amino-terminal kinase, Stress Activated Protein Kinase), une protéine appartenant à la 

famille des MAPK et pouvant être activée par la DAPk a Bcl-2 pour substrat et diminue son affinité 

pour Beclin-1 (Wei et al., 2008). La phosphorylation de Bcl-2 par JNK est induite également en cas 

d’induction de l’autophagie par les céramides qui agissent en parallèle sur la voie Akt et  mime une 

privation en aa (Pattingre et al., 2009a; b) (figure 14).

c. PI(3)P Phosphatases

La déphosphorylation du PI(3)P est due à l’action de protéines appartenant à la famille des 

myotubularines qui comprend quinze membres (MTM1 et MTMR1-14). MTMR14, également 

appelée Jumpy, mutée dans la myopathie centronucléaire, est responsable de la déphosphorylation 

de PI(3)P au cours de l’autophagie et a une influence négative sur la formation du phagophore ainsi 

qu’au cours d’étapes plus tardives. La protéine MTMR3 jouerait également un rôle dans la 

formation de l’omégasome en fonctionnant de concert avec WIPI1/2. Il s’agirait d’un mécanisme de 

frein contrebalançant l’activité de hVPS34 permettant une régulation fine de la formation des 

membranes autophagosomales (Vergne et al., 2009; Burman et Ktistakis, 2010; Vergne et Deretic, 

2010). Outre leur rôle dans la régulation négative de l’autophagie, MTMR3 et Jumpy ont un rôle 

crucial en conditions normales car en empêchant l’existence du PI(3)P au niveau de la membrane 

du RE, ces phosphatases conditionnent l’efficacité de la signalisation autophagique et le 

recrutement spécifique de la machinerie autophagique constituée par les protéines Atg en conditions 

inductrices (Vergne et al., 2009; Taguchi-Atarashi et al., 2010).

5. Mise en place de l’omégasome 

L’existence de l’omégasome a été mise en évidence récemment dans des cellules de 

mammifères. Sa mise en évidence repose sur la co-localisation précoce, temporaire et faisant suite à 

une privation en aa entre une protéine, DFCP-1, pouvant se lier au PI(3)P et à la protéine LC3-II, 

marqueur de la membrane autophagosomale (Axe et al., 2008).
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En conditions non-inductrices d’autophagie, DFCP1 est trouvée au niveau de l’appareil de 

Golgi, et de façon ubiquitaire, dans la membrane du RE. Elle est relocalisée dans des portions 

membranaires spécifiques liées au RE après induction de l’autophagie. Cela a lieu de façon 

dépendante de l’activité du complexe Beclin-1/hVPS34. Ces nouvelles structures, en continuité 

avec la membrane du RE ont été nommées omégasomes (figure 19). L’omégasome présente la 

particularité d’être une des rares zones du RE contenant du PI(3)P (Simonsen et Tooze, 2009). Il 

s’agit d’un compartiment dynamique, à l’existence fugace, de l’ordre de six à sept  minutes, et co-

localisant partiellement avec un certain nombre de protéines Atg endogènes. 

Son rôle serait de servir de patron et de plateforme pour la formation de l’autophagosome, à la 

manière de l’anneau de plastique pour les bulles de savon. Une fois l’autophagosome formé, 

l’omégasome s’effondre sur lui-même et disparaît. La protéine DFCP1, marqueur de l’omégasome 

est nécessaire et suffisante pour la localisation des protéines Atg requises pour l’établissement du 

phagophore au niveau du RE ainsi que pour la naissance de l’autophagosome, mais n’inhibe pas 

l’autophagie (Axe et al., 2008; Simonsen et Stenmark, 2008, Walker et al., 2008). La formation de 

l’omégasome et  la naissance du phagophore sont deux processus très rapprochés dans le temps. En 
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Figure 19 : Formation de l’omégasome
(1) Le complexe ULK1 activé phosphoryle la protéine Ambra-1 associée aux microtubules grâce à une interaction avec 
DLC1 au niveau du complexe moteur dynéine. (2) Ceci permet le recrutement du complexe Ambra-1-Beclin-1-hVPS34-
p150 au niveau du RE où est localisée BARKOR/mAtg14. (3) L’activité kinase de hVPS34 permet la synthèse de PI3P 
au niveau de la membrane du RE. La formation de PI(3)P est régulée négativement par l’intervention de la 
phosphatase Jumpy. (4) La présence de PI3P au sein de la membrane du RE permet le recrutement de DFCP1 et de 
WIPI 1/2. La protéine DFCP-1 est nécessaire pour la formation de l’omégasome, berceau où sera assemblé le 
phagophore.



outre, mAtg14, protéine résidente du RE est indispensable à la mise en place de ces deux structures 

et dont l’activité dépend du complexe ULK1-mAtg13-FIP200 (Matsunaga et al., 2010). 

Un modèle mathématique a permis de démontrer l’importance de l’existence de cette structure 

dans l’optimisation de la régulation temporelle de la formation autophagosomale (Ktistakis et al., 

2011).

Les évènements exacts suivant l’activation du complexe ULK1/mAtg13/FIP200, ne sont pas 

encore tous connus. Néanmoins, il a été montré qu’une protéine impliquée dans le développement 

du système nerveux central et indispensable pour l’autophagie, AMBRA1 (Fimia et al., 2007), était 

un substrat de ULK1. AMBRA1 est une protéine du complexe hVPS34/p150/Beclin 1. AMBRA1 

interagit avec DLC1 (Dynein Light Chain 1), appartenant au complexe moteur dynéine, responsable 

du transport  de composants le long des microtubules. Suite à sa phosphorylation par ULK1, 

AMBRA1 se dissocie de DLC1 et participe ainsi à la translocation du complexe hVPS34-p150-

Beclin-1 au niveau du RE (Di Bartolomeo et al., 2010; Fimia et al., 2011). La protéine mAtg14 

localisée au niveau du RE recrute le complexe hVPS34-p150-Beclin-1 pour permettre la production 

de PI(3)P (Matsunaga et al., 2010). Ce lipide, normalement absent de la membrane du RE 

probablement grâce à l’action de Jumpy, « attire » DFCP-1 et  WIPI1/2. Les protéines WIPI, grâce à 

leur domaine WD40, fonctionnent comme une sorte de plateforme permettant le recrutement des 

autres protéines Atg comme par exemple mAtg9 (Proikas-Cezanne et al., 2004; Itakura et 

Mizushima, 2009; Mehrpour et al., 2010). Il a également été suggéré que le PI(3)P confèrerait à 

l’omégasome sa courbure particulière (Hamasaki et Yoshimori, 2010). 

Hayashi-Nishino et al., ont réalisé une étude ultra-structurale des omégasomes et ont établi un 

modèle pour la formation de la membrane d’isolement dans lequel les structures relatives aux 

omégasomes font partie du RE. Les bords de l’omégasome et la membrane d’isolement en 

formation sont connectées entre eux par une étroite langue de membrane suggérant que le RE 

fournirait des portions membranaires pour la formation du phagophore, ce qui n’exclue pas 

l’existence d’autres sources pour la constitution de la membrane autophagosomale (Hayashi-

Nishino et al., 2009; 2010; Tooze et Yoshimori, 2010). 
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6. Nucléation et expansion de la membrane 
d’isolement

a. Naissance du phagophore 

A cette étape du processus autophagique, interviennent deux systèmes de conjugaison ubiquitin-

like (Ohsumi et Mizushima, 2004) (figures 19 et 22). Il s’agit de complexes intervenant 

principalement dans la formation de l’autophagosome (Yang et Klionsky, 2010). Le rôle exact de 

ces deux complexes et leurs liens aux voies de signalisation citées précédemment sont  assez flous, 

toutefois, il semble clair que ce rôle ait un rapport avec l’expansion de la membrane d’isolement 

voire l’initiation de sa formation et la fermeture de l’autophagosome (Yang et Klionsky, 2010).

i. Formation du complexe Atg5-Atg12~Atg16L

Chez S. cerevisiae, Atg12, une protéine constituée de 186 aa, est activée par la formation, au 

niveau d’un résidu glycine C-terminal, d’une liaison thioester de haute énergie avec une enzyme 

ATP-dépendante E1-like, Atg7 (au niveau de la cystéine 507) (Tanida et  al., 1999). Atg12 est 

ensuite transférée à une enzyme E2-like : Atg10 (au niveau de la cystéine 133). Enfin, la glycine 

C‑terminale est liée de façon covalente à la K149 d’Atg5 (liaison isopeptide). Alternativement, 

Atg12 peut être conjuguée à Atg3 (enzyme E2-like du système de conjugaison Atg8) par une liaison 

covalente. Ce complexe apparaît être nécessaire pour l’homéostasie mitochondriale en favorisant la 

dégradation autophagique spécifique de mitochondries altérées (Fujioka et al., 2010; Radoshevich 

et al., 2010; Radoshevich et Debnath, 2011) (figure 20).

Le complexe Atg12-Atg5 interagit avec une protéine possédant  une région CC : Atg16, présente 

dans le cytoplasme sous forme homo-oligomérique12, probablement sous forme de dimères. Cette 

interaction a lieu grâce à un domaine amino-terminal de la séquence d’Atg16 (Fujioka et al., 2010) 

et elle peut avoir lieu sans qu’il n’y ait de conjugaison entre Atg12 et Atg5 (Mizushima et Ohsumi, 

1999). Les complexes Atg12-Atg5~Atg16 s’associent en tétramères d’environ 350 kDa et se 

retrouvent liés à la membrane de la SPA (Mizushima et al., 2003). De façon remarquable, les 

complexes Atg12-Atg5~Atg16 ne peuvent se lier que sur des surfaces membranaires convexes, ce 

qui conforte l’idée selon laquelle ce complexe participe à la formation autophagosomale. Ce type de 

liaison aux membranes est identique à celui de protéines du manteau impliquées dans le trafic 

membranaire. En outre, la formation du complexe Atg12-Atg5 est essentielle pour la poursuite de 
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l’autophagie, d’une manière générale, la présence d’Atg5 est indispensable (Reggiori et Klionsky, 

2005).

Ce processus est en grande partie conservé bien que la protéine Atg16L (Atg16 like) retrouvée 

chez les mammifères n’ait qu’un taux d’homologie très faible avec Atg16. En effet, au cours de la 

phylogenèse, Atg16L a acquis des domaines supplémentaires à l’image du large domaine C-

terminal comportant sept domaines de répétitions WD40. 

Atg12 est liée par le résidu glycine carboxy-terminal, de façon covalente, à la K130 d’Atg5 

pour, finalement, former un complexe multimérique d’environ 800 kDa avec Atg16L. La liaison 

covalente d’Atg12 à Atg5 n’est pas 

nécessaire ni pour la liaison entre 

Atg5 et Atg16L, ni pour leur ciblage à 

la membrane d’isolement mais elle est 

indispensable pour l’expansion de 

celle‑ci (Mizushima et Ohsumi, 1999; 

Fujioka et al., 2010).

Mizushima et al. ont montré en 2001, 

que le marquage de la membrane 

d’isolement par le complexe Atg12-

Atg5 disparaissait après la formation 

de l’autophagosome (Mizushima et 

a l . , 2 0 0 1 ) , c e p r o c e s s u s e s t 

extrêmement rapide puisqu’il a lieu 

dans les cinq minutes suivant la 

fermeture autophagosomale (Fujita et al., 2008) 13 . Donc ce complexe agit au cours de l’étape de 

formation et d’expansion du phagophore mais pas au-delà (Mizushima et al., 2001).
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13 La déacétylase dépendante du NAD, Sirt1 peut sʼassocier à Atg5, Atg7 et Atg8. En outre les souris pour 
lesquelles lʼexpression de Sirt1 a été abolie présentent un phénotype proche de celui présenté par les souris 
Atg5-/- dont lʼaccumulation intracellulaire de vésicules et une létalité péri-natale. Les auteurs ont alors 
suggéré que la lysine 130 dʼAtg5 pouvait être acétylée de façon réversible et constituer un substrat pour 
Sirt1 qui aurait alors un rôle important dans la modulation de lʼautophagie (Lee et al., 2008). 

Figure 20 : Formation du complexe Atg12-Atg5~Atg16L. 
Atg12 est couplé à Atg5 par une conjugaison de type ubiquitine où 
l’enzyme Atg7 joue le rôle d’E1 et Atg10 celui d’Atg10. Atg12-Atg5 
est ensuite associé à Atg16L (mammifères, Atg16 pour S. cerevisiae) 
de façon non-covalente, puis ces complexes sont assemblés en 
tétramères.



ii. Le système de conjugaison Atg8 (MAP-LC3) : expansion et 

fermeture du phagophore

• Principe

La conjugaison d’Atg8 est totalement dépendante du complexe précédent car celui-ci participe 

aux phases finales de la réaction. Par rapport aux autres systèmes de conjugaison de type ubiquitine 

existants, le système Atg8 est particulier car le couplage ne se fera non pas à une protéine mais à un 

phospholipide, la PE (Ichimura et al., 2000). Atg8 est une petite protéine globulaire repliée de la 

même manière que l’ubiquitine et présente également un domaine UBL à son extrémité carboxy-

terminale. La spécificité de cette protéine réside au niveau de son extrémité amino-terminale, 

constituée de deux hélices " en tandem, spécifiques à la famille protéique Atg8 (Noda et al., 2010).

Chez la levure, le résidu asparagine C-terminal du précurseur de la protéine Atg8 est clivé par 

une cystéine protéase : Atg4 de façon à exposer un résidu glycine (Mizushima et  al., 2001) pour 

obtenir la forme activée d’Atg8. De la même façon qu’avec Atg12, Atg8 est couplée par une liaison 

thioester à Atg7 (cystéine 507) puis transférée à Atg3 (Tanida et  al., 2002) et liée par la glycine 

exposée au groupement amine de la PE au niveau de la SPA (Ichimura et al., 2000) (Atg8-PE). 

Cette liaison à la membrane n’a lieu qu’en présence d’un complexe Atg12-Atg5~Atg16 fonctionnel 

car Atg8 ne peut pas cibler la membrane dans des organismes déficients en Atg5 (Mizushima et al., 

2001 ; figure 21).

De récents travaux in vitro ont permis une meilleure compréhension des processus de fusion 

montrant la capacité intrinsèque de Atg8-PE à favoriser l’accolement et l’hémifusion de liposomes 

par interaction entre molécules d’Atg8 associées à différentes membranes lipidiques, ce processus 

est ralenti par l’action d’Atg4 (Nakatogawa et  al., 2007; Subramani et Farré, 2007). Atg8 

contrôlerait donc l’expansion de la membrane d’isolement et la lipidation de cette protéine en 

constituerait le signal d’activation. Chez la levure, la quantité d’Atg8 conjuguée à la PE est 

directement reliée à la taille des autophagosomes sans affecter leur nombre (Xie et al., 2008a; b) et 

régule l’intensité de l’activité autophagique. De plus, ces derniers travaux indiquent que la 

déconjugaison d’Atg8 par Atg4 est nécessaire pour la fermeture de l’autophagosome confirmant 

l’activité régulatrice de cette enzyme sur l’expansion membranaire autophagosomale et dans le 

contrôle de la taille des autophagosomes. La déconjugaison d’Atg8-PE par Atg4 est régulée par 

Atg18 et Atg21. Ces deux protéines recrutées à la SPA, protègent Atg8 envers l’activité 

99



enzymatique d’Atg4 et donc également participer à la régulation de la taille des autophagosomes 

(Nair et al., 2010). 

Atg8 est une protéine hautement conservée au cours de l’évolution et retrouvée chez tous les 

organismes modèles, ce qui est également le cas chez les mammifères (Martinet  et al., 2006). 

Cependant, une complexification du système est survenue puisqu’il y a deux homologues de Atg8 

chez C. elegans et la drosophile, et au moins huit homologues différents d’Atg8 pour l’Homme 

(Alberti et  al., 2010; Weidberg et al., 2010). Le premier homologue mammalien identifié pour avoir 

une fonction dans le processus autophagique est MAP1-LC3 chez le rat (Kabeya et al., 2000). 

Comme chez S. cerevisiae, le précurseur de LC3 subit un clivage activateur au niveau de son 

extrémité carboxy-terminale par un homologue d’Atg4 pour donner une forme activée cytosolique : 

la forme LC3-I qui sera ensuite spécifiquement conjuguée à la PE du phagophore en formation 

grâce à l’intervention des homologues d’Atg7 et d’Atg3. Le complexe Atg12-Atg5~Atg16L a la 

fonction d’enzyme E3-like pour la conjugaison de LC3 à la PE de la membrane autophagosomale 

(Hanada et al., 2007; Noda et al., 2008). Par ailleurs, ce complexe spécifie le site de lipidation de 

LC3 au niveau du phagophore et participe à son recrutement en interagissant à la fois avec Atg3 et 

avec des facteurs membranaires encore inconnus catalysant cette réaction. En effet, lorsque ce 

complexe est localisé de façon artificielle au niveau de la membrane plasmique, alors la lipidation 

de LC3 a lieu à ce niveau (Hanada et al., 2007). Ainsi, le complexe comprenant Atg16L tiendrait le 

rôle d’échafaudage dans la lipidation de LC3 en permettant le rapprochement de l’enzyme E2-like 

Atg3 près de la membrane cible (Nakatogawa et al., 2008; Noda et al., 2008). La forme ainsi liée à 

la PE, LC3-PE est appelée LC3-II.

LC3-II est ancrée de chaque côté de la membrane d’isolement. Après la fermeture de celle-ci, il 

n’est plus retrouvé que du côté luminal de l’autophagosome puis est  dégradé après la formation de 

l’autolysosome (Kabeya et al., 2000). Après fermeture de l’autophagosome, LC3-II couplée à la 

membrane externe est clivée par Atg4 et recyclée dans le cytoplasme où elle pourra être éliminée 

par le protéasome après avoir été polyubiquitinylée. Comme chez la levure, cette déconjugaison de 

LC3 de la PE est nécessaire pour la poursuite de l’autophagie puisque la suppression de 
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l’expression d’Atg4B cause l’accumulation de phagophores (autophagosomes non refermés) dans 

les cellules (Fujita et al., 2008; 2009). 

LC3 est une phosphoprotéine, au 

niveau de laquelle deux sites de 

phosphorylation ont été identifiés. Le 

premier se situe au niveau de la T6, et 

est phosphorylé par la protéine kinase 

C (PKC). Bien que l’inhibition de la 

PKC augmente l’autophagie et qu’à 

l’inverse son activation a un effet 

inhibiteur, l’action directe de cette 

phosphorylation sur l’autophagie n’a 

pas pu être démontrée (Jiang et al., 

2010). LC3 est  également un substrat 

de la protéine kinase A (PKA) qui la 

phosphoryle au niveau de la S12. 

Cette phosphorylation est inhibitrice 

d e l ’ a c t i v i t é a u t o p h a g i q u e , 

néanmoins, comme il existe une 

population de LC3 phosphorylée dans les cellules de manière ubiquitaire, la phosphorylation de 

LC3 pourrait constituer un moyen de stocker LC3 sous une forme inactive mais rapidement 

mobilisable en cas d’induction de l’autophagie (Cherra et al., 2010).

• Homologues mammaliens d’Atg8

Chez les mammifères, les homologues d’Atg8 sont regroupés en deux sous-familles. La 

première est la sous-famille LC3, constituée de quatre membres : LC3A qui comporte deux 

isoformes issues d’un épissage alternatif, LC3B et LC3C. Les formes A et B sont les plus 

abondantes (He et al., 2003). La seconde correspond à la sous famille GABARAP qui comprend 

GATE-16 (Golgi-Associated ATPase Enhancer of 16 kDa) ou GABARAPL2, GABARAP, 

GABARAP-L1 et GABARAP-L3.
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Figure21 : Conjugaison de LC3 (Atg8) à la membrane 
autophagosomale selon un processus de conjugaison de type 
ubiquitine.
LC3 est activée par un clivage de l’extrémité carboxy-terminale par la 
cystéine-protéase Atg4 afin d’exposer un résidu glycine. LC3 est 
ensuite conjuguée à Atg7 (E1) puis à Atg3 (E2) et couplé à une 
phosphatyléthanolamine du phagophore en formation.  Le complexe 
Atg12-Atg5~Atg16L tiendrait le rôle d’enzyme E3 à ce niveau.



MAP1-LC3 constitue la chaîne accessoire14  d’un complexe protéique formé par une chaîne 

lourde MAP1A ou MAP1B (Microtubule-Associated Protein 1) et d’autres chaînes légères résultant 

du clivage d’un polypeptide précurseur à l’origine également des chaînes lourdes (le premier 

polypeptide donne MAP1B et LC2, le second MAP1A et LC1) et peut se lier d’elle-même aux 

microtubules grâce à une région basique amino-terminale. Lorsqu’elle est complexée à MAP1A ou 

B, LC3 joue un rôle régulateur pour ces protéines stabilisatrices des microtubules15 et favorise leur 

interaction avec le cytosquelette. 

Tous les homologues d’Atg8 sont ubiquitaires cependant il y  a des variations en fonction des 

tissus et des protéines prises en considération par exemple, GABARAP est plus présente dans les 

glandes endocrines alors que GABARAPL1 est abondante dans le cerveau. Ces protéines, bien 

qu’impliquées dans des processus de transport membranaire, n’étaient pas connues pour avoir des 

fonctions au sein du processus macroautophagique (Wang et al., 1999; Sagiv et al., 2000). En effet, 

in vitro, GATE-16 est impliquée dans le transport des protéines en provenance de l’appareil de 

Golgi (Elazar et al., 2003) et GABARAP, une protéine essentiellement neuronale, est associée au 

récepteur d’un neurotransmetteur inhibiteur : le GABA ainsi qu’au cytosquelette et  joue un rôle 

dans la régulation du mécanisme d’endocytose. Or, GATE-16, GABARAP et GABARAPL1 sont 

toutes activées par Atg4B par clivage au niveau d’une glycine carboxy-terminale conservée (Tanida 

et al., 2004), donnant une forme « -I » et peuvent être conjuguées à la PE (forme II) et retrouvées 

associées à la membrane de l’autophagosome (Kabeya et al., 2004; Chakrama et al., 2010). 

Concernant leur fonction au cours de l’autophagie, il a été très récemment indiqué que 

contrairement à ce qui était admis, les protéines des sous-familles LC3 et GABARAP ne 

présentaient pas une activité redondante mais complémentaire. Ainsi, les membres de la sous-

famille LC316  participeraient à l’expansion du phagophore et ceux de la sous-famille GABARAP 

permettrait la fermeture de l’autophagosome et participeraient de façon directe ou non au 

détachement du complexe Atg12-Atg5~Atg16L de la membrane externe autophagosomale 

(Weidberg et al., 2010). 
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14 Il existe dʼautres chaînes légères LC1 et LC2 mais leur principe de fonctionnement est différent de LC3 et 
elles nʼappartiennent pas à la même famille de protéines. En effet, ces protéines sont synthétisées à la suite 
de MAP1A ou B  car elles sont codées par le même gène puis clivées. Elles peuvent alors sʼassocier 
indifféremment à lʼune ou lʼautre de ces protéines MAP1.

15 Le rôle des MAP sera discuté plus loin 

16 LC3 est aussi connue pour interagir avec la caldendrine, une protéine impliquée dans la signalisation 
calcique (Seidenbecher et al., 2004).



Chaque sous-famille interviendrait donc de manière différentielle au cours de la formation 

autophagosomale. Malgré tout l’équation n’est pas totalement résolue puisque l’on ne sait toujours 

pas de façon claire si, au sein de chaque sous-famille, les différents membres présentent des 

spécificités de fonction, qu’elles soient temporelles, contextuelles (autophagie basale ou induite par 

exemple) et/ou spécifiques de tissus (Weidberg et al., 2010). Par exemple il a été suggéré que 

GABARAPL1 puisse fonctionner au cours de la mitophagie puisqu’il a une meilleure co-

localisation avec NIX/BNIP3L, protéine adaptatrice qui permet la séquestration des mitochondries 

dans l’autophagosome (Chakrama et al., 2010). GATE-16 est connue pour fonctionner au niveau de 

la fusion vésiculaire dans l’appareil de Golgi en interagissant avec la protéine NSF (N-

ethylmaleimide factor) (Elazar et al., 2003). Etant donné qu’il existe au moins quatre membres par 

sous-famille, on peut imaginer que l’action combinée de deux protéines appartenant à chaque 

groupe puisse affiner la régulation et la spécificité de la prise en charge du substrat dans 

l’autophagosome.

Par ailleurs, la sérine 12 de LC3, c’est-à-dire son site de phosphorylation par la PKA est 

conservée pour les trois isoformes de cette protéine (A, B et C) mais est néanmoins absente dans la 

séquence protéique de GATE-16 et de GABARAP. Cette phosphorylation ayant un rôle régulateur 

pour la formation autophagosomale, ce dernier point soutient l’existence de fonctions biologiques 

distinctes (diversité fonctionnelle) pour les différents membres mammaliens de la famille protéique 

LC3 (Cherra et al., 2010).

• Homologues mammaliens d’Atg4

Chez les mammifères, il existe quatre homologues d’Atg4 : Atg4A/autophagine 2, Atg4B/

autophagine 1, Atg4C/autophagine 3 et Atg4D/autophagine 4 parmi lesquels, seule Atg4B a la 

capacité d’activer et de délipider tous les homologues humains d’Atg8 (Tanida et al., 2004) 

démontrant l’apparition d’une divergence fonctionnelle et une possible différence d’activité 

tissulaire puisque des souris pour lesquelles l’expression de Atg4C a été abolie présentent  une 

déficience de l’activité autophagique au niveau du diaphragme uniquement (Marino et al., 2007). 

Les protéines Atg4 ont une homologie de séquence au niveau de leur domaine endopeptidase 

central mais présentent des divergences au niveau de leurs extrémités N- et C-terminales qui 

pourraient être impliquées dans la sélection du substrat. Atg4B possède un domaine LIR/LRS (voir 

plus loin) et sa liaison à LC3 semble être particulièrement bien régulée (Satoo et al., 2009). Atg4B 

nécessite que LC3 soit entière pour la cliver, or, il semblerait que la fixation de LC3 au niveau du 
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site catalytique de Atg4B induise un changement conformationnel renforçant l’activité catalytique 

de cette enzyme. GATE-16 et plus généralement la sous-famille GABARAP sont les substrats 

préférentiels de Atg4A (Scherz-Shouval et al., 2003; Kabeya et al., 2004; Weidberg et al., 2010), qui 

est en outre incapable de cliver LC3B (Li et al., 2011). Atg4D présente une meilleure affinité pour 

GABARAP-L1 (Betin et Lane, 2009a). Néanmoins, cette dernière a la particularité de posséder un 

site de clivage par les caspases et  un domaine BH3-like en position C-terminale. Cette protéine est 

inactive lorsqu’elle est entière, sa troncation par les caspases permettant son activation. 

L’autophagie dans laquelle Atg4D intervient est plus cytoprotectrice que celle dans laquelle Atg4B 

est impliquée (Betin et Lane, 2009a; b). 

Atg4A et  Atg4B peuvent être oxydées au niveau de résidus cystéines conservés encadrant le site 

catalytique lui-même contenant une cystéine. Cette oxydation inhibe préférentiellement l’activité de 

dé-lipidation de ces enzymes mais aurait peu d’effet  sur le clivage de LC3 ou de GATE-16 avant 

leur conjugaison. Suite à l’induction de l’autophagie par un stress nutritionnel, l’activation du 

complexe hVPS34-p150-Beclin-1 pourrait conduire à la formation modérée, au niveau des 

mitochondries, d’ERO (sous forme de peroxyde d’hydrogène, H2O2) de manière locale et 

réversible, créant un micro-environnement oxydant au niveau du site de formation de 

l’autophagosome inhibant ainsi Atg4 et permettant la lipidation de LC3. Des changements 

environnementaux dans la zone de formation de l’autophagosome conduirait alors à l’activation 

d’Atg4 et au détachement de LC3 du feuillet externe de la membrane autophagosomale (Scherz-

Shouval et al., 2007).

iii. mAtg9

Chez les mammifères, mAtg9 est localisée dans les membranes trans-golgiennes situées près du 

noyau et au niveau de la membrane des endosomes tardifs. Lors d’une privation nutritive, Atg9 est 

redistribuée et  est co-localisée avec la petite protéine G Rab7, ainsi qu’avec Rab5, Atg16L et 

parfois avec LC3. Cette redistribution n’a pas lieu lorsque l’expression de ULK1 est  abolie (Young 

et al., 2006). Elle est  sous la dépendance de la voie de la PI3K(III) puisqu’elle est inhibée par la 3-

MA ou par la wortmannine et donc fonctionne en aval de ULK1 (Mehrpour et al., 2010). Le rôle 

d’Atg9 n’est pas vraiment clair bien qu’il y ait un consensus sur le fait  que cette protéine puisse être 

impliquée dans le recrutement de lipides nécessaires pour la formation de la membrane 

d’isolement .
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Le fait que mAtg9 puisse co-localiser avec Bif-1 (Bax Interacting Factor 1; ou endophiline 1), 

renforce cette hypothèse. En effet, Bif1 est une protéine qui interagit avec UVRAG (Takahashi et 

al., 2007). Cette protéine possède un domaine spécifique, le domaine N-BAR (N-terminal 

amphipathic helix et Bin/Amphiphysin/Rvs) qui joue un rôle dans la déformation des membranes. 

Takahashi et al., ont exposé que, suite à une privation nutritionnelle, Bif-1 provoquait une fission de 

membranes golgiennes enrichies en mAtg9 et que ces membranes contribuaient à la formation de 

l’autophagosome. Ceci est dépendant de l’activation de ULK1 et surtout de l’action du complexe 

PI3K(III), très vraisemblablement celui contenant la protéine UVRAG (Takahashi et al., 2011). Au 

cours de la formation du phagophore, cette protéine permettrait de conférer à la membrane 

d’isolement cette courbure qui lui est caractéristique et qui lui permet de séquestrer des portions 

cytoplasmiques mais également de pouvoir se refermer sur elle-même par accolement de ses deux 

extrémités (Takahashi et al., 2007; 2009; 2011; Yang et Klionsky, 2010). Atg9 pourrait  aussi être 

impliquée dans le recyclage des portions membranaires après l’autophagie (He et Klionsky, 2007).
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Figure 22 : Expansion du phagophore
Selon le modèle le plus communément admis, la membrane d’isolement est issue d’une synthèse de novo , l’apport de 
membrane serait du au trafic cyclique de mAtg9 depuis le réseau trans-golgien. mAtg9 a la  possibilité d'interagir avec 
Bif-1, elle même associée au complexe UVRAG-Beclin-1-hVPS34. Bif-1 serait responsable de la courbure 
membranaire.  hVPS34 fournit le PI3P ncessaire au fonctionnement de WIPI1/2 qui permettrait le recrutement des 
protéines nécessaires à la formation du phagophore dont les complexes ubiquitine-like Atg12-Atg5~Atg16L et LC3. Le 
premier complexe serait associé à la membrane par interaction entre Atg16L et un partenaire inconnu et permet la 
conjugaison de LC3 à la PE. WIPI 1/2 jouerait en outre un rôle protecteur pour LC3-II en empêchant sa déconjugaison 
par Atg4.



b. Origine de la membrane autophagosomale

La plupart des mécanismes régissant le processus autophagique sont aujourd’hui en grande 

partie élucidés. Toutefois, un mystère persiste et non l’un des moindres. Cette inconnue demeure 

quant à l’origine de la membrane d’isolement, et ce malgré l’identification récente des 

omégasomes, structures dérivant du RE, et berceaux pour la formation du phagophore (Simonsen et 

Stenmark, 2008; Tooze et Yoshimori, 2010). Ainsi, de nombreuses mises au point au sujet de 

l’origine de cette membrane sont régulièrement publiées (Juhász et  Neufeld, 2006; Reggiori, 2006; 

Cuervo, 2010; Hamasaki et Yoshimori, 2010; McEwan et Dikic, 2010; Ravikumar et al., 2010b; 

Tooze et Yoshimori, 2010).

Les premières études menées sur le sujet ont suggéré que cette membrane pouvait dériver de 

l’appareil de Golgi, du RE, des endosomes, des mitochondries et/ou des lysosomes. Des résultats 

contradictoires concernant la présence ou non de marqueurs spécifiques de la membrane de divers 

organites ont été présentés. Cependant, la membrane autophagosomale est plutôt pauvre en 

protéines (Fengsrud et al., 2000) ce qui serait en faveur d’une formation de novo, permettant cette 

composition particulière (Noda et al., 2002). 

Depuis longtemps, le RE était soupçonné de fournir des éléments permettant la nucléation de la 

membrane d’isolement. La mise en évidence récente de l’importance du PI(3)P et surtout le fait que 

le phagophore puisse naître au niveau du RE (omégasome) a replacé cet organite en tête des 

candidats pour l’approvisionnement en matériel membranaire nécessaire à la nucléation du 

phagophore (Axe et al., 2008; Ylä-Anttila et al., 2009; Hayashi-Nishino et al., 2010; Ktistakis et al., 

2011). De plus, l’analyse in situ de ces jonctions entre phagophore et membranes du RE montre que 

ces deux structures sont reliées entre elles par une mince portion membranaire (Hayashi-Nishino et 

al., 2009). Néanmoins, cette hypothèse est mise à mal par le fait  que seulement 70% des 

phagophores sont retrouvés connectés au RE et que les études concernant la présence ou non de 

marqueurs des membranes du RE dans la membrane autophagosomale sont contradictoires.

Une étude a permis d’identifier Rab33 comme partenaire de Atg16L via le domaine CC de cette 

dernière (Itoh et al., 2008). Etant donné que des modifications de l’expression de Rab33 modulent 

l’autophagie, le complexe comprenant Atg16L pourrait jouer le rôle d’effecteur d’un signal 

provenant de cette petite GTPase. L’interaction de Rab33 avec Atg16L pourrait permettre le 

rapprochement efficace de vésicules de transport provenant de l’appareil de Golgi et contenant 

Rab33 associé à la membrane cible (Itoh et al., 2008). La membrane d’isolement pourrait donc 
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avoir en partie une origine trans-golgienne (Reggiori et Klionsky, 2005). Cette hypothèse est 

renforcée par les découvertes récentes au sujet de Bif-1 et du recrutement de membranes enrichies 

en mAtg9 (Takahashi et al., 2011). Néanmoins, mAtg9 étant une protéine avec une localisation 

dynamique et retrouvée au niveau des endosomes précoces, on ne peut exclure la possibilité que ces 

vésicules puissent également participer à la formation de la membrane autophagosomale.

D’autres auteurs suggèrent que le feuillet externe mitochondrial fournirait des lipides pour 

l’établissement du phagophore dans le cas de l’autophagie induite par une privation nutritionnelle 

(Hailey et al., 2010; McEwan et  Dikic, 2010). En effet, Hailey et al., montrent que Atg5 et une 

partie de la population de LC3 sont co-localisées avec le feuillet  externe mitochondrial. Cette 

hypothèse repose sur le fait que les éléments à la base de la synthèse de PE sont peu disponibles en 

cas de privation et qu’il existe au niveau de la mitochondrie une enzyme, la PS-carboxylase qui 

permet de convertir ce lipide en PE. La PS utilisée serait fournie par le RE grâce à l’intervention de 

la mitofusine 2, une GTPase de la famille des dynamines impliquée dans le mécanisme de fusion 

mitochondrial (Martens et  McMahon, 2008), permettant le rapprochement de ces deux organites 

(Hailey et al., 2010).

L’intervention de la membrane plasmique à ce niveau du processus autophagique est  également 

discutée. En ce sens, des travaux récents montrent que Atg16L interagit avec la chaîne lourde de 

clathrine et  que des portions de membranes juste endocytées contenant cette protéine étaient 

importantes pour la formation de structures précurseurs du phagophore (Ravikumar et al., 2010a; 

b). Ce qui est séduisant dans cette hypothèse est que compte-tenu de sa grande surface, la 

membrane plasmique peut fournir assez de matériel lors d’une induction robuste de l’autophagie 

(par exemple suite à une privation nutritionnelle) sans compromettre d’autres fonctions cellulaires. 

Malgré tout, la suppression de l’activité de protéines impliquées dans le bourgeonnement des 

vésicules recouvertes de clathrine, ne supprime que 30% de l’activité autophagique. Cela peut être 

dû à des difficultés techniques et une inhibition inefficace de ce processus ou alors à l’existence de 

mécanismes compensatoires pour la formation des membranes autophagiques. 

Par ailleurs, du fait de l’existence de multiples sources potentielles de membrane pour la 

formation de l’autophagosome, on peut se demander si chaque source de membrane n’est pas liée à 

une activité autophagique particulière et à un type de substrat, par exemple, le RE participe à la 

formation de l’autophagosome dans le cadre de la réticulophagie mais pas dans celui de la 

mitophagie ou de l’autophagie induite suite à une privation nutritionnelle. En ce sens, l’étude de la 
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localisation des autophagosomes montre que ces structures semblent pouvoir se former 

aléatoirement dans le cytoplasme (Jahreiss et al., 2008). L’existence de l’interaction entre Beclin-1 

et des protéines ayant des localisations cellulaires distinctes pourrait corroborer cette hypothèse. 

Cependant, dans l’étude menée par Jahreiss et al., l’autophagie a été induite par une privation 

nutritionnelle. Compte-tenu des débats au sujet des différences de spécificité entre autophagie 

induite (dégradation au hasard de portions cytoplasmiques) et autophagie basale qui présenterait 

une haute spécificité envers les substrats séquestrés, il est  possible qu’il y ait des divergences dans 

la formation des autophagosomes. 

Un autre point en relation avec la notion d’origine de la membrane autophagosomale est  le 

mode d’expansion du phagophore. L’élucidation de ce mécanisme permettrait de répondre à la 

question précédente. En ce sens, Longatti et Tooze., ont émis quatre hypothèses concernant ce 

phénomène (Longatti et Tooze, 2009) : (1) une constitution par apport de lipides sous forme de 

micelles (synthèse de novo), (2) une constitution par apport de vésicules transportées à travers le 

cytoplasme, (3) un système de fusion de citernes membranaires, et (4) l’extension d’une membrane 

préexistante associée à un organite.

Chaque hypothèse implique l’intervention de mécanismes communs, identifiés pour participer à 

certaines étapes du processus autophagique comme les protéines à domaine N-BAR (Bif-1), les 

deux systèmes ubiquitin-like, et de mécanismes distincts, permettant pour certaines d’expliquer 

l’existence de structures particulières comme les citernes Atg9 (Mari et Reggiori, 2010).

4. Maturation des autophagosomes et fusion avec les 
lysosomes

La maturation correspond à la fusion des autophagosomes nouvellement formés avec les 

lysosomes afin d’acquérir les propriétés et les enzymes nécessaires à la dégradation de leur contenu. 

Alors que chez la levure, cette maturation est présumée s’accomplir en une étape unique de fusion 

de l’autophagosome avec la vacuole, dans les cellules mammaliennes, elle constitue un processus 

séquentiel de fusion avec divers composants de la voie lysosomale (Eskelinen, 2005). Après leur 

formation, les autophagosomes sont à même de fusionner avec des endosomes précoces puis 

matures (Tooze et al., 1990; Liou et al., 1997) ou avec des MVBs. Les autophagosomes peuvent 

également fusionner entre eux (fusion homotypique) (Jahreiss et al., 2008). L’étape obligatoire de la 
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maturation autophagosomale réside dans les processus de fusion avec les lysosomes (fusions 

hétérotypiques) donnant naissance aux auto(phago)lysosomes.

Initialement, les autophagosomes ont le même pH que le cytosol, celui-ci va s’acidifier au cours 

de la maturation par l’acquisition de pompes à protons vacuolaires dépendantes de l’ATP. Ainsi, on 

assiste à un abaissement du pH du contenu des vésicules autophagiques qui est de l’ordre de 6,4 

dans les autophagosomes (chez la souris), alors proche du pH du cytoplasme environnant pour 

atteindre 5,7 dans les amphisomes (Tanaka et al., 2000). Ces différentes étapes de fusion permettent 

également l’incorporation de protéines de la membrane lysosomale et l’enrichissement de la 

membrane en cholestérol, lipide abondant dans ces membranes. Ceci permet aux hydrolases 

obtenues lors des fusions terminales de dégrader le contenu des vésicules autophagiques de même 

que leur(s) membrane(s) interne(s) (Eskelinen, 2005).

a. Flux autophagique

La cinétique des évènements depuis la formation du phagophore jusqu’à la dégradation du 

matériel initialement séquestré au sein des lysosomes définit le flux autophagique. Ce flux 

autophagique correspond à la résultante du taux de formation des autophagosomes et du taux de 

leur élimination par dégradation lysosomale. La présence d’un nombre défini d’autophagosomes 

dans la cellule à un instant donné est donc conditionnée par l’existence de ce flux autophagique 

(Nixon et Yang, 2011). Ce flux peut être perturbé en cas d’anomalies de la maturation 

autophagosomale et conduire à une accumulation d’autophagosomes immatures contenant du 

matériel non ou partiellement dégradé dans le cytoplasme. De nombreuses substances sont connues 

pour bloquer le flux autophagique. C’est le cas de la bafilomycine A1 (bafilomycine), un inhibiteur 

des pompes à protons vacuolaires (H+V-ATPases) qui empêche l’acidification des vésicules 

autophagiques et donc l’action des hydrolases acides lysosomales (Yamamoto et al., 1998). Il existe 

néanmoins une controverse au sujet de cette substance puisque son utilisation affecte autant  voire 

plus les voies endosomales que l’autophagie (Klionsky et al., 2008). La leupeptine et la pepstatine, 

des inhibiteurs des cathepsines (protéases lysosomales) sont également utilisées pour bloquer le flux 

autophagique.

b. Convergence des voies endosomales et de la voie autophagique

La formation des amphisomes semble être une étape nécessaire pour la fusion terminale avec les 

lysosomes puisque l’invalidation de protéines impliquées dans le fonctionnement de la voie 

endosomale conduit à des anomalies de la maturation autophagique. Ceci marque la convergence 
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entre la voie autophagique et les voies endosomales, en particulier, l’endocytose dépendante d’un 

récepteur et la voie de formation des MVBs. In vitro il a été montré que les autophagosomes 

fusionnaient avec la même efficacité avec tous les types d’endosomes testés(Morvan et al., 2009).

Pour la levure, Vps4, protéine de la famille des protéases AAA-ATPases, a été identifiée en tant 

que protéine intervenant dans les deux voies (Klionsky  et Ohsumi, 1999). Elle est impliquée dans le 

transport des endosomes à la membrane plasmique et aux lysosomes. Elle est  nécessaire pour la 

formation des autolysosomes, de même que son homologue murin, SDK1 suggérant que le transport 

des endosomes tardifs est requis pour la maturation autophagosomale (Shirahama et al., 1997; Nara 

et al., 2002). De la même façon, la suppression de sous-unités fonctionnant dans le complexe COPI 

ou coatomère, impliqué dans le trafic des endosomes ainsi que dans le transport RE - appareil de 

Golgi - membrane plasmique (voie sécrétoire) conduit à l’accumulation d’autophagosomes et 

d’amphisomes incapables de devenir des autolysosomes (Razi et al., 2009).

Un autre lien entre autophagie et voie sécrétoire a été mis en évidence de façon surprenante 

grâce à la génération d’une souche de souris invalidées pour Atg4B et qui présentent des défauts 

importants au cours du développement de l’oreille interne et en particulier dans la formation des 

otolithes, indispensables dans la perception des mouvements d’accélération linéaire et dans le 

maintien de l’équilibre. La synthèse et la mise en place de ces structures à base de carbonate de 

calcium est effectivement directement dépendante de la voie sécrétoire et est  associée aux 

anomalies de l’autophagie provoquée par l’absence d’Atg4B. Les fonctions de deux protéines 

majeures de cette voie sont perturbées (AP-3 ; Adaptor Protein 3 et BLOC-1 ; Biogenesis of 

Lysosome-related Organelle Complex 1) ; (Cabrera et al., 2010; Mariño et  al., 2010; Till et 

Subramani, 2010).

c. Les petites GTPases de la famille Rab

Les petites GTPases de la famille Rab fonctionnent au cours du trafic cellulaire et sont 

impliquées dans le rapprochement et l'accolement de deux structures membranaires afin que leur 

fusion se produise. Les processus de fusion nécessitent l’action de différents mécanismes 

moléculaires autres, spécifiques à chaque type de fusion, faisant  généralement intervenir les 

protéines des complexes SNARE (voir plus loin). Dans le cas du trafic endolysosomal (comprenant 

également le trafic autophagosomal), interviennent principalement Rab5 et Rab7. Rab5 constitue un 

marqueur des endosomes précoces car il doit être échangé avec Rab7 pour que la maturation de ces 

derniers en endosomes tardifs puisse s’accomplir (Wang et al., 2011). Rab7 est associée aux 
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endosomes et aux lysosomes et facilite, à travers son interaction avec des effecteurs, la maturation 

endosomale à travers la régulation de leur mouvement le long du cytosquelette (microtubulaire) et 

permet ainsi le rapprochement des endosomes et des lysosomes. 

L’invalidation de Rab7, dont l’expression est augmentée au cours de la maturation lysosomale 

(Jäger et al., 2004) provoque une accumulation de vésicules autophagiques au stade d’amphisomes 

(Guttierez et al., 2004). Rab7 et Rab9, marqueurs spécifiques des endosomes tardifs, sont également 

co-localisés avec Atg9 (Young et al., 2006). Rab7 n’est pas indispensable pour les évènements 

précoces de formation autophagosomale et les étapes de fusion avec les endosomes précoces. En 

revanche, la suppression de l’activité de cette protéine retarde la maturation autophagosomale en 

agissant probablement lors de la fusion entre autophagosomes/amphisomes et lysosomes (Jäger et 

al., 2004). Une mutation de Rab11 inhibe les processus de fusion entre autophagosomes et MVBs 

ce qui n’est pas le cas de Rab7 (Fader et al., 2008). De même, Rab24, dont le rôle est  mal connu, est 

associée à la maturation des autophagosomes. Cette protéine est co-localisée avec LC3-II dans des 

motoneurones lésés et son expression est augmentée en cas d’inhibition du protéasome. Rab24 

pourrait  avoir un rôle dans la dégradation protéique et  en particulier dans le transport des vésicules 

autophagiques matures vers les lysosomes (Egami et al., 2005) et pouvait également être co-

localisée avec GABARAP (Munafó et Colombo, 2002).

d. Les protéines SNARE

Les protéines des complexes SNARE (Soluble N-ethyl-maleimide sensitive factor Attachment 

protein Receptor) sont  des protéines ancrées aux membranes qui arbitrent les processus de fusion 

vésiculaire. Selon la membrane où elles sont localisées, ces protéines peuvent être classées en 

t‑SNARE (target) et v-SNARE (vesicle). 

La mutation de l’homologue murin de Vti1 (Vti1b) retarde la fusion autophagosomale dans les 

hépatocytes de façon dépendante du NSF (Ishihara et al., 2001). Chez A.thaliana, VTI12 est 

impliquée dans la fusion des autophagosomes avec la vacuole (Surpin et al., 2003). Chez la 

drosophile, Car/Vps33A, appartenant à la famille des protéines SM  (Sec1/Munc18-related proteins) 

est également impliquée dans la maturation autophagosomale. La perte de fonction de cette protéine 

essentielle (sa suppression est létale) provoque la dégénérescence de structures telles que les 

photorécepteurs et les ailes de ces animaux (Akbar et al., 2009). Chez la levure, cette protéine 

fonctionne au sein du complexe HOPS (Homotypic Vacuolar Protein Sorting), effecteur de Ypt7 

(dont l’homologue mammalien est Rab7), est  nécessaire pour la fusion entre autophagosomes et 
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vacuoles. Dans cet organisme, l’importance des SNAREs Sec17, Sec18, de Vam3, Vam7 et Ykt6 

pour la maturation autophagique a également été démontrée (Klionsky, 2005).

Chez les mammifères, la fusion des autophagosomes avec les MVBs pour former des 

amphisomes est  dépendante de l’homologue mammalien de Vam3 : VAMP3 ou cellubrévine 

(v‑SNARE). Cette protéine n’est en revanche pas nécessaire pour la formation des autolysosomes, 

contrairement à une autre v-SNARE, VAMP7 (Fader et al., 2009).

e. Les complexes ESCRT

La machinerie ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport), formée par les 

complexes ESCRT 0, I, II, et III est responsable de la formation des MVBs en reconnaissant des 

protéines substrats trans-membranaires généralement mono-ubiquitinylées ou ubiquitinylées par de 

courtes chaînes composées de deux ou trois monomères d’ubiquitine (Fader et Colombo, 2009). 

L’implication de différentes protéines fonctionnant au cours de la formation des MVBs dans la 

maturation autophagosomale montre qu’il existe des liens étroits entre ces deux voies. En outre, 

dans les cellules où les MVBs peuvent devenir des vésicules excrétrices, l’induction de l’autophagie 

les détourne de leur destinée et provoque leur fusion avec les lysosomes (Fader et Colombo, 2009).

Hrs est l’une des protéines faisant partie du complexe ESCRT-0. Lorsqu’elle est supprimée dans 

le cerveau de souris, celles-ci présentent une importante perte des neurones pyramidaux de la région 

CA3 de l’hippocampe associée à une apparition d’agrégats de protéines ubiquitinylées qui sont co-

localisés avec p62 et des récepteurs au glutamate (GluR1 et NR2B), ainsi qu’une augmentation de 

l’expression de GFAP dans cette partie du cerveau. Ces souris présentent  également une perte de la 

capacité d’apprentissage et des défauts dans l’activité locomotrice (Tamai et al., 2008).

Il semble exister un lien direct entre des anomalies dans le fonctionnement des complexes 

ESCRT et des pathologies neurodégénératives (démences fronto-temporales, SLA).

f. Les présénilines

La préséniline 1 (PS1) est une holoprotéine trans-membranaire ubiquitaire qui agirait dans le 

cadre d’un certain nombre de fonctions comme l’adhésion cellulaire, l’apoptose, la croissance 

neuritique, l’homéostasie calcique et la plasticité synaptique (Shen et Kelleher, 2007).

Au niveau cellulaire, elle pourrait fonctionner dans le trafic cellulaire de protéines intégrales. 

Une partie de 45 kDa environ peut être clivée au niveau du RE provoquant sa réorganisation en 
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deux chaînes peptidiques. Cette protéine s’associe à la nicastrine, Aph1 (Anterior Pharynx defective 

phenotype) et Pen2 (Presenilin Enhancer-2) dans un complexe &-sécrétase où PS1 constitue la sous-

unité catalytique (De Strooper, 2003). Ce complexe est impliqué dans le clivage de la portion trans-

membranaire de protéines intégrales de type I comme l’APP (Amyloid Precursor Protein), Notch ou 

les cadhérines. Toutes les fonctions associées à PS1 ne sont cependant pas dépendantes de son 

activité &-sécrétase. C’est en particulier le cas au cours de la maturation autophagique (Neely  et al., 

2011; Neely et  Green, 2011). Dans ce cadre, PS1 interviendrait  en tant que protéine régulatrice de 

l’adressage de protéines trans-membranaires par la voie sécrétoire (Lee et al., 2010). Il a été 

suggéré que les présénilines puissent interférer dans les mécanismes de la maturation autophagique 

en agissant sur les voies calciques (Neely et Green, 2011).

Des mutations de la PS1 liées à la survenue de formes familiales de la maladie d’Alzheimer 

causent une inhibition de la N-glycosylation et la rétention de la sous unité V0a1 de la pompe à 

protons lysosomale V-ATPase, avec laquelle elle interagit normalement, au niveau du RE, ce qui 

cause un blocage de l’acidification des vésicules tardives des voies endosomales et lysosomales, 

leur fusion et la dégradation de leur contenu (Esselens et al., 2004; Lee et al., 2010). La PS1 

interviendrait donc en faveur de la maturation autophagique en permettant l’acidification 

lysosomale.

g. Les protéines LAMP1 et LAMP2

Les protéines LAMP1 et 2 appartiennent à la famille protéique des LAMPs. Ces glycoprotéines 

trans-membranaires de type-I, sont  des constituants majeurs des membranes du compartiment 

lysosomal (Eskelinen, 2006). Elles présentent une extrémité C-terminale cytoplasmique courte (10 à 

11 aa), un domaine trans-membranaire et un long domaine luminal hautement glycosylé (16 à 20 

sites de N- et  O-glysosylation) avec une région charnière riche en résidus proline et quatre ponts 

disulfures contigus. Ces protéines ont une répartition ubiquitaire chez les mammifères (figure 23).

Outre le rôle spécifique de LAMP-2A dans la CMA, les protéines LAMP1 et 2 sont 

indispensables à la fusion des vacuoles autophagiques avec la membrane lysosomale (Eskelinen et 

al., 2004). Ces protéines possèdent des rôles en commun pouvant se compenser, elles interviennent 

dans de nombreux processus physiologiques inhérents à la fonction lysosomale. 

Cependant ,l’activité de LAMP1 semble moins spécifique que celle de son homologue LAMP2. En 

effet, une déficience en LAMP2 conduit au développement d’une pathologie cardio-musculaire : le 

syndrome de Danon (Orphanet n°34587 ; OMIM  n°300257) caractérisé par une accumulation de 
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vésicules autophagiques matures (ou non) dans les cellules musculaires squelettiques et cardiaques 

et un désordre métabolique important (dont 

l’accumulation de cholestérol non estérifié) 

(Nishino et al., 2000; Eskelinen, 2006), et observé 

chez l’animal (souris KO pour LAMP2) (Saftig et 

al., 2001). La déplétion de LAMP2 est  également 

associée à la pancréatite chronique liée à l’alcool 

où les cellules pancréatiques lésées sont 

caractérisées par une nécrose consécutive à une 

accumulation de vésicules autophagiques 

(Fortunato et al., 2009).

LAMP1 et 2 sont requises pour les étapes de 

fusion entre autophagosomes ou amphisomes et 

lysosomes. Leur suppression bloque l’action de la 

protéine Rab7 lors de ces étapes de maturation 

possiblement en provoquant des anomalies au 

niveau de la composition en cholestérol de ces membranes (Jäger et al., 2004).

Lors de la phagocytose, plusieurs hypothèses 

ont été émises pour expliquer le mécanisme par 

lequel LAMP1 et  LAMP2 intervenaient dans les 

processus de maturation. Le lien serait situé entre la fonction des protéines LAMPs, Rab7 et des 

protéines motrices impliquées dans la motilité rétrograde des lysosomes le long des microtubules, 

les dynéines. En effet, la suppression de LAMP1 et de LAMP2 cause des anomalies de l’adressage 

et de l’activation de Rab7 associées à une motilité lysosomale anormale. Ces organites présentent 

alors une localisation diffuse dans la cellule (Huynh et al., 2007). Néanmoins, la structure des 

LAMPs, ne permet pas d’expliquer le mécanisme par lequel celles-ci sont impliquées dans le 

transport vésiculaire (Saftig et  al., 2008). Les protéines LAMPs seraient donc des protéines qui 

permettraient le rapprochement entre les vésicules du système lysosomal (endosomes tardifs, 

lysosomes) et  des vésicules précoces qu’elles soient d’origine endosomale ou autophagique lors des 

processus de maturation.
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(D’après Eskelinen)
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h. FYCO1

La protéine FYCO1 (FYVE et Coiled-coil domain containing) contenant un domaine LIR, est 

localisée au niveau des autophagosomes, des endosomes tardifs et des lysosomes. Elle 

fonctionnerait dans le transport des autophagosomes en formant un lien entre LC3 et les protéines 

motrices dépendantes de microtubules (Pankiv et Johansen, 2010). Il existerait une compétitivité 

entre FYCO1 et un effecteur de Rab7 connu pour être impliquée dans la maturation autophagique, 

RILP (Rab-Interacting Lysosomal Protein). RILP régule la morphogenèse endolysosomale et le 

transport des vésicules vers l’extrémité (-) (transport rétrograde) des microtubules en coopération 

avec ORP1L [OSBP (Oxysterol-Binding Protein) Related Protein 1L] en recrutant le complexe 

dynéine/dynactine (Wang et al., 2011). Alors que RILP permettrait d’adapter l’autophagosome aux 

moteurs dynéine via une interaction avec la dynactine, FYCO1 serait un adaptateur pour les 

kinésines induisant un mouvement des autophagosomes dans le sens opposé (transport antérograde) 

(Pankiv et al., 2010).

i. Hydrolases lysosomales et autres enzymes dédiées à la dégradation

La suppression de l’activité de certaines enzymes lysosomales conduit à une inhibition de la 

fusion et une accumulation de vésicules autophagiques (autophagosomes et amphisomes) dans le 

cytoplasme de la cellule. Cet effet est artificiellement obtenu en utilisant des inhibiteurs des 

cathepsines comme la pepstatine, la leupeptine ou le composé E64. Une autre preuve indirecte est 

l’étude menée par Renna et al., en 2011 montrant qu’une suppression de l’expression de 

composants d’un complexe SNARE impliqué dans le transport antérograde affectait l’autophagie en 

empêchant l’acheminement des cathepsines aux lysosomes (Renna et al., 2011).

III. AUTOPHAGIE ET CYTOSQUELETTE

Le cytosquelette joue un rôle éminemment important dans la conduite du processus 

autophagique non seulement dans la phase de maturation mais aussi à d’autres niveaux, en 

particulier au cours de la signalisation et de la nucléation, de la formation de l’autophagosome ainsi 

que dans la séquestration de certains substrats. Le cytosquelette pourrait donc intervenir dans des 

mécanismes sélectifs de l’autophagie et en particulier dans le cadre de l’agréphagie (voir plus loin). 
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Le cytosquelette comporte trois types de filaments : les microfilaments (composés de molécules 

d’actine), les microtubules (polymères de "- et de !-tubuline) et les filaments intermédiaires 

(composés de trois chaînes polypeptidiques, dont la nature varie en fonction du type cellulaire, 

enroulées sur elles-mêmes).

2. Filaments d’actine et autophagie spécifique

Reggiori et al., ont montré, en 2005 que les filaments d’actine étaient nécessaires au transport 

du complexe CVT vers la SPA (Reggiori et al., 2005) et dans les cas d’autophagie spécifique chez la 

levure (sélection du chargement à séquestrer ; Monastyrska et al., 2009). En revanche, chez les 

mammifères très peu de données plaident en faveur d’un rôle joué par le cytosquelette d’actine au 

cours de l’autophagie.

3. Les microtubules

Outre des fonctions dans l’acquisition et  le maintien de la forme cellulaire (en particulier au 

niveau neuronal), les mouvements ciliaires et flagellaires, la division et la différenciation 

cellulaires, le réseau microtubulaire a un rôle prépondérant dans le trafic cellulaire et en particulier 

dans le trafic vésiculaire. Les microtubules interviennent dans la conduite du processus 

autophagique et en particulier au cours des étapes de maturation lorsque les autophagosomes 

doivent fusionner avec d’autres vésicules de la voie endosomale/lysosomale et nécessitent d’être 

rapprochés de ces dernières pour que la fusion ait lieu. La plupart des liens existants microtubules et 

autophagie sont dépendants des dynéines. 

Les microtubules sont dans un état permanent 

d’instabilité dynamique, c'est-à-dire qu’ils sont en 

c o n s t a n t e r e s t r u c t u r a t i o n p a r p o l y /

dépolymérisation (figure 24), ce qui leur confère 

la capacité de s’adapter très rapidement aux 

besoins de la cellule. La croissance des 

micro tubules se fa i t par l ’assemblage 

d’hétérodimères déjà constitués de "-/!-tubuline 

en protofilaments.  Ceux-ci s’associent ensuite par 

12 à 15 pour former une structure cylindrique d’environ 24 nm de diamètre, creuse et non ramifiée 

constituant le microtubule (Conde et Caceres, 2009; Monastyrska et al., 2009). L’organisation des 
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dimères de tubuline à l’intérieur des protofilaments est telle que les microtubules sont 

structurellement polarisés. L’extrémité (-) est ancrée au niveau du MTOC (Microtubule-Organising 

Centre) et l’extrémité (+), plus dynamique, s’étend en direction de la surface cellulaire. La stabilité 

et les fonctions des microtubules peuvent être régulées par l’acétylation de l’"-tubuline. 

L’assemblage, le désassemblage et la stabilité des microtubules sont conditionnés par les fonctions 

de protéines modulatrices classées en trois catégories : (1) les MAP, qui favorisent l’assemblage et 

la stabilité de ces structures et  dont l’affinité pour les microtubules est généralement régulée 

négativement par phosphorylation, (2) des facteurs déstabilisants dont la fonction est opposée à 

celle des MAP et (3) des facteurs de nucléation.

Le réseau microtubulaire constitue donc une structure dynamique qui rayonne dans la cellule et 

fonctionne comme des rails pour le transport de constituants cellulaires. Ce transport est dépendant 

de deux familles de protéines motrices, parfois appelées « walking molecules » nécessitant 

l’hydrolyse de l’ATP en tant que source d’énergie qui diffèrent sur le plan fonctionnel : les 

kinésines, responsables du transport antérograde, c’est-à-dire du centre de la cellule vers la 

périphérie (en direction de l’extrémité (+) microtubulaire) et les dynéines, chargées du transport 

rétrograde, en direction du centre de la cellule, vers l’extrémité (-). 

Les kinésines comportent une « tête » N-terminale possédant l’activité ATPase interagissant 

directement avec les microtubules, reliée par une structure longue et  fine, la « tige », à une 

« queue » globulaire permettant la liaison spécifique de protéines modulatrices aussi appelées 

chaînes légères et au chargement à transporter. Au niveau de la tige, sont contrôlés le mouvement et 

sa direction.

Les dynéines, de taille plus imposante, sont des complexes multimériques composés de chaînes 

lourdes, intermédiaires et  légères. Il existe deux types de dynéines : les dynéines cytoplasmiques, 

mobiles, impliquées dans les fonctions cellulaires associées au transport de divers constituants et les 

dynéines axonemales, responsables de la motilité ciliaire et flagellaire (Gibbons, 1996). Les chaînes 

lourdes, motrices, présentent l’activité ATPase (Carter et al., 2011; Spudich, 2011).

En 2006, Köchl et al, ont mis en évidence que des microtubules intacts facilitaient la formation 

des autophagosomes et étaient nécessaires à la fusion des vacuoles autophagiques avec les 

endosomes puis les lysosomes (Köchl et al., 2006). Ils ont également mis en évidence que la 

vinblastine, alcaloïde issu de la pervenche de Madagascar, agent dépolymérisant (déstabilisant) les 

microtubules et utilisé en cancérothérapie, induisait le processus autophagique indépendamment des 
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conditions nutritionnelles cellulaires et de la voie mTOR, et ce, avant qu’un changement perceptible 

ait  lieu au niveau cytosquelettique. De plus, les autophagosomes (mais pas les phagophores) 

s’associent avec les microtubules et se concentrent près du MTOC. Les microtubules permettraient 

la mise en place d’une barrière spatiale entre les phagophores et les autophagosomes (Fass et al., 

2006). 

L’implication du transport lié aux microtubules est  confirmée par une étude portant sur les 

dynéines, qui, lorsqu’elles sont mutées, bloquent l’autophagie (Webb et al., 2004). Le suivi du 

transport des autophagosomes le long des microtubules a révélé la coexistence de deux modes de 

fusion autophagosomale : une fusion complète entre deux vésicules et une fusion de type « kiss-

and-run », c’est-à-dire une fusion partielle au cours de laquelle, l’autophagosome déverse son 

contenu dans une autre vésicule (Fass et al., 2006; Jahreiss et al., 2008).

L’intérêt  porté au rôle des microtubules dans la fusion autophagosomale a masqué leur fonction 

au cours de la biogenèse autophagosomale. Les fonctions des microtubules au cours de l’autophagie 

semblent être dépendantes de leur état d’acétylation. En effet, alors que l’acétylation des 

microtubules ("-tubuline) est nécessaire pour la fusion avec le compartiment endo-lysosomal, les 

microtubules non-acétylés amélioreraient l’efficacité de la conversion de LC3-I en LC3-II mais ne 

seraient pas essentiels (Xie et al., 2010). Il apparaît également dans cette étude qu’une faible 

quantité de microtubules intacts est suffisante pour permettre la survenue des étapes de maturation, 

ce qui expliquerait  les données contradictoires concernant la nécessité des microtubules à 

l’accomplissement de l’autophagie. Cela est en rapport avec l’existence de deux populations de 

microtubules : les microtubules dits labiles, extrêmement dynamiques et les microtubules stables, 

acétylés et détyrosylés associés de façon différentielle avec les protéines impliquées dans la 

formation et la maturation de l’autophagosome. Ainsi, il apparaît  que les microtubules labiles sont 

associés avec les marqueurs du phagophores (Atg5, WIPI, LC3-I) et les stables avec LC3-II 

confirmant les constatations relatives au niveau d’acétylation des microtubules (Geeraert et al., 

2010). Cette acétylation est en relation avec la régulation autophagique puisque d’une part, 

l’inhibition de cette acétylation bloque l’induction de l’autophagie suite à un stress nutritionnel et 

d’autre part, un stress nutritionnel cause une hyperacétylation microtubulaire à l’origine de 

l’activation de la kinésine-1, de JNK et l’activation autophagique subséquente (Geeraert et al., 

2010). 
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Korolchuk et al., en 2011, ont mis en évidence que les nutriments présents dans les cellules 

agissaient sur la valeur du pH intracellulaire, celui-ci influençant le recrutement par les lysosomes 

de protéines impliquées dans leur localisation intracellulaire : ARL8 (ADP-Ribosylation factor-Like 

8) et KIF2 (member of Kinesin super-Family protein). Lorsqu’elles sont localisées aux lysosomes, 

ces protéines entraînent une relocalisation de ceux-ci à la périphérie de la cellule. Or le complexe 

mTORC1 existe sous une forme associée aux microtubules et l’activité de ce complexe est modulée 

par la localisation lysosomale elle-même. Ainsi, lorsque les lysosomes sont placés à la périphérie de 

la cellule, l’activité de mTORC1 se trouve facilitée. Suite à une privation nutritionnelle, le pH 

intracellulaire est élevé causant le détachement de ARL8 et de KIF2 des lysosomes qui sont alors 

transportés le long des microtubules grâce aux dynéines et se retrouvent en position périnucléaire. 

L’activation de mTORC1 est freinée et toutes les étapes de l’autophagie s’en trouvent stimulées 

(synthèse et fusions). Des modifications de l’expression d’ARL8, KIF2 ou des dynéines perturbent 

cette régulation et causent des anomalies du processus autophagique (Korolchuk et al., 2011).

Les chaînes légères de dynéines peuvent interagir avec la protéine AMBRA-1. Cette interaction 

est directement régulée par l’activité kinase du complexe ULK1-mAtg13-FIP200 actif qui a 

AMBRA-1 pour substrat (Di Bartolomeo et al., 2010; Fimia et al., 2011). La phosphorylation 

d’AMBRA-1 permettrait ainsi le recrutement du complexe hVPS34-p150-Beclin-1 au niveau du RE 

et favoriserait son interaction avec mAtg14 nécessaire pour la nucléation du phagophore (Itakura et 

Mizushima, 2009; Matsunaga et al., 2009). 

IV. AUTOPHAGIE SPÉCIFIQUE

1. Distinction entre autophagie constitutive et 
autophagie induite par un stress

D’une manière générale, tous les types cellulaires ne présentent pas la même sensibilité envers 

les différents stress inducteurs de l’autophagie. Par exemple, les neurones sont très peu sensibles à 

la privation nutritionnelle in vivo par rapport aux autres types cellulaires de l’organisme 

(Mizushima et Kuma, 2008). Dans le cas de la carence en aa, la situation sera différente selon que 

l’on se place au niveau des cellules musculaires squelettiques et  cardiaques où seule la privation en 

leucine est inductrice ou dans les hépatocytes où plusieurs aa seront alors déterminants (Mortimore 

et al., 1972; Woodside et Mortimore, 1972). A l’inverse, aucun ne le sera dans certaines cellules 
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pancréatiques (Cuervo, 2004). L’autophagie induite en cas de stress est donc présentée comme un 

mode de dégradation plutôt aspécifique séquestrant  aléatoirement des portions cytoplasmiques 

contenant des protéines et/ou des organites dans le but de fournir des matières premières à la cellule 

qui seront ensuite utilisés afin de fournir de l’énergie et  pour la synthèse de nouveaux constituants 

lui permettant de s’adapter et de survivre (Lum et al., 2005; Nakatogawa et al., 2009). Cependant 

une étude menée en 2008 montre que suite à une déprivation en aa de cellules de la lignée MCF7, 

l’autophagie ainsi induite dégradait les protéines cellulaires selon un ordre séquentiel, c’est-à-dire 

que disparaissent dans un premier temps les protéines libres cytosoliques et  les protéines 

protéasomales suivies par les protéines ribosomales, mitochondriales puis celles de la membrane du 

RE et  enfin les protéines nucléaires (Dengjel et al., 2008). Donc, après une privation en aa, les 

différentes formes d’autophagie spécifique pourraient être induites séquentiellement.

L’autophagie constitutive est quant à elle responsable de la dégradation de constituants 

surnuméraires, inutiles ou anormaux tels que des protéines mal repliées, (Bernales et al., 2006;  

Yorimitsu et al., 2006; Yorimitsu et  Klionsky, 2007) ou des mitochondries altérées, sources d’ERO. 

L’autophagie se doit alors d’avoir un certain niveau de spécificité puisqu’il ne s’agit pas ici d’une 

situation « d’urgence » mais de l’entretien des conditions physiologiques optimales dans le but de 

maintenir l’homéostasie protéique et de garder la cellule dans un état fonctionnel. C’est sur ce point 

que des différences avec l’autophagie induite apparaissent. Ceci nécessite l’intervention de 

protéines dites adaptatrices qui permettent la séquestration de substrats spécifiques dans 

l’autophagosome en formation à l’instar de p62/SQSTM1 (Douglas et Dillin, 2010 ; Johansen et 

Lamarck 2011). Mis à part le mode de sélection du substrat, c’est-à-dire avec ou sans l’intervention 

de protéines adaptatrices, il y  a peu de données concernant une distinction entre ces deux versants 

de l’autophagie. Les acteurs intervenant dans la formation de l’autophagosome, ainsi que dans la 

poursuite de ce processus catabolique semblent être identiques. Jusqu’à aujourd’hui, il ne semble 

pas exister de différence majeure entre autophagie constitutive et autophagie induite concernant le 

strict déroulement de cette voie.

Cette sélectivité de l’autophagie basale existe déjà chez les eucaryotes inférieurs à moindre 

échelle, ce système s’étant complexifié avec l’évolution. Chez la levure, plusieurs types de 

macroautophagie ont été décrits. Tous ont en commun la mise en place de la SPA regroupant les 

produits de 17 gènes Atg. Ils diffèrent par l’intervention de protéines particulières permettant 

d’assurer une certaine sélectivité envers des substrats particuliers. Ainsi, en cas de dégradation 

spécifique, le chargement séquestré dans les vésicules autophagiques contient très peu de matériel 
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cytoplasmique accompagnant l’organite ou les protéines ciblées contrairement à la macroautophagie 

« en bloc » qui séquestre à la fois matériel cytoplasmique, protéines et/ou organite(s). Le processus 

de CVT qui a lieu en période végétative, en présence de nutriments, peut-être considéré comme une 

forme de macroautophagie spécifique (Lynch-Day et Klionsky, 2010). Cette forme est celle qui se 

rapproche le plus de l’autophagie spécifique mammalienne. Un des points communs fondamentaux 

existant entre la voie CVT fongique et l’autophagie spécifique, réside dans un système basé sur 

deux protéines impliquées dans la reconnaissance du substrat : une protéine adaptatrice et  une 

protéine « récepteur » (Yamamoto et Simonsen, 2011). Ces protéines spécifiques ne sont pas 

nécessaires au déroulement de l’autophagie induite comme Atg11 et Atg19 au cours de la voie 

CVT ou Atg32 dans le cas de la mitophagie mais sont indispensables pour la séquestration du 

chargement.

2. Acteurs et voies : importance des récepteurs 
autophagiques

a. Le domaine LIR/LRS

Dans les cellules de mammifères, la protéine réceptrice la mieux caractérisée est p62/

SQSTM1pour laquelle le motif peptidique LIR/LRS permettant son interaction avec LC3 a été 

identifié (Pankiv et al., 2007; Komatsu et al., 2007b). La forme mature de LC3 étant la forme 

pouvant se lier préférentiellement à p62, probablement par un mécanisme de changement de 

conformation suite à la lipidation de LC3-I pour former LC3-II (Bjørkøy  et al., 2005; Pankiv et al., 

2007; Lim et al., 2011). Cette protéine adaptatrice possède aussi un domaine UBA qui permet la 

dégradation spécifique de substrats altérés ubiquitinylés aussi variés que les agrégats protéiques, les 

mitochondries, les bactéries intracellulaires, les protéines ribosomales... (Bjørkøy  et al., 2006;  

Zheng et al., 2009; Deretic, 2010; Narendra et al., 2010). L’existence de motifs LIR sur une protéine 

implique qu’elle soit elle-même sélectivement dégradée par autophagie. 

Les portions N-terminales des protéines de la famille Atg8 présentent deux poches hydrophobes, 

appelées site W et site L, contenant respectivement des résidus leucine et phénylalanine conservés, 

situées de part et d’autre d’un feuillet ! (feuillet !2) et entourées d’aa basiques conservés, 

constituant le site d’interaction avec les résidus du motif WXXL du domaine LIR (Noda et al., 

2010). Les résidus W et L sont  profondément enfouis dans les poches hydrophobes tandis que les 
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résidus acides X interagiront grâce à des liaisons ioniques avec des aa basiques conservés (lysines 

ou arginines) situés autour des poches hydrophobes (Noda et al., 2008).

b. Les différents types d’autophagie spécifique

L’autophagie est  de nature « omnivore », aussi, dans le cas de la forme spécifique, en fonction 

du type de substrat pris en charge, on distingue différents types d’autophagie (Klionsky  et al., 

2007). On parlera alors de mitophagie (dégradation autophagique des mitochondries), de 

pexophagie (prise en charge des peroxysomes ; Iwata et al., 2006), de réticulophagie (séquestration 

du RE) (Bernales et  al., 2006), de xénophagie (dégradation de bactéries intracellulaires et de virus), 

de ribophagie (protéines ribosomales) (Kraft et al., 2008) et enfin d’agréphagie. Celle-ci correspond 

à la dégradation autophagique de protéines anormalement repliées ou d’agrégats protéiques. La 

prise en charge par p62 de la protéine ribosomale rpS30 (qui possède une activité microbicide), 

lorsque cette dernière est ubiquitinylée constitue un moyen de défense envers Mycobacterium 

tuberculosis, agent pathogène de la tuberculose. La séquestration de cette protéine dans les 

autophagosomes puis leur fusion avec des phagosomes ayant capturé le bacille permet à la rpS30 

d’agir directement sur la bactérie (Ponpuak et al., 2010; Ponpuak et Deretic, 2011). Cela signifie 

que l’autophagie n’a pas systématiquement lieu dans un but  catabolique direct mais peu être 

intégrée à une réponse cellulaire plus complexe généralement en faveur de la survie cellulaire.

Iwata et al. ont mis en évidence en 2005 que la machinerie autophagique permettait de dégrader 

sélectivement les peroxisomes (pexophagie) dans le foie de rats (Iwata et al., 2005). Ceci implique 

une reconnaissance spécifique de ces organites et souligne le rôle de l’autophagie dans la régulation 

et le contrôle du pool d’organites dans le cytoplasme cellulaire. Dans chaque cas, une protéine 

généralement située au niveau membranaire de l’organite ciblé est reconnue par un récepteur 

autophagique. 

NDP52 (Nuclear Dot Protein of 52 kDa) est un récepteur autophagique qui, grâce à un domaine 

UBA reconnaît des bactéries ubiquitinylées (comme Salmonella typhimurium) et peut induire 

l’autophagie pour la dégradation de l’agent pathogène. 

Dans le contexte de la mitophagie, l’élément déclencheur est une dissipation du potentiel 

membranaire mitochondrial qui conduit à la séquestration de l’organite lésé par l’intermédiaire de la 

protéine réceptrice Nix/BNIP3L. La mitophagie serait une réminiscence de la xénophagie pour des 

organismes antérieurs sur le plan de la phylogenèse (Deretic, 2010b).
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c. p62/SQSTM1/A170 

i. Structure

Originellement, p62 a été identifiée en tant que protéine interagissant avec les Protéines Kinases 

C atypiques (aPKC) (Park et al., 1995; Vadlamudi et al., 1996), la PKC( et  la PKC)/*, d’où son nom 

de ZIP (Zeta PKC-Interacting Protein) chez le rat (Gong, 1999). Cette protéine est retrouvée sous le 

nom d’A170 chez la souris et de Ref(2)P [Refractory to Sigma P (Ref(2)P/CG10360)] chez la 

drosophile (Puls et al., 1997; Nezis et al., 2008) mais n’est  pas conservée dans le règne végétal ni au 

niveau fongique (Komatsu et Ichimura, 2010). 

p62 est aussi une protéine adaptatrice pour le système ubiquitine/protéasome, sa séquence 

peptidique comprenant un domaine UBA (Lee et al., 1998). Elle contient également un domaine 

PB1 (Phox et Bem1p) d’homo-oligomérisation, suivi d’un domaine en doigt de zinc ZZ, d’un 

domaine de liaison à TRAF6 (Tumour Necrosis Factor - TNF Receptor Associated Factor 6), de 

deux séquences PEST (riches en proline P, acide glutamique E, sérine S et thréonine T) puis les 

domaines LIR et UBA à l’extrémité carboxy-terminale. p62 possède également deux séquences de 

localisation nucléaire (NLS) et une séquence d’export nucléaire lui permettant de faire la navette 

entre noyau et cytoplasme (Pankiv et al., 2010a; b ; figure 25). 

ii. p62 et signalisation cellulaire

• Modifications post-traductionnelles

p62 est une phosphoprotéine, substrat de la CDK1, phosphorylée en phase précoce de la mitose, 

ce qui est nécessaire pour l’efficience du complexe cdk1/cyclinB1 à ce stade. La phosphorylation de 
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Figure 25 : Structure protéique de p62/SQSTM1
p62 possède un domaine d’interaction protéique de type PB1 en position N-terminale grâce à auquel elle peut s’homo-
oligomériser ou s’associer à une autre impliquée dans la dégradation autophagique spécifique, NBR1. Cette région est 
suivie d’un domaine en doigt de zinc ZZ (ZnZZ). p62 peut se lier aux protéines de la famille LC3 au niveau de sa 
séquence LIR. En position C-terminale est retrouvé le domaine d’interaction avec les protéines ubiquitinylées UBA. En 
outre, p62 contient deux séquences PEST, deux motifs de localisation nucléaire (NLS) et un signal d’export nucléaire 
(NES). Elle interagit avec TRAF6 et KEAP grâce à des domaines d’associations dédiés.
Sont représentées en vert les séquences liées directement au rôle de p62 au cours de l’autophagie spécifique.



p62 en T269 et S272 préviendrait la dégradation de la cycline B1 par le protéasome ralentissant 

ainsi la sortie de la mitose (Linares et al., 2011). Il existe un troisième site de phosphorylation, en 

S266 dont la modification est inhibitrice pour l’import nucléaire de p62 (Pankiv et al., 2010b). 

• Interactions multiples de p62

Parmi les fonctions initialement identifiées de p62 figure son rôle en tant que protéine 

adaptatrice entre les aPKC et leurs substrats. Chez le rat, Gong et  al., ont montré en 1999 que ZIP, 

l’homologue de p62, permettait la phosphorylation de la sous-unité Kv!2 par la PKC( en 

fonctionnant en tant qu’adaptateur entre ces deux protéines. Kv!2 est une sous-unité de canaux 

potassiques au niveau neuronal et dont la fonction est importante pour le contrôle de l’excitabilité 

neuronale (Gong, 1999). Au niveau de l’hippocampe, p62 interviendrait  au cours de la 

potentialisation à long terme (LTP : Long Term Potentiation) en permettant la phosphorylation de la 

sous-unité GluR1 du récepteur à l’AMPA (acide "-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazole 

propionique) par une aPKC (Jiang et al., 2009). Cette phosphorylation permet l’adressage du 

récepteur au niveau de la vésicule synaptique. Dans ce cas, l’interaction entre p62 et GluR1 se fait 

au niveau de la région ZZ de p62 et la deuxième boucle cytoplasmique (L2-3) de GluR1. La 

suppression de p62 chez la souris cause un blocage de la LTP.

p62 interagit avec TRAF6, une ubiquitine-ligase de type RING (Really Interesting New Gene)

catalysant la formation de polymères d’ubiquitine liés en K63. p62 peut aussi se lier avec une 

enzyme de dé-ubiquitination spécifique des ubiquitines liées en K63, CYLD (Cylindromatose) et 

régule leurs activités (Wooten et al., 2008). De par ses capacités de liaison avec les aPKC d’une part 

et avec TRAF6 d’autre part, p62 est impliquée dans la régulation de la voie de signalisation du 

facteur de transcription NF-$B (Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)

(Duran et al., 2008). p62 module également la voie NF-$B en interagissant via son domaine PB1 

avec la MAPK MEKK3 (MAP/ERK Kinase Kinase 3) (Nakamura et  al., 2010) ; et semble 

constituer un carrefour entre diverses autres voies de signalisation cellulaire (Moscat et Diaz-Meco, 

2009). Ainsi, en réponse à la fixation de cytokines (TNF" ; Tumour Necrosis Factor " et IL-1! ; 

Interleukine 1!) sur leurs récepteurs multimériques comportant la protéine RIP (Receptor 

Interacting Protein) à laquelle p62 peut se lier grâce à son domaine PB1 (Kawai et al., 2008), p62 

est impliquée dans la réponse inflammatoire en conduisant à l’activation de la p38MAPK avec 

laquelle elle interagit également.

124



Alors que dans les cellules cancéreuses, p62 favorise la survie cellulaire en participant à la 

modulation de la voie NF-$B, elle peut intervenir dans le déclenchement de l’apoptose suite à la 

fixation d’un ligand sur les récepteurs de mort DR5 et DR6 (Death Receptor), qui par 

l’intermédiaire du complexe DISC (Death-Inducing Signalling Complex) conduit à  

l’ubiquitinylation de la caspase 8 par la cullin3-based ubiquitin-ligase puis à son oligomérisation  

grâce à une interaction directe avec p62 (Jin et al., 2009).

Enfin, de manière dépendante de l’autophagie, p62 est impliquée dans la régulation négative de 

la voie Wnt, voie jouant des rôles au cours de l’embryogenèse, du renouvellement tissulaire et de la 

tumorigenèse. p62, en favorisant l’agrégation et l’ubiquitinylation de Dvl, facilite la dégradation de 

cette protéine, contenant par ailleurs un motif LIR, par autophagie (Gao et al., 2010; Gao et Chen, 

2011).

• p62 et stress oxydatif

Lorsque l’activité autophagique est abolie dans les foies de souris KO pour Atg7, p62 est 

accumulée au sein d’inclusions protéiques et  ceci est associé à une induction robuste de 

l’expression de protéines anti-oxydantes et une accumulation de Nrf2 dans le noyau suggérant un 

rôle de p62 dans ce type de réponse. 

L’expression de p62 est rapidement induite suite à un stress protéotoxique (comme une 

inhibition du protéasome, ou la surexpression d’une protéine mutante ayant propension à s’agréger) 

ou à un stress oxydatif (Lee et al., 1998; Moscat et Diaz-Meco, 2009; Pankiv et al., 2010b). Le 

promoteur du gène codant p62/SQSTM1 contient un élément de réponse aux antioxydants (ARE ; 

Antioxidant Response Element) (Jain et  al., 2010) qui est activé par la fixation du facteur de 

transcription Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-Related Factor 2) dont l’activité est induite suite à un 

stress oxydant. En conditions physiologiques, Nrf2 est lié à Keap1 (Kelch-like ECH-Associated 

Protein 1) ce qui permet sa dimérisation. Ceci conduit à l’ubiquitinylation et la dégradation de Nrf2 

par l’intermédiaire de l’ubiquitine-ligase culline 3, (Komatsu et al., 2010). En cas de stress oxydant, 

l’oxydation de Keap1 diminue son interaction avec Nrf2 qui peut alors être transloquée dans le 

noyau et stimuler l’expression de p62 (Lee et al., 1998). En retour, p62 favorise la signalisation 

Nrf2 par une boucle de régulation positive en interagissant directement avec Keap1, ce qui conduit 

à sa dégradation par autophagie (Jain et al., 2010). p62 est donc placée aux deux extrémités de cette 

chaîne, elle intervient dans l'induction de la réponse au stress oxydatif et  est  induite par ce type de 

stress. De façon surprenante, les lésions apparaissant suite à la suppression de l’autophagie dans le 
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foie de souris résulteraient de l’accroissement des niveaux de Nrf2 (dû à l’accumulation de p62) 

puisque ce phénotype est allégé quand l’expression de Nrf2 est abolie (Komatsu et al., 2010). Dans 

une variété de maladies neurodégénératives, l’expression de p62 est réduite suite à l’oxydation de 

son promoteur, cette diminution étant donc corrélée au stress oxydatif (Du et al., 2009b; a).

p62 semble favoriser la survie cellulaire suite à un stress oxydatif de façon indépendante de 

l’autophagie en agissant positivement sur la voie Akt en favorisant les dissociations entre les 

protéines 14-3-3+ de la PDK1 (3-Phosphoinositide-Dependent protein Kinase-1) et la PKC( d’Akt 

par liaison directe (Heo et al., 2009). 

iii. p62, un récepteur autophagique modèle

L’identification du domaine LIR permettant 

l’interaction entre p62 et LC3 (Komatsu et al., 

2007a; Pankiv et al., 2007) a permis de 

déterminer la base de fonctionnement d’un 

mécanisme commun aux voies autophagiques 

spécifiques. L’existence d’une telle spécificité 

était déjà soupçonnée, en particulier dans le cas 

de la dégradation des mitochondries altérées suite 

à la mise en place du pore de perméabilité 

mitochondrial conduisant à la dépolarisation de 

ces organites (Lemasters et al., 1998; Elmore et 

al., 2001) mais les modalités de sélection et 

d’adressage des substrats étaient inconnues (Kim 

et Klionsky, 2000; Klionsky et al., 2007). 

L’analyse extensive du fonctionnement de p62 a 

conduit à l’identification des récepteurs 

autophagiques faisant de p62 la molécule 

canonique (figure 26).

Du fait  d’une conformation particulière de son domaine UBA, la protéine p62 va 

préférentiellement se lier in vivo, aux protéines conjuguées à une chaîne d’ubiquitine liée en K63 

(Tan et al., 2007; Long et al., 2008; Wooten et al., 2008). Cependant, in vitro, l’affinité de ce 

domaine UBA est  pratiquement identique pour les dimères d’ubiquitine, qu’ils soient liés en K48 et 
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Figure 26 : Schéma du fonctionnement de p62 en tant 
que récepteur autophagique
p62 reconnaît les substrats ubiquitinylés (protéines, 
agrégats protéiques, mitochondries, bactéries …) grâce 
à son domaine UBA et s’homo-oligomérise au niveau N-
terminal (motif PB1). Le domaine LIR se lie 
préférentiellement à la forme lipidée de LC3, permettant 
d’ancrer le substrat dans le phagophore en formation et 
la séquestration qui s’en suivra dans l’autophagosome.



en K63 (Long et al., 2008). La greffe d’une seule ubiquitine sur une protéine serait malgré tout 

suffisante pour sa prise en charge par p62, en particulier dans le cadre de la pexophagie (Kim et al., 

2008). Parallèlement, le domaine LIR de p62 présente une meilleure affinité pour LC3 par rapport à 

GABARAP et GATE-16 (Komatsu et Ichimura, 2010) et l’interaction entre p62 et LC3 est 

indispensable pour la dégradation spécifique des protéines « capturées » par p62 (Tung et al., 2010).

p62 est impliquée dans la dégradation spécifique de bon nombre de substrats comme les 

bactéries, les peroxysomes et les mitochondries. Dans le contexte de la dégradation protéique, p62 

fonctionne en association avec d’autres protéines nécessaires à cette voie particulière appelée 

agréphagie qui correspond aussi bien à la dégradation de protéines anormales que d’agrégats 

protéiques. En outre, la suppression de l’expression de p62 chez la souris cause des troubles 

métaboliques (obésité) associés à l’apparition d’inclusions neuronales de protéines ubiquitinylées, 

dont la protéine tau hyperphosphorylée, et  à une neurodégénérescence (Ramesh Babu et  al., 2008; 

Tan et al., 2007).

3. Agréphagie : p62 et ses partenaires

a. NBR1, deuxième récepteur autophagique

NBR1 est une protéine d’une architecture très proche de p62 bien que partageant une très faible 

homologie de séquence avec elle (Lamark et al., 2003). NBR1 est  ainsi composée d’un domaine 

d’interaction PB1 amino-terminal lui permettant d’interagir avec les aPKC et p62 mais pas de 

s’homo-oligomériser, une séquence de type ZZ, et d’une séquence UBA C-terminale. En outre, elle 

possède deux motifs d’interaction avec les protéines de la famille Atg8 : LIR2 (540-636) et LIR1 

(727-738), un motif unique appelé NRB1-box et deux domaines CC situés de part et d’autre du 

domaine LIR2 (Kirkin et al., 2009a; Waters et al., 2009). NBR1 peut lier, via son domaine UBA 

C‑terminal, des protéines ubiquitinylées de manière plus large que p62 car elle présente une 

meilleure affinité pour les polymères d’ubiquitine liés en K63 et pour ceux liés en K48 (Waters et 

al., 2009). NBR1 est un substrat spécifique de l’autophagie et sa dégradation est indépendante de 

l’intervention de p62 (Kirkin et al., 2009a).

b. Alfy, adaptateur autophagique ?

Alfy (blue cheese chez la drosophile) est une grosse protéine de 400 kDa conservée au cours de 

l’évolution, bien qu’elle ne soit pas retrouvée chez S. cerevisiae. Que ce soit dans les cellules de 

mammifères ou celles d’insectes, ces deux protéines sont importantes pour la dégradation de 
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protéines anormales et/ou mal repliées (Simonsen et al., 2004; 2007). Alfy (ou WDFY3) a été 

découverte en tant que protéine pouvant être co-localisée avec LC3 et Atg5. 

Structurellement, cette protéine comprend un domaine d’homologie à la pleckstrine (PH, 

Pleckstrin Homology), un domaine d’interaction BEACH (Blue Cheese And Chédiak-Higashi17), un 

domaine FYVE de liaison au PI(3)P et cinq répétitions WD40 (Knaevelsrud et Simonsen, 2010). En 

conditions physiologiques normales, Alfy est une protéine nucléaire localisée en périphérie de 

l’enveloppe nucléaire (Clausen et  al., 2010). Grâce à ses signaux d’export et de localisation 

nucléaires, p62, qui semble faire continuellement et à haute fréquence la navette entre cytoplasme et 

nucléoplasme, recrute Alfy en conditions de stress (Clausen et al., 2010; Pankiv et al., 2010b). 

L’interaction entre Alfy et p62 se fait au niveau du domaine BEACH d’Alfy mais le site au niveau 

de p62 n’a pas été identifié. p62 et Alfy sont toutes les deux indispensables à l’agréphagie et 

dépendantes l’une de l’autre bien qu’Alfy ne soit pas nécessaire à la dégradation spécifique de p62 

par autophagie (Filimonenko et al., 2010; Knaevelsrud et Simonsen, 2010). Grâce à sa suite de 

motifs WD40, Alfy peut s’associer à Atg5 et donc à la machinerie centrale autophagique : Atg12, 16 

et LC3. Alfy pourrait donc moduler la formation de l’autophagosome (Deretic, 2010).

Alfy étant impliquée dans la dégradation des agrégats protéiques, sa surexpression dans des 

modèles de drosophile surexprimant la huntingtine (htt) mutée au niveau des yeux est 

neuroprotectrice (Filimonenko et al., 2010).

c. HDAC6 et recrutement des protéines anormales

La protéine HDAC6 est une déacétylase non-canonique. Outre sa fonction dans le noyau, elle 

régule l’acétylation des microtubules ainsi que la motilité cellulaire chimiotactique. Elle a la 

capacité d’intéragir avec les complexes dynéines. HDAC6 peut se lier à l’ubiquitine et ses 

polymères liés en K63 à travers un domaine de liaison à l’ubiquitine de type Zf-UBP (Zinc Finger 

in Ubiquitin specific Protease) : BUZ (Bound to Ubiquitin Zinc). HDAC6 est également requise 

pour la mise en place des agrésomes en transportant les protéines mal repliées en direction du 

MTOC en interagissant avec la dynéine (Kawaguchi et al., 2003). Dans le contexte d’un modèle de 

neurodégénérescence rétinienne chez la drosophile induite par la surexpression d’une protéine à 

expansion de polyglutamine (poly-Q), inhibitrice du protéasome, l’introduction d’un gène HDAC6 

exogène arrête la neurodégénérescence et ce de façon dépendante de l’autophagie et de la 
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17  Chédiak-Higashi est une pathologie de surcharge lysosomale liée à une mutation dʼune protéine 
possédant un domaine BEACH, la protéine LYST (Orphanet n°167, OMIM n°214500)



fonctionnalité du site catalytique de cette protéine. HDAC6 est donc impliquée dans l’induction 

d’une autophagie compensatoire suite à une altération de l’activité du SUP (Pandey  et al., 2007a; b). 

Par conséquent, HDAC6 relie les deux mécanismes cataboliques majeurs : autophagie et SUP en 

facilitant la dégradation des protéines nocives pour la cellule par agréphagie (Pandey  et al., 2007a; 

b; Iwata et al., 2005). 

d. Homo-oligomérisation de p62 et formation des agrésomes

Bien que présentant une meilleure affinité pour les substrats conjugués à une chaîne 

d’ubiquitines liées en K63, cette affinité reste malgré tout très faible comparée à d’autres domaines 

UBA. Il serait  alors nécessaire que p62 s’homo-oligomérise par son domaine PB1 afin d’optimiser 

sa capacité à lier les protéines ubiquitinylées (Kirkin et al., 2009a). Cette fonction intervient non 

seulement dans le contexte de la reconnaissance de substrats ubiquitinylés mais aussi dans le cadre 

des fonctions de p62 dans la signalisation cellulaire (Jain et al., 2010), cela lui permet d’adapter le 

substrat d’une enzyme (aPKC par exemple) au niveau de son site catalytique.

L’expression de p62 ainsi que la formation d’agrégats de protéines ubiquitinylées et positifs 

pour p62 et TRAF6 sont induites lorsque le protéasome est inhibé (Nakaso et al., 2004; Seibenhener 

et al., 2004). En cas d’inhibition de l’autophagie, il se forme dans la région périnucléaire, à 

proximité du MTOC, des agrégats de protéines ubiquitinylées unies entre elles par p62 et par NBR1 

(Bjørkøy et al., 2005; Kirkin et al., 2009a), de même type que ceux observés lors de l’inhibition du 

protéasome. p62 et  NBR1 sont toutes deux nécessaires pour la formation de tels agrégats, appelés 

corps p62 (p62 bodies) ou agrésomes (Johnston et al., 1998) ainsi que pour leur dégradation 

(Bjørkøy et al., 2005; Kirkin et al., 2009a; b). 

Les agrésomes sont des structures formées transitoirement dans la région périnucléaire de la 

cellule, à proximité des centres organisateurs des microtubules (Johnston et  al., 1998; García-Mata 

et al., 1999; Kopito, 2000) (figure 27). Ils correspondent à des inclusions contenant des protéines 

anormalement repliées polyubiquitinylées associées à d’autres composants protéiques tels que des 

chaperons moléculaires, des protéasomes et des protéines particulières. Ainsi, les protéines p62, 

HDAC6 et Alfy sont constamment retrouvées dans ces agrégats (Zatloukal et al., 2002; Kawaguchi 

et al., 2003; Simonsen et al., 2004).

La formation des agrésomes est induite suite à des stress cellulaires d’origines diverses et 

pouvant compromettre le fonctionnement cellulaire. Ce sont par exemple des stress protéotoxiques 

comme l’inhibition de l’une ou l’autre des voies cataboliques majeures (autophagie ou SUP), des 
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stress nutritionnels, du RE ou oxydatifs. La destination finale de ces agrésomes est majoritairement 

l’autophagie spécifique dépendante de p62 et d’Alfy  (agréphagie). Certains auteurs suggèrent que 

ces agrésomes puissent également être substrats de l’UPS. Mais les travaux de Pandey et al., portant 

sur un modèle d’insecte de pathologie neurodégénérative oculaire liée à l’expression de protéines 

mutantes à expansion de polyglutamine (polyQ) révèlent que de telles espèces protéiques pouvaient 

inhiber le protéasome (Pandey et al., 2007b). 

La formation des agrésomes nécessite de plus l’intervention du cytosquelette microtubulaire, 

des dynéines et de HDAC6. Cette dernière lie les agrégats aux dynéines d’une part  et influence 

d’autre part la stabilité des microtubules de par son activité enzymatique déacétylase (Kawaguchi et 

al., 2003; Seibenhener et al., 2004). La formation de ces agrésomes, serait cytoprotectrice en 

permettant la séquestration d’espèces protéiques toxiques suivie de leur dégradation. 

Les agrésomes sont ensuite dégradés par autophagie par la liaison de p62 et de NBR1 à LC3 via 

leur domaine LIR (figure 28). Compte-tenu de ses rôles dans la signalisation cellulaire, la 
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Figure 27 : Mécanisme de formation des agrésomes (D’après Knaevelsrud et Simonsen, 2010)
Les protéines mal-conformées, potentiellement pathologiques sont prises en charge par des chaperons moléculaires qui 
soit les aident à retrouver une conformation correcte soit induisent leur ubiquitinylation (1), à ce stade elles peuvent 
être dégradées par le protéasome ou s’oligomériser, ce processus étant favorisé par la configuration de leur structure 
tertiaire (cf Partie 3-I-E) (2- et 3-). Les protéines ou agrégats de protéines ubiquitinylées sont reconnus par les 
domaines UBA de p62 et de NBR1 (p62 reconnaît préférentiellement les chaînes en K63, NBR1 les chaînes K63 et K48) 
(4-). De par leur capacité à s’homo-oligomériser (via le domaine PB1 de p62 et CC de NBR1), p62 et NBR1 
concentrent et séquestrent les protéines anormales sous la forme d’inclusions insolubles appelés agrésomes (-5). 
HDAC6 participe à la formation de ces structures en adaptant les agrégats protéiques aux moteurs dynéines afin de les 
transporter le long des microtubules pour les rassembler au niveau du site de formation des agrésomes (5’). En 
parallèle, un contingent de p62 recrute Alfy dans le noyau et permet ainsi son inclusion au sein des agrésomes (4’).



dégradation spécifique de p62 par autophagie indépendamment de son rôle en tant que récepteur 

pour ce processus catabolique revêt une importance certaine, ceci signifiant que l’autophagie elle-

même peut contrôler ces voies de signalisation (Moscat et Diaz-Meco, 2009).

p62 est communément retrouvée dans les agrégats de protéines polyubiquitinylées s’accumulant 

dans les tissus de patients atteints d’agrégopathies telles que la maladie de Huntington (Bjørkøy et 

al., 2005), l’ataxie spino-cérébelleuse de type 3 (maladie de Machado-Joseph) (Donaldson et al., 

2003), la SLA (Mizuno et al., 2006; Gal et al., 2007), la démence fronto-temporale avec 

parkinsonisme liée au chromosome 17 (Arai et al., 2003) ou encore la maladie d’Alzheimer 

(Kuusisto et al., 2001; 2002; Babu et al., 2005). Chez l’Homme, la mutation du gène codant p62, en 

particulier au niveau du domaine UBA, conduit à la survenue de la maladie de Paget des os 5q35 

(OMIM n°602080 et 601530) (Laurin et al., 2002; Duran et al., 2004; Kurihara et  al., 2007) bien 

que le rôle exact de p62 a ce niveau ne soit pas complètement clair et pourrait être indépendant de 

sa fonction dans l’autophagie sélective (Kirkin et Dikic, 2007). 

Les souris KO pour p62 présentent une activité autophagique qui n’est pas significativement 

différente des souris WT. Ces souris développent à l’âge adulte une obésité résistante à la leptine 

associée à un diabète insulino-résistant, (Rodriguez et al., 2006; Komatsu et  al., 2007c). Elles 
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Figure 28 : Agréphagie : séquestration des agrésomes au sein des autophagosomes
Une fois formés, les agrésomes peuvent être spécifiquement dégradés par autophagie (agréphagie) grâce à 
l’association de LC3 avec les domaines LIR de p62 et de NBR1 au niveau de la partie interne du phagophore en 
formation (à gauche). Alfy participe à l’adaptation des agrésomes en interagissant d’une part avec le PI3P par sa 
séquence FYVE et avec le complexe Atg12-Atg5~Atg16L via ses répétitions WD40. Lors de la fermeture de 
l’autophagosome (à droite), l’agrésome et les différentes protéines qui lui sont associées sont séquestrées à l’intérieur 
et seront ensuite dégradées au cours de la maturation autophagosomale. 



présentent une croissance normale avec une durée de vie supérieure à 1 an. Ces souris développent 

cependant, dès l’âge de six mois, une altération de la signalisation liée aux kinases et une 

accumulation de la protéine tau hyperphosphorylée et polyubiquitinylée en K63, une perte 

neuronale associée à une altération du comportement relié au fonctionnement de l’hippocampe 

(Babu et al., 2005; Babu et  al., 2008) bien que ces dernières caractéristiques n’aient pas été 

retrouvées dans toutes les études réalisées avec ce type de souris (Komatsu et al., 2007c).

Auparavant, il avait été montré que l’abolition conditionnelle du processus autophagique, chez 

la souris, dans le foie (Komatsu et al., 2005) ou dans le cerveau (Komatsu et  al., 2006; Hara et al., 

2006) conduisait à l’apparition de phénotypes délétères chez ces animaux : hypertrophie, lésions, 

perte de la conformation lobulaire en ce qui concerne le foie, et des troubles comportementaux 

associés à la formation d’agrégats de protéines anormales polyubiquitinylées dans le cas d’une 

suppression au niveau du système nerveux central. Lorsqu’on associe à l’abolition de l’autophagie 

dans ces tissus la suppression de p62, il y a disparition des anomalies au niveau du foie, ce qui n’est 

pas le cas au niveau du cerveau (neurones pyramidaux corticaux et hippocampiques) et du cervelet 

(cellules de Purkinje) où il y a peu de différences avec le modèle murin où seul le processus 

autophagique est annulé (Komatsu et al., 2007c) suggérant l’existence d’une autre protéine 

(probablement NBR1) compensant la perte d’activité de p62. Concernant la fonction de p62 dans la 

prise en charge des substrats ubiquitinylés en vue de leur dégradation autophagique, des résultats 

similaires ont été obtenus au niveau du système nerveux central de la drosophile (Nezis et al., 

2008). En effet, la suppression de l’expression de l’homologue de p62, Ref(2) associée à 

l’inhibition de l’autophagie dans le cerveau de ces animaux réduit la formation d’agrégats 

protéiques développés lorsque l’autophagie est supprimée (Komatsu et al., 2007c; Nezis et al., 

2008). Néanmoins une autre étude montre que la suppression de l’expression du facteur de 

transcription Nrf2 dans le foie de souris pour lesquelles l’autophagie a été abolie, est protectrice et 

régulerait  l’accumulation des protéines ubiquitinylées quelque soit le type de chaîne (K11, K48 ou 

K63) suggérant que l’action de p62 dans ces modèles murins ne passe par par son rôle dans la 

sélection du substrat au cours de l’autophagie  mais serait lié à son action dans les voies de réponse 

au stress (Riley et al., 2010). 

e. Anomalies de l’agréphagie

Les cellules sorties du cycle cellulaire telles que les hépatocytes et les neurones sont 

extrêmement sensibles à la présence de protéines anormales ayant propension à s’agréger. 

L’agréphagie constitue l’un des recours indispensables pour le maintien de ces cellules dans un état 
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fonctionnel. En effet, des mutations des protéines associées à cette voie sont retrouvées dans un 

certain nombre de pathologies humaines et dans des modèles animaux. La suppression 

conditionnelle de l’autophagie (souris Atg7-/- ou Atg5-/-) induit des pathologies dégénératives 

associées à la présence d’inclusions cytoplasmiques constituées de protéines agrégées et 

polyubiquitinylées où sont retrouvées Alfy, p62 et NBR1. L’abolition de l’expression de p62 dans 

des modèles murins a été associée à la survenue d’une tauopathie au niveau neuronal (Ramesh Babu 

et al., 2008) et des anomalies de p62 et de NBR1 chez l’Homme sont impliquées dans la pathogénie 

de la maladie de Paget des os (Waters et al., 2009; Waters et al., 2010; Whitehouse et al., 2010). 
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PARTIE 3 : RÔLES ET PHYSIOLOGIE DE 

L’AUTOPHAGIE

I. RÔLES PHYSIOLOGIQUES DE L’AUTOPHAGIE 

A. Développement : morphogenèse et embryogenèse

L’autophagie, qu’elle soit basale ou induite, est un mécanisme indispensable tout  au long de la 

vie d’un organisme du (des) premier(s) stade(s) développemental(aux) à sa mort. La suppression de 

l’expression d’un grand nombre de gènes essentiels à la conduite de l’autophagie est, à l’échelle de 

l’organisme, dans la majorité des cas, incompatible avec la vie (cf tableau). En effet, chez la levure, 

la drosophile, l’amibe D. discoideum et  chez le nématode C. elegans, des mutations affectant des 

gènes essentiels pour la conduite de l’autophagie provoquent des troubles du développement, 

respectivement, troubles de la sporulation, mort à la troisième étape larvaire ou pendant le stade 

nymphal ; troubles de l’étape de formation du corps fructifère (fruiting body), formation anormale 

du stade « dauer ») (Meléndez et al., 2003; Tekinay et al., 2006; Meléndez et Neufeld, 2008). 

Le bon fonctionnement de l’autophagie est indispensable à la survie du zygote dans les trompes, 

depuis la fécondation jusqu’à son implantation dans l’endomètre. Chez les mammifères, l’abolition 

de l’expression de gènes Atg chez la souris sont létaux soit au cours du développement 

embryonnaire, soit dans les heures suivant la naissance. Ainsi, Tsukamoto et al., ont créé un modèle 

murin dans lequel l’expression de Atg5 est supprimée dans les ovocytes. Bien que ces cellules, une 

fois fertilisées par des spermatozoïdes Atg5-, soient viables, l’œuf ne se développe pas au-delà du 

stade 4-8 cellules (Tsukamoto et al., 2008a). Les embryons réussissent à se développer lorsque le 

gamète mâle est  de génotype Atg5+. Dans des zygotes sauvages, l’autophagie est induite juste après 

la fécondation, probablement induite par une entrée massive d’ions calcium, permettant de dégrader 

ARNm et protéines maternelles et la synthèse de protéines issues de la transcription des gènes du 

zygote (Tsukamoto et al., 2008b). Chez la souris, les mutants Beclin-1-/- meurent au jour 

embryonnaire E7.5 et  présentent un défaut de la formation de la cavité amniotique (Yue et  al., 
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2003). Ce défaut de cavitation est également observé dans un modèle de développement 

embryonnaire élaboré à partir de cellules souches murines Atg5-/- et est attribué à un défaut de 

l’élimination des cellules apoptotiques suite à une faillite de l’émission des signaux « mangez-

moi » (exposition de la phosphatidylsérine au niveau du feuillet lipidique externe de la membrane 

plasmique) et « venez me prendre » (sécrétion de lysophosphatidylcholine) nécessaires à la 

phagocytose des corps apoptotiques par les cellules environnantes (Qu et al., 2007). L’autophagie, 

en dégradant des composants intracellulaires permet la synthèse d’ATP qui est nécessaire à 

l’émission de ces signaux. 

Une autre mutation létale (entre E11,5 et E14,5) est celle de la protéine Ambra1, appartenant au 

premier complexe hVPS34-p150-Beclin-1 provoquant des anomalies très importantes au niveau de 

l’organogenèse du SNC. Celui-ci présente alors une prolifération incontrôlée des cellules dérivant 

du tube neural suivie d’un déclenchement massif de l’apoptose (Fimia et al., 2007; Cecconi et al., 

2008).

A la naissance, le nouveau-né connaît une période de privation nutritionnelle pendant laquelle la 

dégradation autophagique est nécessaire pour fournir aux cellules l’énergie et les nutriments 

nécessaires à leur fonctionnement. Cette période correspond à l’espace temporel séparant  l’arrêt de 

la nutrition par le placenta et l’assimilation du lait  maternel. Une élévation des niveaux 

d’autophagie sont observés dans le cœur, les poumons et le diaphragme immédiatement après la 

naissance, confortant cette hypothèse. Par conséquent les nouveau-nés Atg5-/- ou Atg7-/- meurent 

dans les 12 heures suivant la naissance (Kuma et al., 2004). Cette mort ne serait pas uniquement 

due à une faillite dans le maintien des stocks d’énergie mais serait également due à un défaut 

d’élimination des corps apoptotiques, en particulier dans les poumons et la rétine (Qu et al., 2007). 

B. Importance de l’autophagie au niveau tissulaire : 

pathologies associées à l’autophagie

1. Modèles animaux de modifications des gènes 
impliqués dans l’autophagie

L’abolition de l’expression de gènes codant des protéines nécessaires à l’accomplissement de 

l’autophagie cause, dans la majorité des cas, des anomalies majeures au niveau de ces tissus 

reflétant le rôle crucial de l’autophagie sur le plan physiologique (tableau 2). Ainsi, par exemple, la 
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suppression de l’expression d’Atg4B conduit à des anomalies graves du système vestibulaire et en 

particulier nuit à la mise en place des otoconies ; ces cristaux de carbonate de calcium sont à 

l’origine de la conversion de l’énergie mécanique des accélérations linéaires en signaux nerveux 

(Cabrera et al., 2010; Mariño et al., 2010; Till et Subramani, 2010). La suppression d’Atg4C va 

quant à elle entraîner des anomalies au niveau diaphragmatique.

La suppression de l’autophagie au niveau du système nerveux central ou au niveau hépatique 

conduit au développement de pathologies dégénératives avec une surcharge protéique au sein des 

cellules touchées (Hara et al., 2006; Komatsu et al., 2006) (tableau 2). 

2. Dysfonctionnements de l’autophagie et pathologies

De nombreuses pathologies de divers types sont associées à 

des dysfonctionnements du processus autophagique (Levine 

et Kroemer, 2008; Mizushima et al., 2008 ; figure 29). La 

question importante est d’identifier le rôle de l’autophagie 

dans la pathogenèse de ces maladies et l’origine des 

dysfonctionnements (cause, conséquence, tentative 

désespérée de la cellule de retour à un état physiologique, 

participation au suicide cellulaire). La production de modèles 

animaux déficients pour l’autophagie est difficile puisque la 

délétion des gènes Atg indispensables à la conduite de 

l’autophagie et n’ayant pas d’homologue (Atg5, 7, Beclin-1) 

est létale. Pour pallier ce problème, des mutants conditionnels 

ont été établis pour lesquels, l’autophagie est abolie uniquement dans un type cellulaire/organe. Les 

effets de l’annulation de ce processus par délétion conditionnelle d’Atg5 ou 7 sont résumés dans le 

tableau 2. Les effets des délétions/mutations/surexpressions géniques, gène à gène, ont été 

rassemblés dans le tableau 1 présenté en annexe.
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Figure 29 : Pathologies humaines 
a s s o c i é e s à d e s a n o m a l i e s d e 
l’autophagie.



Organe ciblé Phénotype Pathologie humaine associée

SNC 

R e t a r d d e c r o i s s a n c e , t r o u b l e s 
c o m p o r t e m e n t a u x e t m o t e u r s , 
neurodégénérescence , inc lus ions 
neuronales positives pour l’ubiquitine et 
p62, mort dans les 28 semaines suivant la 
naissance.
Dans un modèle d’ischémie par ligature 
carotidienne unilatérale : diminution de la 
perte neuronale hippocampique chez les 
sujets jeunes (post-natal) mais pas pour 
des animaux plus âgés

PND

Cellules de Purkinje

Ataxie progressive à début tardif, 
dégénérescence axonale, accumulation 
d’inclusions de protéines positives pour 
l’ubiquitine et p62 et de mitochondries 
altérées

PND de type Ataxie

Tissu adipeux

Résistance à l’obésité, accumulation 
d ’ i n c l u s i o n s p r o t é i q u e s e t d e 
mitochondries endommagées, perte de 
tissu adipeux blanc, augmentation du 
v o l u m e d e t i s s u a d i p e u x b r u n , 
augmentation de la mortalité.

Diabète, maladies métaboliques

Cellules hématopoïétiques
Elimination mitochondriale défectueuse 
au cours de l’érythropoïèse, anémie 
sévère, lymphopénie, mortalité accrue.

Pathologies du système immunitaire

Cellules T
Lymphopénie T,  accumulation de 
mitochondries anormales, augmentation 
du taux d’apoptose

Pathologies du système immunitaire

Intestin grêle Dysfonctionnement des cellules de Paneth Maladie de Crohn

Cellules pancréatiques

Perte de la tolérance au glucose, 
augmentation du taux de mort cellulaire 
en réponse à un régime alimentaire riche 
en lipides, accumulation d’inclusions 
protéiques et de mitochondries altérées.

Diabète, maladies métaboliques

Muscles squelettiques
Atrophie,  perte de la force musculaire, 
accumulation d’inclusions protéiques et 
de mitochondries endommagées

Myopathies, maladies de surcharge 
lysosomale

Foie
H é p a t o m é g a l i e , a c c u m u l a t i o n 
intracellulaire d’organites anormaux et 
d’inclusions protéiques, dégénérescence 
lipotoxique

Stéatose hépatique alcoolique, cyrrhoses, 
maladies avec dégénérescence hépatique

a. Mutations, pathologies d’origine génétique et maladies de surcharge 

lysosomale

En pathologie humaine, des dysfonctions de la voie autophagique/lysosomale dues à des 

mutations de gènes Atg sont retrouvées dans une grande variété de maladies et d’organes.

Tableau 2 : Phénotypes liés à la suppression de l’autophagie dans différents tissus chez la souris
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i. Maladie de Crohn

Une mutation ponctuelle du gène Atg16L1 est à l’origine d’une susceptibilité génétique à 

l’origine de la maladie de Crohn (Orphanet n°206, OMIM  n°611081 et 266600), une affection 

inflammatoire multifactorielle détruisant  les cellules intestinales (Cadwell et al., 2008; Saitoh et al., 

2008b; Fujita et al., 2009; Stappenbeck et al., 2010). 

ii. Maladie de Paget

Dans le cadre de l’autophagie sélective, la mutation des gènes p62 et NBR1 sont associées à la 

maladie de Paget des os qui est liée à un dysfonctionnement des ostéoclastes (hypertrophie 

hyperplasique) conduisant à une accélération du renouvellement osseux et  à la désorganisation de la 

structure osseuse (Waters et al., 2010; Whitehouse et al., 2010). Ces anomalies sont dues à la fois au 

rôle de p62 et de NBR1 en tant que récepteurs autophagiques mais aussi à la fonction de p62 dans 

diverses voies de signalisation. 

iii. Maladie de Danon et maladies de surcharge lysosomales

Les maladies de surcharge lysosomales sont des pathologies dues à des mutations au niveau de 

gènes codant généralement des enzymes lysosomales et parfois, comme dans le cas du syndrome de 

Danon, des protéines impliquées dans les processus de transport (Saftig et al., 2008). Dans la 

plupart de ces pathologies, les structures atteintes sont le système nerveux et le système musculaire. 

Lorsqu’elles sont associées à des anomalies de l’autophagie, ces maladies sont appelées myopathies 

vacuolaires autophagiques (ou AVM  ; Autophagic Vacuolar Myopathies) (Malicdan et al., 2008) 

parmi lesquelles on compte, outre le syndrome de Danon, la myopathie avec autophagie excessive 

liée à l’X (Orphanet n°25980 , OMIM n°310440; XMEA ; X-linked Myopathy with Excess of 

Autophagy), la maladie de Pompe ou glycogénose de type II (Orphanet n°365, OMIM n°232300). 

La maladie de Danon ou cardiomyopathie liée au chromosome X est due à des mutations au 

niveau du gène codant LAMP2 (Nishino et al., 2000) et correspond à une cardiomyopathie parfois 

associée à des retards mentaux. Elle se caractérise par une augmentation du nombre de vésicules 

autophagiques dans le cytoplasme des cellules musculaires et par des troubles du métabolisme du 

cholestérol (Tanaka et al., 2000; Eskelinen, 2006). 

Des anomalies de l’autophagie ont également  été rapportées chez les patients atteints de la 

maladie de Niemann-Pick de type C. Cette pathologie est causée par une mutation autosomale 

récessive affectant dans environ 95% des cas le gène NPC1 codant pour une protéine trans-
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membranaire lysosomale impliquée dans le trafic des lipides et du cholestérol. La dysfonction de 

cette protéine conduit à l’accumulation intralysosomale de sphingolipides et  de cholestérol et une 

induction apparente de l’autophagie (Pacheco et al., 2007; Pacheco et Lieberman, 2007). Il s’agit 

d’une pathologie progressive dont la période de début est très variable mais se situe souvent dans 

l’enfance. Elle se manifeste par une hépato- et une splénomégalie et une dégénérescence neuronale 

progressive se traduisant par une démence progressive et la présence d’inclusions neuronales 

(dégénérescences neurofibrillaires). 

b. Cancers

Il existe de nombreux liens entre autophagie et cancer. De par la nature de ses voies de 

régulation et des protéines qui les composent, des dysfonctionnements de l’autophagie sont 

impliqués dans les processus tumoraux. En fait le rôle de l’autophagie dans ce type de pathologies 

est ambigu. L’autophagie constitue un mécanisme suppresseur de tumeur dans la mesure où elle 

permet à la cellule de se défendre contre des stress tumorigènes. Elle peut en effet être impliquée 

dans le déclenchement d’un processus de mort cellulaire programmée, elle participe à la limitation 

de la taille des cellules et les débarrasse des organites usagés potentiellement sources de stress 

(mitochondries par exemple) et augmente le risque de mutations géniques. De par ses implications 

par rapport à l’apoptose, à la protection, ou au contraire à la destruction des cellules cancéreuses, 

l’autophagie est l’objet d’étude pour de nouvelles voies de thérapeutiques anticancéreuses (Puissant 

et al., 2010). En ce sens, la plupart des membres intervenant dans la voie mTOR liée au récepteur à 

l’insuline et aux facteurs de croissance sont également reliés à des processus cancéreux (Akt, 

mTOR, DAPK1...) et sont des inhibiteurs de l’autophagie. A l’inverse, les molécules connues pour 

avoir une activité de suppresseur de tumeur régulent positivement ce processus : Beclin-1, PTEN, 

p53, TSC1/2, mutées dans la sclérose tubéreuse de Bourneville (Orphanet n°805, OMIM n

°191100). Dans le même but, l’induction de l’autophagie peut favoriser la survie des cellules 

cancéreuses contre des stress (métaboliques et/ou hypoxiques dans les tumeurs non encore 

vascularisées) ou contre des substances chimiques toxiques utilisées en thérapie (Ogier-Denis et 

Codogno, 2003; Kondo et al., 2005; Degenhardt et al., 2006; Marino et al., 2010; Vucicevic et al., 

2011). A l’inverse, la mort cellulaire autophagique peut être déclenchée à la suite d’un traitement 

anticancéreux. De plus, les cellules cancéreuses étant des cellules physiologiquement anormales 

avec l’expression de certains gènes totalement dérégulée et un cycle cellulaire aberrant, il est 

probable que le processus autophagique soit également affecté (Marino et al., 2007; Mizushima et 

al., 2008).
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Ainsi, des altérations de protéines impliquées dans les voies autophagiques sont liées à des 

processus de cancérisation comme par exemple Atg4C qui favorise la tumorigenèse de manière 

tissu-spécifique (formation de fibrosarcomes) (Marino et al., 2007). La protéine Beclin-1 est un 

suppresseur de tumeur haploinsuffisant  puisque plus de 59% des souris Beclin-1+/- développent des 

tumeurs spontanément (Yue et al., 2003) ; des anomalies touchant un allèle de Beclin-1 (anomalies 

hétérozygotes) sont retrouvées dans un grand nombre de cancers (75% des cancers ovariens, 50% 

des cancers du sein et 40% des cancers de la prostate) (Qu et al., 2003). L’hétérozygocité de 

Beclin-1 a été reliée à une hausse de la prolifération cellulaire, à une diminution des niveaux 

autophagiques et à une susceptibilité accrue vis-à-vis de stress cancérigènes (exposition à l’HBV). 

c. Infections et pathologies affectant le système immunitaire

L’autophagie est impliquée dans de nombreux mécanismes liés à l’immunité que ce soit dans 

l’établissement des répertoires T, la maturation des cellules B (Miller et al., 2008; Nedjic et al., 

2008) ou encore dans l’élimination de pathogènes intracellulaires (Deretic, 2011Levine et al., 2011). 

Le polymorphisme d’Atg16L est connu pour constituer un facteur de risque pour le développement 

d’une pathologie inflammatoire de l’intestin : la maladie de Crohn dans laquelle les protéines Atg5 

et 7 ont également été impliquées (Cadwell et al., 2008; Cadwell et al., 2009; Fujita et  al., 2009). 

Des anomalies de l’autophagie sont aussi impliquées dans la neurodégénérescence suite à 

l’activation de la microglie infectée par des virus tels que le VIH (Virus de l’Immunodéficience 

Acquise) (Alirezaei et al., 2008; 2011). Un des nombreux rôles de l’autophagie est la défense des 

cellules contre des pathogènes invasifs (comme les bactéries à action intracellulaire, ou à plus forte 

raison, les virus) dans le cadre de la réponse immune innée (Kirkegaard et al., 2004). Cependant, de 

nombreux pathogènes peuvent l’utiliser, l’inhiber ou la contourner, c’est le cas de bactéries  telles 

que Legionella pneumophila, Porphyromonas gingivalis, ou encore de virus (poliovirus, HSV-1, 

HCMV…) (Taylor et  Kirkegaard, 2007). Le plus souvent, les pathogènes activent la formation de 

l’autophagosome et bloquent la maturation des vacuoles autophagiques ou leur fusion avec les 

lysosomes ou comme dans le cas de HSV-1 et HCMV inhibent directement l’autophagie 

(Chaumorcel et al., 2008). Des aspects de l’asthme allergique sont associés à des dysfonctions de 

l’autophagie.

d. Pathologies neurodégénératives

Les PND sont des maladies affectant le système nerveux généralement caractérisées par la 

présence d’agrégats protéiques cytoplasmiques (tau, "-synucléine), extracellulaires (peptide !-
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amyloïde), ou nucléaires (ataxine) dans les cellules en dégénérescence (ou à proximité). Ces corps 

d’inclusion correspondent à des structures discrètes où sont séquestrés des agrégats protéiques 

(Alirezaei et al., 2008). Qu’elles soient sporadiques ou dues à des mutations génétiques, les PND 

sont causées par des protéines ayant propension à s’agréger (cf tableau 2 en annexes). La survenue 

des symptômes s’opère généralement à l’âge adulte et le vieillissement en constitue donc le facteur 

de risque majeur.

L’autophagie est considérée comme un mécanisme neuroprotecteur qui ralentit l’avancée des 

PND et dont l’inhibition est associée à la neurodégénérescence. Une augmentation, parfois précoce 

du nombre de vésicules autophagiques dans les neurones a été observée dans le tissu cérébral 

touché issu de modèles animaux murins ou de drosophile et issu de patients (Rubinsztein et al., 

2005). Ainsi des anomalies du système autophagique/lysosomal ont été reliées à la maladie 

d’Alzheimer (Nixon et al., 2005), aux autres tauopathies (démence fronto-temporale, démence 

fronto-temporale avec parkinsonisme liée au chromosome 17…) (Yamamoto et Simonsen, 2011b), 

à la maladie de Parkinson (Forno et Norville, 1976; Anglade et al., 1997; Crews et al., 2010), aux 

pathologies dues à des protéines contenant des répétitions de glutamines (polyglutamines) telles que 

la maladie de Huntington, la maladie de Machado-Joseph et l’ataxie cérebelleuse (Petersen et al., 

2001; Ravikumar et al., 2002; Nascimento-Ferreira et al., 2011), aux maladies à prions (maladie de 

Creutzfeld-Jakob, encéphalite spongiforme bovine,…) (Liberski et al., 2004; Liberski, 2004; 

Sikorska et al., 2004; Kovacs et Budka, 2009; Heiseke et al., 2010), aux maladies affectant les 

neurones moteurs comme la SLA (Wong et Cuervo, 2010), aux  maladies de surcharge lysosomale 

qui entraînent pour une grande majorité d’entre elles des retards mentaux associés à une 

neurodégénérescence, à l’exemple de la maladie de Niemann-Pick de type C (Pacheco et 

Lieberman, 2008).

Ces constatations soulèvent de nombreuses questions : quel est le niveau d’implication de 

l'autophagie ? Joue-t-elle un rôle à part entière dans la pathogenèse ou est-elle affectée 

secondairement ? Quelle est la cause de l’accroissement du compartiment autophagique dans les 

neurones en dégénérescence ? L’autophagie est-elle induite, bloquée ? D’autre part, bien que le 

sujet soit controversé, la mort cellulaire dite autophagique a été décrite dans ce type d’affections 

(Gorman, 2008), quelle est la part réelle de l’autophagie dans la perte neuronale ?

Sous un angle différent, une induction de l’autophagie est  souvent décrite comme protectrice  

dans le cadre de l’étude de la neurodégénérescence dans différents modèles cellulaires ou animaux 
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de PND (Ravikumar et al., 2004; Berger et al., 2006; Williams et al., 2006; Rubinsztein, 2007; 

Sarkar et al., 2007; Heiseke et al., 2009) ou délétère (Cheng et  al., 2011; Zhang et  al., 2011). 

Résoudre ces problèmes permettrait d’identifier de nouvelles pistes thérapeutiques.

Premièrement, dans les modèles murins de suppression conditionnelle de l’autophagie dans le 

SNC, le signe le plus précoce de neurodégénerescence est un gonflement axonal localisé à 

proximité des terminaisons synaptiques (Katsumata et al., 2010; Lee et al., 2011) suggérant que la 

défection de l’autophagie est un phénomène précoce. Ce point a été confirmé par des études menées 

en microscopie électronique sur du tissu nerveux prélevé post-mortem chez des patients atteints de 

la maladie d’Alzheimer (Nixon et  al., 2005) ainsi que dans le cadre d’un modèle d’induction de la 

maladie de Parkinson par le MPTP (1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine) chez le rat 

(Dehay et al., 2010). Il reste à établir si une perturbation de l’activité autophagie peut effectivement 

constituer une cause primaire favorisée par l’expression anormale de protéines ayant propension à 

s’agréger. En ce sens, une étude épidémiologique menée sur une cohorte de patients européens 

atteints de la maladie de Huntington, il a été établi qu’un polymorphisme du gène Atg7 (V471A) 

était corrélé avec une survenue plus précoce des symptômes (Metzger et al., 2010). 

i. Perturbations directes de la voie autophagique-lysosomale

Des anomalies de l’expression ainsi que de la distribution des cathepsines ont également été 

observées, avec une augmentation des niveaux d’expression de la cathepsine D dans le tissu 

cérébral de patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Cataldo et al., 1995; Hoffman et al., 1998) 

et une distribution anormale de la cathepsine L dans la maladie de Parkinson (Li et al., 2011). Dans 

la maladie d’Alzheimer, l’augmentation des niveaux de cathepsine D ne sont pas forcément corrélés 

avec celle de l’activité de cette enzyme. En effet, elle nécessite un pH acide optimal pour son 

activité or une inhibition de l’acidification lysosomale ou une inhibition pharmacologique des 

cathepsines bloquent le transport axonal des compartiments vésiculaires acides positifs pour ces 

hydrolases (Lee et al., 2011). Ceci conduit à une pathologie neuronale proche de celle observée 

dans les neurones en dégénérescence au cours de la maladie d’Alzheimer (Yamamoto et al., 1998; 

Klionsky et al., 2008; Boland et al., 2010). Quant à la maladie d’Alzheimer, ce défaut 

d’acidification a été relié au dysfonctionnement de la PS1, qui intervient dans la maturation 

autophagique en permettant un adressage correct des pompes acidificatrices H+-vATPases (Esselens 

et al., 2004; ; Williamson et Hiesinger, 2010; Neely et al., 2011; Neely et Green, 2011). Par ailleurs, 

une perte de fonction des présénilines est associée à une augmentation du nombre de vésicules 

autophagiques et à une mauvaise localisation de certaines protéines ("- et  !-synucléines) (Wilson et 
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al., 2004; 2003). L’approche inverse consistant à inhiber l’autophagie dans des modèles cellulaires 

ou animaux montre qu’une perturbation de ces voies est suffisante pour induire une 

neurodégénérescence (Hara et al., 2006; Komatsu et al., 2006; Boland et al., 2008; Lee et al., 2011).

Les protéines impliquées dans la pathogenèse des PND ont pour certaines été directement 

impliquées dans l’inhibition de l’autophagie. Premièrement, les protéines toxiques ayant propension 

à s’agréger induisent l’autophagie soit  directement (Huntingtine) (Kegel et al., 2000), soit 

indirectement à travers un mécanisme compensatoire. Les protéines seraient dégradées soit par le 

SUP, soit par CMA. Avec le temps, des protéines altérées exerceraient leurs effets toxiques et le 

SUP et la CMA seraient touchées, de plus, une fois agrégées, les protéines pathologiques ne peuvent 

plus être éliminées par ces deux systèmes. Une phase compensatoire impliquant la macroautophagie 

se mettrait  alors en place pour dégrader ces protéines. Mais après un temps plus ou moins long, 

selon la pathologie, il y  aurait  faillite du mécanisme et dégénérescence neuronale (Butler et al., 

2006; Martinez-Vicente et Cuervo, 2007). Par exemple, les protéines "-synucléine et tau, substrats 

de la CMA en conditions physiologiques, l’inhibent lorsqu’elles sont anormales (mutation, clivage) 

(Vogiatzi et al., 2008; Xilouri et al., 2009; Wang et al., 2009; 2010). L’accumulation de protéines 

anormales est également délétère pour le SUP (Bence et al., 2001; Kirkin et al., 2009). L’induction 

compensatoire de l’autophagie suite à l’inhibition de la CMA et du SUP est un phénomène bien 

identifié (Rideout et al., 2004; Massey et al., 2006).

Enfin, plus directement, les protéines toxiques peuvent cibler l’autophagie. C’est le cas de la 

huntingtine qui provoque des anomalies de reconnaissance du substrat dans le cadre de l’autophagie 

spécifique résultant en des vésicules autophagiques vides (Martinez-Vicente et al., 2010). La forme 

A!1-42 est toxique pour le processus autophagique dans des modèles de drosophile (Ling et  al., 

2009) et dans des cultures primaires corticales de rat (Song et al., 2011).

Dans les PND impliquant des mutations de CHMP2B, une protéine du complexe ESCRT-III 

fonctionnant dans la formation des MVBs, (SLA, démence fronto-temporale liée au chromosome 

3), les anomalies de l’autophagie peuvent être directement imputées à un dysfonctionnement de 

CHMP2B ; les MVBs étant indispensables à la maturation autophagique neuronale (Filimonenko et 

al., 2007; Rusten et al., 2007; Rusten et Simonsen, 2008). Des mutations du gène ATP13A2/PARK9 

qui code pour une ATPase lysosomale sont  responsables de formes familiales autosomales 

récessives de la maladie de Parkinson. Cette protéine, lorsqu’elle est anormale, conduit à une 

dysfonction de l’autophagie et à l’agrégation d’"-synucléine (Deas et al., 2011).
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ii. Perturbations du transport axonal

La séparation du site de formation des autophagosomes des vésicules du système endo-

lysosomal constitue une barrière physique permettant la régulation de la maturation autophagique à 

travers le trafic vésiculaire. Ce dernier est d’une part régulé par les Rab et d’autre part  est dépendant 

des mécanismes de transport le long des microtubules (Katsumata et al., 2010). Dans les neurones, 

les autophagosomes, comme les endosomes suivent un transport rétrograde en direction du corps 

cellulaire où est retrouvée la majorité des lysosomes (Zhou et al., 2011). Ce transport rétrograde est 

dépendant de la stabilité et du maintien de l’organisation des microtubules mais aussi de l’intégrité 

des dynéines (Kimura et  al., 2008; 2007). Ainsi des modifications au niveau du transport rétrograde 

axonal en général ou une perturbation du transport des endosomes se répercutent sur la fonction 

autophagique, par exemple une déficience en snapine, protéine adaptatrice des endosomes tardifs 

aux dynéines sur le trafic endosomal a des conséquences sur la voie autophagique (Cai et  al., 2010; 

Yuzaki, 2010; Cai et Sheng, 2011).

L’alsine 2 est mutée dans l’une des formes familiales de la SLA (forme 2, autosomale 

récessive). Cette protéine fonctionne en tant que GEF pour la protéine Rab5 impliquée dans le trafic 

vésiculaire des endosomes précoces, la macropinocytose et la croissance neuritique. La perte de 

fonction de cette protéine entraîne des dysfonctions importantes du système endosomal et de la 

fusion autophagosomes/endosomes dans des modèles murins et exacerbe la pathologie des neurones 

moteurs chez les souris exprimant la SOD1 mutée responsable d’une autre forme familiale de SLA 

(forme 1, dominante ou récessive en fonction de la mutation) (Hadano et al., 2010). Des mutations 

de la dynéine sont également connues pour être à l’origine de formes héréditaires de la SLA (Bruijn 

et al., 2004; Ravikumar et al., 2005). 

Au cours de la maladie d’Alzheimer, l’organisation du réseau de microtubules est largement 

compromise par la perte de fonction de la protéine tau due à son hyperphosphorylation (Grundke-

Iqbal et al., 1986; Drewes et  al., 1995; Schneider et al., 1999). Ceci contribue fort probablement aux 

anomalies de la voie autophagique/lysosomale mais ne permet pas d’établir s’il s’agit là d’un 

phénomène précoce ou d’une des conséquences de l’avancée de la maladie contribuant à son 

amplification. Dans le cas de la maladie de Machado-Joseph (ou ataxie spinocérébelleuse de type 

3), les inclusions protéiques axonales positives pour p62 et  l’ubiquitine pourraient perturber le 

transport axonal (Seidel et al., 2010).
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iii. Âge, stress et mitochondries

Pourquoi les neurones présentent-ils une sensibilité différentielle au stress ? En effet, en 

fonction de la protéine impliquée et du type de PND, les populations neuronales touchées sont très 

spécifiques : neurones hippocampiques et du néocortex pour la maladie d’Alzheimer, neurones 

moteurs dans le cas de la SLA, au cours de l’ataxie spino-cérebelleuse, ce sont  les cellules de 

Purkinje qui sont affectées et les neurones dopaminergiques de la pars reticulata de la substance 

noire dégénèrent au cours de la maladie de Parkinson. Plusieurs hypothèses ont été avancées à ce 

sujet :

- en fonction des types neuronaux, les réponses compensatoires en réponse à une abolition 

de l’activité autophagique sont différentes, par exemple dans les neurones corticaux, le flux 

autophagique serait élevé avec un nombre d’autophagosomes détectés faible alors que les 

neurones striataux présentent  une activité autophagique plus élevée (Boland et al., 2008; 

Tsvetkov et al., 2009) ;

- la réponse peut également varier en fonction de l’environnement proche des populations 

neuronales étudiées (Clement et al., 2009; Deas et al., 2011),

- les niveaux d’activité autophagique basale diffèrent en fonction du type neuronal étudié, 

par ailleurs certains types de neurones sont exposés à de plus hauts niveaux de stress 

impliquant une activité autophagique plus élevée et un plus grand risque de lésion avec le 

temps. Par exemple, les neurones dopaminergiques de la substance noire présentent une 

population mitochondriale plus faible en comparaison avec les autres neurones contenus dans 

cette zone. Ils sont également sujets à un stress oxydatif plus élevé (Narendra et al., 2010; 

Deas et al., 2011).

Cependant, le cas de la maladie de Parkinson est particulier concernant le lien unissant 

mitochondries, stress oxydatif et autophagie par rapport aux autres PND. 

• Maladie de Parkinson, PINK1, parkine et mitophagie

La maladie de Parkinson survient dans 90 à 95% des cas sous forme sporadique. Les 5 à 10% 

restants sont dus à des mutations concernant au moins six gènes autosomaux (nommés PARK), 

transmissibles de façon dominante pour deux d’entre eux : le gène de l’"-synucléine (PARK1/4) et 

le gène codant LRRK2 (Leucine-Rich Repeat Kinase 2 ; PARK8). Les quatre autres mutations se 

transmettent de manière récessive. Il s’agit des mutations des gènes codant la parkine, une 
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ubiquitine-ligase (E3) de type RING (PARK2), PINK1, ou dardarine (PTEN Induced protein 

Kinase 1; PARK6), DJ-1 (PARK7), ATP13A2 (PARK9).

PINK1 et la parkine ont été impliquées directement dans l’homéostasie mitochondriale et plus 

particulièrement dans la régulation de la mitophagie (Narendra et al., 2008; Kawajiri et al., 2010). 

PINK1, la parkine et DJ-1 ont été aussi individuellement impliquées dans la protection contre le 

stress oxydatif et les anomalies de l’une ou l’autre entraînent des dysfonctionnements 

mitochondriaux (Dagda et al., 2009; Xiong et al., 2009; Irrcher et al., 2010). Par ailleurs, ces trois 

protéines fonctionnent au sein d’un complexe protéique présentant  une activité E3 ligase, régulant 

la dégradation par le SUP de la parkine anormale et de la synphiline-1, une autre protéine impliquée 

dans la maladie de Parkinson (Xiong et al., 2009).

En conditions physiologiques, la protéine PINK1 serait rapidement clivée et dégradée (demi-vie 

de l’ordre de trente minutes) (Matsuda et al., 2010). Une chute du potentiel de membrane 

mitochondrial permet la stabilisation de PINK1 et provoque la relocalisation et l’accumulation de 

cette protéine au niveau de la mitochondrie altérée (Dagda et al., 2008; Matsuda et  al., 2010; Vives-

Bauza et al., 2010). L’activité kinase de PINK1 de même que sa localisation au niveau 

mitochondriale sont nécessaires et suffisantes pour le recrutement de la parkine, protéine 

normalement cytoplasmique (Narendra et al., 2009; Matsuda et al., 2010). La localisation de la 

parkine est donc également dépendante d’une chute du potentiel de membrane mitochondrial 

(Narendra et al., 2009; Vives-Bauza et al., 2010). A ce niveau, la parkine ubiquitinyle les 

mitofusines 1 et 2 (Gegg et al., 2010). L’ensemble de ces évènements conduit  à la dégradation 

spécifique de la mitochondrie par autophagie. La mitophagie est  également dépendante de 

récepteurs autophagiques comme NIX/BNIP3L et p62. Cependant, si l’ubiquitinylation des 

mitofusines joue un rôle dans la reconnaissance des mitochondries endommagées par ces récepteurs 

ou si cela conduit à leur dégradation par le SUP afin de prévenir la fusion mitochondriale nécessite 

d’être clarifié (Gegg et al., 2010; Poole et al., 2010). Des observations similaires ont été faites dans 

un modèle de pathologie cardiovasculaire (Huang et al., 2011).

• Vieillissement, stress oxydatif et PND

L’avancée en âge est le facteur de risque commun aux PND. Au cours du vieillissement, on 

assiste à une diminution des fonctions cataboliques et de l’efficacité du contrôle-qualité protéique. 

L’accumulation de stress au cours de la vie associée à la présence de protéines toxiques contribuent 

largement au développement de PND. L’activité autophagique devient alors inadéquate pour 
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éliminer la quantité croissante de stimuli inducteurs d’apoptose (Nixon, 2006; Banerjee et al., 

2010). A l’inverse un ralentissement de l’activité autophagique et des anomalies de la mitophagie 

accentuent les phénomènes de stress. Un déséquilibre de la balance fusion/fission, importante pour 

le maintien de l’homéostasie mitochondriale, est observé dans les neurones en dégénérescence au 

cours de la SLA, de la maladie de Parkinson (cf paragraphe précédent) et  de la maladie 

d’Alzheimer. Dans ce dernier cas, le déséquilibre se fait en faveur de la fission, or, au cours de la 

mitophagie, il est  nécessaire qu’il y  ait fission des mitochondries pour que celles-ci soient 

séquestrées au sein des autophagosomes. Donc, cette augmentation du taux de fission mitochondrial 

au cours de la maladie d’Alzheimer pourrait refléter une tentative des cellules d’éliminer ces 

organites. 

D’autre part, l’oxydation est une modification post-traductionnelle covalente qui est considérée 

comme pouvant favoriser l’agrégation (Ross et Poirier, 2004; Bosco et al., 2010). Par ailleurs, les 

lipides oxydés sont connus pour être des agents inducteurs de la rupture de la membrane 

lysosomale, la fuite des cathepsines en résultant pouvant être à l’origine du déclenchement des 

voies de mort (Boland et Nixon, 2006). Un relargage lent est relié à l’apoptose alors que la 

catastrophe lysosomale conduirait à la nécrose. En outre, la cathepsine B peut induire l’activation 

de Bid et le relargage de cytochrome c (Guicciardi et al., 2005; Luo et al., 2010; Zhang et al., 2009). 

• Stress du RE

L’accumulation de protéines agrégées est un facteur déclencheur du stress du RE. Aussi, il n’est 

pas étonnant que ce type de stress soit impliqué dans la plupart des PND. Le stress du RE et 

l’autophagie sont intimement liés (Li et al., 2008). L’intégrité de chacune de ces voies étant 

nécessaire au fonctionnement de l’autre (Li et al., 2008).

iv. Métabolisme lipidique et autophagie

Un métabolisme lipidique correct semble être indispensable au bon fonctionnement de 

l’autophagie. Or, celui-ci est souvent modifié au cours de la pathogenèse des maladies du SNC 

(maladie d’Alzheimer, SLA, maladie de Niemann-Pick de type C…). Les céramides et les 

sphingolipides constituent d’importants régulateurs de l’autophagie (Lavieu et al., 2006; Pattingre et 

al., 2009; Peralta et Edinger, 2009). Par exemple, l’altération des niveaux de sphingolipides 

observés au cours de la maladie d’Alzheimer conduisent à une induction de l’autophagie, facilitent 

la production d’A! mais pourrait aussi affecter l’élimination du matériel séquestré par les 

autophagosomes (Tamboli et al., 2011). Par ailleurs il existe des liens étroits entre fonction 
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lysosomale et lipides puisque la suppression de l’expression des LAMP-1 et 2 cause une 

accumulation de cholestérol dans les cellules (Eskelinen et al., 2004). 

Des anomalies du métabolisme du cholestérol sont reliées à des résistances différentes au stress 

et des profils lipidiques intracellulaires différents pourraient expliquer la vulnérabilité différentielle 

des neurones à différents types de stress (Clement et al., 2009). Elles sont également associées à une 

induction de l’expression de Beclin-1 dans des fibroblastes mutés pour la protéine NPC1, résidente 

de la membrane des endosomes tardifs et impliquée également dans la pathogenèse de la maladie 

d’Alzheimer (Kågedal et  al., 2010). La suppression de cette protéine chez les souris provoque une 

dégénérescence neuronale associée à l’accumulation de vésicules autophagiques (Liao et al., 2007). 

En fait, les maladies liées à la surcharge lysosomale présentent des points communs avec les 

PND qui se reflètent par les retards mentaux et la dégénérescence neuronale associés à une 

accumulation de vésicules autophagiques et à une expansion générale du système lysosomal 

(Settembre et al., 2008; Bellettato et Scarpa, 2010). Au cours de ces pathologies, il y a une 

accumulation de cholestérol dans les membranes du système lysosomal et ceci conduit à une 

séquestration anormale des protéines SNARE inhibant ainsi les processus de fusion des vésicules 

appartenant au compartiment lysosomal (Fraldi et al., 2010).

C. Contrôle autonome de l’autophagie par la cellule

L’autophagie participe au développement, au contrôle de la prolifération cellulaire, au contrôle-

qualité protéique et à l’homéostasie cellulaire, au métabolisme, est impliquée au cours du 

vieillissement et dans la défense contre les organismes pathogènes. Outre ces rôles, l’autophagie a 

des fonctions annexes au sein de la cellule comme par exemple dans la régulation de la qualité des 

membranes cellulaires. En effet, une étude récente menée in vitro, à partir de membranes du RE 

montre que les portions membranaires anormales (membranes cubiques) sont immédiatement 

séquestrées à l’intérieur de vésicules autophagiques (Lingwood et al, 2009).

Dans le cadre du système immunitaire, l’autophagie permet la dégradation de composés 

cytosoliques pour permettre la présentation des antigènes au niveau du CMH de classe II et ainsi 

permettre la constitution correcte du répertoire des lymphocytes T et d’éviter l’autoimmunité 

(Nedjic et al., 2008). Elle assure également la maturation et l’homéostasie des cellules immunitaires 
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(Pua et He, 2007; Pua et al., 2007; Miller et al., 2008) et régule la réponse inflammatoire (Saitoh et 

al., 2008a).

Il existe des données contradictoires concernant l’activité autophagique au cours de la mitose. 

Alors qu’il avait été exposé que l’autophagie était inhibée durant la ségrégation chromosomique 

pour éviter la séquestration accidentelle de chromatides sœurs (Eskelinen et al., 2002), une autre 

étude montre qu’au contraire, elle était induite au cours de ce processus (Liu et al., 2009). 

Cependant, dans ces derniers travaux, les substrats identifiés dans les autophagosomes sont 

principalement des mitochondries. En conséquence, on peut penser qu’au cours de la mitose, il n’est 

pas possible d’induire l’autophagie (la forme aspécifique de réponse au stress) mais qu’au contraire, 

l’autophagie basale, spécifique et plus particulièrement la mitophagie puisse être accomplie puisque 

sa spécificité intrinsèque constitue une sécurité. Lors de la séparation des cellules filles, le centre du 

fuseau mitotique se différencie en un organite particulier : le midbody au centre duquel se trouve un 

anneau protéique dense : l’anneau du midbody, ou corps de Flemming qui sert de plateforme 

fonctionnelle pour compléter la séparation des cellules filles (fermeture de la membrane,... ) (Pohl, 

2009).

D. Modulation de l’autophagie et stress cellulaire

La macroautophagie est  induite par des stress protéotoxiques tels qu’une inhibition du 

protéasome (Rideout et al., 2004; Pandey et al., 2007; Rubinsztein, 2007) ou encore un stress du RE 

(Bernales et al., 2006; Yorimitsu et al., 2006; Yorimitsu et Klionsky, 2007). La plupart des stress 

cellulaires conduisent à l’inhibition de la signalisation liée au complexe mTORC1 (hypoxie, stress 

du RE, choc osmotique, privation nutritionnelle,…) (Brugarolas et  al., 2004; Prick et al., 2006; Jin 

et al., 2009; Jung et al., 2010; Qin et al., 2010).

1. Stress du réticulum endoplasmique

Le RE est le lieu de synthèse d’une majorité de protéines, de la N-glycosylation, de la formation 

des ponts disulfures et de l’acquisition de leur structure tridimensionnelle (ou repliement).

Le repliement est aidé par des chaperons moléculaires dont notamment la protéine BiP/GRP78 

(heavy-chain Binding Protein/Glucose Related Protein 78), dépendante de l’ATP et appartenant à la 

famille des HSP70 ainsi que la calnexine. BiP/GRP78 joue aussi un rôle dans la translocation post-
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traductionnelle des protéines. La N-glycosylation nécessite l’intervention d’une enzyme 

membranaire : l’oligosaccharyl transférase (OST) dont le fonctionnement peut  être bloqué par la 

tunicamycine, une toxine d’origine fongique (Saccharomyces lysosuperficus) provoquant un stress 

du RE. Celui-ci peut également être pharmacologiquement induit par la thapsigargine, un inhibiteur 

des pompes Ca2+-ATPases. L’identification et la prise en charge des protéines mal repliées peuvent 

également être réalisées par BiP/GRP78 qui reconnaît les régions hydrophobes exposées (Munro et 

Pelham, 1986; Fourie et al., 1994).

Un stress du RE se traduit par une accumulation de protéines mal repliées. La cellule déclenche 

alors une réponse adaptative, la réponse UPR (Unfolded Protein Response) qui a pour finalité 

d’augmenter l’expression de protéines chaperonnes et donc augmenter la capacité de repliement du 

RE, et  d’enzymes de dégradation protéique (Kozutsumi et al., 1988). Cette réponse permet à la 

cellule de résister au stress mais peut déclencher un processus de mort cellulaire par apoptose si le 

stress est trop important (en durée ou en intensité) (Rao et al., 2004; Shore et al., 2011). 

Si le stress du RE peut induire l’autophagie, une inhibition de l’autophagie par la 3-MA peut 

provoquer des anomalies de fonctionnement de cet organite et inhiber le déclenchement de la 

réponse UPR donc l’autophagie régulerait la réponse cellulaire à un stress du RE (Li et al., 2008). 

Cependant, de façon surprenante cette inhibition de la réponse UPR serait indépendante de l’activité 

du complexe hVPS34-Beclin-1-p150.

2. Stress oxydatif

Des travaux mettent en évidence l’induction de l’autophagie par certaines ERO telles que le 

peroxyde d’hydrogène : H2O2 et l’anion superoxyde : O2.-. De ce fait, les toxines dirigées contre 

certains complexes de la chaîne de transporteurs d’électrons mitochondriale induisent la conduite 

d’un processus autophagique complet. Par ailleurs, il a également été mis en évidence que 

l’utilisation de ces substances provoquait plus particulièrement l’induction de la mort cellulaire 

autophagique ainsi que l’apoptose dans des lignées de cellules transformées ou dans des cellules 

cancéreuses telles que les cellules HeLa ou les U87-MG (TTFA, roténone) (Chen et Gibson, 2008). 

Une inhibition de la chaîne des transporteurs d’électron mitochondriale n’induit pas la mort 

cellulaire autophagique dans des astrocytes murins (contrairement aux cellules cancéreuses) (Chen 

et al., 2007).

150



De plus, toutes les espèces réactives de l’oxygène n’induisent pas cette réponse, en effet, le 

monoxyde d’azote NO et le ONOO- (peroxynitrite) sont à l’origine d’un déclenchement de 

l’apoptose mais pas de la mort autophagique (n’induisent pas Beclin-1, Atg5 ni Atg12). En outre, 

l’origine même des ERO semble avoir un impact différent sur le déclenchement de l’autophagie, 

par exemple, au sujet de H2O2, s’il a été produit en extra-cellulaire ou en intra-cellulaire. Enfin, il a 

été mis en évidence que la catalase pouvait être dégradée spécifiquement par macroautophagie suite 

à certains signaux, favorisant ainsi la production d’ERO et par conséquent la survenue de la mort 

cellulaire (autophagique et/ou apoptotique) (Chen et al., 2008).

Les antioxydants tels que la vitamine C, les polyphénols et la vitamine E semblent promouvoir 

l’autophagie dans les cellules sans pour autant inhiber la synthèse protéique (Martin et al., 2002)

(Karim et al., 2010) bien que cette donnée soit contredite par d’autres travaux arguant que puisque 

la présence d’ERO est  nécessaire pour la mise en place de l’autophagie (Scherz-Shouval et al., 

2007b; a) l’utilisation d’antioxydants inhibe l’autophagie (Au et al., 2010). Ce qui est apparemment 

vrai dans la modélisation de troubles dus à l’ischémie cérébrale où l’administration d’antioxydants 

réduit le taux de LC3-II.

3. Relations entre autophagie et mort cellulaire

a. Définition de la mort cellulaire autophagique 

Les fonctions physiologiques de l’autophagie au niveau cellulaire vont majoritairement dans le 

sens de la protection et de la survie cellulaire. Néanmoins, il existe une mort cellulaire 

autophagique, classifiée en tant que mort cellulaire programmée de type II (Clarke, 1990; Kroemer 

et al., 2009). Cela ne signifie pas que l’autophagie est la seule responsable de la mort de la cellule 

mais qu’elle y est fortement associée. Ainsi, morphologiquement, une cellule engagée dans ce type 

de voie présente une importante vacuolisation liée à une induction robuste du processus 

autophagique. Cette mort correspond à une définition morphologique, car à l’inverse de l’apoptose, 

il n’existe pas de marqueur spécifique permettant de la caractériser. Elle est souvent observée 

lorsque le nombre de cellules à éliminer est important ou quand les cellules en dégénérescence sont 

difficiles d’accès pour les phagocytes (Shintani et Klionsky, 2004). D’autre part, les études 

montrant l’existence d’une mort cellulaire autophagique mettent en lumière d’une part l’existence 

d’un phénomène autophagique en utilisant les marqueurs classiques et d’autre part la mort cellulaire 

qui s’ensuit  sans qu’il y  ait  forcément de relation de cause à effet  (Eisenberg-Lerner et al., 2009) 

revenant à la notion de mort cellulaire avec autophagie. 
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b. Conditions de survenue de la mort cellulaire autophagique

Physiologiquement, la mort cellulaire de type II est souvent retrouvée au cours du 

développement dans de nombreux organismes et  en particulier les invertébrés. En ce sens, 

l’autophagie tient une place importante dans le développement (embryogenèse et morphogenèse), 

au niveau cellulaire, ainsi que dans les processus d’adaptation. Ainsi, la mort cellulaire 

autophagique, induite par une hormone stéroïde, l’ecdysone, sera impliquée dans l’involution d’un 

certain nombre de structures obsolètes telles que les glandes salivaires (McPhee et Baehrecke, 

2010), le corps gras, équivalent du foie chez les vertébrés, (Rusten et al., 2004) et l’intestin moyen 

larvaire (Denton et al., 2009; McPhee et Baehrecke, 2009) au cours de la métamorphose des 

insectes. Pourtant, la suppression de l’expression d’Atg7 n’empêche pas la métamorphose mais la 

retarde (Juhász et Neufeld, 2008), indiquant que la participation de l’autophagie serait  contributive 

mais pas directement effectrice. L’intervention des caspases et de la signalisation apoptotique sont 

nécessaires (Akdemir et al., 2006; Lehmann, 2008). Au contraire, la suppression de l’expression de 

la chaîne légère de la dynéine dans ce modèle conduit à la persistance des glandes salivaires due à 

un blocage de l’induction autophagique (Batlevi et al., 2010). La mort cellulaire associée à 

l’autophagie interviendrait également au cours de la vie de l’individu adulte lors du remodelage de 

certains tissus, par exemple la régression des glandes mammaires chez les femelles de mammifères 

après la période de lactation (Motyl et al., 2007; Gajewska et al., 2008), ou celle de la prostate des 

mammifères mâles après castration mais l’implication de l’autophagie dans la phase exécutrice 

n’est pas avérée (Shen et Codogno, 2011). Cette mort cellulaire autophagique pourrait aussi 

survenir au cours de pathologies et a été décrite dans les neurones en dégénérescence au cours des 

maladies d’Alzheimer et de Parkinson (Nixon, 2006; Harrison et al., 2008). Une des causes 

suggérées correspondrait à une induction trop intense de l’autophagie (Scott et al., 2007). 

c. Antinomie entre autophagie et mort cellulaire ? Réseau de voies de 

mort

Des processus de mort  au cours desquels l’autophagie est nécessaire à l’activation des caspases 

ont déjà été décrits. Il a également été retrouvé des situations dans lesquelles l’autophagie était 

induite pour ralentir la survenue de l’apoptose (Abedin et al., 2007). De même il existe des formes 

de mort nécrotiques associées à un déclenchement intense de l’autophagie (Yu et al., 2006) et des 

cas où l’autophagie doit être induite pour « achever » la cellule apoptotique (Yue et al., 2003). 

L’autophagie est-elle réellement capable de causer la mort de la cellule ou est-ce un processus 

annexe (Nixon, 2006; Rami, 2009; Chen et Klionsky, 2011; Shen et Codogno, 2011) ? La question 
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est toujours d’actualité étant donné qu’il est très difficile de définir réellement ce qu’est la mort 

programmée de type II et qu’il existe un grand nombre de combinaisons possibles entre la survenue 

de l’autophagie et les différents acteurs connus pour être impliqués dans la mort cellulaire. En fait 

l’apoptose et l’autophagie sont des processus non exclusifs et un grand nombre de combinaisons 

existent en fonction du stress inducteur de mort cellulaire et du contexte cellulaire à ce moment. 

Ainsi, l’autophagie et l’apoptose peuvent fonctionner en tant que partenaires ayant pour but 

commun la mort de la cellule, ces deux évènements pouvant survenir simultanément ou avec un 

certain délai, par exemple la défaillance de l’un entraînant l’induction de l’autre (Eisenberg-Lerner 

et al., 2009). 

Les phénotypes observés dans le cas des souris mutantes pour des gènes impliqués dans la 

conduite de l’autophagie prouvent que lorsque l’activité autophagique est supprimée, l’apoptose 

continue de survenir normalement voire parfois de façon excessive (Fimia et al., 2007; Qu et al., 

2007; Shen et Codogno, 2011). Les expériences menées à partir de cellules de souris Atg5-/- mettent 

en évidence une nouvelle fonctionnalité de l’autophagie en relation avec la mort cellulaire : son 

accomplissement permet aux cellules apoptotiques d’exposer le signal « mangez-moi » en 

fournissant suffisamment d’énergie sous forme d’ATP pour ce faire. Yoshimori (Yoshimori, 2007) a 

extrapolé ce résultat  en imputant à l’autophagie un rôle plus général dans le contrôle de l’apoptose 

en utilisant la métaphore de « Charon », gardien des Enfers dans la mythologie grecque, à qui les 

morts devaient donner une pièce pour pouvoir traverser le Styx sous peine de devoir errer des 

années durant. Dans ce cas l’autophagie contribue à l’apoptose en permettant l’accomplissement 

des évènements apoptotiques dépendants de l’ATP (Eisenberg-Lerner et al., 2009).

Une étude montre que l’induction de la mort cellulaire par z-VAD, un inhibiteur des caspases, 

conduit à la mort cellulaire due à une induction de l’autophagie sélective prenant en charge 

sélectivement la catalase, une enzyme impliquée dans la détoxication des ERO. L’accumulation 

d’espèces oxydantes dans la cellule lèse les membranes cellulaires, cette perte d’intégrité 

conduisant à une mort de type nécrotique dont l’un des effecteurs est la cathepsine D (Yu et al., 

2006). Cette induction de l’autophagie ne passe pas par la voie mTORC1 mais par la voie RIP/

MKK7/JNK (Yu et al., 2004; 2006). Ainsi, certaines substances comme l’étoposide ou la 

staurosporine induisent préférentiellement la mort cellulaire autophagique, mais cet effet  serait 

dépendant du type cellulaire considéré (Debnath et al., 2005). 
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Cette définition de la mort cellulaire autophagique est controversée car il existe de nombreuses 

configurations possibles conduisant à la mort de la cellule faisant intervenir de manière 

différentielle autophagie et apoptose. Par exemple, dans un modèle d’explants de rétine de rat en 

culture, l’inhibition de la synthèse protéique conduit à une mort des cellules post-mitotiques faisant 

intervenir l’autophagie puis l’apoptose (Guimarães et al., 2003). A l’inverse, l’autophagie peut 

également être considérée comme un mécanisme anti-apoptotique dans la mesure où elle peut 

prendre en charge et dégrader les mitochondries avant un effondrement de leur potentiel, signal 

déclenchant de la voie apoptotique intrinsèque.

Il est donc probable que le lien entre autophagie et mort cellulaire soit plus une question de 

niveau d’activité des différentes voies de signalisation et donc du taux d’activité autophagique 

cellulaire qu’un processus de type « activation-inhibition ». Aussi, un nouveau modèle intégratif a 

été présenté dans lequel les différentes formes de mort cellulaire sont contrôlées par un réseau de 

voies interconnectées pouvant spécifiquement conduire à l’une ou l’autre forme en fonction du 

contexte cellulaire et permettant d’expliquer toutes les combinaisons possibles de machineries de 

mort pouvant survenir (Norman et al., 2010; Shen et Codogno, 2011).

Ce concept de réseau permet d’expliquer également qu’en cas de faillite de l’un des systèmes, 

l’autre puisse être compensatoirement activé afin de pallier cela. Par exemple, la suppression de 

l’apoptosome au cours du développement du SNC cause une induction de l’autophagie (Moreno et 

al., 2006).

d. Connexions entre autophagie et apoptose

Certaines protéines essentielles pour l’autophagie sont directement impliquées dans la 

régulation de l’apoptose, comme Beclin-1, située à la charnière entre autophagie et apoptose (Kang 

et al., 2011). L’interaction, inhibitrice pour l’autophagie, entre Beclin-1 et Bcl-2 ou Bcl-XL 

n’empêche pas ces dernières de jouer leur rôle de protéines anti-apoptotiques. La dissociation de 

Beclin-1 d’avec Bcl-XL est régulée par DAPk, une sérine/thréonine kinase dépendante du calcium 

et de la calmoduline en phosphorylant Beclin-1 au niveau de son domaine BH3 (Zalckvar et al., 

2009). Cette kinase est impliquée dans la survenue de la mort cellulaire suite à un stress du RE, 

cette mort étant dépendante à la fois de l’apoptose et de l’autophagie (Gozuacik et al., 2008). Donc, 

dans ce cas, autophagie et apoptose agissent  en tant que partenaires avec un but commun, la mort de 

la cellule.
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Il a été suggéré que Beclin-1 puisse réguler spatialement l’autophagie spécifique d’organites par 

interaction avec Bcl-2 ou BclXL (Pattingre et al., 2005). Pattingre et al. ont montré en 2005 que 

l’interaction entre Beclin-1 et Bcl-2 augmentait en cas de conditions nutritives favorables (donc en 

conditions physiologiques) (Pattingre et al., 2005). Beclin-1 est clivé par les caspases au cours de 

l’apoptose (Cho et al., 2009; Luo et  Rubinsztein, 2010; Wirawan et al., 2010; Zhu et al., 2010), ce 

qui inhiberait l’autophagie d’une part et, d’autre part, le fragment C-terminal en résultant serait 

ensuite transporté à la mitochondrie où il favoriserait le relargage de molécules pro-apoptotiques 

(Djavaheri-Mergny et al., 2010; Wirawan et al., 2010) bien qu’il puisse demeurer dans le 

cytoplasme alors que le fragment N-terminal passerait  dans le noyau (Luo et Rubinsztein, 2010). 

Un grand nombre de protéines Atg peuvent  être clivées par les protéases associées à la mort 

cellulaire (caspases et calpaïnes) (Norman et al., 2010) mais la signification de ces clivages n’a été 

élucidée que pour un petit nombre d’entre-elles dont Atg4D, clivée par la caspase-3 (Betin et Lane, 

2009) et Atg5, substrat des calpaïnes 1 et  2 (Yousefi et al., 2006). Le clivage d’Atg5 lui conférerait 

une fonction pro-apoptotique, le fragment en résultant, relocalisé à la mitochondrie facilitant le 

déclenchement de l’apoptose suite au relargage du cytochrome c. Atg5 pourrait également jouer un 

rôle de facteur pro-apoptotique dans la mort cellulaire liée à l’interféron & par une interaction avec 

FADD (Fas Associated protein with death domain) (Pyo et al., 2005).

II. CARACTÉRISTIQUES DE L’AUTOPHAGIE NEURONALE

A. Particularités du système nerveux central

Les neurones sont des cellules particulières compte-tenu de leur mode de fonctionnement, de 

leur état de différentiation et de leur vulnérabilité. De plus, le maintien de la protéostasie est crucial 

dans ces cellules post-mitotiques comme nous avons pu le voir dans les paragraphes précédents. 

Aussi, le déroulement de l’autophagie dans les neurones est particulièrement pris en considération.

Au niveau de l’organisme, le système nerveux est un organe privilégié. En terme de proportion, 

alors qu’il représente autour de 2% du poids corporel, le cerveau est responsable de la 

consommation de plus de 20% du glucose présent dans l’organisme. Ce dernier est aussi 

particulièrement fragile. Le SN est un système complexe et organisé dont les cellules effectrices,  

les neurones, communiquent au moyen de signaux électrochimiques, qui, au niveau des synapses 
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sont convertis en signaux chimiques par l’action des neurotransmetteurs. Il contient également les 

cellules de la névroglie qui ont un rôle de soutien, principalement des astrocytes et  des 

oligodendrocytes, au niveau du SNC.

Les neurones sont des cellules quasiment insensibles aux stress dus à une privation en 

nutriments (Mizushima et Kuma, 2008; Nixon et Yang, 2011). Du fait de l’existence de la barrière 

hémato-encéphalique, les fonctions de l’autophagie envers des organismes pathogènes et des stress 

environnementaux pourraient être reléguées au second plan. Alors, il est hautement probable que les 

neurones se reposent en partie sur des cellules de soutien pour la lutte contre ce type de stress 

comme les cellules gliales (Alirezaei et al., 2008; Deas et al., 2011).

A l’inverse, les neurones sont particulièrement sensibles à l’accumulation de protéines 

anormales et d’organites altérés, en particulier les mitochondries dont les lésions peuvent entraîner 

le relargage d’EOR et donc induire un stress oxydatif mais aussi être à l’origine de la survenue de 

l’apoptose. L’autophagie spécifique basale et en particulier la mitophagie et l’agréphagie sont donc 

très importantes (Mizushima et Hara, 2006; Jaeger et Wyss-Coray, 2009; Deas et al., 2011; 

Yamamoto et Simonsen, 2011a). Les neurones ont donc besoin de système de contrôle qualité et  de 

dégradation particulièrement efficaces. 

B. Système lysosomal neuronal

Les neurones sont des cellules totalement asymétriques avec un corps cellulaire qui peut être à 

une distance importante des prolongements neuritiques (axone et dendrites). Elles nécessitent donc 

un mécanisme de transport vésiculaire et un cytosquelette robustes. Ces cellules possèdent un 

système lysosomal très développé (Nixon et al., 2000). Outre son action dans le catabolisme 

cellulaire, le système lysosomal, a un rôle important dans la signalisation neuronale et dans le 

métabolisme des neurotransmetteurs. Le système lysosomal neuronal est lui aussi polarisé et des 

études de l’acidité des compartiments vésiculaires ont établi que les lysosomes (compartiments les 

plus acides) avaient  une localisation restreinte dans le compartiment somato-dendritique et plus 

particulièrement en région périnucléaire tandis que les vésicules précoces de la voie 

endolysosomale étaient préférentiellement retrouvées dans la portion axonale distale (Parton et al., 

1992; Overly et al., 1995; Nixon et al., 2000; Korolchuk et Rubinsztein, 2011). L’acidification des 

vésicules augmente au fur et  à mesure qu’elles se rapprochent du corps cellulaire neuronal (Overly 

et Hollenbeck, 1996). Les vésicules endocytaires sont transportées de manière unidirectionnelle 
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vers le soma (Overly et Hollenbeck, 1996). Il existe localement des zones où des vésicules de 

dégradation acides sont retrouvées et coïncident avec des zones où le réseau de microtubules est 

interrompu (zones de jonction avec des collatérales axonales par exemple). Une étude 

morphologique montre que les autophagosomes se forment majoritairement dans les axones et sont 

transportés majoritairement de manière antérograde le long des microtubules (Kaasinen et al., 

2008).

C. Autophagie canonique et autophagie neuronale

1. Rôles de l’autophagie neuronale

L’autophagie est essentielle pour le maintien de l’homéostasie axonale, le trafic membranaire 

local ainsi que pour le recyclage des organites et des protéines (Komatsu et al., 2007b) ainsi que 

dans la signalisation neuronale puisqu’il existe une convergence des endosomes de signalisation 

(permettant le recyclage des récepteurs synaptiques) et  de l’autophagie (Jaeger et Wyss-Coray, 

2009; Webber et Tooze, 2010). Elle joue également un rôle important dans la croissance synaptique 

et la plasticité et peut avoir un effet sur l’apprentissage et les mécanismes de mémorisation : la LTP 

(long term potentiation) et la LTD (Shen et Ganetzky, 2009; 2010). Il s’agit d’un mécanisme 

protecteur qui ralentit l’avancée des PND et dont l’inhibition est associée à la neurodégénérescence 

(Hara et al., 2006; Komatsu et al., 2006; Rubinsztein, 2007). 

L’autophagie constitutive aurait  un rôle clé dans le remodelage des neurites et  la structure du 

cône de croissance durant l’extension neurale (Fimia et al., 2007). Elle pourrait également servir de 

mécanisme neuroprotecteur à travers la dégradation de protéines et d’organites pouvant s’accumuler 

au niveau axonal. En effet, l’existence d’un transport vésiculaire bidirectionnel et d’un mécanisme 

de signalisation rétrograde est primordial pour la survie neuronale (Kaasinen et al., 2008; Kimura et 

al., 2008; Jaeger et Wyss-Coray, 2009; Katsumata et al., 2010). 

2. Voies neuronales de contrôle de l’autophagie

In vivo, un stress nutritionnel ne semble pas induire la voie autophagique au niveau cérébral 

(Mizushima, 2004; Komatsu et al., 2007a). Dans les neurones en culture, les données sont plus 

contradictoires, mais de nombreux facteurs rendent ce modèle différent de l’organe in situ, comme 

la suppression de la barrière hémato-encéphalique, la contribution des autres organes existant  chez 

l’individu, l’influence des cellules associées au fonctionnement des neurones et le degré de pureté  
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en neurones des cultures. L’existence d’une autophagie déclenchée par un stress nutritionnel a pu 

être mise en évidence dans des neurones en culture suite à une privation en un composant riche en 

facteurs de croissance nécessaires à la culture primaire neuronale : le B27, sans pour autant 

augmenter le taux d’apoptose (Young et al., 2009; Young et La Spada, 2009) ou par privation totale 

en nutriments (Alirezaei et al., 2010). Le fait que les neurones ne répondent pas in situ aux stress 

métaboliques mais qu’ils le font en culture, situation artificielle les privant de leur environnement 

proche, fait tendre à penser que les neurones se reposent sur les autres cellules/tissus pour leur 

fournir les nutriments nécessaires à leur survie. En effet, les neurones sont alimentés par le transport 

sélectif du glucose, des aa et des hormones à travers la barrière hémato-encéphalique et par la glie 

qui fournit les facteurs trophiques nécessaires à leur survie. Il a également été avancé que les 

neurones ne répondaient que très moyennement à la rapamycine en comparaison avec d’autres types 

cellulaires (Nixon et Yang, 2011). 

Plusieurs hypothèses concernant l’activité autophagique neuronale, son induction et sa 

régulation ont été alors émises. Elles mettent en avant une potentielle résistance des neurones vis-à-

vis d’un stress nutritionnel et la possibilité d’une régulation de l’autophagie alternative aux voies 

canoniques classiquement énoncées. Il est probable que les voies de régulation mettent en jeu des 

acteurs différents ou tout du moins que les influences des différentes voies connues pour moduler 

les niveaux d’activité autophagique diffèrent en faveur d’une régulation très fine basée sur le rôle de 

l’autophagie dans le contrôle de la qualité protéique. Ces mécanismes diffèreraient également entre 

chaque type neuronal voire entre les différents compartiments du neurone. 

Une étude menée par Komatsu et  al, 2007 montre que l’autophagie semble avoir un rôle dans le 

transport, la régulation et le maintien de l’homéostasie membranaire au niveau des terminaisons 

axonales. Etant donné que l’autophagie est impliquée dans des mécanismes de remodelage 

cellulaire, il semble qu’elle soit également impliquée dans le contrôle de la taille cellulaire. Elle 

constituerait également une réponse adaptative pour le remodelage axonal en vue de sa 

régénération. L’axone est un compartiment neuronal hautement spécialisé qui a de nombreuses 

fonctions indépendantes du corps cellulaire.

3. Spécificités de l’autophagie dans les neurones

Une des raisons pour lesquelles la question de l’origine de la membrane autophagosomale n’est 

pas encore tranchée réside dans le fait  que dans les cellules des eucaryotes supérieurs, contrairement 
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aux cellules de levure, les autophagosomes semblent se former en des localisations cytoplasmiques 

multiples et ce, de façon aléatoire. 

Dans les neurones, cellules polarisées à l’extrême, la question même du lieu de formation des 

autophagosomes est matière à débat. Dans les souris Lürcher, pour lesquelles le récepteur au 

glutamate GluR,2, localisé au niveau des épines dendritiques, est muté on assiste à une 

dégénérescence des cellules de Purkinje. Or, il y  a dans ces cellules une survenue rapide de 

l’accumulation d’autophagosomes au niveau des portions distales des axones dystrophiques et  de 

façon plus robuste en comparaison avec les dendrites et le corps cellulaire de ces cellules où 

l’apparition d’autophagosomes est plus tardive et moins marquée (Wang et al., 2006). Une 

observation similaire est faite dans les neurones de patients atteints par la maladie d’Alzheimer 

(Nixon et al., 2005; Lee et al., 2011).

La maturation autophagique serait plus facilement bloquée dans les neurones en comparaison 

avec les autres types cellulaires (Settembre et al., 2008).

Les cellules de mammifères exhibent des niveaux basaux d’autophagie différents en fonction du 

type cellulaire (Mizushima et  al., 2004). En revanche, les ponctuations positives pour LC3 sont très 

difficiles à détecter dans les neurones suggérant un niveau autophagique basal extrêmement faible 

(Boland et al, 2008, Young et al, 2009). Toutefois, il est indiscutable que l’existence d’une activité 

autophagique fonctionnelle est indispensable à l’homéostasie neuronale dans la lutte contre 

l’accumulation de protéines susceptibles de s’agréger, stress envers lesquels les neurones 

différenciés sont très vulnérables. En effet, la suppression de l’activité autophagique au niveau du 

SNC de souris cause une neurodégénérescence rapide associée à la présence d’inclusions 

intracellulaires de protéines positives pour l’ubiquitine et p62 (Hara et al., 2006; Komatsu et al., 

2006).

Par ailleurs de nombreuses études mettent en lumière le rôle neuroprotecteur de l’autophagie 

dans le système nerveux central.

D’un point de vue fonctionnel, la macroautophagie est particulièrement importante pour 

protéger les neurones du vieillissement. Les neurones sont des cellules consommatrices d’énergie 

sous forme d’ATP. Cette énergie est utilisée pour le transport axonal d’organites et de 

neurotransmetteurs. Elle est essentiellement produite au niveau de la mitochondrie par la 

phosphorylation oxydative. Celle-ci est accompagnée par la formation de radicaux libres qui, par le 
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biais du stress oxydatif, altèrent des organites et des protéines à longue demi-vie. Ces protéines et 

organites lésés doivent être éliminés par autophagie. Dans les neurones, en cas de déficit de 

l’autophagie, on peut s’attendre à une accumulation de protéines anormales (oxydées, mal 

conformées) et à une persistance d’organites lésés. Ces phénomènes peuvent conduire à la 

dégénérescence neuronale. En conséquence, le besoin d’un mécanisme autophagique fonctionnel 

s’accroît avec l’âge des neurones. L’efficacité des voies cataboliques diminuant avec l’âge, cela 

explique d’une part la vulnérabilité grandissante des neurones avec le temps et d’autre part que 

l’âge constitue le facteur de risque majeur d’un grand nombre de PND.

Par ailleurs, il est possible que les dysfonctionnements neuronaux affectent le mécanisme 

autophagique ou que ce mécanisme ne soit pas suffisant : dans les neurones : à l’état basal, peu de 

vésicules autophagiques sont  observées ce qui suggère que l’autophagie constitutive dans les 

neurones est un mécanisme faiblement actif et doit être induit (Boland et al., 2006).

Concernant l’autophagie basale neuronale, de nombreuses contradictions existent. Bien que les 

niveaux de LC3-I soient particulièrement importants dans ce type cellulaire, il est notoire qu’il est 

particulièrement difficile de détecter des autophagosomes au niveau neuronal. Alors deux 

conclusions majeures sont possibles : 

- les neurones ont un niveau d’autophagie constitutive extrêmement bas expliquant cette 

difficulté à détecter les vésicules autophagiques ;

- l’autre explication envisageable est  que le flux autophagique, c’est-à-dire la vitesse 

d’exécution de cette voie catabolique dans sa totalité est particulièrement efficace. Dans ce cas, les 

autophagosomes sont difficiles à détecter non pas du fait de leur rareté mais ceci serait dû à la demi-

vie extrêmement courte des autophagosomes dans la cellule (Boland et al., 2008). 
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PARTIE 4 : MALADIE D’ALZHEIMER ET AUTOPHAGIE

Le facteur de risque majeur de survenue de la maladie 

d’Alzheimer, comme pour la plupart des PNDs, est le 

vieillissement. La maladie d’Alzheimer se caractérise sur le plan 

neuropathologique par une perte neuronale associée à la 

formation de dépôts extracellulaires de peptides !-amyloides 

issus du clivage d’un précurseur : l’APP. Elle se caractérise 

également par l’accumulation intracellulaire de protéine tau 

anormalement hyperphosphorylée (phosphorylation au niveau de 

sites pathologiques) sous forme de DNF (figure 30). 

A. La maladie d’Alzheimer est une 

amyloïdopathie

L’APP est une protéine trans-membranaire ubiquiste. Son ARNm, sujet à l’épissage alternatif, 

est à l’origine de huit isoformes distinctes dont trois (de 695, 751 et 770 aa) prédominent dans le 

tissu cérébral (Takahashi et al., 2002). Le clivage séquentiel de l’APP (figure 31) par une !-

sécrétase puis par un complexe &-sécrétase, au niveau du compartiment endo-lysosomal, conduit à 

la production d’A!, toxique, il s’agit de la voie dite amyloïdogénique (Yan et al., 1999). Deux 

formes toxiques fibrillogènes, les peptides A! peuvent être ainsi produites : une forme de 40 aa 

notée A!1-40 et une forme de 42 aa, A!1-42, plus fibrillogénique. Le peptide A!1-40 est le plus 

abondant, cependant, la forme A!1-42 a été reliée à la pathologie puisqu’elle est  augmentée dans les 

formes sporadiques et familiales ainsi que dans les cerveaux de patients atteints du syndrome de 

Down. Il existe également une voie dite non-amyloïdogénique, ayant lieu en conditions 

physiologiques, et consistant en un clivage de l’APP par l’"- puis par la &-sécrétase (Selkoe, 2000). 

L’activité "-sécrétase est due à des enzymes appartenant à la famille ADAM (A Disintegrin And 

Metalloprotease) (Allinson et al., 2003). Le clivage dépendant des !-sécrétases résulte 

majoritairement de l’activité de la protéine BACE-1 (!-Site APP-Cleaving Enzyme-1). La &-
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Figure 30 : Carac tér i s t iques 
histophatologiques de la maladie 
d’Alzheimer (d’après Blennow et al., 
2006.



sécrétase consiste en un complexe protéique composé par quatre protéines (De Strooper, 2003): la 

préséniline (1 ou 2), qui lui confère son activité catalytique, la nicastrine, PEN-2, et APH-1.

Dans la voie non-amyloïdogénique, le premier clivage par l’"-sécrétase, au niveau de 

l’extrémité amino-terminale de l’APP donne un premier fragment dit "-APPs (s : soluble) d’une 

part et "-CTF ("-Carboxy-Terminal Fragment) d’autre part, à son tour clivé par la &-sécrétase 

conduisant à l’obtention des peptides p3 et AICD (A!PP Intracellular Domain). En conditions 

pathologiques, le clivage de l’APP par la !-sécrétase génère un premier fragment amino‑terminal 

!‑APPs et !-CTF/C99. Ce dernier est ensuite pris en charge par la &-sécrétase qui va alors séparer le 

peptide A! de l’AICD (figure 31).

 Avec l’avancée en âge, la plupart  des voies cataboliques voient leur activité décliner (Cuervo et 

Dice, 2000c; 1998; Keller et al., 2000a; b; 2002). Les mécanismes de dégradation peuvent 

également être affectés par les stress cellulaires. Par conséquent, il est probable que la diminution 

de leur activité puisse être en relation avec l’accumulation du peptide A!. Dans le cas des formes 

familiales le point de départ est relié aux mutations observées chez les patients touchant les gènes 

APP, PS1 ou PS2 et conduisant à un accroissement de la production d’A! (Scheuner et al., 1996; 

Gómez-Isla et al., 1999). Dans les deux cas, cet  accroissement des niveaux d’A! conduit  à son 
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Figure 31 : Métabolisme de l’APP
Au cours de la voie non-amyloïdogénique (à gauche), physiologique, l’APP est successivement prise en charge par 
l’"‑sécrétase puis par la #-sécrétase donnant tour à tour les fragments "-APPs, p3 et l’AICD. La voie amyloïdogénique 
(à droite) génère le fragment pathologique amyloïdogène A! (40 ou 42 aa) par clivage de l’APP dans un premier temps 
par la !-sécrétase, puis par la #-sécrétase résultant également en la formation des peptides !-APPs et AICD.



oligomérisation, forme sous laquelle sa toxicité semble être maximale (Tomiyama et al., 2010) et 

cause des lésions au niveau synaptique (Scheff et Price, 2003; Tanzi, 2005). Lui fait suite 

l’installation d’un processus inflammatoire au travers de l’activation de la microglie et des 

astrocytes (Salminen et al., 2008). Il s’ensuit une accélération et une progression des lésions 

conduisant à des perturbations de l’homéostasie ionique neuronale, à des perturbations des voies de 

signalisations conduisant en parallèle à la pathologie de tau puis à la mort neuronale et  à la démence 

(figure 32).

B. La maladie d’Alzheimer est aussi une tauopathie

Les tauopathies sont des PND caractérisées par l’agrégation de protéines tau sous forme 

hyperphosphorylée dans les neurones en dégénérescence. La présence de telles structures est l’un 

des traits neuropathologiques observés dans les neurones de patients atteints par Alzheimer faisant 

de cette maladie une tauopathie (Grundke-Iqbal et al., 1986; Sergeant et al., 2005; Maeda et al., 

2006). 
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Figure 32 : Hypothèse de la cascade amyloïde
Selon cette hypothèse, le peptide A! est à la base de la pathogenèse de la maladie d’Alzheimer. Une dérégulation de 
l’équilibre production/dégradation du peptide A! favorise son oligomérisation et son accumulation et conduit à la 
formation de dépôts extracellulaires diffus. Les oligomères A! exercent leur toxicité au niveau synaptique entraînant 
une cascade de dysfonctionnements conduisant à la mort cellulaire et à la démence. L’altération de la balance entre 
kinases et phosphatases découlant de l’oligomérisation de l’A! serait parallèlement à l’origine de 
l’hyperphosphorylation de la protéine tau et à son agrégation au sein de DNF qui participeraient alors à 
l’établissement de la démence. D’après Blennow et al., 2006, Hardy et Selkoe, 2002.



1. Généralités sur la protéine tau

La protéine tau (tubulin-Associated unit) (Weingarten et al., 1975) est une protéine conservée 

interagissant avec le cytosquelette neuronal existant exclusivement dans les espèces animales 

eucaryotes supérieures et codée par le gène MAPT (Microtubule-Associated Protein Tau), au niveau 

du locus 17q21.1 (Neve et al., 1986). L’ARNm issu de la transcription de ce gène composé de 16 

exons permet la génération de six variants par épissage alternatif des exons 2, 3 et 10 dans le SNC 

(Buee et al., 2000; Martin et al., 2011a) (figure 33). 

Tau est une protéine cytosquelettique, essentiellement neuronale, trouvée principalement dans 

les axones et appartenant à la famille des MAP. De par sa nature, elle participe à l’organisation et  à 

la stabilisation des microtubules, et permet le maintien de l’homéostasie axonale. Elle fonctionne au 

cours du transport axonal par régulation des moteurs dynéines et kinésines (régulation négative) 

contrôlant ainsi l’homéostasie synaptique (Mandelkow et al., 2003; Dixit et al., 2008; Spires-Jones 

et al., 2009). Elle est impliquée dans la croissance neuritique et la neurogenèse. Tau peut être 

présente dans le noyau où elle présente la capacité de se lier à l’ADN et participerait ainsi à la 
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Figure 33 : Epissage alternatif de l’ARNm MAPT et isoformes retrouvées dans le SNC. D’après Buée et al., 2000 et 
Martin et al., 2011a
ARNm de tau : épissage alternatif : en rouge sont représentés les exons toujours traduits dans le SNC, en orange, rose 
et bleu sont ceux soumis à épissage alternatif. En gris sont représentés les exons non traduits dans le SNC. Il est à noter 
la présence dans l’exon 14 d’un codon stop prématuré conduisant à l’arrêt de la traduction des exons 15 et 16.
Isoformes de tau dans le SNC : leur séquence protéique varie de 352 à 441 aa pour un poids moléculaire apparent 
compris entre 60 et 74 kDa). En orange et rose sont représentés les exons 2 et 3 appartenant à la région acide (domaine 
de projection) de la protéine tau (0N : épissage des deux exons, 1N présence uniquement de l’exon 2, 2N présence des 
exons 2 et 3) ; l’exon 10 contenant un motif R (MBD, en vert) de liaison aux microtubules, la protéine tau en contenant 
3 (3R) en l’absence de l’exon 10, 4 lorsqu’il est présent (4R). 



médiation de la réponse cellulaire au stress oxydatif et possiblement aux chocs thermiques modérés 

en protégeant l’ADN (Sultan et al., 2011).

Tau contient de très nombreux sites cibles de modifications post-traductionnelles de différentes 

natures (phosphorylation, O-glycosylation, nitration, ubiquitinylation, clivage, prolyl-isomérisation, 

glycation et polyamination) (Sergeant et al., 2008; Martin et al., 2011a).

2. Phosphorylation des protéines tau

Le niveau de phosphorylation de la protéine tau régule son affinité pour les microtubules. Il est 

à noter que chaque domaine MBD contient un motif KXGS dont la phosphorylation au niveau de la 

sérine favorise le détachement de tau du cytosquelette (Biernat et al., 1993; Drewes et al., 1995). A 

l’inverse, certains sites de phosphorylation accroissent l’affinité de tau pour les microtubules et 

promeuvent leur assemblage ce qui est le cas du site T150 ciblé par p38MAPK' (Feijoo et al., 2005).

La protéine tau est physiologiquement phosphorylée, en particulier au cours du développement. 

Les fonctions de tau associées à ses différents états de phosphorylation sont loin d’être établies 

(Ittner et Götz, 2011). Certains sites sont décrits pour l’être spécifiquement en conditions 

pathologiques comme au cours de la maladie d’Alzheimer (figure 34, sites de phoshorylation 

représentés en rouge). Certaines de ces phosphorylations pathologiques constituent un évènement 

précoce au cours de la pathogenèse de la maladie d’Alzheimer (Braak et Braak, 1991; Johnson et 

Stoothoff, 2004) et l’intensité de la pathologie de tau est directement corrélée au déclin des 

fonctions cognitives (Gómez-Isla et al., 1997; Spires-Jones et al., 2009). Parmi ces 

phosphorylations pathologiques, certaines d’entre elles favorisent l’agrégation de la protéine 

165

Figure 34 : Sites de phosphorylation de la protéine tau. D’après Martin et al., 2011a
Représentation des sites de phosphorylation sérine (S), thréonine (T) et tyrosine (Y) de la protéine tau, d’après Martin 
et al., 2011a. L’isoforme représentée est l’isoforme 4R/2N, la plus longue (441).
Sont représentés en vert les sites phosphorylés en conditions physiologiques, en rouge les sites phosphorylés chez les 
patients atteints de maladie d’Alzheimer, en bleu sont les sites phosphorylés en conditions physiologiques comme 
pathologiques, enfin, en noirs sont représentés des sites putatifs de phosphorylation mais non prouvés in vivo ou in 
vitro.



particulièrement au niveau de l’extrémité carboxy-terminale et d’autres provoquent la mort 

neuronale par apoptose (Abraha et al., 2000; Haase et al., 2004). 

Les niveaux de phosphorylation de tau sont régulés par un équilibre entre l’activité de protéines 

kinases et de protéines phosphatases. 

Au niveau cérébral, PP2A (cf Partie 2-II-B-3-b-i) est particulièrement abondante puisqu’elle 

constitue près de 1% de la masse protéique cellulaire totale et contribue à plus de 70% de l’activité 

phosphatase (Liu et al., 2005b; Xu et al., 2008). Aussi, il est logique que cette enzyme constitue la 

phosphatase majeure de la protéine tau (Goedert et al., 1995; Sontag et al., 1996; 1999).

Tau a été reconnue comme pouvant être un substrat in vitro des protéines PP1, PP2B et PP5 (Liu 

et al., 2005a; b) et de PP2B in vivo mais seules PP1, PP2A et PP2B semblent  être à même de 

déphosphoryler tau lorsqu’elle est sous forme hyperphosphorylée (Hernández et Avila, 2007).

3. Agrégation de tau et maladie d’Alzheimer

Des mutations de la protéine tau sont responsable de la survenue de PND comme la démence 

fronto-temporale avec parkinsonisme liée au chromosome 17 (FTDP-17 ; Frontotemporal Dementia 

with Parkinsonism linked to chromosome 17). Par ailleurs l’expression de formes mutées de tau 

dans des modèles animaux suffit à induire le développement de PND caractérisées par la présence 

d’enchevêtrement neurofibrillaires et de la plupart des évènements pathologiques associés à la 

pathologie à l’exception de la formation des plaques séniles (Ramsden et al., 2005). Donc des 

anomalies de tau sont suffisantes pour causer une cascade d’évènements pathologiques.

Le point de départ du processus d’agrégation n’est pas clairement établi mais il semble que 

l’augmentation du taux de phosphorylation de tau cause son détachement des microtubules (et 

provoque leur déstabilisation). Cependant, cette relation de cause à effet demeure floue, et à 

l’inverse, une désorganisation primaire des microtubules peut provoquer l’hyperphosphorylation et 

l’accumulation de tau (Miyasaka et al., 2010). Tau alors soluble peut se dimériser puis 

s’oligomériser et former des protofilaments qui s’apparient deux à deux résultant en la formation de 

paires de filaments hélicoïdales (PHF ; Paired Helicoidal Filament) s’agrégeant sous la forme 

d’inclusions intraneuronales positives pour d’autres protéines comme p62 et l’ubiquitine et 

correspondant aux DNF, stade ultime de l’accumulation de tau (Babu et al., 2005; Martin et al., 
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2011a). Il est à noter que le clivage de tau par les caspases augmente sa capacité à s’agréger 

(Gamblin et al., 2003). 

L’activité de certaines kinases de tau est altérée au cours de la pathologie comme GSK3!, 

CDK5, Akt/PKB qui voient leurs activités augmentées et celles de la PKA et PKC diminuées 

(Chung, 2009). Dans les cerveaux de patients atteints par la maladie d’Alzheimer, les ARN 

messagers de la PP2A (sous-unité B55") ainsi que l’activité enzymatique de la protéine sont 

diminués (Gong et al., 1993; Vogelsberg-Ragaglia et  al., 2001) alors qu’à l’inverse, la présence de 

l’inhibiteur endogène-1 de la PP2A, I1PP2A est accrue (Tanimukai et al., 2005; Chen et al., 2008a). 

Cette décroissance de l’activité de la PP2A contribuerait à l’hyperphosphorylation de la protéine tau 

de même qu’à la production de peptide A! au cours de la maladie d’Alzheimer (Sontag et  al., 

2007). La perte de l’activité de la PP2A est suffisante pour causer une hyperphosphorylation robuste 

de la protéine tau (Martin et al., 2009) et entraîner des conséquences sur l’assemblage du 

cytosquelette (Nunbhakdi-Craig et al., 2007). PP2A régule aussi l’activité de certaines kinases de 

tau, ainsi des perturbations de l’activité de la PP2A entraînent une modification de l’activité de 

kinases de tau et accentuent le déséquilibre kinases/phosphatases observé en conditions 

pathologiques (Lin et al., 2007; Meske et al., 2008; Iqbal et  al., 2009). Dans les neurones, la 

pathologie de tau débute au niveau axonal conduisant à une perte de l’intégrité des microtubules 
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Figure 35 : Pathologie de tau au cours de la maladie d’Alzheimer.
Les facteurs de risques génétiques et environnementaux influent déséquilibrent la balance kinases/phosphatases de tau 
conduisant à l’hyperphosphorylation et à l’oligomérisation de la protéine, suivies par le processus d’agrégation 
pouvant en découler d’une part, la déstabilisation du cytosquelette d’autre part, le tout conduisant à la dysfonction et à 
la mort neuronale causant la survenue de la démence. Parallèlement à cela se produirait la formation des plaques 
séniles. D’après Blennow et al., 2006.



dans les neurites et à l’accumulation de tau anormale dans le compartiment somato-dendritique 

(Ittner et Götz, 2011). 

Basée sur la dérégulation de tau causée par un déséquilibre entre les activités kinases et 

phosphatases suite à la pression des facteurs de risques, est développée l’hypothèse de la pathologie 

de tau au cours de la maladie d’Alzheimer (figure 35). Il existe cependant des liens entre 

pathologies de tau et  peptide A! (Hardy et Selkoe, 2002). En effet, le peptide A! peut induire la 

pathologie de tau (Tomiyama et al., 2010). Des co-occurences entre les deux pathologies peuvent 

être spatialement observées (Takahashi et al., 2010), et de manière réciproque, chaque espèce 

protéique sensibilise les neurones à la toxicité de l’autre (Jin et al., 2011). Par exemple la toxicité du 

peptide A! au niveau synaptique, par l’intermédiaire de récepteurs au glutamate, semble dépendre 

de la fonction de la protéine tau (Ittner et Götz, 2011). Une surexpression de tau diminuerait le 

trafic vésiculaire et le transport d’organites comme les peroxysomes (ce qui augmente le risque de 

stress oxydatif). Tau inhiberait également le transport d’APP contenue dans des vésicules vers les 

dendrites et les axones (Stamer et al., 2002). La pathogenèse de la maladie d’Alzheimer est un 

processus complexe nécessitant une vision intégrée des protéines ayant une fonction dans la cascade 

d’évènements conduisant à la démence (Ittner et Götz, 2011). La phosphorylation pathologique de 

tau et  la production du peptide A! sont des évènements précoces conduisant à l’expression 

phénotypique de la maladie impliquant qu’en amont, les facteurs environnementaux et génétiques 

soient identiques. Ces facteurs influent sur la physiologie neuronale jusqu’à un seuil qui marque le 

passage d’un état physiologique altéré à des conditions pathologiques. La compréhension de la 

nature des changements s’opérant à ce niveau est primordiale dans la compréhension de la maladie 

et l’établissement de stratégies thérapeutiques efficaces.

C. La maladie d’Alzheimer : une pathologie lysosomale ?

Au cours de la maladie d’Alzheimer comme dans la plupart des PND, surviennent des 

anomalies de la voie autophagique, néanmoins dans ce cas particulier, la pathologie autophagique/

lysosomale est particulièrement importante (Okamoto et al., 1991; Cataldo et al., 1996; 1997; 

Boland et  Nixon, 2006). Elle se traduit par l’accumulation précoce de vacuoles autophagiques 

immatures dans les portions distales des neurites dystophiques pouvant résulter d’une élévation de 

l’activité autophagique et/ou par une anomalie des processus de fusion (Nixon, 2006).
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Les pathologies de surcharge lysosomale sont dues à des mutations affectant des gènes codant 

des protéines lysosomales, la plupart d’entre elles affectant des hydrolases (Settembre et al., 2008). 

Elles se caractérisent par une diminution de la capacité des lysosomes à prendre en charge certains 

substrats résultant en des défauts affectant la totalité du compartiment lysosomal cellulaire et 

conduisent à l’accumulation de vésicules autophagiques anormales proches de ce qui peut être 

observé dans des cellules exposées in vitro à des inhibiteurs de la fusion autophagosomes/

lysosomes. Un certain nombre d’entre elles sont associées à une neurodégénérescence comme par 

exemple la maladie de Niemann-Pick de type C. Selon un modèle établi par Settembre et al., en 

2008, certains mécanismes pathologiques caractéristiques aux pathologies de surcharge lysosomale 

peuvent être rapportés aux PND, qui présentent des traits pathologiques communs, et  en particulier 

à la maladie d’Alzheimer au cours de laquelle l’accumulation d’autophagosomes est  proche de ce 

qui est obtenu pour des cultures neuronales exposées par exemple à la leupeptine (Boland et al., 

2008; Settembre et al., 2008; Nixon et Yang, 2011). En ce sens, l’activation des enzymes 

lysosomales dans des modèles de souris transgéniques de la maladie d’Alzheimer exprimant une 

forme humaine de gène APP muté restaure l’activité autophagique et a un effet bénéfique sur la 

progression de la pathologie (Yang et al., 2011).

L’élévation des niveaux de marqueurs de l’autophagie constitue un évènement très précoce dans 

la pathogenèse et  apparait avant la formation des plaques amyloïdes et  des DNF (Cataldo et al., 

1996; Nixon et al., 2005; Yu et al., 2005). En même temps que la maladie progresse, l’efficacité 

autophagique diminue, en particulier au niveau de la maturation des autophagosomes (Yu et al., 

2005). La perturbation du mécanisme autophagique va aussi contribuer indirectement à la 

pathologie puisque ce mécanisme constitue une voie de dégradation de protéines impliquées dans la 

pathogenèse.

L’inhibition du SUP par l’accumulation de protéines anormales (Korolchuk et al., 2009b), le 

stress du RE ainsi que les autres stress comme le stress oxydatif sont connus pour être des 

inducteurs de l’autophagie (Scheper et al., 2011). 

1. Liens entre autophagie et toxicité du peptide A"

Les vésicules autophagiques immatures possèdent la machinerie nécessaire à la production de 

peptide !-amyloïde et leur accumulation constitue autant de sites supplémentaires de production 

(Yu et al, 2005, Mizushima, 2005; Cataldo et al, 2008). De manière additive, les anomalies de 

l’autophagie induisent une augmentation de l’activité &-sécrétase (Ohta et al., 2010). Par ailleurs, il 
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a été montré que la PS1 était impliquée dans le trafic d’une certaine catégorie de protéines 

membranaires et qu’indépendamment du complexe &-sécrétase elle pouvait intervenir dans le turn-

over de certaines protéines (télencéphaline) par un mécanisme d’autophagie (Esselens et al, 2004). 

L’APP et ses métabolites sont des substrats de l’autophagie. Ces données ont été contredites 

récemment concernant l’implication des autophagosomes dans le métabolisme de l’APP (Boland et 

al., 2010), n’excluant pourtant pas un effet indirect. Les anomalies de la voie autophagique se 

répercutant sur le compartiment lysosomal, clairement impliqué dans le clivage de l’APP. Chez la 

souris, la perte d’un allèle de Beclin-1 est suffisante pour diminuer l’activité autophagique 

neuronale et potentialiser la pathologie amyloïde alors qu’à l’inverse, l’expression de Beclin-1 est 

protectrice (Lee et Gao, 2008; Pickford et al., 2008; Jaeger et al., 2010). Par ailleurs, l’activité de 

Beclin-1 est diminuée de façon précoce dans les cerveaux de patients touchés par la maladie 

d’Alzheimer. 

Une publication récente met en évidence, par des techniques d’extraction lipidique dans des 

lignées cellulaires, le fait que le peptide A! est plus fréquemment associé à la PE dont l’inhibition 

de la synthèse serait protectrice (Cazzaniga et al., 2011). Bien que dans cette étude aucune relation 

avec l’autophagie n’ait été faite, l’importance de ce lipide dans le mécanisme autophagique suggère 

néanmoins une connexion. Des travaux menés en 2009 chez la drosophile mettent en évidence un 

autre lien entre le peptide !-amyloïde et l’autophagie. L’une ou l’autre forme de peptide A! ont été 

surexprimées chez des mouches, et il a été observé chez les animaux exprimant le peptide A!1-42 un 

raccourcissement de la durée de vie associée à une neurodégénérescence et à l’accumulation de 

vésicules autophagiques dans les neurones contrairement aux mouches exprimant A!1-40. Ces 

animaux présentent une durée de vie normale malgré des dépôts extracellulaires d’A! (Ling et al., 

2009). Ces résultats concernant la toxicité du peptide A!1-42 pour la voie endolysosomale et 

autophagique ont été confirmés dans des cultures primaires corticales de rat (Song et al., 2011).

De façon plus générale l’activité de la PS1 est  requise pour la maturation des vésicules 

autophagiques.

Hung et al, en 2009, ont mis en évidence que l’induction de l’autophagie protégeait  les neurones 

contre la cytotoxicité induite par le peptide !-amyloïde (Hung et al., 2009).
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2. Protéine tau et autophagie

Plusieurs aspects semblent être importants concernant les relations entre tau et le mécanisme 

autophagique. Premièrement, considérons tau en tant que substrat de voies cataboliques. En 

conditions physiologiques, la protéine tau endogène est  un substrat connu du protéasome (David et 

al., 2002; Delobel et al., 2005) et  présente deux motifs de type KFERQ conduisant théoriquement à 

sa prise en charge par la CMA (Wang et al., 2009). Les formes exogènes, mutantes ou non,

(surexpression) et pathologiques de tau (hyperphosphorylées, clivées et/ou agrégées) sont dégradées 

par macroautophagie (Berger et al., 2006; Wang et al., 2009; Dolan et Johnson, 2010). De plus, les 

anomalies de la protéine tau causent l’inhibition de la CMA conduisant à une activité 

macroautophagique compensatoire (Wang et al., 2009; 2010c). De même, différentes données 

mettent en évidence que l’activité du protéasome peut être perturbée par l’accumulation de 

protéines ubiquitinylées et/ou agrégées, conditions où l’autophagie est également induite de 

manière compensatoire. Tau peut être dégradée par les calpaïnes, in vitro et in vivo de manière 

indépendante de la pathologie amyloïde (Garg et al., 2011). Une inhibition de l’autophagie 

permettrait l’activation des calpaïnes, peut-être par le biais de la dégradation d’un régulateur de ces 

protéases : la calpastatine, conduisant à la protéolyse de tau (Zhang et  al., 2009b). Dans des 

modèles animaux de tauopathie, l’induction de l’autophagie permet la dégradation de la protéine tau 

(Berger et al., 2006). En 2008, Hamano et  al., ont prouvé qu’une perturbation lysosomale 

provoquée par la chloroquine inhibait  l’élimination de tau et  favorisait son accumulation ainsi que 

son agrégation. Cette agrégation ne semble pas être causée par une altération du niveau de 

phosphorylation de tau (Hamano et al., 2008). L’ensemble de ces points permet d’affirmer que 

l’autophagie est un acteur important du catabolisme de tau et représente un mécanisme 

neuroprotecteur important contre les formes pathologiques de la protéine.

Maintenant en prenant en compte les fonctions cellulaires de tau, aucun lien direct avec 

l’autophagie n’a été établi mais certains faits suggèrent qu’un tel lien puisse exister. Parmi les 

fonctions physiologiques de la protéine tau figure la régulation du transport axonal le long des 

microtubules et le maintien de l’intégrité de cette entité cytosquelettique. Tau interagit avec les 

différentes protéines motrices impliquées (kinésines et dynéines). Tau a une action inhibitrice sur le 

transport antérograde et favorise la voie rétrograde dépendante des dynéines. Des perturbations de 

l’homéostasie de tau entraînent des défauts importants à ce niveau. Au niveau neuronal, le transport 

rétrograde est particulièrement important  pour l’activité autophagique (Rubinsztein et al., 2005b; 

Kimura et al., 2008; Katsumata et al., 2010) et des perturbations du fonctionnement des dynéines et/
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ou une désorganisation des microtubules affectent ce processus catabolique en particulier en fixant 

la barrière spatiale entre les autophagosomes, qui se forment préférentiellement au niveau axonal et 

les lysosomes majoritairement localisés dans le péricaryon (Webb et al., 2004; Ravikumar et al., 

2005; Boland et al., 2008). Ajoutée à cela, la localisation des lysosomes, dépendante des 

microtubules, va elle-même influer sur l’autophagie à travers le contrôle de la voie mTOR 

(Korolchuk et al., 2011; Korolchuk et Rubinsztein, 2011). Compte-tenu de l’effet de la pathologie 

de tau sur la désorganisation des microtubules et le transport axonal, il serait logique que ces 

perturbations puissent être impliquées dans les anomalies autophagiques. A l’inverse, des 

perturbations au niveau autophagique/lysosomal entraînent un dysfonctionnement du transport 

axonal et de la stabilité des microtubules (Lee et  al., 2011). Cette instabilité des microtubules a été 

rapportée pour causer une hyperphosphorylation de la protéine tau (Miyasaka et al., 2010). Par 

ailleurs, la protéine LC3 appartient, comme tau, à la famille des MAP. LC3 peut interagir avec la 

protéine ubiquitaire MAP1S dont la fonction au cours de l’autophagie est avérée (Xie et al., 2011). 

Tau, en tant que MAP essentiellement neuronale pourrait également intervenir dans le 

fonctionnement de l’autophagie dans ce type cellulaire particulier

De façon intéressante, la progression de la pathologie autophagique est spatialement parallèle à 

la progression de tau, débutant au niveau axonal pour se déplacer ensuite dans le compartiment 

somato-dendritique (Ittner et Götz, 2011; Nixon et Yang, 2011).

Plus d’une trentaine de kinases, dont certaines sont impliquées dans la signalisation 

autophagique, sont impliquées dans la phosphorylation en conditions physiopathologiques de tau 

dont GSK3!, CDK5, CKI, ERK1/2 et SAPK/JNK (Iqbal et al., 2009) et voient leur activité 

perturbée. La signalisation liée à mTOR, principal régulateur négatif de l’autophagie est altérée 

dans des modèles animaux et  dans les cerveaux de patients atteints de la maladie d’Alzheimer 

(Griffin et  al., 2005; Lafay-Chebassier et al., 2005). La perturbation de l’équilibre des activités 

kinases/phosphatases ne doit donc pas être uniquement observée sous l’angle de la pathologie de 

tau et les conséquences sur les autres processus cellulaires doivent être prises en considération.
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3. Modèle incluant la pathologie autophagique 
lysosomale à la pathogenèse de la maladie 

d’Alzheimer

L’intégration des avancées sur l’implication de l’autophagie dans la pathogenèse de la maladie 

d’Alzheimer en considérant que des anomalies de la voie autophagique constituent un changement 

précoce antérieur à la formation des plaques séniles et des DNF, que des anomalies de l’APP et/ou 

du fonctionnement des présénilines peuvent affecter l’autophagie et enfin que le vieillissement, 

facteur de risque majeur de la maladie d’Alzheimer, associé à l’exposition chronique à des facteurs 

de stress cellulaires (facteurs de risques environnementaux et génétiques) conduisent à une perte 

progressive de la capacité des cellules à maintenir leur homéostasie dans des cellules 

particulièrement vulnérables (neurones). Ceci se reflétant par une diminution de l’activité des voies 

cataboliques cellulaires et des modifications du réseau protéostatique résultant en une perturbation 

de l’équilibre kinases/phosphatases.
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Figure 36 : Modèle hypothétique de la pathogenèse de la maladie d’Alzheimer basé sur une perturbation primaire de la 
voie autophagique/lysosomale.
Les mutations génétiques (formes familiales), le vieillissement et les facteurs de risques environnementaux et génétiques 
(formes sporadiques) conduisent à l’altération de l’autophagie en affectant cette voie à différents niveaux 
(signalisation, déroulement,  maturation). Dans le cadre de la signalisation,  toutes les voies sont probablement affectées. 
Cette somme d’anomalies favorise la production de peptide A! et de formes pathologiques de tau, et leur 
oligomérisation. Leur séquestration au sein d’agrégats insolubles (plaques séniles et enchevêtrement neurofibrillaires, 
respectivement) constituant une stratégie de protection adoptée par la cellule. Les formes oligomériques toxiques 
seraient à l’origine de la plupart des conséquences observées au niveau synaptique et neuronal. Au cours de la 
progression de la pathologie, on assiste à une accentuation du phénomène par effet boule de neige, le tout conduisant à 
la perte neuronale et à la survenue de la démence.



Ces éléments permettent d’établir un modèle pathogénétique basé sur une altération primaire de 

la voie autophagique/lysosomale et représenté dans la figure 36. La perturbation de l’activité 

autophagique lysosomale survient lorsque le seuil physiologie/pathologie est franchi. Ce seuil 

correspond à l’accumulation d’anomalies légères dues à l’environnement et associées à des 

variations génétiques propres à chaque individu. Il est probable que ces anomalies consistent en des 

altérations des voies de signalisation et à un ralentissement du flux causé par une diminution de 

l’activité des enzymes lysosomales. L’ensemble de ces phénomènes fournit un environnement 

favorable à la production de peptide A!, dont la forme A!1-42 est un potentialisateur. La 

phosphorylation pathologique de tau découlerait de la perturbation de l’homéostasie des voies de 

signalisation protéiques. L’accumulation d’espèces protéiques toxiques favorise la progression de la 

pathologie en exerçant leur toxicité sur le fonctionnement synaptique, l’altération de l’homéostasie 

ionique, l’activation microgliale et astrocytaires déclencheur de l’inflammation. A chaque étape, 

une boucle d’amplification est possible. Par exemple, l’altération de l’homéostasie calcique influe 

sur l’autophagie, de même que le stress du RE découlant de l’oligomérisation de protéines 

anormales ou encore, la protéine tau hyperphosphorylée en perturbant l’organisation des 

microtubules et le transport axonal.
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Hypothèses et objectifs
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Le vieillissement est le premier facteur de risque inhérent à la plupart des PND et en particulier 

à la maladie d’Alzheimer. Plusieurs mécanismes participant au maintien de l’homéostasie cellulaire 

et plus précisément à celui de la protéostasie voient leur activité décliner avec le temps et  en 

conditions pathologiques. Parmi ces mécanismes figurent le SUP (Keller et  al., 2000b) et la CMA 

(Zhang et Cuervo, 2008). Il a été montré qu’une déficience de l’une de ces voies pouvait  conduire à 

l’induction compensatoire de la macroautophagie. 

Les neurones sont des cellules particulières pour lesquelles le mécanisme autophagique n’est 

pas parfaitement compris et les données de la littérature convergent vers l’idée selon laquelle la 

régulation autophagique neuronale divergerait des voies de régulations canoniques observées dans 

les autres types cellulaires de l’organisme. Deux « types » d’autophagie ont été décrits : 

l’autophagie induite, permettant à la cellule de s’adapter et de survivre à des stress d’origines 

diverses, et l’autophagie basale, constitutive, indispensable au maintien de l’homéostasie cellulaire. 

Il est possible que ces deux formes soient à ce point dissociées et que les neurones se reposent sur 

leurs relations particulières avec les cellules gliales afin de se protéger contre des stress à l’échelle 

du SNC (privation nutritionnelle, hypoxie …).

Si l’activité autophagique est intrinsèquement « moindre » dans les neurones en comparaison 

avec d’autres types cellulaires du SNC (les cellules gliales), une perte de cette activité pourrait 

potentialiser l’agrégation de protéines anormales et accroître la vulnérabilité des neurones face à des 

stress induits par des facteurs environnementaux et génétiques et ainsi participer à la pathogenèse 

des PND. Différentes constatations plaident en faveur de cette hypothèse. La première réside dans 

le fait que la suppression de l’autophagie au niveau du SNC est suffisante à induire la 

neurodégénérescence quel que soit le gène ciblé expérimentalement : Atg5, Atg7 voire Beclin-1 qui 

potentialise la pathologie amyloïde dans les souris APP (Hara et al., 2006; Komatsu et al., 2006a; 

Pickford et al., 2008). Deuxièmement, l’induction de l’autophagie favorise la survie neuronale, 

même en conditions pathologiques (expression exogène de protéines anormales ayant  propension à 

s’agréger). Enfin, dans la plupart des PND, le processus autophagique présente des anomalies 

importantes bien que l’on ne sache pas si ces anomalies font  directement partie du processus de 

pathogenèse ou si elles en sont une conséquence.

En utilisant majoritairement les cultures primaires établies à partir de cortex cérébraux prélevés 

sur des embryons de rat, nous projetons de réaliser une analyse détaillée de l’autophagie dans les 

neurones et de la comparer à d’autres cellules du SNC et  plus particulièrement aux astrocytes. S’il 
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s’avère que l’induction de l’autophagie est plus faible dans les neurones, existe-t-il des substances 

capables de l’induire dans ces cellules sans toxicité et de procurer ainsi une neuroprotection ? En ce 

sens, nous avons caractérisé les propriétés pro-autophagiques d’une substance connue, 

l’amphotéricine B dans les cellules de la lignée COS-7. Cette caractérisation sera étendue au 

modèle présenté ci-dessus, et nous tenterons, si les résultats sont positifs, d’étudier les mécanismes 

engager et de caractériser son mode d’action à ce niveau.

Les causes de l’agrégation de la protéine tau et du peptide A!, respectivement sous la forme de 

DNF et de plaques séniles, ainsi que la contribution de ces lésions à la dégénérescence demeurent 

inconnues à l’heure actuelle. Quel est le rôle de l’autophagie ou de ses dysfonctionnements dans la 

pathogenèse ? A l’inverse, il a été montré que le peptide A! pouvait être impliqué dans la 

dérégulation et les anomalies de l’autophagie, en est-il de même pour la protéine tau pathologique ? 

Aussi, dans une troisième partie, nous nous attacherons à étudier les mécanismes pouvant être à 

l’origine des dysfonctionnements de l’autophagie observés dans les modèles animaux et dans les 

cerveaux de patients atteints par la maladie d’Alzheimer in vitro dans le modèle biologique de 

cultures primaires corticales enrichies en neurones préparées à partir d’embryons de rat. Cette étude 

sera basée sur l’utilisation d’une substance modélisant certains aspects de la pathologie Alzheimer, 

en particulier le versant « tauopathie » de cette maladie : l’acide okadaïque (OKA). L’OKA est un 

inhibiteur connu de la PP2A. Deux démarches sont envisagées : une première partie cherchera à 

expliquer comment l’activité autophagique est influencée par l’exposition des cellules à l’OKA et 

s’il existe un lien entre les modifications de la protéine tau et la dérégulation de l'autophagie, et une 

deuxième partie consistera à établir s’il est possible de protéger les neurones de l’effet de l’OKA en 

induisant le processus autophagique. 
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Résultats et discussion
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PARTIE 1 : ANALYSE COMPARATIVE DE 

L’AUTOPHAGIE DANS DIFFÉRENTS TYPES 

CELLULAIRES DU SYSTÈME NERVEUX CENTRAL

La suppression de l’autophagie dans les cellules du SNC est suffisante pour induire la formation 

d’inclusions de protéines ubiquitinylées et la neurodégénérescence (Hara et al., 2006; Komatsu et 

al., 2006a). La diminution de l’expression de Beclin-1 potentialise la pathologie !‑amyloïde chez 

les souris APP (Pickford et al., 2008). L’induction de ce mécanisme catabolique est protectrice 

contre l’expression de protéines anormales ayant propension à s’agréger. 

Des anomalies de l’autophagie sont observées dans la majorité des PND, à quoi sont dues ces 

anomalies ? Quelles contributions ont-elles dans la pathogenèse de ces maladies ? Existe-t-il des 

liens réciproques entre ces anomalies et la présence d’agrégats de protéines au cours des PND ? Est-

ce que les anomalies de l’autophagie adaptative considérée comme « aspécifique» contribue à la 

neuroprotection ? L’autophagie est  un mécanisme qui, comme dans le cas des autres voies 

cataboliques déclinerait avec l’âge. N’est-il pas concevable que ce déclin concerne plus 

particulièrement l’autophagie constitutive, ce qui pourrait  causer en retour une induction 

compensatoire (pouvant être considérée comme paradoxale) de l’autophagie adaptative avec 

finalement des effets néfastes pour les neurones ? 

Il est  également possible que dans les neurones, cellules extrêmement spécialisées, la régulation 

de l’autophagie diverge des voies de régulation canoniques retrouvées dans les autres types 

cellulaires. Les neurones sont dépendants des cellules gliales qui comptent pour environ 90% des 

cellules du SNC chez l’humain. Quelle est la contribution de ces cellules dans le maintien de 

l’homéostasie neuronale ? Dans la première partie de ce travail, nous nous sommes attachés à 

caractériser les conditions d’induction de l’autophagie neuronale et de la comparer aux conditions 

d’induction de ce processus dans les cellules gliales et plus particulièrement dans les astrocytes. 
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I. CARACTÉRISATION DES CULTURES PRIMAIRES 

CORTICALES

Des cultures primaires corticales mixtes d’embryons de rat enrichies en neurones ou en 

astrocytes ont été utilisées afin d’établir les comparaisons de l’activité autophagique entre les 

neurones et les autres cellules du SNC. Nous avons caractérisé le taux d’enrichissement de ces 

cultures par immunofluorescence en utilisant des anticorps dirigés contre la GFAP en tant  que 

marqueur des astrocytes et  contre la protéine tau en tant que marqueurs neuronaux (figure 39). Un 

contre-marquage nucléaire a été réalisé en utilisant  le DAPI afin de mettre en évidence toutes les 

cellules présentes dans les cultures.

Ainsi, les cultures primaires enrichies en neurones contiennent en moyenne 82% de neurones, 

environ 15% d’astrocytes et autour de 3% de cellules non-marquées correspondant à d’autres types 

cellulaires (figure 37).

Les cultures enrichies en astrocytes comptent, quant à elles, en moyenne, 2% de neurones, 92% 

d’astrocytes et 6% d’autres types cellulaires (figure 38).
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Figure 37 : Caractérisation des cultures primaires corticales enrichies en neurones par immunofluorescence
Le marquage de la ß-III-tubuline (vert) est spécifique des neurones, celui de la GFAP (rouge) caractérise les astrocytes.
Barre d’échelle : 30 $m.

Figure 38 : Caractérisation de la composition des cultures primaires corticales enrichies en astrocytes
Les neurones sont visualisés grâce au marquage de la protéine tau (rouge) et les astrocytes par celui de la GFAP 
(vert). Barre d’échelle : 10 $m.



II. ANALYSE DE L’AUTOPHAGIE BASALE ET INDUITE 

DANS LES NEURONES EN COMPARAISON AVEC LES 
ASTROCYTES

A. Immunofluorescences dans les cultures primaires 

corticales enrichies en neurones.

1. Détection des autophagosomes in situ

La conjugaison de LC3 à la PE augmente la mobilité électrophorétique de LC3-II par rapport à 

LC3-I. LC3-I est une forme plus abondante que LC3-II, autophagosomale, en conditions basales. 

L’induction de l’autophagie provoque un changement dans cette distribution. En imagerie 

(immunofluorescence indirecte ou expression exogène d’une protéine LC3 couplée à une protéine 

fluorescente), LC3-II, apparaît sous forme de ponctuations définies, alors que la forme non-liée 

présente une localisation cytoplasmique diffuse qui peut parfois suivre la répartition des 

microtubules (Mizushima, 2009). LC3 constitue donc un bon marqueur qualitatif et quantitatif de 

l’état autophagique cellulaire (Mizushima, 2004; Kawai et al., 2006). Néanmoins, des anomalies de 

la maturation autophagique peuvent causer une accumulation des autophagosomes dans la cellule et 

donc une augmentation artificielle de la présence de LC3-II (Kuma et al., 2007). Cela implique de 

prendre des précautions dans l’interprétation des variations de LC3-I et LC3-II et d’utiliser des 

contrôles supplémentaires (voir plus loin). En outre, la plupart des anticorps dirigés contre LC3 

présentent une meilleure affinité pour LC3-I par rapport  à LC3-II. Par conséquent, en western-blot, 

il est recommandé de présenter les densités relatives des signaux LC3-I et LC3-II sous la forme 

d’un rapport LC3-II/LC3-I, des variations de ce rapport étant  alors plus pertinentes que les 

variations de LC3-II seules (Mizushima et Yoshimori, 2007).

Afin de visualiser les autophagosomes, des doubles immunofluorescences ont été réalisées dans 

des cultures primaires corticales enrichies en neurones. Les astrocytes sont mis en évidence grâce 

au marquage de la GFAP et les neurones par celui de la protéine tau. Les autophagosomes 

correspondent à des structures ponctiformes positives pour LC3. Ainsi il est possible de comparer 

les densités autophagosomales entre ces deux types cellulaires en conditions basales et suite à une 

exposition de 24h des cellules à 500 nM de rapamycine. 
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En conditions basales, l’intensité globale du marquage LC3, de même que la densité apparente 

des autophagosomes est  plutôt basse dans les neurones (figure 39, panel de gauche, première 

colonne) par rapport aux cellules non-neuronales. La rapamycine induit une augmentation de 

l’expression de LC3 à la fois dans les neurones (cellules positives pour tau) et dans les cellules non-

neuronales (cellules tau-négatives) (figure 39 panel de gauche, deuxième colonne). Les astrocytes 

correspondent au type majoritaire de cellules non-neuronales dans ce type de cultures. Ils 

correspondent donc probablement aux cellules tau-négatives présentant une forte activité 

autophagique. Les doubles immunofluorescences révélant le marqueur astrocytaire, GFAP, et 

autophagique, LC3 confirment cette observation (figure 39, panel de droite). En effet les cellules 

positives pour GFAP présentent un marquage LC3 ponctiforme plus fort en comparaison avec les 

cellules négatives pour la GFAP, que ce soit en conditions basales ou lorsque l’autophagie est 

induite. 
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Figure 39 : Détection in situ des vésicules autophagiques dans les cultures primaires neuronales dans les neurones 
(panel de gauche) et dans les astrocytes (panel de droite)
La détection de tau (en vert,  à gauche), a été utilisée en tant que marqueur neuronal et celle de GFAP (panel de droite, 
en vert) en tant que marqueur astrocytaire. La détection de LC3 (rouge) permet la mise en évidence des vésicules 
autophagiques. L’analyse de la présence des vésicules autophagiques a été réalisée en conditions basales (contrôle) à 
des conditions inductrices de l’autophagie (rapamycine 500 nM ; rap 500).  Les têtes de flèches indiquent des cellules 
avec un marquage LC3 diffus sont positives pour tau alors que les têtes de flèches montrent des clusters  
d’autophagosomes, ces cellules étant non-neuronales (négatives pour tau).



2. Profils d’expression de Beclin-1

L’induction de l’expression de Beclin-1 peut-être utilisée en tant  que marqueur d’activité 

autophagique (Liang et  al., 1999; Scarlatti et al., 2004; Shintani et Klionsky, 2004b; Wang et al., 

2010a) puisque suite à une signalisation inductrice de l’autophagie, Beclin-1 forme un complexe 

avec hVPS34 et p150 nécessaire à la nucléation du phagophore. Cependant, une forme d’autophagie 

indépendante de Beclin-1 a été décrite (Chu et al., 2007). 

Des doubles immunofluorescences ont été réalisées avec des anticorps dirigés contre Beclin-1 et 

tau, d’une part, ainsi qu’envers Beclin-1 et GFAP d’autre part, dans des cultures primaires enrichies 

en neurones. Dans ces cultures, la présence de Beclin-1 est  essentiellement retrouvée dans les 

cellules tau-négatives et  présentant une morphologie astrocytaire, en conditions basales (figure 40, 

panel de gauche). Les neurones présentent quant à eux un marquage Beclin-1 plus faible. 

L’exposition des cellules à la rapamycine augmente l’intensité du marquage de Beclin-1 dans les 

deux types cellulaires (figure 40, panel de gauche, deuxième colonne).
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Figure 40 : Détection in situ de Beclin-1 dans les neurones et les astrocytes issus de cultures primaires 
corticales enrichies en neurones. 
La détection de tau (en vert, à gauche), a été utilisée en tant que marqueur neuronal et celle de GFAP 
(panel de droite,  en vert) en tant que caractéristique des astrocytes. Beclin-1 est révélée en rouge. Dans 
les deux types de cultures, un fort marquage Beclin-1 a une morphologie astrocytaire a été détecté 
(flèches), ces cellules étant négatives pour tau dans les cultures neuronales et positives pour GFAP dans 
les cultures enrichies en astrocytes. En conditions inductrices d’autophagie (rap 500 nM),  Beclin-1 est 
bien détectée dans la région cytoplasmiques de cellules positives pour tau (neurones ; têtes de flèches).



Ces observations sont confirmées par les marquages en double immunofluorescence mettant en 

évidence Beclin-1 et GFAP (figure 40, panel de droite) où les marquages sont superposés. Le 

marquage est intensifié suite à l’exposition des cellules à la rapamycine (figure 40, panel de droite, 

deuxième colonne). La localisation de Beclin-1 dans les astrocytes, paraît  plus intense dans les 

prolongements alors que le corps cellulaire est  moins marqué. L’expression de Beclin-1 dans les 

neurones est donc inductible par la rapamycine. 

B. Immunofluorescences dans les cultures primaires 

corticales enrichies en astrocytes

Afin de confirmer si la fréquence des autophagosomes et l’expression de Beclin-1 sont plus 

élevées dans les astrocytes, des doubles immunofluorescence révélant LC3 et GFAP d’une part  et 
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Figure 41 : Détection in situ des vésicules autophagiques (panel de gauche) et de Beclin-1 (panel de droite) dans les 
cultures primaires enrichies en astrocytes
GFAP (panel de droite, en vert) est utilisé en tant que marqueur astrocytaire. L’analyse de la présence des vésicules 
autophagiques a été réalisée en conditions basales (contrôle) à des conditions inductrices (rapamycine 500 nM ; 
rap 500 nM).  La détection de LC3 (rouge) permet la mise en évidence des vésicules autophagiques (panel de gauche), 
marquage apparemment plus fort en condition d’exposition à la rapamycine. Le panel de droite présente des cultures 
astrocytaires dans lesquelles Beclin-1 a été détectée, son expression étant augmentée dans les conditions en présence de 
rapamycine



Beclin-1 et GFAP d’autre part, ont été réalisées dans des cultures corticales enrichies en astrocytes 

(figure 41). 

En conditions basales, l’intensité de la densité de ponctuations positives pour LC3 est en effet 

très nette dans les cellules astrocytaires (figure 41, panel de gauche, première colonne). Celle-ci est 

accrue suite au traitement par la rapamycine (figure 41, panel de gauche, deuxième colonne).

De façon similaire, la présence d’une forte expression de Beclin-1 dans les cellules positives 

pour GFAP est retrouvée dans ces cultures primaires enrichies en astrocytes (figure 41, panel de 

droite), en conditions basales (figure 41, panel de droite première colonne) comme en conditions 

d’exposition des cellules à la rapamycine (figure 41, panel de droite, deuxième colonne).

Dans les deux types de cultures cellulaires, la morphologie des noyaux, marqués par le DAPI, 

indique l’absence d’induction de la mort cellulaire de type apoptotique (peu de cellules dont le 

noyau présente une condensation de la chromatine ou une fragmentation nucléaire) (figures 39 à 

41). 

Ces données vont donc dans le sens des résultats précédents : les marqueurs autophagiques sont 

plus facilement détectables dans les cellules négatives pour tau essentiellement ; les astrocytes sont 

des cellules pour lesquelles ces mêmes marqueurs sont relativement abondants. D’autre part, on 

peut noter que puisqu’il y a augmentation de la détection des marqueurs liés à l’activité 

autophagique dans les neurones suite à leur exposition à la rapamycine, la machinerie autophagique 

y est présente et fonctionnelle.

III. ANALYSE DES MARQUEURS AUTOPHAGIQUES PAR 

WESTERN-BLOT

Afin de confirmer les données issues de l’analyse in situ, nous avons analysé l’expression de 

Beclin-1 et le taux de conversion de LC3-I en LC3-II comme marqueurs autophagiques en western-

blot sur des extraits cellulaires issus de cultures primaires corticales enrichies en neurones ou en 

astrocytes. Tau était utilisée en tant que contrôle du taux d’enrichissement des cultures (figure 42 

A). Pour induire l’autophagie, les cultures ont été traitées pendant 24 heures avec 500 nM de 

rapamycine (figure 42 A). La différence observée entre neurones et  astrocytes en imagerie est 
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retrouvée dans les analyses en western-blot. L’analyse semi-quantitative de la variation du ratio 

LC3-II sur LC3-I correspondant au taux de conversion de LC3-I en LC3-II (figure 42 B) montre 

qu’en conditions basales, ce rapport est plus élevé dans les cultures enrichies en astrocytes (1,07 en 

unités arbitraires) par rapport aux cultures enrichies en neurones (0,14) soit une augmentation 

d’environ 7,6 fois du taux de lipidation de LC3 dans les astrocytes par rapport aux neurones.

Dans les cultures enrichies en neurones, l’exposition des cellules à 500 nM de rapamycine 

pendant 24 heures provoque un accroissement du taux de conversion de LC3 de 0,14 à 0,93 unités 

arbitraires soit  un rapport d’environ 6,7 fois. Dans les cultures enrichies en astrocytes, dans les 

mêmes conditions, ce taux passe de 1,07 à 1,33, soit une augmentation du taux de conversion de 

seulement 1,2 fois. Par conséquent, lorsqu’on induit l’autophagie par la rapamycine, l’induction de 

la lipidation de LC3 est de près de 5,6 fois plus importante (6,7/1,2) dans les neurones en 

comparaison avec les astrocytes. Concernant l’expression de Beclin-1, en conditions basales, 

l’immunoréactivité de Beclin-1 (normalisée sur le signal correspondant à la détection de l’actine) 

est de 0,05 (en unités arbitraires) dans les cultures primaires corticales enrichies en neurones et de 

0,63 dans les cultures enrichies en astrocytes, soit un rapport d’environ 12,6 fois. Lorsque les 
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Figure 42 : Analyse des marqueurs autophagiques (LC3 et Beclin-1) en western blot
A- Immunodétection de Beclin-1 et de LC3 en western-blot pour des extraits de cultures primaires neuronales (à 
gauche) en conditions basales (C) et en présence de 500 nM de rapamycine (R). A droite, cultures enrichies en 
astrocytes.
B- Analyse semi-quantitative des western-blot. Graphe du haut rapport de la densité optique du signal pour LC3-II/
LC3-I (en unités arbitraires), graphe du bas, analyse du signal correspondant à Beclin-1 normalisé sur celui de 
l’actine.



cellules sont exposées à la rapamycine, l’expression de de Beclin-1 est de 0,61 (en unités 

arbitraires) dans les cultures enrichies en neurones et de 0,81 dans les cultures enrichies en 

astrocytes (rapport de 1,3). Par conséquent, l’induction de l’expression de Beclin-1 suite à 

l’exposition des cellules à la rapamycine est plus marquée dans les cultures à prédominance 

neuronale (0,61/0,05 = 12,2) par rapport aux cultures enrichies en astrocytes (0,81/0,63 = 1,3). En 

conclusion, quel que soit  le marqueur considéré (LC3 ou Beclin-1), et bien que d’activité basale 

plus faible dans les neurones en comparaison avec les astrocytes, la capacité relative d’induction de 

l’autophagie dans ces cellules y est beaucoup plus élevée.

Au moment où nous obtenions ces résultats, nous avons déduit de ces données que les niveaux 

d’autophagie basale dans les neurones étaient plus faibles dans les neurones en comparaison avec 

les cellules gliales et plus particulièrement les astrocytes. Par ailleurs, l’exposition des cultures 

primaires à la rapamycine permettait d’augmenter cette activité dans les neurones confirmant 

l’existence d’une machinerie autophagique fonctionnelle dans ces cellules. Ce qui soulève des 

interrogations concernant la régulation de l’autophagie basale neuronale et sur la nature des facteurs 

responsables de ce phénomène. On pouvait alors penser que comme l’avait proposé R. Nixon, la 

faible activité autophagique basale neuronale était compensée par une très haute efficacité du 

processus (Nixon, 2007).

Lorsqu’on replace ces observations dans le contexte des PND au cours desquelles les causes de 

l’agrégation de protéines anormales et de la perte neuronale sont inconnues, on peut 

raisonnablement penser que les propriétés intrinsèques des neurones peuvent se superposer aux 

facteurs génétiques et environnementaux favorisant la survenue de ces maladies, ce qui pourrait 

apporter une explication à la vulnérabilité neuronale en conditions de stress protéotoxiques. Les 

neurones sont en effet des cellules qui requièrent l’apport d’énergie en quantité suffisante pour leur 

permettre d’assurer leur rôle de cellules communicantes à travers l’exocytose des 

neurotransmetteurs et la transmission de l’influx nerveux. La synthèse d’ATP par les mitochondries 

est accompagnée par la formation d’ERO qui endommagent les macromolécules cellulaires 

(protéines, lipides, ADN). De plus, comme les neurones sont des cellules post-mitotiques, les 

protéines anormales résistantes à la dégradation ne peuvent être « dispersées » entre cellules filles 

au cours de la division. Tous ces facteurs font que les neurones sont plus susceptibles à l’agrégation 

protéique. Ceci pourrait être aggravé par un niveau autophagique basal faible pouvant  être alors 

plus facilement altéré et expliquant ainsi la plus grande vulnérabilité des neurones en conditions 

pathologiques. L’accumulation de vésicules autophagiques dans le tissu cérébral est observée dans 
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un grand nombre de modèles et  de patients atteints de PND. Dans le cas de la maladie d’Alzheimer, 

le compartiment autophagique est à la fois fortement induit et anormal, ce qui conduit  à 

l’accumulation d’autophagosomes producteurs d’A! dans les neurones atteints (Nixon, 2007; Yu et 

al., 2005). L’accélération des processus de fusion membranaire et par conséquent de la dégradation 

lysosomale des autophagosomes pourrait alors inverser cet évènement pathologique et favoriser la 

dégradation de l’A!. Il est admis que l’induction de l’autophagie constitue une stratégie de 

neuroprotection et plus particulièrement au cours du vieillissement où son activité est  diminuée 

(Cuervo et Dice, 1998). En ce sens, l’induction de l’autophagie par la rapamycine permet 

l’élimination des agrégats (induits par la surexpression de huntingtine ou de tau) dans des modèles 

établis chez la drosophile (Berger et al., 2006; Ravikumar et al., 2006). Les agrégats de huntingtine 

peuvent également être éliminés suite à l’induction de l’autophagie par le chlorure de lithium grâce 

à son action inhibitrice sur l’inositol monophosphatase (Sarkar et al., 2005). En conclusion, les 

neurones présentent un niveau autophagique basal faible leur conférant une susceptibilité accrue 

envers des stress de nature protéotoxique. Cependant, les données ont été obtenues dans un modèle 

cellulaire in vitro et il est donc nécessaire de reproduire cette étude in vivo dans des modèles 

animaux. 

Ces données ont conduit à la soumission d’un manuscrit  au journal Autophagy en 2008 (cf 

Annexes). Le rapport des relecteurs est joint dans la partie Annexes. Il fait état  d’une soumission 

prématurée, les résultats présentés étant préliminaires et nécessitant une caractérisation plus poussée 

du processus autophagique avec une analyse quantitative (quantification des vésicules positives 

pour LC3) et une analyse du flux autophagique. Plus précisément, le premier relecteur pointe le fait 

que Beclin-1 serait exprimée principalement dans les neurones et non dans les astrocytes et se réfère 

aux travaux de Arsov et al., et de Pickford et  al., tous deux publiés en 2008 (Arsov et  al., 2008; 

Pickford et  al., 2008). Les niveaux d’expression retrouvés dans les neurones en culture seraient 

alors le résultat d’un artefact.

Le second relecteur nous a indiqué que selon lui, les conclusions découlant de ces résultats ne 

sont pas en rapport avec les niveaux différentiels d’activité autophagique entre neurones et cellules 

gliales. Le point important réside dans le fait qu’il est possible d’induire l’autophagie dans les 

neurones par la rapamycine. Ce qui, jusque là, n’avait pas été directement démontré en dépit des 

nombreuses études rapportant l’effet protecteur de cette substance dans divers modèles de PND. Par 

conséquent, il ne serait pas correct d’affirmer que l’autophagie soit plus faible dans les neurones et 

puisse constituer un facteur de vulnérabilité. Ce relecteur est ensuite revenu sur les méthodes de 
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quantification des vésicules positives pour LC3. Il nous a également demandé de quantifier 

l’intensité du marquage correspondant à Beclin-1 en microscopie confocale, d’améliorer la qualité 

de la détection de LC3 en western-blot en précisant qu’il était plus pertinent  de quantifier la densité 

du signal pour LC3-II et de la normaliser sur celle de l’actine à la place de LC3-I dont l’expression 

est variable d’un type cellulaire à l’autre. De plus, LC3-II peut  être reconvertie en LC3-I (suite à 

l’action d’Atg4) et enfin parce que la détection de LC3-II est plus sensible en comparaison avec 

celle de la forme libre cytosolique. Il nous est également conseillé d’utiliser la bafilomycine afin 

d’analyser le flux autophagique et de permettre la comparaison des niveaux d’induction de 

l’autophagie entre types cellulaires. 

Afin de répondre à ces différents points, nous avons conduit des expériences supplémentaires 

présentées ci-après. 

IV. ANALYSE DU FLUX AUTOPHAGIQUE DANS LES 

CULTURES PRIMAIRES MIXTES

1. Analyse en western-blot

Afin de déterminer si la faible détection de 

vésicules autophagiques dans les neurones est due 

à une activité autophagique basale réduite ou si 

elle est  la conséquence d’une meilleure efficacité 

de dégradation des vésicules autophagiques (flux 

plus rapide) par rapport  aux cellules non 

neuronales , nous avons inhibé le f lux 

autophagique par la bafilomycine (B) à une 

concentration de 100 nM  ou par une combinaison 

de leupeptine et de pepstatine A (LP), toutes deux 

utilisées à une concentration de 20 #M. Dans cette 

étude, l’incubation des cellules avec les 

inhibiteurs de la maturation autophagique était 

d’une durée de 12 h.
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Figure 43 : Analyse en western-blot du flux 
autophagique dans les cultures primaires corticales 
enrichies en astrocytes



Les variations des différents marqueurs autophagiques ont  été analysées en western-blot (figures 

43). L’expression de tau et de la GFAP ont été étudiées afin de confirmer la présence des types 

cellulaires d'intérêt.  Concernant la détection de 

LC3, nous observons une hausse du signal 

correspondant à LC3-II lorsque les cellules sont 

en présence des inhibiteurs du flux (1,0 contre 1,2 

± 0,1 ou 1,8 ±1,1 lorsqu’on compare le contrôle 

aux conditions bafilomycine ou leupeptine/

pepstatine ; p<0,001 et p<0,03, respectivement). 

De même, le signal correspondant à p62 est 

globalement plus intense. Par conséquent, on peut 

en conclure qu’il existe une activité autophagique 

basale dans les cultures primaires corticales. 

Lorsque les cellules sont exposées à 500 nM  de 

rapamycine (R), le rapport LC3‑II/LC3‑I est significativement augmenté en présence des inhibiteurs 

du flux (1,9 ± 0,6 contre 4,3 ± 0,8 ou 6,0 ± 2,1 lorsqu’on compare la condition rapamycine aux 

conditions rapamycine et bafilomycine ou leupeptine/pepstatine ; p<0,02 et p<0,01, respectivement 

- statistiques non représentées sur le graphe) (figure 44).

p62/SQSTM1 fonctionne en tant que récepteur autophagique et  est impliquée dans l’autophagie 

sélective d’agrégats protéiques, ou agréphagie (Knaevelsrud et  Simonsen, 2010). p62 se lie aux 

protéines ubiquitinylées et s’auto-oligomérise pour former des inclusions (agrésomes) destinées à 

être séquestrées sélectivement au sein d’autophagosomes par le biais d’une intraction avec LC3-II à 

travers son domaine LIR. Ainsi, p62 elle-même est un substrat de l’autophagie (Bjørkøy et  al., 

2006). Les niveaux de p62 sont donc inversement corrélés aux niveaux d’activité autophagique 

(figure 43). Ici, en conditions basales, le signal correspondant à p62 est augmenté en conditions 

d’inhibition de l’acidification des vésicules du compartiment lysosomal. Ce niveau est  également 

augmenté mais en moindre mesure en présence de la leupeptine et de la pepstatine confirmant 

l’efficacité des inhibiteurs du flux. Lorsque les cellules sont exposées à la rapamycine, la détection 

de ce signal est légèrement augmentée. La rapamycine induit  donc bien l’autophagie dans ces 

conditions mais jouerait également sur la vitesse d’accomplissement du processus. En effet, s’il ne 

s’agissait que d’une simple induction, l’élévation de p62 serait plus importante.
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Figure 44 : Analyse semi-quantitative du rapport LC3-
II/LC3-I . 
Analyses statistiques : test T de Student (comparaison 
par rapport au contrôle), n.s : non significatif ; * : 
p<0,05 ; ** : p<0,01 ; *** : p<0,001 ; n=3
C : contrôle ; B : bafilomycine ; LP : leupeptine/
pepstatine ; R : rapamycine



Par ailleurs, une variation des niveaux de détection de la protéine tau est mise en évidence alors 

que la GFAP reste stable (figure 43). La diminution de tau en présence de la bafilomycine pourrait 

être due à la toxicité de cette substance reflétée par l’accroissement du clivage de la caspase-3. A 

l’inverse, l’immuno-détection de tau est intensifiée en présence de la pepstatine A et de la 

leupeptine. Cela peut signifier que tau serait  dégradée dans les lysosomes mais pas forcément par 

autophagie car lorsque celle-ci est induite par la rapamycine (500 nM, 12 h), le niveau de tau ne 

varie pas par rapport au contrôle. 

2. Densité autophagosomale en fonction des types 
cellulaires en microscopie confocale

Afin de compléter les résultats préalablement obtenus en microscopie à épifluorescence, la 

répartition des vésicules autophagiques après inhibition de la dégradation lysosomale a été analysée 

in situ en immunofluorescence confocale. Comme précédemment, les marquages consistaient en 

l’association d’un anticorps dirigé contre LC3 avec un anticorps ciblant la protéine tau (T46, 

marquage des cellules neuronales) ou la GFAP (astrocytes) (figures 45 à 49). 
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Figure 45: Détection in situ des vésicules autophagiques dans des cultures primaires corticales mixtes en 
microscopie confocale en conditions basales et d’induction de l’autophagie (rapamycine 500 nM) en 
présence ou non d’inhibiteurs du flux autophagique (bafilomycine à 100 nM ou leupeptine et pepstatine, 
toutes deux à 20 $M)
Les vésicules autophagiques sont détectées par le marquage de LC3 (rouge),  les neurones sont marqués 
en vert (tau ; flèches) et les noyaux sont en bleus (TO-PRO-3),  les têtes de flèche mettent en évidence des 
cellules négatives pour tau



Visuellement, les cellules positives pour tau présentent un marquage LC3 ponctiforme faible, 

restreint aux corps cellulaires et un marquage de fond (probablement LC3-I) important (figures 45 

et 49). L’effet toxique de la bafilomycine est particulièrement bien visible sur ces images, 

caractérisé par une forte quantité de cellules présentant des noyaux condensés ou fragmentés. En 

effet, les cellules positives pour tau sont moins nombreuses, le marquage des prolongements est 

plus faible alors que l’on distingue facilement les cellules négatives pour tau (figure 45). Cette 

toxicité semble donc s’exercer plus particulièrement sur les neurones et ceci confirme les données 

observées en western-blot, c’est-à-dire que parallèlement à une augmentation du clivage de la 

caspase-3, on assiste à une diminution 

de l’expression de tau, caractéristique 

des neurones, mais pas de la GFAP, 

spécifique des astrocytes (figure 43). 

L’inhibition de l’autophagie par 

20 #M de leupeptine et de pepstatine 

provoque l’accumulation de vésicules 

autophagiques de grande taille, ce qui 

n’est pas le cas de la bafilomycine. 

Ceci est probablement dû à leurs 

modes d’actions divergents. En effet, 

la bafilomycine a une action plus 

précoce en bloquant l’acidification 

des vésicules de la voie lysosomale et 

en inhibant leur fus ion . Les 

inhibiteurs des cathepsines quant à eux n’agissent pas directement sur la fusion vésiculaire mais 

empêchent la dégradation du contenu de ces vacuoles. L’induction de l’autophagie par la 

rapamycine observée en western-blot  est également visible en immunofluorescence confocale et 

affecte tous les types cellulaires en présence.

Dans ces cultures primaires mixtes, les cellules positives pour la GFAP (astrocytes) présentent 

un marquage correspondant à LC3 essentiellement ponctiforme et périnucléaire (figures 46 et 48). 

Ces cellules semblent réagir à l’application de la rapamycine et/ou de la leupeptine et de la 

pepstatine puisque le marquage rouge est apparemment plus intense. Les différences concernant le 

marquage LC3 entre neurones et astrocytes sont plus visibles sur les grossissements présentés dans 
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Figure 46 : Détection in situ des vésicules autophagiques dans les 
cultures primaires corticales mixtes en conditions de blocage du flux 
autophagique, en présence ou non de rapamycine à 500 nM
LP : leupeptine 20 $M et pepstatine 20 $M



les figures 47 et 48. Les cultures primaires mixtes sont constituées de plusieurs couches dont la plus 

proche du support de culture (la plus « profonde ») contient principalement des astrocytes. Les 

neurones reposent sur cette dernière. Ceci explique la différence de « pureté » des plans selon qu’ils 

sont focalisés sur les neurones ou sur la couche astrocytaire.

La quantification du nombre de vésicules autophagiques par cellule et en fonction de leur type 

(figure 49) montre que le nombre de ponctuations positives pour LC3 est  significativement plus 

faible dans les neurones (5,3 ± 1,2) par rapport aux cellules négatives pour tau (15,4 ± 1,6, 

p<0,001) (figure 49). Il est possible que le nombre de vésicules autophagiques dans les cellules 

non-neuronales soit sous-estimé (figure 48) du fait de la technique de comptage utilisant la sélection 

de zones d’intérêt (ces cellules sont uniquement repérées grâce au contre-marquage nucléaire). 

Lorsque la dégradation lysosomale est inhibée par la leupeptine et la pepstatine, le nombre de 

vésicules autophagiques est significativement augmenté dans les neurones (5,3 ± 1,2 contre 8,7 ± 
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Figure 47: Détails de la condition contrôle : en haut à droite par « extraction » des neurones (entourés en jaune), en 
bas détail de la zone encadrée en rose



3,3 ; p<0,05). Il est également augmenté dans les cellules négatives pour tau mais de manière non-

significative (15,4 ± 1,6 contre 17,3 ± 6,8 ; p=0,059). Ces données suggèrent que le flux 

autophagique est plus élevé dans les neurones en comparaison avec les autres types cellulaires 

présents dans notre modèle 

biologique.  Il est à noter que la 

ca tégor ie « ce l lu les t au-

négatives » est constituée par 

une population hétérogène 

(astrocytes, microglie), en 

conséquence, il serait utile de 

réaliser une comparaison de 

l’activité autophagique entre les 

types cellulaires négatifs pour 

tau afin d’affiner cette étude. 

L’existence d’un processus 

autophagique neuronal efficace 

est en accord avec les données 

de la littérature (Boland et al., 

2008). Ces travaux montrent en effet que le processus 

autophagique constitutif dans les neurones est 

particulièrement rapide et robuste. 

Le thème de l’autophagie étant nouveau pour le 

laboratoire, la mise au point des techniques permettant 

l’obtention de données plus correctes et une meilleure 

appréhension des méthodes d’évaluation de l’activité 

autophagique étaient alors nécessaires. Au cours de 

cette période de mise au point, nous avons rencontré 

des difficultés techniques qui ont considérablement 

ralenti l’avancée de ce projet. Par ailleurs, la publication 

des travaux de Boland et al., portant sur l’étude de 

l’autophagie neuronale dans le même modèle cellulaire, 

à cette période, nous a poussé à nous consacrer de façon 
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Figure 48 : Détail (en bas) du marquage des vésicules autophagiques dans 
des astrocytes (en haut, entourés en bleu) en conditions basales.

Figure 49 : Quantification du nombre 
d’autophagosomes par cellule en fonction de 
leur type (neurones, cellules non-neuronales)
Analyses statistiques : n.s : non significatif ; * : 
p<0,05 ; ** : p<0,01 ; *** : p<0,001 ; n=3
C : contrôle ; LP : leupeptine/Pepstatine 20 
$M ; Tau + : cellules positives pour tau ; Tau - : 
cellules tau-négatives.



prioritaire à des travaux menés en parallèle. Pour compléter cette étude, il est nécessaire de 

comparer les résultats obtenus dans les cultures corticales mixtes à des cultures enrichies en 

astrocytes. Des analyses quantitatives de l’expression différentielle de Beclin-1 entre neurones et 

cellules gliales sont indispensables pour pouvoir confirmer ce qui a été observé dans la première 

partie de ce travail. Cependant, les données préliminaires présentées ici ne vont pas à l’encontre des 

travaux cités dans le rapport de lecture du manuscrit. En effet, dans les travaux de Arsov et al. et de 

Pickford et al., tous deux datant de 2008 (Arsov et al., 2008; Pickford et al., 2008), il n’est en aucun 

cas fait mention d’une expression plus importante de Beclin-1 dans les neurones par rapport  aux 

cellules gliales puisque les résultats présentés concernent des expression tissulaires et le tissu 

cérébral est composé en majorité de cellules gliales et  les modulations de l’expression de Beclin-1 

observées dans les conditions pathologiques sont relatives. Ce fait est par ailleurs relevé dans un 

article de commentaire concernant la deuxième publication (Lee et Gao, 2008). Concernant la 

possibilité selon laquelle le marquage de Beclin-1 en immunofluorescence serait artefactuel : 

l’anticorps utilisé18 (couramment retrouvé à travers la littérature) conduit à l’obtention en western-

blot, d’un signal présentant peu de bruit de fond et dont la hauteur correspond au poids moléculaire 

apparent de Beclin-1 (entre 55 et 60 kDa) ce qui suggère que le marquage observé est spécifique de 

la protéine étudiée.

L’utilisation de la rapamycine en tant qu’inducteur de l’autophagie montre qu’il existe une forte 

capacité d’induction autophagique dans les neurones in vitro. En effet, non seulement la 

rapamycine, induit l’autophagie mais favoriserait aussi l’achèvement du processus en accélérant les 

phases de maturation. Pour illustrer cette idée, si l’on compare la valeur des rapports LC3-II/LC3-I 

en présence des inhibiteurs lysosomaux (leupeptine et  pepstatine) sur les rapports obtenus lorsque la 

dégradation lysosomale est efficace, nous obtenons : 1,8/1,0 = 1,8 pour le contrôle (LP/C) contre 

6,0/1,9 = 3,2 lorsque les cellules sont exposées à la rapamycine (RLP/R). Les variations sont d’un 

ordre de grandeur proche lorsque l’acidification du compartiment lysosomal est inhibée par la 

bafilomycine : 1,2/1,0 = 1,2 pour le contrôle (B/C) contre 4,3/1,9 = 2,26 dans les conditions 

« rapamycine » (RB/R) soit une élévation de ce taux d’environ 1,5 fois. L’accélération du flux 

autophagique dans les neurones a été décrit récemment dans la littérature (Rubinsztein et Nixon, 

2010). 

Les cellules de la glie sont particulièrement importantes pour le fonctionnement des neurones. 

En effet, de plus en plus d’études mettent en avant des dysfonctions au niveau astrocytaire au cours 
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18 Cell Signalling Technology, référence #3738 (polyclonal produit chez le lapin)



de la pathogenèse des PND. Afin d’évaluer la contribution des astrocytes dans le soutien des 

neurones en cas de stress et  leur participation à l’homéostasie neuronale, il serait intéressant de 

travailler sur un modèle de culture primaire différentielle issu d’embryons de souris de génotype 

différent (souris de génotype sauvage et souris pour lesquelles l’autophagie a été supprimée dans le 

SNC). Cette technique consisterait en la culture des neurones en présence d’inhibiteurs de la 

division cellulaire sur une couche d’astrocytes prélevés auparavant sur un animal du génotype à 

comparer (astrocytes provenant de souris pour lesquelles l’autophagie a été invalidée au niveau du 

SNC et neurones provenant d’une souris « sauvage » et inversement). Ces cultures seraient ensuite 

soumises à divers stress neurotoxiques et d’étudier l’impact de l’autophagie en fonction des 

configurations.

En outre, puisqu’il est possible d’induire l’autophagie dans les neurones, il est nécessaire de 

trouver des outils moléculaires capables de la stimuler (à un niveau modéré, un niveau 

autophagique trop élevé est délétère pour les cellules) dans la perspective de les utiliser en tant 

qu’agents neuroprotecteurs. Cet aspect justifie la conduite de la deuxième partie de nos travaux.
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PARTIE 2 : ETUDE DE L’EFFET DE 

L’AMPHOTÉRICINE B SUR L’AUTOPHAGIE

Le cholestérol est  un composant essentiel des membranes cellulaires des eucaryotes supérieurs. 

Du fait  de ses caractéristiques biochimiques uniques, le cholestérol participe aux fonctions 

membranaires, plus particulièrement dans la régulation de leur fluidité et dans la signalisation trans-

membranaire (Ikonen, 2008). Bien que le cholestérol apparaît être impliqué dans le trafic 

vésiculaire, peu d’éléments plaident en faveur de connections existant entre le cholestérol et la voie 

autophagique. Cependant, dans le cas de la maladie de Niemann-Pick de type C, a été décrite une 

dysfonction de la voie autophagique/lysosomale associée à une accumulation de cholestérol. Par 

ailleurs, dans les animaux modèles pour cette pathologie, les niveaux protéiques des marqueurs 

autophagiques LC3-II et Beclin-1 sont significativement élevés (Pacheco et Lieberman, 2007). 
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Figure 50 : Comparaison des structures chimiques de la nystatine (A) et de l’amphotéricine B (B).
La différence entre ces deux molécules repose principalement sur la position des groupements hydroxyles par rapport 
au cycle macrolide.



L’autophagie peut être induite dans des fibroblastes humains en culture suite à une déplétion 

cellulaire en cholestérol induite par des substances pharmacologiques telles que la nystatine (Cheng 

et al., 2006) (figure 50, A). L’amphotéricine B (AmB), ou Fungizone® (Dutcher et al., 1956), est 

une substance de structure moléculaire très proche de celle de la nystatine (figure 51, B) (Hapala et 

al., 2005). Ces molécules appartiennent au groupe des polyènes macrolides et ont des propriétés 

antifongiques bien caractérisées. Ces deux substances forment des complexes stables avec les 

stérols des membranes biologiques et présentent une meilleure affinité pour l’ergostérol (forme 

majoritaire des espèces fongiques), contrepartie du cholestérol des membranes des métazoaires 

(Czub et Baginski, 2006). Ces complexes sont à l’origine de la formation de pores aqueux au 

travers de la membrane plasmique, responsables d’une fuite d’ions monovalents (en particulier du 

potassium intracellulaire) conférant ainsi leurs activités antifongiques à la nystatine et à l’AmB 

(Brajtburg et al., 1990). L’AmB est utilisée en thérapeutique humaine et  animale en tant qu’agent 

antifongique à large spectre et ses effets secondaires sont bien identifiés. L’AmB est aussi 

couramment utilisée en culture cellulaire pour éviter les contaminations dues à des moisissures et 

aux levures. 

Compte-tenu des propriétés neuroprotectrices de l’autophagie, et de la capacité de la nystatine à 

induire l’autophagie dans les fibroblastes humains, nous avons dans un premier temps étudié les 

effets globaux de l’AmB sur les marqueurs de l’autophagie dans les cellules COS-7. L’autophagie 

étant considérée comme étant un mécanisme neuroprotecteur, nous avons ensuite transposé cette 

étude aux cultures corticales primaires. En effet, considérant que cette molécule est relativement 

bien caractérisée et si elle s’avère induire l’autophagie dans nos modèles, alors elle pourrait 

constituer un outil permettant l’établissement de stratégies de neuroprotection.
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I. EFFETS DE L’AMB SUR L’AUTOPHAGIE DANS LES 

CELLULES DE LA LIGNÉE COS-7

A. Analyse de la toxicité de l’AmB

1. Effet de l’AmB sur la viabilité cellulaire

Nous avons examiné la possibilité que 

l’AmB puisse affecter la viabilité 

cellulaire et induire la mort cellulaire. 

Dans un premier temps, les cellules 

ont été exposées à des doses 

croissantes d’AmB (de 0,5 à 1 #g/mL) 

pendant 12 heures et la viabilité 

cellulaire a été estimée en réalisant un 

test MTT reflétant l’activité de la 

succinate deshydrogénase (figure 51). 

Ce dernier est couramment utilisé en 

tant que test d’estimation de la viabilité cellulaire. Quelle que soit la concentration d’AmB 

considérée, aucune variation significative de l’activité de la succinate deshydrogénase n’est 

observée indiquant que l’AmB n’affecte pas la viabilité cellulaire. 

2. Clivage de la caspase-3

A f i n d e c o n f i r m e r c e s 

observations, une analyse en western-

blot du clivage de la caspase-3 a été 

réalisée (figure 52). Des extraits 

protéiques issus de cellules traitées 

par une dose toxique de bréfeldine A 

(BFA ; 0,25 #g/mL) ont été utilisés en 

tant que contrôle positif. Aucun 
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Figure 51 : Effet de l’AmB sur la viabilité cellulaire (test MTT) dans 
la lignée cellulaire COS-7.
Analyses statistiques : n.s : non significatif.

Figure 52 : Etude de l’effet de doses croissantes d’AmB sur le clivage 
de la caspase-3 en western-blot



clivage de la caspase-3 n’est détecté dans nos conditions de traitement, impliquant que l’AmB ne 

cause pas l’induction de l’apoptose aux doses considérées pour les cellules de la lignée COS-7 .

B. Variations des marqueurs autophagiques causées par 

l’AmB

1. Détection des autophagosomes in situ

a. Par immunofluorescence

Afin de déterminer si l’AmB provoque une variation de la densité des vésicules autophagiques, 

une immunofluorescence utilisant un anticorps dirigé contre LC3 a été réalisée (figure 53). 

L’exposition des cellules COS-7 à la rapamycine 500 nM pendant 12 heures a été utilisée en tant 

que contrôle positif de l’induction de l’activité autophagique (figure 53, dernière colonne). 

On peut noter que l’exposition des cellules à l’AmB ne provoque pas de changement de la 

morphologie nucléaire en comparaison avec le contrôle, ce qui est  en accord avec une absence de 

toxicité de cette substance dans nos conditions d’expérimentation.
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Figure 53 : Effets de l’AmB sur les autophagosomes dans les cellules de la lignée cellulaire COS-7 en 
immunofluorescence



Dans les cellules contrôle, un marquage ponctiforme est détecté à un faible niveau par rapport 

aux cellules exposées à 0,5 et 0,75 #g/mL d’AmB ou à la rapamycine. Dans ces trois conditions 

nous assistons à une augmentation de ce type de 

marquage suggérant que l’AmB affecte la densité 

autophagosomale dans le même sens que la 

rapamycine.

L’analyse quantitative du nombre de ponctuations 

par cellule montre une élévation significative et 

dépendante de la dose de la présence de vésicules 

autophagiques dans les cellules traitées à l’AmB 

(figure 54). Dans les cellules contrôle, le nombre 

d’autophagosomes par cellule est en moyenne de 

20 ± 3 et passe à 56 ± 4 (p=0,0024, n=4), 73 ± 5 

(p=0,0004) et  76 ± 7 (p=0,0025) dans les cellules 

exposées, respectivement, à l’AmB à 0,5 ou 0,75 

#g/mL et à la rapamycine 500 nM. L’AmB affecte donc le 

déroulement du processus autophagique, des analyses du flux sont 

nécessaires pour déterminer la nature de cet effet.

b.Dans des COS-7 eGFP-LC3

La redistribution de LC3 a été suivie au cours du temps en 

microscopie confocale dans des cellules COS-7 exprimant la 

protéine LC3 fusionnée à une protéine fluorescente : eGFP-LC3 

(enhanced Green Fluorescent Protein) (figure 55). Les cellules 

COS-7 eGFP-LC3 non-traitées présentent une distribution diffuse 

homogène de la protéine de fusion alors que des structures 

ponctiformes correspondant à des vésicules autophagiques 

apparaissent dans le cytoplasme des cellules exposées à l’AmB 0,75 

#g/mL. 
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Figure 54 : Influence de l’exposition des COS-7 à 
l’AmB sur le nombre cellulaire moyen de vésicules 
autophagiques
Analyse statistique : test T de Student. *** : p<0,001

Figure 55 : Cellules COS-7 
exprimant eGFP-LC3 après 12 
heures d’exposition à 0,75 $g/mL 
d’AmB observées en micorscopie 
confocale



c. En microscopie électronique

En microscopie électronique en transmission (figure 56), les cellules COS-7 exposées à 0,75 #g/

mL d’AmB présentent des vacuoles cytoplasmiques avec un contenu polymorphique dense pouvant 

correspondre à des autophagosomes. 

d. En microscopie à contraste de phase…

Suite au traitement à l’AmB, des changements visibles en microscopie de phase peuvent être 

o b s e r v é s . D e l a rg e s 

vacuoles luminescentes 

appara i s sen t dans l e 

cytoplasme des cellules 

(figure 57). Ces vacuoles 

disparaissent lorsque le 

traitement à l’AmB est 

arrêté par remplacement 

du milieu de culture 

indiquant que l’effet de 

l’AmB sur la formation de ces structures est réversible. Ces vésicules, apparemment vides, ne sont 

pas retrouvées en immunofluorescence suggérant qu’elles ne correspondent pas à des 

autophagosomes.
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Figure 56 : Aspect des cellules exposées à l’AmB en microscopie électronique à transmission.

Figure 57 : Photographies des cellules COS-7 exposées à 0,75 $g/mL d’AmB prises 
au microscope à contraste de phase



2. Visualisation de Beclin-1 en immunofluorescence

Le marquage de Beclin-1 montre une induction de l’expression de cette protéine suite à 

l’exposition des cellules à l’AmB à 0,5 et 0,75 #g/mL (figure 58 deuxième et troisième colonnes) 

ou à la rapamycine (figure 58, quatrième colonne) par rapport à la condition contrôle (figure 58, 

première colonne) où la protéine est à peine détectable. Ce marquage est  polarisé et correspond à 

une localisation en partie trans-golgienne de cette protéine. L’induction de l’expression de Beclin-1 

doit être confirmée par western-blotting.

C. Analyse des marqueurs autophagiques en western-blot

L’analyse de la conversion de LC3-I en LC3-II en western-blot (figure 59, partie de gauche) 

montre un accroissement du signal correspondant à LC3-II. L’analyse semi-quantitative du signal 

montre une augmentation significative dépendante de la dose du rapport LC3-II sur l’actine qui peut 

être également utilisé pour représenter l’activité autophagique (figure 59, partie de droite). En effet, 

ce rapport est d’environ 0,134 ± 0,09 (unités arbitraires) dans les contrôles contre 0,780 ± 0,15 

(p=0,0004, n=4), 1,11 ± 0,25 (p<0,0001) pour les cultures exposées à 0,5 et 0,75 #g/mL d’AmB, 

respectivement. 
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Figure 58 : Expression de Beclin-1 dans les COS-7 suite à leur exposition à l’AmB à 0,5 ou 0,75 $g/mL en 
immunofluorescence



L’étude des niveaux de Beclin-1 confirme de façon nette que l’exposition des cellules de la 

lignée COS-7 à l’AmB cause une hausse de l’expression de cette protéine (figure 59, partie de 

gauche). La représentation des valeurs correspondant à l’estimation de l’immunoréactivité pour 

Beclin-1 normalisée sur celle de l’actine montre une intensification significative de l’expression de 

Beclin-1 d’environ 1,3 et 2 fois par rapport au contrôle (1,29 ± 0,09 ; unités arbitraires) lorsque les 

cellules sont traitées avec 0,5 #g/mL (1,64 ± 0,15 ; p=0,0004, n=4) ou 0,75 #g/mL d’AmB 

(2,65 ± 0,25 ; p>0,0001), respectivement (figure 59, partie de droite). 

Cette partie, conduite en parallèle avec la partie précédente, plaide en faveur d’une action 

inductrice de l’autophagie par l’AmB (induction de l’expression de Beclin-1 et augmentation de la 

présence d’autophagosomes). 

Ces résultats ont été rassemblés sous la forme d’un manuscrit soumis au journal Autophagy 

(Annexe). Cependant, à ce stade, nous ne pouvions affirmer qu’il s’agissait  d’une induction nette de 

l’autophagie ou si cette molécule avait un effet  négatif sur les étapes de maturation. C’est ce qui a 

été mis en avant dans le rapport des relecteurs (annexe). Dans ce rapport, le premier relecteur nous 

demande d’étudier les effets de cette substance dans d’autres modèles cellulaires et de réaliser une 

analyse du flux autophagique. Par ailleurs, les résultats obtenus en microscopie électronique ne 

convainquent pas. Le second relecteur confirme la nécessité d’étudier l’effet de l’AmB en présence 
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Figure 59 : Analyse de l’effet de l’AmB à 0,5 ou 0,75 $g/mL sur les marqueurs autophagiques en 
western-blot.
LC3 : Rapport des densité des signaux correspondant à LC3-II/actine ; Beclin-1 : Densité du signal 
correspondant normalisée sur celui de l’actine.
Analyses statistiques : n.s : non significatif ; */# : p<0,05 ; **/## : p<0,01 ; ***/### : p<0,001 ; n=4.
* : comparaison au contrôle du rapport LC3-II/LC3-I ; # : comparaison au contrôle des valeurs obtenues 
pour Beclin-1



d’inhibiteurs lysosomaux et de prendre en compte l’expression de p62 et demande si les effets de 

l’AmB sur l’autophagie sont imputables à son activité fongicide.

A ce stade de l’étude et au regard du mode d’action de l’AmB sur les cellules plusieurs 

hypothèses peuvent être émises concernant les modalités d’induction de l’autophagie. L’AmB 

forme des complexes avec le cholestérol membranaire à l’origine de la formation de pores de 

diamètre compris entre 7 et 10 Å responsables de la fuite d’ions et de métabolites (Lemke et al., 

2005; Baginski et al., 1997). Ceci provoque une induction compensatoire de l’activité des pompes 

Na+/K+ ATPases et l’accélération de la respiration mitochondriale dans le but de maintenir de 

limiter la fuite ionique et de maintenir les niveaux d’ATP cellulaires (Raatikainen et al., 1991), 

cependant la substance en elle-même peut avoir un effet inhibiteur sur cette enzyme (Vertut-Doi et 

al., 1988). Cet accroissement du métabolisme cellulaire devrait conduire à une activation de 

l’AMPK. Ensuite, comme c’est le cas de la nystatine dans le cadre de l’étude menée en 2005 

(Cheng et al., 2006), l’induction de l’autophagie par l’AmB pourrait être liée à la séquestration du 

cholestérol par l’AmB dans le cadre de la formation des pores aqueux membranaires. La formation 

des canaux provoque en outre une augmentation de la concentration de calcium libre cytosolique 

(Cohen et al., 1990; Rogers et  al., 1999), or une augmentation du calcium cytosolique est un signal 

inducteur d’activation de l’autophagie (Høyer-Hansen et al., 2007; Grotemeier et al., 2010). 

Dans la seconde partie de ces résultats, nous avons étudié l’effet de l’AmB sur l’autophagie 

dans les cultures primaires corticales enrichies en neurones et testé plusieurs des hypothèses 

présentées ci-dessus.

II. EFFETS DE L’AMB DANS LES CULTURES PRIMAIRES 

NEURONALES

Les niveaux d’autophagie basale et la capacité d’induction de l’autophagie pouvant varier d’un 

type cellulaire à l’autre, nous avons cherché à savoir si cette hausse des marqueurs reflétant 

l’activité autophagique observée dans les cellules COS-7 suite à l’ajout d’AmB au milieu de culture 

pouvait être reproduite dans des cultures corticales primaires. Une exposition à l’AmB a été 

également faite en conditions d’inhibition du flux autophagique par la bafilomycine à 50 nM 

pendant 12 heures (compte-tenu de la toxicité de cette substance observée dans la première partie 

des résultats). 
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A. Cultures primaires corticales d’embryons de rat

1. Gamme de concentrations

Une gamme de concentrations croissantes (allant de 0,5 à 10 #g/mL) d’AmB a été testée sur 12 

heures dans les cultures corticales primaires enrichies en neurones afin de vérifier si cette substance 

peut avoir un effet  sur l’autophagie dans ce modèle. Les différentes protéines marqueurs ont été 

visualisées par western-blot (figure 60). 

Le premier paramètre analysé est 

la détect ion de LC3. Sui te à 

l’exposition des cellules à des doses 

croissantes d’AmB, on assiste à une 

légère augmentation des niveaux de 

LC3-II tandis que LC3-I reste plutôt 

stable (figure 61). Ceci se traduit par 

une élévation du rapport LC3-II/LC3-I 

avec les concentrations d’AmB pour 

atteindre un maximum correspondant 

au traitement des cellules par 1 #g/mL 

d’AmB. Ce rapport est  moins important pour les concentrations suivantes pour devenir identique au 

contrôle à la concentration de 10 #g/mL.

Le signal correspondant à p62 diminue quant à lui 

jusqu’à la concentration de 1 #g/mL d’AmB et ne varie 

plus pour les concentrations supérieures (figures 60 et 

61). L’expression de Beclin-1 n’est pas affectée par 

l’exposition des cellules à l’AmB.

Par conséquent, la concentration de 1 #g/mL est la 

concentration optimale d’AmB pour l’étude d’un effet 

de cette substance sur l’autophagie dans ce modèle 

cellulaire. 
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Figure 60 : Effets de concentrations croissantes d’AmB (  de 0,5 à 
10 $g/mL) sur les marqueurs autohagiques dans des cultures 
primaires corticales mixtes

Figure 61 : Analyse semi-quantitative du signal 
correspondant à p62 (à droite, en vert) et 
établissement du rapport de LC3-II/LC3-I (à 
gauche, en bleu) suite à l’exposition des cellules 
à une gamme de doses croissantes d’AmB ( de 
0,5 à 10 $g/mL)



2. Analyse des marqueurs autophagiques en western-
blot

Les cellules ont été exposées à 1 #g/mL d’AmB pendant 12 heures en conditions nutritionnelles 

normales ou en absence de facteurs trophiques (MEM) associée ou non à la bafilomycine à une 

concentration de 50 nM (figure 62).

Les résultats obtenus montrent que, d’une part, la bafilomycine a été efficace dans l’inhibition 

du flux autophagique au vu de l’augmentation conjointe des niveaux de p62 et de LC3-II et  que 

d’autre part, la privation nutritionnelle n’a pas eu l’effet inducteur escompté à moins qu’il y  ait eu 

une accélération des phases de maturation (figures 62 et 63). 

Les conditions de traitement ne 

semblent pas présenter de toxicité 

apparente puisque le clivage de la 

caspase-3 ne varie pas de façon 

importante mais est visible dans les 

conditions MEM et bafilomycine 

seule (figure 62). Dans ces conditions, 

l’adjonction de l’AmB à ces toxines 

semble diminuer le clivage de la 

caspase-3. L’AmB aurait donc un effet 

protecteur dans ces conditions. La 

diminution de ce clivage est en effet 

significatif en cas de privation 

nutritionnelle (M vs. M/AmB : 

1,3 ± 0,8 vs. 0,8 ± 0,1 en unités 

arbitraires ; p<0,05 ; n=3) mais pas 

dans lorsque les cellules sont soumises 

à la bafilomycine (2,3 ± 2,0 vs. 2,0 ± 1,6 ; p=0,414). 

L’analyse semi-quantitative du rapport LC3-II/LC3-I (figure 63) confirme d’une part l’efficacité 

de l’utilisation de la bafilomycine sur l’inhibition de la maturation autophagosomale puisque le 

rapport LC3-II/LC3-I est augmenté de manière significative lorsque l’on compare les valeurs 

obtenues basalement à celles résultant de l’exposition des cellules à la bafilomycine (1,0 contre 
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Figure 62 : Effets de l’exposition des cellules à 1 $g/mL d’AmB sur 
les marqueurs autophagiques dans les culltures primaires corticales 
mixtes en condition de privation nutritionnelle et/ou d’inhibition de 
l’acidification des lysosomes (bafilomycine)



1,3 ± 0,1, p<0,01, n=3). D’autre part ces résultats montrent une augmentation significative de ce 

rapport lorsque l’AmB est couplée à la bafilomycine en comparaison avec l’utilisation de cette 

substance seule (AmB : 1,1 ± 0,2 contre 1,7 ± 0,2 pour l’AmB associée à la bafilomycine, p<0,05, 

n=3). L’AmB induit l’autophagie dans 

les cultures corticales primaires.

Quand cette expérience est répétée en 

conditions de privation nutritionnelle, 

un accroissement du rapport LC3-II/

LC3-I est  induit suite à l’ajout 

d’AmB, mais celui-ci n’est pas 

significatif (MEM vs. MEM+AmB, 

p=0,0815 et MEM/BAF vs. MEM/

BAF + AmB, p=0,0558). Il est 

nécessaire de noter que les cultures 

p r i m a i r e s c o r t i c a l e s s o n t 

particulièrement sensibles aux changements de milieu ce qui pourrait expliquer la variabilité 

reflétée par la taille importante des écarts-types et pouvant  ainsi expliquer la non-significativité 

statistique de ces résultats. L’exposition des cellules à l’AmB accentue la diminution de p62 en 

conditions de privation (MEM), ce qui écarte la possibilité d’une action de l’AmB sur le flux.

L’ensemble de ces données montre que l’AmB a une action inductrice modérée de l’autophagie 

dans les cultures corticales primaires.

3. Vésicules autophagiques in situ

Afin de confirmer les informations précédentes, des immunofluorescences ont été réalisées à 

l’aide d’un anticorps dirigé contre LC3 ; les noyaux ont été marqués au DAPI (figures 64 et 65).

Dans les conditions contrôle, il existe un niveau autophagique basal révélé par la présence de 

ponctuations LC3 (figure 64, panel du haut) et révélé par l’inhibition de la dégradation lysosomale 

des vésicules autophagiques (bafilomycine, figure 64, panel du bas). L’addition de 1 #g/mL d’AmB 
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Figure 63 : Variations du rapport LC3-II/LC3-I dans les cultures 
primaires en fonction de leur exposition ou non à l’AmB et/ou en 
conditions de privation nutritionnelle et de Bafilomycine A à 50 nM
Analyses statistiques : test T de Student ; n.s : non significatif ; */# : 
p<0,05 ; ** : p<0,01 ; *** : p<0,001. * : comparaison au contrôle ; 
# : comparaison avec la condition bafilomycine seule



au mil ieu de cul ture 

s e m b l e g l o b a l e m e n t 

amplifier le marquage 

correspondant à LC3 

(marquage de fond et 

ponctuations). Cependant, 

lorsque l’on regarde en 

d é t a i l l e s s t r u c t u r e s 

ponctiformes, certaines 

présentent un diamètre 

i m p o r t a n t ( f l è c h e s ) 

comparé aux ponctuations 

habituellement observées. 

Ce type de figure n’est 

retrouvé que dans les 

c u l t u r e s c o r t i c a l e s 

primaires, qu’elles soient 

en conditions basales 

(figure 64 panel du haut) 

o u l o r s q u e l e f l u x 

autophagique est  inhibé 

par la bafilomycine (figure 

64, panel du bas).

En conditions de privation nutritionnelle (MEM, figure 65) les données obtenues en western-

blot sont  confirmées, c’est-à-dire que le nombre de vésicules autophagiques n’apparaît pas être 

substantiellement augmenté par rapport aux conditions basales (coïncidant avec l’évolution du 

rapport LC3-II/LC3-I), néanmoins quand le flux autophagique est inhibé, le nombre de 

ponctuations positives pour LC3 est augmenté.(figure 65, panel du bas). Les larges structures 

arrondies positives pour LC3 sont également retrouvées suite à l’exposition des cellules à l’AmB 

dans les cellules privées de nutriments.
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Figure 64 : Détection des vésicules positives pour LC3 dans les cultures corticales 
primaires en présence ou non d’AMB et/ou de bafilomycine à 50 nM.
Barre d’échelle : 5 $m. Flèches : structures positives pour LC3 nature inconnue



Nous avons alors choisi 

les cellules de la lignée 

SH-SY5Y qui possèdent 

c e r t a i n s c a r a c t è r e s 

communs avec les cellules 

neuronales primaires et en 

partagent d’autre avec les 

C O S - 7 ( c e l l u l e s 

i m m o r t a l i s é e s ) . C e s 

cellules ont été traitées de 

manière identique aux 

cultures primaires, excepté 

le milieu de privation. 

Nous avons en e ffe t 

remplacé le milieu de 

culture par de l’EBSS (au 

lieu du MEM  ; cf Matériel 

e t m é t h o d e s ) . L e s 

vésicules autophagiques 

ont été visualisées par 

i m m u n o f l u o r e s c e n c e 

(figures 65).
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Figure 65 : Détection des vésicules positives pour LC3 dans les cultures 
corticales primaires en présence ou non d’AmB et/ou de bafilomycine à 50 nM 
en conditions de privation nutritionnelle (MEM)
Barre d’échelle : 5 $m. 



D a n s l e s c o n d i t i o n s 

basales (figure 66, panel 

du haut), peu de vésicules 

a u t o p h a g i q u e s s o n t 

d é t e c t é e s d a n s l e s 

contrôles alors que les 

ponctuations positives 

pour LC3 apparaissent être 

plus nombreuses dans le 

cas des cellules traitées par 

l’AmB. Lorsque le flux 

autophagique est  inhibé 

(figure 66, panel du bas), 

o n o b s e r v e u n 

a c c r o i s s e m e n t d e l a 

densité autophagosomale 

indiquant l’efficacité de la 

bafilomycine. De façon 

similaire à ce qui a été 

constaté dans les cultures 

primaires, en conditions 

d’exposition des cellules à 

l’AmB, on peut remarquer 

une population de structures ponctiformes plus hétérogènes. En revanche, les vésicules positives 

pour LC3 d’intensité plus faible par rapport aux ponctuations de taille inférieures observées dans les 

cultures primaires neuronales ne sont pas retrouvées sur ces marquages. Il serait intéressant de 

caractériser la nature de ces structures et des cellules les contenant car ces figures semblent être 

spécifiques aux cultures primaires neuronales.
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Figure 66 : Détection des vésicules positives pour LC3 dans les cellules de la lignée 
SH-SY5Y en présence ou non d’AmB et/ou de bafilomycine à 50 nM 
Barre d’échelle : 5 $m



III. EFFETS DE L’AMB SUR LES VOIES DE L’AMPK ET 

mTOR

Afin de comprendre le mode d’action 

de l’AmB sur les cellules, nous avons 

analysé en western-blot, l’état de 

phosphory l a t i on de p ro t é ine s 

importantes dans les voies de 

signalisation autophagiques : mTOR 

et son substrat P70S6K d’une part et 

l’AMPK d’autre part (figure 67). 

De façon surprenante, alors que 

l’AmB est une molécule qui semble 

présenter un effet inducteur sur 

l’autophagie, nous observons une 

activation significative de la voie 

mTOR reflétée par un accroissement 

de la phosphorylation de la kinase 

elle-même et de son substrat 

P70S6K. En effet le rapport de la densité du signal correspondant à la phospho-protéine sur celle de 

la forme globale, normalisé par rapport au contrôle, est de 1,0 contre 1,6 ± 0,44, p<0,05 pour 

mTOR et  1,0 contre 3,5 ± 1,64, p<0,03 concernant p70S6K. Par ailleurs, l’AMPK semble être 

activée par l’exposition des cellules à l’AmB mais les résultats nécessitent d’être reproduits pour 

être validés comme le montre le signal détecté par l’anticorps reconnaissant le phospho-épitope 

T172. 

Ces observations suggèrent que la modulation de l’autophagie par l’AmB pourrait être 

dépendante de la voie de l’AMPK d’une part et d’autre part, l’AmB conduit à l’activation de la voie 

mTOR ce qui expliquerait la faible amplitude de l’induction autophagique. Il serait utile de vérifier 

si ce point est  caractéristique des cultures primaires corticales ou si cela est reproductible pour 

d’autres modèles cellulaires. 
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Figure 67 : Analyse en western-blot des effets de l’AmB sur les voies 
AMPK et mTOR
A gauche : détection en western-blot des formes globales et 
phosphorylées de mTOR, de son substrat, P70S6K et de l’AMPK 
totale et phosphorylée.
A droite : Analyse semi-quantitative de la phosphorylation de mTOR 
(rapport de la densité du signal correspondant à phospho-mTOR sur 
celle correspondant à mTOR).
Analyses statistiques : test T de Student ; * : p<0,05 ; n=3



IV. EFFETS DE L’AMB SUR LA CMA

De par son mode d’action, l’utilisation de l’AmB conduit  

à la séquestration du cholestérol au niveau des membranes 

biologiques. Or, la régulation de l’autophagie dépendante de 

protéines chaperonnes (CMA), est en partie dépendante de la 

localisation du récepteur LAMP-2A au niveau des 

microdomaines lipidiques résistants aux détergents (rafts), 

portions membranaires enrichies en cholestérol et en 

sphingolipides. Aussi, étant donné que des modifications de 

l’activité de la CMA peuvent avoir des conséquences sur 

l’activité macroautophagique, il était important d’analyser 

l’effet de l’AmB sur cette voie. Nous avons utilisé une 

privation sérique de 12 heures en tant que contrôle positif 

d’induction de la CMA. En western-blot, les modifications de 

l’activité de la CMA peuvent  être reflétées par des 

modulations de l’expression de Hsc70 et celle de 

LAMP-2A. Ainsi, la privation nutritionnelle (figure 68, 

piste 3) entraîne une intensification du signal correspondant 

à Hsc70 et à LAMP-2A. Les niveaux de l’"-synucléine, substrat  connu de la CMA ne varient 

apparemment pas. Une élévation de la détection de la protéine Bag-1 est également observée 

lorsque les cellules sont placées dans le MEM. Lorsque l’on compare la condition AmB au contrôle, 

des variations similaires, mais en moindre mesure, (excepté pour LAMP-2A) sont observées. Ces 

analyses nécessitent d’être reproduites afin de confirmer ces observations.

On peut estimer l’activité de la CMA en immunofluorescence en réalisant un co-marquage 

LAMP2S (en vert sur la figure 69) et LAMP2A (en rouge). En effet, il a été montré que les 

lysosomes actifs pour la CMA présentaient une localisation périnucléaire et que leur membrane était 

enrichie en LAMP2A (Kaushik et Cuervo, 2009). De manière préliminaire, l’observation de la 

CMA a été testée sur les cellules de la lignée SH-SY5Y avant de passer à notre modèle de cultures 

primaires corticales. On peut observer sur la figure 69, en condition de privation nutritionnelle, le 

repositionnement des lysosomes positifs pour LAMP2A en région périnucléaire (flèches). Dans la 
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Figure 68 : Analyse en western-blot de 
l’expression des protéines impliquées 
dans la CMA



condition AmB 1#g/mL, l’organisation des lysosomes est plus désordonnée, bien qu’ils se trouvent 

apparemment en position plus proche du noyau (en comparaison avec le contrôle) suggérant que les 

effets observés en western-blot correspondent bien à une induction de la CMA. Ces résultats 

doivent être quantifiés et l’influence de l’AmB sur la CMA dans les cultures primaires neuronales 

doit aussi être analysée. Il est à noter que l’on peut constater la présence de lysosomes de grande 

taille dans ces cellules.  

Les travaux complémentaires à ceux réalisés dans les cellules de la lignée COS-7 ont été 

transposés à notre modèle biologique d’intérêt, c’est-à-dire dans les cultures primaires neuronales 

où les effets de l’AmB sur l’autophagie sont plus modérés en comparaison avec les résultats 

obtenus de manière préliminaire dans les cellules de la lignée COS-7. L’analyse des marqueurs 

autophagiques en présence de la bafilomycine montre que la modulation de l’activité autophagique 

par l’AmB correspond à une induction et que cette substance n’affecte pas les processus de 
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Figure 69 : Effets de l’AmB à 1 $g/mL sur la CMA dans les cellules de la lignée SH-SY5Y, en immunofluorescence.
Barre d’échelle : 5$m



maturation des autophagosomes. Ceci a été confirmé par l’étude des variations de p62 en western-

blot. De manière surprenante, la visualisation des vésicules positives pour LC3 dans les neurones 

montre que l’AmB induit  la formation de structures larges, positives pour LC3 mais dont le 

marquage est moins intense en comparaison avec celui observé dans le cas de vésicules 

autophagiques. L’AmB semble affecter l’autophagie dans les cellules de la lignée de neuroblastome 

SH-SY5Y, cependant, dans ce dernier cas, au vu des différences de réactions entre les cellules 

COS-7 et les cultures corticales primaires, il est nécessaire de confirmer ces observations par des 

analyses en western-blot des marqueurs autophagiques (LC3, p62 et Beclin-1) en présence ou non 

d’inhibiteurs lysosomaux et par une analyse quantitative en imagerie confocale. Pour répondre à la 

remarque faite par les relecteurs sur le mode d’action de l’AmB , nous avons testé l’effet de cette 

substance sur les voies mTOR et AMPK. L’AmB semble affecter l’AMPK dans nos cultures. Nous 

devons alors vérifier en utilisant des substances pharmacologiques appropriées (inhibitrices : 

composé C ou inductrices : AICAR, metformine, phenformine) que l’AMPK est impliquée dans 

l’autophagie induite par l’AmB. Concernant mTOR, l’AmB induit l’activation de cette voie puisque 

l’exposition des cultures primaires à cette substance induit une phosphorylation significative de 

mTOR et de son substrat P70S6K. L’activation conjointe des voies AMPK et mTOR suite à 

l’exposition des cellules à l’AmB suggère que la voie de l’AMPK est prioritaire sur la voie mTOR 

dans le modèle étudié. L’AmB peut également agir sur des voies complémentaires inductrices de 

l’autophagie indépendantes. Par exemple, l’autophagie pourrait être modulée via une augmentation 

du calcium libre cytosolique (Høyer-Hansen et al., 2007; Gao et al., 2008; Grotemeier et al., 2010). 

L’AmB est en effet une substance connue pour induire des variations des concentrations calciques 

cytosoliques (Cohen et al., 1990; Rogers et al., 1999). L’étude de l’état d’activation de la CaMMK! 

suite à l’exposition des cellules à l’AmB devra être vérifiée. Un autre point de vérification 

consistera en l’utilisation de l’AmB en combinaison avec des chélateurs du calcium. 

Dans cette étude, des marqueurs de la CMA sont augmentés dans les cultures primaires et le 

repositionnement des lysosomes positifs pour LAMP-2A dans les SH-SY5Y plaident en faveur 

d’une activation de cette voie. L’AmB, pourrait  agir sur cette voie à travers la séquestration du 

cholestérol. L’AmB pourrait induire des modifications de l’organisation membranaire et perturber 

les régulations de voies dépendantes de protéines résidentes des rafts lipidiques, portion 

membranaires enrichies en cholestérol. Ceci est vérifiable en réalisant un marquage de ces 

microdomaines membranaires grâce à la toxine cholérique B couplée à un fluorochrome. Parmi ces 

protéines on peut citer LAMP-2A, protéine essentielle dans le fonctionnement de la CMA. Nous 
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avons par conséquent analysé l’activité de la CMA dans des cellules exposées à l’AmB. Cette partie 

du travail demeure préliminaire mais les premières constatations suggèrent une influence de l’AmB 

sur ce mécanisme catabolique spécifique. L’induction de la conversion de LC3-II en LC3-I par la 

nystatine dans les fibroblastes humains et murins a été justement imputée à la déplétion en 

cholestérol (Cheng et al., 2006). La séquestration du cholestérol est aussi liée à la facilitation de 

l’internalisation de l’endothéline recombinante in vitro dans des cellules HUVEC et in vivo par 

endocytose (puits recouverts de clathrine et cavéoles) en provoquant la désorganisation des rafts 

lipidiques et en augmentant l’activité endocytosique (Chen et al., 2011b). Des anomalies du 

métabolisme lipidique sont associées à des maladies de surcharge lysosomale comme la maladie de 

Niemann-Pick de type C et de PND dont la maladie d’Alzheimer. En ce sens, la protéine NPC1, qui 

fonctionne dans le trafic cellulaire du cholestérol est élevée dans le cortex frontal et la région CA1 

de l’hippocampe de patients atteints de la maladie d’Alzheimer. Son expression est également 

augmentée dans les cerveaux de modèles murins de cette pathologie (souris APP et APP/PS1) 

(Kågedal et al., 2010). L’homéostasie du cholestérol est perturbée au cours de la maladie 

d’Alzheimer et la prise de statines, molécules hypocholestérolémiantes, diminuent la prévalence de 

la survenue de cette pathologie (Jick et al., 2000; Wolozin, 2004). En outre, le taux de cholestérol 

membranaire, plus élevé dans les astrocytes en comparaison avec les neurones et est impliqué dans 

la toxicité du peptide A! (Abramov et al., 2011). Il a été également montré que dans le cas de 

pathologies de surcharge lysosomales, le cholestérol s’accumulait dans le compartiment endo-

lysosomal et inhibait les processus de fusion membranaire en séquestrant les protéines SNARE au 

niveau de la membrane lysosomale (Fraldi et al., 2010). Ainsi, compte-tenu de l’effet  en partie 

protecteur de l’AmB sur le clivage de la caspase-3 provoqué par la privation nutritionnelle d’une 

part, l’effet inducteur de l’autophagie, mécanisme neuroprotecteur, par cette même molécule d’autre 

part, et enfin son mode d’action potentiellement lié à la séquestration du cholestérol membranaire, 

plusieurs perspectives à plus ou moins long terme peuvent  être proposées. Dans un premier temps 

d’évaluer in vitro sur le modèle de cultures primaires corticales si l’AmB peut protéger la cellule 

contre des stress tels que la toxicité du peptide A!. D’étudier si cet effet peut être directement lié à 

l’induction de l’autophagie. Enfin, si les résultats se montrent positifs, de transposer cette étude au 

modèle animal et en particulier sur des souris modèles pour la maladie d’Alzheimer. Il serait 

également envisageable de comparer les effets de l’AmB à ceux de molécules 

hypocholestérolémiantes telles que les statines sur le mécanisme autophagique. 
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Deux autres informations importantes ressortent de cette étude. D’une part, outre son utilisation 

médicale pour lutter contre les infections fongiques, l’AmB est  une molécule couramment utilisée 

en culture cellulaire pour protéger les cultures des contaminations par les levures et les moisissures. 

Les doses testées ici appartiennent à la gamme de doses utilisées en routine en culture (au moins 

quinze fois inférieures aux doses thérapeutiques employées chez l'homme - 1,5 à 2 g par jour). Cet 

effet de l’AmB sur l’autophagie dans différents modèles cellulaire suggère d’éviter son utilisation 

dans le cadre d’études portant sur la voie autophagique. D’autre part, les cellules corticales 

semblent réagir différemment à l’utilisation de cette substance. Ce dernier point nous ramène aux 

constatations faites dans la première partie, c’est-à-dire que les neurones, cellules majoritairement 

présentes dans le modèle utilisé (cultures corticales primaires enrichies en neurones) fonctionnent 

différemment des autres types cellulaires quant à la conduite de l’autophagie et ceci pourrait être en 

relation avec une vulnérabilité particulière de ces cellules vis-à-vis des stress conduisant au 

développement des PND. 
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PARTIE 3 : EFFET INHIBITEUR DE L’ACIDE 

OKADAÏQUE SUR L’AUTOPHAGIE. RÔLE DE LA 

PROTÉINE PHOSPHATASE 2A

L’autophagie est majoritairement sous le contrôle négatif de la voie de signalisation dépendante 

de mTORC1 malgré l’existence de voies d’inductions indépendantes. L’existence d’une activité 

autophagique basale est cruciale pour le maintien de l’homéostasie cellulaire et  plus 

particulièrement dans les cellules post-mitotiques comme les neurones. Etant donné l’importance de 

l’autophagie dans l’homéostasie cellulaire, il n’est pas surprenant que des altérations de ce 

processus aient été retrouvées dans un certain nombre de conditions pathologiques, incluant le 

cancer (Kondo et al., 2005) et les PND (Boland et Nixon, 2006; Nixon, 2006; Knaevelsrud et 

Simonsen, 2010).

Après leur formation, les autophagosomes sont transportés le long des microtubules grâce aux 

moteurs dynéine-dynactine en direction du MTOC (ou centrosome) où l’autophagosome devient 

mature en fusionnant avec les vésicules de la voie endo/lysosomale afin d’acquérir les enzymes 

nécessaires à la dégradation de leur contenu (Kimura et  al., 2008). Au delà de leur fonction dans la 

maturation autophagosomale, les microtubules apparaissent  également être impliqués dans la 

biogenèse des vésicules autophagiques (Fass et  al., 2006; Köchl et  al., 2006; Geeraert et  al., 2010). 

La dynamique des microtubules est régulée à travers leur interaction avec les protéines associées 

aux microtubules ou MAP (Microtubule-Associated Proteins). MAP-LC3 a été découverte dans le 

cerveau dans une fonction d’interaction avec les chaînes lourdes de MAP1A et MAP1B conduisant 

à une augmentation de la liaison de ces protéines aux microtubules (Mann et Hammarback, 1994; 

Halpain et Dehmelt, 2006). En plus de sa fonction en tant que protéine stabilisatrice des 

microtubules, LC3 joue un rôle important dans la nucléation et l’expansion du phagophore (Fujita et 

al., 2008; 2009a).

PP2A est une holoenzyme hétérotrimérique hautement conservée au cours de l’évolution 

comprenant une sous-unité A structurale, une sous-unité catalytique C et une sous-unité régulatrice 

B. Dans le système nerveux central des mammifères, PP2A est la phosphatase majeure agissant sur 
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la protéine tau (Xu et al., 2008). Dans les cerveaux de patients atteints par la maladie d’Alzheimer, 

les ARN messagers de la PP2A ainsi que l’activité enzymatique de la protéine sont diminués (Gong 

et al., 1993; Vogelsberg-Ragaglia et al., 2001) alors qu’à l’inverse, la présence de l’inhibiteur 

endogène-1 de la PP2A, I1PP2A est accrue (Chen et  al., 2008a; Tanimukai et al., 2005). Cette 

décroissance de l’activité de PP2A contribuerait à l’hyperphosphorylation de la protéine tau de 

même qu’à la production de peptide A! au cours de la maladie d’Alzheimer (Sontag et al., 2007).

Des altérations des voies autophagiques et endo/lysosomales ont été décrites dans les cerveaux 

de patients atteints par la maladie d’Alzheimer (Cataldo et al., 1996; 2001; Nixon et al., 2000; 

2005). Au niveau des neurites dystrophiques, et à moindre échelle, au niveau du péricaryon de 

neurones corticaux et hippocampiques de cerveaux de patients atteints de la maladie d’Alzheimer, 

une forte accumulation de vésicules autophagiques immatures a été décrite, en particulier dans le 

cas des neurones présentant une pathologie neurofibrillaire (Nixon et al., 2005). Cette accumulation 

massive d’autophagosomes dans les neurites dystrophiques amène à penser que le transport 

rétrograde axonal des autophagosomes et leur maturation en autolysosomes peut être anormale, 

interférant alors avec la fonction protectrice de l’autophagie (Nixon et al., 2008; Nixon et Yang, 

2011).

Cela n’exclue cependant pas la possibilité qu’une induction additionnelle de l’autophagie 

participe à l’accumulation de ces autophagosomes immatures. De façon intéressante, des données 

obtenues à partir de modèles cellulaires et animaux de la maladie d’Alzheimer suggèrent qu’une 

accumulation de vésicules autophagiques immatures constitue une source importante de peptide A!. 

Le compartiment autophagosomal est en effet enrichi en protéines constituantes de la machinerie 

requise pour cette production (Yu et  al., 2004b) et le peptide A! peut être généré de manière 

dépendante de la préséniline-1, suite à l’induction de l’autophagie par inhibition de mTOR grâce à 

l’action de la rapamycine (Yu et al., 2005; Nixon, 2007).

PP2A est  à même de réguler la phosphorylation d’un grand nombre de substrats dont parmi eux, 

un certain nombre de protéines impliquées dans la voie mTORC1. Ainsi, cette voie représente, pour 

PP2A, un moyen de réguler l’autophagie. En ce sens, il est important de noter qu’une élévation des 

taux de phosphorylation de la protéine mTOR a été détectée dans les cerveaux de patients atteints 

de la maladie d’Alzheimer (Griffin et al., 2005).

Sans prendre en compte son action sur le cytosquelette neuronal, des données contradictoires 

ont été publiées concernant l’influence de la PP2A sur le processus autophagique (Holen et al., 
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1992, 1993, Yoon et al., 2008). L’activité de la PP2A peut-être régulée par l’association, au niveau 

de sa sous-unité catalytique PP2A-C, d’une sous-unité non-conventionnelle "4 ou de son 

homologue chez la levure, Tap42 (Chen et al., 1998; Nanahoshi et al., 1998; Prickett et Brautigan, 

2006). En fonction du type cellulaire concerné, l’association PP2A-C/"4 peut-être, ou non, sensible 

à la rapamycine, impliquant des liens entre mTOR et PP2A. Chez la levure, l’inactivation de Tap42 

induit l’autophagie. L’effet inhibiteur de Tap42 est dépendant de la voie mTOR/PP2A (Yorimitsu et 

al., 2009). A l’inverse, dans les cellules mammaliennes, l’association entre PP2A-C et "4 réduit 

l’activité de la PP2A envers les substrats spécifiques de la voie mTOR (Nanahoshi et al., 1998). La 

sous-unité "4 peut aussi se lier à l’ubiquitine-ligase MID1 et permettre ainsi son interaction avec 

une sous-population de la PP2A associée aux microtubules. Cette interaction conduit MID1 à 

ubiquitinyler PP2A-C et ainsi à l’adresser au protéasome, ce qui permet de réguler son activité 

(Trockenbacher et al., 2001; Aranda-Orgillés et al., 2008). La possibilité de dissocier la sous-unité 

"4 de la PP2A-C par la rapamycine pourrait expliquer comment est  activée PP2A au cours de 

l’induction de l’autophagie (Park et  al., 2008). Dans les hépatocytes de rat, l’inhibition de la PP2A 

par l’OKA régule négativement l’autophagie (Holen et al., 1993). A l’inverse, l’exposition à l’OKA 

de neurones de rat en culture ou son injection dans des cerveaux de rats active mTOR (causant la 

phosphorylation de ses substrats) et à une accumulation d’autophagosomes (Yoon et al., 2008). 

Néanmoins, dans ce dernier travail, il n’a pas été déterminé si cette augmentation du nombre de 

vésicules autophagiques était dû à une induction de l’autophagie ou à un blocage des phases de 

maturation autophagosomale. Etant donné les interconnections entre les voies PP2A et mTORC1, le 

rôle de la PP2A dans la régulation de la phosphorylation des MAP et de la dynamique des 

microtubules, nous avons analysé l’impact d’une inhibition de l’activité de la PP2A sur l’autophagie 

dans des cultures primaires de rat.

I. CINÉTIQUE ET TEST DE DOSES D’ACIDE OKADAÏQUE

Afin d’appréhender l’effet de l’OKA sur l’autophagie, nous avons réalisé une cinétique de 

traitement sur 12 heures avec deux doses d’acide okadaïque : 12,5 et 25 nM. Les cellules ont été 

récoltées toutes les trois heures pendant 12 heures, la composition protéique des extraits a été 

analysée par western-blot (figure 70).
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A partir de 9 heures, on observe un clivage de la caspase-3 correspondant à une toxicité de 

l’OKA. L’expression de Beclin-1 n’apparaît pas varier excepté pour l’OKA 25 nM, 12 heures où il 

une forte baisse de l’expression de Beclin-1 est observée. Celle-ci est probablement due à la toxicité 

du traitement. Des effets sur la conversion de LC3-I en LC3-II suite au traitement à l’OKA sont 

observés, et l’analyse semi-quantitative du blot montre qu’à partir de 6 heures, ce rapport est réduit 

(figure 71).

L’OKA est  un puissant inhibiteur de la PP2A. Nous avons donc analysé l’effet de l’exposition 

des cellules aux deux doses d’OKA sur la phosphorylation activatrice des protéines impliquées dans 
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Figure 70 : Effet de l’OKA sur les marqueurs de l’activité autophagiques LC3 et 
Beclin-1 au cours du temps .

Figure 71 : Analyse semi-quantitative de la conversion de lC3-II en 
LC3-I suite à l’exposition des cultures primaires corticales à deux 
doses d’OKA (12,5 et 25 nM) en fonction du temps



la signalisation autophagique : mTOR (Ser 2448) et l’AMPK" (Thr 172) et celle de leurs substrats 

respectifs : p70S6K et l’ACC (Acétyl-Coenzyme A Carboxylase) (figure 72).

Dès 3 heures de traitement, l’OKA provoque une augmentation de la l’activation de l’AMPK, 

reflétée par une augmentation du signal correspondant à une augmentation de la détection de l’ACC 

phosphorylée en S79. mTOR et p70S6K sont quant à elles phosphorylées à partir de 6 heures de 

traitement (figure 72).

Compte-tenu qu’une variation du rapport LC3-II/LC3-I est perceptible à partir de 6 heures, nous 

avons choisi ce temps d’exposition pour la suite de nos expérimentations.
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Figure 72 : Effet de l’OKA sur les molécules clé des voies de régulations 
autophagiques mTOR et AMPK et sur leurs substrats respectifs, P70S6K et ACC.



II. L’INHIBITION DE LA PP2A PAR L’ACIDE OKADAÏQUE 

INHIBE L’AUTOPHAGIE ET PROVOQUE UNE 

ACCUMULATION INTRANEURONALE DE PROTÉINES 
UBIQUITINYLÉES

A. L’acide okadaïque inhibe l’autophagie en amont des 

phases de maturation

Des données contradictoires ont été présentées à propos de l’effet d’une inhibition de la PP2A 

par l’OKA sur le processus autophagique. Une inhibition à court-terme de la PP2A (3 h) par 15 nM 

d’OKA a été rapporté comme étant inhibitrice pour la conduite de l’autophagie dans des cellules 

hépatocytaires (Holen et al., 1993) tandis qu’une exposition plus longue (24 h) de neurones 

corticaux en culture à 12,5 nM d’OKA résulte en une accumulation d’autophagosomes et en un 

accroissement du taux de conversion de la forme cytosolique LC3-I en une forme lipidée 

autophagosomale LC3-II et ce malgré l’activation de mTOR (Yoon et al., 2009).

En utilisant le même modèle 

cellulaire, nous n’avons pas été en 

mesure de confirmer ces données 

(figure 73). Au contraire, dans nos 

condi t ions d’expér imenta t ion , 

l’exposition des cultures primaires 

neuronales à des doses de 12,5 ou  

25 nM d’OKA, pendant 6 heures, 

provoque une réduction significative 

de la conversion de LC3-I en LC3-II 

reflétée par le ratio LC3-II/LC3-I obtenu par analyse de la densité du signal obtenu en western-blot 

(figure 74 ; 1,0 contre 0,7 ± 0,2 et 0,7 ± 0,1 pour le contrôle comparé respectivement aux valeurs 

correspondant à 12,5 et 25 nM d’OKA, p<0,001 et p<0,01, n=3)
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Figure 73 : Effets de 12,5 et 25 nM d’OKA pendant 6 heures sur les 
marqueurs autophagiques LC3 et p62 détectés en western-blot



Il est à noter que dans nos conditions 

de traitement (temps et concentration), 

l’OKA est à l’origine d’une inhibition 

optimale et spécifique de la PP2A par 

r a p p o r t a u x a u t r e s p r o t é i n e s 

phosphatases et que l’expression 

morphologique de la mort neuronale 

n’est pas évidente. Par ailleurs, ces 

conditions n’entraînent pas un clivage 

significatif de la caspase-3, indiquant 

que la diminution de la conversion 

LC3‑II/LC3‑I n’est pas secondaire à 

l’apoptose neuronale. Cependant, une 

exposition plus longue de nos cellules 

(24 h) à 12,5 nM  conduit à 100% de 

mort ne rendant pas appropriée l’étude 

de l’autophagie sur de telles périodes. 

En outre, la diminution des niveaux de LC3-II induite par l’OKA (LC3-II/actine ; contrôle par 

rapport à OKA 25 nM : 100% vs. 72,2% ± 16,8, p<0,0001, n=10) est parallèle à une élévation 

reproductible mais statistiquement non significative de LC3-I. Une privation sérique peut-être 

utilisée en tant que modèle d’induction autophagique dans les cultures primaires neuronales (Young 

et La Spada, 2009). L’exposition des neurones en culture à l’OKA en conditions de privation 

sérique et de facteurs trophiques (MEM), où le milieu conditionné a été remplacé par du MEM  non 

supplémenté, sans sérum de veau fœtal, ni glucose, réduit également significativement le taux de 

LC3-II/LC3-I, indiquent que l’inhibition de la PP2A par l’OKA annule aussi l’autophagie 

adaptative (figures 73 et 74 ; 1,0 contre 0,6 ± 0,3 et 0,6 ± 0,2 pour les valeurs correspondant 

respectivement à 12,5 et 25 nM d’OKA et relativisées sur le rapport obtenu pour la condition de 

privation nutritionnelle seule, p<0,01 dans les deux cas, n=3). Compte-tenu des effets 

reproductibles de l’OKA d’une dose à l’autre, la suite des tests sera réalisée en utilisant 25 nM 

d’OKA.

Quelques mécanismes qui ne sont  pas mutuellement exclusifs peuvent contribuer à la baisse 

« apparente » de la lipidation de LC3-I : 
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Figure 74 : Analyse semi-quantitative de la conversion de LC3-II en 
LC3-I suite à l’exposition des cultures primaires corticales à deux 
doses d’OKA (12,5 et 25 nM) en conditions basales et de privation 
nutritionnelle (MEM) 
MEM : privation nutritionnelle 
Analyse statistique : test T de Student, n=5. ** : p<0,01 ; 
*** : p<0,001.



- une inhibition nette de l’autophagie, et ce à travers des altérations des voies de 

signalisation (par exemple, la voie mTOR) en amont de la machinerie centrale présidant à la 

formation autophagosomale ;

- une accélération du flux autophagique en promouvant la fusion des autophagosomes avec 

les vésicules de la voie endo/lysosomale et la dégradation au niveau des autolysosomes en 

résultant de LC3-II ancré au niveau de la membrane interne des autophagosomes.

L’inhibition de la fusion autophagosomes/lysosomes (donc un blocage du flux autophagique) 

conduit à l’accumulation de vésicules autophagiques et par conséquent à celle de p62 ainsi que de 

LC3-II (Mizushima et Yoshimori, 2007; Ni et al., 2011). 

Afin d’établir si la diminution du rapport LC3-II/LC3-I résulte d’une inhibition nette de 

l’autophagie due à l’exposition des cellules à l’OKA et/ou si elle reflète une accélération du 

processus de fusion, les conditions précédentes sont appliquées aux cultures en présence ou non 

d’inhibiteurs des cathepsines (Boland et al., 2008).

Pour ce faire, les 

cellules ont été pré-traitées 

par 20 #M  de leupeptine 

(L) et de pepstatine A (P) 

ou pa r l a subs t ance 

v é h i c u l e , l e D M S O 

(Diméthyl-Sulfoxyde) 

pendant 18 h. Les cellules 

ont ensuite été exposées 

pendant 6 h, toujours en 

présence des inhibiteurs, à 

2 5 n M d ’ O K A . U n 

protocole semblable a été 

suivi en conditions de privations nutritionnelles (MEM).

La conversion de LC3-I en LC3-II et  les variations de p62 ont ensuite été analysées en western-

blot (figure 75 et 76). Dans les deux conditions (CM et MEM), le blocage du flux autophagique par 
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Figure 75 : Effets de 25 nM d’OKA sur LC3 et p62 en conditions basales (CM) et en 
conditions de privation nutritionnelle (MEM) en présence ou non d’inhibiteurs du 
flux (leupeptine et pepstatine à 20 $M)
CM : Conditionned medium ; milieu conditionné (conditions basales)
MEM : privation nutritionnelle
LP : leupeptine / pepstatine



la leupeptine et la pepstatine est efficace, reflété 

par un accroissement de la détection de LC3-II et 

de p62 (figure 75).

Par exemple, en conditions basales, le taux 

LC3‑II/LC3-I est de 1,0 dans les contrôles (valeur 

arbitraire attribuée) contre 2,2 ± 0,4 dans les 

cultures exposées à la leupeptine et à la pepstatine 

(p<0,01, n=4) (figure 76). Si l’OKA induisait 

l’autophagie et/ou stimulait le flux autophagique, 

cela devrait  résulter en une augmentation de 

l’immunodétection de LC3-II et de p62 quand ce 

flux est bloqué. Les données présentées dans la 

figure 76 montrent, à l’opposé, que la diminution 

du rapport LC3-II/LC3-I est maintenue, en 

condi t ions basales comme en 

conditions de privation, même lorsque 

dégradation lysosomale est inhibée. 

Par exemple, en conditions basales, le 

rapport LC3-II/LC3-I est de 2,2 ± 0,4 

dans les cultures traitées avec la 

leupeptine et la pepstatine en absence 

d’OKA contre 1,6 ± 0,2 en présence 

d’OKA (p<0,01 ) . En absence 

d’inhibition du flux autophagique, 

quelles que soient les conditions de 

milieu de culture, l’OKA a tendance 

(mais de façon statistiquement non-

significative ; p=0,09) a diminuer les 

niveaux de p62 par rapport aux 

contrôles. Ces données excluent la 

possibilité que l’OKA puisse interférer 

avec le processus de fusion.
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Figure 76 : Analyse semi-quantitative de la conversion 
de LC3-II en LC3-I suite à l’exposition des cultures 
primaires corticales à deux doses d’OKA (12,5 et 
25 nM) en conditions basales et de privation 
nutritionnelle (MEM) en présence ou non d’inhibiteurs 
de la dégradation lysosomale (LP)
MEM : privation nutritionnelle ; LP : leupeptine / 
pepstatine 20 $M.
Analyse statistique : test T de Student, n=4. ** : 
p<0,01 ; *** p<0,001.

Figure 77 : Détection in situ des vésicules positives pour LC3 dans les 
cultures primaires corticales exposées à 25 nM d’OKA en présence ou 
non de 20 $M de leupeptine et de pepstatine (LP).
Barre d’échelle : 10 $m



De manière concordante avec les résultats obtenus en western-blot, l’action inhibitrice de 

l’OKA sur l’autophagie est confirmée par la détection des vésicules autophagiques en 

immunofluorescence utilisant un anticorps dirigé contre LC3 (figure 77). Dans notre modèle de 

neurones en culture, nous confirmons le fait précédemment démontré qu’il y a très peu de structures 

ponctiformes positives pour LC3 détectées en conditions basales (figure 77). Ceci est attribuable à 

une haute efficacité du flux autophagique dans les neurones (Boland et al., 2008). 

Dans le but de faciliter la quantification des autophagosomes in situ, nous avons déterminé le 

pourcentage de cellules autophagiques (cellules présentant au moins deux vésicules autophagiques 

distinctes) pour chaque condition (Kanzawa et al., 2005).

Au moins 200 ce l lu l e s pa r cond i t ion 

expérimentale ont été examinées. Les données 

présentées dans les figures 77 et 78 sont 

représentatives d’au moins quatre expériences 

indépendantes. L’OKA diminue significativement 

le pourcentage de cellules autophagiques 

observées dans les conditions basales (LP seule) 

de 32,0% ± 3,8 à 14,8 ± 3,4 en présence de 25 nM 

d’OKA (p<0,01) (LP + OKA). De façon 

intéressante, et en accord avec les données 

obtenues en western-blot, lorsque les cellules sont 

exposées à l’OKA, elles présentent une 

augmentation du marquage de fond cytoplasmique, correspondant probablement à LC3-I, et une 

diminution concomitante de la fréquence des structures ponctiformes positives pour LC3 (figure 

77). 

Ces données indiquent que l’OKA n’affecte pas les phases effectives de l’autophagie mais la 

bloque plutôt des étapes situées en amont des processus de maturation et donc au niveau des voies 

de transduction du signal et/ou des mécanismes moléculaires conduisant à la nucléation de la 

membrane d’isolement. Le fait que l’exposition à l’OKA dans des cellules en conditions de 

privation nutritionnelle cause une réduction de la lipidation de LC3 et  que la magnitude de cette 

diminution est plus importante par rapport à celle observée en conditions basales indique que 
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Figure 78 : Effet de 25 nM d’OKA sur le pourcentage de 
cellules autophagiques en présence ou non de 20 $M de 
leupeptine et de pepstatine (LP)
Analyse statistique : Test T de Student, ** : p<0,01 ; 
*** : p< 0,001, n = 3



l’OKA inhibe non seulement l’autophagie constitutive mais empêche aussi son induction par des 

conditions de stress métabolique.

B. La suppression de l’activité de la PP2A par extinction 

de l’expression de sa sous-unité catalytique inhibe 

l’autophagie

L’OKA est couramment uti l isé en tant 

qu’inhibiteur puissant et relativement spécifique 

de la PP2A. En réalité, l’OKA peut aussi, mais en 

moindre mesure (par rapport à PP2A) inhiber 

d’autres protéine-phosphatases. Dans le but de 

vérifier si l’altération de l’activité autophagique 

par l’OKA est, ou non, corrélée à l’inhibition de 

l’activité de la PP2A, nous avons éteint 

l’expression de sa sous-unité catalytique PP2AC 

par shRNA en utilisant des vecteurs lentiviraux. 

L’invalidation de la PP2A-C a été vérifiée par 

analyse de son niveau protéique en western-blot 

(figure 79). La diminution de l’activité 

enzymatique de la PP2A a été également été 

a n a l y s é e e n é t u d i a n t l e s n i v e a u x d e 

phosphorylation de la protéine tau, un substrat 

connu de la PP2A, à travers de l’utilisation des 

anticorps anti-tau phospho-dépendants AT-8 et 

12E8. En comparaison avec le contrôle, des 
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Figure 79 : Effets de la suppression de l’activité de la 
PP2A par extinction de l’expression de sa sous-unité 
catalytique PP2AC dans les cultures corticales 
primaires
T46 reconnaît la forme globale de tau tandis que 12E8 
et AT8 sont dirigés contre des phospho-épitopes

Figure 80 : Analyse semi-quantitative de la conversion 
de LC3-II en LC3-I suite à la transfection lentivirale 
d’un shRNA dirigé contre PP2AC dans des cultures 
primaires corticales 
Analyse statistique : test T de Student, n=3.
n.s. : non-significatif ; * : p>0,05 ; ** : p<0,01 ; 
*** : p<0,001.



cellules ayant été transfectées avec un plasmide vide ou ayant subi l’invalidation par shRNA de 

OST48, sous-unité du complexe oligosaccharyl transférase. L’extinction de la PP2A-C au moyen de 

deux constructions plasmidiques, PP2AC#1 ou PP2AC#2, de même que le traitement des cellules 

par 25 nM  d’OKA, provoquent une élévation importante des taux de phosphorylation de la protéine 

tau au niveau des sites détectés par 12E8 et de ceux révélés par l’utilisation d’AT-8. De la même 

façon qu’avec l’OKA, le rapport LC3-II/LC3‑I, obtenu par analyse densitométrique semi-

quantitative en western-blot (figure 80), est significativement réduit après invalidation de la PP2A-

C (1,0 contre 0,7  ± 0,2 et 0,6 ± 0,2, respectivement pour chaque construit shRNA ; p<0,05 et 

p<0,01, n=3) alors que les niveaux de p62 ne sont pas significativement modifiés. 

Le marquage in situ 

des cellules grâce à un 

anticorps dirigé contre 

LC3 confirme ces résultats 

(figure 81). L’extinction 

de la PP2AC conduit à 

u n e i n t e n s i f i c a t i o n 

spécifique du marquage 

cytoplasmique associé et à 

une r éduc t ion de l a 

présence de ponctuations 

positives pour LC3 alors 

que la suppression de 

l’expression d’OST48 

n ’ i n d u i t p a s d e 

modification visible en 

compara i son avec l e s 

cellules transfectées avec un 

vecteur vide.
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Figure 81 : Détection in situ des vésicules positives pour LC3 suite à la transfection 
lentivirale d’un shRNA dirigé contre PP2AC dans des cultures primaires corticales 
Barre d’échelle : 10 $m



La quantification des cellules autophagiques 

(selon la même méthode que précédemment), 

montre que l’invalidation de la PP2AC conduit  à 

une baisse statistiquement significative du 

pourcentage de cellules autophagiques (29,6% ± 

4,0 pour la condition « vecteur vide » contre, 

respectivement, 14,8 ± 2,6 et 15,6 ± 4,9 pour les 

conditions « PP2AC#1 » et « PP2AC#2 » (figure 

82).

C. L’acide okadaïque inhibe l’autophagie induite par 

différents stress

Bien qu’il n’y  ait pas de divergence connue au niveau des modes d’induction, l’autophagie 

basale et l’autophagie induite par un stress peuvent être considérées comme deux entités distinctes

(Komatsu et al., 2007a; Komatsu et Ichimura, 2010). Après avoir mis en évidence que l’inhibition 

de la PP2A par l’OKA pouvait inhiber à la fois l’autophagie constitutive et l’autophagie induite par 

un stress d’origine métabolique (privation en sérum et en glucose), nous avons chercher à 

déterminer si l’action suppressive de l’OKA était indépendante de la nature du facteur déclencheur 

de ce mécanisme donc si les modifications induites par l’OKA à travers l’inhibition de la PP2A 

affectaient un mécanisme commun qui contrôle la machinerie centrale autophagique. 

En ce sens, l’OKA a été testée dans des cultures primaires exposées à des inducteurs connus de 

l’autophagie dont l’inhibiteur de mTOR, la rapamycine, la tunicamycine, suppresseur de la 

N‑glycosylation et inductrice du stress du RE et MG132 qui cible la dégradation par le SUP 

(Rideout et al., 2004; Ogata et al., 2006; Yorimitsu et al., 2006; Rubinsztein, 2007; Ding et al., 

2007; Jänen et  al., 2010; Nijholt et al., 2011). Dans le cas de la rapamycine, les cellules ont été pré-
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Figure 82 : Effet de la transfection lentivirale d’un 
shRNA dirigé contre PP2AC dans des cultures primaires 
corticales sur le pourcentage de cellules autophagiques 
Analyse statistique : Test T de Student, n.s. : non 
significatif ; ** : p<0,01 ; *** : p< 0,001, n = 3



exposées à cette substance pendant 18 h avant l’ajout des 25 nM  d’OKA. La tunicamycine et le 

MG132 ont quant à eux été rajoutés au milieu de culture en même temps que l’OKA pour une durée 

d’incubation totale de 6 h.

La rapamycine induit l’autophagie en inhibant la voie mTORC1 mimant ainsi les effets d’un 

stress d’origine métabolique. Dans les neurones, il a été suggéré que cette substance puisse aussi 

influencer l’accomplissement du flux autophagique (Rubinsztein et Nixon, 2010). Les neurones en 

culture ont été pré-traités pendant 18 h avec 250 nM de rapamycine (Rap) puis 25 nM  d’OKA ont 

été rajoutés pour 6 h de plus. Comme attendu, la rapamycine seule cause une augmentation du 

rapport LC3-II/LC3-I (1,0 contre 2,2 ± 0,6 ; p<0,001, n=3) et cet accroissement est inversé par 

l’addition d’OKA (2,2 ± 0,6 contre 1,2 ± 0,4 ; p<0,01, n=3) (figure 83). 
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Figure 83 : Effet de l’OKA sur la conversion de LC3-II en LC3-I induite par 250 nM de rapamycine
A : Détection de LC3 en western-blot ; B : analyse semi-quantitative des variations du rapport LC3-II/LC3-I.
Analyse statistique : Test T de Student : ** : p<0,01 ; *** : p<0,001 ; n=3

Figure 84 : Effet de l’OKA sur la conversion de LC3-II en LC3-I induite par un stress du RE causé par 250 nM de 
tunicamycine (Tunic.).
A : Détection de LC3 en western-blot ; B : analyse semi-quantitative des variations du rapport LC3-II/LC3-I.



L’induction d’un stress de RE par l’exposition des cellules à 250 nM  de tunicamycine pendant 

6 heures provoque une élévation du taux de conversion de LC3-I en LC3-I. La co-addition de 

25 nM d’OKA prévient ce phénomène (figure 84). 

De façon concordante avec de précédents résultats (Rubinsztein, 2007; Rideout et al., 2004), 

dans nos conditions, l’inhibition du protéasome par 5 ou 10 #M de MG132 pendant 6 h élève 

nettement les niveaux de LC3-II (et le rapport LC3-II/LC3-I) dans les cultures primaires corticales. 

Cette hausse est prévenue par l’adjonction de 25 nM d’OKA (figure 85). 

Ces données indiquent que qu’elles que soient les conditions de stress considérées, l’inhibition 

de la PP2A par l’OKA bloque l’induction de la conversion de LC3-I en LC3-II. Par conséquent, 

l’inhibition de la PP2A affecte un mécanisme commun à l’autophagie basale et induite. L’inhibition 

de la conjugaison de LC3 par l’OKA n’est jamais totale. L’influence de la PP2A sur l’autophagie 

pourrait  alors être considérée comme facilitatrice ou modulatrice plutôt que directement inductrice. 

Par conséquent il serait utile d’étudier l’effet que pourrait avoir une stimulation de l’activité de la 

PP2A sur l’autophagie. PP2A est une phosphatase abondante avec de très nombreux substrats. Dans 

les voies de transduction du signal liées à l’autophagie, la plupart des protéines impliquées voient 

leur activité régulée par phosphorylation, à l’image de mTOR ou de l’AMPK. En outre l’autophagie 

a été décrite comme étant un mécanisme adaptable et pouvant être rapidement activée. Les deux 

interrupteurs moléculaires majeurs des voies de régulation de l’autophagie étant eux-mêmes régulés 

par phosphorylation. L’action de phosphatases paraît être nécessaire pour que la cellule puisse 

répondre rapidement à des changements rapides de son état physiologique. Nous avons donc ensuite 
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Figure 85 : Effet de l’OKA sur la conversion de LC3-II en LC3-I induite par l’inhibition du protéasome par 5 ou 10 $M 
de MG132.
A : Détection de LC3 en western-blot ; B : analyse semi-quantitative des variations du rapport LC3-II/LC3-I.



cherché à déterminer si les activations de l’AMPK et de mTOR peuvent être dépendantes de 

l’activité de la PP2A.

D. Effet de l’inactivation de la PP2A sur les voies de 

signalisation dépendantes de l’AMPK et de mTOR

Comme cela a été décrit précédemment, mTOR appartient à un complexe qui régule 

négativement le processus d’autophagie. La rapamycine, en se liant  à la protéine FKBP-12 inhibe la 

fonction de ce complexe mTORC1. Cette substance est aussi connue pour induire l’activité de la 

PP2A de manière dépendante de mTOR suggérant que PP2A pourrait avoir un rôle permissif dans 

l’induction de l’autophagie (Peterson et al., 1999; Park et  al., 2008; Liu et al., 2010). L’AMPK joue 

le rôle de détecteur des niveaux d’énergie cellulaires et est activée par la protéine kinase LKB1 

quand la concentration en ATP cellulaire est diminuée. Par exemple en conditions de faibles 

concentrations de glucose cytoplasmique (Shaw, 2009). Dans les cellules mammaliennes, l’AMPK 

correspond à un complexe hétérotrimérique constitué par une sous-unité catalytique " et  par deux 

sous-unités régulatrices ! et &. L’axe de signalisation LKB1/AMPK régule négativement mTOR et 

est considéré comme ayant un rôle positif sur l’autophagie. Malgré cela, des données 

contradictoires ont été rapportées concernant l’influence de l’activité de l’AMPK sur l’autophagie. 

Certaines études montrent que l’activation de l’AMPK 

conduit au déroulement de l’autophagie dans des 

lignées cellulaires et des cultures primaires neuronales (Meley et al., 2006; Liang et al., 2007; 

Vingtdeux et al., 2010). A l’inverse, plusieurs études menées par l’équipe de Seglen mettent en 

évidence que l’activation de l’AMPK suite à l’exposition d’hépatocytes de rat à l’OKA supprime le 

processus autophagique (Samari et Seglen, 1998; Samari et al., 2005). Plus récemment, il a été 

démontré que l’autophagie pouvait  être induite en conditions de concentrations de glucose faibles 

dans des fibroblastes embryonnaires murins où AMPK" avait été invalidée (Williams et al., 2009).
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Dans notre modèle de cultures 

primaires de neurones corticaux, nous 

avons analysé l’effet de l’inactivation 

de la PP2A sur les activités de mTOR 

e t d e l ’ A M P K ( f i g u r e 8 6 ) . 

L’exposition des cellules à 25 nM 

d’OKA mène à une élévation du taux 

de phosphorylation de mTOR, au 

niveau du site S2448, et de l’AMPK" 

en T172. Cet effet activateur est 

confirmé par la hausse significative 

des taux de phosphorylation de leurs 

substrats respectifs : P70S6K et 

l’ACC (Acétyl-CoA Carboxylase) 

(figures 86 et 87). 

Donc ces résultats concordent avec 

des données de la littérature obtenues 

dans des modèles hépatocytaires et 

neuronaux et concernant  l’effet  de 

l ’ ex t inc t ion de l a PP2AC su r 

l’activation de mTOR et de l’AMPK 

(Samari et al., 2005; Yoon et  al., 2008). Ces observations indiquent également que l’inhibition de 

l’autophagie suite à l’inactivation de la PP2A pourrait être due à l’activation de la voie mTORC1. 

Cependant, dans notre modèle, comme dans le modèle hépatocytaire, la voie de l’AMPK est activée 

en parallèle. Par conséquent, plusieurs hypothèses peuvent émises : d’une part l’AMPK peut être 

impliquée dans une régulation négative de l’autophagie neuronale ; d’autre part  l’activation de 

mTOR prime sur celle de l’AMPK ou enfin, l’activation de mTOR est trop  robuste pour être 

contrée par celle de l’AMPK, ce qui expliquerait que l’inhibition de l’autophagie ne soit pas totale 

dans nos conditions expérimentales
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Figure 86 : Effet de l’inhibition de la PP2A par transfection 
lentivirale d’un shRNA dirigé contre PP2AC dans des cultures 
primaires corticales sur l’état de phosphorylation de mTOR et de 
l’AMPK et de leurs substrats respectifs P70S6K et ACC.



E. L’inhibition de la PP2A provoque une relocalisation de 

p62 au sein d’inclusions cytoplasmiques positives pour 

l’ubiquitine

p62 est une protéine multifonctionnelle qui peut être impliquée dans des processus de mort et de 

survie cellulaires, l’activation de la transcription et dans l’inflammation (Wooten et  al., 2006; 

Komatsu et Ichimura, 2010). Le domaine PB1 de p62 permet son auto-oligomérisation tandis que 

son domaine UBA est responsable de l’interaction de cette protéine avec des substrats ubiquitinylés, 

le tout participant à la fonction de p62 dans la formation des agrésomes. p62 interagit grâce à son 

domaine LIR avec LC3 et de façon préférentielle avec la forme lipidée afin permettre une 

séquestration autophagosomale sélective des substrats auxquels elle est associée (Lim et al., 2011). 

p62 constitue donc un substrat autophagique au même titre que les protéines ubiquitinylées 

contenues dans les agrésomes (Bjørkøy et al., 2005; Ichimura et al., 2008; Pankiv et al., 2007). Par 

conséquent, la suppression de l’autophagie devrait conduire à une accumulation d’inclusions 

cytoplasmiques positives à la fois pour p62 et pour l’ubiquitine. De telles inclusions sont retrouvées 

dans le tissu cérébral de modèles animaux et de patients atteints de PND, comme par exemple dans 

le cas de la maladie d’Alzheimer où p62 est associée à la protéine tau au sein d’inclusions 
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Figure 87 : Effets de l’inhibition de la PP2A sur les taux de phosphorylation de P70S6K et de l’ACC 
Analyse statistique : Test T de Student, * : p<0,05 ** : p<0,01 ; *** : p< 0,001, n = 3 



intraneuronales (Kuusisto et al., 2002; Babu et al., 2005; Wooten et al., 2006; Kuusisto et  al., 2008; 

Jaeger et Wyss-Coray, 2009). 

Ainsi, l’inhibition de l’autophagie par l’inactivation de la PP2A devrait résulter en la formation 

d’inclusions intra-cytoplasmiques positives pour p62 et pour l’ubiquitine. Des doubles 

immunofluorescences ont été réalisées avec des anticorps dirigés contre p62 d’une part et envers la 

protéine tau, utilisée ici en tant que marqueur neuronal. La figure 88 montre que l’inhibition 

(pharmacologique ou moléculaire) de la PP2A provoque une relocalisation substantielle de p62 

(cytoplasmique et diffuse dans les contrôles) en de larges structures arrondies en position 

périnucléaire (corps d’inclusion).

Sur la figure 88, le marquage en double-immunofluorescence montre une superposition des 

marquages de p62 et de tau dans certaines de ces inclusions protéiques positives pour tau 

reproduisant ainsi certains aspects neuropathologiques observés dans du tissu cérébral de patients 

atteint par la maladie d’Alzheimer. En parallèle, l’inhibition de l’activité de la PP2A conduit à la 

désorganisation du cytosquelette neuronal qui se manifeste par une perte du marquage de la protéine 

tau dans les neurites et par sa condensation dans le péricaryon (figure 88). 
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Figure 88 : Effet de l’inhibition de la PP2A sur p62 (en rouge) en immunofluorescence.
Les neurones sont mis en évidence par le marquage dirigé contre la protéine tau (en vert).
Les flèches indiquent les corps d’inclusion périnucléaires positifs pour p62, les étoiles indiquent les zones de 
superposition du marquage tau et p62.
Barre d’échelle : 10 $M



Presque toutes ces inclusions sont positives pour l’ubiquitine, comme le montrent les 
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Figure 89 : Formation de corps d’inclusions positifs (flèches) pour p62 (en rouge) et l’ubiquitine (en 
vert) suite à l’inhibition de la PP2A
Barre d’échelle : 10 $m.



microphotographies des marquages en 

immunofluorescences détectant p62 

(rouge) et l’ubiquitine (vert) (figure 

89).

La détection de l’ubiquitine en 

western-blot (figure 90) complète les 

d o n n é e s o b s e r v é e s e n 

immunofluorescence (figure 89). En 

e f f e t , s u i t e à l ’ i n a c t i v a t i o n 

(moléculaire ou pharmacologique) de 

la PP2A, la détection du signal est 

augmentée en comparaison avec les 

conditions contrôle (contrôle seul, 

transfection d’un vecteur vide ou inactivation d’OST48) indiquant une augmentation globale de la 

présence de protéines ubiquitinylées ; moins forte cependant que dans le cas des cellules pour 

lesquelles le protéasome a été inhibé par 5 #M de MG132. 

Afin de confirmer la nature de ces inclusions, 

nous avons réalisé un fractionnement cellulaire à 

partir de cultures cellulaires pour lesquelles PP2A 

a été inhibée. Le fractionnement cellulaire permet 

l’obtention d’une fraction protéique soluble dans 

un détergent, le Triton X-100 (correspondant à la 

fraction cytosolique) et d’une fraction insoluble 

(contenant le cytosquelette, les noyaux, les 

membranes et les agrégats protéiques). Suite à 

l’inhibition pharmacologique de la PP2A par 25 

nM d’OKA, l’immunodétection de p62 dans la 

fraction soluble présente une diminution marquée, 

associée à une forte hausse du signal dans la piste correspondant à la fraction insoluble (figure 91). 

Ces dernières données confirment que p62 est incorporée dans des agrégats protéiques insolubles 

après inactivation de la PP2A. La détection de tau a été utilisée pour valider la technique de 
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Figure 90 : Détection desprotéines ubiquitinylées en western-blot 
suite à l’inhibition de la PP2A dans les cultures primaires corticales.
L’inhibition du protéasome par MG132 (5 $M) constitue un contrôle 
positif d’accumulation de protéines ubiquitinylées

Figure 91 : Détection de p62 et de Tau dans des extraits 
protéiques résultant du fractionnement des extraits 
protéiques en une fraction soluble (S) et une fraction 
insoluble (I) dans le Triton-X-100. 
T : extraits totaux



fractionnement. En effet, sa phosphorylation (ici induite par l'OKA) diminue son interaction avec 

les microtubules ce qui augmente le niveau de tau dans la fraction soluble (figure 91).

F. L’inhibition de la PP2A par l’OKA modifie la 

distribution de LC3-I entre une population cytosolique 

libre et une fraction liée (fraction insoluble dans le 

Triton X-100)

LC3 présente la capacité de se lier de manière autonome aux microtubules mais peut également 

appartenir aux complexes MAP1. La liaison de LC3 aux microtubules est réalisée par le biais 

d’interactions ioniques entre l’extrémité amino-terminale de LC3 et les sous-unités de tubuline sur 

le bord externe des microtubules. La portion carboxy-terminale de LC3, après activation par Atg4, 

est impliquée dans la liaison covalente de LC3-I avec la PE enchâssée dans la membrane 

autophagosomale. LC3 demeure liée à cette membrane au cours de la biogenèse autophagosomale, 

mais à la fin de la fermeture du phagophore, la population liée au niveau de la membrane externe 

est « dé-conjuguée » par l’intervention de Atg4 (Mizushima et al., 2001). Donc la forme protéique 

LC3-I peut être retrouvée sous forme libre dans le cytoplasme (ce qui correspond au marquage 

c y t o p l a s m i q u e d i f f u s e n 

immunofluorescence), ou liée aux 

microtubules directement ou au sein 

d’un complexe avec les protéines 

MAP1. Il est notoire que l’interaction 

des MAP avec les microtubules et par 

conséquent leur fonction est régulée 

par phosphorylation. Dans les 

neurones, l’inhibition de la PP2A 

cause une hyperphosphorylation de la 

protéine tau qui est alors dans 

l’impossibilité de s’associer au 

cytosquelette microtubulaire (Rametti et al., 2004). Ceci explique l’augmentation du signal 

correspondant à tau dans les extraits issus de cellules traités à l’OKA et correspondant à la fraction 
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Figure 92 : Détection de LC3,  p62 et tau dans les extraits protéiques 
issues de cellules exposées ou non à 25 nM d’OKA et séparés en une 
fraction soluble (S) et une fraction insoluble (I).
T : extraits totaux



soluble (figure 92). Il en résulte une déstabilisation microtubulaire confirmée par la détection de la 

!-III-tubuline, spécifique des cellules neuronales en immunofluorescence (figure 93).

Compte tenu de la hausse du marquage LC3 cytoplasmique en cas d’exposition des cellules à 

l’OKA (figure 93), nous nous sommes alors demandé si PP2A pouvait altérer l’association de LC3 

avec les microtubules et plus généralement si cela pouvait entraîner des modifications dans la 

distribution cellulaire de LC3 (fraction soluble versus fraction liée). De manière concordante avec 

des données présentées par Xie et al., en 2011 (Xie et al., 2011), dans les cultures contrôles 

(conditions basale, milieu conditionné), la détection de LC3 en western-blot (figure 92) montre que 

LC3-I est à la fois détectée dans les fractions solubles et  insolubles au Triton-X100 alors que la 

forme LC3-II est principalement détectée dans les extraits protéiques correspondant à la fraction 

insoluble. Le traitement des cultures primaires de neurones corticaux par 25 nM  d’OKA provoque 

un fort accroissement de l’immuno-détection de la forme LC3-I dans la fraction soluble au Triton 

X-100. 

Afin d’établir une comparaison de la distribution 

des sous-populations de LC3-I entre les fractions 

solubles (S) et insolubles (I) dans le Triton X-100, 

nous avons calculé - à partir de la quantification 

par densitométrie du signal correspondant à LC3-I 

- le rapport LC3-I dans la fraction insoluble sur le 

signal relatif à LC3-I dans la fraction soluble (I/S) 

(figure 93). Suite au traitement des cellules à 

l’OKA, nous assistons à une augmentation de la 

présence de LC3-I dans la fraction cytoplasmique 

libre, parallèle à sa disparition de la fraction 

insoluble au Triton X-100 (figures 92 et  94) et qui se traduit par une diminution statistiquement 

significative du rapport I/S/
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Figure 93 : Effet de 25 nM d’OKA sur la répartition de 
LC3-I entre fractions soluble (S) et insoluble (I) dans le 
Triton-X-100.



III. INFLUENCE DE LA RAPAMYCINE SUR LA DISTRIBUTION 

DE LC3-I

Quelle est la nature des mécanismes qui conditionnent la distribution de LC3 ? S’agit-il de la 

conséquence d’une déstabilisation du cytosquelette et/ou de l’inhibition de l’autophagie par 

l’OKA ? Afin de déterminer si cette redistribution est dépendante de la mise en route de 

l’autophagie, les cellules ont été pré-traitées par 250 nM de rapamycine pendant 18 heures au bout 

desquelles 25 nM d’OKA sont ou non ajoutés pour 6 heures supplémentaires.

Quand l’autophagie est 

induite par 250 nM  de 

rapamycine (figure 94), la 

détection de LC3-I et de 

LC3-II sont augmentées 

p o u r l e s e x t r a i t s 

protéiques correspondant à 

la fraction insoluble dans 

le Triton X-100. Néanmoins, le rapport I/S relatif à LC3-I demeure inchangé en comparaison avec 

les extraits provenant des cellules contrôles (figure 95). Ce rapport ne rend donc pas compte des 

variations de niveaux protéiques mais de leur présence dans 

l’une ou l’autre des fractions. 

Lorsque 25 nM d’OKA sont ajoutés à des cultures 

pré‑traitées par la rapamycine, le profil de répartition de 

LC3‑I est très proche de celui obtenu pour des cellules 

uniquement exposées à l’OKA. Il en résulte que la sous-

population de LC3-I détectée dans la fraction insoluble dans 

le Triton X-100 pourrait être liée à une activité autophagique 

fonctionnelle, par conséquent, lorsque l’activité autophagique 

est augmentée, la proportion de LC3-I dans cette fraction 

serait  également élevée. Il serait alors probable que la portion 

de LC3-I retrouvée dans la fraction insoluble soit associée 
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Figure 94 : Effet de la rapamycine sur la répartition de LC3-I entre les fractions 
soluble et insoluble au Triton X-100 en présence ou non de 25 nM d’OKA. 
Les western-blot de droite ont été réalisés avec les extraits totaux. 
C : contrôle ; Rap : rapamycine 250 nM.

Figure 95 : Influence de 250 nM de 
rapamycine sur la distribution de LC3-I 
entre les fractions soluble (S) et insoluble 
(I) dans le Triton X-100 (valeur 
normalisée par rapport au contrôle)
Analyse statistique : test T de Student, 
n.s. : non significatif ; * : p<0,05 ; 
*** : p<0,001



aux microtubules et que sa redistribution dans vers la fraction soluble de LC3-I soit due à une 

désorganisation des microtubules. Les protéines associées aux microtubules sont, dans la majorité 

des cas, régulées par phosphorylation. Par conséquent, l’inhibition de la PP2A par l’OKA pourrait 

affecter l’autophagie à différents niveaux. D’une part au niveau des voies de régulation en affectant 

l’état de phosphorylation des différentes kinases impliquées dans ces voies et/ou en agissant sur la 

stabilité du cytosquelette de microtubules directement ou à travers l’inhibition de la 

déphosphorylation de facteurs impliqués dans leur régulation voire directement  celle de LC3 qui est 

une phospho-protéine (Cherra et al., 2010)

L’analyse des extraits protéiques issus du fractionnement cellulaire montre que l’incubation des 

neurones en culture à 25 nM d’OKA provoque une hausse de la détection de LC3-I dans la fraction 

soluble. Afin de vérifier si le changement de localisation de LC3-I est directement dû à des 

modifications de la stabilisation du cytosquelette ou si les effets de l’OKA s’exercent d’une manière 

différente, nous avons traité des cultures primaires neuronales avec du taxol, un agent stabilisateur 

des microtubules extrait de l’if (Taxus brevifolia) ou la vinblastine, qui présente, à l’opposé, un effet 

désorganisateur, le tout en présence ou non d’OKA. 

IV. EFFETS DE LA RAPAMYCINE SUR LES NIVEAUX DE 

PHOSPHORYLATION DE TAU

La MAP tau joue un rôle important dans la stabilisation du cytosquelette à travers sa liaison à la 

tubuline, dépendante de son état de phosphorylation. Certaines substances qui modulent l’état de 

phosphorylation de tau agissent également sur l’activité autophagique telles que le chlorure de 

lithium qui l’induit indépendamment de la voie mTOR (Sarkar et al., 2005) et inversent la 

phosphorylation de tau provoquée par l’OKA (Martin et al., 2011b). C’est également le cas de la 

metformine qui est liée à la déphosphorylation de tau, indépendemment de son effet sur l’AMPK, 

au niveau de sites dépendants de la PP2A (Kickstein et al., 2010). 

Compte-tenu du rôle de tau dans la stabilisation des microtubules et dans la régulation du 

transport axonal d’une part et de l’implication des microtubules dans la régulation de l’autophagie 

d’autre part, nous nous sommes demandés si le blocage de l’autophagie suite à l’inhibition de la 

PP2A pouvait ou non être lié au taux de phosphorylation de tau. 
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Dans un premier temps, nous 

avons analysé en western-blot l’effet 

de la combinaison de lithium et 

d ’ O K A s u r l e s m a r q u e u r s 

a u t o p h a g i q u e s L C 3 e t p 6 2 . 

Parallèlement, nous avons vérifié les 

m o d i f i c a t i o n s d e l ’ é t a t d e 

phosphorylation de tau suite à 

l’application de ces substances (figure 

96).

L’exposition des cellules à 10 mM de 

chlorure de lithium (LiCl) pendant 

6 "h, en conditions basales, diminue 

significativement le rapport LC3-II/

LC3-I dans les cultures primaires 

corticales (1,0 contre 0,8 ±  0,15 ; 

p<0,05). La rapamycine à 250 nM 

(24 "h), induit fortement l’autophagie 

(voir plus haut) et ceci est reflété par 

l’élévation du rapport LC3-II/LC3-I 

(figure 97). Lorsque les cellules sont 

pré-traitées à la rapamycine, l’ajout 

d’OKA provoque une réduction du 

rapport LC3-II/LC3‑I. Ce rapport ne 

diffère significativement pas lorsque 

le LiCl et l’OKA sont utilisés. 

L’OKA ne potentialise donc pas la 

diminution du rapport causée par le 
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Figure 96 : Analyse de la phosphorylation de tau en présence 
de LiCl ou de rapamycine associées ou non à 25 nM d’OKA
Tau global a été détectée à l’aide de l’anticorps T46, tau 
phosphorylée d’AT-8 et tau déphosphorylée de tau-1

Figure 97 : Analyse semi-quantitative de la conversion de LC3-II en 
LC3-I suite à l’exposition de cultures primaires corticales à 25 nM 
d’OKA associés ou non à 10 mM de LiCl ou 250 nM de rapamycine
Analyse statistique : test T de Student, n=3.
n.s. : non-significatif ; * : p>0,05 ; ** : p<0,01 ; *** : p<0,001. 



LiCl. Le lithium est décrit comme une 

substance inductrice de l’autophagie 

dans les cellules de la lignée COS-7 

(Sarkar et al., 2005) et de la lignée 

Neuro-2a (Heiseke et al., 2009). Pour 

expliquer l’effet observé ici, nous 

avons donc exposé les cultures 

primaires corticales au lithium en 

présence ou en absence d’inhibiteurs 

du flux autophagique (20 "µM de 

leupeptine et de pepstatine) (figure 

98). Il n’y a pas de variation de la 

détection de LC3-II en comparaison avec les cellules uniquement exposées à ces inhibiteurs 

lysosomaux suggérant que le lithium agit en tant qu’accélérateur du processus autophagique mais 

pas en tant qu’inducteur dans nos 

conditions d’expérimentation. Des 

expériences complémentaires sont 

nécessaires car ici, les cellules ont 

préalablement incubées avec la 

leupeptine et la pepstatine avant 

l’ajout du lithium. Il serait intéressant 

d’incuber les cellules dans un premier 

temps avec le lithium avant de bloquer 

le flux et de comparer l’ensemble de 

ces résultats avec des conditions pour 

lesquelles l’autophagie a été induite de 

manière certaine (rapamycine).

Concernant les niveaux et l’état 

de phosphorylation de tau, les 

niveaux totaux ont été détectés à 

l’aide de l’anticorps T46 (dont 

l’épitope se situe au niveau de l’extrémité carboxy-terminale) alors que tau-1 nous permet de 

détecter une forme déphosphorylée au niveau des sites S198, S199 et S202. A l’inverse, l’anticorps 
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Figure 98 : Analyse en western-blot de l’effet du LiCl sur 
l’autophagie en présence d’inhibiteurs du flux (leupeptine et 
pepstatine à 20 $M ; LP)

Figure 99 : Modulation des niveaux totaux de tau suite à l’exposition 
de cultures primaires corticales à 25 nM d’OKA associés ou non à 
10 mM de LiCl ou 250 nM de rapamycine
Analyse statistique : test T de Student, n=4.
n.s. : non-significatif ; * : p>0,05 ; ** : p<0,01 ; *** : p<0,001.



« complémentaire » AT8 reconnaît la protéine tau lorsqu’elle est phosphorylée au niveau des sites 

S199 et T205. Ces sites sont régulés par la GSK3! et PP2A (figure 99).

Le lithium, inhibiteur de GSK3!, 

comme déjà montré auparavant 

(Rametti et  al., 2008; Martin et al., 

2011b), induit la déphosphorylation 

de tau, reflétée par l’augmentation du 

signal tau-1 en western-blot (tau-1 sur 

tau global, détecté par T46 ; 1,0 contre 

2,1 ± 0,7 ; p<0,01, respectivement 

pour le contrôle et LiCl, en unités 

arbitraires) (figure 100). Le lithium 

limite les effets de l’OKA sur 

l’élévation du taux de phosphorylation 

de tau par rapport à l’OKA seul. Ceci 

est confirmé par la diminution 

significative du signal correspondant à 

la détection de tau par AT8 (OKA vs. 

Li/OKA : 22,4 ± 4,9 vs. 11,8 ± 6,9 ; 

p< 0,01).

La rapamycine n’agit pas sur les 

niveaux totaux de tau révélés par 

l’anticorps T46 (1,0 contre 1,0 ± 0,3 ; 

p=0,4125, contrôle vs. rapamycine 

250 nM, respectivement, n=4) (figure 

99). Néanmoins, lorsque 25 nM 

d’OKA sont rajoutés pour 6 h de plus 

après 18 h d’exposi t ion à la 

rapamycine, cette substance empêche 

l’élévation des niveaux de tau 

provoqués par l’OKA (1,7 ± 0,6 

contre 0,6 ± 0,3, p<0,01, pour 
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Figure 101 : Effet de l’exposition de cultures primaires corticales à 25 
nM d’OKA associés ou non à 10 mM de LiCl ou 250 nM de 
rapamycine sur la détection du signal lié à AT8 (AT8/T46)
Analyse statistique : test T de Student, n=4.
n.s. : non-significatif ; * : p>0,05 ; ** : p<0,01 ; *** : p<0,001.

Figure 100 : Déphosphorylation de tau (rapport tau-1/ T46) suite à 
l’exposition de cultures primaires corticales à 25 nM d’OKA associés 
ou non à 10 mM de LiCl ou 250 nM de rapamycine
Analyse statistique : test T de Student, n=4.
n.s. : non-significatif ; * : p>0,05 ; ** : p<0,01 ; *** : p<0,001.



respectivement, les cellules traitées à l’OKA et les cellules pré-exposées à la rapamycine avant 

l’ajout d’OKA ; figure 100). De manière surprenante, la rapamycine seule cause une diminution 

significative de l’immuno-réactivité de l’anticorps tau-1 (1,0 contre 0,5 ± 0,2 ; p<0,001 ; contrôle 

vs. rapamycine 250 nM). En parallèle, la rapamycine provoque une élévation non significative du 

signal correspondant à AT-8 (1,0 contre 1,5 ± 1,4 ; contrôle vs. rapamycine, p=0,2414) (figure 101). 

Cependant, cette non significativité peut être due au fait que le signal détectable dans les conditions 

contrôle est trop faible pour pouvoir être reflété par une analyse semi-quantitative. Quand les 

cellules sont exposées à l’OKA pour 6 h, le taux de phosphorylation de tau au niveau des sites 

reconnus par AT-8 est potentialisé (AT-8 sur T46, 1,0 contre 57,2 ± 27,8 ; p<0,05 ; contrôle vs. R/

OKA) (figure 101). L’analyse de l’immuno-réactivité tau-1 ne montre pas quant à elle de différence 

significative (tau-1 sur T46 : 0,1 ± 0,03 vs. 0,1 ± 0,05), peut-être pour les mêmes raisons que 

précédemment, c’est-à-dire un signal trop faible pour que l’analyse semi-quantitative soit pertinente 

dans ce cas (figure 100).

Ce qu ’ i l r e s so r t de ce t t e de rn iè re 

expérimentation est d’une part que le lithium ne 

semble pas induire l’autophagie dans nos 

c o n d i t i o n s m a i s p l u t ô t f a c i l i t e r s o n 

accomplissement. D’autre part, la rapamycine a 

un effet surprenant sur la protéine tau. En effet, 

bien que seule, elle n’induise pas de modifications 

des niveaux globaux de tau, elle présente un effet 

sur sa phosphorylation au niveau de sites 

considérés comme pouvant être liés aux 

conditions pathologiques. 

Lorsqu’elle est associée à l’OKA, inhibiteur 

de la PP2A, la phosphorylation de tau au niveau 

des sites reconnus par AT8 semble être accrue. Ce 

qui soulève la question suivante : comment la 

rapamycine agit-elle sur la phosphorylation de 

tau ? Cette molécule agirait positivement sur l’activité de la PP2A en supprimant celle de mTOR 

(Park et al., 2008). Mais la suppression de l’activation de la voie mTOR lèverait  l’inhibition de la 

voie Akt sur GSK3! (par rétrocontrôle positif), conduisant à la phosphorylation inhibitrice de 
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Figure 102 : Analyse par western-blot des effets 
du lithium et de la rapamycine sur les niveaux de 
phosphorylation de GSK3! et de mTOR en 
présence ou non de 25 nM d’OKA



GSK3! au niveau de S9, substrat de la PP2A in vitro (Sutherland et al., 1993) et dans les cellules 

SH-SY5Y (Lee et al., 2005) (figure 

103). L’effet inhibiteur de la 

rapamycine sur mTOR est confirmé 

p a r l a d i m i n u t i o n d e s a 

phosphorylation en S2448 (figure 

102) . L’ana lyse de l ’ é t a t de 

phosphorylation de GSK3! montre 

que la rapamycine semble réduire le 

taux de phosphorylation au niveau du 

site S9 de GSK3!, ce qui est en 

accord avec des données de la 

littérature (Meske et al., 2008). Par 

conséquent , l ’é lévat ion de la 

phosphorylation de tau au niveau des 

sites reconnus par AT8, régulés par 

GSK3! et  PP2A, signifieraient que l’activité de la GSK3! pourrait primer sur celle de la PP2A dans 

ces conditions. Néanmoins, la rapamycine n’a pas, à notre connaissance, été impliquée dans 

l’augmentation de la phosphorylation de tau (Kickstein et al., 2010; Meske et al., 2008). 

La phosphorylation de tau au niveau du site 12E8 (qui reconnaît  la protéine tau lorsqu’elle est 

phosphorylée en S262 et S356) est sous la dépendance directe de la PP2A. Le site S262 est 

phosphorylé par la protéine kinase MARK2 (Microtubule-Affinity-Regulating Kinase 2) qui est le 

substrat direct de la GSK3! (Kosuga et  al., 2005). Donc indirectement, l’activation de la GSK3! 

pourrait  conduire à la phosphorylation de ce site. Les premiers résultats montrent que la rapamycine 

semble protéger ce site contre une augmentation de la phosphorylation provoquée par l’inhibition 

de la PP2A par l’OKA (figure 102). Ceci suggère qu’ici, l’activité de la PP2A est  en partie 

conservée grâce à l’action de la rapamycine.

En conclusion de cette dernière partie, nous montrons que l’inhibition de la PP2A 

(pharmacologique ou par shRNA) bloque l’autophagie a des stades précoces en amont de la 

maturation autophagosomale. L’autophagie induite par des stress divers pouvant compromettre 

l’intégrité du protéome a été opposée à l’autophagie constitutive avec une fonction plus 

« préventive » dans le cadre du maintien de l’homéostasie cellulaire (Komatsu et al., 2007a). Ce 

Figure 103 : Interconnexions entre les voies mTOR, GSK3!,  PP2A. 
Implications pour la phosphorylation de la protéine tau
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paramètre est crucial pour les cellules sorties du cycle cellulaire telles que les neurones. Dans le 

cadre de notre étude, l’inhibition de la PP2A altère non seulement l’autophagie basale mais aussi 

l’autophagie induite par des stress comme la privation de nutriments (sérum, glucose) directe, 

l’exposition des cellules à la rapamycine, l’induction d’un stress du RE par la tunicamycine ou 

encore l’inhibition du protéasome provoquée par MG132. Ces données impliquent que l’action de 

la PP2A s’exerce sur un évènement commun aux deux versants de l’autophagie. 

La suppression de l’activité de la PP2A conduit à l’activation de la voie mTOR qui régule 

négativement cette voie catabolique. Elle résulte également en l’accumulation intraneuronale 

d’inclusions positives pour p62 et l’ubiquitine, ce qui est  probablement une conséquence de 

l’inhibition de l’autophagie. Ces données concordent avec les travaux de Hara et al., et de Komatsu 

et al., publiés en 2006, précédemment cités et qui montrent que la suppression de l’autophagie dans 

le SNC de souris provoque l’accumulation de ce types d’inclusions positives pour p62 et 

l’ubiquitine (Hara et al., 2006; Komatsu et al., 2006a). 

Nos résultats montrent en outre l’existence de liens entre la diminution de l’activité de la PP2A, 

l’inhibition de l’autophagie et l’accumulation protéique. Ces résultats peuvent être rapportés au 

niveau des pathologies humaines, en particulier à la maladie d’Alzheimer au cours de laquelle 

l’activité de la PP2A est réduite de près de 50%. Le processus autophagique est considérablement 

altéré et des inclusions de protéines ubiquitinylées sont retrouvées dans les neurones de patients 

atteints par cette pathologie (Babu et al., 2005; Komatsu et  Ichimura, 2010; Kuusisto et al., 2008; 

Wooten et al., 2006). 

L’activité de la PP2A est stimulée par la rapamycine à travers l’inhibition de mTOR (Park et al., 

2008). Jusqu’à présent, la PP2A était considérée comme ayant une activité permissive sur 

l’autophagie mais aucune donnée, à notre connaissance, ne l’impliquait directement dans les voies 

de signalisations autophagiques mammaliennes. Dans notre étude, l’utilisation de la rapamycine ne 

suffit cependant pas à inverser la diminution de l’activité autophagique causée par l’OKA indiquant 

que la rapamycine et l’OKA agiraient de façon non compétitive sur la voie mTOR ; la première 

substance inhibant directement mTOR via son interaction avec FKBP12, la seconde en levant une 

rétro-inhibition via la suppression de la PP2A. Une autre possibilité est que la PP2A puisse agir en 

aval de mTOR au cours du processus autophagique et l’inhibition de la PP2A constituerait une sorte 

de mécanisme de rétroaction positif sur mTOR (figure 104, 1-). Cette dernière hypothèse est 

soutenue par les travaux de Liu et al., montrant que des perturbations de l’axe PP2A/MID1 affectent 
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la signalisation mTOR (Liu et al., 2011b). Des niveaux accrus de la PP2AC causés par une 

inhibition du SUP conduisent à la dissociation du complexe mTOR/Raptor. Au sujet de l’activation 

de l’AMPK suite à l’exposition des cellules par l’OKA, il existe trois explications possibles : 

l’AMPK régulerait négativement l’autophagie dans les neurones, l’activation de mTOR serait 

prioritaire sur l’AMPK dans la mesure où ces deux protéines sont les substrats directs de PP2A, 

enfin, l’activation de mTOR est trop robuste en comparaison avec l’activation de l’AMPK et donc 

s’imposerait sur la régulation de l’autophagie (figure 104, 1-).
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Figure 104 : Régulation de l’autophagie par PP2A et effets de l’OKA: hypothèses
1- Suite à l’inhibition de PP2A par l’OKA, nous assistons à une activation de mTOR et de l’AMPK. 
L’OKA lèverait donc une boucle de régulation négative de la PP2A sur mTOR. AMPK est activée suite à 
l’inhibition de la PP2A par l’OKA, mais la signification de cette activation doit être identifiée.
2- Des phosphoprotéines importantes pour l’initiation de l’autophagie comme celles du complexe ULK/
mAtg13/FIP200/Atg101 placées en aval de la régulation mTOR pourraient constituer les substrats de 
PP2A. Ainsi, l’inhibition de la PP2A par l’OKA empêche le retrait des phosphorylations inhibitrices pour 
ce complexe.
3- LC3, substrat de la PKA et de la PKC est elle-même régulée négativement par phosphorylation. La 
levée de cette inhibition pourrait être due à l’action de la PP2A.
4- PP2A régule la dynamique des microtubules en déphosphorylant des MAP telles que la protéine tau. 
L’OKA pourrait inhiber indirectement l’autophagie en provoquant une désorganisation des microtubules 
structure importante pour le processus autophagique.
5- Des résultats préliminaires par co-immunoprécipitation obtenus au laboratoire montrent que LC3 et 
tau peuvent être associées dans les neurones. Il est possible qu’une telle interaction soit régulée par 
phosphorylation et influe sur la conduite de l’autophagie.



Il est notoire que l’inhibition de la PP2A par l’OKA induit  la neurodégénérescence à la fois in 

vitro et in vivo. L’induction de l’autophagie (dans la majorité des cas par la rapamycine) est 

neuroprotectrice dans un certain nombre de modèles (Ravikumar et al., 2004; 2006; Berger et  al., 

2006; Young et La Spada, 2009). Néanmoins, il demeure à préciser si l’inhibition de l’autophagie 

par la suppression de l’activité de la PP2A est la cause ou non de la formation des inclusions et de la 

perte neuronale. Dans notre modèle, l’action de la rapamycine n’est pas suffisante pour empêcher la 

survenue de l’apoptose liée à l’OKA ce qui suggère que PP2A agisse en aval de mTOR. Il serait 

intéressant alors d’envisager l’utilisation d’inducteurs de l’autophagie dont le mécanisme d’action 

est indépendant de mTOR.

Une implication de la PP2A, indépendamment de mTOR, dans la régulation de la 

phosphorylation de protéines importantes pour la conduite du processus autophagique doit aussi 

être considérée (figure 104, 2-). En ce sens, les phosphorylations de LC3 par la PKC (Jiang et al., 

2010) ou par la PKA (Cherra et al., 2010) sont inhibitrices. Puisque la PP2A est impliquée dans la 

déphosphorylation de nombreux substrats au sein de la cellule, il serait  intéressant de déterminer si 

LC3 constitue l’un de des substrats de cette phosphatase majeure et en quelle mesure la 

phosphorylation de LC3 affecte l’autophagie neuronale dans notre modèle cellulaire. Par exemple si 

cette phosphorylation bloque la conjugaison de LC3 à la PE au cours de la formation du 

phagosphore (figure 104, 3-). Si c’est le cas, cela permettrait d’expliquer la diminution du taux de 

conversion de LC3-I en LC3-II et l’augmentation de la forme cytosolique de LC3 observée in situ 

lorsque l’activité de la PP2A est inhibée. 

Une autre possibilité réside dans le fait que la phosphorylation de LC3 puisse potentiellement 

bloquer son interaction avec d’autres protéines et/ou avec les microtubules. En ce sens, le rôle de la 

PP2A dans la régulation de la phosphoryation de LC3 et l’impact de cette dernière sur l’autophagie 

doivent être étudiés (figure 104,4-). 

Les microtubules sont  impliqués à tous les niveaux du processus autophagique, depuis son 

initiation jusqu’aux étapes finales de fusion des vésicules autophagiques avec les lysosomes (Di 

Bartolomeo et al., 2010b; Köchl et al., 2006; Fass et al., 2006; Xie et al., 2010; Geeraert et al., 

2010). Par ailleurs, les microtubules constituent un composant essentiel du cytosquelette neuronal 

maintenant la polarité de ces cellules à travers leur stabilisation par les MAP (Perez et al., 2009). Un 

accroissement de la phosphorylation des MAP (pouvant résulter de l’inactivation de la PP2A) 

empêche leur liaison aux microtubules et conduit à la déstabilisation du cytosquelette neuronal. 
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Dans les neurones, LC3-I est redistribué depuis les neurites vers le péricaryon et la biogenèse 

autophagosomale semble avoir principalement lieu au niveau du compartiment synaptique (Nixon, 

2007). Il est alors possible qu’en conditions de déstabilisation du cytosquelette de microtubule dans 

les neurones, LC3-I s’accumule dans le cytosol, au niveau du soma et  que la biogenèse 

autophagosomale soit ainsi indirectement bloquée. Il est  important de vérifier ce point dans notre 

modèle cellulaire. 

Le groupe de R. Nixon a montré que les cerveaux de patients atteints par la maladie 

d’Alzheimer présentaient une accumulation importante de vésicules autophagiques immatures et 

plus particulièrement dans les neurites dystrophiques (Nixon et al., 2005). Il a donc été suggéré que 

cette accumulation massive résulterait d’un blocage du transport antérograde, dépendant des 

microtubules, prévenant ainsi la maturation autophagosomale et interférant avec la fonction 

neuroprotectrice de l’autophagie (Nixon et  al., 2005). Dans notre modèle, plutôt qu’une 

accumulation de vésicules autophagiques, nous observons une diminution de leur nombre. 

Cependant, nos quantifications ont été réalisées dans le péricaryon du fait de la haute densité des 

cultures et de la présence d’un réseau neuritique hautement développé gênant la détection des 

autophagosomes dans les neurites, ce qui peut éventuellement fausser nos conclusions. Une autre 

hypothèse envisageable est que l’accumulation des autophagosomes observés dans les cerveaux de 

patients atteints par la maladie d’Alzheimer soit la résultante d’une inhibition à long terme de 

l’autophagie. Ce fait est  impossible à tester dans notre modèle in vitro puisque l’inactivation à long 

terme de la PP2A est fortement toxique pour les neurones en culture. Il est  à noter enfin que l’OKA, 

couramment utilisé pour mimer certaines caractéristiques de la pathologie de tau au cours de la 

maladie d’Alzheimer se révèle aussi intéressant compte-tenu de son effet sur l’autophagie.

En conclusion, en dépit  des nombreuses actions connues de la PP2A dans la signalisation 

cellulaire, les liens entre PP2A et régulation de l’autophagie restent flous. Cependant, nous 

montrons ici, qu’in vitro, la suppression de l’activité de la PP2A conduit à une inhibition de 

l’autophagie, associée à une perte neuronale et à la formation d’inclusions positives pour p62 et 

l’ubiquitine. Ceci met en évidence l’existence d’un lien entre la diminution de la quantité et de 

l’activité de PP2A observée au cours de la maladie d’Alzheimer avec la pathologie autophagique et 

la formation d’agrégats protéiques intraneuronaux. 

Le travail présenté dans cette troisième partie a fait l’objet d’une présentation sous forme de 

poster à la 68th Harden conference qui s’est tenue à Cirencester (Angleterre) en septembre 2010. 
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Un manuscrit portant sur ces résultats a été soumis pour publication dans le journal Neurobiolgy of 

Aging en juillet 2010. Nous sommes actuellement en attente de la réponse des relecteurs.
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Discussion générale, 
conclusions et perspectives
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Les travaux réalisés au cours de cette thèse ont principalement porté sur la caractérisation de 

l’autophagie dans les cellules du SNC et sur les différences pouvant  exister entre la conduite et la 

régulation de ce processus catabolique dans les neurones en comparaison avec d’autres types 

cellulaires du SNC. Ainsi, au cours de la première partie de ce travail, nous nous sommes attachés à 

comparer les niveaux d’activité autophagique dans les neurones dans les cultures corticales à 

d’autres types cellulaires présents dans ce modèle (cellules gliales). 

Ainsi, la détection des vésicules autophagiques dans les neurones s’est avérée particulièrement 

difficile in situ. Ces organites sont retrouvées en plus grande quantité dans les cellules négatives 

pour la protéine tau, utilisée alors en tant que marqueur neuronal. Le pendant de ce test, utilisant la 

GFAP en tant que marqueur astrocytaire, révèle que les cellules gliales constituent la population 

cellulaire majoritaire en dehors des neurones dans notre modèle. Suite à l’induction de l’autophagie 

par la rapamycine, une élévation de la détection des marqueurs a été observée à la fois dans des 

cultures corticales primaires enrichies en neurones et dans des cultures enrichies en astrocytes. Cela 

permet, d’exclure la possibilité d’une déficience de la machinerie autophagique dans les neurones. 

A partir de là, plusieurs hypothèses en relation avec ces observations et avec les données de la 

littérature étaient possibles :

- l’autophagie basale neuronale est très faible, expliquant la difficulté à détecter les organites 

caractéristiques de ce processus (Mizushima et al., 2004; Yue et al., 2008) ;

- le flux autophagique serait plus efficace dans les neurones, ce qui implique un turn-over 

rapide du marqueur autophagosomal LC3 et  donc une détection plus difficile de celui-ci 

(Boland et al., 2008).

La comparaison en western-blot des signaux détectés pour LC3 en conditions basales dans des 

cultures enrichies en neurones par rapport à des cultures enrichies en astrocytes confirme ces 

observations avec un niveau de détection de LC3-II plus faible dans les cultures neuronales. En 

outre, l’analyse semi-quantitative montre que dans les cultures enrichies en neurones, les niveaux 

autophagiques sont induits de façon plus importante par rapport  à ce qui a été observé dans le cas 

des cultures enrichies en astrocytes. Donc les potentialités d’induction de l’autophagie pourraient 

être plus élevées dans les neurones. Cela peut s’expliquer par le fait que l’autophagie basale étant 

plus faible, la réponse des neurones à une induction de l’autophagie apparaît comme étant de plus 

grande amplitude. La signification de cette différence est sujette à caution compte-tenu du fait que 

les neurones et les astrocytes sont des cellules métaboliquement très différentes.
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Suite à l’inhibition du flux autophagique, la détection significativement plus importante de 

LC3‑II par rapport aux contrôles montre que le flux autophagique basal est effectivement efficace 

dans les cultures primaires enrichies en neurones. Cette observation nécessite cependant d’être 

complétée par l’utilisation des inhibiteurs de flux dans des cultures primaires enrichies en astrocytes 

en conditions basales et d’induction de l’autophagie. 

Par ailleurs, l’autophagie est effectivement induite suite à l’exposition des cultures corticales 

primaires enrichies en neurones à la rapamycine. Il existe une différence de la détection de p62 en 

fonction des inhibiteurs lysosomaux utilisés, plus élevée dans les conditions traitées par la 

bafilomycine alors que les inhibiteurs des cathepsines sont plus efficaces sur l’élévation de LC3-II. 

Une interprétation possible serait que la bafilomycine agirait plus rapidement (et/ou plus 

efficacement) sur l’inhibition de la maturation autophagosomale en comparaison avec la 

combinaison de la leupeptine et de la pepstatine. Les neurones seraient particulièrement sensibles à 

ce type de défaillance, ce qui conduirait rapidement à la mort neuronale. Ceci pourrait expliquer la 

toxicité si importante de ce composé dans nos cultures. Par ailleurs, la bafilomycine ne bloque pas 

uniquement la maturation autophagosomale, mais agit aussi efficacement sur les voies endosomales 

(Klionsky et al., 2008), compartiment neuronal particulièrement important, s’ajoutant au stress dû 

au défaut de l’autophagie. En comparaison, la leupeptine et la pepstatine, n’agissent pas sur 

l’acidification vacuolaire mais uniquement sur la dégradation en inhibant les cathepsines impliquant 

une action plus tardive. En outre, les travaux portant sur le rôle des présénilines sur la maturation 

autophagique mettent en lumière l’importance de l’acidification des voies de maturation 

autophagiques, puisque la suppression de leur fonction va affecter l’adressage et la fonction 

subséquente des pompes à protons vacuolaires (Esselens et al., 2004; Lee et al., 2010a; Neely et al., 

2011; Neely et Green, 2011). Les conséquences de cette suppression sont particulièrement délétères 

pour les neurones (Lee et al., 2011). Ces données sont  importantes pour la compréhension des 

mécanismes de pathogenèse des PND et dans le cas de la maladie d’Alzheimer où, de façon 

intéressante, des mutations des présénilines sont impliquées dans la majorité des formes familiales. 

Ces constations sont également informatives sur les raisons de la plus forte vulnérabilité des 

neurones aux stress. Cette caractéristique est certainement propre aux cellules post-mitotiques 

puisque des anomalies de l’autophagie dans les hépatocytes sont également à l’origine de la 

formation d’inclusions protéiques et d’une dégénérescence tissulaire (Komatsu et al., 2005b). De 

même que les tissus les plus souvent atteints chez les personnes porteuses de pathologies de 

surcharge lysosomales sont les tissus nerveux et musculaires (Eskelinen et al., 2002; Eskelinen, 
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2006). Cependant, les hépatocytes sont des cellules dont la fonction physiologique nécessite une 

activité autophagique élevée. Ce niveau basal relativement haut dans ces cellules pourrait permettre 

de ralentir les effets de l’âge dans le foie.

Les neurones étant dépendants des cellules gliales, il est possible qu’en conditions de stress, 

l’induction de l’autophagie ait lieu de façon primaire dans ces dernières. Les cellules gliales 

fourniraient ainsi les éléments nécessaires au maintien de l’homéostasie neuronale. Ceci 

expliquerait qu’il soit difficile in vivo d’induire l’autophagie dans les neurones par le jeûne. La 

participation des cellules gliales dans le maintien de l’homéostasie neuronale à travers l’induction 

de leur propre mécanisme d’autophagie peut être analysé in vitro par l’utilisation de cultures 

primaires corticales différentielles mettant en présence des astrocytes et des neurones provenant de 

souris de génotypes distincts (un type cellulaire compétent pour l’autophagie et l’autre non) et 

d’analyser la résistance des deux types cellulaires suite à l’induction de stress de natures diverses. 

Par ailleurs, in vitro, l’utilisation de souris GFP-LC3 constituerait  un outil intéressant pour la 

comparaison des niveaux autophagiques entre les différents types cellulaires du SNC.

Une autre question importante nécessitant d’être résolue concerne la complémentarité entre 

autophagie spécifique, constitutive et autophagie adaptative. Est-ce que ces deux formes sont si 

distinctes que le déclin de la première avec l’âge puisse induire une sur-activation compensatoire de 

l’autre ? Est-ce que ces deux formes présentent  la même efficacité dans les mécanismes de prise en 

charge des substrats ? En effet, si l’efficacité (en terme de sélectivité) de l’autophagie induite est 

moindre que celle de l’autophagie basale, ceci pourrait expliquer qu’en conditions pathologiques, 

une induction de l’autophagie trop importante soit délétère pour les cellules.

Enfin, il est à noter une l’élévation du taux de détection de tau en western-blot en présence de 

leupeptine et de pepstatine en conditions basales et lorsque les cellules ont été exposées à la 

rapamycine. Avec la bafilomycine, à l’inverse, le signal est beaucoup plus faible ce qui peut, dans 

ce cas s’expliquer par la toxicité de la substance pour les neurones, ce qui est particulièrement bien 

visible in situ en utilisant la technique d’immunofluorescence où l’on peut constater la perte de la 

majorité des neurones. L’augmentation de la présence de tau pourrait signifier que tau est 

constitutivement un substrat des voies de dégradation lysosomales. Tau présente en effet deux 

motifs pentapeptidiques de type KFERQ (Wang et al., 2009). De manière intéressante, la mutation 

de la séquence codant l’un de ces motifs est reliée à une forme familiale de tauopathie (mutation 

P301L). Dans un modèle de lignée cellulaire, cette mutation perturbe profondément le 
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fonctionnement de la voie CMA, entraînant une induction compensatoire de la macroautophagie 

(Wang et al., 2010b; c).

En résumé, dans notre modèle cellulaire, l’activité autophagique constitutive neuronale est 

apparemment plus basse en comparaison avec d’autres types cellulaires du tissu cérébral, et le flux 

semble y être plutôt efficace, ce qui est  en accord avec les données de la littérature (Boland et al., 

2008). 

L’autophagie est considérée comme étant un mécanisme neuroprotecteur fondamental. De 

nombreuses études mettent en avant cet aspect. En effet, l’induction de l’autophagie dans un grand 

nombre de modèles cellulaires et animaux de PND se montre bénéfique et ralentit la progression de 

la maladie (Berger et al., 2005; 2006; Ravikumar et  al., 2002; Rideout et al., 2004; Williams et al., 

2006). Par conséquent, l’identification de substances inductrices de l’autophagie dans les neurones 

dans le but d’élaborer des stratégies de neuroprotection est un point crucial. Dans ce but, nous 

avons étudié les effets de l’AmB (Fungizone ®), une substance antifongique sur l’autophagie dans 

différents modèles cellulaires. L’AmB présentait l’avantage d’être déjà utilisée en thérapeutique 

animale et humaine et ses effets secondaires sont bien caractérisés. D’autre part, un analogue de 

cette molécule, la nystatine, a été montrée comme pouvant  induire l’autophagie dans des 

fibroblastes murins et humains en culture (Cheng et al., 2006). Les résultats obtenus montrent qu’en 

effet, l’AmB est une substance inductrice d’autophagie dans la lignée cellulaire COS-7 sans en 

affecter la viabilité. Dans nos expérimentations, l’AmB a été utilisée à des concentrations comprises 

entre 0,5 et 1,5 #g/mL soit une gamme de concentration très proche de celle utilisée en culture 

cellulaire, en routine, pour prévenir les contaminations d’origine fongique (les doses alors utilisées 

variant entre 0,25 et 2,5 #g/mL en fonction des protocoles). Aussi, lorsque les cultures cellulaires 

sont destinées à l’étude du processus autophagique, l’utilisation de l’AmB devrait être évitée pour 

ne pas biaiser les résultats. 

Dans les cultures primaires de neurones corticaux, les effets de l’AmB sur l’induction de la voie 

autophagique sont plus modérés, les seuls résultats significatifs étant  obtenus en conditions 

d’inhibition du flux par la bafilomycine. Dans la première partie de notre travail, nous avons utilisé 

la rapamycine pour activer l’autophagie dans les cultures primaires corticales. Cette substance est 

couramment utilisée dans divers types cellulaires à cet effet soulignant « l’universalité » de son 

mode d’action. Dans le cas de l’amphotéricine B, cette différence d’effet  entre les lignées cellulaires 

et les cultures neuronales met en évidence l’existence possible d’une divergence dans la régulation 
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autophagique dans les neurones. Par conséquent, il est nécessaire de déterminer les modalités de 

l’induction de l’autophagie en réponse à l’AmB. Nos résultats suggèrent que l’AmB pourrait agir 

sur l’autophagie en activant la voie de l’AMPK (ces résultats doivent cependant être répétés). 

Cependant, l’AmB conduit également à l’activation de la voie mTOR. Dans ce premier cas, les 

rôles distincts de ces voies et leur implication dans l’induction de l’autophagie peut  être vérifiés en 

combinant des molécules agissant sur l’une ou l’autre de ces voies (les composés C, AICAR et 

phenformine pour étudier les rôles des voies de l’AMPK et la rapamycine pour l’analyse de 

l’implication de la voie mTOR). Ces études pourront être complétées en utilisant des outils 

moléculaires (si/shRNA).

L’AmB est une substance qui provoque une augmentation de la concentration cytosolique de 

calcium. Or cet ion a un rôle inducteur connu pour la voie autophagique. Son action peut être 

dépendante ou non de l’activation de l’AMPK (Høyer-Hansen et al., 2007; Grotemeier et al., 2010). 

Afin de tester cette hypothèse, l’association de chélateurs du calcium ou de substances telles que la 

thapsigargine avec l’AmB constituerait un moyen simple de vérifier cette hypothèse.

L’activité fongicide de l’AmB réside dans sa capacité à former des complexes avec le 

cholestérol membranaire conduisant ainsi à sa séquestration. Or certaines maladies de surcharge 

lysosomale (maladie de Niemann-Pick) et PND (maladie d’Alzheimer) sont associées à des 

dérégulations de l’homéostasie du cholestérol. Dans le cas de la maladie d’Alzheimer, alors que 

l’hypercholestérolémie est associé à une augmentation des risques de développer la pathologie 

(Pappolla et al., 2003), il a été montré que des substances (statines) utilisées pour lutter contre 

l’hyperlipidémie diminuaient les risques de survenue de démence (Jick et al., 2000). L’activité des 

enzymes responsables de la production de peptide A!, est  dépendante du contenu en cholestérol des 

membranes (Wolozin, 2004). L’activité de la !-sécrétase BACE, localisée au niveau des rafts 

lipidiques où elle est active. L’augmentation de la concentration du cholestérol au niveau 

membranaire facilite la prise en charge de l’APP par BACE en permettant leur concentration au 

niveau des rafts (Cordy  et al., 2003). D’autre part, les taux de présence de la protéine NPC1, 

impliquée dans le trafic intracellulaire du cholestérol est anormal dans le cortex frontal et la région 

CA1 de l’hippocampe dans les cerveaux de patients atteints par la maladie d’Alzheimer. Cette 

anomalie, retrouvée dans les modèles murins APP et APP/PS1 conduit à une augmentation de la 

concentration du cholestérol membranaire lysosomal (Kågedal et al., 2010). Ceci est impliqué dans 

l’inhibition des processus de fusion membranaires du compartiement endo-lysosomal (Fraldi et al., 

2010) et dans la perturbation de l’autophagie neuronale (Liao et al., 2007). De plus de hautes 
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concentrations membranaires de cholestérol sont associées à une plus grande toxicité du peptide A! 

(Abramov et  al., 2011). Il serait donc intéressant d’étudier si des substances permettant de réguler 

les taux de cholestérol membranaire telles que les statines peuvent également avoir un effet sur 

l’autophagie et  un effet protecteur pour les neurones envers des stress toxiques tels que l’exposition 

des cellules au peptide A! in vitro ou s’ils améliorent  le phénotype de souris modèles de PND telles 

que les souris APP ou APP/PS1.

Enfin, un autre aspect à souligner concernant les travaux réalisés à partir de l’AmB serait  de 

confirmer son effet inducteur sur la CMA. En effet, peu de substances sont connues pour induire 

cette voie catabolique spécifique dont le blocage est associé à la survenue de PND telles que la 

maladie de Parkinson et la maladie d’Alzheimer. Dans ce cas, le mode d’action le plus probable de 

la substance serait du à sa capacité à séquestrer le cholestérol. La désorganisation des 

microdomaines membranaires riches en cholestérol en résultant  empêchant le clivage et la 

dégradation de LAMP-2A. Cette hypothèse nécessite d’être vérifiée par des techniques d’imagerie 

basée sur le marquage de ces rafts lipidiques par la toxine cholérique B couplée à un fluorochrome.

Dans une troisième partie, nous avons mis en évidence que la PP2A, protéine phosphatase 

majeure dans le SNC et dont  l’activité est réduite dans les cerveaux de patents atteints par la 

maladie d’Alzheimer fonctionnait dans la régulation de l’autophagie neuronale. L’inhibition 

pharmacologique de la PP2A par l’OKA ou la suppression de son activité en utilisant un shRNA 

ciblant sa sous-unité catalytique conduit à un blocage de l’autophagie associé à la formations 

d’inclusions intraneuronales positives pour p62 et l’ubiquitine et à une perte cellulaire comme en 

témoigne la toxicité de l’OKA. Ces inclusions peuvent d’autre part également être associées à la 

protéine tau. En ce sens des expériences de co-immunoprécipitation (données non présentées ici) 

montrent que les protéines tau et p62 peuvent être associées dans ces conditions.

L’inhibition de l’autophagie suite à l’inactivation de la PP2A a lieu en amont des étapes de 

maturation autophagosomale puisque la réduction de la lipidation de LC3 est également observée en 

conditions d’inhibition du flux autophagique. L’autophagie basale comme l’autophagie induite, quel 

que soit le stress inducteur (inhibition de mTOR, stress du RE et inhibition du protéasome) sont 

affectées, ce qui signifie que la régulation de l’autophagie par PP2A s’exerce sur un mécanisme 

commun à l’autophagie spécifique et  à la forme adaptative (PP2A n’agirait donc pas sur la 

séquestration du substrat au sein des autophagosomes). 
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L’inhibition de la PP2A conduit à l’activation des voies mTOR et AMPK comme le prouvent les 

augmentations du taux de phosphorylation de ces deux kinases et celles de leurs substrats respectifs 

P70S6K et l’AMPK. Aussi plusieurs hypothèses ont été émises au sujet d’un rôle potentiel de la 

PP2A à ce niveau de la régulation autophagique.

Premièrement, PP2A a pour substrats (directs ou non) mTOR et l’AMPK. En conditions 

d’inhibition de la PP2A par l’OKA ou par suppression de l’expression de sa sous-unité catalytique 

par shRNA, l’activation de la voie mTOR en résultant serait prépondérante sur celle de l’AMPK. 

Un substrat commun à ces deux voies et indispensable pour l’induction de l’autophagie est ULK1. 

Il serait donc utile d’analyser son état d’activation après inhibition de la PP2A en présence ou non 

d’inhibiteurs de l’une ou l’autre voie (rapamycine, composé C). Une approche moléculaire serait 

également un outil intéressant dans ces conditions. D’autre part l’utilisation d’activateurs de 

l’AMPK permettrait d’identifier le rôle réel de cette kinase dans la signalisation autophagique 

neuronale. En ce sens une expérience préliminaire 

menée dans notre modèle cellulaire en utilisant 

deux concentrations d’AICAR (Aminoimidazole 

Carboxamide Ribonucleotide) : 1 et 3 mM 

pendant 6 et 72 h en présence ou non de 50 nM de 

bafilomycine (6 h uniquement compte-tenu de la 

toxicité de cette substance) conduit à une 

réduction de la détection de LC3-II associée à une 

élévation de p62 dans la condition 72 h (figure 

103). Cet effet est associé à l’activation de 

l’AMPK reflétée par une hausse du signal 

correspondant aux formes phosphorylées de 

l’AMPK et de l’ACC suggérant que l’AICAR 

inhiberait l’autophagie. 

Jusqu’à aujourd’hui l’activité de la PP2A était considérée comme permissive pour l’autophagie. 

Chez la levure, l’association de la PP2A à Tap42 est inhibitrice pour l’autophagie (Yorimitsu et al., 

2009). Chez les mammifères, l’homologue de Tap42, "4 s’associe à PP2AC et constitue une sous-

unité régulatrice non-canonique de la PP2A. "4 permet l’interaction du pool de la PP2AC lié aux 

microtubules d’interagir avec l’ubiquitine ligase MID1 et de permettre sa dégradation. Il a été 

récemment montré que des perturbations de la voie PP2A/MID1 affectait la signalisation liée à 
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1 et 3 mM sur les marqueurs de l’autophagie dans des 
cultures primaires neuronales enrichies en neurones



mTOR : la mutation de MID1 provoque une élévation des niveaux de la PP2A et il s’en suit une 

dissociation du complexe mTOR/raptor (Liu et al., 2011b). La rapamycine, inhibiteur de mTOR et 

inducteur puissant de l’autophagie provoque la dissociation de la PP2AC d’avec "4 (Kickstein et 

al., 2010) (figure 104, 1-).

Ensuite, PP2A, qui a de nombreux substrats, pourrait  également déphosphoryler des protéines 

indispensables pour la signalisation et le déclenchement autophagiques, en aval des voies mTOR et 

AMPK (ULK1, mAtg13,…) (figure 104, 2-). 

Dans ce contexte, il est  intéressant de noter que la protéine MAP-LC3, indispensable au 

processus d’expansion du phagophore peut être phosphorylée au niveau de deux sites, dont l’un, en 

S12 est le substrat  de la PKC. Cette phosphorylation est inhibitrice pour l’autophagie (Cherra et al., 

2010). Par conséquent si LC3 est  le substrat de la PP2A, l’inhibition de cette phosphatase conduirait 

au maintien de LC3 sous une forme phosphorylée inhibitrice et  si c’est le cas, comment se traduit 

l’effet de cette phosphorylation ? Cette phosphorylation pourrait empêcher la conjugaison de LC3 

en jouant sur l’association ou la dissociation de cette protéine d’avec d’autres facteurs protéiques. 

PP2A peut aussi avoir pour substrats ces facteurs d’interactions et intervenir ainsi indirectement sur 

LC3 (figure 104, 3-).

LC3 appartient à la famille des MAP et  peut s’associer aux microtubules. Les MAP régulent la 

stabilité de ces éléments du cytosquelette, jouant ainsi un rôle essentiel dans l’homéostasie 

neuronale en permettant le maintien de la polarité de ces cellules et l’existence de mécanismes de 

transport efficaces. L’interaction des MAP avec les microtubules est régulée par phosphorylation. 

La protéine MAP tau joue un rôle important dans la régulation de la stabilité neuronale. En cas 

d’inactivation de la PP2A tau est hyperphosphorylée et les microtubules sont désorganisés. Or les 

microtubules sont essentiels pour l’accomplissement de l’autophagie puisqu’ils ont été impliqués 

aussi bien dans les processus de signalisation, qu’au cours de la maturation autophagosomale 

(processus de transport et de fusion) (Fass et al., 2006; Köchl et al., 2006; Di Bartolomeo et al., 

2010b; Fimia et al., 2011; Geeraert et al., 2010; Xie et al., 2010). Par ailleurs, il a été montré qu’une 

MAP ubiquiste : MAP1S interagissait avec LC3 et permettait son recrutement au niveau des 

microtubules ainsi que celui des mitochondries jouant ainsi un rôle essentiel dans la biogenèse et la 

dégradation autophagosomale et  en particulier au cours de la mitophagie (Xie et al., 2011). Il est 

possible que la destabilisation du cytosquelette causée par la PP2A et la perte de l’interaction 

(qu’elle soit directe ou non) avec les microtubules empêche la mobilisation de LC3-I et  son 
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transport à travers la cellule dans le cadre de la lise en place de la membrane d’isolement (figure 

104, 4-).

Dans notre étude, l’inactivation de la PP2A conduit à des modifications de la distribution 

cellulaire de la forme libre cytosolique de LC3, qui passe d’une fraction insoluble dans le Triton 

X-100 contenant le cytosquelette, les noyaux et les inclusions protéiques vers une fraction soluble 

contenant les protéines cytoplasmiques solubles. La rapamycine ne change par les rapports de 

répartitions de LC3-I mais la quantité de LC3-I détectée dans la fraction insoluble est augmentée. 

Ces résultats suggèrent qu’il est nécessaire que LC3-I se situent dans la fraction insoluble pour que 

l’autophagie soit fonctionnelle. Il est possible que cette population liée de LC3-I soit en fait 

associée de manière directe ou non avec les microtubules. Cette population pourrait être rapidement 

mobilisable en cas d’induction de l’autophagie. En cas d’inactivation de la PP2A, nous assistons à 

une diminution de la quantité de LC3-I présente dans la fraction insoluble en faveur de la 

population soluble dans le Triton X-100. Ceci pourrait former une sorte de mécanisme de 

séquestration de la forme LC3-I qui ne serait plus aussi facilement mobilisable pour participer au 

processus autophagique. En ce sens, nous sommes en train de caractériser les facteurs 

d’interagissant avec LC3-I par des expériences de co-immunoprécipitations. Les résultats 

préliminaires nous ont permis d’identifier la tubuline et la protéine tau comme partenaire 

d’interaction avec la forme LC3-I. L’interaction, probablement directe entre la partie carboxy-

terminale de tau et  la partie amino‑terminale de LC3-I, est supprimée en conditions d’inactivation 

de la PP2A. Ces données suggèrent un rôle pour la protéine tau, protéine essentiellement neuronale, 

dans la conduite du processus autophagique (figure 104, 5-). La suite du travail va consister en la 

caractérisation des modalités d’interaction entre tau et LC3. A partir d’expériences de mutagenèse 

dirigée, nous allons chercher à déterminer si la formation de ce complexe est  régulée par 

phosphorylation. Il sera également intéressant d’étudier le mécanisme de l’autophagie dans des 

souris KO pour la protéine tau et d’établir si elles présentent une résistance au stress différente par 

rapport à des souris de phénotype sauvage. Par hybridation avec des souris pour lesquelles 

l’autophagie a été supprimée dans le SNC (souris Atg5 nest/flox), il serait  intéressant de voir comment 

évolue les neurones au cours du vieillissement dans des souris KO pour tau et  pour lesquelles 

l’autophagie n’est pas fonctionnelle dans le SNC.

Le chlorure de lithium est une molécule qui a d’une part été montrée, de par son action sur 

l’inhibition de la GSK3! réduisait les niveaux globaux de la protéine tau et inversait l’action de 

l’OKA sur les taux de phosphorylation de la protéine tau (Martin et al., 2011b). D’autre part, en 
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inhibant l’inositol monophosphatase induit l’autophagie indépendamment de la voie mTOR dans les 

COS-7(Sarkar et al., 2005) et dans des cultures de fibroblastes (Sarkar et al., 2008). Nous avons 

donc étudié l’effet  du lithium sur l’activité autophagique dans les cultures primaires corticales 

enrichies en neurones. Bien que le lithium ne semble pas induire l’activité autophagique dans ce 

modèle, les données obtenues plaident en faveur d’une accélération du flux autophagique. Ces 

données doivent être vérifiées en modifiant les modalités d’exposition des cellules au lithium et aux 

inhibiteurs de flux autophagique. Afin de contrôler l’effet du lithium sur nos cultures à travers 

l’analyse par western-blot de l’état de phosphorylation de tau, nous avons observé une hausse du 

signal correspondant à la détection de tau par l’anticorps phospho-dépendant AT8 lorsque les 

cellules étaient exposées à la rapamycine, les niveaux globaux de tau n’étant quant à eux pas 

affectés. Ceci s’accompagne par une diminution du signal correspondant à l’anticorps tau-1, 

complémentaire de AT8. Le pré-traitement des cellules par la rapamycine avant l’inhibition de la 

PP2A par l’OKA potentialise la phosphorylation de tau au niveau des sites détectés par AT8. 

L’activité de mTOR conduit à l’inhibition de la GSK3! à travers une rétroaction positive sur la voie 

Akt. GSK3! est  un substrat de la PP2A qui peut lever la phosphorylation inhibitrice de GSK3! en 

position S9. Par conséquent, l’action de la rapamycine, inhibitrice pour mTOR favorise l’action de 

GSK3! en permettant la levée de son inhibition et également permettre l’activation de la PP2A. 

Dans nos conditions, il est  probable qu’au regard de la phosphorylation de tau, l’activation de la 

GSK3! soit prioritaire sur la fonction de la PP2A lorsque les cellules sont exposées à la 

rapamycine, ce qui peut expliquer l’effet potentialisateur de la rapamycine sur la phosphorylation de 

tau au niveau des sites reconnus par AT8 liés à l’inactivation de la PP2A par l’OKA.

L’ensemble de ces résultats montre que les neurones sont des cellules particulières à l’égard de 

la régulation autophagique. En effet, bien que de faible activité, l’autophagie constitutive est 

efficace est active dans ces cellules. L’autophagie adaptative est également fonctionnelle mais il est 

fortement probable que les voies de régulation soit différentes par rapport à d’autres types 

cellulaires de l’organisme. C’est pour cela qu’il est important de considérer les neurones comme des 

cellules placées dans un environnement particulier en communication avec les cellules de soutien 

que sont les astrocytes. L’étude des relations existant entre neurones et cellules gliales pourrait 

permettre d’apporter des réponses quant à l’organisation de la lutte contre des stress dans le SNC. 

Cette idée est renforcée par le fait  que l’activité de substances inductrices de l’autophagie, ici la 

rapamycine, le lithium et l’AmB induisent l’autophagie de manière moins importante dans les 

neurones. Cela ne va pas à l’encontre de l’idée selon laquelle l’amplitude de la réponse est plus 
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élevée puisque cette notion est  relative et que la comparaison directe entre cellules de types 

différents avec des activités métaboliques distinctes reste difficile. L’étude de l’AmB a permis de 

mettre en évidence un lien éventuel entre homéostasie lipidique et régulation de l’autophagie 

(macroautophagie et CMA) dans les neurones. 

Enfin, cette étude a conduit à l’identification de facteurs neuronaux impliqués dans la régulation 

de l’autophagie et qui pourrait être des paramètres comptant dans la distinction de cette voie 

catabolique dans ce type cellulaire. La suite de ce travail sera d’établir les liens potentiels existant 

entre LC3, tau, microtubules et PP2A et leur implication au sein de l’autophagie neuronale in vitro 

et in vivo. Il est également prévu d’étudier si la sur-expression de formes anormales de la protéine 

tau peuvent directement perturber le processus autophagique. En fonction des résultats obtenus, la 

combinaison de substances inductrices de l’autophagie et de substances protectrices contre la 

pathologie de tau pourront être testées dans le but d’établir des stratégies de neuroprotection.
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Matériel et Méthodes
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CULTURES

I. CULTURES PRIMAIRES CORTICALES

A. Solutions 

PBS 1X stérile auquel sont ajoutés :

-18 mM de glucose (5,6 mL d’une solution à 30%)

- Antibiotiques (facultatif)

Neurobasal medium (Gibco) auquel sont ajoutés :

- 10 mL (un flacon) de B27 (Gibco)

- 5 mL de L-glutamine (solution 100X, Gibco)

Trypsine-EDTA 0,05% (Gibco)

MEM (Gibco) auquel sont ajoutés :

- 5 mL de L-glutamine (solution 100X, Gibco)

- 18 mM de glucose (5,6 mL d’une solution à 30%)

Antibiotiques (facultatif) : pénicilline et streptomycine

Sérum de Veau Fœtal (Gibco)

Poly-L-lysine (Sigma)

DNAse 10 mg/mL

B. Protocole 

1. Préparation des supports de culture

La poly-L-lysine (5 mg) est reprise dans 5 mL d’eau distillée stérile ou de PBS 1X afin 

d’obtenir une solution stock à 1mg/mL. La solution de travail est constituée de 10 #L/mL de poly-

L-lysine diluée dans de l’eau distillée ou du PBS 1X. Elle est ensuite répartie dans les supports de 

culture (1 à 1,5 mL dans les boîtes de diamètre 35mm, 400 #L dans les puits de plaques 24 puits). 

Après avoir vérifié qu’il n’y avait pas de bulles, les supports de culture contenant la poly-L-lysine 
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sont placées à l’étuve à 37°C au minimum pendant 1 heure. La poly-L-lysine non-polymérisée est 

retirée par aspiration et les supports de culture sont rincés une fois à l’eau distillée ou au PBS 1X.

2. Dissection

Avant de commencer, toutes les solutions sont placées à 37°C. Une ratte gestante de souche 

Wistar est sacrifiée selon les recommandations du comité local d’éthique. La cavité abdominale est 

ouverte, les embryons, âgés de 17,5 jours sont prélevés dans leur sac amniotique et sont placés dans 

une boîte de Pétri de diamètre 100 mm sans PBS. Pour chaque embryon, le cerveau est  prélevé et 

gardé dans du PBS 1X stérile avec glucose. Les cortex sont ensuite disséqués sous une loupe 

binoculaire dans une boîte contenant du PBS 1X stérile et l’enveloppe méningée est retirée avec des 

pinces fines.

3. Culture

Les cortex sont placés dans un tube Falcon de 50 mL contenant du PBS 1X dans un volume en 

mL équivalent  au nombre d’hémisphères cérébraux auquel est ajouté le même volume de trypsine-

EDTA 0,05%. Les cortex sont incubés quinze minutes à 37°C en agitant régulièrement. A la fin de 

ce temps, 5% de SVF et 500 #L de DNAse 10 mg/mL sont ajoutés à la suspension cellulaire. Le 

volume est complété à 25 mL avec du MEM. Après avoir laissé les gros morceaux se déposer au 

fond, le surnageant est  transvasé dans un autre tube Falcon 50 mL. Dans le premier tube, le volume 

est ajusté à 25 mL avec du MEM. Les cellules sont dissociées en les faisant passer une dizaine de 

fois à la pipette Pasteur effilée à la flamme (dissociation mécanique). Après avoir laissé les 

morceaux de cortex restant se déposer dans le fond, le surnageant est transféré dans un autre tube 

Falcon 50 mL. Les morceaux restant sont passés une dizaine de fois à la pipette Pasteur. Les 

différents tubes sont équilibrés et centrifugés à 400g à température ambiante pendant quinze 

minutes. Le surnageant en résultant est jeté puis les culots cellulaires sont regroupés et repris dans 

un volume de Neurobasal en mL équivalent au nombre d’embryons. Les cellules sont comptées à 

l’aide d’une lame de Mallassez.

Un volume suffisant  de Neurobasal complet supplémenté avec 5% de SVF est préparé. Les 

cellules sont ensemencées à une densité de 750 000 cellules par boîte de 35 mm de diamètre et de 

150 000 cellules par puits de plaque 24 puits. Une fois que les cellules ont adhéré au support (après 

45 minutes au minimum, le milieu est totalement remplacé par du milieu frais.
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Les cultures seront gardées durant sept jours à l’étuve, sous atmosphère saturée en humidité, à 

5% de CO2.

II. CULTURES PRIMAIRES CORTICALES ENRICHIES EN 

ASTROCYTES

Après la dissociation, les cellules sont ensemencées dans des flasques de 75 cm3 dans du MEM 

supplémenté par 18 mM  de glucose, 100 mM  de L-glutamine, et  20% de SVF. La concentration 

élevée en SVF est toxique pour les neurones, ceci, associé au fait que les astrocytes soient des 

cellules très adhérentes et que le support  de culture n’ait  pas été « coaté », empêchent la survie des 

neurones et favorise la croissance astrocytaire. Un risque de contamination par des 

oligodendrocytes ou des macrophages reste possible, le taux d’enrichissement de ces culture est 

vérifié par un marquage in situ par immunofluorescence indirecte utilisant un anticorps dirigé 

contre la GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) en tant que marqueur astrocytaire, et un anticorps 

dirigé contre la protéine tau ou la ß-III-tubuline pour marquer les neurones. Un contre-marquage 

utilisant un intercalant de l’ADN, le DAPI permet de marquer le noyau de toutes les cellules 

nucléées présentes et  d’estimer le nombre de cellules appartenant à d’autres types cellulaires (cf 

§...).

III. LIGNÉES CELLULAIRES

1. COS-7

La lignée COS-7 est une lignée dérivée d’une tumeur de l’épithélium rénal de singe vert 

d’Afrique. Les cellules COS-7 présentent l’avantage d’être facilement transfectables. 

Ces cellules, adhérentes, sont cultivées dans du DMEM  supplémenté avec 2 mM de L-

glutamine, 18 mM de glucose et 10% de SVF, un mélange d’acides aminés non-essentiels (Gibco), 

et du pyruvate de sodium. Lors des passages, les cellules sont rincées trois fois au PBS-glucose 

stérile. Elles sont décollées de leur support de culture par incubation dans de la trypsine 0,05%-

EDTA pendant 10 minutes à 37°C. La trypsine est alors inactivée par ajout de 2,5 % de SVF. La 

suspension cellulaire est alors récupérée, centrifugée à 400g pendant 15 minutes. Le culot cellulaire 
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est repris dans du milieu de culture, les cellules sont alors comptées puis ensemencées dans un 

volume adéquat de milieu et gardées à proliférer à l’étuve au minimum 48 heures, sous une 

atmosphère saturée en humidité contenant 5% de CO2.

2. SH-SY5Y

Cette lignée est issue d’une métastase produite par un neuroblastome prélevé chez une fillette 

âgée de 4 ans en 1970. Elles présentent certaines caractéristiques de cellules neuronales comme 

l’expression de la protéine tau et constituent un modèle alternatif aux cultures primaires neuronales.

Ces cellules sont cultivées dans du RPMI supplémenté par 2 mM  de L-glutamine, 18 mM de 

glucose et 10% de SVF. L’entretien et l’encemencement des cellules se fait selon le même protocole 

que celui appliqué au COS-7 à l’exception de la nature et de la composition du milieu.

IV. TRAITEMENTS

1. Induction de l’autophagie

a. Par un stress nutritionnel

L’autophagie peut être induite par un stress nutritionnel comme qu’une privation en nutriments, 

en facteurs de croissance, en acides aminés... Pour induire l’autophagie par un tel stress, plusieurs 

méthodes existent, on peut supprimer le SVF, l’apport en acides aminés et l’apport  en facteurs de 

croissance en utilisant un milieu comme l’EBSS (Earle’s Balanced Salt Solution) ou l’HBSS 

(Hanks’ Balanced Salt Solution).

Les cellules corticales sont cultivées dans un milieu riche en facteurs de croissance et en 

hormones. Afin de créer les conditions optimales d’une privation nutritionnelle, les cellules 

corticales sont  rincées trois fois avec du PBS 1X afin d’éliminer les facteurs trophiques et sont 

gardées pendant 6 ou 24 heures dans du MEM non supplémenté. Ainsi, sont supprimés les facteurs 

trophiques et  les facteurs de croissances contenus dans le milieu Neurobasal et surtout le B27 ainsi 

que ceux apportés par le SVF en plus de ceux produits par les cellules elles-mêmes. C’est  pour cette 

raison que les conditions contrôles correspondront à des cellules cultivées dans le même volume de 

milieu conditionné, c’est-à-dire le milieu dans lequel les cellules ont été cultivées jusqu’au 

traitement.
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Dans les lignées cellulaires et les cultures primaires de fibroblastes, les cellules sont rincées par 

trois fois au PBS 1X puis incubées durant 6 à 24 heures dans de l’EBSS (Gibco).

b. Pharmacologiquement

L’autophagie peut être induite par des stress d’origines diverses telles qu’une inhibition du 

protéasome, un stress du RE. Ces stress inducteurs peuvent être provoqués pharmacologiquement. 

La rapamycine est un puissant inhibiteur de la protéine mTOR et induit l’autophagie de façon 

robuste. Afin de déterminer la dose optimale de rapamycine permettant d’induire l’autophagie dans 

notre modèle, les cellules ont été traitées par des doses croissantes de rapamycine pendant 24 

heures. Toutes les doses utilisées inhibent la phosphorylation de mTOR. La dose de 250 nM est la 

première à provoquer une forte conversion de LC3-I en LC3-II. 

Afin d’induire un stress du RE, les cellules ont été traitées avec de la tunicamycine (Sigma), un 

inhibiteur de la N-glycosylation à une concentration de 0,5 #g/mL pendant 6 heures. 

L’inhibition du protéasome est réalisée en traitant les cellules avec des concentrations de 

MG132 (Sigma) comprises entre 2,5 et 10 #M pendant six heures.

c. Analyse du flux autophagique

L’analyse de la conversion de LC3-I en LC3-II constitue donc un bon marqueur de l’activité 

autophagique. Cependant, une augmentation du niveau de LC3-II n’est pas suffisante pour conslure 

que l’autophagie est induite. En effet, cette élévation du niveau de LC3-II peut également être le 

reflet d’une inhibition du flux autophagique c’est-à-dire d’un blocage des phases de maturation 

autophagosomale et/ou de la dégradation lysosomale. Il est alors nécessaire de comparer les 

variations de LC3-I et de LC3-II dans des conditions dites basales aux mêmes conditions en 

présence d’inhibiteurs du flux autophagique (Mizushima et Yoshimori, 2007; Rubinsztein et Nixon, 

2010). 

La bafilomycine est une toxine d’origine fongique agissant sur les pompes à protons vacuolaires 

permettant l’acidification lysosomales (H+ V-ATPases). L’inhibition de l’acidification des vésicules 

de la voie lysosomale empêche la dégradation de leur contenu par inactivation des enzymes 

lysosomales qui ne peuvent fonctionner qu’en conditions de pH acide. Cette substance est utilisée à 

des concentrations de 50 ou 100 nM pendant six à huit heures. 

270



La leupeptine et la pepstatine A sont des inhibiteurs des enzymes lysosomales. La leupeptine est 

un inhibiteur des protéases à cystéines, donc elle agit sur les cathepsines B, C, F, H, K, L, N, O, S, 

T, U, W et X tandis que la pepstatine inhibe les protéases à aspartate (principalement la cathepsine 

D). Ces toxines sont utilisées en association à des concentrations identiques de 20 #M pendant 24 

heures.

4. Evaluation de la survie cellulaire par le test MTT

Le MTT ou 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide est  une substance 

jaune sous sa forme oxydée. Le milieu de culture de cellules ensemencées sur plaques 96 puits, 

traitées ou non, est remplacé par 25 µl de solution de MTT (Sigma) à 2mg/ml dans du PBS stérile. 

Si les cellules sont vivantes, ou plus exactement métaboliquement actives, le MTT est réduit par la 

succinate deshydrogénase mitochondriale et former des cristaux bleu-noir de formazan qui sont 

dissous par 150 µl de DMSO après une heure d’incubation à 37°C. On obtient une couleur plus ou 

moins mauve selon la quantité de cristaux formés. La mesure de la densité optique du produit, 

obtenu à 570 nm, permet de quantifier le taux de survie de cellules comparativement à un 

témoin.Après dissolution totale, les DO sont lues dans un lecteur de microplaques (Dynex 

technologies).

V. TRANSFECTIONS

1. Transfection de cellules COS-7 par le vecteur 

pEGFP-LC3

Le vecteur pEGFP-LC3, a été fourni par N. Mizushima, (Department of Physiology et Cell 

Biology, Tokyo Medical et Dental University,Graduate School et Faculty of Medicine,Tokyo, Japon, 

(Kabeya et al., 2000) ; numéro d’accession : NM 022867). Après transformation bactérienne, la 

présence de l’insert est vérifiée par le clivage du vecteur par l’enzyme de restriction XbaI (New 

England Biolabs) selon le protocole indiqué par le fournisseur, puis par migration sur gel d’agarose 

1% (Sigma), l’ADN étant visualisé en utilisant la sonde Sybr-Green® (Invitrogen) et le système 

GelDoc (Biorad). 
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Des bactéries compétentes Escherishia coli de souche DH-5" ont été transfectées par choc 

thermique (45 secondes à 42°C puis 5 minutes sur glace en présence du vecteur) puis propagées 

pendant une nuit à 37°C sur du LB-Agar (Sigma) contenant l’antibiotique de sélection 

(kanamycine, 50 #g/mL ; Sigma). L’extraction de l’ADN plasmidique est réalisée à l’aide d’un kit 

d’extraction Quantum MiniPrep (Biorad) puis la quantité de vecteur obtenue est  établie par 

spectrophotométrie (NanoDrop). Les cellules COS-7 ont  ensuite été transfectées en utilisant la 

Lipofectamine 2000 (Invitrogen) selon le protocole fourni par le fabricant. 

2. Extinction de l’expression de la PP2A-C dans les 
cultures primaires corticales

Ce travail a été réalisé en collaboration avec Madame le Docteur Cornelia M. Wilson. Deux 

vecteurs commercialement disponibles ont été utilisés basés sur le vecteur lentiviral à shRNA 

pLKO.1 contenant l’une des deux séquences en épingles à cheveux correspondant au gène codant la 

sous-unité catalytique de la PP2A (Open Biosystems) suivantes :

- CCGGCACACAAGTTTATGGTTTCTACTCGAGTAGAAACCATAAACTTGTGTGTTTTT 

ou

- CCGGGAGGGATATAACTGGTGCCATCTCGAGATGGCACCAGTTATATCCCTCTTTTT

Nous avons utilisé le vecteur lentiviral pLKO.1 contenant une séquence ciblant l’expression de 

OST48 (do l i chy l -d iphospho-o l igosacchar ide -pro te in g l ycosy l t rans fe rase ) : 

CCGGCCCTTTGACGGAGATGACATTCTCGAGAATGTCATCTCCGTCAAAGGGTTTTTG. 

Ces vecteurs ont été propagés dans des bactéries E. coli XLI-blue. Les vecteurs lentiviraux 

contenant les séquences shRNA ont été co-transfectés avec les plasmides pMDG (vesicular 

stomatitis virus envelope protein (VSV-G)) et  p8.91 HIV-1 gag-pol (fournis par) dans des cellules 

HEK-293T afin de produire des particules lentivirales portant les shRNAs. Les surnageants de 

culture ont  été prélevés 24, 48, 72 et 96 heures après transfection, filtrés au travers d’un filtre en 

PVDF de porosité 0,45 #m (Millipore) et stockés à -80°C.

Avant infection, les particules lentivirales ont été centrifugées à 38 000g dans un rotor SW28  

(Beckman) pendant 2 heures. Le culot ainsi obtenu a été resuspendu dans du milieu Neurobasal 

dans un dixième du volume initial. Le titre viral a été mesuré en utilisant des lignées cellulaires 

HEK293T et SH-SY5Y (108 à 109 particules / mL).
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Les cultures primaires de neurones corticaux de rat ont ensuite été infectées en utilisant les 

stocks concentrés de lentivirus à 20-50 MOI (multiplicity of infection) pendant 24 heures, temps au 

bout duquel le milieu de culture a été remplacé par du milieu conditionné prélevé avant infection. 

Les cellules ont été récoltées 48 heures après l’infection. Un vecteur lentiviral pLKO.1 vide (sans 

séquence shRNA) a été utilisé en tant que contrôle négatif.

VI. WESTERN-BLOT

A. Solutions 
Tris 1 M, pH 6.8 :

- 12,1 g de Tris base

- 80 mL d’eau distillée

- Ajuster le pH à 6,8

- Ajuster le volume à 100 ml

Tris 1.5 M, pH 8.8

- 18,15 g de Tris base

- 80 mL d’eau distillée

- Ajuster le pH à 8,8

- Ajuster le volume à 100 ml

Ammonium PerSulfate 10% (=APS) :

- 5 g d’APS (Sigma)

- 50 mL d’eau distillée

Acrylamide 30%

- 29,2 g d’acrylamide (Sigma)

- 0,8 g de bis-acrylamide (Sigma)

- 60 ml d’eau distillée

- Ajuster le volume à 100 ml

Tampon d’électrophorèse 1X :
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- 3,03 g de Tris base (Euromedex)

- 14,42 g glycine (Sigma)

- 1,0 g SDS (Sigma)

- QSP 1L d’eau distillée

Tampon de transfert 1X :

- 5,8 g de Tris base (Euromedex)

- 2,9 g glycine (Sigma)

- 0,37 g SDS (Sigma)

- QSP 800 mL d’eau distillée

- 200 mL de méthanol (VWR)

TBS (=Tris Buffer Saline) 1X :

- 2,42 g Tris base (200 mM)

- 8,0 g NaCl (Sigma), 

- 3,8 ml HCl 1M (Sigma),

- QSP 1L d’eau distillée

B. Extraction protéique

1. Extraction protéique totale

Les cellules cultivées sont rincées une fois au PBS 1X puis 150 #L de tampon de lyse de 

Laemmli (Laemmli, 1970). Ce tampon contient :

- 60 mM de TRIS pH 

- 2% de dodécylsulfate de sodium (SDS, Sodium Dodecyl Sulfate)

- 10% (v/v) de glycérol

- et de l’eau distillée en quantité suffisante.

Les lysats sont ensuite sonifiés (exposés à des ondes ultrasonores) pendant 1 minute, à une 

fréquence de 60 MHz par pulses de 3s puis sont centrifugés à 12 500g à température ambiante 

pendant 15 minutes. Les surnageants contenant les protéines sont conservés, dosés grâce au kit DC 

Protein Assay (Biorad), selon le protocole recommandé par le fournisseur. 10 mM  de 

DiThioThréitol (DTT) (Sigma) permettant  de rompre les ponts disulfure, ainsi que 0,01% de bleu 
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de bromophénol (Sigma) (permet de colorer les protéines en bleu) leur sont rajoutés et les protéines 

sont dénaturées en les portant à une température de 90°C pendant 10 minutes. 

2. Fractionnement cellulaire

Cette technique permet une extraction différentielle des protéines en fonction de leur 

localisation cellulaire. Les protéines cellulaires sont séparées en deux fractions, l’une contenant les 

protéines solubles et l’autre les protéines nucléaires, agrégées et associées au cytosquelette. Ce 

fractionnement est basé sur les propriétés détergentes du Triton X-100. Ce détergent est 

suffisamment puissant pour créer des pores dans la membrane plasmique et la membrane de la 

plupart des organites mais pas assez pour passer la membrane nucléaire et pour solubiliser les 

composants cytosquelettiques. 

Le tampon de lyse est composé de :

- 80 mM de PIPES (Piperazine-1,4-bis(2-ethanesulfonic acid) ; Sigma), pH 6,8,

- 1,0 mM de chlorure de magnésium (MgCl2) (Sigma),

- 2,0 mM de EGTA (Sigma),

- 30% de glycérol (v/v) (Euromedex),

- 10 mM de benzamidine (Sigma),

- 50 #g/mL de leupeptine (Sigma),

- 1,0 mM de PMSF (Sigma),

- 10 #g/mL d’aprotinine (Sigma),

- 10 #g/mL d’antipaïne (Sigma),

- 0,2 mM d’orthovanadate de sodium (Na2VO3 ; Sigma)

- eau distillée en quantité suffisante.

Les cellules sont rincées une fois, sur glace avec ce tampon ne contenant pas de détergent. 150 

#L de tampon auquel été rajoutés 0,1% de Triton X-100 sont déposés sur les cellules qui sont 

ensuite récupérées à l’aide d’un scraper puis le lysat est placé sur un agitateur rotatif à 4°C pendant 

30 minutes. Les cellules sont ensuite passées une vingtaine de fois dans une aiguille de 22 gauges 

montées sur une seringue et centrifugées à 18 000g pendant 10 minutes. Le surnageant, contenant 

les protéines solubles est placé pendant 10 minutes au bain-marie à 100°C puis un volume 

équivalent de tampon de Laemmli 2X lui est rajouté. Le culot est repris dans du tampon de 

Laemmli 1X.
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Les lysats sont ensuite sonifiés (exposés à des ondes ultrasonores) pendant 1 minute, à une 

fréquence de 60 MHz. La concentration protéique est  dosée par la méthode de Lowry à l’aide du kit 

BioRad DC Protein Assay. La D.O. est lue à l’aide d’un lecteur de microplaque (Dynex) réglé sur 

une longueur d’onde de 630 nm. La concentration protéique est alors estimée à l’aide d’une droite 

de régression déterminée à partir d’une gamme étalon de BSA. Les protéines sont ensuite 

dénaturées par incubation à 90°C pendant 10 minutes après que 100 mM de DTT et 0,1% de bleu de 

bromophénol aient été rajoutés.

C. Electrophorèse sur gel de polyacrylamide

Le pourcentage d’acrylamide contenu dans le gel de séparation est déterminé en fonction du 

poids moléculaire apparent de la protéine d’intérêt (tableau 3). 

1. Préparation des gels « simples » 

Les plaques de verre avec et sans espaceurs correspondant à l’épaisseur du gel souhaitée : 0.75 

mm ou 1.0 mm sont lavées à l’éthanol 70% et montées sur le support adapté (Biorad).

Une solution d’acrylamide pour le gel de séparation (cf. tableau 3) est préparée (environ 5 ml 

par gel) et « coulée » entre les plaques de verre. 200 #l d’isobutanol sont déposés au-dessus du futur 

gel pour que la polymérisation soit homogène. Après une demi-heure à trois quarts d’heure, 

l’isobutanol est aspiré. La solution d’acrylamide pour le gel de concentration (=stack ; généralement 

gel à 4%) est préparée, placée au-dessus du premier gel polymérisé et les peignes sont installés.

Tableau 3 : Composition des gels d’acrylamide

Type de gel (% acrylamide) 4 % 10 % 12 % 15 %
Composition (mL, pour 10 mL de solution)

4 % 10 % 12 % 15 %

Eau distillée 6,8 4,0 3,3 2,3
Mélange d’Acrylamide à 30% 1,7 3,3 4,0 5,0

Tris 1,5M (pH 8,8) 1,3 2,5 2,5 2,5
SDS 10% 0,1 0,1 0,1 0,1
APS 10% 0,1 0,1 0,1 0,1
TEMED 0,01 0,004 0,004 0,004
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2. Préparation des gels en gradients de 
concentrations

Les gels de gradient de concentration sont préparés à partir de deux solutions différentes 

(généralement 4 et 10 %). Pour cela, un mélangeur composé d’une double cuve, est utilisé. Les 

plaques de verres sont installés dans une cassette prévue à cet effet (Biorad). 

Ce dispositif est relié au mélangeur placé sur un système d’agitation magnétique, la cuve qui 

accueillera le gel de concentration d’acrylamide la plus faible contenant un barreau aimanté. Les 

solutions sont versées dans chaque cuve et le mélange se fait progressivement, sous agitation 

constante alors que la solution d’acrylamide est envoyée dans la cassette. Les peignes sont  ensuite 

insérés.

3. Electrophorèse

Les extraits protéiques sont chargés dans les puits pour que chaque puits contienne la même 

quantité de protéines (cf tableau). L’électrophorèse est réalisée dans une cuve Mini PROTEAN 

Tetra Cell (Biorad) reliée à un générateur PowerPac (Biorad), à voltage constant  (120 V) dans du 

tampon d’électrophorèse dont la composition est indiquée plus haut. L’électrophorèse est arrêtée 

lorsque le front de migration atteigne le bord inférieur du gel à l’exception des gels destinés à 

analyser l’expression de mTOR, phospho-mTOR, ACC et phospho-ACC pour lesquels la migration 

est arrêtée lorsque la bande colorée du marqueur de taille (Fermentas) correspondant à environ 43 

kDa atteigne le bas du gel. Les gels sont alors démontés et recouvert de tampon de transfert.

4. Transfert sur membrane de PVDF

Des membranes de PVDF (PolyVinylidène Fluorure) de porosité 0,45 #M  de taille adaptées 

sont régénérées dans du méthanol pur pendant trente-secondes avant d’être placées dans du tampon 

de transfert 1X et placées 30 minutes sous agitation. Dans le même temps, 6 feuilles de papier 

chromatographique (3MM  Chr, Whatman) pour une membrane sont imbibées de tampon de 

transfert 1X. Un assemblage composé de 3 feuilles de papier chromatographique, la membrane, le 

gel, et les trois dernières feuilles de papier sont placées dans un appareil de transfert Trans-Blot SD 

semy-dry transfer cell (transfert semi-sec, Biorad) ensuite raccordé à un générateur PowerPac. Le 

transfert est effectué à voltage constant (10 mV) pendant deux heures.

277



Afin de vérifier la qualité du transfert, les membranes sont immédiatement placées pendant 30 

secondes dans une solution de Ponceau S puis 30 secondes supplémentaires dans un bain de 

méthanol (Ponceau S 0,1% (m/v), 5% (v/v) d’acide acétique, Sigma). Elles sont ensuite rincées trois 

fois pendant cinq minutes dans du TBS 1X.

5. Saturation des sites antigéniques aspécifiques

Les sites antigéniques aspécifiques sont saturés par incubation, une heure à température 

ambiante, des membranes dans une solution de lait écrémé (Régilait) à 5% dans du TBS 1X et 0,1% 

de Tween-20 (Sigma). 

6. Immunomarquage et révélation

Après trois rinçages de cinq minutes chacun dans du TBS 1X sous agitation, les membranes 

sont incubées en présence d’une solution d’hybridation contenant l’anticorps primaire à la dilution 

adaptée pendant une nuit, à la température correspondante indiquée dans le tableau 4. Les 

membranes sont de nouveau rincées par trois fois pendant 5 minutes au TBS puis elles sont mises à 

incuber avec la solution d’anticorps secondaires couplés à la HRP (Horse-Raddish Peroxydase, 

Biorad) dirigés contre les immunoglobulines des espèces chez qui l’anticorps primaire a été produit, 

dilués au 1/4000e dans du TBS 1X, et ce pendant une heure à température ambiante. Les 

membranes sont ensuite rincées trois fois durant 5 minutes dans du TBS.

La détection des protéines est réalisée en recouvrant les membranes du réactif 

chimioluminescent, substrat de la HRP, Immobilon Western® (Millipore) avant de les placer sous la 

caméra numérique de la G-Box (Syngene) pour la numérisation du signal ainsi obtenu. 

L’acquisition des images est réalisée à l’aide du logiciel GeneTools (Syngene). L’analyse semi-

quantitative de l’intensité du signal (densité optique des bandes) a été faite sur le logiciel Image J 

(http://rsbweb.nih.gov/ij/). Les résultats en rapport avec les niveaux totaux d’expression d’une 

protéine d’intérêt ont été normalisés (logiciel Numbers ’09, version 2.0.5 Apple Inc.) en rapportant 

les données obtenues pour la protéine d’intérêt sur celles correspondant à la quantification du signal 

de l’actine, contrôle de charge protéique. En revanche, les quantifications en rapport avec la 

conversion de LC3-I en LC3-II correspondent au calcul du rapport des valeurs LC3-II/LC3-I. Ceux 

en relation avec les taux de phosphorylation de protéines données ont  été obtenus en normalisant le 

signal correspondant aux épitopes phosphorylés sur celui relatif à la détection de la forme globale, 

indépendamment de l’état de phosphorylation).
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VII. IMMUNOFLUORESCENCES INDIRECTES

1. Fixation des cellules

Les cellules ont été préalablement ensemencées dans des supports contenant des lamelles de 

verre. Les cellules sont rincées deux fois au PBS 1X19  puis recouvertes d’une solution de 

paraformaldéhyde (Sigma) 4% froid (4°C), à pH 7,2 pendant vingt minutes puis rincées trois fois 

cinq minutes au PBS 1X. 

2. Perméabilisation et saturation 

Les membranes cellulaires sont ensuite perméabilisées 15 minutes au Triton X-100 (Sigma) 

0,1% ou à la digitonine (Sigma) 100 #g/mL dans du PBS 1X. Après trois rinçages au PBS 1X, les 

sites antigéniques aspécifiques sont saturés par incubation des lamelles 1 heure dans du sérum 

normal de chèvre 5% dilué dans le PBS 1X. 

3. Immunomarquage

Les cellules sont ensuite incubées avec la solution d’hybridation contenant le(s) anticorps 

primaire(s) dilués comme indiqué dans le tableau 4 pendant trois heures à température ambiante. 

Les cellules sont ensuite de nouveau rincées trois fois au PBS 1X avant d’être incubées une heure 

Espèce hôte Dirigé contre Couplé à Référence catalogue
A n t i c o r p s 
secondaires 
utilisés en IF 
( M o l e c u l a r 
probes)

Chèvre IgG de lapin Alexa 594® A11012A n t i c o r p s 
secondaires 
utilisés en IF 
( M o l e c u l a r 
probes)

Chèvre IgG de lapin Alexa 488® A11008
A n t i c o r p s 
secondaires 
utilisés en IF 
( M o l e c u l a r 
probes)

Chèvre IgG de souris Alexa 594® A11005

A n t i c o r p s 
secondaires 
utilisés en IF 
( M o l e c u l a r 
probes) Chèvre IgG de souris Alexa 488® A11001

A n t i c o r p s 
secondaires 
u t i l i s é s e n 
WB (Biorad)

Chèvre Ig de lapin HRP 170-6515A n t i c o r p s 
secondaires 
u t i l i s é s e n 
WB (Biorad)

Chèvre Ig de souris HRP 170-6516

Tableau 5 : Anticorps secondaires utilisés en immunofluorescence (IF) et en western-blotting (WB)
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19 Lorsque les vésicules autophagiques sont marquées en utilisant lʼanticorps dirigé contre LC3, monoclonal 
produit chez la souris(MBL) le tampon utilisé était du tampon phosphate de Sorensen pH 7,2 et les sites 
antigéniques aspécifiques ont été saturés après lʼhybridation avant de réaliser une deuxième incubation 
(double-immunofluorescence) avec un anticorps primaire.



supplémentaire avec la solution contenant les anticorps secondaires couplés à des fluorochromes20

(Molecular Probes), dilués au millième dans du PBS 1X (tableau 5). 

4. Contre-marquage nucléaire

Après l’immunomarquage, les cellules sont rincées trois fois 5 minutes au PBS 1X. Elles osnt 

ensuite incubées en présence d’une solution contenant du DAPI21  (4’,6-diamidino-2-phenylindole 

dihydrochloride ; Sigma) à 1#g/mL pendant 1 minute 30 (ou TO-PRO-322 (Invitrogen ; à 1#g/mL 

pendant 15 minutes). Après trois rinçages, les lamelles portant les cellules sont montées sur des 

lames porte-objet dans du Mowiol (Sigma).

5. Observation

Les lames sont observées au microscope Nikon Eclipse-800 au niveau duquel l’acquisition des 

images a été réalisée à l’aide d’une caméra CCD (Charged-Coupled Device) (Photonic science) et 

du logiciel VisioLab 2000 (Biocom) ou avec un microscope confocal Zeiss couplé au logiciel LSM 

510 Meta (Zeiss).

B. Microscopie électronique

Les cellules COS-7 sont au prélable ensemencées dans des flasques de 75 mm3 au minimum 24 

heures avant leur utilisation. Les cellules sont rincées trois fois au PBS-glucose stérile. Elles sont 

décollées de leur support de culture par incubation dans de la trypsine 0,05%-EDTA pendant 10 

minutes à 37°C puis centrifugées pendant 15 min, à 400g et à température ambiante. Les cellules 

contenues dans le culot sont remises en suspension dans un tampon fixateur froid (4°C) composé de 

1% de glutaraldéhyde, de 4% de paraformaldéhyde, 0,168M  de NaH2PO4-H2O et 7,4 M  de NaOH et 

gardées ainsi pendant 24 à 48 h. L’ analyse en microscopie électronique a été faite en collaboration 

avec le Professeur Phillipe Roingeard, INSERM ERI 19, laboratoire d’immunologie et 
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20 Longueurs dʼondes dʼémission / dʼexcitation :
Alexa 488® : λexcitation : 488 nm, λémission : 520 nm (émission dans le vert)
Alexa 594® : λexcitation : 594 nm, λémission : 618 nm (émission dans le rouge)

21  Spectre : λexcitation : 364 nm, λémission : 454 nm (quand il est complexé à lʼADN ; émission dans le 
bleu)

22 Spectre : λexcitation : 642 nm, λémission : 661 nm (émission dans le rouge lointain)



d’histocompatibilité, Tours, France, selon le protocole décrit dans l’article de Lehmann-Che et al., 

2007 (Lehmann-Che et al., 2007).
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GLOSSAIRE

Adaptateur
autophagique

Protéine qui permet le recrutement spécifique d’un substrat en vue de sa 
séquestration dans l’autophagosome en cours de formation. Ce type de 
protéine possède obligatoirement un domaine de liaison à LC3 (LIR) et 
souvent un autre domaine permettant la reconnaissance du substrat 
comme par exemple le domaine UBA dans le cas de p62/SQSTM1.
Parfois, ce terme désigne un autre type protéique chargé du recrutement 
du complexe formé par le récepteur autophagique couplé au substrat 
vers le site de formation de l’autophagosome (voir récepteur 
autophagique).

Agrégopathies : Pathologies dégénératives caractérisées par l’agrégation de protéines 
anormales. 

Agréphagie : Dégradation spécifique d’agrégats protéiques par autophagie. La 
formation des agrégats semble être régulée.

Agrésome : Les agrésomes sont des inclusions protéiques périnucléaires en principe 
transitoires (et péricentriolaires) ubiquitinylées. Leur formation, 
probablement cytoprotectrice, est régulée par des protéines dont la 
fonction se situe à l’interface entre autophagie et SUP et conduit à la 
dégradation des protéines contenues dans ces agrégats. Les agrésomes 
s’accumulent en cas de stress cellulaire tels qu’une inhibition de l’une 
ou l’autre des voies cataboliques majeures, ou par exemple suite à un 
stress protéotoxique, oxydatif ou nutritionnel.

ALIS / corps p62 : Agrégats protéiques positifs pour l’ubiquitine et p62 qui sont formés 
suite à des stress cellulaires tels qu’une privation en acides aminés, un 
stress oxydatif, ou encore suite à l’inhibition de l’autophagie. Voir aussi 
«Séquestosome»

Amphisome : Du grec amphi les deux et soma le corps. Organite vacuolaire non-
lysosomal qui contient du matériel issu de la séquestration autophagique 
et de la séquestration endosomale. 

Autolysosome : Vésicule lysosomale résultant de la fusion terminale entre des 
autophagosomes ou des amphisomes avec des lysosomes.

Autophagie : Voie de dégradation eucaryote où le substrat, d’origine généralement 
intracellulaire, est dégradé dans la vacuole (levures) ou dans les 
lysosomes.

Autophagolysosome : Synonyme d’autolysosome. Autophagosome ayant subi l’étape de 
maturation et dont la lumière contient les enzymes lysosomales et où la 
dégradation du matériel séquestré à d’ores et déjà débuté. 

Autophagosome : Nom donné à la vésicule autophagique

Cargo (= charge) : Matériel cytoplasmique séquestré par l’autophagosome en formation - 
contenu autophagosomal
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Clastosome : Egalement appelés PML-NBs pour ProMyelocytic Leukemia Nuclear 
Bodies, ce sont des régions du nucléoplasme dédiées à la protéolyse par 
le protéasome ; ils semblent avoir une nature transitoire. Leur 
assassemblemblage est modulé par l’apport de substrats protéasomaux et 
leur nombre augmente en cas de stress protéotoxique.

Corps (endosomes)
multivésiculaires
(MVBs) :

Endosome mature accumulant dans sa lumière d’autres vésicules 
contenant une protéine substrat. Classiquement, ces MVBs fusionnent 
avec les lysosomes en vue de la dégradation de leur contenu. Cependant, 
dans des cellules spécialisées comme les précurseurs des hématies, 
ceux-ci peuvent se comporter comme des exosomes en fusionnant avec 
la membrane plasmique pour libérer leur contenu à l’extérieur de la 
cellule. 

Degron degradative signal - Motif exposé dans une protéine instable permettant 
sa reconnaissance par une enzyme E3 et l’ubiquitinylation subséquente 
de cette protéine.

Démence Syndrome neurologique correspondant à une diminution des capacités 
mentales (déclin des fonctions cognitives) pouvant avoir une cause 
organique.

Domaine coiled-coil
(CC) :

Domaine d’interaction protéine-protéine, important dans la formation de 
certains complexes

Domaine WD40 Ce sont des domaines conservés constitués par une quarantaine d’acides 
aminés dont les deux derniers sont le tryptophane (W) et l’acide 
aspartique (D). Les protéines exhibant ce motif ont une fonction de 
régulation de l’assemblage de complexes multi-protéiques en 
permettant, grâce à ce domaine, des interactions protéine-protéine 
simultanées et réversibles.

Dysarthrie Troubles de la parole causés par une dysfonction des muscles impliqués 
dans ce processus

Exophagie Modèle hypothétique d’un processus de sécrétion protéique non-
conventionnel mettant en jeu l’autophagie (spécifique) et la fusion des 
autophagosomes avec des endosomes. Les amphisomes résultant (ou 
exosomes) ne fusionneront pas avec les lysosomes mais avec la 
membrane plasmique pour l’excrétion des protéines concernées.

Foldopathies De l’anglais to fold, replier, synonyme d’agrégopathie et de 
protéinopathie.

Gènes Atg Gènes possédant une fonction nécessaire au bon fonctionnement de 
l’autophagie et possédant un homologue appartenant à la nomenclature « 
Atg» chez les eucaryotes unicellulaires. ex : Beclin-1 (Atg6 pour la 
levure).

GRAM Domaine d’interaction avec le PI(3,5)P2

Inclusions protéiques zones intracellulaires à l’intérieur desquelles des oligomères de 
protéines anormalement repliées sont séquestrés.
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Membrane d’isolement Membrane à l’origine de l’autophagosome. L’origine de cette membrane 
est très mal connue et est toujours matière à controverse bien que des 
hypothèses aient été émises à ce sujet.

Mitophagie Dégradation spécifique de mitochondrie par autophagie.

N-glycosylation La N-glycosylation consiste au transfert d’un groupement glucidique 
composé de 14 sucres liés à un dolichol phosphate, enchâssé dans la 
membrane du RE, au groupement NH2 d’un résidu asparagine 
appartenant à une séquence consensus particulière (Asn-X-Ser/Thr) de 
la protéine cible. Ce groupement est composé de deux N-
acétylglucosamines, neuf mannoses et de trois glucoses. Deux résidus 
glucoses sont retirés permettant ainsi la reconnaissance de la protéine 
par un système basé sur des chaperons protéiques dépendants du 
calcium de type lectine!: la calnexine et la calréticuline qui permettent à 
la protéine de se replier correctement. A ce stade, le troisième résidu 
glucose est retiré et la protéine pourra alors être adressée à l’appareil de 
Golgi. Si la protéine est repliée de manière incorrecte, une enzyme, la 
UGGT (UDP-glucose Glycosyl GlucoTransférase) va greffer un résidu 
glucose pour que la protéine défectueuse soit de nouveau prise en charge 
par la calnexine et la calréticuline. Si après deux passages dans ce cycle, 
la protéine a toujours une conformation anormale, elle est ubiquitinylée 
et dégradée par le protéasome grâce à l’intervention du complexe ERAD 
(ER Associated Degradation, dégradation associée au RE).

Omégasome Structures membraires particulières en continuité avec le réticulum 
endoplasmique contenant du phosphatidylinositol-3-phosphate, et 
permettant le recrutement des protéines nécessaires à la formation 
autophagosomale et la formation de l’autophagosome.

SPA (PAS) Pre-autophagosomal structure ; structure pré-autophagosomale. Site 
d’assemblage de l’autophagosome chez la levure où sont recrutés tous 
les acteurs moléculaires nécessaires à l’accomplissement de ce 
processus.
Egalement appelé Phagophore Assembly Structure chez les mammifères 
où le site de nucléation de la membrane d’isolement, ou phagophore, est 
structurellement différent de celui des eucaryotes inférieurs.

Pexophagie Dégradation spécifique des péroxisomes par autophagie. Chez la levure, 
ce mécanisme fait appel à des protéines et des mécanismes spécifiques 
qui diffèrent de la macroautophagie induite par une privation 
nutritionnelle.

Phagophore Il est spécifique aux eucaryotes supérieurs et correspond à la membrane 
d’isolement. Aujourd’hui cette notion a été affinée avec la découverte de 
l’existence des omégasomes en 2008.

PND Pathologies neurodégénératives, ce sont des affections du SNC 
caractérisées par une perte neuronale (causant des déficits cognitifs et/ou 
fonctionnels) et par l’accumulation d’espèces protéiques anormales au 
sein d’inclusions intra- ou extra-cellulaires, d’où l’utilisation des termes 
de protéinopathies, de foldopathies ou encore d’agrégopathies.
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Protéines Rab Petites GTPases sous forme monomérique responsables de la régulation 
spatiale et temporelle du trafic vésiculaire de la cellule. Elles lient le 
GDP ou le GTP avec la même affinité mais leur domaine catalytique 
présente une activité trop lente pour permettre une hydrolyse efficace du 
GTP en GDP. Alors, les Rabs nécessitent l’intervention de deux familles 
de protéines : les GEFs (Guanosine Exchange Factor) permettant le 
pA"age d’une forme liée au GDP à une forme liée au GTP et les GAPs 
(GTPases Activating proteins) hydrolysent le GTP en GDP. L’interaction 
des Rab avec les GAPs est régulé de manière spatio-temporelle. Les Rab 
peuvent être modifiées par la greffes de groupes géranyl-géranyl 
impliqués dans leur association avec des structures membranaires. 
Chaque membre de la famille Rab est spécifique d’un type de vésicule et 
de transport. Par exemple Rab5 est un marqueur des endosomes 
précoces et sera échangé avec Rab7 auxquels elle est associé. Rab7 est 
également retrouvée au niveau des lysosomes. 

Protéinopathie Pathologies liées à la présence de protéines anormales ayant propension 
à s’agréger.

Protéostasie Contraction de « protéine » et de « homéostasie », ce néologisme définit 
le concept de maintien de l’intégrité du protéome. Ce terme, créé à la fin 
des années 2000, permet d’apporter un nouvel éclairage sur la 
physiologie cellulaire et dont les dysfonctionnements conduisent à un 
certain nombre de pathologies ayant en commun la présence de 
protéines anormales qui, dans la majorité des cas, s’agrègent et causent 
le déclin des cellules atteintes.

Récepteur autophagique Ce terme est souvent utilisé pour désigner un adaptateur autophagique 
mais certains auteurs font une distinction entre récepteur et adaptateur, 
où, dans ce cas le récepteur est l’adaptateur et le terme adaptateur 
désigne la protéine qui permet le recrutement du complexe récepteur-
substrat au niveau du site de formation de l’autophagosomes.

Réticulophagie Dégradation spécifique de portions du réticulum endoplasmique par 
autophagie.

Ribophagie Dégradation spécifique des ribosomes par autophagie.

Séquestosome Nom donné à la protéine p62 du fait de sa capacité à former des 
agrégats. C’est également le nom donné à des structures appelées corps 
p62 (p62 bodies) qui correspondent à des agrégats protéiques contenant 
p62 s’accumulant suite à des anomalies du processus autophagique.

Spasticité Raideur musculaire causée par la dégénérescence des neurones moteurs 
supérieurs

Xénophagie Dégradation autophagique spécifique de pathogènes intracellulaires.
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Protéines (S. 
cerevisiae ou 
S. pom

be ou 
P. pastoris)

(M
ixtes, voie 

autophagique
, voie C

V
T, 

pexophagie )

H
om

ologues 
(H

. sapiens)
 paralogues, 
fonctionnels, 

hom
ologie 

faible m
ais 

m
êm

e fonction)

Interactions
E

tape
(s)

Fonction(s)
M

odulation de l’expression,
m

odèles m
urins, D

m
 : drosophile, 

C
e : C

. elegans

D
om

aines
im

portants
Pathologies 
hum

aines
R

éférences

A
tg1 (A

pg1)

A
tg2

A
tg3

U
LK

1-3
FIP200
A

tg13
1

S/T kinase
R

ecrutem
ent 

des 
protéines 

nécessaires à l’assem
blage de 

la 
SPA

 
et 

régulation 
de 

la 
cinétique 

du 
m

ouvem
ent des 

protéines A
tg dans et hors de la 

SPA
C

roissance axonale

M
aturation réticulocytaire retardée

D
m

 
A

tg1(K
O

) 
: 

Faillite 
de 

la 
dégradation des glandes salivaires, 
si surexpression : induction de la 
m

ort cellulaire indépendante 
des 

caspases
C

e : U
nc-51 (K

O
) : défaut des 

axones, altération de la fonction 
m

otrice neuronale
Souris : anom

alies de la croissance 
axonale 

et 
de 

la 
différenciation 

neuronale, légère splénom
égalie

D
om

aine
kinase

-

K
am

ada 
et 

al., 
2000, 

M
atsuura et al., 1997, 

C
han et N

eufeld 2009 ; 
Sekito et al., 2009 ; 
M

izushim
a, 2010 ; D

i 
B

artolom
eo 

et 
al., 

2010b, K
undu 

et 
al., 

2008

A
tg 2A

 et B
A

tg18
A

tg9
2

A
dressage d’A

tg18 à la SPA
R

ecrutem
ent 

des 
protéines 

nécessaires à l’assem
blage de 

la PA
S, trafic d’A

tg9
Pas de fonction connue chez 
l’hum

ain

D
m

A
tg2 

(K
O

) 
: 

absence 
de 

dégradation des glandes salivaires, 
élim

in
atio

n 
d

es 
cellu

les 
apoptotiques dans l’intestin m

oyen

-
C

alvo-G
arrido 

et 
al., 

2010

A
tg3

A
tg12-A

tg5 
et LC

3
2 et 3

E2-like

A
ccum

ulation de phagophores de 
longueur anorm

ale
D

m
A

tg3 : faillite de la dégradation 
des glandes salivaires lors de la 
m

orphogenèse
Souris : K

O
 létal (période péri-

natale)

LIR
-

Sou et al., 2008 ; N
oda 

et al., 2010

Tableau 1 : G
ènes nécessaires à l’accom

plissem
ent de l’autophagie
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Protéines (S. 
cerevisiae ou 
S. pom

be ou 
P. pastoris)

(M
ixtes, voie 

autophagique
, voie C

V
T, 

pexophagie )

H
om

ologues 
(H

. sapiens)
 paralogues, 
fonctionnels, 

hom
ologie 

faible m
ais 

m
êm

e fonction)

Interactions
E

tape
(s)

Fonction(s)
M

odulation de l’expression,
m

odèles m
urins, D

m
 : drosophile, 

C
e : C

. elegans

D
om

aines
im

portants
Pathologies 
hum

aines
R

éférences

A
tg4

A
tg5

A
tg6 (V

ps30)

A
tg4 

(A
,B

,C
,D

)
A

tg8
H

om
ologues m

am
m

aliens d’A
tg8

2,3 et 5
Protéase à cystéine
C

liv
ag

e 
activ

ateu
r 

d
es 

hom
ologues d’A

tg8
D

élipidation 

A
tg4 

cataboliquem
ent 

inactif 
: 

accum
ulation de phagophores

K
O

 
A

tg
4

C
 

: 
a

n
o

m
a

lie
s 

diaphragm
atiques, 

susceptibilité 
accrue 

au 
développem

ent 
de 

fibrosarcom
es 

induits 
par 

des 
substances chim

iques.
K

O
 A

tg4B
 : anom

alies de l’oreille 
interne (absence de la form

ation 
des otolithes)

LIR
-

Fujita 
et 

al., 
2008, 

N
oda 

et 
al., 

2009, 
M

ariño et al., 2010

A
tg5

A
tg12

A
tg16

2 et 3
R

ecrutem
ent 

de 
A

tg8/L
C

3, 
spécification 

du 
site 

de 
lipidation, E3-like

Souris : K
O

  létal (période péri-
natale)
K

O
 conditionnel dans le foie et le 

cerveau 
: 

dégénérescence 
cellulaire associée à 

la présence 
d’inclusions 

intracellulaires 
de 

protéines polyubiquitinylées
K

O
 conditionnel dans le cœ

ur : 
déficience 

cardiaque 
associée 

à 
une hypertrophie du m

yocarde

-
M

izushim
a et al., 1998, 

H
ara 

et 
al., 

2006, 
N

akai et al., 2007

B
eclin1 hV

PS34, V
ps15, A

tg14,
A

m
bra

2 à 5?
C

om
plexe PI3K

D
m

A
tg6 

(K
O

) 
: 

létal 
au stade 

larvaire
C

e : B
ec-1 (K

O
) : létal au stade 

larvaire
K

O
 

B
eclin1 

: 
létale 

au 
stade 

em
bryonnaire (E7,5) faillite de la 

cavitation (absence de 
form

ation 
de 

la 
cavité 

am
niotique) 

et 
anom

alies de la rétine

C
C

, B
H

3
C

ancers 
du 

sein et de la 
prostate

A
ita 

et 
al., 

1999 
; 

Liang et al., 2001
Yue et al., 2003

Tableau 1 : G
ènes nécessaires à l’accom

plissem
ent de l’autophagie
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Protéines (S. 
cerevisiae ou 
S. pom

be ou 
P. pastoris)

(M
ixtes, voie 

autophagique
, voie C

V
T, 

pexophagie )

H
om

ologues 
(H

. sapiens)
 paralogues, 
fonctionnels, 

hom
ologie 

faible m
ais 

m
êm

e fonction)

Interactions
E

tape
(s)

Fonction(s)
M

odulation de l’expression,
m

odèles m
urins, D

m
 : drosophile, 

C
e : C

. elegans

D
om

aines
im

portants
Pathologies 
hum

aines
R

éférences

A
tg7

A
tg7

2 et 3
E1-like

Souris : 
K

O
 : 

létal (période 
péri-

natale) 
K

O
 

conditionnel 
tissu-

spécifique (foie et SN
C

) :
développem

ent 
de 

pathologies 
dégénératives associées à la form

ation 
d

’a
g

ré
g

a
ts 

d
e 

p
ro

té
in

e
s 

polyubiquitinylées.
E

ffet 
to

talem
en

t 
(fo

ie) 
o

u 
partiellem

ent 
réversé 

(SN
C

) 
par 

la 
suppression de l’expression de p62
K

O
 conditionnel dans les cellules de 

Purkinje 
: dégénerescence 

axonale, 
ataxie 

progressive 
à 

début 
tardif, 

inclusions et m
ortalité accrue.

K
O

 
co

n
d

itio
n

n
el 

: 
m

u
scles 

squelettiques : atrophie, perte de la 
force 

m
usculaire, 

accum
ulation 

d’inclusions protéiques positives pour 
p62 et l’ubiquitine et de m

itochondries 
endom

m
agées

K
O

 conditionnel dans les cellules ß 
pancréatiques : perte de la tolérance au 
glucose, 

augm
entation 

de 
la 

m
ort 

cellulaire en réponse au régim
e riche 

en lipides, inclusions
K

O
 conditionnel 

dans 
les 

cellules 
hém

atopoïétiques 
: 

défauts 
de 

la 
d

ég
rad

atio
n 

m
ito

ch
o

n
d

riale 
(réticulocytes), 

aném
ie 

sévère, 
lym

phopénie et m
ortalité accrue

K
O

 
conditionnel 

dans 
le 

tissu 
adipeux : corps d’inclusion dans les 
adipocytes, 

augm
entation 

de 
la 

quantité 
de 

tissu 
adipeux 

brun 
et 

dim
inution du tissu adipeux blanc

D
dA

tg7 (K
O

) : adultes hypersensibles 
au 

stress 
- 

longévité 
réduite 

- 
a

c
c

u
m

u
la

tio
n 

d
’a

g
ré

g
a

ts 
polyubiquitinylés dans des neurones 
en dégénérescence

-
K

om
atsu et al., 2006, 

2007, 
M

ariño et al., 2010

Tableau 1 : G
ènes nécessaires à l’accom

plissem
ent de l’autophagie
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Protéines (S. 
cerevisiae ou 
S. pom

be ou 
P. pastoris)

(M
ixtes, voie 

autophagique
, voie C

V
T, 

pexophagie )

H
om

ologues 
(H

. sapiens)
 paralogues, 
fonctionnels, 

hom
ologie 

faible m
ais 

m
êm

e fonction)

Interactions
E

tape
(s)

Fonction(s)
M

odulation de l’expression,
m

odèles m
urins, D

m
 : drosophile, 

C
e : C

. elegans

D
om

aines
im

portants
Pathologies 
hum

aines
R

éférences

A
tg8 (A

ut7)

A
tg9

A
tg10

A
tg11 

(C
V

T
9)

A
tg12 

(A
pg12)

A
tg13

M
A

P-LC
3 

(A
-C

) ; G
A

B
A

R
A

P ; G
A

B
A

R
A

P-L1 ; G
A

B
A

R
A

P-L2 ; G
A

B
A

R
A

P-L3

protéines 
com

portant la 
séquence LIR

/LR
S, tubuline, tau?

2 à 4
protéine ubiquitin-like
A

bordage et hém
i-fusion entre 

m
em

branes autophagosom
ales

K
O

 
(m

am
m

ifères) 
non pertinent 

du fait de l’existence de nom
breux 

paralogues 
avec 

une 
activité 

com
pensatoire (cf A

tg4)
C

E : lgg-1 (K
O

) : létal au stade 
larvaire

R
epl. U

b
-

K
abeya et al., 2000 ; 

B
avro 

et 
al., 2002 

; 
Sugaw

ara et al., 2004 ; 
C

herra 
et 

al., 
2010, 

Jiang et al., 2010

A
tg9A

 et B
A

tg1, A
tg17, A

tg11, A
tg23
2 et 3

Protéine transm
em

branaire
R

ecrutem
ent 

de 
portions 

m
e

m
b

ra
n

a
ire

s 
p

o
u

r 
l’élongation du phagophore
Protéine extrêm

ent dynam
ique 

(cyclante)

Souris 
: 

K
O

 
létal 

après 
la 

naissance
-

R
eggiori et al., 2005, 

Sekito et al., 2009

A
tg10

A
tg12, A

tg5, LC
32 et 3

E2-like
-

S
h

in
ta

n
i, 

1
9

9
9

, 
N

em
oto et al, 2003

FIP200 ?

A
tg19

A
tg11

A
tg9

A
tg29

A
tg31

A
tg1

A
tg12

A
tg20

2 et 3

protéine m
yosin-like

Fonction restreinte aux form
es 

spécifiques 
de 

l’autophagie 
chez 

la 
levure 

: voie 
C

V
T, 

pexophagie 
et 

m
itophagie. 

R
ecrutem

ent 
du 

chargem
ent 

vers la SPA
.

Peut 
com

penser 
l’absence 

d
’A

tg
1

7 
a

u 
c

o
u

rs 
d

e 
l’autophagie induite

pour les souris, voir à A
tg17

4 C
C

-

Shintani et al., 2002
Yorim

itsu et K
lionsky, 

2005
K

ageyam
a et al., 2009

O
hashi et M

unro, 2010

A
tg12

A
tg5, A

tg3, 
A

tg7, A
tg10

2 et 3
Protéine ubiquitin-like
recrutem

ent 
de 

A
tg8/L

C
3, 

spécification 
du 

site 
de 

lipidation et E3-like

R
epl. U

b
-

M
izushim

a et al., 1998, 

A
tg

1
3

, 
3 

variants 
issus 

de 
l’épissage 

alternatif 
du 

transcrit

U
LK

1/2
FIP200

1
Initiation de l’autophagie

-
Jung 

et 
al., 

2009, 
H

osokaw
a et al., 2009

Tableau 1 : G
ènes nécessaires à l’accom

plissem
ent de l’autophagie
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Protéines (S. 
cerevisiae ou 
S. pom

be ou 
P. pastoris)

(M
ixtes, voie 

autophagique
, voie C

V
T, 

pexophagie )

H
om

ologues 
(H

. sapiens)
 paralogues, 
fonctionnels, 

hom
ologie 

faible m
ais 

m
êm

e fonction)

Interactions
E

tape
(s)

Fonction(s)
M

odulation de l’expression,
m

odèles m
urins, D

m
 : drosophile, 

C
e : C

. elegans

D
om

aines
im

portants
Pathologies 
hum

aines
R

éférences

A
tg14

A
tg15 

(A
ut5/

C
vt17)

A
tg16

A
tg17

A
tg18

A
tg19 

(C
V

T
19)

B
A

R
K

O
R

com
plexe

B
eclin-1/hV

PS34
1

R
ecrute le com

plexe PI3kinase 
spécifique de l’autophagie au 
niveau du
site 

d
e 

fo
rm

a
tio

n 
d

e 
l’autophagosom

e

3 C
C

, 
dom

.
d’adress.

au R
E

-
M

atsunaga et al, 2009, 
S

un 
et 

al., 
2009, 

M
atsunaga et al., 2010

-
5

Lipase, «secrétophagie»
Levures, réduction de la longévité

-
Eskelinen, 2005, Tang 
et al., 2008

ATG
16-L

com
plexe

A
tg12-A

tg5
2 et 3

com
plexe U

bl, recrutem
ent de 

A
tg8/LC

3, spécification du site 
de lipidation et E3-like

Souris : K
O

  létal (période péri-
natale)

C
C

W
D

40
M

aladie 
de 

C
rohn

C
abrera et al., 2010a

F
IP

2
0

0 
? 

(=R
B

1C
C

1)
A

tg101 ?

A
tg29, A

tg31
U

LK
1/2

A
tg13

A
tg20

1

C
hez la levure, form

ation de la 
SPA

 en conditions de privation 
nutritionelle
A

tg17 uniquem
ent nécessaire à 

l’autophagie 
non-spécifique 

chez la levure.
FIP200 

intervient 
dans 

le 
com

plexe avec U
LK

1 et A
tg13 

dans l’initiation du processus 
autophagique

Souris : K
O

 conditionnel dans le 
SN

C
 : dégénérescence neuronale 

au 
niveau 

du 
cervelet 

(ataxie 
sévère) 

avec 
accum

ulation 
de 

m
itochondries 

altérées 
et 

d’inclusions 
protéiques 

positives 
pour p62 et l’ubiquitine 
K

O
 : létal 

-

L
iang 

et 
al., 

2009, 
H

osokaw
a et al 2009b, 

C
heong 

et 
K

lionsky, 
2008
W

ei 
et 

al., 
2009, 

M
ercer 

et 
al., 

2010, 
H

atsum
ata et al., 2010

W
IPI1, W

IPI2
A

tg2
2

Liaison au PI(3)P
R

ecrutem
ent 

des 
protéines 

nécessaires pour la form
ation 

de la SPA
/du phagophore

Protection d’A
tg8-PE vis-à-vis 

du clivage par A
tg4

D
m

A
tg18 (K

O
) : létal au stade 

larvaire ; faillite de l’élim
ination 

des 
cellules 

m
ourantes 

dans 
l’intestin m

oyen au cours de 
la 

m
étam

orphose
C

eA
tg18 : létal au stade larvaire

W
D

40,
FY

V
E 

(levure :
FTTG

)

R
ég

u
lé 

d
e 

m
a

n
i

è
r

e 
a

b
e

rra
n

te 
dans certaines 
tum

eurs

O
bara et al., 2008

D
i B

artolom
eo et al., 

2010b 
N

air 
et 

al., 
2010, 

Proikas-C
ezanne et al., 

2004

-
1 &

 2
R

écepteur 
autophagique, 

reconnaît prA
pe1

A
B
D

CC
LIR

-
Shintani et 

al., 2002, 
N

akatogaw
a 

et 
al., 

2009

Tableau 1 : G
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Protéines (S. 
cerevisiae ou 
S. pom

be ou 
P. pastoris)

(M
ixtes, voie 

autophagique
, voie C

V
T, 

pexophagie )

H
om

ologues 
(H

. sapiens)
 paralogues, 
fonctionnels, 

hom
ologie 

faible m
ais 

m
êm

e fonction)

Interactions
E

tape
(s)

Fonction(s)
M

odulation de l’expression,
m

odèles m
urins, D

m
 : drosophile, 

C
e : C

. elegans

D
om

aines
im

portants
Pathologies 
hum

aines
R

éférences

A
tg20

A
tg21

A
tg22

A
tg23

A
tg24

A
tg25

A
tg11

A
tg24

A
tg17

N
exine

recrutem
ent 

du 
chargem

ent 
C

V
T

 au niveau de la SPA
 à 

travers 
l’interaction 

avec 
A

tg11.

PX
K

raft 
et 

al., 
2009, 

M
anjithaya et al., 2010

W
IPI2 ?

h
o

m
o

lo
g

u
e 

d’A
tg18

A
tg2

2 et 3

C
om

pense l’absence 
d’A

tg18, 
prédom

inant pour la voie C
V

T 
et 

la 
m

acropexophagie 
(H

. 
polym

orpha)
Liaison au PI(3)P
R

ecrutem
ent 

des 
protéines 

nécessaires pour la form
ation 

de la SPA
/du phagophore

Protection d’A
tg8-PE vis-à-vis 

du clivage par A
tg4

W
D

40,
FY

V
E

(levure :
FTTG

)

Expression
réduite dans

certains
cancers

rénaux et
pancréatiques

L
eão-H

elder 
et 

al., 
2004
N

air et al., 2010,
Proikas-C

ezanne et al., 
2004

-
5

perm
éase 

(efflux 
d’aa 

de 
la 

vacuole vers le cytosol)
-

Yang et al., 2006, Yang 
et K

lionsky, 2007 

-
A

tg9

Essentiel pour la voie C
V

T
 ; 

in
te

ra
g

it 
a

v
e

c 
A

tg
9

, 
participerait au recrutem

ent de 
portions 

m
em

branaires 
en 

paticipant 
au 

recrutem
ent 

d’A
tg9 à la SPA

-
Legakis 

et 
al., 

2007, 
Sekito et al., 2009

hA
tg24

A
tg20

4
N

exine
Fonction 

inconnue 
chez 

les 
m

am
m

ifères
PX

-
A

no 
et 

al., 
2005 

; 
M

anjithaya et al., 2010

H
.polym

orpha
M

acro
p

ex
o

p
h

ag
ie, 

p
as 

d’hom
ologue m

am
m

alien
-

Sakai et al., 2006
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Protéines (S. 
cerevisiae ou 
S. pom

be ou 
P. pastoris)

(M
ixtes, voie 

autophagique
, voie C

V
T, 

pexophagie )

H
om

ologues 
(H

. sapiens)
 paralogues, 
fonctionnels, 

hom
ologie 

faible m
ais 

m
êm

e fonction)

Interactions
E

tape
(s)

Fonction(s)
M

odulation de l’expression,
m

odèles m
urins, D

m
 : drosophile, 

C
e : C

. elegans

D
om

aines
im

portants
Pathologies 
hum

aines
R

éférences

A
tg26 (P.p)

A
tg27

A
tg28 (P.p)

A
tg29

A
tg30 (P.p)

A
tg31

A
tg32

A
tg33

A
tg34

-

Stérol glucosyl transférase
E

st 
nécessaire 

pour 
la 

pexophagie 
chez 

P. 
pastoris 

m
ais 

dans 
aucune 

voie 
au

to
p

h
ag

iq
u

e 
ch

ez 
S

. 
cerevisiae.

G
R

A
M

-
N

azarko et al., 2009
C

ao et K
lionsky, 2007

-
A

tg9
2 et 3

Protéine 
transm

em
branaire. 

Participe au trafic cyclant de 
A

tg9

PX
 ou

FY
V

E
-

Legakis 
et 

al., 
2007, 

Sekito et al., 2009

-
A

tg35
C

C
-

Stasyk et al., 2006

W
IPI2 ?

A
tg17

2
Localisée à la SPA

, im
pliquée 

dans 
le 

recrutem
ent 

des 
protéines 

de 
la 

m
achinerie 

autophagique  

W
D

40,
C

C
cf A

tg21
et A

tg18
K

aw
am

ata et al., 2009, 
K

abeya et al., 2009

-
A

tg11, A
tg17, Pex14, Pex3

A
tg11, A

tg17, Pex14, Pex3

Sélectivité de la reconnaissance 
du 

peroxysom
e 

chez 
Pichia 

pastoris, 
(adaptation 

à 
la 

m
a

c
h

i
n

e
r

i
e 

m
icropexophagique).

pas de LIR
pas de LIR

-
Farré et al., 2008

-
A

tg17
1

LIR
-

K
abeya et al., 2009

N
ix?

A
tg8

LC
3A

G
A

B
A

R
A

PL1
4

R
écepteur autophagique

M
itophagie, 

sélectivité 
du 

substrat

Souris : K
O

 : aném
ie, altérations 

de la m
aturation érythrocytaire

LIR

K
anki et 

al., 2009 
; 

M
oreau 

et 
al, 

2010, 
Lam

ark 
et 

Johansen,
2010,
N

arendra et al, 2008, 
Sandoval et al, 2008, 
N

ovak et al., 2010

O
kam

oto et al., 2009

-
A

m
s1

A
tg34

A
tg8

A
tg11

1 &
 2

R
écepteur 

autophagique, 
recrute A

m
s1 pour la voie C

V
T

C
C

LIR
A

B
D

-
Suzuki et al., 2010
W

atanabe et al., 2010
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Protéines (S. 
cerevisiae ou 
S. pom

be ou 
P. pastoris)

(M
ixtes, voie 

autophagique
, voie C

V
T, 

pexophagie )

H
om

ologues 
(H

. sapiens)
 paralogues, 
fonctionnels, 

hom
ologie 

faible m
ais 

m
êm

e fonction)

Interactions
E

tape
(s)

Fonction(s)
M

odulation de l’expression,
m

odèles m
urins, D

m
 : drosophile, 

C
e : C

. elegans

D
om

aines
im

portants
Pathologies 
hum

aines
R

éférences

A
tg35 (P.p)

M
ug66 

(S.p.)

V
PS15

V
PS38

V
PS34

-

-
A

tg28
F

orm
ation 

de 
l’appareil 

m
icropexophagique

-
N

azarko et al., 2011

A
t

g
1

0
1 

(SynG
A

P)
U

K
L1/2

FIP200
A

tg13
1 &

 2

R
etard m

ental
non-

syndrom
ique 5 

(retard de
développem

ent des
neurones

m
oteurs,…

)
Variants

associés à des
form

es
d’autism

e

R
etard m

ental
non-

syndrom
ique 5 

(retard de
développem

ent des
neurones

m
oteurs,…

)
Variants

associés à des
form

es
d’autism

e

H
osokaw

a, 
2009b, 

M
ercer et al., 2009

p150
V

PS34
Ser/Thr K

inase m
yristoylée 

Fonctionne dans le 
com

plexe 
PI3K

III

D
rosophile 

: 
K

O
 

létal 
à 

la 
troisièm

e étape larvaire
-

Lindm
o et al., 2008

H
e et K

lionsky, 2009

U
V

R
A

G
com

plexe 
B

eclin-1/
hV

PS34
V

ps15

2 et 4
C

om
plexe 

initiateur 
de 

la 
nucléation du phagophore ?
F

a
c

ilite 
la 

fu
s

io
n 

autophagosom
ale

siR
N

A
 : inhibition de 

la fusion 
autophagosom

ale lysosom
ale

PR
, C

2, C
C

PR
, C

2, C
C

Liang 
et 

al., 
2006 

; 
Liang 

et 
al., 

2007 
; 

Liang et al., 2008 a et b

hV
PS34

A
tg6

/B
eclin-1

V
ps15

2 à 5?
PI3K

III, catalyse la form
ation 

de PI3P
C

2 N
-term

C
2 N

-term
C

2 N
-term

K
ihara et al., 2001

R
ubicon

com
plexe

hV
PS34, 

V
ps15, 

B
eclin-1

C
C

-
M

atsunaga et al., 2009, 
Zhong et al., 2009
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Protéines (S. 
cerevisiae ou 
S. pom

be ou 
P. pastoris)

(M
ixtes, voie 

autophagique
, voie C

V
T, 

pexophagie )

H
om

ologues 
(H

. sapiens)
 paralogues, 
fonctionnels, 

hom
ologie 

faible m
ais 

m
êm

e fonction)

Interactions
E

tape
(s)

Fonction(s)
M

odulation de l’expression,
m

odèles m
urins, D

m
 : drosophile, 

C
e : C

. elegans

D
om

aines
im

portants
Pathologies 
hum

aines
R

éférences

----

A
M

B
R

A
-1

com
plexe

B
eclin-1

hV
PS34

D
LC

1,
D

LC
-2

1 et 2 

P
rom

eut 
l’interaction 

de 
B

eclin-1 avec 
hV

P
S

34, 
perm

ettrait 
le 

recrutem
ent 

du 
com

plexe 
hV

PS34-p150-B
eclin1 

au 
niveau du site de nucléation de 
l’autophagosom

e.

létal à E16,5, défauts m
ajeurs du 

SN
C

W
D

40
Fim

ia et al, 2007 ; D
i 

B
artolom

eo 
et 

al, 
2010 

; 
Fim

ia 
et 

al., 
2011

D
FC

P-1
(TA

FF1)
PI3P

2
Form

ation de l’om
égasom

e
2 FY

V
E

-
A

xe et al., 2008 ; 

Jum
py

(M
TM

R
14)

PI3P
2 et 3

Phosphorylase à lipide
R

égulation 
négative 

de 
l’a

u
to

p
h

a
g

ie 
e

n 
déphosphorylant le PI3P

Souris : K
O

 : faiblesse m
usculaire, 

augm
entation de la fatigabilité.

FY
V

E
M

y
o

p
a

th
ie 

centronucléaire
Shen 

et 
al., 

2009, 
Vergne et al., 2009

p62
A

lfy
LC

3(-II)
…

2
A

daptation 
de 

substrats 
u

b
iq

u
itin

y
lés 

d
an

s 
le 

phagophore en form
ation.

obésité, résistance à l’insuline,
K

O
 conditionnel 

PB
1

LIR
U

B
A

TR
A

F6
ZZ

PEST

M
aladie de

Paget des os
Laurin et al., 2002
B

jørkøy et al., 2005
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Légende : étapes de l’autophagie dans lesquels interviennent les produits de ces gènes :
1- Initiation de l’autophagie
2- Form

ation du phagophore et éventuellem
ent sélection du substrat

3- Elongation de la m
em

brane d’isolem
ent et form

ation de l’autophagosom
e

4- Etapes de m
aturation (Fusion avec d’autres vésicules du systèm

e lysosom
al, abaissem

ent du pH
 lum

inal et acquisition des hydrolases acides)
5- D

égradation et recyclage

Synthèse des produits de gènes Atg essentiels à l'accom
plissem

ent de l’autophagie dans les organism
es eucaryotes

Tableau 1 : G
ènes nécessaires à l’accom

plissem
ent de l’autophagie

337



Pathologies
Type

Survenue
protéines 

im
pliquées

Protéines 
agrégées

Inclusions
N

eurones/R
égion 

touchés
Perturbations de la voie 

autophagique

M
aladie de 

H
untington

A
taxie 

cérébelleuse
M

aladie de 
Pick/D

ém
ences 

fronto-
tem

porales

M
aladie de 

N
iem

ann-Pick 
de  type C

FT
D

P-17

M
aladie 

d’A
lzheim

er

M
aladie de 

M
achado-
Joseph

M
aladies à 
Prion

R
épétitions C

A
G

Fam
iliale

(m
utation

autosom
ale

dom
inante)

H
untingtine

H
u

n
tin

g
tin

e 
(répétitions C

A
G

 
(Q

)> 30)
inclusions

intracellulaires 
Striatum

Induction de l’autophagie associée à 
des anom

alies de reconnaissance 
du 

chargem
ent lors 

de 
sa séquestrstion 

spécifique dans les autophagosom
es.

R
épétitions C

A
G

Fam
iliale

A
taxine

A
taxine

inclusions
nucléaires

C
ervelet, tronc

cérébral
A

ccu
m

u
latio

n 
d

e 
v

ésicu
les 

autophagiques

Tauopathie
Sporadique,

Fam
iliale

tau, TD
P-43

Tau,
ubiquitine,

TD
P-43

D
N

Fs, corps de 
Pick

neurones 
du 

cortex 
frontal

In
d

u
ctio

n 
co

m
p

en
sato

ire 
d

e 
l’autophagie, 

perturbations 
du 

transport axonal

M
aladie de surcharge 

lysosom
ale 

de type autophagique,
 tauopathie

Fam
iliale

N
PC

, Tau
Tau

D
N

Fs
SN

C
, foie, rate

P
erturbations 

du 
m

étabolism
e 

lipidique, 
du 

transport 
axonal, 

inhibition de l’autophagie par tau

Tauopathie
Fam

iliale
Tau

Tau,
U

biquitine,
TD

P-43
corps de Pick

neurones 
du 

cortex 
fronto-tem

poral
In

d
u

ctio
n 

co
m

p
en

sato
ire 

d
e 

l’autophagie, 
perturbations 

du 
transport axonal

Tauopathie
A

m
yloïdose

M
aladie lysosom

ale ? Sporadique (99%
) 

ou fam
iliale (1%

)
A

PP, PS1/2
Tau

peptide A
ß

plaques 
séniles, 

D
N

Fs
N

eurones
hippocam

piques

Perturbations 
directes 

des 
voies 

autophagiques-lysosom
ales 

par 
un 

défaut 
d’acidification 

(m
utations 

de 
PS1/2), 

perturbation 
du 

transport 
axonal, par la toxicité du peptide A

!, 
anom

alies du m
étabolism

e 
lipidique, 

induction 
com

pensatoire 
de 

la 
m

acroautophagie suite à l’inhibition du 
protéasom

e 
et 

de 
la 

C
M

A
, 

stress 
oxydatif et du R

E,

R
épétions C

A
G

Fam
iliale

(m
utation

autosom
ale

dom
inante)

A
taxine-3

A
taxine-3

inclusions
cellulaires, 

agrégats
axonaux

C
ervelet

L’ataxine 3 m
utante (gain de fonction 

toxique) 
régule 

la 
dégradation 

autophagique de la parkine 

Prion
Infectieuse
fam

iliale
PrP

s

Prion, tau
(form

es
génétiques), 

TD
P-43

"-synucléine

agrégats
extracellulaires

 et
 intraneuronaux

D
égénérescence
 spongiform

e, 
neurones

thalam
ique

A
ccu

m
u

latio
n 

d
e 

v
ésicu

les 
autophagiques, 

surtout 
au 

niveau 
synaptique
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Pathologies
Type

Survenue
protéines 

im
pliquées

Protéines 
agrégées

Inclusions
N

eurones/R
égion 

touchés
Perturbations de la voie 

autophagique

M
aladie de 

Parkinson

Sclérose 
L

atérale 
A

m
yotrophique

C
om

plexe 
dém

ence-
Parkinson de 
l’île de G

uam

C
orps de Lew

y
Sporadique
ou fam

iliale
"

-sy
n

u
c

lé
in

e
, 

Parkine, PIN
K

-1
"-synucléine

C
orps de Lew

y
n

e
u

r
o

n
e

s 
dopam

inergiques 
de 

la substance noire

A
nom

alies de la m
itophagie par des 

pertes de fonction des protéines de la 
voie 

P
ink1/P

arkine, 
induction 

com
pensatoire de l’autophagie suite à 

l’inhibition 
de 

la 
C

M
A

 
par 

l’"-
synucléine 

m
utée, 

inhibition 
de 

la 
m

acroautophagie 
par 

cette 
m

êm
e 

protéine.

M
aladie des

neurones m
oteurs

Sporadique
ou fam

iliale
S

O
D

1
, 

A
L

S
2

, 
dynéine, C

H
M

B
P2, 

TD
P-43

SO
D

, 
T

D
P-43, 

ta
u

, 
n

e
u

ro
-

f
i

l
a

m
e

n
t

s 
phosphorylés

C
orps de B

unina, 
s

tr
u

c
tu

r
e

s 
apparentées 

aux 
corps de Lew

y
neurones m

oteurs

A
nom

alies 
du 

transport 
rétrograde 

axonale entraînant un blocage de la 
m

atu
ratio

n 
au

to
p

h
ag

o
so

m
ale 

(m
utations d’A

LS2 ou de la dynéine), 
perturbations 

de 
la 

m
aturation 

autophagique par défauts des voies de 
form

ations 
des 

M
V

B
s 

(m
utaion 

de 
C

H
M

P2B
), stress oxydatif 

im
portant 

(m
utaions de la SO

D
1)

M
aladie des

neurones m
oteurs,

dém
ence de type

parkinson,
tauopathie

Sporadique,
facteurs

génétiques et 
environnem

entaux

SO
D

, 
T

D
P-43, 

ta
u

, 
n

e
u

ro
-

f
i

l
a

m
e

n
t

s 
phosphorylés, 
A

ß, ubiquitine

D
N

Fs, corps de 
P

ick, 
plaques 

séniles, corps de 
Lew

y

neurones m
oteurs

néocortex
?
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Inhibition of glycogen synthase kinase-3β downregulates total
tau proteins in cultured neurons and its reversal by the
blockade of protein phosphatase-2A
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In tauopathies such as Alzheimer's disease (AD), the molecular mechanisms of tau protein
aggregation into neurofibrillary tangles (NFTs) and their contribution to neurodegeneration
remain not understood. It was recently demonstrated that tau, regardless of its aggregation,
might represent a key mediator of neurodegeneration. Therefore, reduction of tau levels
might represent a mechanism of neuroprotection. Glycogen synthase kinase-3β (GSK3β)
and protein phosphatase-2A (PP2A) are key enzymes involved in the regulation of tau
phosphorylation, and have been suggested to be involved in the abnormal tau
phosphorylation and aggregation in AD. Connections between PP2A and GSK3β signaling
have been reported. We have previously demonstrated that exposure of cultured cortical
neurons to lithium decreased tau protein expression and provided neuroprotection against
Aβ. Since lithium is not a specific inhibitor of GSK3β (ID50=2.0 mM), whether or not the
lithium-induced tau decrease involves GSK3β remained to be determined. For that purpose,
cultured cortical neurons were exposed to 6-bromo-indirubin-3′-oxime (6-BIO), a more
selective and potent GSK3β inhibitor (ID50=1.5 µM) or to lithium. Analysis of tau levels and
phosphorylation by western-blot assays showed that lithium and 6-BIO dose-dependently
decreased both tau protein levels and tau phosphorylation. Conversely, inhibition of cyclin-
dependent kinase-5 (CDK5) by roscovitine decreased phosphorylated tau but failed to alter
tau protein levels. These data indicate that GSK3β might be selectively involved in the
regulation of tau protein levels. Moreover, inhibition of PP2A by okadaic acid, but not that of
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DC2 AND KCP2, SUBUNITS OF THE OLIGOSACCHARYLTRANSFERASE COMPLEX 
ARE REGULATORS OF THE !!!!-SECRETASE-DIRECTED PROCESSING OF APP. 
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The oligosaccharyltransferase complex 
catalyses the transfer of oligosaccharide from 
a dolichol pyrophosphate donor en bloc onto a 
free asparagine residue of a newly synthesised 
nascent chain during the translocation in the 
ER lumen. The role of the less known 
oligosaccharyltransferase (OST) subunits, 
DC2 and KCP2 recently identified still 
remains to be determined. Here, we have 
studied DC2 and KCP2 and we have 
established that DC2 and KCP2 are substrate-
specific affecting amyloid precursor protein 
(APP) indicating that they are not core 
components required for N-glycosylation and 
OST activity per se. We show for the first time 
that DC2 and KCP2 depletion affects APP 
processing leading to an accumulation of C-
terminal fragments, both C99 and C83 and a 
reduction in full length mature APP. This 
reduction in mature APP levels was not due to 
a block in secretion since the levels of sAPP"""" 
secreted into the media were unaffected. We 
discover that DC2 and KCP2 depletion affects 
only the !!!!-secretase complex resulting in a 
reduction of the PS1 active fragment blocking 
A#### production. Conversely, we show that the 
overexpression of DC2 and KCP2 causes an 
increase in the active !!!!-secretase complex 
particularly the N-terminal fragment of PS1 
that is generated by endoproteolysis leading to 
a stimulation of A#### production upon 
overexpression of DC2 and KCP2. Our 
findings reveal that components of the OST 
complex for the first time can interact with 
the !!!!-secretase and affect the APP processing 
pathway.  
 

Alzheimer’s disease (AD) is the primary 
cause of adult onset dementia, with a dramatic 
increase in the incidence of AD apparent in our 
aging population. AD is pathologically 

characterized by the accumulation of tangles and 
senile plaques. Senile plaques are composed of 
the A# (amyloid-# peptides), A#40 and A#42 
(1). The early onset familial form of AD (FAD) 
is linked to three genes, amyloid precursor 
protein (APP), presenilin (PS1 & PS2) (2,3), 
strongly suggesting that the production of A! is a 
key factor in the pathogenesis of AD. A# is 
generated by proteolysis of APP (#-amyloid 
precursor protein) driven by the secretases found 
in the cell. Prior to proteolysis, APP undergoes a 
number of post-translational modifications 
including N-glycosylation in the endoplasmic 
reticulum (ER) and O-glycosylation in the Golgi 
apparatus. In order to generate A#40 and A#42, 
APP is first cleaved by #-secretase and then by !-
secretase. For the cleavage of APP, #-secretase 
competes with "-secretase, which produces non-
amyloidogenic peptides (4). !-secretase is an 
aspartyl protease complex composed of four core 
components, including presenilins (PS1/PS2), 
presenilin enhancer 2 (PEN2), nicastrin, and 
anterior pharynx-defective 1 (APH1) (2). 
Presenilin is the catalytic core of the !-secretase 
complex consisting of 9 transmembrane domains 
(5) and is cleaved by an unknown protease called 
‘Presenilinase’ or self-cleavage stimulated by 
PEN2 binding of the cytosolic loop between 
transmembrane domains 6 and 7 releasing N- 
and C-terminal PS1 fragments that contributes to 
!-secretase activity (6,7). Therefore, the 
identification of novel cellular factors that 
suppress the generation of A! could provide 
important drug targets for the treatment of AD. 
N-glycosylation is the most common type of 
protein modification that occurs at the 
endoplasmic reticulum (ER) in eukaryotic cells. 
This process is facilitated by the 
oligosaccharyltransferase (OST), an enzyme 
complex that catalyses the attachment of a high 
mannose oligosaccharide en bloc onto suitable 
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Abstract:

Macroautophagy (commonly  referred to as autophagy) is the most abundant form of autophagy 
which degrades long-lived proteins et organelles inside lysosomes. Recent data have demonstrated 
that the invalidation of autophagy in the central nervous system led to the accumulation of 
ubiquitinated proteins et neurodegeneration, indicating that autophagy has a neuroprotective 
function. The causes of the selective neuronal loss et protein aggregation in neurodegenerative 
diseases such as Alzheimer’s et Parkinson’s remain unclear. Here we conducted a comparative 
study of specific markers of autophagy, Beclin-1 expression et conversion of MAP-LC3-I to MAP-
LC3-II (a specific marker of autophagosomes), in neuron- et astroglial cell-enriched cultures. In 
basal conditions, the immunofluorescence study of Beclin 1 indicated that Beclin-1 expression was 
restricted to astroglial cells, whereas it was nearly absent in neurons. This was confirmed by 
western blot analysis of Beclin-1. Immunofluorescence of MAP-LC3-I/II showed that the number 
of autophagosomes was higher in astroglial cells compared to neurons. Western blot analysis of 
MAP-LC3I/II indicated that the rate of MAP-LC3-I conversion to MAP-LC3-II was higher in 
astroglial cells compared to neurons. These results indicate that the level of constitutive basal 
autophagy is low in neurons, compared to astroglial cells. We also confirmed that rapamycin 
induced autophagy  in neurons indicating that neurons express the molecular machinery of 
autophagy. We suggest that the presence of low basal autophagy levels represents an intrinsic 
property  of neurons that  might contribute to protein aggregation et enhanced vulnerability  of 
neurons in stress conditions. In those conditions, induction of autophagy might constitute a strategy 
for preventing protein aggregation et neuron degeneration.

Key words: neurons, astroglial cells, autophagy, primary cultures, neurodegeneration
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Associate Editor (Remarks to Author): 

We have now received your paper back from the reviewers. As you can see by  the reviewers' 
comments (pasted below), both reviewers agree that although interesting, the study  is still in a very 
premature state et it requires considerable further characterization of the autophagic process in 
neurons. In light  of those concerns I cannot recommend your paper for acceptance in its current 
format, but would be glad to reconsider a revised version if you can address the concerns raised by 
the reviewers. The second reviewer has included a very detailed series of experiments, controls, et 
quantifications that are missing in the paper. I agree with both reviewers on the need of future 
studies to support your conclusion, as well as the improvement of the already performed studies. In 
particular, it is essential that you provide information not only  on the number of autophagosomes 
but on the autophagic flow (through measurement of autophagic flux with lysosomal inhibitors). In 
addition, quantification of the immunofluorescence images is essential  as well as the inclusion 
of higher quality immunoblots for LC3I/II with the requested controls. 

Referee #1 (Remarks to the Author): 

Magnaudeix et al has examined protein levels of Beclin 1 et  LC3 in cultured neurons et  astrocytes 
et indicated that autophagic activity is low in neurons as compared to astrocytes. Overall, this study 
is largely premature et does not contain valid information to support the authors' claim. 

1. the "low autophagic activity" in neurons based on this study is only speculative; a substantial 
characterization of autophagy in neurons will be needed to Assess the autophagic activity in 
neurons. 

2. The result of beclin 1 expression in cultured neurons is inconsistent with previous studies in the 
mouse brain tissues which demonstrate the beclin 1 is expressed mainly  in neurons but not 
astrocytes (Arsov I, et al, BAC-mediated transgenic expression of fluorescent autophagic protein 
Beclin 1 reveals a role for Beclin 1 in lymphocyte development. CDD, 2008: Pickford et al, The 
autophagy-related protein beclin 1 shows reduced expression in early Alzheimer disease et 
regulates amyloid ! accumulation in mice, JCI, 2008). Thus, it is highly possible that the 
expression levels of beclin 1 seen in cultured neurons are the result of an artifact. 

Referee #2 (Remarks to the Author): 

In this study, Magnaudeix et al show induction of autophagy in neurons by rapamycin, which has 
been extensively  used to trigger autophagy in various mammalian cells et has been previously 
shown to protect in certain models of neurodegenerative diseases. The authors also conclude that 
the level of autophagy is less in neurons as compared to astroglial cells, thus making the neurons 
susceptible to the toxic effects of protein aggregation as seen in neurodegenerative diseases. 
While the data are promising, the authors have relied solely on immunofluorescence analysis 
without any quantification, et weak immunoblots to support the microscopy images. However, 
this is an important study in the field of autophagy et neurodegeneration, et should be published 
after proper revision in order to scientifically improve the quality of the data in this paper. 

Major comments: 
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1. To Assess the levels of autophagy between different cell types is very complex, which may 
depend on the rate of protein synthesis, cell volume, rate of cell division, etc. Certainly, the 
experiments presented in this study do not validate the conclusions made by the authors. The 
most interesting part of their story is a high response of the neurons to an autophagy  inducer, 
which directly  demonstrates  autophagy induction in neurons in spite of several papers showing 
that rapamycin is protective in various models of neurodegenerative diseases. Also, the claims 
regarding less autophagy in neurons contributing to neurodegenerative conditions is far-fetched 
with no direct experiments. Thus, the authors should play down these conclusions, et instead 
discuss more on the applications of a greater  response of neurons to autophagy induction. 

2. Fig. 1: Autophagy  induction by rapamycin looks promising; however, it is difficult to interpret 
the result from a single image as often these are not representative of the whole slide. The authors 
need to quantify LC3 vesicles from triplicate experiments et show statistical analysis. The effect 
of rapamycin can be either Assessed through confocal microscopy by image-based software 
(Zhang et al., PNAS, 2007, 104:19023) or by counting the number of cells with more than a 
certain number of LC3 dots (as all cells would have LC3 dots) by fluorescence microscopy 
(Sarkar et al., J Biol Chem, 2007, 282:5641). 

3. Fig. 2: Quantification of beclin 1 intensity by confocal microscopy must be shown. This can be 
done by selecting approximately  25 neuronal or astroglial cells, et then showing statistical 
analysis from triplicate experiment for the response of these cell types to rapamycin. These 
images have to be taken with identical confocal microscope settings while determining the signal 
intensity. 

4. Fig. 3: This figure is a repetition of the previous figures et adds no further information, et thus 
can be omitted. 

5. Fig. 4A - LC3 blot: Although the ability of rapamycin to induce autophagy in neurons looks 
promising, the LC3 immunoblot  is not very convincing et not up to the standard of publication. 
The authors should provide a convincing immunoblot with well-separated LC3-I et LC3-II bands. 
Moreover, there appears to be no change in LC3-II levels versus actin (see comments in point 6) 
upon rapamycin treatment in astroglial cells. This probably fits with the images in Fig. 3 left 
panel where a lot of LC3 dots in both control et rapamycin samples makes interpretation difficult 
as to whether rapamycin has any effect. Also the gel in Fig. 4A is overexposed, et maybe a lighter 
exposure may aid careful analysis. Finally, the expression of proteins in various tissues or cells 
are different, et for any remote comparison, the authors need to show the effects of rapamycin in 
the two cell types in the same gel with equal loading control (actin).

6. Fig. 4B - LC3 blot analysis: Furthermore, the quantification in Fig. 4B has no error bars, 
suggesting that  these experiments may have been done only once. All experiments must be done 
in triplicate et densitometric analysis (mean +/- sem from 3 experiments) of the levels of LC3-II 
should be shown versus actin, et not the ratio of LC3-I to LC3-II conversion. Analysis of LC3-I 
to LC3-II conversion is incorrect due to a number of reasons: some LC3-II can be converted back 
to LC3-I, LC3-II detection is more sensitive by  immunoblotting than LC3-I, et the levels of LC3-
I may  vary  between tissues et cell lines et may obscure the LC3-II band on a gel. The levels of 
LC3-II relative to actin correlate to autophagosome numbers, et this has been endorsed by  several 
autophagy experts in the guidelines for autophagy  Assays (Klionsky et al., Autophagy, 2008, 
4:1), et various other reviews such as in Mizushima et Yoshimori, Autophagy, 2007, 3:542. 
Therefore, lines 3-10 on page 6 et  Fig. 4B top panel must be deleted et should be replaced with 
new statistical information/graph on the analysis of LC3-II levels relative to actin.
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7. One of the best ways of measuring the rate of autophagy is by the autophagic flux Assay with 
bafilomycin A1 (see Mizushima et Yoshimori, Autophagy, 3:542, 2007; Sarkar et al, J Biol 
Chem, 282:5641, 2007; Klionsky  et al., Autophagy, 2008, 4:1). This will not only allow 
determining the actual levels of autophagy in a cell type, but can also distinguish between an 
autophagy inducer et an autophagosome-lysosome fusion blocker, both of which increase LC3-II 
levels or vesicles. It will also allow Assessing the response of different cell types to autophagy 
induction. The authors must perform this Assay  in neurons et astroglia using bafilomycin +/- 
rapamycin treatments. Densitometric  analysis from triplicate experiments must be shown. 
Determining just the LC3 dots or LC3-II levels, as in the present study, is not sufficient to draw 
conclusions regarding the rate of autophagy. 

8. Fig. 4A, 4B - Beclin-1 blot: The response to rapamycin in neurons is massive; however, the 
authors could not detect much difference by immunofluorescence in Fig. 2. Again, the 
quantification has no error bars, et densitometry analysis of beclin-1 levels relative to actin from 
three independent experiments must be shown. Also, it would be nice to show the effects of 
rapamycin in the two cell types in the same gel with equal loading control (actin). 

9. This paper should be considered as a 'brief report' rather than a regular research paper. Fig. 3 can 
be deleted as suggested, et the new blots as suggested in the comments on Fig. 4 can be 
incorporated in Figs. 1 et 2. 

Minor comments: 

1. The authors must reduce the comments made on the comparisons between two cell types, et 
focus more on the statistical analysis et response of neurons to rapamycin. 

2. It would be nice to mention the fact that rapamycin protects various disease models in an 
autophagy-dependent fashion, as its effect is lost by knockdown of different autophagy genes in 
Drosophila (Berger et al., Hum Mol Genet, 2006, 15:433; Pandey et al., Nature, 2007, 447:859). 

3. The authors can consider changing the running title to 'induction of autophagy in neurons', et 
should avoid mentioning about the comparison between cell types. 

4. The toxicity of rapamycin in neurons should be mentioned in the main text results section, rather 
than in the figure legend. Quantification of cell death by Assessing nuclear morphology can be 
shown to confirm that rapamycin has no toxic effects in neurons. 

********************* 
Dear Dr. Terro, 

The response above is the form letter; here is my own response: Thank you for submitting a 
paper for publication in Autophagy. I sent your paper to one of the Associate Editors et he/she 
forwarded it  to two expert reviewers, whose comments are indicated above. The reviewers 
thought that the topic of the work was interesting et  that the paper might ultimately be a good 
addition to the field; however, they  raised a significant number of concerns, concluding in 
essence that the paper is premature. I will not attempt to repeat the entire list of comments, but 
will highlight a few points for emphasis. Referee #1 did not go into details, but indicates that the 
autophagic activity  needs to be better characterized. This reviewer also raises a concern about the 
discrepancy between your present  results regarding the expression of beclin 1 et previously 
published studies. Referee #2 notes the need for quantification of the data et for improved images 
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in various experiments. This reviewer also points out the appropriate way to monitor autophagic 
flux et cites various papers that describe this issue in greater detail. Given the nature of the 
reviews, I cannot accept the manuscript in its present form; however, I will be glad to reconsider 
a revised version of your manuscript that addresses the comments of the referees. If 
you choose to submit a revised paper please be sure to include a response to the reviewers 
indicating how you have addressed each of the reviewers' concerns that is SEPARATE from your 
cover letter. Please note that a revised manuscript will probably be returned to at least one of 
these referees. 

I know that  you will be disappointed with this decision but I hope that the comments will be 
helpful to you as you revise the manuscript. It seems likely  that you will need more than the 
indicated two-months for resubmission. Thus, please note that the two-month deadline is 
"standard" but can definitely be extended if necessary. 

Sincerely, 

Dan Klionsky 
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Amandine Magnaudeix1, Philippe Lévêque, Philippe Roingeard2, et Faraj Terro1,3, §

1 Groupe de Neurobiologie Cellulaire-EA3842 Homéostasie cellulaire et pathologies
  Faculté de médecine
  Limoges -France

2 INSERM ERI 19 "Morphogenèse et antigénicité du VIH et des virus des hépatites-
  Université François-Rabelais
  Tours-France 

3 Laboratoire d'Histologie et Cytogénétique Hôpital de la Mère et de l'Enfant
  Limoges-France

§Address correspondance to : Faraj Terro, Unité de Neurobiologie Cellulaire, EA3842
  Homéostasie cellulaire et pathologies - Faculté de Médecine
  Limoges-France
Tel. 33 5 55 43 58 31, Fax. 33 5 55 43 58 93, E-mail. faraj.terro@unilim.fr

348



Abstract : 

Autophagy is a highly conserved mechanism in eukaryotic cells. It  plays a key  role in long-
lived protein et organelle degradation et  recycling. Acute cholesterol depletion by nystatin was 
previously  shown to induce autophagy in human fibroblasts. Like nystatin, amphotericin B (AmB) 
(Fungizone®) is an antifungal antibiotic. They exert their fungicide activity by  creating channels 
across biological membrane et  that by forming stable complexes with membranous sterols. Here we 
show that AmB dose-dependently  induced autophagy (macroautophagy) in COS-7 cell lines. AmB-
induced autophagy was morphologically et biochemically characterized using several criteria, 
including conversion of LC3 I into LC3 II, Beclin-1 induction et accumulation of multimembranous 
vacuoles (autophagosomes), evidenced by conventional electronic microscopy. AmB increased the 
conversion rate of LC3 I into LC3 II, as reflected by the increase in the number of autophagosmes 
(detected by immunofluorescence for LC3) et LC3 II levels (detected by western-blotting). 
Induction of autophagosome formation by AmB was confirmed using pEGFP-LC3 expressing 
COS-7 cells. Both immunofluorescence et  western-blot assays for Beclin-1 showed that AmB dose-
dependently  increased Beclin-1 expression. Conventional electronic microscopy  showed that AmB-
exposed cells exhibited an accumulation of multimembranous vacuoles known as autophagosomes.  
Furthermore, the cell survival MTT et caspase-3 cleavage assays showed that exposure of COS-7 to 
AmB was not cytotoxic. These data show that AmB induces autophagy without affecting cell 
survival of COS-7 cells. The molecular mechanisms underlying AmB-induced autophagy remain to 
be determined, but we raised here several hypotheses.

Key words: Autophagy, Amphothericin B, Fungizone, COS-7, Sterol, Cholesterol
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Associate Editor (Remarks to Author): 

This paper reports that an anti-fungal drug, amphotericin B, induces autopohagy. However, the data 
are not convincing et are premature. Considering that autophagy  can be induced by a number of 
stimuli, simple demonstration of another triggering factor would not be very exciting. Nonetheless, 
as amphotericin B is one the most famous drugs that have been used for a long time, description of 
this unappreciated function may be important. The criticisms raised by the referees are quite 
reasonable, et they should be addressed. As they point out, the authors need to measure autophagy 
flux. Accumulation of the LC3-II form et LC3 puncta does not necessarily indicate autophagy 
induction, but may rather indicate inhibition of a later step (e.g. autophagosome-lysosome 
fusion). It is crucial to distinguish these two possibilities. Autophagy flux can be determined by 
treatment of cells with lysosome protease inhibitors (Tanida et al. Autophagy  1:84-91 (2005), 
Mizushima et al. Autophagy 3:542-5 (2007), Klionsky et al. Autophagy 3:181-206 (2007)). 
Analysis of p62 level would also be helpful. 

Referee #1 (Remarks to the Author): 

Like many other cellular process, autophagy could be induced by  many factors, chemical, physical 
et cellular. This manuscript described that amphotericin B, a commonly  used anti-fungal drug, 
could also induce autophagy in COS-7 cells, perhaps by enhancing Beclin 1 expression. However, it 
is not clear what the significance of this study is other than to document that this chemical can 
induce autophagy. In addition, this study was not conducted in a thorough way et the data do not 
seem to be of high quality. The chemical was tested only in one cell line. Autophagy was only based 
on changes in LC3 location et LC3 lipidation. These types of changes may not necessarily indicate 
autophagy induction. Moreover, the EM  study was not very convincing et finally there is no 
Assessment of autophagy flux. 

Referee #2 (Remarks to the Author): 

This report by Magnaudeix et colleagues describes the apparent induction of macroautophagy in 
COS7 cells after treatment with the antifungal amphotericin B. The findings follow on a published 
report of autophagy induction by the structurally similar antifungal nystatin. Here, the induction of 
autophagy by amphotericin B is demonstrated by immunofluorescence et western blot analyses 
demonstrating the dose-dependent induction of LC3-II et Beclin 1. It is further supported by the 
appearance of multi-membranous structures in treated cells. The study is limited by  a lack of data 
examining whether this apparent induction is accompanied by  completion of autophagy. There are 
now several methods that could be used to Assess this - for example, measuring LC3 levels after 
treatment with lysosomal protease inhibitors, measuring long-lived protein degradation, following 
autophagosome-lysosome fusion, or monitoring p62 protein levels by western blot. The 
incorporation of these data would
enhance the report. Additionally, several potential mechanisms of autophagy induction are 
proposed, though none are tested experimentally.
Other points: 

The 7th sentence of the abstract is redundant with the information that follows. 

There is no reference in the text to figure 1a. 
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The data graph in figure 1d would be more intuitive to follow if expression of Beclin 1 et LC3-II in 
control cells were reported as 1 (or 100%) et drug-induced changes reported as relative fold 
changes. 

It seems unnecessary to have all the data presented in a single, multi-panel figure since two figures 
are allowed in the brief report format. The advantage of splitting into multiple figures includes the 
fact that some of the cell images et arrows are quite small. 

It seems advantageous not to emphasize in the title that these findings are only in COS7 cells. Are 
there experimental data to support  the conclusion that this is generally true in mammalian cells? Do 
the authors believe that autophagy induction is related to the mechanism of drug action as an 
antifungal? 

The manuscript would benefit from editing. 

********************* 
Dear Dr. Terro, 

The response above is the form letter; here is my own response: Thank you for submitting a paper 
for publication in Autophagy. I sent your paper to one of the Associate Editors et he/she forwarded 
it to two expert reviewers, whose comments are indicated above. I will not attempt to repeat them 
here, as they are self-explanatory, but they include the need for better autophagy Assays that 
monitor flux (please see the guidelines article by  Klionsky et al., published earlier this year in 
Autophagy), the analysis of additional cell types et the need to test potential mechanisms of 
induction. The inclusion of these data may necessitate submitting the revised paper as a regular 
article. 
Given the nature of the reviews, I am returning the paper to you for revision; however, I will be 
glad to reconsider a revised version of your manuscript  that addresses the comments of the referees. 
If you choose to submit a revised paper please be sure to include a response to the reviewers 
indicating how you have addressed each of the reviewers' concerns that is SEPARATE from your 
cover letter. Please note that a revised manuscript will probably be returned to both of these 
referees. 
I know that you will be disappointed with this decision, but I hope that the comments will be 
helpful to you as you revise the manuscript. Please note that the two-month deadline is "standard" 
but can definitely be extended if necessary. 

Sincerely, 
Dan Klionsky 
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Abstract 
" Using cultured cortical neurons, we show that blockade of protein phosphatase 2A (PP2A), 
either pharmacologically by okadaic acid (OKA) or by shRNA-mediated silencing of PP2A 
catalytic subunit, inhibits basal et pharmacologically-induced autophagy at early stages before the 
autophagosome maturation. Autophagy inhibition was Associated with the activation of mTORC1 
et AMPK (5' AMP-activated protein kinase) pathways which are known to negatively regulate 
autophagy. Importantly, blockade of PP2A resulted in an intraneuronal accumulation of p62-et 
ubiquitin-positive protein inclusions, likely as a consequence autophagy downregulation. These 
data are consistent with previous findings showing that specific invalidation of autophagy in the 
nervous system of mouse resulted in the accumulation of ubiquitin-postive et p62-positive protein 
inclusion bodies. Furthermore, PP2A inhibition alters the distribution of the MAP1 LC3-I (LC3-I), 
a key component of the autophagy molecular machinery, between detergent soluble et insoluble 
fractions. Whether, LC3-I maldistribution accounts for autophagy downregulation in neurons 
remains to be determined. These data are relevant to human neurodegenerative diseases, especially 
Alzheirmer’s disease (AD), since they provide links between three pathological features of AD : 
PP2A downregulation, autophagy disruption et protein aggregation. 

KEY WORDS : Autophagy, neuron, PP2A, protein aggregation,  Alzheimer 
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RÉSUMÉ

La macroautophagie est l’une des voies cataboliques majeures de la cellule eucaryote. Elle joue 
un rôle important dans le maintien de l’homéostasie protéique. Une caractéristique commune à la 
plupart des pathologies neurodégénératives est la présence d’agrégats protéiques dans les cerveaux 

de patients. Il s’agit par exemple de l’accumulation de dépôts extracellulaires de peptide !‑amyloïde 
et d’agrégats intra-neuronaux de protéine tau hyperphosphorylée dans la maladie d’Alzheimer. A 
l’heure actuelle, nous ne savons pas si ces anomalies participent directement à la pathogenèse ou si 
elles en sont une conséquence. Au cours du vieillissement, facteur de risque majeur pour la 
survenue de pathologies neurodégénératives, l’activité des voies cataboliques décline. La 
suppression de l’autophagie dans le SNC de souris est suffisante pour causer la 
neurodégénérescence et la formation d’inclusions protéiques intraneuronales. L’induction de 
l’autophagie in vitro et in vivo est protectrice contre la surexpression de protéines pathologiques. 
Donc l’autophagie peut être considérée comme un mécanisme neuroprotecteur. 

Au cours de ce travail nous avons mis en évidence que l’activité autophagique basale était faible 
dans les neurones en comparaison avec les astrocytes. Ceci nous a conduit à émettre l’hypothèse 
selon laquelle cette faible activité autophagique constituerait une propriété intrinsèque neuronale 
contribuant à l’accumulation d’agrégats protéiques dans ces cellules, au cours des pathologies 
neurodégénératives. L’induction de l’autophagie étant considérée comme neuroprotectrice, nous 
avons caractérisé ensuite les propriétés pro-autophagiques d’une molécule antifongique, 
l’amphotéricine B dans des lignées cellulaires et dans des cultures primaires de neurones corticaux 
de rat dans lesquelles l’effet de cette substance est plus modéré. Cependant, les propriétés 
neuroprotectrices de cette substance restent à déterminer. Par ailleurs, nous avons montré que 
l’inactivation pharmacologique ou moléculaire de la PP2A dans nos cultures corticales primaires de 
neurones induisait une inhibition de l’autophagie, au niveau des phases précoces de ce processus, 
associée à l’accumulation intraneuronale d’inclusions positives pour p62 et l’ubiquitine. De plus, 
l’inhibition de la PP2A conduit à des anomalies de la distribution de la protéine MAP-LC3-I, 
composant clé de la machinerie autophagique, entre des fractions solubles et  insolubles au détergent 
Triton X-100. La signification de cette mal-distribution de LC3-I ainsi que les mécanismes 
moléculaires de la régulation de l’autophagie par la PP2A restent à déterminer. Ces données sont 
importantes car elles apportent la preuve de l’existence d’un lien entre trois caractéristiques 
pathologiques observées au cours de la maladie d’Alzheimer : la réduction de l’activité de la PP2A, 
des anomalies de l’autophagie et l’agrégation protéique. 
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