Ggées induit également la production de
manchons de myéline hypertrophiés (Figure
1D) qui finissent par dégénérer [7]. Le frei-
nage exercé par Digl sur la myélinisation
est donc nécessaire pour éviter un exceés
de myélinisation puis une démyélinisation.
Mais qui enclenche ce frein ?

Défaut du frein de la myélinisation
exercé par Digl dans les CMT 4B
Compte tenu de son rdle clé dans la
myélinisation, I'influence de NRGL sur
le duo DIgl/PTEN a été étudiée. De fait,
les quantités de Digl et de PTEN s’ac-
croissent lorsque les cellules de Schwann
sont stimulées par la NRGL. &n effet,
cette derniére inhibe I'ubiquitinylation de
Digl et de PTEN, bloquant leur dégrada-
tion par le protéasome. €n conséquence,
les deux protéines ainsi protégées s’accu-
mulent et exercent une inhibition crois-
sante sur la voie PI3K/AKT. Lorsque Dlgl
devient prédominant - ce qui arrive vers
la fin de la 3° semaine de vie chez la
souris -, la myélinisation est contrainte
de s’arréter. Ainsi la NRGI active deux
voies antagonistes : I'une, via PI3K/AKT,
stimule la myélinisation ; "autre, via Digl
et PTEN, la stoppe (Figure 24-B).

Mais notre résultat le plus marquant
[7] est d’avoir établi un lien entre cette

régulation de la myélinisation et cer-
taines CMT. €n effet nous avons effacé
Dlgl dans le nerf sciatique de souris
dont le géne Mtmr2 a été invalidé et qui
représentent donc un modéle de la CMT
de type 4B [10]. La suppression de Digl
n’induit pas d’exces de myélinisation
indiquant que, chez ces mutants CMT-
4B, DIgl n’exerce pas son role de frein
de la myélinisation. Ces résultats sug-
gerent que la défaillance du mécanisme
inhibant la myélinisation est a I’origine
de 'excés de myélinisation qui s’accom-
pagne d’une démyélinisation caractéris-
tique la CMT de type 4B (Figure 2C-D).
€n résumé, au cours du développement,
une myélinisation optimale des axones
nécessite un processus de freinage, repo-
sant sur DIgl et PTEN, couplé, via NRGI,
au processus de stimulation axonale.
Dans les nerfs matures, la perte de fonc-
tion de DIgl provoque un exces de myé-
linisation suivi d’'une démyélinisation. La
perturbation de ce mécanisme de frei-
nage pourrait donc jouer un rdle majeur
dans la physiopathologie des neuro-
pathies démyélinisantes caractérisées
par une myélinisation excessive focale
comme on 'observe dans la maladie de
CMT de type 4B. ¢

More myelin is not necessarily good
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L’allophagie, ou comment
IPembryon élimine les
mitochondries et autres
organites paternels
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> La reproduction sexuée conduit au bras-
sage de 'information génétique en combi-
nant, dans I'ceuf, les génomes nucléaires
des gameétes des deux organismes parents.
Lors de la fécondation, le spermato-
zoide entre entierement dans I'ovocyte
et apporte avec lui I’ADN, les centrioles
ainsi que du cytoplasme et des organites.
Parmi ces organites, les mitochondries,
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qui jouent un role important dans la
production d’énergie, possédent leur
propre génome : I’ADN mitochondrial
(ADNmt). Il est établi depuis longtemps
que, chez la plupart des animaux étudiés,
la transmission de ’ADNmt est stricte-
ment maternelle, car ’ADNmt apporté
par le spermatozoide ne perdure pas
dans ’embryon [1]. Plusieurs questions
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se posent alors : quels sont les enjeux
liés a Iélimination de PADNmt pater-
nel par I'ovocyte ? Quelles seraient les
conséquences de son maintien pour 'or-
ganisme ? Comment cette élimination
ciblée a-t-elle lieu ? Les mécanismes
permettant cette dégradation étaient
débattus jusqu’a récemment et plusieurs
hypotheses étaient proposées.

343

MAGAZINE

NOUVELLES


http://dx.doi.org/10.1051/medsci/2012284003

344

Deux études, dont la ndtre, menées en
paralléle en France et au Japon et publiées
dans la revue Science [2, 3] ont révélé le
role de I"autophagie dans la dégradation
des mitochondries paternelles dans le
systeme biologique modéle du nématode
C. elegans.

Les enjeux et les mécanismes

de la dégradation des mitochondries
paternelles

La transmission exclusivement maternelle
de PADNmt est établie chez la plupart des
animaux et chez beaucoup de plantes. €n
effet, ’ADNmt du spermatozoide entre
dans I'ovocyte lors de la fécondation, et
sa dégradation rapide y est alors obser-
vée. Dans plusieurs pathologies humaines,
I’intégrité du génome mitochondrial est
compromise : ainsi, des mutations affec-
tant toutes les molécules d’ADN mito-
chondriales d’un organisme (état homo-
plasmique) ou une fraction d’entre elles
(état hétéroplasmique) ont été associées
a ces pathologies qui sont transmises par
lameére [4,11]. Une défaillance de I’éli-
mination des molécules apportées par le
spermatozoide pourrait créer une hétéro-
plasmie mitochondriale. Un des enjeux de
cette dégradation serait lié a la probabilité
importante pour ’ADN mitochondrial du
spermatozoide d’étre porteur de mutations
délétéres ; il est donc nécessaire d’éviter
qu’il soit transmis a la descendance. €n
effet, ’ADN mitochondrial, contrairement
a ’ADN nucléaire, n’est pas protégé par son
association avec des histones. De plus, le
spermatozoide est dépourvu d’un systeme
de réparation efficace, alors qu’il évolue
dans un environnement agressif riche en
leucocytes a réaction peroxydative positive
lors de sa maturation dans I’épididyme. La
vulnérabilité de PADNmt face a ce stress
oxydatif augmenterait fortement son
taux de mutations et de délétions avant la
fécondation. La nécessité d’une dégrada-
tion rapide des mitochondries paternelles
pourrait aussi s’expliquer par le risque d’un
apport de protéines mitochondriales aux
effets antiprolifératifs, qui serait donc
inapproprié a la succession des divisions
cellulaires quisuit la fécondation.
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’analyse d’animaux issus de croise-
ments effectués entre animaux de diffé-
rentes especes montre que, dans certains
cas, PADNmt du spermatozoide n’est pas
dégradé, suggérant que le mécanisme
de reconnaissance et de dégradation
puisse étre spécifique a I’espece [5].
’analyse d’embryons résultant de la
fusion d’un ovocyte avec une cellule
somatique (transfert nucléaire) montre
une origine mixte des mitochondries [6].
€n revanche, aucune transmission anor-
male d’ADN mitochondrial du spermato-
zoide n’a été identifiée lors de I’analyse
d’échantillons de tissus de sujets congus
par procréation médicalement assistée
et injection intracytoplasmique de sper-
matozoides (ICSI) [7].

La voie lysosomale ou la voie du pro-
téasome sont deux voies de dégradation
pouvant intervenir dans ce processus ;
elles sont déclenchées par une réaction
d’ubiquitinylation - une modification
post-traductionnelle. Le choix de I'une ou
I’autre de ces voies dépendrait du nombre
de molécules dans la chaine d’ubiquitine
et de I'acide aminé sur lequel se fait le
branchement. Dans tous les cas, il a été
suggéré que 'ubiquitinylation est essen-
tielle a la dégradation des mitochondries
paternelles [1]. Par ailleurs, la morpho-
logie des structures membranaires obser-
vées lors de la dégradation des organites
du spermatozoide aprés la fécondation
évoque les structures autophagiques
observées lors de la dégradation des
mitochondries au cours de la différen-
ciation des érythroblastes [1]. Ainsi, bien
qu’aucune donnée expérimentale n’ait
précédemment impliqué I'autophagie
dans la dégradation des organites hérités
du spermatozoide, de nombreuses obser-
vations suggéraient sa possible contri-
bution a I’élimination des mitochondries
paternelles dans I’embryon.

Lautophagie participe

a la dégradation des mitochondries

et a I’élimination de ’ADNmt paternel
Les deux études que nous décrivons ont
utilisé le vers C. elegans, un nématode
de 1 mm de long, transparent, mdle ou

hermaphrodite, et au cycle de repro-
duction trés rapide [2, 3]. Nous avons
examiné, comme ’équipe japonaise, la
destinée des organites transmis par le
spermatozoide lors de la fécondation
et le role de I’autophagie dans leur
dégradation et dans I’élimination de
leur ADN. Une analyse complémentaire
dans "embryon de souris suggére que
le mécanisme mis en évidence pourrait
étre conservé chez les mammiferes [3].
Ces études [2, 3] démontrent que chez
C. elegans comme chez d’autres especes,
lors de la fécondation, la membrane
plasmique du spermatozoide fusionne
avec celle de I'ovocyte et son contenu
se déverse dans le cytoplasme de I'ovo-
cyte en apportant, en plus de son ADN
nucléaire, des organites tels que les mito-
chondries et les organites membranaires.
Ces derniers sont des compartiments
membranaires spécifiques du sperma-
tozoide de nématode et nécessaires a la
motilité de celui-ci, mais dont le role nest
pas clairement établi. Uutilisation d’anti-
corps spécifiques des organites membra-
naires et de nématodes males dont les
mitochondries sont marquées a permis
de suivre la destinée de ces composants
apres la fécondation. Dans les minutes
qui suivent la fécondation, ces organites
restent groupés autour de "ADN du sper-
matozoide et sont rapidement associés
a des structures reconnues par des anti-
corps spécifiques de LGG-1 et LGG-2, des
protéines connues des compartiments de
la voie autophagique. Les mitochondries
du spermatozoide et les organites mem-
branaires ont disparu lorsque I’embryon
atteint le stade de 26 cellules, soit environ
deux heures aprés la fécondation [2, 3].
L'observation en microscopie électronique
d’embryons précoces a permis de visua-
liser des autophagosomes contenant des
mitochondries [3]. La persistance des
mitochondries et organites membranaires
dans des embryons mutés [2, 3] ou trai-
tés par ARN interférence [3], de facon
a éteindre I'expression des protéines de
I’autophagie, démontrent I'implication de
ce processus dans la dégradation de ces
structures [2, 3].
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des organites paternels

La formation des structures autopha-
giques se produit lorsque ’embryon com-
mence la deuxiéme division méiotique, soit
environ 30 min apres la fécondation [2, 3].
Lutilisation d’un anticorps anti-ubiquitine
montre que les organites membranaires
sont marqués avant leur entrée dans I’'em-
bryon [3] et que leur ubiquitinylation
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augmente une fois dans I"ovocyte [3].
Cette ubiquitinylation post-fécondation a
été confirmée par 'apparition de struc-
tures marquées avec I'ubiquitine couplée
a la GFP et colocalisant avec les organites
membranaires [3]. Cette modification
apparait deés le début de la premiére divi-
sion méiotique, soit seulement quelques

Figure 1. Participation de I'autopha-
gie a la dégradation des organites du
spermatozoide dans "ovocyte fécondé.
Représentation schématique de la
fécondation et de la dégradation
par autophagie des organites appor-
tés par le spermatozoide lors de la
fécondation. Au temps 0 min, 'ovo-
cyte et le spermatozoide du nématode
C. elegans fusionnent. Les mitochon-
dries (rouges) et les organites mem-
branaires (verts) du spermatozoide
sont déversés dans le cytoplasme de
I'ovocyte et restent proches de I’ADN
nucléaire du spermatozoides pendant
quelques minutes apres la féconda-
tion. Lors de la fécondation d’ovocytes
controles (type sauvage), les organites
membranaires sont rapidement ubi-
quitinylés (3 min apres la fécondation)
dans Iembryon puis ces organites,
comme les mitochondries paternelles,
sont séquestrés et dégradés dans des
autophagosomes (bleus) pour dispa-
raftre complétement lorsque I’embryon
a atteint le stade d’environ 26 cellules
(80 min aprés la fécondation). Lorsque
le spermatozoide féconde un ovocyte
déficient pour I'autophagie (droite),
les organites membranaires sont ubi-
quitinylés normalement (3 min aprés
la fécondation) mais ni ces organites,
ni les mitochondries du spermato-
zoide ne sont dégradés. Le maintien
de ces organites paternels dans les
embryons déficients pour le processus
d’autophagie démontre que, normale-
ment, I'autophagie participe active-
ment & leur dégradation (illustration :
S. Gournet, CNRS).

minutes apres la fécondation,

suggérant que cela puisse étre

le signal de leur reconnaissance
et de leur dégradation par autophagie.
Plusieurs types d’ubiquitinylation ont été
décrits selon que les chaines d’ubiquitines
sont liées par la lysine 48 (K48) ou la lysine
63 (K63). Lubiquitinylation de type K48
est plutdt associée aux voies de dégrada-
tion par le protéasome, tandis que celle
de type K63 est plutot associée a la voie
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autophagique. Lutilisation d’anticorps
discriminant ces deux formes indique que
les organites membranaires, mais pas les
mitochondries, subissent une ubiquitiny-
lation de type K63 et K48. L'ubiquitinyla-
tion de type K63 précede le recrutement
de LGG-1 et LGG-2 et donc la formation
des autophagosomes, suggérant qu’elle
pourrait représenter le signal déclenchant
la dégradation autophagique de ces orga-
nites [3]. De plus, la marque de type K48
suggere qu’'une dégradation via le protéa-
some puisse aussi étre impliquée [2, 3].
Uinactivation de I"autophagie, par ARN
interférence ou chez des mutants, stabilise
les organites membranaires et les mito-
chondries paternelles jusqu’a des stades
embryonnaires tardifs, alors que dans
les embryons sauvages, ils disparaissent
durant les premiéres divisions cellulaires.
La persistance des mitochondries permet
d’envisager que ’ADN mitochondrial pater-
nel puisse aussi persister dans les embryons
produits. TADNmt du spermatozoide a donc
été suivi par PCR en utilisant une souche
hétéroplasmique (dont une fraction des
molécules d’ADNmt sont porteuses d’une
délétion et coexistent avec les formes de
type sauvage). Des males hétéroplas-
miques ont été croisés avec des hermaph-
rodites défectifs ou non pour 'autophagie
[2,3].Laforme délétée de PADNmt pater-
nel est identifiée uniquement dans les
embryons issus du croisement des males
hétéroplasmiques avec la souche défec-
tive pour 'autophagie [2, 3]. Ceci démontre
que I’élimination de "ADNmt paternel est
dépendante de I"autophagie.

Role de ’autophagie

dans la dégradation des mitochondries
paternelles chez les mammifeéres

Chez les mammiferes, les mitochondries
du spermatozoide, localisées dans la piéce
intermédiaire a la base du flagelle, sont
ubiquitinylées et dégradées apres la fécon-
dation [8]. Afin de déterminer le role de
I'autophagie dans I"élimination des mito-
chondries d’origine paternelle, la locali-
sation de marqueurs des compartiments
autophagiques a été analysée dans les
spermatozoides de souris avant et apres la
fécondation [3]. Différents marqueurs ont
été testés : LC3 (microtubule-associated
protein 1A/1B-light chain 3), GABARAP
(y-aminobutyric-acid-type-A-receptor-
associated protein) - les homologues des
protéines LGG-1 et LGG-2 -, la molécule
adaptatrice p62 ainsi que 'ubiquitinylation
de type Ké3. Tous ces marqueurs ont été
localisés dans la piece intermédiaire des
spermatozoides apres leur entrée dans
I’ovocyte, suggérant que les mitochon-
dries du spermatozoide sont ciblées par la
machinerie d’autophagie également dans
I’embryon de souris. Ces résultats indiquent
que le role de I'autophagie dans I’élimi-
nation des mitochondries paternelles est
un mécanisme conservé au cours de I'évo-
lution. Cette autophagie participant a la
dégradation des organites paternels aprés
la fécondation a été nommée « allopha-
gie ». Il reste maintenant a élucider les
mécanismes de la cascade autophagique
qui permettent une dégradation ciblée
des organites paternels ainsi qu'a mesurer
les conséquences potentielles du main-

tien du génome mitochondrial paternel
dans 'organisme. ¢

Allophagy, or how the embryo
eliminates mitochondria

and other paternal organelles
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Une étude récente publiée dans Developmental Cell [1] montre que, chez la drosophile, la stratégie garantissant la transmission mater-
nelle de ’ADN mitochondrial repose sur une réduction massive de la quantité d’ADN mitochondrial des spermatozoides avant la féconda-
tion. Celle-ci résulte de I'action d’une endonucléase lors de la spermatogenese combinée a Iexclusion physique de ’ADN mitochondrial.
Paradoxalement, une étude antérieure indiquait que ’ADN mitochondrial paternel peut étre transmis par le pére dans certains croisements
interespéces, et qu’il serait donc capable d’entrer dans I'ovocyte & la fécondation [2]. Les mécanismes mis en lumiére dans cette nouvelle
étude ressemblent a ceux qui ont été décrits chez le poisson médaka et une ascidie impliquant respectivement la dégradation enzymatique
de ’ADN mitochondrial (avant et juste apres la fécondation) et I’exclusion des mitochondries lors de la fécondation comme mécanismes
faisant barriére a la transmission de I’ADN mitochondrial paternel. Il semblerait donc que les mécanismes assurant 'uniparentalité de I’ADN
mitochondrial soient variés et parfois combinés selon que I’ADN paternel ait ou non pénétré dans I’ovocyte lors de la fécondation.
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