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ReŵeƌĐieŵeŶts 

UŶe thğse Đ͛est ďoŶ ŵais Đ͛est loŶg. Pouƌ ǀoiƌ le ďout il faut aǀoiƌ des geŶs suƌ Ƌui 

Đoŵpteƌ. Que Đe soit au laďo, ou à la ŵaisoŶ, je Ŷ͛ai ǀƌaiŵeŶt pas eu à ŵe plaiŶdƌe. Pouƌ 

commencer il y a Isabelle. Merci de tout ŵoŶ Đœuƌ de ŵ͛aǀoiƌ pƌoposĠ de faiƌe uŶe thğse 

avec toi. Ton accueil a été formidable dès le début. Ton énergie et ta volonté sont vraiment 

ĐoŵŵuŶiĐatifs. Je suis ĐoŶǀaiŶĐu Ƌu͛aǀeĐ toi, la ƌeĐheƌĐhe et l͛eŶseigŶeŵeŶt oŶt de ďeauǆ 

jours devant eux. Ensuite, je dois diƌe Ƌue toŶ ďiŶƀŵe de ďuƌeau Ŷ͛Ǉ est pas pouƌ ƌieŶ. Aurore, 

toŶ eŶgageŵeŶt gĠŶial daŶs tout Đe Ƌue tu fais, t͛hoŶoƌes. SaŶs toi, Đette thğse auƌait ĠtĠ ďieŶ 

plus fade et compliquée. Et merci à Bernard. QuaŶd oŶ te ƌeŶĐoŶtƌe, oŶ sait Ƌu͛oŶ ǀa passer 

une bonne thèse. Merci de diriger Les Grands Biologistes Compétents (à moins que ça ne soit 

Les Guedins de la Biologie Cellulaire). 

AǀeĐ ǀous, le ƌeste de l͛ĠƋuipe a ďieŶ ĠǀoluĠ en presque 5 ans, mais Christine était là 

depuis le début. On rigolait bien en pièce à mouche avec ta copine Marcelle. Ces moments 

sont toujours aussi frais à ma mémoire. Au dĠďut, j͛Ġtais le piu-piu d͛Amandine. Grâce à toi, 

le début de la thèse a été particulièrement efficace et formateur. Je suis arrivé avec une 

collègue de Bureau mais tu es très vite devenue une amie. Il y a aussi Sylvina. On se croisera à 

uŶ ĐoŶĐeƌt uŶ de Đes Ƌuatƌe. Je t͛atteŶds ! il ƌisƋue d͛Ǉ aǀoiƌ Jessie et Fred d͛ailleuƌs. Il faut 

juste prévoir des bières et du saucisson pour Jessie mais Fred sera sur scène, derrière la 

batterie. Merci à vous trois pour tous vos bons conseils et nos bonnes rigolades. Enfin il y a 

ma piu-piu Juliette. La petite stagiaire de L3 a bien grandi. Mais arrête de tyranniser le bureau 

avec tes chansons débiles et tes jeux à la con. Je dis ça mais oŶ s͛est ďieŶ ŵaƌƌĠ ;BϵͿ. Et je 

pense que Marion ne se laissera pas faire. Elle ŵ͛a l͛aiƌ plutƀt dĠďƌouillaƌde la jeuŶe padawan. 

EŶfiŶ je ƌeŵeƌĐie toutes Đes peƌsoŶŶes foƌŵidaďles Ƌue j͛ai pu Đƌoiseƌ au ĐoiŶ d͛uŶ 

ďuƌeau ou d͛uŶ laďo : Natalie, Flore, Delphine, Arnaud, Sébastien G, Sébastien S et Jean-Marc. 

Cette thğse ŵ͛a permis de vous rencontrer et rien que pour ça, cela valait le coup. Et puis 

toutes les sœuƌs de la galğƌe. D͛aďoƌd Jessica, ma binôme partie dans le froid écossais. Je 

pense que tu as trouvé ta maison là-bas, pleins de châteaux et de fantômes. Ça me comble de 

joie pour toi. Et Caro, l͛autƌe ŵoitiĠ de BioǁitĐh®. Je ǀeuǆ uŶe ŵĠdaille pouƌ t͛aǀoiƌ suppoƌtĠ. 

Eli aussi devrait en avoir une. Pour service rendu au gouter. Sevasti a pris ta place au bureau 
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mais y a beaucoup moins pensé que toi. On aura au moins appris quelques insultes en grecque. 

Et je ne sais pas si Nesrine a été suffisamment formée pour cette tâche. Ça fait beaucoup de 

sœuƌs de la galère mais il y a aussi Benjamin. Frère, accroches-toi. Bientôt ton tour mais on 

ƌegƌette pƌesƋue d͛ġtƌe paƌti ƋuaŶd Đ͛est fiŶi. 

 

J͛ai aussi pu Đoŵpteƌ suƌ du soutieŶ eǆtĠƌieuƌ. MoŶ papa, je suis fier de te présenter 

Đette thğse. C͛est ǀƌaiŵeŶt ďeauĐoup grâce à toi que je suis là. Avoir un scientifique à la 

ŵaisoŶ ça aide ďeauĐoup pouƌ dĠǀeloppeƌ l͛espƌit. Maman, félicitation ! Tu es grand-mère 

d͛uŶe petite thğse. Tout l͛aŵouƌ Ƌue j͛ai ƌeçu Ŷ͛appaƌait peut-être pas de manière évidente 

daŶs le teǆte de Đette thğse ŵais je peuǆ te diƌe Ƌu͛il a ďeauĐoup Đoŵpteƌ. Petit frère, tu 

Ŷ͛Ġtais pas ďeauĐoup là peŶdaŶt Đes ϱ années, toujours à vivre la vie que tu voulais. Savoir que 

tu sois bien à chaque fois que tu vas quelque part me suffit pour être heureux. Merci à mamie 

et papi, pas si loiŶ du laďo et Ƌue j͛ai pu ǀisiteƌ ƋuelƋues fois pouƌ ŵe seŶtiƌ ĐoĐooŶĠ. MeƌĐi à 

toute ŵa faŵille d͛ġtƌe aussi gĠŶiale. J͛ai uŶe ĐhaŶĐe de fou aǀeĐ ǀous. 

Merci à tous les copines et les copains : Julie, Alex, Bif, Benjamin, Fanny, Xavier, Ludo, 

Geoffroy, Jun, Charlie, Jacques, Alexandre, Grégory, Florian, Lionel... Avec vous, la vie de 

thésard est tellement plus facile. Je pense particulièrement à Francis. Tu es le capitaine du 

Ŷaǀiƌe KBJS. Tu es ŵoŶ ĐapitaiŶe. Ce Ƌue j͛ai aĐƋuis auǆ aƌts ŵaƌtiauǆ ŵ͛a foƌgĠ et si je suis là 

aujouƌd͛hui, tu Ǉ es pouƌ ďeauĐoup. 

Je dois dire que ma plus belle dĠĐouǀeƌte au Đouƌs de Đette thğse, Đ͛est Léa. Je Ŷ͛ai pas 

ĠĐƌit de thğse suƌ toi ŵais j͛espğƌe Ƌu͛uŶe ǀie de ĐhaŶsons et de poèmes te conviendra. Et 

ŵeƌĐi de ŵ͛aǀoiƌ fait ĐoŶŶaŠtƌe tous Đes geŶs foƌŵidaďles : Eve, Zoe, Yann, Flo, Gunther, 

Delphine, Jérémie, Jaufré, Josiane, Patrice… 

Je ǀous ƌeŵeƌĐie tous d͛aǀoiƌ lu jusƋu͛iĐi ŵais il eŶ ƌeste pas ŵal deƌƌiğƌe. 

Bon courage ! 
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AďƌéviatioŶs 

4EBP : eIF4E Binding Protein 

ADP : Adenosine Di-Phosphate 

APAF-1 : apoptotic protease-activating factor 1 

ARK : APAF1-related killer 

ARN : Acide RiboNucléique 

ARNi : ARN interferant 

ATFS : Stress Activated Transcription Factor 

ATP : Adénosine Tri-Phosphate 

BAK : BCL2 antagonist/killer 

BAX : BCL2-associated X protein 

BCL2 : B cell leukemia/lymphoma 2 

BH : BCL2 Homology Domain 

BIR : Baculovirus IAP repeat 

BNIP3 : BCL2 interacting protein 3 

CARD : caspase activation and recruitment domain 

CDK : Cyclin-Dependent Kinase 

DCP : Decapping Protein 1 

DEBCL : Death executioner Bcl-2 

DECAY : Death executioner caspase related to Apopain/Yama 

DED : death effector domains 

DIAP : Death-associated inhibitor of apoptosis 

DNMT1 : DNA methyltransferase 1 

DREAM : Drosophila RB, E2F, and Myb 

DREDD : Death related ced-3/Nedd2-like caspase 

DRICE : Dƌosophila IŶteƌleukiŶ‐ϭβ‐CoŶǀeƌtiŶg EŶzǇŵe 

DRONC : Death regulator Nedd2-like caspase 

DRP1 : Dynamin related protein 1 

E2F : E2F transcription factor 
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EAO : Espèce AĐtiǀĠe de l͛OǆǇgğŶe 

EGF : Epidermal Growth Factor 

EGFR : Epidermal Growth Factor Receptor 

EI : espace intermembranaire 

EMRE : Essential MCU regulator 

ERK : extracellular regulated MAP kinase 

FAD : Flavin Adenine Dinucleotide 

FI : filaments intermédiaires 

FUNDC1 : FUN14 domain containing 1 

GABA : Gamma Amino Butyric Acid 

GDAP1 : ganglioside induced differentiation associated protein 1 

GED : GTPase Effector Domain 

GFP : Green Fluorescent Protein 

GH3 : Grim helix 3 

GTP : Guanosine Tri-Phosphate 

HDAC : Histone deacetylase 

HECT : E6-AP carboxylique terminus 

HID : head involution defective 

HSP : Heat Shock Protein 

HTRA2 : High temperature requirement A2 

IAP : Inhibitors of Apoptosis 

IBM : IAP Binding Motif 

IBR : in-between-RING 

IRES : Internal Ribosome Entry Site 

JNK : Jun N-terminal kinase 

LC3 : light chain 3 

MARCH5 : membrane associated ring-CH-type finger 5 

MARF : Mitochondrial Assembly Regulatory Factor 

MCU : Mitochondrial Calcium Uniporter 

MEM : Membrane Externe Mitochondriale 

MF : ŵiĐƌofilaŵeŶts d͛aĐtiŶe 

MFN : Mitofusin 
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MIM : Membrane Interne Mitochondriale 

MPP : Mitochondrial Processing Peptidase 

MT : Microtubule 

MUL1 : Mitochondrial ubiquitin ligase 1 

NAD : Nicotinamide adenine dinucleotide 

NEDD8 : neural precursor cell expressed developmentally downregulated protein 8 

NES : Nuclear Export Signal 

NIX : NIP3-like protein X 

NLS : Nuclear Localization Signal 

NMD : nonsense-mediated decay 

NRF : Nuclear Respiratory Factors 

OPA1 : Optic Atrophy 1 

PABP : Poly-Adenylate Binding Protein 

PARL : Preselinin-associated Rhomboid-like protease 

PBS : phosphate buffered saline 

PGAM5 : Phosphoglycerate mutase familly member 5 

PGC-1 : Peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) gamma coactivator 1 

PH3 : phospho-histone H3 

PINK1 : PTEN-induced putative kinase 1 

RB : Retinoblastoma protein 

RBF : Retinoblastoma-family protein 

RBR : RING-in-between-RING 

RE : réticulum endoplasmique 

RHG : Reaper, Hid, Grim 

RING : really interesting new gene 

RNAi : RNA interference 

ROS : reactive oxygen species 

SUMO : small ubiquitin-related modifier 

TCA : CǇĐle de l͛aĐide ĐitƌiƋue 

TRAP1 : TNFR-associated protein 1 

TUNEL : Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling 

UAS : Upstream Activating Sequence 
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UBL : Ubiquitin-like 

UPRmt : mitochondrial Unfolded Protein Response 

VCP : Valosin-containing protĠine 

VDAC : Voltage-Dependent Anion Channel 

VPS35 : vacuolar protĠine sorting 35 

XIAP : X-linked inhibitor of apoptosis protein 
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IŶtƌoduĐtioŶ 

  



;aͿ ;ďͿ ;ĐͿ

Figuƌe ϭ. La thĠoƌie de l’eŶdosǇŵďiose.
;aͿ La ligŶĠe pƌoto-euĐaƌtǇote Ġvolue aveĐ le dĠveloppeŵeŶt d’eŶdo-

ŵeŵďƌaŶes.
;ďͿ AǇaŶt dĠveloppĠ la plupaƌt des ĐapaĐitĠs des euĐaƌǇotes ;ŶoǇau,

phagoĐǇtoseͿ, le pƌoto-euĐaƌǇote eŶgloďe l’alpha-pƌotĠoďaĐtĠƌie, aŶĐġtƌe de
la ŵitoĐhoŶdƌie.

;ĐͿ DeƌŶieƌ aŶĐġtƌe ĐoŵŵuŶ euĐaƌǇote
AdaptĠ de : Lſpez-GaƌĐşa et al., ϮϬϭϱ





;ďͿ ;ĐͿ

Figuƌe Ϯ. La stƌuĐtuƌe ŵitoĐhoŶdƌiale
;aͿ Coupe oďseƌvĠe paƌ ŵiĐƌosĐopie ĠleĐtƌoŶiƋue
;ďͿ DessiŶ d’uŶe ŵitoĐhoŶdƌie eŶ tƌois diŵeŶsioŶs aveĐ ƌetƌait de la paƌtie

supĠƌieuƌe.
;ĐͿ OďseƌvatioŶ eŶ ŵiĐƌosĐopie ĐoŶfoĐale du ƌĠseau ŵitoĐhoŶdƌial d’uŶ

ŵǇoďlaste eǆpƌiŵaŶt uŶe pƌotĠiŶe fluoƌesĐeŶte ƌouge loĐalisĠe à la
ŵitoĐhoŶdƌie ;oďjeĐtif XϲϯͿ

AdaptĠ de : Alďeƌts et al., ϮϬϭϯ et Liesa et al., ϮϬϬϵ

;aͿ





Figuƌe ϯ. BioĠŶeƌgĠtiƋue de la ĐhaiŶe de tƌaŶspoƌt d’ĠleĐtƌoŶs et du ĐǇĐle de
Kƌeďs/TCA.
Le pǇƌuvate est ĐoŶveƌti eŶ ŵolĠĐules à haute ĠŶeƌgie Đoŵŵe NADH, GTP et
FADHϮ à tƌaveƌs la ĐatalǇsatioŶ des eŶzǇŵes du ĐǇĐle de Kƌeďs. Le NADH gĠŶĠƌĠ
est tƌaŶspoƌtĠ au Đoŵpleǆe I et est ĐoŶveƌti eŶ NAD+ paƌ la ĐhaiŶe ƌespiƌatoiƌe.
Le tƌaŶsfeƌt des ĠleĐtƌoŶs le loŶg de la ĐhaiŶe ŵaiŶtieŶt le poteŶtiel de
ŵeŵďƌaŶe via uŶe poŵpe à pƌotoŶ au Ŷiveau de la ŵeŵďƌaŶe iŶteƌŶe. L’Ġtape
fiŶale est la foƌŵatioŶ d’ATP à paƌtiƌ d’ADP paƌ l’ATP sǇŶthase.
Issu de : Osellaŵe et al., ϮϬϭϮ





Figuƌe ϰ. RepƌĠseŶtatioŶ sĐhĠŵatiƋue de la β-oǆǇdatioŶ des aĐides gƌas et de
la phosphoƌǇlatioŶ oǆǇdative daŶs la ŵitoĐhoŶdƌie des Đellules hĠpatiƋues.
L’eŶtƌĠe des aĐides gƌas à loŶgue ĐhaiŶe ;Cϭϰ-CϭϴͿ daŶs la ŵitoĐhoŶdƌie,
ƌeƋuiğƌe uŶ sǇstğŵe de tƌaŶspoƌt spĠĐifiƋue ŶĠĐessitaŶt ϰ Ġtapes : aĐtivatioŶ
paƌ liaisoŶ à uŶ ĐoeŶzǇŵe A pouƌ foƌŵeƌ uŶ AĐǇl-CoA, ĐoŶveƌsioŶ eŶ AĐǇl-
ĐaƌŶitiŶe, tƌaŶsloĐatioŶ daŶs l’espaĐe iŶteƌŵeŵďƌaŶaiƌe puis daŶs la ŵatiĐe.
L’aĐide gƌas est ƌeĐoŶveƌti eŶ AĐǇl-CoA pouƌ suďiƌ les ĐǇĐles suĐĐessifs de β-
oǆǇdatioŶ. Les ŵolĠĐules de NADH et FADHϮ aiŶsi pƌoduits seƌveŶt à aliŵeŶteƌ
la ĐhaiŶe ƌespiƌatoiƌe peƌŵettaŶt d’Ġtaďliƌ uŶ poteŶtiel de ŵeŵďƌaŶe Ƌui
aĐtiveƌa l’ATP sǇŶthase.
Issu de : BegƌiĐhe et al., ϮϬϭϭ





Figuƌe ϱ. LoĐalisatioŶ et foŶĐtioŶ de la ƌĠgulatioŶ de l’hoŵĠostasie ĐalĐiƋue
ŵitoĐhoŶdƌiale.
Au Ŷiveau de la ŵeŵďƌaŶe iŶteƌŶe, les iŶfluǆ ĐalĐiƋues soŶt opĠƌĠs paƌ le
Đoŵpleǆe MCU seŶsiďle à la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de CaϮ+ de l’espaĐe
iŶteƌŵeŵďƌaŶaiƌe. Les effluǆ soŶt peƌŵis paƌ Ϯ ĐaŶauǆ Ƌui assoĐieŶt Đette soƌtie
à l’eŶtƌĠe de Na+ pouƌ l’uŶ et H+ pouƌ l’autƌe. Le passage de la ŵeŵďƌaŶe
eǆteƌŶe ŶĠĐessite l’ouveƌtuƌe de VDAC, aussi appelĠ poƌiŶe. Elle peƌŵet
ŶotaŵŵeŶt l’aƌƌivĠe de ĐalĐiuŵ depuis le ƌetiĐuluŵ eŶdoďlasŵiƋue au Ŷiveau
des MAM.
Issu de : SĐhäfeƌ et al., ϮϬϭϰ
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les fonctions des protéines ciblées. Les changements dynamiques de la concentration et de la 

localisation de Ca2+ permettent de déclencher de nombreux évènements cellulaires incluant 

la ĐoŶtƌaĐtioŶ ŵusĐulaiƌe, la sĠĐƌĠtioŶ d͛hoƌŵoŶes et la tƌaŶsŵissioŶ sǇŶaptiƋue. Pouƌ éviter 

son activation non-pertinente et assurer sa réactivité, le calcium est stocké au niveau du 

réticuluŵ eŶdoplasŵiƋue ;‘EͿ d͛où il peut ġtƌe ƌelâĐhĠ tƌğs ƌapideŵeŶt dans le cytosol. Le RE 

ĐoŶstitue d͛ailleuƌs le plus gƌos ƌĠseƌǀoiƌ de Ca2+ de la cellule. On le trouve notamment 

iŵpliƋuĠ daŶs la ǀoie de sigŶalisatioŶ de l͛IP3. Dans cette voie, l͛iŶteƌaĐtioŶ d͛uŶe pƌotĠiŶe G 

avec PIP2 à la ŵeŵďƌaŶe plasŵiƋue peƌŵet la liďĠƌatioŶ d͛IP3 dans le cytosol. Celui-ci active 

alors les canaux calciques du RE. En ce qui concerne la mitochondrie, la matrice est très peu 

concentrée en calcium. Le passage à travers la meŵďƌaŶe eǆteƌŶe Ŷ͛est pas ĐoŶtƌƀlĠ, 

s͛effeĐtuaŶt gƌâĐe à la PoƌiŶ ;VDACͿ. A contrario, le passage à travers la membrane interne est 

dû à des transporteurs actifs permettant la sortie du Ca2+ contre son gradient. Pour autant, en 

Đas d͛eǆĐğs de ĐoŶĐeŶtƌatioŶ du calcium dans le cytosol, des canaux calciques à la membrane 

interne, permettent son entrée massive et rapide dans la matrice. (Granatiero, De Stefani and 

Rizzuto, 2017) (Figure 5). 

i) Mitochondrial Ca2+ Uniporter (MCU) 

L͛eŶtƌĠe du ĐalĐiuŵ daŶs la ŵatƌiĐe ŵitoĐhoŶdƌiale est peƌŵise paƌ le MCU 

("Mitochondrial Calcium Uniporter", complexe de transport du Ca2+ mitochondrial). Ce 

complexe, identifié seulement très récemment, est composé de trois membres qui sont MCU, 

MCUb et EMRE. MCU et MCUb possèdent deux domaines transmembranaires séparés par un 

doŵaiŶe eŶ ďouĐle eǆposĠ daŶs l͛espaĐe iŶteƌŵeŵďƌaŶaiƌe Ƌui va permettre la régulation de 

l͛aĐtiǀitĠ du ĐaŶal. Les sĠƋueŶĐes eŶ aĐide aŵiŶĠ de MCU et MCUď soŶt tƌğs pƌoĐhes. La 

diffĠƌeŶĐe d͛aĐtiǀitĠ ǀieŶdƌait ŶotaŵŵeŶt de l͛aďseŶĐe de deuǆ aĐides aŵiŶĠs daŶs le 

domaine en boucle pour MCUb. Cette absence se traduiƌait paƌ uŶe peƌte d͛affiŶitĠ aǀeĐ le 

ĐalĐiuŵ et uŶe diŵiŶutioŶ de l͛aĐtiǀitĠ du ĐaŶal. Le ƌappoƌt eŶtƌe MCU et MCUď seŵďle doŶĐ 

ġtƌe tƌğs iŵpoƌtaŶt pouƌ l͛effiĐaĐitĠ du tƌaŶspoƌteuƌ. EŶfiŶ, EM‘E est la deƌŶiğƌe pƌotĠiŶe à 

avoir été identifiée dans ce compleǆe. Elle est Đapaďle d͛iŶteƌagiƌ aǀeĐ le pƌiŶĐipal ƌĠgulateuƌ 

décrit pour ce canal, MICU1. Celle-Đi ǀa peƌŵettƌe l͛aĐtiǀatioŶ du ĐaŶal eŶ ĐoŶditioŶ d͛eǆĐğs 

de calcium cytosolique. Les autƌes ƌĠgulateuƌs de l͛aĐtiǀitĠ du MCU soŶt tous les ŵeŵďƌes de 

la famille MICU, MCUR1 et SLC25A23 (De Stefani, Patron and Rizzuto, 2015). 







Figuƌe ϲ. AligŶeŵeŶt des sĠƋueŶĐes des pƌotĠiŶes de la faŵille BĐl-Ϯ.
Les doŵaiŶes BHϭ, BHϮ et BHϯ se ĐoŶfoƌŵe pouƌ foƌŵeƌ uŶ poĐhe hǇdƌophoďe
Ƌui peut lieƌ les peptides BHϯ-oŶlǇ. Les ĐiŶƋ pƌeŵiğƌes pƌotĠiŶes soŶt
gĠŶĠƌaleŵeŶt aŶti-apoptotiƋues. Le ƌƀle des tƌois pƌotĠiŶes daŶs le ƌeĐtaŶgle
plus soŵďƌe soŶt ŵoiŶs ďieŶ dĠĐƌites et Ŷe peuveŶt pas eŶĐoƌe ġtƌe
ĐaƌaĐtĠƌisĠes. Les ϭϭ deƌŶiğƌes pƌotĠiŶes soŶt pƌo-apoptotiƋues.
Issu de : Youle aŶd Stƌasseƌ, ϮϬϬϴ
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Ceux-ci, peuvent alors être pris en charge par les cellules avoisinantes limitant une réaction 

inflammatoire au sein du tissus. Pour aboutir à ce résultat, deux voies majeures sont décrites : 

la voie intrinsèque, principalement déclenchée par des signaux internes à la cellule tels que 

des dommages de l͛ADN, Ƌui dĠďuteƌa paƌ l͛aĐtiǀatioŶ de faĐteuƌs de tƌaŶsĐƌiptioŶ tels Ƌue 

p53 ; la voie extrinsèque, déclenchée par l'interaction d'un récepteur à "domaine de mort" tel 

que FAD avec son ligand au niveau de la membrane plasmique. Les deux voies aboutiront à 

l͛aĐtiǀatioŶ des Đaspases. Je ŵ͛attaĐheƌais dans les trois paragraphes ci-dessous à décrire 

succinctement les événements mitochondriaux qui, chez les mammifères, participent à ce 

Ƌu͛oŶ appelle la voie intrinsèque d͛aĐtiǀatioŶ de l͛apoptose, à savoir : la perméabilisation de 

la MEM par des membres de la famille Bcl-2, la libération du cytochrome c et des protéines 

Smac/DIABLO et Htra2/Omi. (Estaquier et al., 2012). L͛iŵpliĐatioŶ des ŵitoĐhoŶdƌies daŶs 

l͛apoptose Đhez Drosophila melanogaster feƌa l͛oďjet d͛uŶe plus laƌge paƌtie pƌĠseŶtĠe daŶs 

la seconde partie de cette introduction (B).  

i) La famille Bcl-2 

La famille Bcl-2 regroupe un ensemble de gènes codant à la fois de facteurs pro- et 

anti-apoptotiques. Cette famille doit son nom au premier membre de la famille identifiée, le 

gène bcl-2, mis en évidence dans le cas du lymphome folliculaire humain à cellules B (B-cell 

lymphoma). Dans cette pathologie, une translocation t(14;18) place le gène bcl-2 sous le 

ĐoŶtƌol du pƌoŵoteuƌ de la ĐhaiŶe louƌde de l͛iŵŵuŶogloďuline, augmentant fortement la 

production de protéine Bcl-2. Il a été montré que, contrairement à ďeauĐoup d͛oncogènes, 

Bcl-Ϯ Ŷ͛a pas d͛aĐtiǀitĠ faǀoƌisaŶt la pƌolifĠƌatioŶ Đellulaiƌe. EŶ effet, si BĐl-2 a un rôle 

pro-oŶĐogĠŶiƋue, Đ͛est gƌâĐe à sa ĐapaĐitĠ à iŶhiďeƌ l͛apoptose. AiŶsi, les Đellules Ƌui auƌaieŶt 

dû entrer en apoptose, suite à l'accumulation de doŵŵages à l͛ADN, vont être maintenues en 

vie au sein du tissu. Si d'autres altérations favorisant le processus oncogénique sont 

acquissent par la cellule (insensibilité aux signaux de d͛aƌƌġt de la division cellulaire, 

autosuffisance aux signaux de croissance et prolifération cellulaire illimitée) celle-ci devient 

alors tumorale (Youle and Strasser, 2008). 

On dénombre 14 gènes appartenant à la famille Bcl2 chez les mammifères (Figure 6). 

Ces gènes codent des protéines qui présentent des domaines BH conservés, pour Bcl-2 

Homologie Domaine (BH1, BH2, BH3 et BH4), et pour certaines une séquence d'ancrage 

membranaire. Les protéines anti-apoptotiques de la famille comprennent des domaines BH1, 
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BH2, BH3 et parfois BH4 (comme Bcl-2 et Bcl-XL). Les pro-apoptotiques sont de deux types 

Đelles ĐoŵpƌeŶaŶt des doŵaiŶes BHϭ, BHϮ et BHϯ ;Baǆ, Bok, Bak…Ϳ et Đelles Ŷe possĠdaŶt 

qu'un unique domaine BH3 et appelées « BH3 only » ;Bad, Bid, Biŵ…Ϳ. L͛aĐtioŶ de Đes 

BH3-only passe par leur capacité à se lier avec les autres membres de la famille Bcl-2 en 

inhibant leur activité dans le cas des membres anti-apoptotiques ou en la stimulant dans le 

cas des membres pro-apoptotiques. Ces derniers sont les effecteurs de la perméabilisation de 

la membrane mitochondriale externe observée au cours du déclenchement de la voie 

iŶtƌiŶsğƋue de l͛apoptose. (Martinou and Youle, 2011). 

Alors que Bak est constitutivement à la MEM, Bax reste cytosolique dans les cellules 

saines et sera adressée à la ŵitoĐhoŶdƌie eŶ Đas de dĠĐleŶĐheŵeŶt de l͛apoptose. Cette 

ƌeloĐalisatioŶ ǀa peƌŵettƌe à Baǆ de s͛oligoliŵĠƌiseƌ aǀeĐ Bak pouƌ foƌŵeƌ des poƌes au niveau 

de la membrane externe mitochondriale (Wei et al., 2001). Ces pores vont entrainer la sortie 

de l͛espace intermembranaire de facteurs déterminant pour le processus apoptotique, 

comme le cytochrome c et les protéines Smac/DIABLO et Htra2/Omi sur lesquels je reviendrais 

(Goldstein et al., 2000; Suzuki et al., 2001). 

Dans les cellules saines, Bax est iŶhiďĠe paƌ l͛aĐtioŶ de BĐl-2 et Bcl-XL qui vont interagir 

aǀeĐ soŶ doŵaiŶe BHϯ. Le ƌeĐƌuteŵeŶt de Baǆ à la ŵeŵďƌaŶe est peƌŵis paƌ l͛aĐtioŶ des 

protéines BH3-only. D͛uŶe paƌt, elles iŶhiďeŶt soŶ iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ les ŵeŵďƌes 

anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 par compétition au niveau du domaine BH3 de celles-ci ; 

d͛autƌe paƌt, elles faǀoƌiseŶt l͛oligoŵĠƌisatioŶ de Baǆ et Bak (Eskes et al., 2000). 

i i) Cytochrome c 

Coŵŵe Ŷous l͛aǀoŶs ǀu pƌĠĐĠdeŵŵeŶt, le ĐǇtoĐhƌoŵe c est un élément essentiel dans 

la respiration mitochondriale. Il permet le transfert des électrons entre les complexes III et IV 

de la chaîne respiratoire. Outre son rôle dans la phosphorylation oxydative, il est aussi requis 

pour l͛aĐtiǀatioŶ des Đaspases. Chez les mammifères, cette activation est opérée par un 

Đoŵpleǆe ŶoŵŵĠ apoptosoŵe. Ce Đoŵpleǆe est foƌŵĠ paƌ l͛iŶteƌaĐtioŶ du ĐǇtoĐhƌoŵe c avec 

la protéines Apaf-1 (Apoptosis protease-activating factor 1) dans le cytosol. La 

peƌŵĠaďilisatioŶ de la MEM, paƌ l͛aĐtioŶ de Baǆ et Bak, va permettre au cytochrome c de se 

relocaliser daŶs le ĐǇtosol et d͛iŶteƌagiƌ aǀeĐ Apaf-1. Cette interaction est au centre de la 

foƌŵatioŶ de l͛apoptosoŵe (Zou et al., 1999). Une fois formé, ce complexe est capable de 



Figuƌe ϳ. ÉƋuiliďƌe fusioŶ/fissioŶ ŵitoĐhoŶdƌial.
L’Ġtat d’ĠƋuiliďƌe de la ŵoƌphologie ŵitoĐhoŶdƌiale ƌeƋuiğƌe uŶe ďalaŶĐe eŶtƌe
des ĠvĠŶeŵeŶts de fissioŶ et de fusioŶ. La divisioŶ de l’oƌgaŶite est opĠƌĠe paƌ
Dƌpϭ Ƌui foƌŵe uŶ oligoŵğƌe de haut poids ŵolĠĐulaiƌe à la suƌfaĐe
ŵitoĐhoŶdƌiale. La fusioŶ est uŶ pƌoĐessus eŶ Ϯ Ġtapes Ƌui ƌeƋuiğƌe la fusioŶ
des ŵeŵďƌaŶe eǆteƌŶe puis iŶteƌŶe. Cette pƌeŵiğƌe est faĐilitĠe paƌ
l’aĐĐƌoĐhage de ŵitofusiŶes de ŵeŵďƌaŶes adjaĐeŶtes. OPAϭ peƌŵet la fusioŶ
de la ŵeŵďƌaŶe iŶteƌŶe.
Issu de : Osellaŵe et al., ϮϬϭϮ





Figuƌe ϴ. OƌgaŶisatioŶ des doŵaiŶes et ŵodifiĐatioŶs post-tƌaduĐtioŶŶelles de
Dƌpϭ.
;aͿ StƌuĐtuƌe des doŵaiŶes et ŵodifiĐatioŶs post-tƌaduĐtioŶŶelles. De

Ŷoŵďƌeuses ŵodifiĐatioŶs post-tƌaduĐtioŶŶelles de Dƌpϭ ƌĠguleŶt l’aĐtivitĠ
GTPase de Dƌpϭ Đe Ƌui affeĐte sa ĐapaĐitĠ à iŶduiƌe la fissioŶ
ŵitoĐhoŶdƌiale.

;ďͿ StƌuĐtuƌe ƌepliĠe de Dƌpϭ.
VD, doŵaiŶe vaƌiaďle; GED, doŵaiŶe GTPase effeĐteuƌ; PC, paƌtie ĐeŶtƌale; P,
phosphoƌǇlatioŶ; NO, S-NitƌosǇlatioŶ; U, UďiƋuitiŶatioŶ; SUMO, SuŵoǇlatioŶ
AdaptĠ de : Cho, B. et al., ϮϬϭϯ

;aͿ

;ďͿ
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Babbe and van der Bliek, 2008). Tango11 est l'homologue de ce gène chez la D. melanogaster. 

Les protéines MiD49 et MiD51 (pour Mitochondrial dynamics proteins) sont également 

décrites comme plateforme de recrutement de Drp1 à la mitochondrie chez les mammifères 

(Palmer et al., 2011) mais elles ne présentent pas d'homologues chez la drosophile. 

Enfin, des mutations du gène GDAP1 (Ganglioside-induced differentiation associated 

protein 1) ont été associées à des formes récessives de la maladie neurodégénérative de 

Charcot-Marie-Tooth de type 4A (Cuesta et al., 2002). La protéine codée par GDAP1 ressemble 

aux glutathione S-transférases mais possède un domaine transmembranaire et un domaine 

d͛adƌessage à la ŵitoĐhoŶdƌie (Wagner et al., 2009). Elle interagit avec Drp1 et Fis1 pour 

induire la fission mitochondriale mais semble pouvoir réguler, par ailleurs, la production d͛ 

Espèce AĐtiǀĠe de l͛OǆǇgğŶe (EAO) et le potentiel de membrane mitochondriaux (Niemann et 

al., 2009). Il existe un orthologue du même nom chez D. melanogaster qui est aussi impliqué 

dans la régulation de la dynamique mitochondriale (López Del Amo et al., 2015). 

Chez la drosophile, PMI (Pantagruelian Mitochondrion I) code pour une protéine de la 

membrane interne mitochondriale. Des travaux récents ont permis de mettre en évidence la 

capacité de cette protéine à induire la fission mitochondriale indépendamment de Drp1 (Rival 

et al., 2011). Cette capacité est due à son activité inhibitrice sur la morphogénèse de la matrice 

mitochondriale et est fortement associée à l͛aĐtiǀitĠ de la ĐhaiŶe ƌespiƌatoiƌe. TMEM11 est 

l͛hoŵologue de PMI Đhez l͛hoŵŵe (Macchi et al., 2013). 

i i) Description du mécanisme de fission 

Chez Saccharomyces cerevisiae, le recruteŵeŶt de DŶŵϭ, l͛hoŵologue de Dƌpϭ, paƌ 

Fis1 est déjà démontré. En revanche, les mécanismes de recrutement de Drp1 chez les 

ŵaŵŵifğƌes soŶt plus disĐutĠs. Coŵŵe Ŷous l͛aǀoŶs ǀu pƌĠĐĠdeŵŵeŶt, Đette foŶĐtioŶ est 

assurée par plusieurs facteurs en plus de Fis1 : Mff, MiD49 (codé par MIEF2) et MiD51 (codé 

par MIEF1). Selon les études les plus récentes, il semblerait que ces facteurs puissent interagir 

entre eux pour permettre le recrutement de Drp1. Chez la drosophile, la protéine réceptrice 

de Drp1 à la mitochoŶdƌie Ŷ͛est pas ĐoŶŶue. 

UŶe fois à la ŵitoĐhoŶdƌie, Dƌpϭ agit eŶ s͛oligoŵĠƌisaŶt. EŶ effet, la liaisoŶ au GTP 

permet à Drp1 de modifier sa conformation. Ce changement de conformation induit son 

auto-assemblage sous forme d'anneaux composés de 16 monomères, pour les plus 

abondants, présentant un diamètre intérieur de ∼20nm et extérieur de ∼30nm. Si des 
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analogues de GTP non-hydrolysables sont liés aux monomères, ce sont alors des structures en 

spirales de ~36nm de diamètres qui se forment et suite à cette oligomérisation , Drp1 n'a plus 

la capacité à induire la fission mitochondriale (Basu et al., 2017). Ainsi le fonctionnement de 

Drp1 ressemble énormément au fonctionnement des dynamines. 

i i i) Régulations de la fission mitochondriale 

Drp1 étant la protéine centrale de la fission mitochondriale, son activité est finement 

régulée notamment par de nombreuses modifications post-traductionnelles (Figure 8). 

La régulation post-traductionnelle de Drp1 peut se faire par plusieurs types de 

modifications. Premièrement, la protéine Drp1 peut être phosphorylée. Plusieurs sites de 

phosphorylations ont été décrits pour moduler positivement ou négativement son activité. La 

fission mitochondriale est notamment importante au cours de la division cellulaire, afin de 

permettre la répartition des mitochondries entre les deux cellules filles. Concernant ce 

processus, il a été montré dans des cellules HeLa, que le complexe cycline B/CDK1 (cyclin 

dependant kinase 1) permet la phosphorylation du résidu sérine 616 de Drp1. L͛ajout d͛uŶ 

groupement phosphate sur cet acide aminé situé dans la région GED de Drp1 permet 

l͛aĐtiǀatioŶ de la fissioŶ ŵitoĐhoŶdƌiale. À l͛inverse, la phosphorylation du résidu sérine en 

637 par la protéine kinase AMPc-dépendante (PKA) induit une diminution de cette activité. 

Ces données sont rappelées dans la revue (Nan et al., 2017). Ces sites de phosphorylation sont 

conservés chez le nématode et la drosophile. 

Par ailleurs, Drp1 peut également être régulée par ubiquitination. Chez les 

mammifères, la protéine MARCH5, une E3-ubiquitine ligase de la membrane externe 

ŵitoĐhoŶdƌiale, est Đapaďle d͛uďiƋuitiŶeƌ Fisϭ et Dƌpϭ. Il a ĠtĠ ŵis eŶ évidence que la 

surexpression du gène codant MARCH5 conduit à la foƌŵatioŶ d͛uŶ ƌĠseau ŵitoĐhoŶdƌial 

tubulaire alors qu'une mutation de son domaine "really interesting new gene (RING) finger" 

aboutit à uŶe fƌagŵeŶtatioŶ ŵitoĐhoŶdƌiale. Ces doŶŶĠes ǀoŶt daŶs le seŶs d͛uŶe ƌĠgulatioŶ 

négative de Drp1 par MARCH5 (Nakamura et al., 2006; Yonashiro et al., 2006). Des résultats 

contradictoires, obtenus peu de temps après, montrent que cette ubiquitination serait, à 

l͛iŶǀeƌse, aĐtiǀatƌiĐe et ŵġŵe ƌeƋuise pouƌ l͛aĐtiǀitĠ de Dƌpϭ (Karbowski, Neutzner and Youle, 

2007). La relation entre Drp1 et MARCH5 nécessite donc d͛ġtƌe daǀaŶtage eǆploƌĠe. Il existe 

un homologue de MARCH5 chez la drosophile (CG9855Ϳ ŵais auĐuŶe Ġtude Ŷ͛a, pouƌ le 

moment, montré son implication dans la régulation de la dynamique mitochondriale. 
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ĐeƌtaiŶs tissus Đoŵŵe le Đœuƌ, les ŵusĐles sƋuelettiƋues et le cerveau (Santel et al., 2003). 

L͛hoŵologue de MFN2, chez la drosophile, est Marf et il existe un autre membre de la famille 

des mitofusines : fzo (fuzzy onions). Tandis que le premier rempli le rôle ubiquitaire de MFN1 

chez les mammifères, fzo semble restreint à une activité dans la formation des 

spermatozoïdes. 

La protéine OPA1 (Optic Atrophy 1) est importante dans la fusion de la MIM et dans le 

ƌeŵodelage des Đƌġtes ŵitoĐhoŶdƌiales. L͛eǆpƌessioŶ du gène OPA1 est ubiquitaire mais 

conduit, via un Ġpissage alteƌŶatif, à la pƌoduĐtioŶ de plusieuƌs foƌŵes d͛OPAϭ (Akepati et al., 

2008). Les peptides ainsi produits sont ensuite clivés afin de générer d'une part une forme 

longue, possédant un domaine transmembranaire ancré à la MIM ; et d'autre part, une forme 

courte localisée dans l͛espaĐe iŶteƌŵeŵďƌaŶaiƌe. La pƌeŵiğƌe est tƌğs iŵportante pour le 

mécanisme de fusion mitochondriale, tandis que la deuxième est impliquée daŶs l͛aĐtiǀitĠ de 

la chaine respiratoire (Del Dotto et al., 2017). Il eǆiste uŶ hoŵologue d͛OPAϭ Đhez la 

drosophile portant le même nom. 

i i) Mode de fonctionnement des protéines 

responsables de la fusion mitochondriale  

Ce sont MFN1 et MFN2 qui initient la fusion mitochondriale. Localisées à la surface des 

mitochondries à fusionner, elles vont interagir entre elles depuis chacune des membranes. 

Cela se fait grâce aux domaine hydrophobe HR2, décrit précédemment, qui va se lier au 

domaine analogue de la protéine en vis-à-vis (Koshiba et al., 2004). Un changement 

conformationnel permettra alors de créer un contact entre les membranes adjacentes ce qui 

aboutira à la fusion. Ce changement ferait iŶteƌǀeŶiƌ l͛hǇdƌolǇse du GTP. De plus, des études 

ont montré la capacité pour les MFNs et OPAϭ d͛iŶteƌagiƌ eŶtƌe-elles en des points de contact 

MIM/MEM (Guillery et al., 2008). L͛aďseŶĐe d͛OPAϭ ou de MFN1 bloque la fusion 

mitochondriale (Cipolat et al., 2004; Chen, Chomyn and Chan, 2005). Le ŵode d͛aĐtioŶ d͛OPAϭ 

régissant cette fusion reste, pour le moment, inconnu. La localisation ainsi que la similitude 

d͛OPAϭ aǀeĐ les dǇŶaŵiŶes laisseŶt peŶseƌ Ƌue Đ͛est eŶ agissaŶt suƌ la Đouƌďuƌe de la MIM 

Ƌu͛OPAϭ faǀoƌiseƌa la fusioŶ. Chez D. melanogaster, Marf et Opa1, les homologues de MFN2 

et OPA1, sont également requis dans le mécanisme de fusion (Dorn et al., 2011; Rai, Katti and 

Nongthomba, 2014). 
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i i i) Régulations de la fusion mitochondriale 

Il existe de nombreux modes de régulation de la fusion mitochondriale, ceux-ci 

pouvant moduler l'activité des MFNs ou d͛OPAϭ. Ils soŶt d͛ailleuƌs pƌĠpoŶdĠƌaŶts daŶs la 

ƌĠpoŶse de la Đellule auǆ diffĠƌeŶts ĠǀğŶeŵeŶts tels Ƌue le ĐǇĐle Đellulaiƌe ou l͛apoptose.  

Dans les cellules mammifères, l͛uďiƋuitiŶatioŶ de MFN2 par Parkin, une E3-ubiquitine 

ligase que j͛évoquerais plus tard (A)) va mener à la dégradation de MFN2 et à une inhibition 

de la fusion mitochondriale (Gong et al., 2015). Par ailleurs, il a pu être observé que la 

suppƌessioŶ d͛uŶ iŶhiďiteuƌ de la deubiquitinase mitochondriale USP30 menait à la 

stabilisation de MFN2. Cette stabilisation est associée à la liaison d͛uŶe uďiƋuitiŶe Ŷ͛iŶduisaŶt 

pas de dégradation (Leboucher et al., 2012). Ces résultats paraissent contradictoires, 

toutefois, pouƌƌaieŶt s͛eǆpliƋueƌ paƌ on ne peut eǆĐluƌe la pƌĠseŶĐe d͛au ŵoiŶs deuǆ sites de 

liaison à l͛uďiƋuitiŶe, l͛uŶ ĠtaŶt pƌo-dĠgƌadatioŶ taŶdis Ƌue l͛autƌe seƌait stabilisateur. 

Par ailleurs, l'activité des mitofusines peut également être régulée par 

phosphorylation. Une forme non-phosphorylable de MFN2 a un effet protecteur contre le 

stress induit par un agent génotoxique, la doxorubicine. Cette phosphorylation est effectuée 

par la Jun kinase JNK et est associée à la fragmentation mitochondriale et à l͛apoptose 

(Leboucher et al., 2012). De façon différente, la phosphorylation de la Thréonine 562 de MFN1 

paƌ E‘K iŶhiďe soŶ aĐtiǀitĠ GTPase et sa ĐapaĐitĠ à s͛oligomériser. Cela se traduit par une 

fragmentation mitochondriale et de l͛apoptose (Pyakurel et al., 2015). Ainsi la 

phosphorylation des MFNs peut engendrer des effets opposés sur leur activité. 

Le niveau de fusion mitochondrial peut également être régulé par une régulation de la 

transcription des gènes MFN1 et MFN2. Les protéines PGC-1 (peroxisome 

proliferator-activated receptor J coactivator-1) α et E sont décrites comme les deux 

co-activateurs de NRF-1/2 (nuclear respiratory factors-1/2) et ERRα (nuclear estrogen-related 

ƌeĐeptoƌ αͿ. Ces facteurs de transcription ont un rôle majeur dans la régulation de l͛eǆpƌessioŶ 

des gènes codant les protéines de la chaine respiratoire et dans la biogénèse mitochondriale. 

Ils seront abordés par la suite (A.d). Il a été mis en évidence chez la souris, qu͛en interagissant 

avec ERRα, PGC-ϭ α et E peuǀeŶt ƌespeĐtiǀeŵeŶt augŵeŶteƌ l͛eǆpƌessioŶ des gğŶes MFN1 et 

MFN2 (Liesa et al., 2008; Martin et al., 2014). Enfin, il existe une régulation des quantités 

d͛A‘Nŵ MFN1 impliquant l͛aĐtioŶ de ŵiƌ-140, un micro-A‘N doŶt l͛eǆpƌessioŶ est oďseƌǀĠe 







TƌaffiĐ/liaisoŶ ĐǇtosƋuelette

Figuƌe ϵ. TƌaŶspoƌt ŵitoĐhoŶdƌial et fissioŶ ŵitoĐhoŶdƌiale
Les ŵitoĐhoŶdƌies soŶt pƌiŶĐipaleŵeŶt tƌaŶspoƌtĠes le loŶg des ŵiĐƌotuďules.
Ce tƌaŶspoƌt est ƌĠalisĠ gƌâĐe au pƌotĠiŶes Miƌo et MiltoŶ Ƌui foŶt la liaisoŶ aveĐ
les kiŶĠsiŶes. QuaŶd les ŵitoĐhoŶdƌies soŶt liĠes à l’aĐtiŶe, la fissioŶ est
faĐilitĠe ;gauĐheͿ. UŶe pƌĠseŶĐe ĠlevĠe de TAU ;dƌoiteͿ, Đoŵŵe Đ’est le Đas daŶs
la ŵaladie de PaƌkiŶsoŶ, dĠtaĐhe les ŵitoĐhoŶdƌies des ŵiĐƌotuďules. Cela
ĐoŶduit à uŶe augŵeŶtatioŶ de de l’aĐtiŶe-F, dĠtƌuisaŶt l’iŶteƌaĐtioŶ phǇsiƋue
aveĐ Dƌpϭ. Cela ŵğŶe à uŶe ĠloŶgatioŶ ŵitoĐhoŶdƌiale et à de la
ŶeuƌodĠgĠŶĠƌesĐeŶĐe.
Issu de : DuBoff et al., ϮϬϭϯ
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les mitochondries aux ŵiĐƌofilaŵeŶts d͛aĐtiŶe, aux filaments intermédiaires et aux 

microtubules (Anesti and Scorrano, 2006). 

La liaisoŶ de la ŵitoĐhoŶdƌie aǀeĐ les ŵiĐƌofilaŵeŶts d͛aĐtiŶe ;MFͿ est prépondérante 

chez Saccharomyces cerevisiae. Ces MF ont un rôle avéré de régulateur de la localisation et 

du transport mitochondrial (Simon, Karmon and Pon, 1997). A l͛iŶǀeƌse, Đhez les mammifères, 

les microfilaments ne semblent impliqués que dans les déplacements sur des courtes 

distances dans les régions cellulaires plus pauvres en microtubules. Le ƌƀle de l͛aĐtiŶe dans le 

transport mitochondrial chez les eucaryotes supérieurs reste peu clair, notamment parce que 

des ƌĠsultats ĐoŶtƌadiĐtoiƌes soŶt pƌĠseŶtĠs daŶs la littĠƌatuƌe. PƌeŶoŶs l͛eǆeŵple de la 

myosine un moteur moléculaire associé aux microfilaments d'actine. Un lien entre les 

mitochondries et la myosine V a pu être établi. Dans certains types cellulaires, elle colocalise 

clairement avec les mitochondries, taŶdis Ƌue daŶs d͛autƌes tǇpes Đellulaiƌes, ŵitoĐhoŶdƌie et 

myosine ne colocalisent que partiellement. CepeŶdaŶt, le ƌĠseau d͛aĐtiŶe est iŵpliƋuĠ de 

façon évidente daŶs la foƌŵatioŶ des poiŶts d͛ĠĐhaŶges de membranes entre le RE et la 

mitochondrie et dans le processus apoptotique (Yi, Weaver and Hajnóczky, 2004; Varadi, 

Tsuboi and Rutter, 2005) Dans certaines maladies neurodégénératives, la modulation du 

transport des mitochondries est fortement impliquée dans la perte de la capacité à déclencher 

la fission mitochondriale. Cette implication est présentée dans la figure 9. 

Les filaments intermédiaires (FI) forment des structures plus stables et sont fortement 

impliqués dans la résistance mécanique des cellules et des tissus. La composition de ces FI va 

ǀaƌieƌ d͛uŶ tǇpe Đellulaiƌe à l͛autƌe. Leuƌ ĐapaĐitĠ à ƌĠguleƌ le tƌafiĐ et la loĐalisation 

mitochondriale reste, pour le moment, assez obscure. Le rôle de la Desmine, une protéine 

capable de former des FI dans les cellules cardiaques et musculaires, est le mieux caractérisé. 

En effet, elle permet la bonne répartition des mitochondries dans les fibres musculaires. De 

plus, elle joue un rôle dans les modifications de la morphologie mitochondriale induites par la 

protéine anti-apoptotique Bcl-2. Enfin, dans certaines cellules, la trichoplein, une protéine 

associée à la kératine, se lie aveĐ la ŵitofusiŶe pouƌ peƌŵettƌe l͛aŶĐƌage de la ŵitoĐhoŶdƌie 

au réseau de FI (Silvander et al., 2017). 

Pour finir, le réseau le plus important dans le trafic mitochondrial intracellulaire chez 

les euĐaƌǇotes supĠƌieuƌs, est le ƌĠseau de ŵiĐƌotuďules ;MTͿ. DaŶs l͛Ġtude des ŵouǀeŵeŶts 

mitochondriaux, que ce soit dans les axones notamment, ou dans le contexte de la mitophagie 

(sujet aboƌdĠ plus taƌdͿ, uŶ gƌaŶd Ŷoŵďƌe d͛Ġtudes a ŵis eŶ ĠǀideŶĐe l͛utilisatioŶ du ƌĠseau 
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altérer le contenu mitochondrial et conduire à l'accumulation de mitochondrie défectueuses 

dans la cellule. Par exemple, si les EAO entrainent des modifications des protéines impliquées 

dans la chaine respiratoire, celle-ci peut être moins efficace pour répondre aux besoins de la 

cellule en énergie. Une moindre efficacité de la chaine respiratoire peut conduire à une 

augmentation de son activité ce qui se traduit par une augmentation des EAO libérées et donc 

par l͛iŶstallatioŶ d͛uŶ ĐeƌĐle ǀiĐieuǆ, daŶs leƋuel plus il y a d͛EAO, plus il y a de dommages au 

niveau de la chaine respiratoire, plus celle-ci est sollicitée et plus d͛EAO sont produits, etc. Les 

EAO ne restent, bien évidemment, pas cantonnés à la mitochondrie et vont pouvoir détériorer 

le reste de la cellule. La ŵodifiĐatioŶ de l͛ADN, eŶ paƌtiĐulieƌ, est très critique pour la cellule 

car les altérations ainsi induites peuǀeŶt ġtƌe à l͛oƌigiŶe de la survenue de mutations et parfois 

d͛un développement tumoral. 

AfiŶ d͛Ġǀiteƌ Đes situatioŶs eǆtƌġŵes, des mécanismes de ŵaiŶtieŶ de l͛iŶtĠgƌitĠ 

mitochondriale existent et reposent sur des senseurs de la "bonne santé" de la mitochondrie. 

Ces senseurs peuvent entrainer des régulations fines telles que la dégradation spécifique des 

éléments altérés mais, dans le cas de modifications plus importantes, ils peuvent entrainer la 

dĠgƌadatioŶ de ŵitoĐhoŶdƌies eŶtiğƌes ;ŵitophagieͿ ǀoiƌ ŵġŵe, dĠĐleŶĐheƌ l͛apoptose. Le 

chapitre suivant s͛iŶtĠƌesse à Đes mécanismes de protection intégrés au fonctionnement 

mitochondrial. 

i) L’UPR ŵitochoŶdƌiale  

Alors que de nombreuses protéines sont adressées et importées à la mitochondrie 

pouƌ Ǉ ġtƌe ŵatuƌĠes et asseŵďlĠes, l͛aĐĐuŵulatioŶ de pƌotĠiŶes ŵitoĐhoŶdƌiales Ŷ͛aǇaŶt pas 

leur conformation normale peut conduire à un stress pƌotĠotoǆiƋue. L͛aĐĐuŵulatioŶ de 

pƌotĠiŶes ŵal ĐoŶfoƌŵĠes daŶs la ŵitoĐhoŶdƌie peut ĐoŶduiƌe au dĠĐleŶĐheŵeŶt d͛uŶe 

réponse appelée UPRmt (mitochondrial unfolded protein response). Chez le nématode, la 

protéine ATFS-1 (Stress-activated transcription factor) est physiologiquement importée à la 

mitochondrie où elle est dégradée constitutivement par la protéase LON. En cas de stress 

protéotoxique, cette importation est altérée et ATFS-1 peut alors être adressée au noyau où 

elle active de la transcription de gènes dont ceux codant pour les protéines chaperonnes 

HSP60 et HSP70 (heat shock protein) (Nargund et al., 2012, 2015). Par ailleurs, les protéines 

mitochondriales endommagées sont dégradées par CLPP-1 (ATP-dependent Clp protease 

proteolytic subunit 1), une protéase matricielle, entrainant une accumulation de peptides 
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dans la matrice (Haynes et al., 2007). Le transporteur HAF-1 peƌŵet l͛eǆpoƌtatioŶ de Đes 

peptides dans le cytosol (Haynes et al., 2010). 

Chez les ŵaŵŵifğƌes, l͛hoŵologue de ATFS-1 appelé ATF5 (activating transcription 

factor 5) a été mis en évidence (Fiorese et al., 2016). Cette protéine se comporte de la même 

façoŶ Ƌu͛ATFS-1. Normalement adressée à la mitochondrie, ATF5 se localise au noyau en cas 

de stress mitochondrial où elle joue un rôle de facteur de transcription. Les facteurs de 

transcription ATF4 et CHOP sont aussi impliqués dans la réponse au stress protéotoxique 

mitochondrial mais la relation entre Đes pƌotĠiŶes Ŷ͛a pas eŶĐoƌe ĠtĠ dĠteƌŵiŶĠe (Melber and 

Haynes, 2018). On retrouve une protéine remplissant le rôle de CLPP-1 nommé CLPX (Al-

Furoukh et al., 2015). 

Chez la dƌosophile, oŶ Ŷe ƌetƌouǀe pas d͛hoŵologue des faĐteuƌs de transcription 

ATF4, 5 et CHOP. De plus, CG5045, l͛hoŵologue de CLPX, Ŷ͛a pas ĠtĠ assoĐiĠ à l͛UP‘mt 

(Matsushima et al., 2017). En revanche, la perte et la surexpression du gène codant pour la 

protéine chaperonne mitochondriale TRAP1 induisent une augmentation de la transcription 

des gènes hsp60, mthsp70 et cg5045 dont les homologues chez le nématode sont associés à 

l͛UP‘mt. Les ŵĠĐaŶisŵes, peƌŵettaŶt à T‘APϭ loƌsƋu͛elle est à uŶe dose spĠĐifiƋue de ƌĠguleƌ 

ŶĠgatiǀeŵeŶt l͛eǆpƌessioŶ de Đes gğŶes, Ŷe soŶt pas ĐoŶŶus (Baqri et al., 2014). 

L͛Ġtude de l͛UP‘mt commence à être bien décrite chez le nématode et les mammifères 

mais reste très flou chez la drosophile à la différence de la mitophagie. 

i i) Les voies de la mitophagie 

Il eǆiste plusieuƌs ǀoies d͛iŶduĐtioŶ de la ŵitophagie. La plus iŵpoƌtaŶte et la ŵieuǆ 

décrite est dĠpeŶdaŶte de l͛aĐtioŶ des protéines PINK1 et PARKIN. Dans certains contextes 

Đellulaiƌes paƌtiĐulieƌs, il eǆiste d͛autƌes ǀoies d͛iŶduĐtioŶs iŵpliƋuaŶt NIX et BNIPϯ ou 

FUNDC1 que nous détaillerons plus tard. 

A) PINK1/PARKIN 

PARK2/PARKIN et PARK6/PINK1 ont été retrouvées mutées dans des cas de maladie de 

Parkinson familiales. Cette maladie est associée à la présence de mitochondries 

endommagées (Lücking et al., 1998; Valente et al., 2001). En absence de PARKIN ou de PINK1, 

les mitochondries, normalement éliminées paƌ uŶ ŵĠĐaŶisŵe d͛autophagie, soŶt conservées 

ce qui conduit à uŶe aĐĐuŵulatioŶ d͛EAO mitochondriales. 



Figuƌe ϭϬ. OƌgaŶisatioŶ des doŵaiŶes de PINKϭ et PaƌkiŶ huŵaiŶes.
;aͿ PINKϭ possğde uŶe sĠƋueŶĐe d’adƌessage ŵitoĐhoŶdƌial à l’eǆtƌĠŵitĠ N-

teƌŵiŶale ;MTSͿ, uŶe sĠƋueŶĐe tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌe eŶ hĠliĐe α ;TMͿ et uŶ
doŵaiŶe Seƌ/Thƌ kiŶase ;KiŶaseͿ. FϭϬϰ est uŶ ƌĠsidu N-teƌŵiŶal alteƌŶatif
gĠŶĠƌĠ eŶ Đas de Đlivage paƌ PARL. SϮϮϴ et SϰϬϮ soŶt des sites
d’autophosphoƌǇlatioŶ.

;ďͿ PaƌkiŶ ĐoŶtieŶt uŶ doŵaiŶe N-teƌŵiŶal ƌesseŵďlaŶt à l’uďiƋuitiŶe ;UBLͿ,
tƌois doŵaiŶes RING et uŶ doŵaiŶe IBR. Sϲϱ est uŶ site de phosphoƌǇlatioŶ
pouƌ PINKϭ. Cϰϯϭ est le ĐeŶtƌe ĐatalǇtiƋue de l’aĐtivitĠ uďiƋuitiŶe ligase.

Issu de : EiǇaŵa aŶd Okaŵoto, ϮϬϭϱ
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(a) PINK1 

PINK1 (PTEN-induced putative kinase 1) a initialement été identifié comme un gène 

présentant un profil d'expression modifié dans des cellules cancéreuses exprimant une copie 

exogène du gène codant la phosphatase PTEN (suppresseur de croissance tumorale 

homologue de la Tensine) (Unoki and Nakamura, 2001) (Figure 10). PINK1, est une protéine 

de 581 acides aminés, qui contient une sĠƋueŶĐe d͛adƌessage ŵitoĐhoŶdƌial eŶ N-terminal, 

un domaine transmembranaire, un domaine kinase à Sérine/Thréonine hautement conservé 

et un domaine C-teƌŵiŶal d͛auto-régulation. L͛importation de PINK1 dans la mitochondrie se 

fait à travers la machinerie d͛iŵpoƌt gĠŶĠƌal ĐoŵpƌeŶaŶt les Đoŵpleǆes TOM et TIM 

(Translocase of the Inner Membrane) (Lazarou et al., 2012). 

Deux régions sont critiques pour la régulation de PINK1. Celles-ci correspondent aux 

sites de clivages ciblés par MPP (mitochondrial processing peptidase) et PARL (Preselinin-

associated Rhomboid-like protease). MPP coupe le peptide signal de PINK1 dans la matrice 

ŵitoĐhoŶdƌial taŶdis Ƌue PA‘L Đliǀe soŶ doŵaiŶe tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌe daŶs l͛espaĐe 

intermembranaire (Jin et al., 2010; Deas et al., 2011; Greene et al., 2012). Suite à ces deux 

évènements, PINK1 clivée est re-exportée vers le cytosol puis dégradée par la voie « N-end 

rule » via le protéasome. La concentration en PINK1 dans les mitochondries saines est donc 

très faible (Yamano and Youle, 2013). Le peu de PINK1 qui est importée dans les mitochondries 

est Đapaďle de phosphoƌǇleƌ des pƌotĠiŶes de l͛espace intermembranaire telles que 

HTRA2/Omi (PARK13), TRAP1 (TNFR-associated protein 1), une chaperonne mitochondriale 

ou NDUFA10, une sous-unité du complexe I de la chaine respiratoire. Ces phosphorylations 

sont nécessaires à leur bon fonctionnement (Plun-Favreau et al., 2007; Pridgeon et al., 2007; 

Morais et al., 2014). Il a d͛ailleuƌs été mis en évidence chez D. melanogaster, que la 

surexpression de TRAP1 supprime le phénotype induit par la perte de PINK1 fonctionnelle 

mais pas de Parkin (Costa, Loh and Martins, 2013; Zhang et al., 2013). 

L͛iŵpoƌt de pƌotĠiŶes, doŶĐ de PINKϭ, dans la mitochondrie nécessite un gradient de 

protons. En absence de ce gradient, cette importation est fortement inhibée. Ainsi, PINK1 est 

accumulée à la MEM. Elle est aloƌs Đapaďle de s͛auto-phosphoryler sur 3 résidus (Ser228, 

ThƌϮϱϳ et SeƌϰϬϮͿ pouƌ s͛auto-activer (Kondapalli et al., 2012; Okatsu et al., 2012; Aerts et al., 

2015). Cette stabilisation par auto-phosphorylation est accompagnée par la foƌŵatioŶ d͛uŶ 

complexe multimerique de 700kDa comprenant la machinerie TOM (Narendra et al., 2010; 

Becker et al., 2012; Lazarou et al., 2012; Okatsu et al., 2012). 



Figuƌe ϭϭ. DesĐƌiptioŶ de la stƌuĐtuƌe et du foŶĐtioŶŶeŵeŶt de PaƌkiŶ
;aͿ La stƌuĐtuƌe de doŵaiŶes de PaƌkiŶ. La siŵilaƌitĠ eŶtƌe les stƌuĐtuƌes

teƌtiaiƌes du doŵaiŶe UBL et de l’uďiƋuitiŶe Ǉ est aussi pƌĠseŶtĠ.
;ďͿ Modğle aĐtuel du ŵĠĐaŶisŵe ŵolĠĐulaiƌe ĐoŶduisaŶt à l’aĐtivatioŶ de PaƌkiŶ

daŶs les ŵitoĐhoŶdƌies dĠpolaƌisĠes.
;ĐͿ Effet de la phosphoƌǇlatioŶ de PaƌkiŶ et de l’uďiƋuitiŶe phosphoƌǇlĠ eŶ

Seƌϲϱ suƌ l’aĐĐessiďilitĠ du site ĐatalǇtiƋue de PaƌkiŶ.
Issu de : Matsuda et al., ϮϬϭϲ
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(b) Parkin 

La protéine Parkin, codée par le gène PARK2, est une ubiquitine E3 ligase de type 

« RING-in-between-RING » (RBR) de 465 acides aminés. Elle catalyse les mono- et 

poly-ubiquitinations de nombreux substrats, dont elle-même. (Sarraf et al., 2013; Spratt, 

Walden and Shaw, 2014) (Figure 11). Associée à des co-enzymes spécifiques, Parkin ajoute 

une ubiquitine (Ub), de 76 acides aminés, aux résidus Lysine de ses substrats (y compris 

l͛ubiquitine elle-même). Lorsque ce cycle est enchainé plusieurs fois de suite, en résulte 

l͛alloŶgeŵeŶt de la ĐhaiŶe polǇ-Ub. En fonction de la localisation de la liaison sur l͛uďiƋuitiŶe 

ĐiďlĠe pouƌ l͛alloŶgeŵeŶt de la ĐhaŠŶe, des évènements différents sont induits. La structure 

de Parkin consiste en un domaine N-terminal ƌesseŵďlaŶt à l͛uďiƋuitiŶe ;UBL=Ub-like) suivi 

par une séquence flexible et 4 régions riche en cystéines capables de lier chacune deux atomes 

de Zinc. Ces régions sont suivies de 3 domaines RING 0, 1 et 2. Les deux derniers sont séparés 

par un domaine IBR (in-between-RING) (Figure 11).  

De nombreuses mutations font de PARK2 le premier gène impliqué dans les maladies 

de Parkinson familiales. Initialement Parkin fut identifiée comme une E3 ubiquitine-ligase 

ĐlassiƋue de tǇpe ‘ING Ƌui diƌige l͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe l͛eŶzǇŵe de liaison de l͛Uď de tǇpe EϮ et 

le substrat iŶdĠpeŶdaŵŵeŶt d͛uŶe iŶteƌaĐtioŶ diƌeĐte aǀeĐ l͛uďiƋuitiŶeIl a été démontré plus 

récemment que Parkin a un résidu Cystéine catalytique dans son domaine RING2 qui forme 

un thioester transitoire avec l͛uďiƋuitiŶe avant le transfert sur la protéine substrat, 

ressemblant ainsi aux enzymes de type HECT (E6-AP carboxylique terminus). Ce nouveau 

mécanisme hybride RING/HECT conduit à sa re-classification comme un membre de la famille 

de type RBR des E3 Ub-ligase Ƌui s͛auto-inhibe à travers plusieurs interactions 

intra-moléculaires (Spratt, Walden and Shaw, 2014). 

L͛Ġtude de la structure inactive de Parkin a fourni une image complète de son mode 

d͛auto-inhibition (Wauer and Komander, 2013). Outƌe l͛eǆtƌĠŵitĠ N-terminal qui garde Parkin 

dans une conformation fermée, son activité est réprimée par un domaine REP (repressor of 

parkin) bloquant le site de liaison aux enzyme E2 dans le domaine RING1. De plus, le domaine 

‘INGϬ s͛iŶteƌpose eŶtƌe ‘INGϭ et ‘INGϮ et, de cette façon, couvre le résidu Cys431. Il en 

résulte une séparation spatiale entre les sites actifs des enzymes E2 et Parkin, ce qui empêche 

le transfert de l͛uďiƋuitiŶe. En effet, les mutations ciblant les régions auto-inhibitrices 

l͛aĐtiǀeŶt et augmentent son auto-ubiquitination (Trempe et al., 2013). En se basant sur sa 

structure fermée, il est apparu que Parkin doit être activée et effectuer des réarrangements 
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Figuƌe ϭϮ. Mode d’aĐtioŶ de PINKϭ et PaƌkiŶ.
PINKϭ est dĠgƌadĠe ĐoŶstitutiveŵeŶt paƌ uŶe pƌotĠase pƌĠseŶte à la ŵeŵďƌaŶe
iŶteƌŶe ŵitoĐhoŶdƌiale. QuaŶd la ŵitoĐhoŶdƌie est eŶdoŵŵagĠe au poiŶt de
peƌdƌe le poteŶtiel de ŵeŵďƌaŶe iŶteƌŶe, l’iŵpoƌtatioŶ de PINKϭ Ŷ’est plus
pƌovoƋuĠe. Elle est aĐĐuŵulĠe à la ŵeŵďƌaŶe eǆteƌŶe ŵitoĐhoŶdƌiale lui
peƌŵettaŶt d’eǆeƌĐeƌ soŶ aĐtivitĠ de kiŶase. Elle phosphoƌǇle ;PͿ ŶotaŵŵeŶt la
ŵitofusiŶe MARF Ƌui peƌŵet le ƌeĐƌuteŵeŶt PaƌkiŶ. PaƌkiŶ est aloƌs
phosphoƌǇlĠe paƌ PINKϭ, Đe Ƌui dĠďloƋue soŶ aĐtivitĠ uďiƋuitiŶe;UďͿ-ligase. Elle
uďiƋuitiŶe aloƌs uŶe gƌaŶde vaƌiĠtĠ de pƌotĠiŶes de la ŵeŵďƌaŶe eǆteƌŶe
ŵitoĐhoŶdƌiale doŶt MARF. Cette uďiƋuitiŶatioŶ eŶtƌaiŶaŶt la dĠgƌadatioŶ de
MARF paƌ le pƌotĠasoŵe, la fissioŶ ŵitoĐhoŶdƌiale est favoƌisĠe. De plus,
l’uďiƋuitiŶe pƌĠseŶtĠe paƌ de Ŷoŵďƌeuses pƌotĠiŶes de la suƌfaĐe
ŵitoĐhoŶdƌiale eŶtƌaiŶe la ƌeĐoŶŶaissaŶĐe de la ŵitoĐhoŶdƌie paƌ la ŵaĐhiŶeƌie
d’autophagie.
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majeurs pour obtenir soŶ aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue d͛Eϯ Uď-ligase (Caulfield et al., 2014; Caulfield, 

Fiesel and Springer, 2015). 

(c) Modes d’aĐtioŶ dans la mitophagie 

Quand la forme longue de PINK1 est stabilisée à la MEM des mitochondries 

endommagées, son domaine à activité kinase est tournée vers le cytosol. Plusieurs protéines 

iŵpliƋuĠes daŶs la ŵodulatioŶ de la dǇŶaŵiƋue ŵitoĐhoŶdƌiale et l͛apoptose oŶt ĠtĠ 

proposées comme des substrats potentiels de PINK1 (Wang et al., 2011; Arena et al., 2013; 

Chen and Dorn, 2013). Il a été démontré que PINK1 phosphoryle Parkin au niveau du résidu 

Serine 65 dans le domaine N-terminal UBL (Kondapalli et al., 2012). Cela active sa fonction 

enzymatique et induit sa relocalisation au niveau des mitochondries endommagées (Shiba-

Fukushima et al., 2012; Iguchi et al., 2013) (Figure 12). Des simulations 3D de modélisation 

moléculaire suggèrent que la phosphorylation de Parkin relâche sa structure auto-inhibitrice 

et iŶitie l͛ouǀeƌtuƌe de sa ĐoŶfoƌŵatioŶ. Cela débouchera sur son activation enzymatique 

(Caulfield et al., 2014). 

De plus, PINK1 a été récemment identifié comme la première kinase, phosphorylant 

Đapaďle de phosphoƌǇleƌ l͛uďiƋuitiŶe au niveau du résidu Serine 65 (Kane et al., 2014; 

Kazlauskaite et al., 2014; Koyano et al., 2014). La liaison de cette ubiquitine phosphorylée (p-

Ser65-Ub) au domaine RING1 de Parkin mène au relâchement du domaine auto-inhibiteur UBL 

(Okatsu et al., 2015; Sauve et al., 2015; Wauer et al., 2015). De cette façon, la phosphorylation 

de Parkin est facilitée, ce qui cause plusieurs réarrangements structuraux majeurs dont 

découlera une dé-ƌĠpƌessioŶ de l͛aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue et le ŵaiŶtieŶ d͛uŶe ĐoŶfoƌŵatioŶ 

active (Kazlauskaite et al., 2015; Kumar et al., 2015; Yamano et al., 2015). Les deux 

événements de phosphorylation effectués par PINK1 activent alors complètement les 

fonctions enzymatiques de Parkin (Figure 11). 

De manière intéressante, les ubiquitines phosphorylées déjà liées à de protéines 

membranaires mitochondriales peuvent servir comme récepteurs pour Parkin sur les 

mitochondries endommagées (Okatsu et al., 2015). Les premiers recrutements de Parkin aux 

mitochondries endommagées initient donc une boucle auto-amplificatrice dans laquelle 

Parkin ajoute des ubiquitines aux protéines de la MEM ce qui fournit davantage de substrats 

pour la phosphorylation dépendante de PINK1 qui à leur tour, amplifient l͛aĐtiǀatioŶ de PaƌkiŶ, 

son recrutement et son activité E3 Ub-ligase (Ordureau et al., 2014). 



Figuƌe ϭϯ. Modğle d’iŶduĐtioŶ de la ŵitophagie paƌ PINKϭ/PaƌkiŶ.
EŶ Đas de doŵŵages à l’ADN ŵitoĐhoŶdƌiale, d’augŵeŶtatioŶ de la
ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ ROS et de dĠpolaƌisatioŶ ŵeŵďƌaŶaiƌe, PINKϭ est aĐĐuŵulĠe
à la suƌfaĐe ŵitoĐhoŶdƌiale. Cela peƌŵet le ƌeĐƌuteŵeŶt de PaƌkiŶ pƌĠseŶt daŶs
le ĐǇtosol, Ƌui uďiƋuitiŶe de Ŷoŵďƌeuse pƌotĠiŶes pƌĠseŶtes à la ŵeŵďƌaŶe
eǆteƌŶe de la ŵitoĐhoŶdƌie. L’uďiƋuitiŶe seƌt aloƌs de ŵaƌƋueuƌ daŶs la
ƌeĐoŶŶaissaŶĐe de la ŵitoĐhoŶdƌie pouƌ foƌŵeƌ l’autophagosoŵe. La fusioŶ de
l’autophagosoŵe à uŶe vĠsiĐule lǇsosoŵale ŵğŶe à la dĠgƌadatioŶ de la
ŵitoĐhoŶdƌie dĠfaillaŶte.
Issu de : Youle et al., ϮϬϭϮ
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La voie PINK1/Parkin est un processus séquentiel régulé de manière complexe. Elle 

coordonne plusieurs aspects du contrôle qualité mitochondrial, fortement dépendant de 

l͛eǆteŶsioŶ des doŵŵages ŵitochondriaux. De cette façon PINK1 et Parkin modifient un large 

spectre de protéines substrats et entrainent leur dégradation (Chan et al., 2011; Sarraf et al., 

2013; Cunningham et al., 2015). 

Parmi les cibles les mieux caractérisées, MFN1 et 2 sont dégradées pour prévenir des 

re-fusions de mitochondries endommagées avec le réseau sain (Figure 12). Cette dégradation 

associée aux mitochondries (MAD) est réalisée via VCP/p97 (Valosin-containing protéine) par 

le protéasome (Poole et al., 2010; Tanaka et al., 2010). Ce processus conduira les 

mitochondries endommagées à leur fragmentation ce qui favorisera également leur 

incorporation dans les autophagosomes, des vésicules spĠĐifiƋues à l͛autophagie. Celles-ci 

fusionneront avec les lysosomes, des vésicules contenants des enzymes à même de dégrader 

tous les éléments contenus dans les autophagosomes. Les protéines Miro-1 et -2 sont d͛autƌes 

substrats de Parkin impliquées dans les déplacements mitochondriaux. Elles permettent la 

liaison entre les mitochondries et les microtubules via les protéines motrices kinésines. La 

dĠgƌadatioŶ de Đes pƌotĠiŶes ŵğŶe à l͛iŶhiďitioŶ des ŵouǀeŵeŶts ŵitochondriaux et promeut 

plus tard la ségrégation des mitochondries endommagées (Wang et al., 2011). De nombreuses 

autres protéines ont été identifiés comme cibles de PINK1 et Parkin (Tanaka et al., 2010; Sarraf 

et al., 2013; Martinez et al., 2017) mais les fonctions associées qui ne sont pas liées à la 

dégradation restent incomprises. De manière intrigante, des liaisons de chaines poly-Ub aux 

topologies d͛asseŵďlage distinctes ont été identifiées selon les substrats suggérant une 

régulation plus complexe des protéines ubiquitinylées par des chaines topologiquement 

diverses (Swatek and Komander, 2016). L͛aĐĐuŵulatioŶ d͛uďiƋuitiŶe phosphoƌǇlĠ eŶ Seƌϲϱ suƌ 

des protéines situées à la surface de la mitochondrie permet le recrutement des récepteurs 

impliqués dans l͛autophagie. Des protéines Đoŵŵe l͛OPTN ;OptiŶeuƌiŶeͿ et NDP52 (nuclear 

dot protéine 52) se lient aux chaines poly-Ub. Ces protéines sont alors capables de recruter 

des ƌĠĐepteuƌs de l͛autophagie Đoŵŵe LC3 (light chain 3) (Lazarou et al., 2015). La 

reconnaissance de ces mitochondries par les autophagosomes conduit à leur mitophagie 

(Figure 13). 

Les études récentes identifient un rôle supplémentaire pour PINK1/Parkin dans la 

formation des vésicules dérivées de la mitochondrie (MDVs) suggérant une voie alternative 

pour la dégradation pour les protéines mitochondriales. Une étude de spectrométrie de 



Figuƌe ϭϰ. Autƌes voies ŵitophagiƋues.
;aͿ BNIPϯ et NIX soŶt aĐtivĠes eŶ ƌĠpoŶse ƌespeĐtiveŵeŶt à l’hǇpoǆie et à la

ŵatuƌatioŶ des ƌetiĐuloĐǇtes. Ces ƌĠĐepteuƌs de la ŵitophagie lieŶt
diƌeĐteŵeŶt LCϯ gƌâĐe à uŶ doŵaiŶe LIR et iŶduiseŶt le ƌeĐƌuteŵeŶt et la
foƌŵatioŶ de la ŵeŵďƌaŶe d’isolatioŶ pouƌ foƌŵeƌ l’autophagosoŵe.

;ďͿ La phosphoƌǇlatioŶ paƌ SƌĐ et CKϮ iŶduit l’iŶaĐtivatioŶ de FUNDCϭ. La
dĠphosphoƌǇlatioŶ paƌ PGAMϱ peƌŵet la liaisoŶ de LCϯ ŵeŶaŶt à la
ŵitophagie.

Issu de : BeƌŶaƌdiŶi et al., ϮϬϭϳ
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masse menée chez la drosophile a montré un renouvellement plus lent de la chaine 

respiratoire en contexte homozygote mutant perte de fonction pour PINK1 et Parkin comparé 

au mutant de Atg7, un gène impliquée dans l͛autophagie (Vincow et al., 2013). Cela suggère 

un mécanisme de renouvellement des protéines mitochondriales indépendant de la 

mitophagie qui pourrait participer à la dégradation de composants mitochondriaux. Les MDVs 

transportent sélectivement, gƌâĐe à l͛aĐtioŶ de protéines cargo, de lipides oxydées depuis les 

mitochondries vers les peroxisomes (Braschi et al., 2010). D͛autƌes protéines cargo 

peƌŵetteŶt l͛adƌessage aux lysosomes (Soubannier et al., 2012). Au moins une partie des 

MDVs sont générés par la protéine cargo VPS35 (vacuolar protéine sorting 35) (Braschi et al., 

2010). Ce gène (VPS35 aussi appelé PARK17) est lié à certaines formes autosomales 

dominante de la maladie de Parkinson. L͛eǆpƌessioŶ de VPS35 chez la mouche supprime 

d͛ailleuƌs le phénotype associé à la perte de Parkin mais pas celle de PINK1 (Malik, Godena 

and Whitworth, 2015). 

En plus de la dégradation de composants isolés et de mitochondries entières, Parkin 

joue aussi un rôle dans la biogenèse mitochondriale. En effet, in vitro Parkin est capable 

d͛uďiƋuitiŶeƌ PARIS (ZNF746) qui est un répresseur transcriptionnel de PGC1- α. L͛activité 

basale de Parkin est suffisante pour adresser PARIS au protéasome (Shin et al., 2011) facilitant 

alors l͛eǆpƌessioŶ de PGC-1α (Wu et al., 1999). Ainsi, la perte de Parkin peut contribuer à la 

mort cellulaire en empêchant la biogenèse mitochondriale(Stevens et al., 2015). Enfin, suite à 

un stress génotoxique à l͛Ġtoposide, PaƌkiŶ s͛oppose à la tƌaŶsloĐalisatioŶ de Baǆ à la 

mitochondrie. Cela pourrait être dû à une ubiquitination directe de Bax par Parkin (Johnson 

et al., 2012). De plus, loƌs d͛uŶe peƌte de poteŶtiel de ŵeŵďƌaŶe, la surexpression de Parkin 

induit uŶe suppƌessioŶ du phĠŶotǇpe ŵitoĐhoŶdƌiale dĠfeĐtueuǆ et est Đapaďle d͛inhiber 

l͛apoptose dépendante de Bax (Pascucci et al., 2016). 

B) Autres voies de mitophagie indépendantes de 

PINK1/Parkin 

DaŶs d͛autƌes Đas, la ŵitophagie Ŷ͛est pas là daŶs uŶ ďut de tƌaiteŵeŶt des 

mitochondries déficieŶtes ŵais fait paƌtie d͛uŶ pƌoĐessus Ŷoƌŵal de diffĠƌeŶĐiatioŶ Đellulaiƌe. 

C͛est le Đas paƌ eǆeŵple loƌs de la foƌŵatioŶ des ĠƌǇthƌoĐǇtes. La foƌŵatioŶ des gloďules 

rouges nécessite, en effet, une élimination des mitochondries, entre autres, ce qui se fait par 

un processus différent de la voie PINK1/Parkin. Cette voie dépend de NIX (NIP3-like protein X 
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aussi connu sous le nom de BNIP3L), une protéine ressemblant fortement aux membres BH3-

only de la famille Bcl-2. Sa foŶĐtioŶ seƌait d͛ġtƌe uŶ ƌĠĐepteuƌ spĠĐifiƋue de la ŵitophagie 

(Schweers et al., 2007; Sandoval et al., 2008). NIX est localisé à la MEM et contient un motif 

WXXL-like du côté du cytosol qui peut se lier à LC3 et son homologue GABARAP (GABA 

receptor-associated protein), in vitro et in vivo (Novak et al., 2010). Il Ŷ͛eǆiste pas d͛homologue 

du gène codant cette protéine chez S. cerevisiae, C. elegans et D. melanogaster (Figure 14). 

D͛autƌe ǀoies de la ŵitophagie eǆisteŶt ŵais soŶt ŵoiŶs ĠtudiĠes Ƌue Đelles ǀues 

précédemment. FUNDC1 (FUN14 domain-containing protein 1) a été identifié comme un 

ƌĠĐepteuƌ de l͛autophagie iŵpliƋuĠ daŶs la ƌĠpoŶse à l͛hǇpoǆie (Liu et al., 2012) (Figure 14). Il 

est présent à la MEM où il est notamment régulé par PGAM5 (Phosphoglycerate mutase 

familly member 5) (Chen et al., 2014). De plus, la cardiolipine, un lipide mitochondrial est 

Đapaďle d͛iŶteƌagiƌ diƌeĐteŵeŶt aǀeĐ LCϯ eŶ Đas de doŵŵages ŵitoĐhoŶdƌiauǆ (Chu et al., 

2013; Kagan et al., 2016). Enfin, les Ub-ligases Smurf-1 (SMAD specific E3 ubiquitin protein 

ligase 1), Gp78 et Mul1 (Mitochondrial ubiquitin ligase 1) ont aussi été signalées comme 

effectrices de la mitophagie (Orvedahl et al., 2011; Fu et al., 2013; Yun et al., 2014). 

i i i) Régulation de la mitophagie 

Des études « genome-wide » ont cherché des régulateurs de la translocalisation de 

Parkin et/ou de la mitophagie (Hasson et al., 2013; Lefebvre et al., 2013; Ivatt et al., 2014). 

L͛aĐtiǀitĠ de Parkin est elle-même modulée par plusieurs enzymes du système 

d͛uďiƋuitiŶatioŶ. EŶ effet, l͛aĐtioŶ d͛enzymes EϮ de ĐoŶjugaisoŶ de l͛Uď a ĠtĠ ŵise en avant 

dans la régulation de la translocalisation de Parkin ainsi que la modulation de son activité 

enzymatique sur les mitochondries endommagées. Par exemple, UBE2D et UBE2L3 favorisent 

l͛aĐtiǀatioŶ et la translocalisation de Parkin tandis que UBE2R1 a uŶ ƌƀle d͛iŶhiďiteuƌ (Fiesel et 

al., 2014). Par ailleurs d͛autƌes Ub-ligase de type E3 sont impliquées dans les formes familiales 

de la maladie de Parkinson comme FBXO7 (F-box only protein 7) codée par le gène PARK15. 

Cette pƌotĠiŶe paƌtiĐipe au ŵaiŶtieŶ de l͛iŶtĠgƌitĠ ŵitoĐhoŶdƌiale eŶ iŶteƌagissaŶt aǀeĐ PINKϭ 

et Parkin. Des données in vivo confirment ces observations in vitro puisque sa surexpression 

chez D. melanogaster supprime le phénotype induit par la perte de Parkin (Burchell et al., 

2013). 

Il existe aussi des désubiquitinases qui antagonisent l͛aĐtioŶ de Parkin en enlevant les 

Ub conjuguées par celle-ci. Ainsi, ont été identifiés USP30 (ubiquitin specific peptidase 30) 







Figuƌe ϭϱ. Les voies de ŵoƌt Đellulaiƌe.
L’apoptose, l’autophagie et la ŶĠĐƌose pƌĠseŶteŶt des pƌoĐessus tƌğs diffĠƌeŶts
eŶtƌe elles.
Issu de : TaŶ et al. ;ϮϬϭϰͿ





Figuƌe ϭϲ. Rôle de l’apoptose daŶs l’optiŵisatioŶ de la populatioŶ tissulaiƌe.
EŶ eǆeŵple iĐi, azot peƌŵet uŶe sĠleĐtioŶ au Ŷiveau tissulaiƌe des Đellules les
plus peƌfoƌŵaŶtes. DaŶs Đe Đas, le dĠveloppeŵeŶt seƌƌait optiŵal des tissus Đe
Ƌui se tƌaduiƌait paƌ uŶe ŵeilleuƌe suƌvie de l’oƌgaŶisŵe eŶtieƌ.
Issu de: MeƌiŶo et al., ϮϬϭϱ
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(Ellis and Horvitz, 1986). Paƌ ailleuƌs, au Đouƌs de la ŵoƌphogĠŶğse d͛oƌgaŶisŵes plus 

Đoŵpleǆe, l͛apoptose est iŵpliƋuĠe daŶs l͛Ġliŵination des tissus interdigitaux au cours du 

dĠǀeloppeŵeŶt eŵďƌǇoŶŶaiƌe et fœtal (Lindsten et al., 2000). On la retrouve aussi fortement 

impliquée dans le remaniement des organes de la mouche au cours de sa métamorphose. 

Cette deƌŶiğƌe a d͛ailleuƌs peƌŵis de Ŷoŵďƌeuses aǀaŶĐĠes daŶs le Đhaŵp de l͛apoptose. EŶ 

effet, la disparition des glandes salivaires de la laƌǀe ƌeƋuiğƌe à la fois l͛apoptose et la ŵoƌt 

par autophagie (Jiang, Baehrecke and Thummel, 1997; Berry and Baehrecke, 2007). 

L͛hoŵĠostasie tissulaiƌe est aussi uŶ pƌoĐessus daŶs leƋuel l͛apoptose joue un rôle 

prépondérant. Ce processus vise à entretenir un équilibre entre croissance, division et mort 

cellulaires dans le tissu afin que celui-ci maintienne son intégrité et conserve sa fonction. Pour 

cela, des cellules peuvent en venir à déclencher leuƌ pƌopƌe apoptose loƌsƋu͛elles soŶt tƌop 

nombreuses (Conradt, 2009). Ce mécanisme nécessite cependant une grande finesse de 

réponse pour éviter les réactions excessives qui entraineraient une mort massive dans le tissu. 

Elle peut aussi ġtƌe dĠĐleŶĐhĠe afiŶ de pƌĠseƌǀeƌ l͛iŶtĠgƌitĠ d͛uŶ tissu. DaŶs Đe Đas, l͛apoptose 

peut peƌŵettƌe l͛ĠliŵiŶatioŶ des Đellules auǆ ĐaƌaĐtĠƌistiƋues ŵoiŶs optiŵales que leurs 

voisines. Ce faisant, les cellules plus efficaces ou plus aptes à remplir les fonctions du tissu 

ǀoŶt pouǀoiƌ se dĠǀeloppeƌ d͛aǀaŶtage et se diǀiseƌ, augŵeŶtaŶt d͛autaŶt plus l͛effiĐaĐitĠ du 

tissu tout entier. Des mécanismes de sélections ont ainsi été mis en évidence chez la 

drosophile. Cette sélection se fait, suite à des échanges entre les cellules avoisinantes, par 

l͛aĐtioŶ des pƌotĠiŶes telles Ƌue dMǇĐ et Floǁeƌ (de la Cova et al., 2004; Rhiner et al., 2010). 

Lors de ce processus dit de compétition, les cellules considérées comme « perdantes » 

rentrent en apoptose (Morata and Ripoll, 1975) (exemple en Figure 16). 

EŶfiŶ, l͛apoptose est uŶ ŵĠĐaŶisŵe ŵis eŶ œuǀƌe daŶs l͛ĠliŵiŶatioŶ de Đellules 

daŶgeƌeuses pouƌ l͛oƌgaŶisŵe. Des Đellules iŶfeĐtĠes dĠĐleŶĐheŶt l͛apoptose suite à la 

stimulation de la voie « extrinsèque » par les lymphocytes T cytotoxiques du système 

iŵŵuŶitaiƌe les aǇaŶt ƌeĐoŶŶues Đoŵŵe telles. De plus, l͛aďseŶĐe d͛apoptose ŵğŶe à des 

pathologies eǆtƌġŵeŵeŶt gƌaǀes doŶt les ĐaŶĐeƌs. L͛apoptose a iĐi une fonction de garde-fou : 

les Đellules doŶt le ĐǇĐle Đellulaiƌe se dĠƌğgle soŶt Đapaďles d͛aĐtiǀeƌ leuƌ eŶtƌĠe eŶ apoptose. 

Elles pƌĠǀieŶŶeŶt de Đette façoŶ leuƌ diǀisioŶ iŶĐoŶtƌƀlĠe Ƌui aďoutiƌait suƌ la foƌŵatioŶ d͛uŶe 

tuŵeuƌ. L͛apoptose est iĐi dĠĐleŶchée par des senseurs de la cellule : les protéines de la famille 

Bcl-2. Ces senseurs sont seŶsiďles à des ǀaƌiatioŶs d͛EAO ou à l͛appaƌitioŶ de doŵŵages à 

l͛ADN. 



Figuƌe ϭϳ. Le Đœuƌ de la ŵaĐhiŶeƌie apoptotiƋue est ĐoŶseƌvĠ.
Les ƌĠgulateuƌs de l’apoptose Đhez CaeŶorhaďditis elegaŶs, Drosophila
ŵelaŶogaster et les ŵaŵŵifğƌes ŵoŶtƌeŶt la ĐoŶseƌvatioŶ Ġvolutive de la voie
apoptotiƋue.
;aͿ Pouƌ C. elegaŶs, EGL-ϭ ;hoŵologue des pƌotĠiŶes BHϯ-oŶlǇͿ se lie à et iŶhiďe

CED-ϵ ;hoŵologue de la faŵille BĐl-ϮͿ, Đe Ƌui ƌĠsulte suƌ la liďĠƌatioŶ de
CED-ϰ ;hoŵolgue de Apaf-ϭͿ. Ce faisaŶt, la Đellule est aloƌs Đapaďle d’ġtƌe
ĠliŵiŶĠe paƌ CED-ϯ ;uŶe ĐaspaseͿ.

;ďͿ Chez D. ŵelaŶogaster, Reapeƌ, Hid et Gƌiŵ ;RHGͿ eŶtƌaiŶe la dĠgƌadatioŶ
des dIAPϭ, liďĠƌaŶt aiŶsi les Đaspases effeĐtƌiĐes dƌICE et DĐpϭ. EŶ paƌallğle,
Đela peƌŵet à DƌoŶĐ ;hoŵologue de la Đaspase ϵͿ d’iŶteƌagiƌ aveĐ Daƌk
;hoŵologue d’Apaf-ϭͿ pouƌ foƌŵeƌ l’apoptosoŵe, aĐtivateuƌ de Đaspases. La
pƌotĠiŶe pϯϱ est uŶe iŶhiďiteuƌ spĠĐifiƋue auǆ Đaspases effeĐtƌiĐes.

;ĐͿ Chez les ŵaŵŵifğƌes, la ďalaŶĐe eŶtƌe les ŵeŵďƌes pƌo-apoptotiƋues et
aŶti-apoptotiƋues de la faŵille BĐl-Ϯ est ĐeŶtƌale pouƌ le deveŶiƌ Đellulaiƌe.
DuƌaŶt l’apoptose, les pƌotĠiŶes BHϯ-oŶlǇ faĐilite uŶ ƌelaƌgage du
ĐǇtoĐhƌoŵe Đ depuis la ŵitoĐhoŶdƌie. Celui-Đi se lie à Apaf-ϭ et doŶŶe
ŶaissaŶĐe à l’apoptosoŵe. EŶ paƌallğle, les aŶtagoŶistes des IAPs Đoŵŵe
SMAC, HTRAϮ et ARTS, se ƌeloĐaliseŶt à la ŵitoĐhoŶdƌie et liďğƌeŶt les
Đaspases de leuƌ iŶhiďitioŶ paƌ le IAPs. EŶ paƌtiĐulieƌ, la Đaspase ϵ est liďĠƌĠe
de XIAP et aĐtivĠe paƌ l’apoptosoŵe, Đe Ƌui eŶtƌaiŶe l’aĐtivatioŶ des
Đaspases effeĐtƌiĐes ϯ et ϳ.

Issu de: FuĐhs aŶd Stelleƌ, ϮϬϭϱ
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de la ŵeŵďƌaŶe, la fƌagŵeŶtatioŶ de l͛ADN et la foƌŵatioŶ des Đoƌps apoptotiƋues (Taylor, 

Cullen and Martin, 2008). 

Les ĠǀĠŶeŵeŶts de la ĐasĐade d͛aĐtiǀatioŶ des Đaspases soŶt assez ďieŶ dĠĐƌits Đhez 

les ŵaŵŵifğƌes. ϭϴ Đaspases Ǉ oŶt ĠtĠ ideŶtifiĠs, ĐeƌtaiŶes ĠtaŶt assoĐiĠes à l͛apoptose et 

d͛autƌes oŶt uŶ ƌƀle daŶs la ƌĠpoŶse iŶflaŵŵatoiƌe (Kumar, 2007; Eckhart et al., 2008). Chez 

la dƌosophile, Đ͛est ϳ Đaspases Ƌui oŶt ĠtĠ ideŶtifiĠes. Les Ġtudes gĠŶĠtiƋues oŶt ďieŶ Ġtaďli 

que Dronc (Drosophila Nedd2-like caspase) est la caspase initiatrice la plus importante. Son 

domaine CARD (caspase activation and recruitment domain), présent dans le pro-domaine N-

terminal, évoque la caspase-9 de mammifère, initiatrice dans la voie intrinsèque. Ce domaine 

lui peƌŵet d͛iŶteƌagiƌ aǀec Dark/Ark, un homologue de APAF-1 (apoptotic protease-activating 

factor 1). AiŶsi, elle s͛aĐtiǀe et Đes pƌotĠiŶes foƌŵeŶt eŶseŵďle uŶe platefoƌŵe d͛aĐtiǀatioŶ 

de caspase, communément appelée « apoptosome » (L Dorstyn et al., 1999). L͛apoptosoŵe 

peut alors activer les caspases effectrices drICE (Drosophila IŶteƌleukiŶ‐ϭβ‐CoŶǀeƌtiŶg 

Enzyme) dans la totalité des cellules (Fraser, McCarthy and Evan, 1997) mais aussi Dcp-1 

(Drosophila caspase-1) qui est exprimée dans certains types cellulaires au cours du 

développement et qui est redondante avec drICE (Song, McCall and Steller, 1997).  

La caspase Dredd possède, pour sa part, deux domaines DEDs (death effector domains) 

dans son pro-domaine N-terminal (Chen et al., 1998). Ces domaines rappelant la caspase-8 de 

mamŵifğƌe lui peƌŵetteŶt d͛iŶteƌagiƌ aǀeĐ la pƌotĠiŶe adaptatƌiĐe dFADD ;Drosophila Fas-

associated death domain). Mais contrairement à la caspase- 8 qui a un rôle essentiel dans la 

ǀoie eǆtƌiŶsğƋue de l͛apoptose, Dƌedd seŵďle ġtƌe pƌiŶĐipaleŵeŶt iŵpliƋuĠe daŶs la réponse 

immunitaire innée (Leulier et al., 2000). Dans cette voie, Dredd est activée par le récepteur 

Toll et active Relish, un facteur de transcription ressemblant à NF-ΚB (Stoven et al., 2003). 

StƌiĐa ƌesseŵďle, de paƌ la pƌĠseŶĐe d͛uŶ loŶg pƌo-domaine, à une caspase initiatrice. 

PouƌtaŶt, l͛aďseŶĐe de doŵaiŶes CA‘D ou DED daŶs Đe pƌo-domaine et sa richesse en 

sérine/thréonine la rendent atypique (Doumanis et al., 2001). Son étude semble indiquer un 

ƌƀle daŶs l͛apoptose développementale de certains organes en particuliers comme, par 

exemple, les glandes salivaires (Leulier et al., 2006). De plus, on observe une redondance 

fonctionnelle avec DƌoŶĐ daŶs l͛apoptose aǇaŶt lieu au Đouƌs de l͛oǀogĠŶğse (Baum et al., 

2007) et de la métamorphose pour les neurones peptidergiques (G. Lee et al., 2011). Malgré 

ces découvertes, les cibles de cette caspase initiatrice restent inconnues. 



Figuƌe ϭϵ. La stƌuĐtuƌe eŶ doŵaiŶes des IAPs de dƌosophile et huŵaiŶes.
Les IAPs soŶt ĐaƌaĐtĠƌisĠes paƌ la pƌĠseŶĐe d’au ŵoiŶs uŶ doŵaiŶe BIR et
ďeauĐoup ĐoŶtieŶŶeŶt uŶ doŵaiŶe RING Ƌui est toujouƌs situĠ à l’eǆtƌĠŵitĠ C-
teƌŵiŶale. Les pƌotĠiŶes BRUCE et dBRUCE possğdeŶt uŶ doŵaiŶe UBC au lieu
d’uŶ doŵaiŶe RING. EŶfiŶ, oŶ Ŷote la pƌĠseŶĐe d’uŶ doŵaiŶe CARD ;Đaspase
ƌeĐƌuitŵeŶt doŵaiŶͿ daŶs les Đ-IAPϭ et Đ-IAPϮ huŵaiŶe.
Issu de: BeƌgŵaŶŶ et al., ϮϬϬϯ
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liant à un motif tetrapeptide conservé appelé IBM (IAP binding motif). Ce motif est retrouvé 

aux extrémités N-terminal de certaines caspases et dans les antagonistes des IAPs. 

L͛eǆpositioŶ des IBMs ĠtaŶt ŶĠĐessaiƌe à la ƌeĐoŶŶaissaŶĐe et à la liaisoŶ paƌ les BI‘s, les IAPs 

Ŷe peuǀeŶt iŶteƌagiƌ Ƌu͛aǀeĐ des Đaspases aĐtiǀĠes (Liu et al., 2000; Srinivasula et al., 2001). 

Le seĐoŶd ŵotif ĐoŶseƌǀĠ iŵpoƌtaŶt pouƌ l͛aĐtiǀitĠ aŶti-apoptotique des IAPs est le 

domaine RING en doigt de zinc C-terminal. Ce domaine à activité E3-ubiquitine ligase permet 

la ĐoŶjugaisoŶ ĐoǀaleŶĐe à uŶe lǇsiŶe d͛uŶe pƌotĠiŶe ĐiďlĠe, d͛uŶe pƌotĠiŶe NEDDϴ ;Ŷeuƌal 

pƌeĐuƌsoƌ Đell eǆpƌessed deǀelopŵeŶtallǇ doǁŶƌegulated pƌoteiŶ ϴͿ ou d͛uŶ Uď ;uďiƋuitiŶe) 

seul ou en chaine (Broemer et al., 2010; Zhuang et al., 2013). IAP peut d͛ailleurs 

s͛hoŵodiŵĠƌiseƌ pouƌ ƌĠguleƌ elle-même son activité (Silke et al., 2005; Rajalingam et al., 

2006). Les IAPs de ŵaŵŵifğƌe pƌĠseŶteŶt d͛autƌes doŵaiŶes spĠĐifiƋues Đoŵŵe le doŵaiŶe 

CARD. 

Il existe au moins 4 membres de la famille IAP chez la drosophile : dIAP1 (drosophila 

IAP 1), dIAP2, Deterin et dBRUCE (drosophila BIR repeat-containing ubiquitin-conjugating). 

dIAP1 est essentielle pour garantir la survie cellulaire. Elle contient deux domaines BIRs et un 

domaine RING lui donnant une activité E3-Ub-ligase. L͛aďsence de dIAP1 suffit à induire une 

létalité embryonnaire précoce du à une apoptose massive (Wang et al., 1999). De plus, dIAP1 

iŶhiďe l͛apoptose iŶduite paƌ la suƌpƌessioŶ de DƌoŶĐ ou dƌICE, appuǇaŶt l͛idĠe Ƌue dIAPϭ peut 

agir au niveau des caspase initiatrices et effectrices de la voie canonique (Kaiser, Vucic and 

Miller, 1998; Meier et al., 2000). En interagissant via son domaine BIR2 (Hawkins et al., 2000), 

dIAP1 ubiquitine Dronc conduisant ainsi à son inhibition (Wilson et al., 2002). Les 

conséquences de cette conjugaison restent eŶĐoƌe peu Đlaiƌ puisƋue l͛oŶ a pu oďseƌǀeƌ une 

dégradation par plusieurs processus, faisant ou non intervenir le protéasome (Muro, Hay and 

Clem, 2002; Shapiro et al., 2008; T. V Lee et al., 2011; Lee et al., 2016). Des résultats récents 

montrent que Dronc est mono-uďiƋuitiŶǇlĠ daŶs soŶ doŵaiŶe CA‘D. BieŶ Ƌue l͛utilisatioŶ de 

mutants nuls hétérozygote pour diap1 semble indiquer celui-ci comme responsable, 

l͛iŵpossiďilitĠ de pƌoduiƌe des ŵutaŶt hoŵozǇgote eŵpġĐhe de ĐoŶĐluƌe ƌĠelleŵeŶt (Kamber 

Kaya et al., 2017). De plus, la pƌĠseŶĐe de dIAPϭ peƌŵet d͛iŶduiƌe un clivage de Dark par Dronc 

elle-ŵġŵe, iŶhiďaŶt, de Đe fait, la foƌŵatioŶ de l͛apoptosoŵe (Shapiro et al., 2008). Alors que 

cette inhiďitioŶ de DƌoŶĐ Ŷ͛est pas ƌestƌeiŶte à sa foƌŵe aĐtiǀe, l͛iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ dƌICE se 

faisant grâce au domaine BIR1 de type II, il est nécessaire que drICE soit clivée pour permettre 

la liaison de dIAP1 (Kaiser, Vucic and Miller, 1998; Zachariou et al., 2003). dƌICE Ŷ͛est pas la 



Figuƌe ϮϬ. RĠgulatioŶ de l’aĐtivitĠ des Đaspases paƌ les IAPs Đhez la dƌosophile.
DaŶs les Đellules vivaŶtes, l’aĐtivitĠ des Đaspases est ŵaiŶteŶu sous ĐoŶtƌƀle paƌ
l’iŶteƌaĐtioŶ diƌeĐt eŶtƌe les Đaspase et dIAPϭ. Le doŵaiŶe BIRϮ lie le
pƌodoŵaiŶe de la Đaspase iŶitiatƌiĐe DƌoŶĐ aloƌs Ƌue le doŵaiŶe RING iŶduit
soŶ uďiƋuitiŶatioŶ. Les Đaspases effeĐtƌiĐes peuveŶt veŶiƌ « ouvƌiƌ » la
ĐoŶfoƌŵatioŶ de dIAPϭ eŶ dĠgƌadaŶt soŶ eǆtƌĠŵitĠ N-teƌŵiŶale Đe Ƌui a pouƌ
effet d’eǆposeƌ le doŵaiŶe BIRϭ. dIAPϭ peut aloƌs ƌĠguleƌ Đes Đaspases
effeĐtƌiĐes paƌ uďiƋuitiŶatioŶ ou ŶeddǇlatioŶ. Des stiŵuli apoptotiƋues
iŶduiseŶt l’eǆpƌessioŶ des RHGs Ƌui vieŶŶeŶt se lieƌ à dIAPϭ pouƌ la Ŷeutƌaliseƌ.
Cette iŶteƌaĐtioŶ faĐilite l’autouďiƋuitiŶatioŶ et la dĠgƌadatioŶ de dIAPϭ.
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Figuƌe Ϯϭ. Diagƌaŵŵe sĐhĠŵatiƋue de la ƌĠgulatioŶ des RHGs au loĐus Hϵϵ et
Đaƌte des doŵaiŶes pƌotĠiƋues des RHGs et de leuƌs hoŵologues
ŵaŵŵifğƌes.
;aͿ Le loĐus Hϵϵ situĠ suƌ le ďƌas ĐhƌoŵosoŵiƋue ϯL ĐoŶtieŶt les gğŶes reaper

;rprͿ, hid, griŵ et siĐkle ;sklͿ ĐodaŶt Ƌuatƌe aŶtagoŶistes auǆ IAPs. UŶe
ƌĠgioŶ de ϭϮ kpď situĠe eŶ aŵoŶt de la sĠƋueŶĐe de rpr est le ĐeŶtƌe
pƌiŶĐipal de ƌĠgulatioŶ tƌaŶsĐƌiptioŶŶelle de rpr et hid. Il ĐoŶtieŶt uŶe ƌĠgioŶ
de ƌĠpoŶse auǆ iƌƌadiatioŶ ;IRERͿ Ƌui est uŶ site iŵpoƌtaŶt de fiǆatioŶ de pϱϯ
eŶ Đas d’apoptose iŶduite paƌ iƌƌadiatioŶ. Cette ƌĠgioŶ est foƌteŵeŶt ƌĠgulĠe
ĠpigĠŶĠtiƋueŵeŶt au Đouƌs du dĠveloppeŵeŶt paƌ des HDAC et des
ŵĠthǇlases. Les ƌĠgioŶ pƌoŵotƌiĐes eŶ aŵoŶt de rpr ĐoŶtieŶŶeŶt des sites
de fiǆatioŶ de plusieuƌs faĐteuƌs de tƌaŶsĐƌiptioŶ Đapaďle d’iŶduiƌe uŶe
apoptose dĠpeŶdaŶte de JNK.

;ďͿ La plupaƌt des aŶtagoŶistes auǆ IAPs ĐoŶtieŶŶeŶt uŶe sĠƋueŶĐe IBM à leuƌ
eǆtƌĠŵitĠ N-teƌŵiŶale. SituĠe juste apƌğs la ŵĠthioŶiŶe, Đelle-Đi est ĐlivĠe
pouƌ peƌŵettƌe l’eǆpositioŶ de Đe doŵaiŶe peƌŵettaŶt la liaisoŶ auǆ IAPs.

Issu de: VasudevaŶ aŶd RǇoo, ϮϬϭϱ
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et Gƌiŵ peuǀeŶt iŶteƌagiƌ aǀeĐ les deuǆ tǇpes de doŵaiŶes BI‘, Hid Ŷe peut le faiƌe Ƌu͛aǀeĐ 

un BIRs de type II (Chai et al., 2003; Zachariou et al., 2003; Yan et al., 2004). Celle-ci ne peut 

doŶĐ pas leǀeƌ l͛iŶhiďitioŶ des Đaspases effectrices contrairement aux premières. En plus de 

l͛iŶhiďitioŶ des IAPs paƌ ĐoŵpĠtitioŶ, les ŵeŵďƌes de la faŵille ‘HG dĠĐleŶĐheŶt l͛auto-

ubiquitination de dIAP1 ainsi que son ubiquitination par des enzymes E2-Ub ligases comme 

Morgue (Modifier of reaper and grim ubiquitously expressed) et UbcD1 (Ryoo et al., 2002; 

Wing et al., 2002; Yoo et al., 2002; Yoo, 2005). De plus, la protéine DCAF12 (DDB1 and CUL4 

associated factor 12) a récemment été mise en évidence pour son rôle dans le clivage de dIAP1 

(Hwangbo et al., 2016). L͛aĐtioŶ des ‘HGs passe aussi paƌ uŶe iŶhiďitioŶ gĠŶĠƌale de la 

traduction qui empêche notamment la néo-synthèse des IAPs tout en affectant peu les 

Đaspases Ƌui soŶt dĠjà là eŶ atteŶte d͛aĐtiǀatioŶ (Holley et al., 2002; Yoo et al., 2002). Les 

ARNm codant les RHG qui comportent des séquences IRES (internal ribosome entry site) ne 

sont pas affectés par cette baisse globale de la traduction, (Hernández et al., 2004; Vazquez-

Pianzola et al., 2007). 

Rpr et Grim possèdent par ailleurs un motif commun appelé GH3 (Grim helix 3) 

(Claveria et al., 2002). Ce doŵaiŶe est ŶĠĐessaiƌe à l͛aĐtiǀitĠ pƌo-apoptotique de ces protéines 

et est ŵġŵe suffisaŶt pouƌ iŶduiƌe de l͛apoptose. De plus, il permet une localisation 

mitochondriale de Rpr et Grim. Cette localisation est essentielle dans leur activité. Hid, qui ne 

possède pas GH3, présente tout de même une séquence de localisation mitochondriale à son 

extrémité C-terminal (Sandu, Ryoo and Steller, 2010). 

Les trois gènes, de cette famille de la même famille, présentent une faible similarité de 

leuƌ sĠƋueŶĐe. Cela se tƌaduit d͛ailleuƌs paƌ uŶe faiďle ƌedoŶdaŶĐe foŶĐtioŶŶelle. Les 

domaines RHG sont même fonctionnellement différents, le remplacement de celui de Grim 

par celui de Rpr, par exemple, Ŷe peƌŵettaŶt pas à Gƌiŵ d͛iŶduiƌe effiĐaĐeŵeŶt l͛apoptose 

(Wing, Schwartz and Nambu, 2001). Cette spĠĐifiĐitĠ est d͛ailleuƌs oďseƌǀĠe daŶs l͛apoptose 

de certains tissus comme celle des cellules inter-ommatidiales de l͛œil eŶ dĠǀeloppeŵeŶt (Yu 

et al., 2002) ou des Đellules polaiƌes au Đouƌs de l͛oǀogeŶğse (Khammari et al., 2011). Cela 

Ŷ͛eŵpġĐhe pas Ƌue leuƌ aĐtiǀitĠ ĐoŵďiŶĠe soit ŶĠĐessaiƌe à l͛apoptose d͛autƌes tǇpes 

tissulaires (Robinow, Draizen and Truman, 1997; Wing, Schwartz and Nambu, 2001). 

Il eǆiste d͛autƌes ŵeŵďƌes de la faŵille ‘HG Ƌui fuƌeŶt dĠĐouǀeƌts plus taƌd et doŶt le 

ŵode d͛aĐtioŶ est ďieŶ ŵoiŶs dĠĐƌit. SiĐkle, JafƌaĐϮ et dOŵi/HtƌaϮ ;High temperature 

requirement A2) possèdent tous la séquence RHG. sickle (skl) est localisé dans la région H99 







Figuƌe ϮϮ. Voie de ŵoƌt ŵitoĐhoŶdƌiale Đhez la dƌosophile.
Le ĐǇtoĐhƌoŵe Đ est eǆposĠ à la suƌfaĐe ŵitoĐhoŶdƌiale eŶ ƌĠpoŶse à uŶ
stiŵulus apoptotiƋue. Cette eǆpositioŶ favoƌiseƌait la foƌŵatioŶ d’uŶ
apoptosoŵe à pƌoǆiŵitĠ de la ŵitoĐhoŶdƌie. DeďĐl et BuffǇ, toutes deuǆ
ŵitoĐhoŶdƌiales, joueŶt uŶ ƌƀle daŶs la ŵoƌt iŶduite paƌ uŶ stƌess. Gpo-ϭ
;glǇĐĠƌophosphate oǆǇdase-ϭͿ paƌtiĐipe à la ŵoƌt Đellulaiƌe iŶduite paƌ DeďĐl eŶ
favoƌisaŶt l’aĐĐuŵulatioŶ de ROS ;espğĐes ƌĠaĐtives de l’oǆǇgğŶeͿ. Les RHG soŶt
ƌeĐƌutĠs à la ŵitoĐhoŶdƌie eŶ ƌĠpoŶse au stiŵulus apoptotiƋue. Cette
loĐalisatioŶ ŵitoĐhoŶdƌiale aĐĐƌoŠt la ĐapaĐitĠ de Rpƌ d’iŶduiƌe la dĠgƌadatioŶ
de dIAPϭ. Rpƌ peut ĠgaleŵeŶt altĠƌeƌ le poteŶtiel de ŵeŵďƌaŶe ŵitoĐhoŶdƌiale
;ΔΨŵͿ. EŶ outƌe, Rpƌ favoƌise la fƌagŵeŶtatioŶ ŵitoĐhoŶdƌiale eŶ iŶhiďaŶt la
pƌotĠiŶe pƌo-fusioŶ Maƌf ;ŵitoĐhoŶdƌial asseŵďlǇ ƌegulatoƌǇ faĐtoƌͿ. DeďĐl
iŶduit ĠgaleŵeŶt uŶe fƌagŵeŶtatioŶ ŵitoĐhoŶdƌiale eŶ iŶteƌagissaŶt aveĐ la
pƌotĠiŶe pƌo-fissioŶ Dƌpϭ ;dǇŶaŵiŶ-ƌelated pƌoteiŶϭͿ. Cette fƌagŵeŶtatioŶ
ŵitoĐhoŶdƌiale est ƌeƋuise pouƌ uŶe ŵoƌt Đellulaiƌe effiĐaĐe. Uď : uďiƋuitiŶatioŶ
Issu de: Clavieƌ et al., ϮϬϭϲ
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absence de diffusion de cytochrome c dans le cytosol (Dorstyn et al., 2002; Zimmermann et 

al., 2002; Means, Muro and Clem, 2006). Celui-ci semblait donc rester associé à la 

ŵitoĐhoŶdƌie et  Ŷ͛iŶteƌǀieŶdƌait pas daŶs l͛asseŵďlage de l͛apoptosoŵe (Varkey et al., 1999). 

Il Ŷ'appaƌait doŶĐ pas ŶĠĐessaiƌe à l͛apoptose Đoŵŵe cela avait été décrit chez les 

mammifères (Li et al., 1997). Des ƌĠsultats plus ƌĠĐeŶts Ƌui ǀoŶt à l͛eŶĐoŶtƌe de Đes pƌeŵiğƌes 

observations, ont permis de mettre en évidences que certains événements mitochondriaux 

sont bien communs aux mammifğƌes et à la dƌosophile ďieŶ Ƌu͛ils soieŶt ŵoiŶs pƌĠpoŶdĠƌaŶts 

chez cette dernière et semble survenir à une phase tardive du processus. Ont ainsi été 

conservés la perméabilisation de la membrane et le relargage de dOmi/HtrA2 (Abdelwahid et 

al., 2007; Igaki et al., 2007) (Figure 22). 

EŶ fait, la ŵitoĐhoŶdƌie seŵďle d͛aǀaŶtage aǀoiƌ uŶe foŶĐtioŶ de « point de 

rendez-vous » pour un certain nombre de facteurs pro-apoptotique. EŶ effet, l͛aĐtiǀitĠ des 

protéines Rpr et Hid nécessitent une localisation mitochondriale dans le processus 

d͛oďteŶtioŶ de leuƌ aĐtiǀitĠ apoptotiƋue (Claveria et al., 2002; Olson, Holley, Gan, et al., 2003). 

L͛Ġtude de l͛apoptose Đhez la drosophile est particulièrement intéressante pour ce 

Ƌu͛elle appoƌte daŶs la ĐoŵpƌĠheŶsioŶ de Đelle de Đellules de ŵaŵŵifğƌe. Le Ŷoŵďƌe de 

protéines impliquées est largement moindre comparé aux mammifères, simplifiant les 

interactions entre chacune. De plus, le ĐhaŶgeŵeŶt daŶs l͛iŵpoƌtaŶĐe des ƌĠgulateuƌs peƌŵet 

la mise en évidence de phénomènes qui sont difficilement observables chez les mammifères. 

Ces siŵplifiĐatioŶs peƌŵettƌoŶt eŶsuite d͛Ġlaďoƌeƌ des hǇpothğses solides à testeƌ Đhez Đes 

deƌŶieƌs. D͛uŶ point de vu plus global, la drosophile permet une approche in vivo très utile à 

la ĐoŵpƌĠheŶsioŶ des phĠŶoŵğŶes de ƌĠpoŶse d͛uŶ tissu à l͛apoptose de ĐeƌtaiŶes de ses 

Đellules. C͛est aiŶsi Ƌue la pƌolifĠƌatioŶ ĐoŵpeŶsatoiƌe a pu ġtƌe ŵise eŶ ĠǀideŶĐe puis étudiée 

grâce à la drosophile (Haynie and Bryant, 1977; Fan and Bergmann, 2008).
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Figuƌe Ϯϯ. pRď est iŵpliƋuĠ daŶs tƌois gƌaŶds pƌoĐessus Đellulaiƌe.
CeƌtaiŶ de ses paƌteŶaiƌes soŶt iŵpliƋuĠs daŶs uŶ pƌoĐessus eŶ paƌtiĐulieƌ ;e. g.
les CDKs pouƌ le ĐǇĐle ĐellulaiƌeͿ. D’autƌes soŶt d’avaŶtage ĐeŶtƌauǆ tels Ƌue les
ŵeŵďƌes de la faŵille EϮF.
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Figuƌe Ϯϰ. Les pƌotĠiŶes « à poĐhe ».
La faŵille des pƌotĠiŶe à poĐhe est ĐoŶstituĠe de tƌois ŵeŵďƌes Đhez les
ŵaŵŵifğƌes taŶdis Ƌue seuleŵeŶt deuǆ soŶt ƌetƌouvĠs Đhez la dƌosophile.
Ceuǆ-Đi soŶt d’ailleuƌs plus pƌoĐhes eŶtƌe euǆ Ƌue Ŷe le soŶt les ƌepƌĠseŶtaŶts
des ŵaŵŵifğƌes.





Figuƌe Ϯϱ. IŶteƌaĐtioŶs foŶĐtioŶŶelles eŶtƌe les faĐteuƌs EϮF/ DP et les
pƌotĠiŶes à poĐhe Đhez les ŵaŵŵifğƌes et la dƌosophile.
Les paƌteŶaiƌes des pƌotĠiŶes à poĐhe soŶt plus vaƌiĠs Đhez les ŵaŵŵifğƌes Ƌue
Đhez la dƌosophile. Cette vaƌiĠtĠ doŶŶe lieu à des ƌedoŶdaŶĐes ƌeŶdaŶt l’Ġtude
de pRď ŵoiŶs ĠvideŶte Ƌue soŶ hoŵologue de dƌosophile, Rďfϭ.
Issu de : Tsuda et Liŵ, ϮϬϭϰ





Figuƌe Ϯϲ. Mesuƌe de l’affiŶitĠ eŶtƌe les pƌotĠiŶes à poĐhe à les pƌotĠiŶes EϮF.
;aͿ La spĠĐifiĐitĠ des pƌotĠiŶes à poĐhes vis-à-vis des faĐteuƌs de tƌaŶsĐƌiptioŶ

de la faŵille EϮF peut ġtƌe ŵise eŶ ĠvideŶĐe paƌ des eǆpĠƌieŶĐes de titƌatioŶ
ĐaloƌiŵĠtƌiƋue isotheƌŵe ;ITCͿ. Les gƌaphiƋues ƌepƌĠseŶteŶt les ŵesuƌes
aǇaŶt peƌŵis de ĐalĐuleƌ les ĐoŶstaŶtes d’assoĐiatioŶs pƌĠseŶtĠes eŶ ;ďͿ.

;ďͿ L’affiŶitĠ de pRď et pϭϬϳ pouƌ les pƌotĠiŶes EϮFϭ, -Ϯ, -ϯ et -ϰ est ŵesuƌĠe paƌ
ITC et ƌĠsuŵĠ daŶs le taďleau.

Issu de : LiďaŶ et al., ϮϬϭϲ
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entre pRb et E2F4 ou 5 permet leur translocation dans le noyau au cours des phases G0 et G1 

(Müller et al., 1997; Verona et al., 1997).  

Les protéines E2F6 à 8, qui constituent le dernier groupe, fonctionnent, elles aussi, 

Đoŵŵe des ƌĠpƌesseuƌs de la tƌaŶsĐƌiptioŶ ŵais Ŷ͛oŶt pas de site de liaisoŶ à auǆ pƌotĠiŶes à 

poche. 

L͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe p‘ď et les EϮFs aĐtiǀatƌiĐes de la tƌaŶsĐƌiptioŶ ďloƋue la ĐapaĐitĠ de 

Đes EϮF à iŶduiƌe l͛eǆpƌessioŶ de leuƌs cibles. Par leur interaction avec les E2F inhibitrices, les 

protéines à poĐhes peƌŵetteŶt le ƌeĐƌuteŵeŶt d͛eŶzǇŵes ŵodificatrices de la chromatine au 

niveau des sites de liaison aux E2Fs pour induire le silence des gènes à proximités. La 

régulation négative de pRb par phosphorylations successives va permettre de lever cette 

interaction libérant les E2Fs activatrices. Les capacités de liaison entre les membres de la 

famille E2F et les protéines à poche ne sont pas exactement redondantes. Alors que pRb est 

capable de se lier aux facteurs E2F1 à 4, p107 et p130 se lient à E2F4 et 5. Le plus large spectre 

d͛iŶteƌaĐtioŶ de p‘ď peut eŶ partie expliquer son impact plus important sur le processus 

oncogénique (Figure 26). 

Les différentes approches utilisées pour établir la liste des cibles spécifiques de pRb 

donnent une image particulièrement complexe de son action. De nombreuses cibles varient 

eŶ foŶĐtioŶ de l͛Ġtat pƌolifĠƌatif, ƋuiesĐeŶt ou sĠŶesĐeŶt des Đellules. Il est pouƌ le ŵoŵeŶt 

difficile de déterminer la liste des loci contrôlés spécifiquement par pRb (Wells et al., 2003; 

Chicas et al., 2010). 

Chez la dƌosophile, il Ŷ͛eǆiste Ƌue deuǆ ŵeŵďƌes de la faŵille EϮF. dEϮFϭ est uŶ faĐteuƌ 

activateur de la transcription tandis que dE2F2 agit généralement comme un répresseur de la 

transcription. Rbf1 présente le même type de fonctionnement concernant son interaction 

avec dE2F1 puisque celle-Đi iŶhiďe l͛aĐtiǀitĠ de Đe deƌŶieƌ eŶ l͛eŵpġĐhaŶt de se lieƌ à l͛ADN. 

p‘ď a uŶ autƌe ŵode d͛aĐtioŶ peƌŵettaŶt la ƌĠpƌessioŶ des gğŶes ƌĠgulĠs paƌ EϮF : 

l͛iŶduĐtioŶ de ŵodifiĐatioŶs de la ĐhƌoŵatiŶe affeĐtaŶt soŶ organisation. Dans cette forme 

d͛iŶhiďitioŶ aĐtiǀe, la pƌotĠiŶe iŶduit le ƌeĐƌuteŵeŶt de Đoŵpleǆes pƌotĠiƋues tels Ƌue 

SWI/SNF doŶt l͛aĐtioŶ suƌ les histoŶes ǀa ŵeŶeƌ à des ŵodifiĐatioŶs de l͛aĐĐessiďilitĠ à 

l͛iŶfoƌŵatioŶ gĠŶĠtiƋue. L͛effet peut ġtƌe aĐtivateur si les modifications apportées induisent 

un relâchement de la chromatine. Dans ce cas-là, les inducteurs et les effecteurs de la 

transcription auront des facilités à se lier aux gènes localisés dans cette région du génome. 

Pour un effet inhibiteur, les modifications apportées aux histones vont mener à une 
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ĐoŵpaĐtioŶ de l͛ADN. Les pƌotĠiŶes ƌespoŶsaďles de la tƌaŶsĐƌiptioŶ oŶt aloƌs plus de ŵal à 

accéder aux séquences avec lesquelles elles doivent interagir. 

L͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe le Đoŵpleǆe EϮF/p‘ď et le complexe SWI/SNF comprenant la 

protéine Brm et/ou BRG1 (Brm-related gene 1) a un effet inactivateur (Strobeck et al., 2002). 

Elle est d͛ailleuƌs iŵpliƋuĠe daŶs l͛effet iŶhiďiteuƌ du ĐǇĐle Đellulaiƌe iŶduit paƌ p‘ď. Le 

recrutement du complexe SWI/SNF passe par le recrutement de Brm ou BRG1 via leur 

domaine LxCxE. Leur activité ATPase, en association à des enzymes de modification des 

histones, est alors utilisée pour changer la structure des nucléosomes et compacter la 

chromatine (Uchida, 2016). 

L͛aĐĠtǇlatioŶ des histoŶes iŶduit uŶe dĠĐoŵpaĐtioŶ de l͛ADN Đe Ƌui faǀoƌise la 

tƌaŶsĐƌiptioŶ. L͛iŶteƌaĐtioŶ de p‘ď aǀeĐ HDACϭ ;Histone deacetylase 1) induit donc une 

iŶhiďitioŶ de la tƌaŶsĐƌiptioŶ. Il Ŷ͛est pas eŶĐoƌe dĠfiŶi si Đette iŶteƌaĐtion était directe ou 

iŶdiƌeĐte ŵais il est pƌouǀĠ Ƌu͛elle ƌeƋuiğƌe le doŵaiŶe d͛iŶteƌaĐtioŶ de p‘ď aǀeĐ le domaine 

LxCxE porté par HDAC (Dahiya et al., 2000; Lai et al., 2001). De manière étonnante, il est 

oďseƌǀĠ Ƌue les HDACs soŶt suƌeǆpƌiŵĠes daŶs de Ŷoŵďƌeuǆ ĐaŶĐeƌs. D͛ailleuƌs, des 

inhibiteurs de HDACs ont été identifiés comme ayant un effet anti-cancéreux (Ropero and 

Esteller, 2007). Les HDACs ayant de nombreuses cibles qui ne sont pas forcément des histones, 

il est toutefois possible que cette observation soit due à des effets indépendants de E2F/pRb 

sur la survie cellulaire. 

Les phénomènes de méthylation/dé-méthylation des histones constituent un autre 

ŵoǇeŶ de ƌĠguleƌ la stƌuĐtuƌe ĐhƌoŵatiŶieŶŶe. Ce ŵode d͛aĐtioŶ fait paƌtie des ŵodes 

d͛aĐtioŶs de p‘ď pouƌ ŵoduleƌ l͛aĐtiǀitĠ de ses Điďles. L͛iŶteƌaĐtioŶ de p‘ď aǀeĐ Suv39h1 

(suppressor of variegation 3-9 homolog 1) induit les tri-méthylation (me3) ou di-méthylation 

(me2) de H3K9 (Histone H3 lysine 9Ϳ. Elles soŶt ĐoŶsidĠƌĠes Đoŵŵe des ŵaƌƋuages d͛histoŶes 

à effet répresseur (« repressive histone mark ») (Rea et al., 2000). Ces méthylations sont 

reconnues par HP1 (heterochromatin protein 1Ϳ, uŶe pƌotĠiŶe Đapaďle, paƌ ailleuƌs, d͛iŶteƌagiƌ 

directement avec pRb (Bannister et al., 2001; Vandel et al., 2001). Le complexe HP1-pRb 

augmente alors le recrutement de Suv39h1 au Ŷiǀeau de l͛ADN Đe Ƌui ĐoŶduiƌa à la foƌŵatioŶ 

d͛hĠtĠƌoĐhƌoŵatiŶe foƌteŵeŶt ĐoŵpaĐtĠe (Schotta et al., 2002). Ce phénomène est même 

renforcé par la capacité de HDAC à recruter Suv39h1 et Suv39h1 lui-même à recruter HP1 

directement (Vaute et al., 2002). L͛eŶseŵďle des ŵodifiĐatioŶs appoƌtĠes paƌ Đes pƌotĠiŶes à 



Figuƌe Ϯϳ. RĠpƌessioŶ de la ĐhƌoŵatiŶe iŶduite paƌ pRď au Đouƌs du ĐǇĐle
Đellulaiƌe.
UŶ Đoŵpleǆe iŵpliƋuaŶt pRď et HDAC se lie auǆ pƌoŵoteuƌs de gğŶes spĠĐifiƋue
de la phase S. HDAC agit suƌ la ĐhƌoŵatiŶe eŶviƌoŶŶaŶte favoƌisaŶt uŶe
ĐoŶfoƌŵatioŶ feƌŵĠe Đe Ƌui ƌĠpƌiŵe la tƌaŶsĐƌiptioŶ. La phosphoƌǇlatioŶ de pRď
paƌ les CDK eŶtƌaiŶe la dissoĐiatioŶ du Đoŵpleǆe. L’Ġtat de ĐoŵpaĐtioŶ de la
ĐhƌoŵatiŶe Ŷ’est plus ŵaiŶteŶu et les gğŶes soŶt de Ŷouveau aĐĐessiďles pouƌ
leuƌ tƌaŶsĐƌiptioŶ.
Issu de : Bƌehŵ aŶd Kouzaƌides, ϭϵϵϵ

phase Gϭ phase S
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la chromatine vont dans le même sens : la ƌĠpƌessioŶ de l͛eǆpƌessioŶ des gğŶes situĠs à 

proximité (Uchida, 2016). 

pRb peut aussi interagir avec les dé-méthylases LSD1 (lysine demethylase 1) et RBP2 

(Retinoblastoma Binding Protein 2) induisant les retraits respectifs des me1/2 et me3 de H3K4 

(Christensen et al., 2007; Chau et al., 2008). Contrairement aux méthylations précédentes, 

celles-ci sont considérées comme des marquages des histones à effet activateur (« active 

histone mark »). En induisant la dé-méthylation, ces enzymes participent à la répression des 

gènes à proximité. Contrairement au recrutement des autres protéines impliquées dans la 

modulation de la chromatine, pRb interagit avec ces protéines ŵalgƌĠ Ƌu͛elles Ŷe possğdeŶt 

pas de doŵaiŶe LǆCǆE. De plus, l͛iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ LSDϭ ŶĠĐessite Ƌue p‘ď Ŷe soit pas liĠe à 

E2F (Chau et al., 2008). Alors que le fonctionnement de LSD1 dans la répression dépendante 

de E2F-p‘ď ƌeste peu Đlaiƌ pouƌ le ŵoŵeŶt, l͛aĐtiǀitĠ de ‘BPϮ est pƌiŶĐipaleŵent démontrée 

dans la différenciation (Lopez-Bigas et al., 2008). 

Enfin, pRb interagit avec DNMT1 (DNA methyl transferase 1) qui, comme son nom 

l͛iŶdiƋue, iŶduit la ŵĠthǇlatioŶ de l͛ADN. Cette pƌotĠiŶe est Đapaďle de s͛assoĐieƌ à HDAC in 

vivo (Robertson et al., 2000) Đe Ƌui ƌĠǀğle soŶ iŵpliĐatioŶ daŶs les ĠǀĠŶeŵeŶts d͛aĐĠtǇlatioŶ 

et de méthylation décrits précédemment (Fuks et al., 2000, 2003). Toutes ces modulations 

induisent une répression efficace de la transcription (Ling et al., 2004). 

Chez la drosophile, des mécanismes similaires ont pu être observés. Rbf1 est capable 

d͛iŶteƌagiƌ aǀeĐ dEϮFϮ et dMǇď pouƌ foƌŵeƌ le Đœuƌ du Đoŵpleǆe d‘EAM ;Dƌosophila RB, E2F, 

and MybͿ Ƌui ĐoŵpƌeŶd d͛autƌes paƌteŶaiƌes. Ce Đoŵpleǆe est ƌespoŶsaďle du ƌeĐƌuteŵent 

de HDAC au niveau des séquences ciblées entrainant la dé-acétylation des histones proches. 

De Đette façoŶ, d‘EAM iŶhiďe l͛eǆpƌessioŶ de ĐeƌtaiŶes Điďles du Đouple dEϮFϮ/‘ďfϭ. Il peƌŵet 

aussi le recrutement de E(Z), une méthyl-transférase qui induit la di-méthylation de la lysine 

27 des histones H3 (H3K27me2). Cette méthylation est observée sur les gènes réprimés mais 

seŵďle ġtƌe iŶdĠpeŶdaŶte de l͛Ġtat d͛aĐĠtǇlatioŶ (Lee et al., 2010). Enfin, on trouve le même 

tǇpe de ŵĠthǇlatioŶ de l͛aƌgiŶiŶe ϴ de l͛histoŶe Hϯ ;HϯKϵͿ Ƌui est oďseƌǀĠe Đhez les 

mammifères (Schotta et al., 2002) (Figure 27). 

Tout d͛aďoƌd ideŶtifiĠ Đhez la drosophile et chez C. elegans, le complexe dREAM a aussi 

été mis en évidence chez les mammifères sous le nom de complexe DREAM ou LINC. A ce jour, 

p‘ď Ŷ͛a pas ĠtĠ ƌetƌouǀĠ au seiŶ de Đe Đoŵpleǆe à la diffĠƌeŶĐe des pƌotĠiŶes pϭϬϳ oƌ pϭϯϬ. 

Alors que chez la drosophile il seŵďle d͛aǀaŶtage aǆĠ suƌ la ƌĠgulatioŶ de gğŶes iŵpliƋuĠs 







Figuƌe Ϯϴ. Modğle pouƌ l’iŶaĐtivatioŶ foŶĐtioŶŶelle et la staďilisatioŶ de Rďfϭ
paƌ phosphoƌǇlatioŶ.
;aͿ Rďfϭ ŶoŶ-phosphoƌǇlĠ se lie à EϮFϭ au Ŷiveau des doŵaiŶes de

tƌaŶsaĐtivatioŶ ;TDͿ et de d’uŶe sĠƋueŶĐe d'iŶteƌaĐtioŶ aveĐ soŶ doŵaiŶe C-
teƌŵiŶal ;MBͿ.

;ďͿ La phosphoƌǇlatioŶ de ThƌĠoŶiŶe ϯϱϲ paƌ Cdk iŶduit uŶ ĐhaŶgeŵeŶt de
ĐoŶfoƌŵatioŶ paƌtiel Ƌui iŶitieƌa les autƌes ĠvğŶeŵeŶts de phosphoƌǇlatioŶ.

;ĐͿ QuaŶd soŶ eǆtƌĠŵitĠ C-teƌŵiŶal est phosphoƌǇlĠe, l’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe Rďfϭ
et EϮFϭ aiŶsi Ƌue Đelle aveĐ la ligase Eϯ soŶt iŶhiďĠes. Cela ŵğŶeƌa à
l’iŶaĐtivatioŶ de Rďfϭ.

;dͿ La LǇsiŶe ϳϳϰ pƌoĐhe de l’eǆtƌĠŵitĠ N-teƌŵiŶale iŶflueŶĐe le Điďlage des
sites de phosphoƌǇlatioŶ de CDK.

;eͿ Modğle de l’iŶflueŶĐe des phosphoƌǇlatioŶs au Ŷiveau de l’eǆtƌĠŵitĠ N-
teƌŵiŶale suƌ l’iŶteƌaĐtioŶ Rďfϭ/Eϯ ligase. Cette iŶteƌaĐtioŶ est foƌteŵeŶt
affaiďlit eŶ pƌĠseŶĐe de ƌĠsidus SĠƌiŶe phosphoƌǇlĠs.

Issu de : )haŶg et al., ϮϬϭϰ
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hyper-phosphorylée observée en fin de phase (Narasimha et al., 2014). Des résultats récents 

ont montré que la phosphorylation peut aussi avoir un effet protecteur vis-à-vis des 

phosphorylations inactivatrices. Ainsi, la SAPK p38 (p38 stress-activated protein kinase) 

phosphoƌǇle l͛eǆtƌĠŵitĠ N-terminal de pRb pour insensibiliser celle-ci aux phosphorylations 

générées par les complexes Cycline-CDK (Joaquin, de Nadal and Posas, 2017). 

Des modifications post-traductionnelles par acétylation et méthylations ont aussi pu 

être observées au niveau du domaine RbC (Munro, Carr and La Thangue, 2012). Le co-

activateur transcriptionnel p300 acétyle pRb au niveau de deux lysines contigües. 

L͛aĐĠtǇlatioŶ eŵpġĐhe la phosphoƌǇlatioŶ paƌ les Đoŵpleǆes CǇĐliŶe-CDK, le changement de 

conformation du domaine RbC induisant une perte de son affinité avec ces complexes (Chan 

et al., 2001). L͛aĐétylation par Tip60, une autre acétyl-transférase, semble pour sa part induire 

la dégradation de pRb par le protéasome (Leduc et al., 2006). L͛aĐĠtǇlatioŶ iŶduite paƌ pϯϬϬ 

est réversible. En effet, SIRT1 (sirtuin 1) peut interagir avec pRb pour la dé-acétyler au niveau 

de RbC (Wong and Weber, 2007) (Figure 28). 

La méthyl-transférase Set7/9 peut méthyler pRb au niveau de résidus lysines présents 

dans le domaine RbC (Munro et al., 2010). L͛uŶe d͛elle ǀa peƌŵettƌe l͛iŶteƌaĐtioŶ de p‘ď aǀeĐ 

HPϭ dĠĐƌite pƌĠĐĠdeŵŵeŶt. La seĐoŶde a lieu au Ŷiǀeau d͛uŶe sĠƋueŶĐe ĐoŶseŶsus de liaisoŶ 

pour les CDKs et est très proche de deux sites de phosphorylation. Elle a un effet inhibiteur 

sur la phosphorylation de pRb pour ces sites-là en particulier mais aussi pour des sites plus 

éloignés (Carr et al., 2011). Enfin, une méthylation par SMYD2 (SET and MYND domain-

ĐoŶtaiŶiŶg ϮͿ a ĠtĠ ƌeĐeŶsĠe daŶs le doŵaiŶe ‘ďC. Cette ŵĠthǇlatioŶ iŶduit l͛appaƌitioŶ d͛uŶ 

domaine de liaison avec une protéine L(3)MBTL1 (Saddic et al., 2010). 

Des ĠǀĠŶeŵeŶts d͛uďiƋuitiŶatioŶ et de suŵoǇlatioŶs peƌŵetteŶt aussi la ƌĠgulatioŶ de 

pRb. Mdm2, une E3 Ub-ligase, peƌŵet à Đette uďiƋuitiŶatioŶ d͛aǀoiƌ lieu daŶs la ƌĠgioŶ 

C-terminale bien que le résidu ciblé reste à établir. En adressant pRb au protéasome, son 

activité est inhibée et la progression dans le cycle est favorisée (Uchida et al., 2005). D͛autƌes 

ubiquitinations ont lieu sur pRb mais restent peu étudiées. SUMO (small ubiquitin-related 

modifier) est une modification post-traductionnelle réversible. Cette modification est 

oďseƌǀĠe daŶs le doŵaiŶe B de p‘ď, au Ŷiǀeau du site d͛iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ les sĠƋueŶĐes LxCxE. 

Elle iŶduit uŶ iŶhiďitioŶ de l͛iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ EϮFϭ, faǀoƌisaŶt doŶĐ, Đoŵŵe l͛uďiƋuitiŶatioŶ, la 

progression dans le cycle cellulaire (Ledl, Schmidt and Müller, 2005) (Figure 29). 



Figuƌe Ϯϵ. Modğle dĠĐƌivaŶt la ďalaŶĐe eŶtƌe la ŵĠthǇlatioŶ suƌ la lǇsiŶe ϴϭϬ
et la phosphoƌǇlatioŶ.
La phophoƌǇlatioŶ de pRď paƌ CDK eŶtƌaiŶe uŶ aƌƌġt du ĐǇĐle Đellulaiƌe eŶ
faĐilitaŶt l’eǆpƌessioŶ des gğŶes Điďles de EϮFϭ. EŶ ĐoŶditioŶ de doŵŵages à
l’ADN, la ŵĠthǇlatioŶ de pRď paƌ Setϳ/ϵ ŵaiŶtieŶt pRď eŶ Ġtat hǇpophosphoƌǇlĠ
eŶ eŵpġĐhaŶt à la CDK d’aĐĐĠdeƌ auǆ sites de phosphoƌǇlatioŶ. L’iŶhiďitioŶ de
EϮFϭ est ŵaiŶteŶu et l’eǆpƌessioŶ des gğŶes peƌŵettaŶt la pƌogƌessioŶ daŶs le
ĐǇĐle Đellulaiƌe Ŷ’est pas dĠĐleŶĐhĠe.
Issu de : MuŶƌo et al., ϮϬϭϮ





Figuƌe ϯϬ. L’iŵpliĐatioŶ de pRď daŶs le ĐǇĐle Đellulaiƌe.
L’eŶtƌĠe daŶs la phase S est ĐaƌaĐtĠƌisĠe paƌ la phosphoƌǇlatioŶ de pRď paƌ les
Đoŵpleǆes CǇĐliŶe Dϭ/CDKϰ, CǇĐliŶe Dϭ/CDKϲ et CǇĐliŶe E/CDKϮ. Cette
phosphoƌǇlatioŶ est assoĐiĠe aveĐ la liďĠƌatioŶ des faĐteuƌs de tƌaŶsĐƌiptioŶ
EϮFϭ à ϯ, leuƌ peƌŵettaŶt d’aĐtiveƌ les gğŶes ƌeƋuis pouƌ la pƌogƌessioŶ daŶs le
ĐǇĐle Đellulaiƌe.
Issu de : Colleƌ, ϮϬϬϳ
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ŵodifiĐatioŶs tƌaŶsĐƌiptioŶŶelles iŶduites paƌ p‘ď ŵoŶtƌe ĠgaleŵeŶt Ƌu͛elle ƌĠgule 

positivement la transcription de gènes pro-apoptotiques. Ces dernières observations 

correspondent mieux à son rôle de suppresseur de tumeur. 

L͛effet aŶti-apoptotique de rb a d͛aďoƌd ĠtĠ ĠtudiĠ Đhez la souƌis. Les eŵďƌǇoŶs de 

souris (rb-/-Ϳ ŵeuƌeŶt pƌĠĐoĐeŵeŶt au Đouƌs dĠǀeloppeŵeŶt. L͛aŶalǇse histologiƋue de leuƌs 

tissus ƌĠǀğle uŶ eǆĐğs de pƌolifĠƌatioŶ et d͛apoptose daŶs de Ŷoŵďƌeuǆ tǇpes Đellulaiƌes 

comme le système nerveux central ou hématopoïétique (Clarke et al., 1992; Jacks et al., 1992). 

Des analyses plus approfondies montrent que lorsque les annexes embryonnaires sont 

sauvages et Ƌue seul l͛eŵďƌǇoŶ est rb-/-, l͛apoptose est ŶetteŵeŶt diŵiŶuĠe ŶotaŵŵeŶt daŶs 

le sǇstğŵe Ŷeƌǀeuǆ. L͛apoptose oďseƌǀĠe est eŶ paƌtie due à uŶ effet ŶoŶ- autonome cellulaire 

de pRb (de Bruin et al., 2003; Wenzel et al., 2007). 

Cette apoptose Ŷ͛est pouƌtaŶt pas ĐoŶstatĠe daŶs tous les tissus Đoŵŵe le ĐƌistalliŶ 

où elle s͛aĐĐoŵpagŶe d͛eǆĐğs de pƌolifĠƌatioŶ. UŶe eǆpliĐatioŶ a ĠtĠ pƌoposĠe ĐoŶĐeƌŶaŶt 

cette observation : les cellules reçoivent des signaux de différenciation qui sont perturbées 

paƌ l͛aĐtiǀatioŶ de la pƌolifĠƌatioŶ peƌŵise paƌ la leǀĠe d͛iŶhiďitioŶ de EϮF. L͛iŶtĠgƌatioŶ 

ĐoŶfliĐtuelle de Đes sigŶauǆ diǀeƌgeŶts eŶtƌaiŶeƌait l͛eŶtƌĠe eŶ apoptose des Đellules (Chau 

and Wang, 2003). Cette apoptose est doŶĐ uŶe ĐoŶsĠƋueŶĐe iŶdiƌeĐte de l͛iŶĐapaĐitĠ des 

cellules à arrêter leur cycle cellulaire due à la perte de rb. La capacité de pRb à réguler le cycle 

Đellulaiƌe seŵďle aussi ġtƌe iŵpliƋuĠe daŶs l͛apoptose oďseƌǀĠe daŶs d͛autƌes tissus tels Ƌue 

les myoďlastes. Au Đouƌs de la diffĠƌeŶĐiatioŶ ŵǇogĠŶiƋue l͛iŶaĐtiǀatioŶ de p‘ď iŶduit de 

l͛apoptose peŶdaŶt la diffĠƌeŶĐiatioŶ ŵais Đela Ŷ͛a pas d͛iŵpaĐt suƌ la suƌǀie des ŵǇoďlastes 

une fois leur différenciation achevée (Huh et al., 2004). Dans les poumons, la peau ou 

l͛iŶtestiŶ, d͛autƌes tƌaǀauǆ oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue la peƌte de foŶĐtioŶ de rb induit de la prolifération 

eĐtopiƋue ŵais pas d͛apoptose. Au ƌegaƌd de Đes diffĠƌeŶts eǆeŵples, il seŵďleƌait Ƌue 

l͛aĐtiǀitĠ aŶti-apoptotiƋue de p‘ď dĠpeŶde de l͛Ġtat prolifératif des cellules et de leur niveau 

de différenciation. 

D͛autƌes ŵĠĐaŶisŵes plus diƌeĐts pouƌƌaieŶt aussi ġtƌe iŵpliƋuĠs daŶs le 

dĠĐleŶĐheŵeŶt de l͛apoptose iŶduite paƌ l͛iŶaĐtiǀatioŶ de p‘ď. Coŵŵe Đela a dĠjà ĠtĠ ĠǀoƋuĠ, 

pRb inhibe le facteur de transcription E2F1. Or les facteurs E2F régulent positivement un grand 

Ŷoŵďƌe de gğŶes paƌŵi lesƋuels des gğŶes iŵpliƋuĠs daŶs l͛apoptose tels Ƌue apaf-1 

(Furukawa et al., 2002) ainsi que ceux codant pour des protéines de la famille des BH3-only 

puma, noxa et bim (Hershko and Ginsberg, 2004) ou les caspases-8,-9,-3 et-7 (Nahle et al., 
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2002). EŶ aĐĐoƌd aǀeĐ Đes oďseƌǀatioŶs, l͛iŶaĐtiǀatioŶ d͛apaf-1 permet la suppression du 

phĠŶotǇpe apoptotiƋue iŶduit paƌ l͛aďseŶĐe de rb (Guo et al., 2001). 

De manière apparemment contradictoire, la protéine pRb peut aussi participer à 

l͛aĐtiǀatioŶ du pƌoĐessus apoptotiƋue. Cette pƌopƌiĠtĠ est ŶotaŵŵeŶt ŵise eŶ ĠǀideŶĐe daŶs 

des cellules tumorales humaines présentant un gène rb non-fonctionnel. Pour celles-Đi, l͛ajout 

d͛uŶe Đopie foŶĐtioŶŶelle de rb a un effet sensibilisateur sur la mort induite par irradiation 

(Bowen, Spiegel and Gelmann, 1998). Plus tard, il a pu être révélé que pRb qui est largement 

décrit comme inhibiteur du facteur de transcription E2F1 peut aussi le lier pour activer la 

transcription de gènes pro-apoptotique. pRb est capable de lier le facteur de transcription 

EϮFϭ, ŶoŶ plus pouƌ l͛iŶhiďeƌ ŵais pouƌ aĐtiǀeƌ la tƌaŶsĐƌiptioŶ de gğŶes pƌo-apoptotiques 

comme ceux codant la caspase-7 ou p73. Cet effet a été observé en condition oncogénique 

dans différentes lignées tumorales humaines et in vivo daŶs l͛ĠpithĠliuŵ iŶtestiŶal de souƌis 

(Ianari et al., 2009). Ce rôle pro-apoptotique est davantage en accord avec son rôle 

suppresseur de tumeur. 

Des études plus récentes montrent même que pRb peut avoir une action directe à la 

ŵitoĐhoŶdƌie, peƌŵettaŶt le dĠĐleŶĐheŵeŶt de l͛apoptose paƌ la ǀoie ŵitoĐhoŶdƌiale. Pouƌ 

Đela, la pƌotĠiŶe est Đapaďle d͛alleƌ diƌeĐteŵeŶt à la ŵitoĐhoŶdƌie (Ferecatu et al., 2009). Elle 

y interagit physiquement avec Bax pour induire la perméabilisation de la membrane 

ŵitoĐhoŶdƌiale Đe Ƌui dĠĐleŶĐhe l͛apoptose (Hilgendorf et al., 2013). Cette activité 

eǆtƌaŶuĐlĠaiƌe tƌğs suƌpƌeŶaŶte ǀieŶt ĐoŵplĠteƌ l͛aƌseŶal dĠjà ďieŶ fouƌŶit de pRb. 

Selon le contexte cellulaire, pRb peut donc avoir une activité anti-apoptotique en 

réprimant les gènes codant des effecteurs de la cascade apoptotique, mais aussi pro-

apoptotique en participant au complexe activant la transcription des gènes pro-apoptotiques. 

Chez la dƌosophile, l͛Ġtude du ƌƀle de ‘ďfϭ daŶs le ĐoŶtƌƀle de l͛apoptose a ĠtĠ ƌĠalisĠe 

en contexte de perte de fonction pour rbf1. Coŵŵe l͛oďseƌǀatioŶ d͛eŵďƌǇoŶ de dƌosophile 

nous le montre, celle-Đi est souǀeŶt assoĐiĠe à l͛appaƌitioŶ d͛apoptose (Du and Dyson, 1999). 

La génération de clones rbf1-/- dans différents tissus montrent une augmentation de 

l͛apoptose au Ŷiǀeau du silloŶ ŵoƌphogĠŶĠtiƋue du disƋue iŵagiŶal d͛œil (Moon, Di Stefano 

and Dyson, 2006; Tanaka-Matakatsu et al., 2009) mais aussi daŶs les disƋues iŵagiŶauǆ d͛ailes 

(Moon et al., 2005). Coŵŵe Đhez les ŵaŵŵifğƌes, la peƌte d͛iŶhiďitioŶ de dEϮFϭ peƌŵet 

l͛eǆpƌessioŶ de gğŶes pro-apoptotiques tels que reaper, hid, dark ou encore de la caspase dcp-

1 (Asano, Nevins and Wharton, 1996; Zhou and Steller, 2003; Moon et al., 2005). Cependant, 
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Cette pƌeŵiğƌe ĐoŶĐlusioŶ Ġtait ďasĠe suƌ l͛oďseƌǀatioŶ d'uŶ tauǆ d'apoptose ĠleǀĠ daŶs les 

tissus ou cellules en culture pour lesquelles rb était inactivé. Cependant, il est probable que 

Đe soit la dĠƌĠgulatioŶ de pƌoĐessus iŵpoƌtaŶts pouƌ la suƌǀie Đellulaiƌe Ƌui soit à l͛oƌigiŶe du 

déclenchement indirect de la mort cellulaire. De plus, l'apoptose observée à la suite de 

l'inactivation de rb est, au moins en partie, due à un effet non- autonome cellulaire. Des 

travaux postérieurs prêtent à pRb une activité pro-apoptotique, plus en accord avec son rôle 

de suppresseur de tumeur. Cette activité nécessite ĐepeŶdaŶt d͛ġtƌe ŵieuǆ ĐaƌaĐtĠƌisĠe Đaƌ, 

daŶs le ĐoŶtƌƀle de l͛apoptose, les gènes que cible pRb en tant que facteur de transcription, 

ainsi que ses partenaires, sont peu connus. Les évènements moléculaires et cellulaires de la 

voie de signalisation aboutissant à la mort cellulaire sont aussi à définir distinctement. 

Pour répondre à cette problématique, le groupe « Apoptose chez la drosophile » du 

LGBC Ƌue j͛ai ƌejoiŶt au dĠďut de ŵa thğse, s͛iŶtĠƌesse depuis plusieuƌs aŶŶĠes à l͛aĐtiǀitĠ de 

Rbf1, homologue de pRb chez Drosophila melanogaster, suƌ l͛hoŵĠostasie tissulaiƌe et 

l͛apoptose. Sous la diƌeĐtioŶ d͛Isaďelle GuĠŶal, Đette ĠƋuipe a pu ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe Ƌu͛au 

cours du développement, Rbf1 pouvait avoir un rôle différent vis-à-ǀis de l͛apoptose eŶ 

fonction du contexte cellulaire. En utilisant un modèle permettant la surexpression tissu-

spécifique de Rbf1, le laboratoire a pu mettre en évidence que cette protéine a un effet pro-

apoptotique dans les cellules en prolifération constituant en grande partie le disque imaginal 

d͛aile, aloƌs Ƌu͛elle pƌotğge de l͛apoptose daŶs les Đellules diffĠƌeŶĐiĠes du disƋue iŵagiŶal 

d͛œil (Milet et al., 2010). Cette ambivalence observée chez la drosophile souligne la 

complexité des processus dépendants de pRb et de ses homologues concernant la mort 

cellulaire. 

CeŶtƌaŶt ses ƌeĐheƌĐhes suƌ l͛Ġtude de l͛aĐtiǀitĠ pƌo-apoptotiƋue de ‘ďfϭ, l͛ĠƋuipe a 

pu détailler un certain nombre des évènements moléculaires impliqués dans ce processus. 

D͛uŶe paƌt, Đette apoptose dĠpeŶd ďieŶ des Đaspases puisƋu͛elle est suppƌiŵĠe paƌ 

l͛eǆpƌessioŶ eĐtopiƋue de leuƌ iŶhiďiteuƌ pϯϱ. L͛aĐtiǀatioŶ des Đaspases est, ƋuaŶt à elle, 

induite par les RHG via l͛iŶhiďitioŶ de dIAPϭ. Cette aĐtiǀatioŶ des ‘HG est iŶduite paƌ la ǀoie 

JNK, elle-même déclenchée par des évènements mitochondriaux incluant de la fission et 

l͛aĐĐuŵulatioŶ d͛EAO (Clavier et al., 2015, 2016).  

L͛ĠƋuipe a ŵoŶtƌĠ Ƌue Đette apoptose Ġtait ŵĠdiĠe d͛uŶe paƌt paƌ l͛aĐtiǀatioŶ 

transcriptionnelle du gène how et d͛autƌe paƌt paƌ la ƌĠpƌessioŶ de la tƌaŶsĐƌiptioŶ de buffy, le 

seul membre anti-apoptotique de la famille Bcl-2 (Clavier et al., 2014). La protéine How, quant à 
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elle, ƌĠgule l͛apoptose iŶdiƌeĐteŵeŶt puisƋu͛elle agit eŶ dĠstaďilisaŶt l͛A‘Nŵ de l͛iŶhiďiteuƌ de 

caspase diap1. (Clavier et al., 2014). La régulation transcriptionnelle de ces deux gènes est 

assurée par le complexe dREAM. 

MoŶ tƌaǀail de thğse s͛aƌtiĐule eŶ deuǆ ǀolets : d͛uŶe paƌt, la ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ des 

ĠǀğŶeŵeŶts ŵitoĐhoŶdƌiauǆ aǇaŶt lieu au Đouƌs de l͛apoptose iŶduite paƌ ‘ďfϭ daŶs les 

cellules en prolifération (Clavier, Ruby et al., 2015) ; d͛autƌe paƌt, l͛Ġtude du lieŶ eŶtƌe 

l͛apoptose iŶduite paƌ ‘ďfϭ et l͛appaƌeil tƌaduĐtioŶŶel ŶotaŵŵeŶt ĐoŶstituĠ de la PABP ;PolǇ-

Adenylate Binding Protein), travail débutĠ paƌ AŶgĠliŶe MoƌiĠƌas Ƌue j͛ai ĐoŵplĠtĠ afiŶ 

d͛aďoutiƌ à uŶe puďliĐatioŶ. 
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famille RHG, rpr  et la protéine de mammifère bax soŶt Đapaďles d͛affeĐteƌ la ŵitoĐhoŶdƌie 

pour dĠĐleŶĐheƌ l͛apoptose Đhez la dƌosophile (Brun et al., 2002). 

Dans le but de déterminer si des évènements mitochondriaux étaient mis en jeu dans 

la ǀoie d͛iŶduĐtioŶ de l͛apoptose paƌ ‘ďfϭ, des tests d͛iŶteƌaĐtioŶ gĠŶĠtiƋues oŶt ĠtĠ ŵeŶĠs 

sur debcl, autre gène de la famille Bcl2 présent chez la drosophile, puis des gènes connus pour 

leur interaction avec buffy et debcl. 

 

Une première partie de mon travail présenté ici est la mise en évidence du rôle de 

Debcl dans le recrutement de Drp1, une protéine responsable de la fission mitochondriale, au 

cours de l'apoptose induite par Rbf1. Ces éléments ont permis de mettre en évidence le rôle 

ĐeŶtƌal de la dǇŶaŵiƋue ŵitoĐhoŶdƌiale suƌ l͛apoptose iŶduite paƌ ‘ďfϭ. Ils soŶt pƌĠseŶtĠs 

dans un article publié en 2015 dans « Journal of Cell Science ». 

 

La deuxième partie des travaux présentés dans cette section concerne la poursuite de 

cette étude et fait l'objet de résultats complémentaires non publiés. Nous nous sommes 

iŶtĠƌessĠs à d͛autƌes pƌotĠiŶes paƌteŶaiƌes potentielles pouvant établir des liens entre la 

dǇŶaŵiƋue ŵitoĐhoŶdƌiale et l͛apoptose iŶduite paƌ ‘ďfϭ. Ces tƌaǀauǆ oŶt peƌŵis la ŵise eŶ 

évidence du rôle de MARF, non pas comme acteur important dans la fission mitochondriale, 

mais plus probablement, suite à sa phosphorylation par PINK1, comme facteur nécessaire au 

recrutement de Parkin. Comme décrit plus haut, ces protéines sont connues pour leur 

implication dans la mitophagie. 
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Rbf1. Des données obtenues par fractionnement cellulaire révèlent que la protéine est 

recrutée à la mitochondrie de manière dépendante à Debcl en cas de surexpression de Rbf1. 

De plus, nous avons observé que ce recrutement est associé à une interaction physique entre 

Debcl et Drp1 qui est inhibée par Buffy. 

Cette Ġtude est ĐoŵplĠtĠe paƌ l͛oďseƌǀatioŶ d͛uŶe augŵeŶtatioŶ de la pƌoduĐtioŶ 

d͛espğĐes aĐtiǀĠes de l͛oǆǇgğŶe au Ŷiveau de la mitochondrie en réponse à la surexpression 

de rbf1. Cette augmentation est dépendante de Debcl et Drp1 et est ŶĠĐessaiƌe à l͛aĐtiǀatioŶ 

de la ǀoie JNK, iŶteƌŵĠdiaiƌe iŶdispeŶsaďle au dĠĐleŶĐheŵeŶt de l͛apoptose. 

Les données que je viens de décrire sont détaillées dans un article publié par « Journal 

of Cell Science » eŶ ϮϬϭϱ. Elles ŵetteŶt eŶ ĠǀideŶĐe le ƌƀle de la ŵitoĐhoŶdƌie daŶs l͛apoptose 

iŶduite paƌ ‘ďfϭ et ĐoŶtiŶue de d͛eǆpliĐiteƌ l͛aĐtiǀitĠ ŵolĠĐulaiƌe du Đouple BuffǇ/DeďĐl daŶs 

la régulatioŶ de l͛apoptose. 

b. Article 
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The Drosophila retinoblastoma protein, Rbf1, induces a

Debcl- and Drp1-dependent mitochondrial apoptosis
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ABSTRACT

In accordance with its tumor suppressor role, the retinoblastoma

protein pRb can ensure pro-apoptotic functions. Rbf1, the Drosophila

homolog of Rb, also displays a pro-apoptotic activity in proliferative

cells. We have previously shown that the Rbf1 pro-apoptotic activity

depends on its ability to decrease the level of anti-apoptotic proteins

such as the Bcl-2 family protein Buffy. Buffy often acts in an opposite

manner to Debcl, the other Drosophila Bcl-2-family protein. Both

proteins can localize at the mitochondrion, but the way they control

apoptosis still remains unclear. Here, we demonstrate that Debcl and

the pro-fission gene Drp1 are necessary downstream of Buffy to

trigger a mitochondrial fragmentation duringRbf1-induced apoptosis.

Interestingly, Rbf1-induced apoptosis leads to a Debcl- and Drp1-

dependent reactive oxygen species production, which in turn

activates the Jun Kinase pathway to trigger cell death. Moreover,

we show that Debcl and Drp1 can interact and that Buffy inhibits this

interaction. Notably, Debcl modulates Drp1 mitochondrial localization

during apoptosis. These results provide a mechanism by which

Drosophila Bcl-2 family proteins can control apoptosis, and shed light

on a link between Rbf1 and mitochondrial dynamics in vivo.

KEYWORDS:Apoptosis, Mitochondrial dynamics, Debcl, Rbf1, Drp1

INTRODUCTION

The retinoblastoma susceptibility gene (Rb) is a tumor suppressor

gene mutated in a large variety of cancer (Di Fiore et al., 2013). Its

tumor suppressive activity is at least partially dependent on its

ability to induce cell cycle arrest. However, the role of pRb in cancer

is not limited to cell cycle regulation and appears to be more

complex. Indeed, pRb can be pro-apoptotic (Bowen et al., 1998;

Hilgendorf et al., 2013; Ianari et al., 2009) or anti-apoptotic (Biasoli

et al., 2013; Morgenbesser et al., 1994; Tsai et al., 1998), and the

regulation of these opposite roles of pRb towards apoptosis remains

poorly understood. The ability of pRb to induce apoptosis fits with

its tumor suppressor function. Deciphering the molecular

mechanisms involved in pRb pro-apoptotic activity could provide

important clues for a better understanding of pRb roles in cancer

suppression. Drosophila allows us to characterize in vivo the

properties of Rbf1, the Rb homologue, in the control of apoptosis.

As with pRb, Rbf1 can be either pro- or anti-apoptotic depending on

the cellular context. For instance, Rbf1 overexpression leads to

apoptosis in proliferating cells but not in post-mitotic cells (Milet

et al., 2010). Moreover, we have recently shown that Rbf1 induces

cell death by reducing the expression of the anti-apoptotic Bcl-2

family gene Buffy (Clavier et al., 2014) which encodes a

mitochondrial protein, suggesting the existence of a mitochondrial

death pathway in Rbf1-induced apoptosis.

Mitochondria have a pivotal role in apoptosis regulation in

vertebrates (Estaquier et al., 2012; Green et al., 2014; Tait and

Green, 2013). Intermembrane space proteins, such as cytochrome c,

are released in the cytosol to promote caspase activation. This

process requires mitochondrial outer membrane permeabilization,

which is tightly regulated by Bcl-2 family proteins (Garcia-Sáez,

2012; Hardwick and Soane, 2013). In Drosophila, this family

contains only two members: Buffy (Quinn et al., 2003) and Death

executioner Bcl-2 homologue (Debcl) (Brachmann et al., 2000;

Colussi et al., 2000; Igaki et al., 2000; Zhang et al., 2000). Although

Debcl is not required for most of developmental cell death, it is

necessary for apoptosis in specific contexts, such as pruning cells

and embryonic cell death (Galindo et al., 2009; Senoo-Matsuda

et al., 2005) or DNA-damage-induced apoptosis (Sevrioukov et al.,

2007). Moreover, ectopic expression of Debcl induces apoptosis

(Brachmann et al., 2000; Colussi et al., 2000; Igaki et al., 2000;

Zhang et al., 2000). Thus, the mitochondrial protein Debcl displays

a pro-apoptotic activity in flies. Buffy can act as an anti-apoptotic

protein by physically interacting with Debcl to suppress Debcl-

induced cell death (Quinn et al., 2003), whereasDebcl is required to

inhibit Buffy in DNA-damage-induced apoptosis (Sevrioukov et al.,

2007). Nevertheless, the mode of action of the Drosophila Bcl-2

proteins remains elusive.

Although early studies did not emphasize a crucial role of

mitochondria during apoptosis in fly (Dorstyn et al., 2004; Means

et al., 2006; Zimmermann et al., 2002), more recent data show that

this organelle has a more substantial role. First, key players of

Drosophila apoptosis are localized to mitochondria, including the

caspases Dronc and Drice (Dorstyn et al., 2002) or the pro-apoptotic

proteins Reaper (Freel et al., 2008; Olson et al., 2003; Thomenius

et al., 2011), Hid (Abdelwahid et al., 2007; Morishita et al., 2013)

and Grim (Claveria et al., 2002). For some of these proteins, the loss

of mitochondrial localization is associated with a reduction of the

pro-apoptotic function (Abdelwahid et al., 2007; Freel et al., 2008;

Olson et al., 2003; Sandu et al., 2010). Second, caspases can be

activated in vitro by mitochondria from apoptotic S2 cells (Varkey

et al., 1999), suggesting that some mitochondrial proteins are

required for apoptosis. Such proteins include Omi (also known as

HtrA2) (Challa et al., 2007) and the Drosophila translocator protein

(TSPO) (Lin et al., 2014), which are involved in irradiation-induced

apoptosis, and cytochrome c and d, which are necessary for

developmental cell death in the eye (Mendes et al., 2006).

Interestingly, an increase in mitochondrial fragmentation can be

observed during apoptosis in Drosophila. Dynamin-related protein

1 (Drp1), a large GTPase of the dynamin family, is required for

mitochondrial fission, whereas the homologue of mitofusin 2,Received 6 February 2015; Accepted 10 July 2015
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Mitochondrial assembly regulatory factor (Marf ) and Optic atrophy

1 (Opa1) are respectively required for outer and inner mitochondrial

membrane fusion. Knockdown of Drp1 using genetic mutants or

RNA interference (RNAi) leads to apoptosis inhibition

(Abdelwahid et al., 2007; Goyal et al., 2007), highlighting the

role of mitochondrial dynamics in fly cell death. Interestingly,

recent data indicate that Reaper induces mitochondrial

fragmentation by binding and inhibiting the pro-fusion protein

Marf. This decrease in mitochondrial fusion allows caspase

activation and eventually apoptosis (Thomenius et al., 2011).

However, the precise mechanisms involved in the Drosophila

mitochondrial cell death pathway remain to be uncovered. For

example, a potential link between Bcl-2 family proteins and

mitochondrial fission remains to be elucidated.

In this study, we used Rbf1-induced apoptosis to highlight the role

of Bcl-2 family genes in Drosophila apoptosis and display a new

aspect of Rbf1 pro-apoptotic activity. We show that Debcl is required

downstream of Buffy in Rbf1-induced apoptosis. Debcl induces

mitochondrial fragmentation by binding the pro-fission protein Drp1,

which triggers the production of mitochondrial reactive oxygen

species (ROS), thereby activating the c-Jun N-terminal kinase (JNK)

pathway and eventually leading to cell death.

RESULTS

Debcl is required downstream of Buffy for Rbf1-induced

apoptosis

We have previously shown that the Bcl-2 anti-apoptotic gene Buffy

counteracts Rbf1-induced apoptosis (Clavier et al., 2014). To

determine whether Debcl, the second Bcl-2 gene in Drosophila, is

involved in Rbf1-induced apoptosis, we performed genetic

interaction tests. As previously shown, Rbf1 overexpression at the

dorso-ventral frontier of wing imaginal discs using the UAS-Gal4

system with the vestigial (vg) Gal4 driver induced notches along the

wing margin. The number of notches correlates with the amount of

apoptosis in wing imaginal discs of third-instar larvae (Milet et al.,

2010). Wing phenotypes were classified into four categories

according to the number of notches: wild type (no notch), weak,

intermediate and strong (Fig. 1A). When Rbf1was overexpressed in

a heterozygous background for the loss-of-function mutant

DebclE26, a significant shift of the distribution toward weaker

phenotypes was observed as compared to overexpression of Rbf1

only (Fig. 1B), showing that Debcl participates in the notched wing

phenotype induced by Rbf1. TUNEL staining quantification of

third-instar larval wing imaginal discs confirmed that the shift of

phenotypic distribution was related to variation in the amount of

apoptosis in larvae. Indeed, many cells were TUNEL-labeled in vg-

Gal4/+; UAS-Rbf1/+ wing discs but we observed a significant

decrease in the TUNEL-labeled cell percentage when Rbf1 was

overexpressed in a DebclE26 background (Fig. 1C). These results

indicate that Debcl has a pivotal role in Rbf1-induced apoptosis.

Because Rbf1 transcriptionally represses Buffy, we hypothesized

that Buffy inhibition might indirectly activate Debcl in Rbf1-

induced apoptosis. To determine the epistatic relationship between

Buffy and Debcl in Rbf1-induced apoptosis, we performed genetic

interaction tests. When Rbf1was overexpressed in a BuffyH37 loss of

function heterozygous background, distribution of the phenotypes

significantly shifted toward stronger phenotypes as compared to

expression of Rbf1 alone (Fig. 1B). Interestingly, in a DebclE26

heterozygous background, BuffyH37 loss of function could not

anymore induce a phenotypic aggravation (vg-gal4/DebclE26; UAS-

Rbf1/+ compared with vg-gal4/DebclE26 BuffyH37; UAS-Rbf1/+;

Wilcoxon test, n=343, α=1.6×10−3, Ws=3.2). Thus, Buffy needs

Debcl to counteract Rbf1-induced loss of tissue. Similar results were

obtained in DebclE26 and BuffyH37 homozygous backgrounds

(supplementary material Fig. S1). Consistent with these results,

the number of apoptotic cells was not significantly different

Fig. 1. Rbf1-induced Debcl-dependent apoptosis. (A) Fly wings are classified into four categories (wild-type, weak, intermediate and strong) according to the

number of notches observed on their margin (asterisks) (Clavier et al., 2014). (B) Distribution of notch wing phenotypes in (1) vg-Gal4/+;UAS-Rbf1/+; (2) vg-Gal4/

Buffy
H37

;UAS-Rbf1/+; (3) vg-Gal4/Debcl
E26

;UAS-Rbf1/+ and (4) vg-Gal4/Buffy
H37

, Debcl
E26

;UAS-Rbf1/+. Statistical analysis was performed using Wilcoxon

tests: Debcl
E26

, n=305, α=4.25×10
−8
, Ws=−5.56; Buffy

H37
, n=349, α=6.53×10

−4
, Ws=3.40; Debcl

E26
, Buffy

H37
, n=364, α=4.63×10

−3
, Ws=−2.82. Each

experiment was independently performed three times. A representative experiment is shown. (C) Quantification of apoptotic cells in thewing imaginal discs pouch

visualized by TUNEL staining from the genotypes described previously. Asterisks indicate a statistically significant difference between two genotypes (Student’s

t-test, α<0.05). (D–H) Apoptotic cells were visualized by TUNEL staining (white dots) of wing imaginal discs of the genotype indicated at the bottom of the image.
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between these two genetic backgrounds (Fig. 1C–H). Therefore,

Debcl is required downstream of Buffy in Rbf1-induced apoptosis.

Rbf1 overexpression triggers mitochondrial ROS production

in a Debcl-dependent manner

We have previously shown that the JNK pathway activation is

required to trigger apoptosis in response to Rbf1 overexpression

(Milet et al., 2014). To determine the importance of Debcl in the

JNK pathway activation, we quantified the mRNAs of two target

genes of the JNK signaling pathway,mmp1 and puc, by quantitative

real-time PCR (qRT-PCR). When Rbf1was overexpressed under vg

control, both mmp1 and puc mRNA levels were significantly

increased as compared with the vg-Gal4/+ control (Fig. 2A).

Consistent with this, when Rbf1 was overexpressed with RNAi-hep

in order to decrease hep expression, the amount of mmp1 and puc

mRNAs was similar to the amount observed for the vg-Gal4/+

control. These data confirm that Rbf1 induces JNK pathway

activation. When Rbf1 was overexpressed in a DebclE26

heterozygous background (Fig. 2A), puc and mmp1 mRNA levels

decreased compared to overexpression of Rbf1 in a wild-type

background. An immunostaining against Mmp1 in these different

genetic backgrounds confirmed these data (supplementary material

Fig. S2A–D). Thus Debcl is required for Rbf1-induced JNK

pathway activation in wing imaginal discs.

The JNK pathway can be activated by a wide variety of stimuli,

such as receptor–ligand interactions or cellular stresses. In

particular, ROS have been reported to activate the JNK pathway

(Son et al., 2013). Interestingly, Debcl is localized in mitochondria,

which are known to be the major site of ROS production in cells.

Therefore, we asked whether Rbf1 overexpression induces

mitochondrial ROS production, which could be responsible for

JNK pathway activation. We measured mitochondrial superoxide

production with MitoSOX fluorescence by flow cytometry. Rbf1

overexpression increased the percentage of MitoSOX-positive cells

as compared to the vg-gal4/+ control (Fig. 2B). Superoxide

dismutase 2 (Sod2) is a mitochondrial antioxidant enzyme which

detoxifies superoxide. Consistent with this, when Rbf1 and Sod2

were co-overexpressed, the percentage of MitoSOX-positive

cells decreased when compared to overexpression of Rbf1 alone.

We also observed a significant decrease in MitoSOX-positive cells

when Rbf1 was overexpressed in a DebclE26 heterozygous

background, thus indicating that Debcl is required for Rbf1-

induced ROS production. Then, we assessed GstD1 expression,

which is a marker of mitochondrial oxidative stress, in these different

genetic backgrounds. An increase in GstD1 mRNA levels was

observed when Rbf1 was overexpressed in a wild-type background

(supplementary material Fig. S2E). By contrast, Rbf1 overexpression

in a DebclE26 heterozygous background did not affect the level of

GstD1 mRNA when compared to the control (supplementary

material Fig. S2E). All these data confirm that Rbf1 triggers ROS

production in a Debcl-dependent manner. In order to precisely

identify the implication of ROS in Rbf1-induced apoptosis, we

studied the impact of modifying ROS levels on the adult phenotypes

observed in a context of Rbf1 expression. We used a Sod2Δ02 loss-of-

function mutant and flies overexpressing Sod2. When Rbf1 was

overexpressed in a Sod2Δ02 heterozygous background, the

distribution of the wing phenotypes shifted towards stronger

phenotypes as compared to overexpression of Rbf1 alone (Fig. 2C).

Conversely, when Rbf1 and Sod2 were co-overexpressed, the

distribution of wings shifted towards weaker phenotypes. The

variation of the phenotypic distribution between these different

genetic backgrounds correlated with the variation of apoptotic cell

numbers in wing imaginal discs (Fig. 2D). Thus, Sod2 limits Rbf1-

induced apoptosis, which suggests that ROS mediate this cell death.

Fig. 2. Rbf1 triggers ROS-dependent JNK activation and apoptosis. (A) Quantification of mmp1 and puc mRNA levels by qRT-PCR on wing imaginal discs

from (1) vg-Gal4/+, (2) vg-Gal4/+; UAS-Rbf1/+, (3) vg-Gal4/+; UAS-Rbf1/UAS-RNAi-hep, (4) vg-Gal4/Debcl
E26

; UAS-Rbf1/+ and (5) vg-Gal4/UAS-Sod2;

UAS-Rbf1/+ larvae. (B) Quantification by flow cytometry of MitoSOx staining (a mitochondrial superoxide indicator) in wing imaginal discs from (1) en-Gal4/+;

(2) en-Gal4/+;UAS-Rbf1/+; (3) en-Gal4/UAS-Sod2;UAS-Rbf1/+; (4) en-Gal4/UAS-Sod2 and (5) en-Gal4/Debcl
E26

;UAS-Rbf1/+ larvae. (C) Distribution of notched

wing phenotypes in (1) vg-Gal4/+;UAS-Rbf1/+, (2) vg-Gal4/UAS-Sod2;UAS-Rbf1/+ and (3) vg-Gal4/Sod2
Δ02

;UAS-Rbf1/+. Statistical analysis was performed

using Wilcoxon tests: Sod2, n=423, α=3.37×10
−9
, Ws=−6.03; Sod2

Δ02
, n=269, α=5.3.10

−4
, Ws=3.46. Each experiment was independently performed three

times. A representative experiment is shown. (D) Quantification of apoptotic cells visualized by TUNEL staining in wing imaginal discs from the previously

described genotypes. Error bars are the s.e.m. Asterisks indicate a statistically significant difference between two genotypes (Student’s t-test, α<0.05).

3241

RESEARCH ARTICLE Journal of Cell Science (2015) 128, 3239-3249 doi:10.1242/jcs.169896

Jo
u
rn
a
l
o
f
C
e
ll
S
c
ie
n
c
e

http://jcs.biologists.org/lookup/suppl/doi:10.1242/jcs.169896/-/DC1
http://jcs.biologists.org/lookup/suppl/doi:10.1242/jcs.169896/-/DC1
http://jcs.biologists.org/lookup/suppl/doi:10.1242/jcs.169896/-/DC1
http://jcs.biologists.org/lookup/suppl/doi:10.1242/jcs.169896/-/DC1
http://jcs.biologists.org/lookup/suppl/doi:10.1242/jcs.169896/-/DC1


We then wondered whether ROS are involved in JNK pathway

activation, which could explain their role in Rbf1-induced cell

death. When Rbf1 and Sod2 were co-overexpressed, Mmp1 protein

(supplementary material Fig. S2D) and mRNA levels (Fig. 2A)

decreased when compared to overexpression of Rbf1 alone. Hence,

Sod2 inhibits Rbf1-induced JNK pathway activation, which

suggests that ROS are required to activate this signaling pathway.

Taken together, these data show that Rbf1 overexpression induces a

Debcl-dependent mitochondrial ROS production, thereby leading to

JNK pathway activation and finally to cell death.

Rbf1 induces mitochondrial fragmentation which is required

for ROS production and cell death

Mitochondrial fission, which can occur during apoptosis in

mammalians and Drosophila cells (Desagher and Martinou, 2000;

Goyal et al., 2007), can regulate ROS generation (Park et al., 2013;

Qi et al., 2013). Interestingly, apoptosis can be blocked with

a dominant-negative mutation or specific RNAi-mediated

knockdown of the pro-fission gene Drp1 (Abdelwahid et al.,

2007; Arnoult et al., 2005; Breckenridge et al., 2003; Frank et al.,

2001). Several studies have highlighted the role of Bcl-2 family

proteins in the control of mitochondrial dynamics during apoptosis

in mammalian cells (Brooks et al., 2007; Frank et al., 2001;

Karbowski et al., 2004, 2002; Rolland and Conradt, 2010; Sheridan

et al., 2008; Wasiak et al., 2007). Therefore, we assessed the impact

of Rbf1 overexpression on mitochondrial dynamics. To visualize the

mitochondrial network, we used a Streptavidin Alexa Fluor® 488

conjugate. As expected, vg-Gal4/+ control disc cells had a typical

filamentous mitochondrial network (Fig. 3A), whereas we observed

punctuate units in response to Rbf1 overexpression (Fig. 3B). This

punctiform staining is a hallmark of mitochondrial fragmentation.

Of note, when Rbf1 was overexpressed in a Drp1KG03815

heterozygous loss-of-function background (Fig. 3D), the

mitochondrial network appeared more filamentous than when

Rbf1 was overexpressed alone. These data suggest that Rbf1-

induced mitochondrial fragmentation is due to an increase in

mitochondrial fission that involves Drp1. Interestingly, we also

observed a rescue of this fragmentation when Rbf1 was

overexpressed in a DebclE26 heterozygous background (Fig. 3E)

or when Rbf1 and Buffy were co-overexpressed (Fig. 3F). Thus,

Debcl is required for Rbf1-induced mitochondrial fission, whereas

Buffy prevents this fragmentation.

We used the Drp1KG03815 loss-of-function mutation to determine

the implication of mitochondrial fission in Rbf1-induced apoptosis.

When Rbf1 was overexpressed in a Drp1KG03815 heterozygous

background, we observed a decrease in wing notches as well as a

decrease in the number of apoptotic cells in wing imaginal discs

(Fig. 3G,H) compared to Rbf1 overexpression alone. Thus, Drp1 is

required for Rbf1-induced apoptosis and this suggests that

mitochondrial fission plays a key role in Rbf1-induced cell death.

Fig. 3. Rbf1-induced apoptosis requires Drp1-mediated mitochondrial fission. (A–F) Mitochondrial morphology was observed by Alexa-Fluor-488-coupled

streptavidin in wing imaginal discs from vg-Gal4/+ (A); vg-Gal4/+;UAS-Rbf1/+ (B); vg-Gal4/Drp1
KG03815

(C); vg-Gal4/Drp1
KG03815

;UAS-Rbf1/+ (D); vg-Gal4/

Debcl
E26

; UAS-Rbf1/+ (E); and vg-Gal4/UAS-Buffy ;UAS-Rbf1/+ (F) larvae. Scale bar: 10 µm. (G) Distribution of notchwing phenotypes in vg-Gal4/+;UAS-Rbf1/+

and vg-Gal4/Drp1
KG03815

;UAS-Rbf1/+. n=312, α<10
−30

and Ws=−9.52. Each experiment was independently performed three times. A representative

experiment is shown. (H) Quantification of apoptotic cells visualized by TUNEL staining of wing imaginal discs from (1) vg-Gal4/+; (2) vg-Gal4/+;UAS-Rbf1/+ and

(3) vg-Gal4/Drp1
KG03815

;UAS-Rbf1/+ flies. (I) Quantification by flow cytometry of MitoSOx staining (a mitochondrial superoxide indicator) in wing imaginal discs

from vg-Gal4/+; vg-Gal4/+;UAS-Rbf1/+; vg-Gal4/Drp1
KG03815

;UAS-Rbf1/+ and vg-Gal4/Drp1
KG03815

larvae. Error bars are the s.e.m. Asterisks indicate a

significant difference between two genotypes (Student’s t-test, α<0.05).
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In addition, we observed a significant decrease in the proportion

of Mitosox-positive cells when Rbf1 was overexpressed in a

Drp1KG03815 heterozygous background (Fig. 3I) compared to

overexpression of Rbf1 alone, indicating that Drp1 is required for

Rbf1-induced ROS production. Furthermore, we verified that Drp1

loss of function decreased Rbf1-induced JNK pathway activation

(supplementary material Fig. S3). Taken together, these results

show that Rbf1 overexpression induces a Debcl- and Drp1-

dependent mitochondrial fragmentation that promotes ROS

production, JNK pathway activation and eventually cell death.

Debcl induces mitochondrial fragmentation to trigger ROS

production and cell death

Our data indicate that Debcl plays a key role in Rbf1-induced

apoptosis. We assessed whether the cascade of events

(mitochondrial fragmentation, ROS production and JNK pathway

activation) characterized in Rbf1-induced apoptosis occurs in a

similar fashion in Debcl-induced apoptosis. Indeed, Debcl has been

previously described as a pro-apoptotic protein. For instance,

overexpression of Debcl using the UAS-Gal4 system with the

patched-Gal4 ( ptc-Gal4) driver induces apoptosis along the antero-

posterior frontier (Colin et al., 2014). To determine whether Debcl-

induced apoptosis is associated with an altered mitochondrial

network, we used a Streptavidin Alexa Fluor® 488 conjugate.

In ptc-Gal4/+ control discs, the mitochondrial network was

filamentous, whereas punctuated staining appeared in response to

Debcl overexpression (Fig. 4A,B). Thus, Debcl, as Rbf1 does,

induces a mitochondrial fragmentation in wing discs. When Debcl

was overexpressed in a loss-of-function Drp1KG03815 heterozygous

background (Fig. 4C), the mitochondrial network appeared more

filamentous than when Debcl was overexpressed in a wild-type

background. These data suggest that Debcl-induced mitochondrial

fragmentation results from an increase in mitochondrial fission.

We performed genetic interaction tests between Debcl and

Drp1KG03815 loss of function to determine the implication of

mitochondrial fission in Debcl-induced apoptosis. In the adult wing,

Fig. 4. Debcl-induced apoptosis requires Drp1 mediated mitochondrial fission. (A–C) Mitochondrial morphology observed by Alexa-Fluor-488-coupled

streptavidin in wing imaginal discs from ptc-Gal4/+ (A); ptc-Gal4,UAS-Debcl/+;UAS-Debcl/+ (B) and vg-Gal4,UAS-Debcl/Drp1
KG03815

;UAS-Debcl/+ (C) larvae.

Scale bar: 10 µm. (D) Measure of relative distance between the L3 and L4 veins of the previously described genotypes. (E) Quantification of apoptotic cells

visualized by TUNEL staining of wing imaginal discs from the previously described genotypes. (F) Quantification by flow cytometry of MitoSOx staining

(a mitochondrial superoxide indicator) in wing imaginal discs from ptc-Gal4/+; ptc-Gal4/+;UAS-Rbf1/+; ptc-Gal4/Drp1
KG03815

;UAS-Rbf1/+ and ptc-Gal4/

Drp1
KG03815

larvae. Error bars are the s.e.m. Asterisks indicate a significant difference between two genotypes (Student’s t-test, α<0.05).
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this apoptosis led to a decrease in the distance between veins L3 and

L4 (Fig. 4D; Colin et al., 2014). WhenDebclwas overexpressed in a

Drp1KG03815 heterozygous background, we observed a rescue of the

wing loss of tissue (Fig. 4D) as well as a decrease in the amount of

apoptosis in wing imaginal discs (Fig. 4E) as compared to

overexpression of Debcl in a wild-type background. Thus, Drp1 is

required for Debcl-induced apoptosis, which suggests that

mitochondrial fission plays a key role in Debcl-induced cell death.

We then investigated whether Debcl overexpression was

sufficient to induce mitochondrial ROS production. Indeed, Debcl

overexpression increases the proportion of Mitosox-positive cells in

the wing imaginal discs, when compared to the ptc-gal4/+ control

(Fig. 4F). In addition, we observed a significant decrease in the

percentage of Mitosox-positive cells when Debcl was

overexpressed in a Drp1KG03815 heterozygous background when

compared to a wild-type background, indicating that Drp1 is

required for Debcl-induced ROS production.

These results highlight thatDebcl overexpression induces aDrp1-

dependent mitochondrial fragmentation leading to ROS production

and thus to cell death. Therefore, Debcl overexpression is sufficient

to recapitulate the mitochondrial events induced by Rbf1.

Debcl physically interacts with Drp1 in vivo

Drp1 plays a key role both in Rbf1- and Debcl-induced apoptosis.

In mammals, in the absence of apoptotic stimuli, Drp1 is mostly

cytosolic, whereas it becomes stabilized when it is bound to

mitochondria in apoptotic cells (Wasiak et al., 2007). Because

Debcl is a mitochondrial protein, we wondered whether Drp1 and

Debcl physically interact during apoptosis. We used transgenic

larvae expressing Debcl–HA and/or FLAG–HA–Drp1 to perform

immunoprecipitations with an anti-FLAG antibody. When

FLAG–HA–Drp1 was immunoprecipitated, we observed a co-

immunoprecipitation of Debcl–HA (Fig. 5A), suggesting that

Drp1 and Debcl physically interact in vivo. By contrast, the

innocuous mitochondrial protein Tom40 did not co-

immunoprecipitate, proving the specificity of Debcl and Drp1

interaction. Interestingly, when Buffy was overexpressed, the co-

immunoprecipitation of Debcl–HAwas lost (Fig. 5A), suggesting

that Buffy inhibits the physical interaction between Debcl and

Drp1. We assessed the occurrence of this physical interaction in

vivo by using a proximity ligation in situ assay (Fig. 5B). White

dots are specifically observed in the ptc domain when Debcl is

overexpressed, indicating that Debcl and Drp1 colocalize within

40 nm. This approach confirmed that the two proteins can interact

together in vivo. Because we do not have antibodies against Debcl,

we were unable to test whether this interaction occurs during

Rbf1-induced apoptosis without Debcl–HA overexpression.

Nevertheless, we observed a significant increase in FLAG–HA–

Drp1 proteins in the mitochondrial-enriched fraction when Rbf1

was overexpressed compared to upon expression of the vg-Gal4,

FLAG-HA-Drp1 control (Fig. 5C,D). Consistent with this, the

quantity of FLAG–HA–Drp1 significantly decreased in the

cytosolic fraction. Interestingly, DebclE26 heterozygous loss of

function impeded both Drp1 mitochondrial accumulation and

Drp1 cytosolic depletion (Fig. 5C,D). This result indicates that

Debcl is required for Drp1 mitochondrial enrichment and argues

for an interaction between Debcl and Drp1 during Rbf1-induced

apoptosis.

Taken together, these results indicate that Debcl and Drp1 are part

of the same protein complex. This complex formation facilitates Drp1

mitochondrial localization which might trigger the mitochondrial

fragmentation observed following Debcl or Rbf1 overexpression.

DISCUSSION

In this paper, we characterized the death pathway induced by Rbf1

in Drosophila (Fig. 6) and highlighted the role of Bcl-2 family

genes during this process. Although Debcl displays a pro-apoptotic

activity in different tissues (Brachmann et al., 2000; Colussi et al.,

2000; Igaki et al., 2000; Senoo-Matsuda et al., 2005), its mechanism

of action was practically unknown. Our results show that Debcl

is required for Rbf1-induced mitochondrial fragmentation, ROS

production and JNK pathway activation, which leads to Rbf1-

induced apoptosis. Moreover, Debcl overexpression can

recapitulate by itself these different events initiated at the

mitochondria level. Thus, our work sheds light on the molecular

mechanisms involved in Debcl pro-apoptotic activity. In addition,

our results corroborate previous data (Quinn et al., 2003;

Sevrioukov et al., 2007) indicating that Debcl and Buffy act in

opposing ways. Indeed, we show that Buffy loss of function leads to

an increase in Rbf1-induced apoptosis only in a Debcl loss-of-

function background.

During Rbf1-induced apoptosis, the mitochondrial network is

fragmented. Rbf1-induced mitochondrial fragmentation and cell

death depend on Drp1. Thus our data suggest that Rbf1 triggers

mitochondrial fission, which in turns induces cell death. However,

we have not fully shown that Drp1 pro-apoptotic activity relies on its

capacity to induce mitochondrial fission. Of note, other data support

this idea. Indeed, blocking mitochondrial fusion in wing imaginal

discs with an RNAi directed against marf causes apoptosis

(Thomenius et al., 2011). Moreover, Thomenius et al. have

demonstrated that Reaper induces mitochondrial fragmentation by

binding to and inhibiting Marf, which in turn leads to caspase

activation and cell death (Thomenius et al., 2011). Thus a growing

number of studies point out the importance of mitochondrial

dynamics in apoptosis regulation. Because Drp1 is involved

in Rbf1-induced mitochondrial ROS production, it is conceivable

that Rbf1-induced mitochondrial fragmentation affects the

mitochondrial respiratory chain function and increases the electron

leakage, which could explain the increase in mitochondrial ROS

production. In this case, the role of Drp1 in cell death would be

closely related to its function in mitochondrial fission.

A number of studies on mammals support the link between pro-

apoptotic Bcl-2 proteins and the mitochondrial fusion and fission

machinery (Rolland and Conradt, 2010). During apoptosis,

mitochondrial fragmentation occurs simultaneously with Bax

relocation to mitochondria. Bax colocalizes with Drp1 and

Mitofusin 2 at fission sites (Karbowski et al., 2002). Bax plays a

crucial role in mitochondrial fragmentation during apoptosis

(Brooks et al., 2007; Frank et al., 2001). By contrast, Mitofusin2

opposes Bax-induced apoptosis (Neuspiel et al., 2005). Thus pro-

apoptotic Bcl-2 proteins cause mitochondrial fragmentation by

activating fission and/or blocking fusion. Here, we show for the first

time in Drosophila, that Debcl and Buffy control mitochondrial

dynamics to regulate cell death induction. Indeed, we show that

Debcl is required for the mitochondrial fragmentation observed

during Rbf1-induced apoptosis. Galindo et al. have shown that

mitochondrial morphology remains unaffected by Debcl loss of

function (Galindo et al., 2009). Taken together, these results

indicate that Debcl has a role in mitochondrial dynamics, but only in

specific contexts such as in apoptotic conditions. Interestingly,

Debcl also modulates mitochondrial density and activity,

independently of apoptosis, in neuronal processes (Tsubouchi

et al., 2009). The role of Debcl in mitochondrial dynamics during

apoptosis involves a physical interaction between Debcl and Drp1.

This interaction might be responsible for Drp1 activation and
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therefore for mitochondrial fission. There is no evidence for a

physical interaction between Drp1 and a pro-apoptotic member of

Bcl-2 family in mammals. However, Bax participates in Drp1

activation by other means. During apoptosis, Bax stimulates Drp1

sumoylation and thus promotes the stable association of Drp1 to

mitochondrial membranes. Moreover, outer mitochondrial

membrane permeabilization mediated by Bax allows the release

of DDP (also known as TIMM8a). This protein physically interacts

with Drp1 (Arnoult et al., 2005), which stabilizes Drp1 at

mitochondria where it can induce mitochondrial fragmentation.

Our study also provides a better definition of Rbf1 pro-apoptotic

activity. Indeed, our results indicate that Rbf1 can activate Debcl

through a transcriptional regulation of Buffy. This regulation plays a

crucial role in cell death commitment. Inmammals, regulation of Bcl-2

family proteins bypRbare usually transcriptional regulationsmediated

by pRb and E2F (Bertin-Ciftci et al., 2013; Bracken et al., 2004; Hao

et al., 2007; Hershko and Ginsberg, 2004; Morales et al., 2011; Zhao

et al., 2005). However, a recent study has demonstrated that pRb

induces apoptosis directly at the mitochondria where pRb binds and

conformationally activatesBax (Hilgendorf et al., 2013). Thus, the role

Fig. 5. Debcl physically interacts with Drp1. (A) Immunoprecipitation assays were performed with an anti-Flag antibody on cell extracts from (1) ptc-Gal4/+;

UAS-Debcl-HA/+; (2) ptc-Gal4/+;UAS-Debcl-HA/FLAG-HA-Drp1 and (3) ptc-Gal4/UAS-Buffy;UAS-Debcl-HA/FLAG-HA-Drp1 larvae. Western blotting on

total extract (T) and immunoprecipitates (IP) were analyzed with anti-Flag (Drp1), anti-HA (Debcl) or anti-TOM40 antibodies. (B) Duolink
®
staining

(white dots) against Drp1 and Debcl–HA in wing imaginal discs from ptc-Gal4/+ and ptc-Gal4,UAS-Debcl-HA/+; UAS-Debcl-HA/+ larvae. The control for

expression domain of ptc is ptc-Gal4/+; UAS-eGFP/+ (top). All discs are shown with posterior to the left. (C) Cell fractionation was performed on cell extracts from

(1) vg-Gal4/+;FLAG-HA-Drp1/+; (2) vg-Gal4/+;UAS-Rbf1/FLAG-HA-Drp1 and (3) vg-Gal4/Debcl
E26

;UAS-Rbf1/FLAG-HA-Drp1 larvae. Total extract (T), the

mitochondrial fraction (M) and the cytosolic fraction (C) were subjected to immunoblot analysis with anti-HA (Drp1), anti-F1-ATPase (β subunit) and anti-Tubulin

antibodies. (D) Quantification of the immunoblot staining against FLAG-HA-Drp1 presented in C. Error bars are the s.e.m. Asterisks indicate a significant

difference between two genotypes (Student’s t-test, α<0.05).
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of the Bcl-2 family in the control of apoptosis by pRb seems to be

conserved between species although operating in different ways.

Our data indicate that Rbf1 overexpression induces a mitochondrial

death pathway involving mitochondrial fragmentation and ROS

production in a Debcl-dependent manner. Interestingly a role of

the Rbf1 and Drosophila E2F (dE2F) pathway in the regulation

of mitochondrial function has been reported (Ambrus et al., 2013).

Indeed Rbf1 and dE2F control the expression of genes encoding

mitochondrial proteins. This regulation is crucial for normal

induction of apoptosis in response to irradiation. In mammals, pRb

at mitochondria activates Bax and mitochondrial apoptosis in

response to diverse stimuli (Hilgendorf et al., 2013), which is in

agreement with the role of pRb as a tumor suppressor. Thus

mitochondria seem to play an important role in the death process

induced by Rbf1 or its counterpart pRb. Our data highlight an

important role for Drp1 in Rbf1-induced apoptosis. In mammals,

some data indicate that Bax and Drp1 colocalize at mitochondria

during apoptosis (Karbowski et al., 2002) and that Bax and pRb

interact in vivo (Hilgendorf et al., 2013). Therefore, it would be

interesting to test the role of Drp1 in pRb-induced apoptosis.

There is increasing evidence that key oncogenes and tumor

suppressors modulate mitochondrial dynamics (Boland et al., 2013),

whichmight be significant for tumorigenesis. Therefore, it is possible

that regulating mitochondrial dynamics might be a useful therapeutic

modality to induce cell death especially in Rb-deficient tumors.

According to this idea, BIRO1, a cell permeable BH3 peptide,

promotes mitochondrial fragmentation in retinoblastoma cells, which

leads to cell death (Allaman-Pillet et al., 2015). Understanding how

tumor suppressors modulate mitochondrial dynamics could be a

major area of research in order to improve cancer treatment.

MATERIALS AND METHODS

Fly stocks

Flies were raised at 25°C on a standard medium. The UAS-Rbf1 and vg-Gal4

strains were generous gifts from Joel Silber (Institut Jacques Monod,

Université Paris Diderot, Paris, France). The en-Gal4 and ptc-gal4 strains

were kindly provided by Laurent Théodore (Neuroscience Paris-Saclay

Institute, Université Paris Sud, Orsay, France). The UAS-Debcl flies

were generously provided by Helena Richardson (Research Division, Peter

MacCallum Cancer Centre, Melbourne, Australia) (Colussi et al., 2000).

The following strains were obtained from the Bloomington Stock Center

(Bloomington, IN): BuffyH37 (27340), UAS-Buffy (32059), DebclE26

(27342), DebclE26 BuffyH37 (27338), UAS-Sod2 (24494), Sod2Δ02

(27643), Drp1KG03815 (13510) and FLAG-FlAsH-HA-Drp1 (42208).

BuffyH37, DebclE26, Sod2Δ02 and Drp1KG03815 are null mutations

(Sevrioukov et al., 2007; Verstreken et al., 2005). The UAS-RNAi-hep

strain (4353R2) was from the National Institute of Genetics stock center

(NIG-Fly, Japan). We used a w1118 fly stock as the reference strain.

Test of phenotype suppression in the wing

To test the involvement of candidate genes in Rbf1-induced apoptosis, the

severity of the notched wing phenotype induced by UAS-Rbf1

overexpression from the vg-Gal4 driver was assayed in different genetic

backgrounds. For each gene, we verified that the alteration of gene

expression level (overexpression or mutation) did not induce any wing

phenotype. vg-Gal4>UAS-Rbf1 Drosophila females were crossed with

males bearing a loss-of function mutation for the different genes or allowing

their overexpression. The progenies of all crosses were classified according

to the number of notches on the wing margin. Wilcoxon tests were

performed as described previously (Brun et al., 2002). We considered the

difference to be significant when α<10−3. To test the implication ofDrp1 in

Debcl-induced apoptosis, the severity of wing tissue loss induced by UAS-

Debcl overexpression led by ptc-Gal4 driver was assayed in different

genetic backgrounds. ptc-Gal4>(UAS-Debcl)2 Drosophila females were

crossed with wild-type males or males bearing a loss-of function mutation

for Drp1. The distance between L3 and L4 veins was measured

perpendicularity to the sixth sensilla of the dorsal row of the anterior

wing margin and plotted against the distance between the extremity of veins

L4 and L5 for the progenies of all crosses. Student’s t-tests were performed

and results were considered to be significant when α<5%.

TUNEL staining of imaginal discs

Third-instar larvae were dissected in PBS pH 7.6, fixed in PBS with 3.7%

formaldehyde, washed three times for 10 min in PBT (1× PBS, 0.5% Triton

X-100). Discs were then dissected and TUNEL staining was performed

according to the manufacturer’s instructions (ApopTag Red in situ apoptosis

detection kit, Millipore, Temecula, CA, USA). Discs were mounted in

CitifluorTM (Biovalley, Marne-La-Vallée, France) and observed with a

Leica SPE upright confocal microscope (Leica, Wetzlar, Germany). White

patches in the wing pouch (for Rbf1 experiments) or in ptc area (for Debcl

experiments) were counted for at least 30 wing imaginal discs per genotype.

Student’s t-tests were performed and results were considered to be

significant when α<5%.

Immunostaining

Third-instar larvae were dissected in PBS pH 7.6, fixed in PBS with 3.7%

formaldehyde. Discs were labeled by overnight incubation at 4°C with anti-

Fig. 6. Rbf1 triggers apoptosis through mitochondrial

events in a Debcl-dependent fashion. Rbf1 inhibits Buffy

expression. The decrease in Buffy level results in Debcl

activation. Thus, Debcl interacts with Drp1 at mitochondria,

which leads to mitochondrial fragmentation. Drp1 and Debcl

trigger a ROS production that activates apoptosis through

the JNK pathway.
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Mmp1 antibody (mouse monoclonal, 1:25, 5H7B11, DSHB, IA) in PBT

with FCS (PBS, 0.3% Triton X-100, 10% fetal calf serum). Incubation with

anti-mouse-IgG secondary antibody (Alexa-Fluor-488-conjugated goat

anti-mouse-IgG (H+L) Antibody, Molecular Probes, Thermo Fisher

Scientific, Waltham, MA) or with a Streptavidin Alexa Fluor® 488

conjugate (1:50, Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific) was carried in

PBT with FCS for 2 h at room temperature. After washing in PBT, wing

discs were finally mounted in CitifluorTM (Biovalley) and observed with a

Leica SPE upright confocal microscope.

ROS measurement

As described previously (Bergeaud et al., 2013), MitoSOX (Molecular

Probes, Thermo Fisher Scientific) was used to measure the mitochondrial

production of superoxide. Briefly, 20 wing imaginal discs were dissected in

Schneider’s Drosophila medium (Fisher Bioblock Scientific, Illkirch

Graffenstaden, France), then cells were trypsinized. 5 μM MitoSOX were

added to the cells, which were incubated at 37°C. Red fluorescence was then

measured by flow cytometry by analyzing 2000 events per experimental

condition. Flow cytometric measurements were performed using a BD

LSRFortessa (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Fluorescence was

induced by the yellow–green laser (561 nm). Red fluorescence was

collected with a phycoerythrin detector (emission, 578 nm).

RNAs extraction and qRT-PCR

Fifty wing imaginal discs per genotype were dissected on ice in serum-free

Schneider medium. Total RNAs were extracted from each sample using the

RNeasy Mini kit (QIAGEN), following the manufacturer’s instructions. RT

was performed on each sample using 4.8 µg of RNA incubated with random

primer oligonucleotides (Invitrogen) with Recombinant Taq DNA

Polymerase (Invitrogen), according to the manufacturer’s instructions.

Real-time PCR analysis was performed using the ABI Prism 7700 HT

apparatus (Applied Biosystems). Briefly, PCR was performed with the

ABsolute blue qRT-PCR SYBR Green ROX mix (Abgene), using 11 ng of

cDNA per RT. Data were normalized against rp49. Three independent room

temperature experiments were performed and the s.e.m. was calculated from

these three independent samples.

Immunoprecipitation

Five third-instar larvae were dissected in PBS pH 7.6, crushed in lysis buffer

[Tris-HCl pH 8, 50 mM, NaCl 150 mM, Nonidet P40 1% (NP40), protease

inhibitor cocktail (completeMini EDTA free, Roche, Boulogne-Billancourt,

France)]. Cuticles were removed after centrifugation for 10 min at 240 g

at 4°C. An additional centrifugation was performed for 15 min at 6000 g at

4°C in order to eliminate membrane fragments. The supernatant (total

extracts) was recovered and 75 µl were incubated with 15 µl of anti-FLAG

antibody attached to agarose beads (Anti-FLAG®M1Agarose Affinity Gel,

Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) overnight at 4°C on a

rotating wheel. Immune complexes were then washed five times with lysis

buffer and resuspended in loading buffer. Samples were boiled for 5 min

and proteins were subjected to western blotting as described below.

Cell fractionation

Ten third-instar larvae were dissected in PBS pH 7.6, crushed in 400 µl of

fractionation buffer (Tris-HCl pH 8 10 mM, EDTA 10 mM, sucrose 0.32 M),

protease inhibitor cocktail (complete Mini EDTA free, Roche). Cuticles were

removed after centrifugation for 5 min at 60 g at 4°C. 15 µl (total extracts)

were kept. An additional centrifugation was realized for 10 min at 2650 g

at 4°C. The supernatant (cytosolic fraction) was recovered. The pellet

(mitochondrial fraction) was washed once with fractionation buffer and was

then resuspended in 350 µl of fractionation buffer. Samples were boiled for

5 min and proteins were subjected to western blotting as described below.

SDS-PAGE electrophoresis and western blot

Proteins were separated in 4-20% Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™

Precast Gels according to the manufacturer’s instructions (BIO-RAD,

Hercules, CA) and transferred onto PVDFmembrane (Millipore, Darmstadt,

Germany). Blots were incubated with primary antibodies [(anti-HA

antibody, 1:1000, ab9110, Abcam, Cambridge, UK), anti-Flag.M2

antibody (1:500, Agilent, Santa Clara, CA), anti-Tubulin (1:500, clone

B-5-1-2, Sigma) and anti-F1-ATPase (1:1000, β-subunit MS503,

MitoScience/Abcam, Cambridge, UK), anti-Tom40 (1:200, Santa Cruz

Biotechnology®, Dallas, TX)] overnight at 4°C and were then incubated for

1 h with peroxidase-conjugated anti-mouse-IgG antibody (Jackson

ImmunoResearch, West Grove, PA). Immunoreactive bands were detected

by Immobilon Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore), visualized

and quantified using ChemiDoc XRS+ system (BIO-RAD).

In situ proximity ligation assay

ptc>+ and ptc>Debcl2 third-instar larvae were dissected in PBS pH 7.6,

fixed in PBS with formaldehyde 3.7%, washed three times for 5 min in PBT

(PBS, 0.3% Triton X-100). Wing imaginal discs were then dissected and

incubated in PBT with FCS (PBS, 0.3% Triton X-100, 10% FCS) at room

temperature during 20 min. In situ PLAwas performed using the Duolink®

kit (Olink Bioscience) essentially according to manufacturer’s instructions.

Briefly, wing imaginal discs were stained with primary antibodies overnight

at 4°C. The antibodies used for Duolink assays and their corresponding

dilutions are: anti-HA antibody (ab9110, Abcam, 1:200) and anti-DLP1

antibody (BD Transduction Laboratories, 1:200). After washing, wing

imaginal discs were incubated with the secondary oligonucleotide-linked

antibodies (PLA probes, anti-mouse PLUS and anti-rabbit MINUS)

provided in the kit. The oligonucleotides bound to the antibodies were

hybridized, ligated, amplified and detected using a fluorescent probe

(Detection Kit 563). Discs were mounted in Citifluor™ (Biovalley) and

observed with a Leica SP2 upright confocal microscope.
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Drosophila retinoblastoma protein induces apoptosis in proliferating but not in

post-mitotic cells. Cell Cycle 9, 97-103.
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Figure S2: Rbf1 induces JNK activation and ROS production through Debcl. 

(a-d) Anti-Mmp1 immunostaining (white dots), of wing imaginal discs from en-Gal4 (a); en-

Gal4>UAS-rbf1 (b); en-Gal4>UAS-rbf1,debcl
E26

 (c) and en-Gal4>UAS-rbf1,UAS-sod2 (d)

larvae. All discs are shown with posterior to the left. Scale bar: 100 µm. 

(e) Quantification by RT-qPCR of gstD1 mRNA in wing imaginal discs from vg-Gal4; vg-

Gal4>UAS-rbf1; vg-Gal4>UAS-rbf1,UAS-RNAi-hep; vg-Gal4>UAS-rbf1,debcl
E26

 and vg-

Gal4>UAS-rbf1,UAS-sod2 larvae. Data are normalized against rp49 and the mean of three 

independent experiments are shown. Error bars are the S.E.M. *: Student’s t-test, P<0,05. 
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Figure S3: drp1 is required for rbf1-induced JNK pathway activation. 

Anti-Mmp1 immunostaining (white dots), in wing imaginal discs from en-Gal4>UAS-rbf1 (a) 

and en-Gal4>UAS-rbf1,drp1
KG03815

 (b) larvae. All discs are shown with posterior to the left.

Scale bar: 100 µm. 
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Figuƌe ϯϭ. UŶe diŵiŶutioŶ du Ŷiveau de MARF suppƌiŵe le phéŶotype d’eŶĐoĐhe daŶs l’aile iŶduit
paƌ Rďfϭ
;aͿ SĐhĠŵa du ĐƌoiseŵeŶt gĠŶĠtiƋue peƌŵettaŶt de testeƌ l’iŶteƌaĐtioŶ gĠŶĠtiƋue eŶtƌe rďfϭ et MARF.
UŶe souĐhe suƌeǆpƌiŵaŶt rďfϭ sous ĐoŶtƌôle du pƌoŵoteuƌ vg-Gal4 est ĐƌoisĠe aǀeĐ uŶe souĐhe
possĠdaŶt uŶ tƌaŶsgğŶe eǆpƌiŵaŶt uŶ ARNi diƌigĠ ĐoŶtƌe MARF. Les iŶdiǀidus d'iŶtĠƌġt suƌeǆpƌiŵeŶt à
la fois rďfϭ et l'ARNi-MARF. Ils soŶt isolĠs Đaƌ ils Ŷe pƌĠseŶteŶt pas les ŵaƌƋueuƌs de soies phĠŶotǇpe
[Sď] poƌtĠs paƌ le Đhƌoŵosoŵe ďalaŶĐeuƌ TMϲB[TďSď]. ;ďͿ La suƌeǆpƌessioŶ de rďfϭ sous ĐoŶtƌôle de
l’iŶduĐteuƌ vg-Gal4 iŶduit la foƌŵatioŶ d’eŶĐoĐhes au Ŷiǀeau de la ŵaƌge de l’aile. Les iŶdiǀidus soŶt
ĐlassĠs daŶs Ƌuatƌe ĐatĠgoƌies ĐoƌƌespoŶdaŶt à la foƌĐe du phĠŶotǇpe d’eŶĐoĐhe. L'histogƌaŵŵe
pƌĠseŶte le pouƌĐeŶtage d'aile oďteŶu pouƌ ĐhaƋue gĠŶotǇpe ĠtudiĠ ;௩௚ିீ௔௟ସା  ;  ௎஺ௌ–ீி௉ା ;vg>GFPͿ, ௩௚ିீ௔௟ସା  ;  ௎஺ௌ–ீி௉௎஺ௌିோே஺௜ିெ஺ோி ;vg>GFP, RNAi-MARFͿ, ௩௚ିீ௔௟ସା  ;  ௎஺ௌ–௥௕௙ଵା ;vg>rďfϭͿ et௩௚ିீ௔௟ସା  ;  ௎஺ௌ–௥௕௙ଵ௎஺ௌିோே஺௜ିெ஺ோி ;vg>rďfϭ, RNAi-MARFͿͿ. La Đo-eǆpƌessioŶ d’uŶ ARNi-MARF ;JFϬϭϲϱϬ TRIPͿ
eŶtƌaiŶe uŶ dĠĐalage iŵpoƌtaŶt de la ƌĠpaƌtitioŶ ǀeƌs le phĠŶotǇpe de sauǀage. UŶ test statistiƋue de
WilĐoǆoŶ a peƌŵis de ǀĠƌifieƌ la sigŶifiĐatiǀitĠ de Đe dĠĐalage aǀeĐ uŶ α=ϭ,ϭϰǆϭϬ-ϭϭ ;N=ϰϯϵͿ.
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♂+ᄛ

ାା  ;  ௩௚–ீ௔௟ସ௩௚–ீ௔௟ସ ; ௎஺ௌ–௥௕௙ଵ்ெ଺஻[்௕ௌ௕] ା௬ ; ାା ; ௎஺ௌ–ோே஺௜–ெ஺ோி௎஺ௌ–ோே஺௜–ெ஺ோி
ାା ௢௨ ௬ ; ௩௚–ீ௔௟ସା ; ௎஺ௌ–௥௕௙ଵ௎஺ௌ–ோே஺௜–ெ஺ோி
ାା ௢௨ ௬ ; ௩௚–ீ௔௟ସା ; ௎஺ௌ–ோே஺௜–ெ஺ோி்ெ଺஻[்௕ௌ௕]et
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Đoŵpte de la pƌopoƌtioŶ de ŵoƌt Đellulaiƌe iŶitiĠe paƌ ‘ďfϭ ;ǀoiƌ Figuƌe ϭA de l͛aƌtiĐle (Clavier 

et al., 2015)). 

J͛ai testĠ l͛iŵpliĐatioŶ de MA‘F daŶs l͛apoptose iŶduite paƌ ‘ďfϭ eŶ ĐƌoisaŶt des 

drosophiles exprimant Rbf1 dans le domaine vestigial (vg) grâce au système UAS-Gal4, avec 

des drosophiles possédant un transgène codant pour un ARN interférant inductible dirigé 

contre l'ARNm de MARF (UAS-ARNi-MARF). La lignée utilisée provient de la collection 

Transgenic RNAi Project (TRIP) du stock Bloomington (BL 31157). Le croisement est détaillé en 

figure 31a. Les individus d'intérêt (ne présentant pas le marqueur Stubble (Sb)) sont répartis 

dans les classes phénotypiques en fonction de la force de leur phénotype d'aile. La figure 31b 

pƌĠseŶte la ƌĠpaƌtitioŶ des iŶdiǀidus eŶ foŶĐtioŶ de la foƌĐe du phĠŶotǇpe d͛aile. La ƌĠpaƌtitioŶ 

obtenue est comparée à la répartition des phénotypes obtenus pour une population ne 

surexprimant que rbf1, établie à partir d'un croisement réalisé en parallèle, entre des parents 

de génotype 
�௚–�௔௟4�௚–�௔௟4  ;  ௎஺ௌ−�௕௙1்ெ6஻[்௕ௌ௕] et des parents sauvages w1118. La répartition des phénotypes 

des individus surexprimant rbf1 seul est centrée sur des phénotypes moyen et fort. Lorsque 

que rbf1 est exprimé en présence de l'ARNi dirigé contre MARF, un décalage de cette 

répartition vers le phénotype sauvage est observé. Un test statistique de Wilcoxon permet de 

confirmer la suppression des phénotypes d'aile induit par rbf1 en présence de l'ARNi-MARF 

(D égal à 1,14x10-11, N=439). Deux autres expériences indépendantes avec la même lignée 

ARNi ont été menées et ont confirmé ces résultats, ainsi, que l'utilisation d'une lignée de la 

collection Vienna Drosophila Resource Center (VDRC), permettant également l'expression d'un 

ARNi dirigé contre MARF (KK105681). Les résultats sont résumés dans le tableau 1. Par ailleurs, 

il a été vérifié que l'expression de l'ARNi-MARF seul n'induisait pas de phénotype d'aile. 

La réduction du niveau de MARF induit une suppression importante du phénotype 

d͛aile iŶduit paƌ ‘ďfϭ. Les phĠŶotǇpes d'aile iŶduits paƌ ƌďfϭ dĠpeŶdeŶt doŶĐ de MA‘F. De 

façon surprenante, bien que MARF et Drp1 aient des activités opposées vis-à-vis de la 

dynamique mitochondriale, les phénotypes induits par Rbf1 nécessite la présence de ces deux 

protéines. Ce résultat suggère que MARF aurait dans ce contexte un rôle différent de sa 

fonction liée à la fusion mitochondriale. 

b. MARF est ŶéĐessaiƌe à l’apoptose iŶduite paƌ Rďf1  

AfiŶ de dĠteƌŵiŶeƌ si la suppƌessioŶ du phĠŶotǇpe d͛aile eŶ pƌĠseŶĐe de l͛A‘Ni-MARF 

Ġtait due à des ŵodifiĐatioŶs du Ŷiǀeau de l͛apoptose iŶduite paƌ ‘ďfϭ daŶs le disƋue d͛aile, 



Figuƌe ϯϮ. UŶe diŵiŶutioŶ du Ŷiveau de MARF iŶhiďe l’apoptose iŶduite paƌ Rďfϭ
;aͿ Le doŵaiŶe vg est oďseƌǀaďle iĐi paƌ la pƌĠseŶĐe des tƌaŶsgğŶes vg-Gal4 et UAS-GFP daŶs la ligŶĠe.
Coŵŵe Ŷous pouǀoŶs le ǀoiƌ, vg ĠtaŶt pƌiŶĐipaleŵeŶt aĐtif au Ŷiǀeau de la poĐhe du disƋue iŵagiŶal
d’aile, seule l’apoptose pƌĠseŶte au Ŷiǀeau de la poĐhe est pƌise. La ƋuaŶtifiĐatioŶ du Ŷoŵďƌe de Đellule
ĐoƌƌespoŶdaŶt au Ŷoŵďƌe de poiŶt ďlaŶĐ a doŶĐ ĠtĠ faite eŶ sĠleĐtioŶŶaŶt suƌ ĐhaƋue disƋue la suƌfaĐe
de la poĐhe, telle Ƌu’eŶtouƌĠ eŶ tiƌets ďlaŶĐs eŶ ;eͿ. La ƋuaŶtitĠ est aloƌs ƌappoƌtĠe à la suƌfaĐe du
doŵaiŶe sĠleĐtioŶŶĠ.
;ď,Đ,d,eͿ MaƌƋuage TUNEL suƌ disƋues iŵagiŶauǆ d’ailes issus des ligŶĠes ௩௚ିீ௔௟ସା  ;  ௎஺ௌ–ீி௉ା ;vg>GFPͿ,௩௚ିீ௔௟ସା  ;  ௎஺ௌ–ீி௉௎஺ௌିோே஺௜ି௉ூ ;vg>GFP, RNAi-PINKϭͿ, ௩௚ିீ௔௟ସା  ;  ௎஺ௌ–௥௕௙ଵା ;vg>rďfϭͿ et௩௚ିீ௔௟ସା  ;  ௎஺ௌ–௥௕௙ଵ௎஺ௌିோே஺௜ି௉ூே  ;vg>rďfϭ, RNAi-PINKϭͿ. ChaƋue poiŶt ďlaŶĐ ĐoƌƌespoŶd à uŶe Đellule
apoptotiƋue. ;aͿ CoŶtƌôle ŶĠgatif vg>GFP pƌĠseŶte uŶe apoptose ďasale, ŶotaŵŵeŶt au Ŷiǀeau du
Ŷotuŵ. ;ďͿ L’eǆpƌessioŶ d’uŶ RNAi diƌigĠ ĐoŶtƌe MARF ;vg>GFP, RNAi-MARF) Ŷ’eŶtƌaiŶe pas
d’augŵeŶtatioŶ du Ŷoŵďƌe de Đellules apoptotiƋues. ;ĐͿ La suƌeǆpƌessioŶ de rďfϭ ;vg>rďfϭͿ,
ĐoŶfoƌŵĠŵeŶt auǆ Ġtudes pƌĠĐĠdeŶtes, iŶduit uŶe apoptose iŵpoƌtaŶte. ;dͿ La Đo-eǆpƌessioŶ de rďfϭ
et du RNAi-MARF ;vg>rďfϭ, RNAi-MARFͿ ƌestƌeiŶt l’apoptose à soŶ Ŷiǀeau ďasal.
;fͿ QuaŶtifiĐatioŶ des ŵaƌƋuages TUNEL. L'histogƌaŵŵe pƌĠseŶte les ŵoǇeŶŶes du Ŷoŵďƌe de Đellules
apoptotiƋues daŶs la poĐhe ƌappoƌtĠe à la suƌfaĐe de la poĐhe ;eŶ uŶitĠ aƌďitƌaiƌe ;UAͿͿ pouƌ ϯϬ
disƋues iŵagiŶauǆ d’aile paƌ gĠŶotǇpe. L’eǆpƌessioŶ du RNAi-MARF seul, Ŷ’iŶduit pas d’augŵeŶtatioŶ de
l’apoptose daŶs le doŵaiŶe vg ĐoŶtƌaiƌeŵeŶt à la suƌeǆpƌessioŶ de rďfϭ. La Đo-eǆpƌessioŶ de rďfϭ et du
RNAi-MARF pƌĠseŶte uŶ Ŷiǀeau d'apoptose Đoŵpaƌaďle au tĠŵoiŶ. Des tests statistiƋues de StudeŶt
oŶt ĠtĠ ŵeŶĠs eŶtƌe les gĠŶotǇpes Đoŵpaƌaďles. Ils ĐoŶfiƌŵeŶt Ƌue Đes diffĠƌeŶĐes soŶt ďieŶ
sigŶifiĐatiǀes aǀeĐ uŶ p-ǀalue < Ϭ,Ϭϭ ;*Ϳ.

;fͿ

vg>GFP vg>GFP, RNAi-MARF
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la ƋuaŶtitĠ d͛apoptose a ĠtĠ ƋuaŶtifiĠe paƌ la ŵĠthode TUNEL. Cette ƋuaŶtifiĐatioŶ a ĠtĠ faite 

daŶs uŶe ƌĠgioŶ spĠĐifiƋue du disƋue iŵagiŶal d͛aile ;doŵaiŶe vg visualisé figure 32a). Pour 

Đela, des disƋues iŵagiŶauǆ d͛ailes issus de laƌves de différents génotypes ont été testés : 

vg>GFP (témoin sauvage), vg>GFP, RNAi-MARF ;tĠŵoiŶ d͛eǆpƌessioŶ de l͛A‘Ni seulͿ, vg>rbf1 

;tĠŵoiŶ de l͛apoptose iŶduite paƌ l͛eǆpƌessioŶ de rbf1) et vg>rbf1, RNAi-MARF (expression de 

l͛ARNi-MARF daŶs uŶ ĐoŶteǆte d͛apoptose iŶduite paƌ ‘ďfϭͿ. L͛oďseƌǀatioŶ eŶ ŵiĐƌosĐopie à 

fluorescence de disques entiers nous a permis de visualiser et de quantifier le niveau 

d'apoptose induit pour les différents génotypes. 

On observe dans la figure 32b, que le témoin (vg>GFPͿ possğde uŶ Ŷiǀeau d͛apoptose 

ďasal ĐoƌƌespoŶdaŶt à l͛apoptose dĠǀeloppeŵeŶtal. EŶ figuƌe 32c, l͛eǆpƌessioŶ de l͛ARNi 

dirigé contre MARF dans le domaine vg Ŷ͛iŶduit pas d͛augŵeŶtatioŶ de Đette apoptose. A 

l͛iŶǀeƌse, la suƌeǆpƌessioŶ de rbf1 dans ce domaine (figure 32d), induit une augmentation 

importante de cellules en apoptose. Le nombre de cellules apoptotiques observé pour les 

individus exprimant rbf1 en présence de l'ARNi-MARF est siŵilaiƌe au Ŷiǀeau d͛apoptose 

développementale basale observée dans le contrôle (32b et ϯϮĐͿ. L͛eǆpƌessioŶ de l'ARNi-

MARF seŵďle doŶĐ iŶhiďeƌ l͛apoptose iŶduite paƌ ‘ďfϭ. 

Cette observation qualitative a été complétée par une approche quantitative. Le 

doŵaiŶe d͛eǆpƌessioŶ du pƌoŵoteuƌ vg est observable en vert dans la figure 32a. Seules les 

cellules apoptotiques présentes au niveau de la poche du disque imaginal, où est exprimé le 

gène vg, oŶt ĠtĠ ĐoŵptaďilisĠes, de façoŶ à liŵiteƌ la pƌise eŶ Đoŵpte de l͛apoptose 

développementale basale présente dans le notum (figure 32a). Nous avons choisi de rapporter 

le nombre de cellules apoptotiques, à la surface de la poche calculées par Image J. Ce rapport 

correspond à une unité arbitraire utilisée pour nos calculs. La moyenne de ces rapports pour 

30 disques imaginaux par génotǇpe est pƌĠseŶtĠe daŶs la figuƌe ϯϮf. Les ďaƌƌes d͛eƌƌeuƌs 

ĐoƌƌespoŶdeŶt à l͛iŶteƌǀalle de ĐoŶfiaŶĐe à ϵϱ%. Nous pouǀoŶs ǀoiƌ uŶ ƌappoƌt de ϱǆϭϬ-4 pour 

les disques imaginaux issus du témoin négatif (vg>GFP). Ce rapport est sensiblement le même 

pour les disques imaginaux issus des larves exprimant l'ARNi-MARF (vg>GFP, RNAi-MARF). En 

revanche, il est 4,5 fois plus élevé (2,25x10-3) pour les disques imaginaux issus des larves 

surexprimant rbf1 (vg>rbf1). Les disques imaginaux co-exprimant rbf1 et l'ARNi-MARF sous 

contrôle de l'inducteur vg-Gal4 présentent un rapport proche de 5x10-4, comme le témoin 

négatif. Des tests statistiques de Student ont été réalisés en comparant les génotypes 

Đoŵpaƌaďles deuǆ à deuǆ. Ces tests ĐoŶfiƌŵeŶt Ƌue l͛augŵeŶtatioŶ oďseƌǀĠe entre le témoin 
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Figuƌe ϯϯ. UŶe diŵiŶutioŶ du Ŷiveau de PINKϭ ou de PaƌkiŶ suppƌiŵe le phéŶotype d’eŶĐoĐhe daŶs
l’aile iŶduit paƌ Rďfϭ
;aͿ L'histogƌaŵŵe pƌĠseŶte le pouƌĐeŶtage d'aile oďteŶu pouƌ ĐhaƋue gĠŶotǇpe ĠtudiĠ
; ௩௚ିீ௔௟ସା  ;  ௎஺ௌ–௥௕௙ଵା ;vg>rďfϭͿ et ௩௚ିீ௔௟ସା  ;  ௎஺ௌ–௥௕௙ଵ௎஺ௌି஺ோே௜ି௉ூ  ;vg>rďfϭ, RNAi-PINKϭͿ௩௚ିீ௔௟ସା  ;  ௎஺ௌ–௥௕௙ଵ௎஺ௌ–஺ோே௜–௉௔௥௞௜௡ ;ǀg>ƌďfϭ, RNAi PaƌkiŶͿͿ. L’eǆpƌessioŶ d’uŶ RNAi-PINKϭ ;JFϬϭϮϬϯ TRIPͿ sous
ĐoŶtƌôle de l'iŶduĐteuƌ vg-Gal4 eŶ ĐoŶteǆte de suƌeǆpƌessioŶ de rďfϭ iŶduit uŶ dĠĐalage de la
ƌĠpaƌtitioŶ des phĠŶotǇpes iŶduits paƌ rďfϭ ǀeƌs les phĠŶotǇpes « faiďle » et « ŵoǇeŶ ». UŶ test
statistiƋue de WilĐoǆoŶ a peƌŵis de ǀĠƌifieƌ la sigŶifiĐatiǀitĠ de Đe dĠĐalage aǀeĐ uŶ α= ϯ,ϮϮǆϭϬ-ϭϭ

;N=ϮϵϰͿ.
;ďͿ UŶe eǆpĠƌieŶĐe ideŶtiƋue a ĠtĠ ŵeŶĠe aǀeĐ les gĠŶotǇpes ௩௚ିீ௔௟ସା  ;  ௎஺ௌ–௥௕௙ଵା ;vg>rďfϭͿ et௩௚ିீ௔௟ସା  ;  ௎஺ௌ–௥௕௙ଵ௎஺ௌ–஺ோே௜–௉௔௥௞௜௡ ;ǀg>ƌďfϭ, RNAi PaƌkiŶͿ eǆpƌiŵaŶt uŶ ARNi diƌigĠ ĐoŶtƌe ParkiŶ ;JFϬϭϮϬϬ
TRIPͿ. OŶ Ǉ oďseƌǀe uŶ dĠĐalage ǀeƌs les phĠŶotǇpes « sauǀage » et « faiďle ». UŶ test statistiƋue de
WilĐoǆoŶ a peƌŵis de ǀĠƌifieƌ la sigŶifiĐatiǀitĠ de Đe dĠĐalage aǀeĐ uŶ α<ϭϬ-ϭϯ ;N=ϯϬϭͿ.
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négatif vg>GFP et le témoin positif vg>rbf1 est bien significative (p<0,01). Il en va de même 

pour la diminution observée entre ce dernier et la condition testée vg>rbf1, ARNi-MARF. Cet 

effet Ŷ͛est pas dû à uŶ effet pƌopƌe de l͛ARNi-MARF puisƋu͛il Ŷ͛est pas oďseƌǀĠ de diffĠƌeŶĐe 

entre les disques imaginaux aux génotypes vg>GFP et vg>GFP, ARNi-MARF. 

Ces ƌĠsultats ƌĠǀğleŶt doŶĐ Ƌue MA‘F est iŵpliƋuĠ daŶs l͛apoptose iŶduite paƌ ‘ďfϭ. 

Ce résultat est cohérent avec la suppression des phénotypes d'aile induits par Rbf1 que nous 

avions observé en présence d'un ARNi-MARF. Alors qu'une augmentation de la fission 

ŵitoĐhoŶdƌiale est oďseƌǀĠe daŶs l͛apoptose iŶduite paƌ ‘ďfϭ, l͛aďseŶĐe de MA‘F, uŶe 

protéine pro-fusioŶ, Ŷ͛a pas uŶ effet aggƌaǀateuƌ ŵais uŶ effet suppresseur, ce qui était 

innatendu. Le rôle de MARF dans l'apoptose induite par Rbf1 pourrait être lié à une autre 

activité de MARF indépendant de sa fonction d'activateur de la fusion membranaire 

mitochondriale. Une autre de ces activités est de reĐƌuteƌ l͛uďiƋuitiŶe-ligase Parkin, suite à sa 

phosphoƌǇlatioŶ paƌ PINKϭ loƌs d͛uŶe Đhute de poteŶtiel ŵitoĐhoŶdƌial. Ces ϯ pƌotĠiŶes soŶt 

impliquées dans le processus de mitophagie que nous avons donc voulu tester dans la suite 

de mon étude. 

c. PINK1 et Park iŶ soŶt iŵpliƋuées daŶs phéŶotǇpe d’aile 

induit par Rbf1 

AfiŶ de dĠteƌŵiŶeƌ s͛il eǆiste uŶ lieŶ eŶtƌe l͛apoptose iŶduite paƌ ‘ďfϭ et la ŵitophagie, 

nous avons fait des tests d'interaction génétique similaires à ceux utilisés pour étudier 

l͛iŶteƌaĐtioŶ gĠŶĠtique entre MARF et rbf1, à l'aide de lignées d'ARNi inductibles ciblant cette 

fois les ARNm PINK1 et Parkin. 

Nous avons utilisé la lignée « BL 31262 » de génotype 
++  ;  ௎஺ௌ–ோே஺�–��ே�1௎஺ௌ–ோே஺�–��ே�1, permettant 

l'expression d'un ARNi dirigé contre PINK1 sous le contrôle de séquences promotrices UAS. 

Les résultats de ce test génétique sont présentés en figure 33a. La répartition des phénotypes 

d͛aile est ĐeŶtƌĠe suƌ les Đlasses ŵoǇeŶ et foƌt pouƌ Đe Ƌui est du témoin positif surexprimant 

rbf1. L͛eǆpƌessioŶ d͛uŶ ARNi-PINK1 en présence d'une surexpression de rbf1 induit un 

décalage de répartition des phénotypes vers la classe de phénotype faible. Un test statistique 

de Wilcoxon confirme que ce décalage est significatif avec un D=3,22x10-11 (N=294). 

AfiŶ de testeƌ l͛iŵpliĐatioŶ de l͛uďiƋuitiŶe ligase PaƌkiŶ, ĐeŶtƌale daŶs le pƌoĐessus de 

mitophagie, nous avons utilisé la lignée « JF01200 TRIP » de génotype ; ++  ;  ௎஺ௌ–஺ோே�–�௔�௞��௎஺ௌ–஺ோே�–�௔�௞��. 



Figuƌe ϯϰ. UŶe diŵiŶutioŶ du Ŷiveau de PINKϭ iŶhiďe l’apoptose iŶduite paƌ Rďfϭ
;a,ď,Đ,dͿ MaƌƋuage TUNEL suƌ disƋues iŵagiŶauǆ d’ailes d’ailes issus des ligŶĠes ௩௚ିீ௔௟ସା  ;  ௎஺ௌ–ீி௉ା
;vg>GFPͿ, ௩௚ିீ௔ା  ;  ௎஺ௌ–ீி௉௎஺ௌି஺ோே௜ି௉ூே௄ଵ ;vg>GFP, RNAi-PINKϭͿ, ௩௚ିீ௔௟ସା  ;  ௎஺ௌ–௥௕௙ଵା ;vg>rďfϭͿ et௩௚ିீ௔௟ସା  ;  ௎஺ௌ–௥௕௙ଵ௎஺ௌି஺ோே௜ି௉ூ  ;vg>rďfϭ, RNAi-PINKϭͿ. ;aͿ Le gĠŶotǇpe de ĐoŶtƌôle ŶĠgatif vg>GFP pƌĠseŶte
uŶe apoptose ďasale, ŶotaŵŵeŶt au Ŷiǀeau du Ŷotuŵ. ;ďͿ L’eǆpƌessioŶ d’uŶ ARNi diƌigĠ ĐoŶtƌe PINKϭ
;vg>GFP, RNAi-PINKϭͿ Ŷ’eŶtƌaiŶe pas d’augŵeŶtatioŶ du Ŷoŵďƌe de Đellules apoptotiƋues. ;ĐͿ La
suƌeǆpƌessioŶ de rďfϭ ;vg>rďfϭͿ ĐoŶduit à uŶe apoptose iŵpoƌtaŶte au Ŷiǀeau de la poĐhe. ;dͿ La Đo-
eǆpƌessioŶ de rďfϭ et du RNAi-PINKϭ ;vg>rďfϭ, RNAi-PINKϭͿ ƌestƌeiŶt l’apoptose à soŶ Ŷiǀeau ďasal.
;eͿ QuaŶtifiĐatioŶ des ŵaƌƋuages TUNEL. L'histogƌaŵŵe pƌĠseŶte les ŵoǇeŶŶes du Ŷoŵďƌe de Đellules
apoptotiƋues daŶs la poĐhe ƌappoƌtĠe à la suƌfaĐe de la poĐhe ;eŶ uŶitĠ aƌďitƌaiƌe ;UAͿͿ pouƌ ϯϬ
disƋues iŵagiŶauǆ d’aile paƌ gĠŶotǇpe. L’eǆpƌessioŶ d’uŶ ARNi diƌigĠ ĐoŶtƌe PINKϭ Ŷ’iŶduit pas
d’augŵeŶtatioŶ de l’apoptose paƌ ƌappoƌt au ĐoŶtƌôle ŶĠgatif. Coŵŵe oďseƌǀĠ pƌĠĐĠdeŵŵeŶt la
suƌeǆpƌessioŶ de rďfϭ iŶduit uŶe foƌte augŵeŶtatioŶ de l’apoptose daŶs la poĐhe. La Đo-eǆpƌessioŶ de
Đes Ϯ tƌaŶsgğŶes ĐoŶduit à uŶe augŵeŶtatioŶ de l’apoptose paƌ ƌappoƌt à l'eǆpƌessioŶ de l'UAS-ARNi-
PINKϭ seul ŵais à uŶe diŵiŶutioŶ paƌ ƌappoƌt à l'eǆpƌessioŶ de l'UAS-rďfϭ seul. Les tests statistiƋues de
StudeŶt ŵeŶĠs eŶtƌe les gĠŶotǇpes Đoŵpaƌaďles ĐoŶfiƌŵeŶt Ƌue Đes diffĠƌeŶĐes soŶt ďieŶ sigŶifiĐatiǀes
aǀeĐ uŶ p-ǀalue < Ϭ,Ϭϭ ;*Ϳ.
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Elle exprime un ARNi dirigé contre Parkin sous ĐoŶtƌƀle de sĠƋueŶĐes pƌoŵotƌiĐes UAS. L͛effet 

de la diŵiŶutioŶ de la ƋuaŶtitĠ de PaƌkiŶ est testĠ daŶs uŶ ĐoŶteǆte d͛apoptose iŶduite paƌ 

‘ďfϭ daŶs le doŵaiŶe Vestigial. Le phĠŶotǇpe d͛aile adulte dans ce contexte est étudié avec 

(Vg>Rbf1 , RNAi-Parkin) ou sans RNAi-PaƌkiŶ ;Vg>‘ďfϭͿ ;figuƌe ϯϯďͿ. L͛eǆpƌessioŶ du ARNi-

Parkin en présence d'une surexpression de rbf1 dĠĐale le phĠŶotǇpe d͛ailes eŶĐoĐhĠes ǀeƌs la 

classe phénotypique sauvage. Un test statistique de Wilcoxon indique que ce décalage est 

significatif avec un D<10-13 ;N=ϯϬϭͿ. Ces ƌĠsultats oŶt ĠtĠ ƌepƌoduits au ŵoiŶs Ϯ fois, d͛autƌes 

lignées exprimant des ARNi dirigés contre PINK1 et Parkin ainsi qu'un mutant de PINK1 ont 

été testées. Ces expériences confirment la suppression des phénotypes induits par Rbf1 en 

présence d'une baisse du niveau de PINK1 ou Parkin et sont résumées dans le tableau 1. 

Il apparaît donc qu'une diminution de la quantité des ARNm de PINK1 ou de Parkin 

donc probablement de leuƌ pƌotĠiŶe diŵiŶue les phĠŶotǇpes d͛eŶĐoĐhe daŶs l͛aile iŶduits paƌ 

Rbf1. Pink1 et Parkin seraient donc impliquées dans le phénotype de mort induit par Rbf1 dans 

le doŵaiŶe ǀestigial du disƋue d͛aile. 

d. PINK1 et PaƌkiŶ soŶt ŶéĐessaiƌes à l’apoptose induite 

par Rbf1 

Nous avons cherché à déterminer si la suppression phénotypique observée en 

présence d'ARNi-PINK1 et d'ARNi-Parkin était associée à une diminution du nombre de 

cellules apoptotiques induit par la surexpression de rbf1 au cours du développement. Un 

marquage TUNEL a donc été effectué sur des disques imaginaux obtenus à partir des différents 

ĐƌoiseŵeŶts peƌŵettaŶt de testeƌ l͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe rbf1 et PINK1 ou Parkin. Le marquage 

TUNEL des disƋues d͛ailes vg>GFP (Figure 34a) présente une apoptose développementale 

ďasale, plus paƌtiĐuliğƌeŵeŶt au Ŷiǀeau du Ŷotuŵ. L͛eǆpƌessioŶ seule d͛uŶ A‘Ni diƌigĠ ĐoŶtƌe 

l͛A‘Nŵ PINKϭ daŶs le doŵaiŶe ǀestigial ;Figuƌe ϯϰďͿ Ŷ͛iŶduit pas d͛augŵeŶtatioŶ de 

l͛apoptose. A l͛iŶǀeƌse, la suƌeǆpƌession de rbf1 dans le domaine vestigial (Figure 34c) entraine 

uŶe foƌte augŵeŶtatioŶ de l͛apoptose daŶs le doŵaiŶe d͛eǆpƌessioŶ de Đe gğŶe. OŶ oďseƌǀe 

une quantité de cellules apoptotiques intermédiaire en présence d'une co-expression de rbf1 

et d'un ARNi-PINK1 (Figure 34d), Pink1 serait donc impliqué dans la voie apoptotique induite 

paƌ ‘ďfϭ daŶs Đe doŵaiŶe du disƋue d͛aile. 

Afin de confirmer ces observations, le marquage des disques imaginaux a été quantifié 

de manière systématique au niveau de la poche du disque imaginal. Comme expliqué 



Figuƌe ϯϱ. La diŵiŶutioŶ du Ŷiveau de PaƌkiŶ iŶhiďe l’apoptose iŶduite paƌ Rďfϭ
QuaŶtifiĐatioŶ des ŵaƌƋuages TUNEL. L'histogƌaŵŵe pƌĠseŶte les ŵoǇeŶŶes du Ŷoŵďƌe de Đellules
apoptotiƋues daŶs la poĐhe ƌappoƌtĠe à la suƌfaĐe de la poĐhe ;eŶ uŶitĠ aƌďitƌaiƌe ;UAͿͿ pouƌ ϯϬ
disƋues iŵagiŶauǆ d’aile des gĠŶotǇpe ௩௚ିீ௔௟ସା  ;  ௎஺ௌ–ீி௉௎஺ௌ–௅௨௖௜௙௘௥௔௦௘ ;vg>GFP, luĐͿ,௩௚ିீ௔௟ସା  ;  ௎஺ௌ–ீி௉௎஺ௌିோே஺௜ି௉௔௥௞௜௡ ;vg>GFP, RNAi-ParkiŶͿ, ௩௚ିீ௔ା  ;  ௎஺ௌ–௥௕௙ଵ௎஺ௌ–௅௨௖௜௙௘௥௔௦௘ ;vg>rďfϭ, luĐͿ et௩௚ିீ௔ା  ;  ௎஺ௌ–௥௕௙௎஺ௌିோே஺௜ି௉௔௥  ;vg>rďfϭ, RNAi-ParkiŶͿ. UŶ ARNi diƌigĠ ĐoŶtƌe ParkiŶ sous ĐoŶtƌôle de
l'iŶduĐteuƌ vg-Gal4 a ĠtĠ iŶduit eŶ ĐoŶditioŶ ĐoŶtƌôle ou de suƌeǆpƌessioŶ de rďfϭ. Il Ŷ’Ǉ a pas de
diffĠƌeŶĐe eŶtƌe la ĐoŶditioŶ ĐoŶtƌôle ;vg>GFP, luĐͿ et la ĐoŶditioŶ d’eǆpƌessioŶ du RNAi-ParkiŶ daŶs le
ŵġŵe ĐoŶteǆte gĠŶĠtiƋue ;vg>GFP, RNAi-ParkiŶͿ. Nous oďseƌǀoŶs uŶe augŵeŶtatioŶ de Đe ƌappoƌt eŶ
ĐoŶditioŶ suƌeǆpƌessioŶ de rďfϭ ;vg>rďfϭ, luĐͿ. L’eǆpƌessioŶ d’uŶ ARNi diƌigĠ ĐoŶtƌe ParkiŶ daŶs Đe
ĐoŶteǆte iŶduit uŶe diŵiŶutioŶ de Đe ƌappoƌt ;vg>rďfϭ, ARNi-ParkiŶͿ. Des tests statistiƋues de StudeŶt
ǀĠƌifie Ƌue Đes diffĠƌeŶĐes soŶt sigŶifiĐatiǀes aǀeĐ uŶe p-ǀalue<Ϭ,Ϭϭ ;*Ϳ. DoŶŶĠ le gĠŶotǇpe
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précédemment, ces quantifications ont été rapportées à la surface de la poche (Figure 32). 

Les moyennes des rapports obtenus pour chaque génotype ont été comparées entre elles 

(Figure 34e). Les rapports sont de 4,46x10-4 pour vg>GFP, 3,68x10-4 pour vg>GFP, RNAi-PINK1, 

2,29x10-3 pour vg>rbf1 et 1,61x10-3 pour vg>rbf1, RNAi-PINK1. Un test Student a été utilisé 

pour confirmer la significativité des différences observées. Une étoile indique les p-value 

inférieures à 0,01. 

Une étude ƌepƌeŶaŶt le ŵġŵe sĐhĠŵa a ĠtĠ ŵeŶĠ pouƌ testeƌ l͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe les 

gènes rbf1 et Parkin daŶs l͛apoptose iŶduite paƌ ‘bf1. Les moyennes du nombre de cellules 

apoptotiƋues daŶs la poĐhe du disƋue d͛aile ƌappoƌtĠ à la taille du disƋue soŶt ĐoŵpaƌĠes 

entre elles (Figure 35). La valeur moyenne pour le contrôle négatif (vg>GFP, luc) est de 

1,44x10-4. Cette valeur est très proche pour vg>GFP, RNAi-Parkin avec 1,50x10-4. Elle est 

fortement augmentée lorsque rbf1 est surexprimé dans les individus témoins (vg>rbf1, luc) : 

1,26x10-3. En revanche, la co-expression de rbf1 avec l'ARNi-Parkin induit un phénotype 

intermédiaire de valeur de 7,55x10-4. Des tests de Student confirment que les différences 

observées sont significatives avec des valeurs de p inférieur à 0,01 comme indiqué sur la figure 

35. 

CoŶfoƌŵĠŵeŶt auǆ oďseƌǀatioŶs pƌĠĐĠdeŶtes, l͛eǆpƌessioŶ de rbf1 dans le domaine 

ǀestigial iŶduit ďieŶ de l͛apoptose daŶs Đe doŵaiŶe. Aloƌs Ƌue l͛eǆpƌessioŶ d͛uŶ ARNi-PINK1 

ou d͛uŶ ARNi-Parkin seul Ŷ͛eŶtƌaiŶe pas d'augmentation de l'apoptose par rapport au témoin 

négatif (respectivement vg>GFP et vg>GFP, lucͿ, oŶ ĐoŶstate uŶe diŵiŶutioŶ de l͛apoptose 

induite par Rbf1 lorsque cette expression est opérée dans un contexte de surexpression de 

rbf1. Ces observations indiquent qu'une diminution du niveau de PINK1 ou Parkin inhibe 

paƌtielleŵeŶt l͛apoptose iŶduite paƌ rbf1. Ces deux protéines pourraient donc participer 

activement à la mort cellulaire initiée par Rbf1. Les résultats que nous avons obtenus 

montrent qu'au cours du processus d'apoptose induit par Rbf1, l'interaction de Debcl avec 

Drp1 au niveau de la membrane externe mitochondrial est nécessaire pour induire de la fission 

mitoĐhoŶdƌiale et la pƌoduĐtioŶ d͛EAO. Nous avons donc, dans un second temps, cherché si 

l'actioŶ de PINKϭ se situe eŶ aǀal ou eŶ aŵoŶt de DeďĐl daŶs la ǀoie d͛iŶduĐtioŶ de l͛apoptose 

par Rbf1. 



Figuƌe ϯϲ. PINKϭ iŶteƌvieŶt eŶ aval de DeďĐl daŶs l’apoptose iŶduite paƌ rbf1.
;a,ď,Đ,d,eͿ Ailes adultes de dƌosophiles issus des ligŶĠes auǆ gĠŶotǇpes ௣௧௖ିீ௔௟ସା  ;  ௎஺ௌ–ீி௉௎஺ௌିீி௉
;ptĐ>GFP ; GFPͿ, ௣௧௖ିீ௔௟ସା  ;  ௎஺ௌ–ீி௉௎஺ௌିோே஺௜ି௉ூே௄ ;ptĐ>GFP, RNAi-PINKϭͿ, ௣௧௖ିீ௔௟ସ,௎஺ௌି஽௘௕௖ା  ;  ௎஺ௌ–஽௘௕௖௟௎஺ௌିீி௉
;ptĐ>deďĐl ; deďĐl, GFPͿ et ௣௧௖ିீ௔௟ସ,௎஺ௌି஽௘௕௖௟ା  ;  ௎஺ௌ–஽௘௕௖௟௎஺ௌିோே஺௜ି௉ூ ;ptĐ>deďĐl ; deďĐl, RNAi-PINKϭͿ ;aͿ Le
doŵaiŶe PatĐhed ;ptĐͿ ĐoƌƌespoŶd à la ƌĠgioŶ situĠe eŶtƌe les ǀeiŶes ϯ et ϰ ;ŶotĠes ƌespeĐtiǀeŵeŶt Vϯ
et VϰͿ. La distaŶĐe dϭ est ĐalĐulĠ eŶtƌe les ǀeiŶes ϯ et ϰ au Ŷiǀeau de la ϲğŵe soie de la ďoƌduƌe aŶtĠƌieuƌ
de l’aile et de la Đƌoss-ǀeiŶe postĠƌieuƌe. AfiŶ de s’affƌaŶĐhiƌ d’effets de l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt pouǀaŶt
affeĐteƌ la ĐƌoissaŶĐe gĠŶĠƌale des iŶdiǀidus, Đette distaŶĐe est ƌappoƌtĠe à la distaŶĐe dϮ situĠe eŶtƌe
les eǆtƌĠŵitĠs des ǀeiŶes ϰ et ϱ ;VϱͿ. ;ďͿ L’eǆpƌessioŶ de GFP seule daŶs le doŵaiŶe ptĐ Ŷ’iŶduit pas de
phĠŶotǇpe diffĠƌeŶt de Đelui du tĠŵoiŶ sauǀage ŶotaŵŵeŶt au Ŷiǀeau de la Đƌoss-ǀeiŶe aŶtĠƌieuƌe
;ƌeĐtaŶgle ďleuͿ. ;ĐͿ De ŵġŵe, la Đƌoss-ǀeiŶe aŶtĠƌieuƌe Ŷ’est pas affeĐtĠe paƌ l’eǆpƌessioŶ d’uŶ ARNi
diƌigĠ ĐoŶtƌe PINKϭ daŶs le doŵaiŶe ptĐ ;ƌeĐtaŶgle ďleuͿ. ;dͿ L’eǆpƌessioŶ de deuǆ Đopies
supplĠŵeŶtaiƌes de deďĐl paƌ le pƌoŵoteuƌ ptĐ iŶduit uŶ phĠŶotǇpe foƌt de fusioŶ des Vϯ et Vϰ au
Ŷiǀeau de la Đƌoss-ǀeiŶe Ƌui dispaƌaît ;ƌeĐtaŶgle ƌougeͿ. De plus oŶ oďseƌǀe uŶe diŵiŶutioŶ de la
distaŶĐe eŶtƌe Vϯ et Vϰ ;eͿ L’eǆpƌessioŶ d’uŶ ARNi diƌigĠ ĐoŶtƌe PINKϭ daŶs uŶ ĐoŶteǆte de
suƌeǆpƌessioŶ de deďĐl iŶduit uŶ phĠŶotǇpe de fusioŶ des Vϯ et Vϰ ŵoiŶs foƌt Ƌue pouƌ les iŶdiǀidus
suƌeǆpƌiŵaŶt deďĐl ;ƌeĐtaŶgle ǀeƌtͿ. La distaŶĐe eŶtƌe Vϯ et Vϰ seŵďle ġtƌe iŶteƌŵĠdiaiƌe paƌ ƌappoƌt
auǆ gĠŶotǇpes oďseƌǀĠs eŶ ;ĐͿ et ;dͿ.
;fͿ CoŵpaƌaisoŶ des distaŶĐes eŶtƌe Vϯ et Vϰ ;dϭͿ ƌappoƌtĠes à la distaŶĐe eŶtƌe Vϰ et Vϱ ;dϮͿ. La
ŵoǇeŶŶe de la distaŶĐe eŶtƌe les Vϯ et Vϰ est ďieŶ sigŶifiĐatiǀeŵeŶt diŵiŶuĠe eŶ Đas de suƌeǆpƌessioŶ
de deďĐl. Cette diŵiŶutioŶ est paƌtielleŵeŶt suppƌiŵĠe eŶ pƌĠseŶĐe d’uŶ ARNi diƌigĠ ĐoŶtƌe PINKϭ. Des
tests statistiƋues de StudeŶt ĐoŶfiƌŵeŶt Ƌue Đes diffĠƌeŶĐes soŶt ďieŶ sigŶifiĐatiǀes aǀeĐ uŶ p-ǀalue <
Ϭ,Ϭϭ ;*Ϳ.

;fͿ

dϭ
/d

ϮptĐ>GFP ptĐ>GFP ; RNAi-PINKϭ

ptĐ>deďĐl ; deďĐl, GFP ptĐ>deďĐl ; deďĐl, RNAi-PINKϭ
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Ϭ,Ϭϱ
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Ϭ,ϭϱ
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Ϭ,ϯ
★★

★★
★ : p<Ϭ,Ϭϭ

ϲğŵe soie

Vϯ
Vϰ

Vϱ
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dϮ

ǆ=ௗଵௗଶ;aͿ



 77 

e. PINK1 agit eŶ aval de DeďĐl daŶs l’apoptose iŶduite paƌ 

Rbf1 

Le rôle de Debcl est central dans les évènement mitochondriaux induits par Rbf1. Une 

surexpression de debcl induit de l'apoptose et récapitule les évènements mitochondriaux 

induits par Rbf1. Afin de rechercher si PINK1 pouvait avoir une action sur ou en aval de Debcl, 

nous avons testé si une modification du niveau de PINK1 modulait les phénotypes induit par 

la surexpression de debcl. 

Nous disposons au laboratoire d'une souche transgénique permettant la surexpression 

de deux copies de debcl placées sous contrôle de séquences UAS. L'expression des transgènes 

UAS-debcl est induite par l'inducteur patched-Gal4 (ptc-Gal4). L'inducteur ptc-Gal4 s͛eǆpƌiŵe 

au niveau de la frontière antéro-postĠƌieuƌ du disƋue iŵagiŶal d'aile. L͛eǆpƌessioŶ de debcl 

daŶs Đe ĐoŶteǆte ĐoŶduit à uŶe augŵeŶtatioŶ de l͛apoptose au Ŷiǀeau de la fƌoŶtiğƌe aŶtĠƌo-

postérieur du disque imaginal d'aile au cours du développement. Cette apoptose se traduit 

Đhez l͛adulte paƌ uŶe diŵiŶutioŶ de la distaŶĐe eŶtƌe les ǀeiŶes ϯ et ϰ et une fusion de ces 

deux veines au niveau de la veine transversale antérieur qui disparaît (Figure 36d). Ce 

phĠŶotǇpe pƌĠseŶte l͛aǀaŶtage d͛ġtƌe oďseƌǀaďle faĐileŵeŶt et de ǀaƌieƌ tƌğs peu d͛uŶ 

iŶdiǀidu à l͛autƌe. Nous aǀoŶs testĠ l͛effet d'uŶe diŵiŶutioŶ du niveau de PINK1 sur ce 

phĠŶotǇpe à l͛aide de l͛eǆpƌessioŶ d͛uŶ ARNi dirigé contre PINK1. 

 

Une aile représentative de chaque génotype est présentée en figures 36b-e. La 

surexpression du gène GFP (Figure 36b) sous contrôle de ptc-Gal4 Ŷ͛iŶduit pas de phĠŶotype. 

Nous pouvons observer la présence de la veine transversale antérieure dans le rectangle bleu. 

L͛eǆpƌessioŶ de l'A‘Ni diƌigĠ ĐoŶtƌe PINK1 daŶs le doŵaiŶe patĐhed ;Figuƌe ϯϲĐͿ Ŷ͛iŶduit pas 

de différence marquante par rapport au témoin ptc>GFP ; GFP. La veine transversale 

aŶtĠƌieuƌe est ĐoŶseƌǀĠe ;ƌeĐtaŶgle ďleuͿ. L͛eǆpƌessioŶ de deuǆ Đopies supplĠŵeŶtaiƌes de 

debcl sous contrôle du pilote ptc-Gal4 (Figure 36d) semble induire la fusion de celles-ci au 

niveau de la veine transversale antérieure (rectangle rouge). La co-expression de l'ARNi-PINK1 

dans ce contexte (Figure 36e) supprime partiellement le phénotype de fusion des veines 3 et 

4 au niveau de la veine transversale antérieure (rectangle vert) iŶduit paƌ l͛eǆpƌessioŶ de 

debcl. 



Figuƌe ϯϳ. L’aďseŶĐe de PINKϭ Ŷ’iŶduit pas de peƌte ŵassive de la ĐoloĐalisatioŶ eŶtƌe Mito-GFP et
Ref;ϮͿP
Iŵages de ŵiĐƌosĐopie ĐoŶfoĐale ŵoŶtƌaŶt la GFP eŶ ǀeƌt et l’iŵŵuŶoŵaƌƋuage de Ref;ϮͿP eŶ ƌouge.
Ref;ϮͿP ;aussi appelĠe pϲϮͿ est uŶe pƌotĠiŶe iŵpliƋuĠe daŶs la foƌŵatioŶ de Đoƌps autophagiƋues et
ŵitophagiƋues. Sa ĐoloĐalisatioŶ aǀeĐ des ĠlĠŵeŶts ŵitoĐhoŶdƌiauǆ est souǀeŶt sǇŶoŶǇŵe de
ŵitophagie.
;a,e,i,ŵͿ PlaŶ laƌge d’uŶ poiŶt foĐus d’uŶ disƋue iŵagiŶal d’aile au Ŷiǀeau du ďoƌd aŶtĠƌieuƌ de la poĐhe
daŶs le doŵaiŶe vg pƌise à ϲϯX. Le ĐaƌƌĠ ďlaŶĐ ĐoƌƌespoŶd auǆ Đhaŵps zooŵĠs daŶs le paŶel de dƌoite.
;ď,Đ,d,f,g,h,j,k,l,Ŷ,o,pͿ )ooŵ Ϯϭϰ,ϮX des iŵages ĐoƌƌespoŶdaŶtes auǆ ĐaƌƌĠs ďlaŶĐs du paŶel de gauĐhe.
Les ďaƌƌes ďlaŶĐhes ĐoƌƌespoŶdeŶt à ϭϬµŵ.
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Une étude quantitative complète de ces observations a été réalisée. La distance entre 

les veines 3 et 4 (d1 dans la Figure 36a) est calculée de manière standardisée. Elle est mesurée 

sur une droite passant par, le point de croisement entre la veine transversale postérieure et 

la ǀeiŶe ϰ, et la ϲeŵe soie oďseƌǀaďle au Ŷiǀeau de la ŵaƌge aŶtĠƌieuƌe de l͛aile ;ǀoiƌ figuƌe 

36a). Afin de normaliser cette distance entre les différentes ailes, elle est rapportée à une 

ǀaleuƌ iŶteƌŶe à l͛aile ŵais eǆtĠƌieuƌe au doŵaiŶe d'eǆpƌessioŶ de ptc : la distance entre les 

extrémités des veines 4 et 5 (d2 dans la Figure 36a). Les moyennes de ces rapports sont 

comparées pour les différents génotypes (Figure 36f) et des tests de Student sont effectués 

sur ces données. On peut observer, de manière significative avec une valeur de p inférieure à 

0,01, une diminution du rapport d1/d2 en présence d'une surexpresssion de debcl et celle-ci 

est partiellement supprimée en contexte d'une co-expression d'ARNi-PINK1. Donc, la co-

expression de debcl et de l'ARNi-PINK1 Ŷ͛a pas d͛effet additif et iŶduit uŶ phĠŶotǇpe 

intermédiaire. 

Ces ƌĠsultats iŶdiƋueŶt Ƌu͛eŶ Đas de foƌte diŵiŶutioŶ du Ŷiǀeau de PINKϭ, l͛apoptose 

iŶduite paƌ DeďĐl est paƌtielleŵeŶt iŶhiďĠe. Si l͛oŶ ĐoŶsidğƌe Ƌue les ĠǀĠŶeŵeŶts iŶduits paƌ 

la surexpression de debcl récapitulent les événements mitochondriaux induits par Rbf1, on 

peut supposeƌ Ƌue PINKϭ agit eŶ aǀal de DeďĐl daŶs la ǀoie d͛apoptose iŶduite paƌ ‘ďfϭ. Si tel 

est le cas, on pourrait prêter un rôle pro-apoptotique à PINK1 et ses partenaires, Parkin et 

MARF pourraient participer à ces activités. Les protéines PINK1, Parkin et MARF sont bien 

connu pour leur capacité à induire la mitophagie. Ces protéines étant connues pour leurs rôles 

centraux dans la mitophagie, elles amènent, avec leur implication, un questionnement sur le 

lieŶ eŶtƌe la ǀoie d͛apoptose dĠĐlenchée par Rbf1 et ce processus. Nous avons donc recherché 

si la surexpression de rbf1 était associée à une augmentation de mitophagie en présence ou 

en absence de PINK1. 

 

f. Recherche d'évènements de mitophagie induit par Rbf1  

Afin de mettre en évidence la mitophagie, la technique la plus communément utilisée 

consiste à observer la colocalisation de facteurs mitochondriaux et autophagiques. Pour cela, 

nous avons établi à une lignée possédant à la fois le transgène UAS-rbf1 sur le Chromosome 

III et un transgène inductible codant une protéine GFP associée à une séquence d'adressage 

à la matrice mitochondriale (UAS-mitoGFP) sur le chromosome II. Afin de marquer les 
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ĠǀğŶeŵeŶts d͛autophagie, uŶ aŶtiĐoƌps aŶti-Ref(2)P permet de localiser cette protéine, 

homologue de pϲϮ Đhez l͛huŵaiŶ, Ƌui est ƌespoŶsaďle de la sĠleĐtioŶ des ĠlĠŵeŶts suďissaŶt 

l͛autophagie. 

Pouƌ le tĠŵoiŶ ;Figuƌe ϯϳa et ĐͿ, l͛aŶtiĐoƌps aŶti-Ref(2)P présente un marquage 

pƌiŶĐipaleŵeŶt diffus et ĐǇtosoliƋue ďieŶ Ƌu͛oŶ puisse oďseƌǀeƌ ƋuelƋues poiŶt de 

fluorescence plus intenses, qui pourrait correspondre à un niveau basal d'autophagie. La GFP 

(Figure 37b) présente une localisation plutôt ponctiforme et filamenteuse. Ces formes sont à 

attribuer à l'orientation du réseau mitochondrial par rapport au plan d'acquisition de la coupe 

optique correspondant à des coupes transversales ou sagittales. La superposition des deux 

marquages (Figure 37d) ne révèle que peu de colocalisation, notamment au niveau des points 

plus foƌteŵeŶt ŵaƌƋuĠs aǀeĐ l͛aŶti-‘ef;ϮͿP. L͛eǆpƌessioŶ d͛uŶ RNAi-PINK1 dans le domaine 

vestigial augmente le marquage ponctiforme avec l'anti-Ref(2)P dans ce domaine (Figure 37e 

et g). Le marquage GFP (Figure 37f) ne semble pas fortement affectée. La superposition des 

marquages (Figure 37h) révèle quelques points de couleur jaune, indiquant une colocalisation, 

mais ceux-ci restent peu nombreux par rapport à l'ensemble du marquage ponctiforme 

correspondant à Ref(2)P. Pour sa part, la surexpression de rbf1 entraine un changement 

notable pour l'anti-Ref(2)P (Figure 37i et k). On remarque sur le plan large, la formation de 

poiŶt de gƌaŶde taille s͛ajoutaŶt au ŵaƌƋuage poŶĐtifoƌŵe iŵpoƌtaŶt. La taille de Đes poiŶts 

est pƌoĐhe de la taille d͛uŶe Đellule. La GFP pƌĠseŶte uŶ ŵaƌƋuage pƌoĐhe de Đelui du tĠŵoiŶ 

(Figure 37j) tandis que la superposition des marquages (Figure 37l) révèle quelques points de 

colocalisation jaune mais aucun au niveau des points de grande taille marqués à l'anti-Ref(2)P. 

Enfin, la co-expression de rbf1 et d͛uŶ ARNi-PINK1 induit un marquage de Ref(2)P ponctiforme 

comparable à celui observé pour le génotype vg>mitoGFP; RNAi-PINK1 mais sans les points 

les plus gros observés quand rbf1 seul est surexprimé (Figure 37m et o). La localisation de la 

GFP est ŵoiŶs Ŷet Ƌue daŶs le tĠŵoiŶ ďieŶ Ƌue l͛aspect filamenteux soit conservé (Figure 37n). 

La superposition des marquages (Figure 37p) révèle peu de colocalisation. 

Les résultats présentés ici ne permettent pas de mettre en évidence une colocalisation 

de ŵaƌƋueuƌs de la ŵitoĐhoŶdƌie et de l͛autophagie sauf, dans une moindre mesure lorsque 

rbf1 est surexprimé seul. Cependant, la différence importante de marquage de Ref(2)P 

oďseƌǀĠe daŶs le Đas d͛uŶe suƌeǆpƌessioŶ de rbf1 incite à penser que des évènements 

autophagique pourrait être induits et que Pink1 serait impliqué dans ce phénomène. Toutefois 

ces résultats sont préliminaires et devront être confirmés avant d'établir des conclusions. 
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Abstract 

The retinoblastoma protein (pRb) plays important roles in the control of many cellular 

processes such as cell cycle and cell death. Consistent with its tumor suppressor role, pRb 

inhibits cell proliferation but its role in apoptos is is more complex, pRb being pro- or anti-

apoptotic depending on the proliferative status of the cell. pRb and its Drosophila homolog 

(Rbf1) have been found to be pro-apoptotic in proliferative tissues. The overexpression of 

Rbf1 in the wing imaginal disc during the larval development results in an adult notched 

wings phenotype due to Rbf1-induced apoptosis. In this article, we show that this phenotype 

can be rescued by a mechanism that could be related to cap-dependent mRNA translation. 

This mechanism could involve a developmental delay and seems specific to Rbf1-induced 

apoptosis since it does not appear to rescue notched wings phenotype associated with 

reaper-induced apoptosis. It involves neither an inhibition of Rbf1-induced apoptosis nor an 

increase in the rate of apoptosis -induced proliferation.  Our results suggest an important 

role of the poly(A)-binding protein (PABP) and the translation initiation factor eIF4F on tissue 

homeostasis upon pRb activation.  

Introduction 

The retinoblastoma protein (pRb) is inactivated in a wide variety of cancers [1]. It 

plays important roles in many processes implicated in cell fate decisions such as 

proliferation, apoptosis and differentiation. Consistent with its tumor suppressor role, pRb 

inhibits cell proliferation [2]. Contrary to this well characterized role in cell cycle regulation, 

its role in apoptosis remains poorly understood. Indeed, pRb has been found to be either 

pro- or anti-apoptotic[3,4,5,6,7,8].Besides, the factors governing pRb functions in apoptosis 

remain unknown. Interestingly, pRb is stabilized in response to DNA damage [9]. Moreover, 
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pRb is required to upregulate some pro-apoptotic genes transcription and cell death after a 

genotoxic stress both in vivo and in vitro [4]. To further clarify how the cell status impacts  

the role of pRb toward apoptosis regulation, Drosophila has been used as a model organism. 

The overexpression of rbf1, the Drosophila homologue of pRb, induces apoptosis in 

proliferative tissues, whereas no cell death is triggered by rbf1 expression in post-mitotic 

cells [10]. Therefore, overexpression of rbf1 in Drosophila can mimic pRb stabilization in 

response to DNA damage [9] and be used to study its pro-apoptotic function. Thus, fly 

constitutes a good model organism to study pro-apoptotic properties of a pRb homolog in 

vivo in a simple genetic background.  

We have previously shown that the Rbf1 pro-apoptotic activity depends on its ability 

to decrease the level of anti-apoptotic proteins such as DIAP1 and the Bcl-2 family protein 

Buffy [11]. We also showed that Debcl (the Drosophila Bcl-2 family pro-apoptotic member 

[12]) and the pro-fission protein Drp1 can interact and that Buffy inhibits this interaction. 

Debcl and Drp1 are necessary downstream of Buffy to trigger a mitochondrial fragmentation 

during Rbf1-induced apoptosis leading to reactive oxygen species production, which in turn 

activates a Jun Kinase pathway to trigger cell death [13,14]. 

Regulation of translation is critical for cellular transformation and oncogenesis. It is 

also known for years that induction of apoptosis is associated with substantial inhibition of 

protein synthesis in several cell types [15]. In Drosophila, the pro-apoptotic proteins Reaper 

(Rpr) and Grim promote a general suppression of protein translation [16,17,18]. PABP1 is a 

multifunctional RNA-binding protein which displays roles in global and mRNA-specific 

translation and stability (reviews: [19,20]). It is overproduced in preleukemic thymuses in 

mice and gastrointestinal tumors in human [21,22]. Drosophila genome encodes one PABP1 

homologue, hereafter called PABP, whose molecular functions are incompletely 
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characterized (review: [20]). The Drosophila  PABP, as other PABPs do, enhances translation 

(global and/or mRNA specific) and has also been described to be involved in miRNA-

mediated regulation and mRNA surveillance. Interestingly, PABP appears to protect cells 

from death in SCA3 (Spinal Cerebellar Ataxia 3) or ALS (Amyotrophic Lateral Sclerosis) 

Drosophila neurodegeneration models [23,24]. In this paper, we show that Drosophila PABP 

overexpression can specifically counteract adult notched wing phenotypes consecutive to 

Rbf1-induced apoptosis in wing discs. This activity of PABP is not related to an increase in 

apoptosis-induced proliferation or to cell death inhibition in the wing disc and could involve  

its binding partner eIF4F. Moreover, we show that PABP activity does not compensate a lack 

of translation in rbf1 overexpressing cells. Interestingly, larvae co-expressing rbf1 and pAbp 

in the wing imaginal discs show a developmental delay that could allow the replacement of 

apoptotic cells to maintain tissue homeostasis. 

Materials and Methods 

Fly stocks:  

Flies were raised at 21°C or 25 °C on a standard medium. The UAS-rbf1, UAS-rpr, vg-

Gal4 and en-Gal4 strains were previously described [11,13,14,25].  The origin of the strains 

used in table 1 are indicated in the table. The following other strains were obtained from the 

Bloomington Stock Center (Bloomington): pAbpEP310 (17261), pAbp-flag (9420), UAS-LacZ 

(3956). The UAS-RNAi-paip2 (v106413-KK) strains come from the Vienna Drosophila RNAi 

Center (VDRC). In order to use control flies from the same genetic background, the UAS-gfp 

straiŶ ;BLϯϱϳϴϲͿ aŶd the host liŶe y,ǁ[ϭϭϭϴ];P{attP,y[+],ǁ[ϯ’]} ;traŶsforŵaŶt ID ϲϬϭϬϬͿ ǁere 

used as control for TRIP V10 collection and KK VDRC library respectively. We used a w1118 

fly stock as the reference for all other strain. 



4 

Test of phenotype suppression in the wing:   

To test the implication of candidate genes in rbf1-induced phenotypes, the severity 

of the notched wing phenotype induced by UAS-rbf1 overexpression led by vg-Gal4 driver 

was assayed in different genetic backgrounds as previously described [10,11,13,14,26]. For 

each gene, we verified that the alteration of this gene expression level (overexpression, RNAi 

or mutant) did not induce any wing phenotype. vg-Gal4>UAS-rbf1 Drosophila females were 

crossed with males bearing a loss-of function mutation for the different genes or allowing 

their overexpression. The progenies of all crosses were classified according to the number of 

notches on the wing margin. Wilcoxon tests were performed as  previously described [25]. 

We ĐoŶsidered the differeŶĐe sigŶifiĐaŶt ǁheŶ α<ϭϬ-3.  

Labelling of newly synthesized proteins:  

Newly synthesized protein were labeled using the click-iT® plus OPP protein synthesis 

assay kit (Molecular probes) according to manufacturer instructions. Briefly, L3 wandering 

larvae were dissected in Schneider media and wing imaginal discs were incubated in 200 µL 

of 20 µM click-iT® OPP reagent (component A) diluted in Schneider media for 30 minutes at 

room temperature. Reagent was removed and discs were washed in PBS before being fixed 

20 minutes in 3.7% formaldehyde diluted in PBS and permeabilized overnight at 4°C in 0.5% 

Triton X‑100 diluted in PBS. After PBS washing, discs were incubated in the reaction cocktail 

containing components B and D, reaction buffer and additive for 30 minutes at room 

temperature in the dark. Discs were washed with the rinse buffer (component F) then with 

PBS. Washed discs were incubated in 0.3% Triton X‑100, 3% BSA diluted in PBS for 30 

minutes at room temperature and then incubated for 2.5 hours at room temperature in the 

dark with the same solution supplemented with anti -GFP (1:400, Invitrogen, A11122) or anti-
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RBF1 [11] to allow detection of the expression domain and with anti-DE-cadherin (1:400, 

clone DCAD2, concentrate from Developmental Studies Hybridoma Bank) to visualize all the  

wing disc cells . After washes with 0.5% Triton X‑100 in PBS, discs were incubated overnight 

at 4°C with secondary antibodies: AlexaFluor 488-coupled anti-rabbit and AlexaFluor 568-

coupled anti-rat (1:400, Invitrogen). Discs were washed in 0.5% Triton X‑100 in PBS and 

finally mounted in AF1 Mountant Solution (citifluor). Images were acquired using a Leica SPE 

confocal microscope.  

Measurement of developmental time between wandering third instar larvae and adult 

eclosion:  

For all genotypes studied, egg laying was collected for 7 hours. Wandering third instar 

larvae were put individually in a 96 well plate containing fly nutritive medium and placed in 

an incubator at 25°C. A picture of the plate was taken each hour for 5 days allowing to 

determine the time required for adult eclosion. The average development time between the 

larval stage and the adult hatch was calculated from a minimum of 15 values. ANOVA and 

StudeŶt’s t-tests were performed. Statistical differences compared to the control flies were 

considered as significant for p< 5%.   

Immunostaining and TUNEL staining of imaginal discs:  

Third instar larvae were dissected in PBS pH 7.6, fixed in PBS-3.7% formaldehyde.  

Discs were labeled by incubation overnight at 4°C with anti-phospho-histone H3 (rabbit 

polyclonal antibody, 1/1000, 06-570, Millipore) in PBT-FCS (PBS, 0,3% Triton, 10% Fetal Calf 

Serum). Incubation with fluorescently labeled Alexa 488, 568 and 647 secondary antibodies 

(1/500, Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific) was carried in PBT-FCS for 2 h at room 

temperature. After washing in PBT, TUNEL staining was performed according to 
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ŵaŶufaĐturer’s iŶstruĐtioŶs ;ApopTag Red iŶ situ apoptosis deteĐtioŶ kit, MilliporeͿ. WiŶg 

discs were finally mounted in AF1 Mountant Solution (citifluor) and observed with a Leica 

SP8 confocal microscope. Quantification of TUNEL and PH3 staining was done in the wing 

pouĐh for at least ϮϬ ǁiŶg iŵagiŶal disĐs per geŶotype. Tukey’s t-tests were performed and 

results ǁere ĐoŶsidered to ďe sigŶifiĐaŶt ǁheŶ α<ϱ%. 

Results and Discussion 

PABP antagonizes Rbf1-induced notched wing phenotype 

To examine whether PABP can suppress phenotypes associated with Rbf1-induced 

cell death, we performed genetic interaction tests. As previously shown, Rbf1 

overexpression at the dorso-ventral frontier of wing imaginal discs using the UAS-Gal4 

system with the vestigial (vg) Gal4 driver induced notches along the wing margin [10]. The 

number of notches correlates with the amount of apoptosis in wing imaginal discs of third-

instar larvae [10]. As previously described [10,11,13,14,26], wing phenotypes were classified 

into four categories according to the number of notches: wild type (no notch), weak, 

intermediate and strong (Fig. 1A). Overexpression of pAbp-Flag alone led to wild type wing 

phenotype (not shown). When rbf1 and pAbp were co-overexpressed at 25°C, a significant 

shift of the distribution toward weaker phenotypes was observed as compared to 

overexpression of rbf1 only (Fig. 1B) showing that pAbp could suppress rbf1-induced wing 

phenotype. We thus decided to increase PABP activity by other means. To this purpose, we 

used RNAi targeting the paip2 gene, which encodes the PABP-binding protein PAIP2. PAIP2 

binds to PABP thus precluding its interaction with other proteins. When rbf1 was 

overexpressed and paip2 simultaneously down regulated by RNAi, we again observed a 

significant shift of the distribution toward weaker wing phenotypes (Fig. 1C). To confirm the 
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antagonistic effect of PABP on notched wings phenotype induced by Rbf1, we overexpressed 

rbf1 in various pAbp loss of function heterozygous background. To be able to observe an 

enhancement of the rbf1-induced wing phenotype, as the Gal4 system is sensitive to 

temperature, the experiment was set at 21°C to reduce the strength of the phenotype 

induced by rbf1 expression alone. When rbf1 was overexpressed in a pAbpEP310 loss of 

function heterozygous background, the distribution of the phenotypes significantly shifted 

toward stronger phenotypes as compared to expression of rbf1 alone (Fig. 1D). Notched 

wings phenotypes were not observed in the simple heterozygous pAbp mutant flies. The 

same experiments were done using other pAbp mutants (pAbpk10109, pAbpEY11561) and gave 

equivalent results (data not shown). These results showed that PABP antagonizes the rbf1-

induced notched wings phenotype. Furthermore, this effect is specific to rbf1-induced 

phenotype since the notched wings phenotypes induced by overexpression of the 

Drosophila apoptotic gene rpr [25] were not suppressed and even enhanced when pAbp-flag 

was co-overexpressed with rpr (Fig. 1E). 

PABP suppresses wing phenotypes without antagonizing Rbf1-induced apoptosis and without 

increasing compensatory proliferation in the wing imaginal discs 

To determine how pAbp can suppress rbf1-induced loss of tissue, we first studied 

whether pAbp can counteract rbf1-induced apoptosis. TUNEL staining quantification was 

performed on wing imaginal discs overexpressing rbf1, pAbp-Flag or both (Fig. 2 A-E). 

Surprisingly, we observed that overexpression of pAbp-Flag in the wing disc induces 

apoptosis of many cells (Fig. 2C). Quantification of TUNEL positive cells shows that the 

amount of apoptotic cells was similar to the one induced by rbf1 (Fig. 2B) although pAbp-

Flag-expressing flies display intact wings. Even more surprisingly, the amount of apoptosis is 

equivalent in wing discs overexpressing rbf1 only or co-overexpressing rbf1 and pAbp-Flag 
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(compare fig. 2B to fig. 2D), showing that PABP does not inhibit Rbf1-induced apoptosis. 

Thus, PABP ability to suppress rbf1-induced phenotype is not due to an inhibition of 

apoptosis in wing imaginal discs.  

Since Rbf1-induced apoptosis leads to compensatory proliferation [14,26], another 

hypothesis that could explain the suppression of this notched wing phenotype is that 

overexpression of pAbp leads to an enhanced compensatory proliferation. We thus studied 

the effect of pAbp overexpression on cell proliferation by anti-phospho-histone H3 (anti-

PH3) immunostaining in wing discs overexpressing rbf1, pAbp-Flag or rbf1 and pAbp-Flag. As 

expected, the amount of anti-PH3 labelled cells was higher in discs overexpressing rbf1 than 

in control discs (Fig. 2G). The figure 2H also shows that overexpressing pAbp-Flag increased 

anti-PH3 labelling. This enhanced proliferation could explain why the wing of flies can be 

intact despite the high level of apoptosis observed in the wing disc. However, anti -PH3 

labelling is not significantly higher in discs overexpressing rbf1 and pAbp-Flag than in discs 

overexpressing rbf1 only (Fig. 2I). These results show that the suppression of the Rbf1-

induced notched wing phenotype by PABP is not related to an increased proliferation in the 

wing disc. 

pAbp suppression of the Rbf1-induced notched wing phenotype is related to the eIF4F 

translation initiation complex but not to the RISC complex. 

PABP is known to bind to two translation modulators, the eIF4F complex that initiates 

cap-dependent mRNA translation and the RNA-induced silencing complex (RISC). AGO1, 

GW182 and the Rm62/p68 helicase are essential components of RISC. Once bound to 

poly(A), miRISC can recruit the deadenylation CCR4-NOT complex, which is composed of six 

subunits including POP2/CAF1 and CCR4. To test an eventual role of these proteins in the 
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suppression of the Rbf1-induced notched wing phenotype, we performed genetic interaction 

tests using the vg-Gal4 driver. When rbf1 was overexpressed and the gene encoding AGO1, 

GW183, Rm62/p68, POP2/CAF1 or CCR4 simultaneously downregulated by RNAi, we did not 

observe any significant shift of the phenotypes distribution (Table 1). This result shows that 

pAbp suppression of the Rbf1-induced notched wing phenotype is not related to the miRISC 

complex. 

The other PABP-binding complex eIF4F is composed of three subunits, eIF4A, eIF4E, 

and eIF4G. eIF4E is thought to be inhibited by Lk6 kinase-mediated phosphorylation and 4E-

BP binding, thus blocking its ability to form the translation initiation complex [27]. Genetic 

interaction tests showed that downregulation of eIF4E enhances notches wing phenotypes 

while increasing eIF4E amounts suppressed it (Table 1). Furthermore, overexpression of the 

eIF4E inhibitor Lk6 enhances the notched wings phenotype. This suggests that the eIF4F 

complex, as its binding partner PABP do, can stimulate a compensatory mechanism upon 

Rbf1-induced apoptosis. Taken together, all these results suggest that a cap-dependent 

mRNA translation is involved in the suppression of the Rbf1-induced notched wing 

phenotype. Surprisingly, the downregulation of 4E-BP, with the use of RNAi or in mutant 

heterozygous background, enhances Rbf1-induced phenotypes which can appear 

contradictory for an eIF4F inhibitor. However, considering that Rbf1-induced apoptosis 

involves Drp1-dependent mitochondrial fragmentation leading to reactive oxygen species 

production [13], this result is in agreement with the observations that 4E-BP promotes 

translation of nucleus-encoded mitochondria-related mRNAs, oxidative stress resistance and 

mitochondrial activity [28,29,30] at least in part via Drp1 regulation [31]. This result suggests  
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that 4E-BP suppresses the wing phenotype by inhibiting the apoptotic cascade triggered by 

Rbf1 at the mitochondrial level. 

4E-BP but not Lk6 and eIF4E suppresses rbf1-induced apoptosis 

In order to test if the ability of 4E-BP, LK6 and eIF4E to modulate the Rbf1-induced 

phenotype distribution involved a regulation of apoptosis at the larval stage, we performed 

TUNEL staining on wing imaginal discs.  A slight increase in the number of apoptotic cells was 

observed in the wing imaginal disc of 4EBPk13517 heterozygous mutant background compared 

to control and this mutant background significantly increased the number of apoptotic cells 

in the vg-Gal4 expression domain of vg>rbf1, 4EBPk13517 wing imaginal disc compared to 

vg>rbf1 (Fig. 3A). This result is in agreement with an anti-apoptotic effect of 4E-BP. In 

contrast, we observed no changes in the level of TUNEL labeled cells in wing imaginal dis cs 

co-expressing rbf1 and LK6 (Fig. 3B) or eIF4E (Fig. 3C) compared to wing discs overexpressing 

rbf1 alone. This shows that the suppressor effect of eIF4E overexpression, as well as the 

enhancer effect of  Lk6 overexpression is not related to an inhibition of apoptosis but rather 

involves a compensatory mechanism linked to the translation process that allows to 

counteract wing tissue loss.  

Overexpression of Rbf-1 or pAbp in the wing pouch stimulates translation  

Taking into account, on the one hand, the role of PABP in translation and, on the 

other hand, the fact that induction of apoptosis is  often associated with substantial 

inhibition of protein synthesis in several cell types  [15], it was tempting to speculate that the 

apoptotic pathway triggered by Rbf1 also involves an inhibition of global translation that 

would be compensated by PABP activity. Thus, we performed experiments to estimate the 
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global rate of translation in imaginal discs expressing rbf1, PABP or rbf1 and PABP under the 

control of the vg-Gal4 driver by using click-iT® plus OPP protein synthesis assay kit. To 

consider the translation in the cells of interest, we used an anti-GFP (Fig 4 lane 1 and 3) or an 

anti-Rbf1 (Fig 4 lane 2 and 4) to visualize the vg-Gal4 expression domain. This experiment 

shows that both rbf1 and pAbp overexpression lead to an increase in the amount of newly 

synthesized proteins compared to control. The result obtained when rbf1 and pAbp are co-

overexpressed does not appear significantly different than those obtained with rbf1 or pAbp 

alone. These observations show that rbf1-induced apoptosis is not associated with global 

decrease in translation and that the suppression of the wing phenotype by PABP does not 

arise from a further increase in translation mediated by PABP (compare lane 2 and 4).   

Simultaneous overexpression of rbf1 and pAbp leads to an increased metamorphosis 

duration 

 Since the suppressor effect of PABP does not seem to involve a modulation of cell 

death or proliferation, we wanted to know whether it could implicate a developmental 

delay, which is another mechanism known to contribute to the replacement of apoptotic 

cells [32]. Thus, we designed experiments aiming at estimating the metamorphosis duration 

of larvae of different genotypes. The figure 5 shows that while overexpressing rbf1 or pAbp 

alone does not impact on the duration of metamorphosis compared to control, when rbf1 

and pAbp are co-overexpressed the duration of metamorphosis is significantly increased. 

This observation opens the possibility that this extended metamorphosis allows coordination 

of tissue growth and regeneration within the tissue in a way similar to what has been 

described after imaginal disc damage [33]. 
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Conclusions 

In this paper we show that PABP and deIF4F can counteract tissue loss resulting from 

Rbf1-induced apoptosis. This effect is specific since it is not found in a tissue where another 

apoptosis inducer, such as reaper, is expressed. Our results are in agreement with the data 

of the literature showing that eIF4F complex plays an important role in chemoresistance 

[34]. Surprisingly, we failed to detect any involvement of apoptosis inhibition or prolifera tion 

increase in the third instar larvae wing disc that could account for the suppression of the 

adult wing phenotype. The rescue of apoptosis -induced phenotype in the wing probably 

involves events taking place later during the metamorphosis that are facil itated by the 

development delay induced in flies co-expressing rbf1 and pAbp. The characterization of 

these events and the identification of the mRNAs targeted by PABP/ eIF4F would probably 

give rise to important data on the functional interplays between pRb family proteins, 

translational regulations and tissue homeostasis.    
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Figures legends 

Figure 1: PABP specifically antagonizes Rbf1-induced phenotypes 

(A) Fly wings are classified into four categories (wild-type, weak, intermediate and strong) 

according to the number of notches observed on their margin (asterisks) (adapted from 

[10]). Distribution of notch wing phenotypes in vg-Gal4/+; UAS-rbf1/UAS-gfp and vg-Gal4/+; 

UAS-rbf1/UAS-pAbp-flag (B), vg-Gal4/+; UAS-rbf1/UAS-gfp and vg-Gal4/UAS-RNAi paip2 ; 

UAS-rbf1/+ (C), vg-Gal4/+; UAS-rbf1/UAS-gfp and vg-Gal4/pAbpEP310; UAS-rbf1/+ (D) UAS-

rpr/+; vg-Gal4/+; UAS-gfp/+ and UAS-rpr/+; vg-Gal4/+; UAS-pAbp-flag/+ (E). Statistical 

analysis was performed using Wilcoxon tests. 

Figure 2: PABP does not inhibit Rbf1-induced apoptosis and does not increase apoptosis 

induced proliferation triggered by Rbf1. 

(A–B) Visualization of apoptotic cells by TUNEL staining in wing imaginal discs of the 

following genotypes: vg-Gal4/+; UAS-gfp/+ (A), vg-Gal4/+; UAS-rbf1/UAS-gfp (B), vg-Gal4/+; 

UAS-pAbp-flag/UAS-gfp (C) and vg-Gal4/+; UAS-rbf1/UAS-pAbp-flag (D). (E) The box and 

whisker plots show the distribution of the number of TUNEL positive cells in the wing 

imaginal discs pouch normalized by the pouch surface of previously described genotypes.  (F-

I) Visualization of mitotic cells by PH3 staining in wing imaginal discs of previously described 

genotypes. (J) The box and whisker plots show the distribution of the number of PH3 

positive cells in the wing imaginal discs pouch normalized by the pouch surface visualized of 

the preǀious geŶotypes. **: TuĐkey’s  test p<Ϭ.Ϭϭ. The poiŶts ĐorrespoŶd to outlier values. 
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Figure 3: Positive regulation of eIF4E does not suppress rbf1-induced apoptosis.  

The box plot shows the distribution of the number of TUNEL positive cells in the wing 

imaginal discs pouch normalized by the pouch surface of control genotype compared to the 

following genotypes: ,  vg-Gal4/+; vg-Gal4/4EBPk13507; UAS-gfp/+ and vg-Gal4/4EBPk13507; 

UAS-rbf1/+ (A), vg-Gal4/+; UAS-Lk6/UAS-gfp and vg-Gal4/+; UAS-rbf1/UAS-Lk6 (B), vg-

Gal4/UAS-eIF4E; UAS-gfp/+ and vg-Gal4/UAS-eIF4E; UAS-rbf1/+ (C). Each box  and whisker 

plot corresponds to independent experiments and the control genotypes vg-Gal4/+; UAS-

gfp/+ (A, C) or vg-Gal4/+; UAS-gfp/UAS-LacZ (B) and  or vg-Gal4/+; UAS-rbf1/+ (A) or vg-

Gal4/+; UAS-rbf1/UAS-LacZ (B), UAS-rbf1/UAS-gfp (C),  are issued from crossing realized at 

the same time than those corresponding to the crosses test. The two asterisks indicate a 

statistically significant difference between two genotypes (*= p<0,05, **= p<0.01, Tukey-

test) the point correspond to outlier value. 

Figure 4: Both Rbf1 and PABP have a positive effect on translation in larvae wing imaginal 

discs.  

The first colonne correspond to (1) anti-GFP staining or anti-Rbf1 staining (lane 2) which 

report vg-Gal4 expressing domain, (2) Click-iT®plus OPPstaining which label newly 

synthesized proteins, (3) anti-armadillo staining to visualize the whole wing imaginal discs of 

the following genotypes, lane one control (vg-Gal4/+; UAS-gfp/UAS-LacZ), lane two vg-

Gal4/+; UAS-rbf1/UAS-gfp, lane three vg-Gal4/+; UAS-gfp/UAS-pAbp-flag and lane four vg-

Gal4/+; UAS-rbf1/UAS-pAbp-flag. Each lane correspond to the same disc and all the discs are 

shown with anterior up and wing pouch to the right. All the pictures are at the same scale.  
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Figure 5: PABP overexpression leads to a developmental delay of vg>rbf1.  

Duration of the developmental time from wandering third instar larvae stage to adult 

eclosion at 25°C of larvae of the following genotype: vg-Gal4/+; UAS-gfp/UAS-LacZ (control), 

vg-Gal4/+; UAS-gfp/UAS-pAbp-flag, vg-Gal4/+; UAS-rbf1/UAS-LacZ and vg-Gal4/+; UAS-

rbf1/UAS-pAbp-flag. *: Student Test, p<0,05 compared to control). 
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Table 1 

Gene  UAS- / UAS-RNAi/mutation Notched phenotype 

Gawky UAS-RNAi-Gawky 

(v45773-GD) 

No effect  

;Ŷ=ϰϲϲ ; α=Ϭ.ϯͿ 

AGO2 UAS-RNAi-AGO2 

(BL 34799–Trip) 

No effect  

;Ŷ=Ϯϵϳ ; α=Ϭ.ϬϭͿ 

Rm62/p68 UAS-RNAi-Rm62 

(v46909-GD) 

No effect  

;Ŷ=ϭϬϯ ; α=Ϭ.ϱͿ 

CCR4 UAS-RNAi-CCR4 
(v13366-GD) 

No effect  
;Ŷ=ϰϳϰ ; α=Ϭ.ϬϱͿ 

POP2 pop2DG14804 

(BL 20439) 

No effect  

;Ŷ=Ϯϱϱ ; α=Ϭ.05) 

POP2 pop2MB11505 

(BL 29217) 

No effect  

;Ŷ=ϯϰϲ ; α=Ϭ.ϲͿ 

POP2 pop2MB02463 

(BL 23569) 

No effect  

;Ŷ=Ϯϯϱ ; α=Ϭ.ϳͿ 

eIF4E UAS-eIF4E 

(BL 8710) 

Rescue  

;Ŷ=ϭϯϱϳ; α=ϭϬ-13) 

eIF4E eIF4ES058911 

(BL 8648) 

Enhancement  

;Ŷ=ϰϲϲ ; α=10-4) 

Lk6 UAS-Lk6 

(BL 8708) 

Enhancement 

;Ŷ=ϭϬϯϯ ;α=ϭϬ-12) 

4E-BP UAS-RNAi-4E-BP 

(BL 36667–Trip) 

Enhancement 

;Ŷ= ϳϬϲ ; α=ϭϬ-30) 

4E-BP 4E-BPk13517 

(BL 9558) 

Enhancement 

;Ŷ= ϰϴϴ ; α=ϭϬ-7) 
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L͛appaƌitioŶ des tuŵeuƌs est ŵultifaĐtoƌielle. Parmi les causes de leur apparition, des 

mutations « perte de fonction » affectent des gènes impliqués dans la régulation de la 

pƌolifĠƌatioŶ Đellulaiƌe ou daŶs le dĠĐleŶĐheŵeŶt de l͛apoptose. Ces gènes sont appelés 

« suppresseurs de tumeur » pour leur capacité à prévenir la transformation tumorale. pRb fut 

le premier gène identifié comme « suppresseur de tumeur ». Son inactivation est retrouvée 

dans de nombreux cancers, ce qui est en parti expliqué par le fait que pRb joue un rôle 

essentiel dans le contrôle de la transition entre les phases G1 et S du cycle cellulaire ou par un 

rôle dans le maintien de la stabilité génomique. 

Toutefois, pRb assure plusieurs autres fonctions et certaines d'entre elles pourraient 

également expliquer sa fonction de suppresseur de tumeur. En effet, son activité de co-facteur 

de transcription lui peƌŵet d͛iŶteƌagiƌ aǀeĐ de Ŷoŵďƌeuǆ faĐteuƌs de tƌaŶsĐƌiptioŶ ou 

régulateurs de la chromatine. Et bien que le rôle de suppresseur de tumeur de pRb soit établi 

depuis longtemps, il a été montré que ces interactions lui permettent de cibler de nombreux 

gènes impliqués dans un grand nombre de processus cellulaires (revue dans Dyson, 2016). Sa 

place centrale dans le fonctionnement de la cellule rend donc diffiĐile l͛Ġtude spĠĐifiƋue de 

ces différentes activités. Parmi celles-ci, pRb induit notamment la transcription de gènes 

iŵpliƋuĠs daŶs l͛apoptose. Cette aĐtiǀitĠ est dĠĐleŶĐhĠe suite à l͛iŶduĐtioŶ de doŵŵages à 

l͛ADN daŶs des Đellules de ŵaŵŵifğƌes (Ianari et al., 2009). Chez la drosophile, il a été montré 

paƌ le laďoƌatoiƌe Ƌue la suƌeǆpƌessioŶ de soŶ hoŵologue, ‘ďfϭ, iŶduit l͛apoptose daŶs les 

cellules en prolifération (Milet et al., 2010). 

Au Đouƌs de ŵa thğse, j͛ai ĐheƌĐhĠ à ĐoŵplĠteƌ la ǀoie d͛iŶduĐtioŶ de l͛apoptose paƌ 

‘ďfϭ. Pouƌ Đela, j͛ai appƌofoŶdi les ƋuestioŶs souleǀĠes paƌ la dĠĐouǀeƌte du ƌƀle de buffy dans 

cette voie (Clavier et al., 2014). Tout d͛aďoƌd, l͛iŵpliĐatioŶ de debcl, déjà décrit comme 

interagissant avec buffy, a été montrée (Quinn et al., 2003; Nakazawa et al., 2016). Cette 

iŵpliĐatioŶ a peƌŵis d͛eŶǀisageƌ Ƌue la ŵitoĐhoŶdƌie ait uŶ ƌƀle iŵpoƌtaŶt daŶs l͛apoptose 

iŶduite paƌ ‘ďfϭ. Cette hǇpothğse est ǀalidĠe paƌ l͛oďseƌǀatioŶ de l͛iŵpliĐatioŶ d͛uŶe pƌotĠiŶe 

majeure de la dynamique mitochondriale, Drp1, ainsi que des événements de fragmentation 

mitochondƌiale et d͛aĐĐuŵulatioŶ d͛EAO à la ŵitoĐhoŶdƌie. 
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Rbf1 est anti-apoptotique (Milet et al., 2010). Les gènes ciblés semblent être aussi des cibles 

de dEϮFϭ et dEϮFϮ. DaŶs l͛apoptose Ƌue je dĠĐƌis daŶs les Đellules pƌolifĠƌatiǀes, ‘ďfϭ iŶduit 

la modification de la transcriptions de gènes en interaction avec dE2F2 (Clavier et al., 2014). 

Nous aurions donc des phénomènes comparables en ce qui concerne le déclenchement 

d͛ĠǀğŶeŵeŶts ŵitoĐhoŶdƌiauǆ ŵais les ĐoŶsĠƋueŶĐes de Đes phĠŶoŵğŶes seƌaieŶt opposĠes 

suivant le type cellulaire. La fragmentation mitochondriale serait protectrice vis-à-vis de 

l͛apoptose dans les cellules post-ŵitotiƋue du disƋue iŵagiŶal d͛œil ŵais feƌait paƌtie du 

pƌoĐessus apoptotiƋue daŶs les Đellules pƌolifĠƌatiǀes du disƋue iŵagiŶal d͛aile. 

‘ďfϭ iŶteƌagit aǀeĐ dEϮFϮ pouƌ ŵoduleƌ l͛eǆpƌessioŶ de gğŶes iŵpliƋuĠs daŶs le 

contrôle de l͛apoptose. AiŶsi, ‘ďfϭ ƌĠpƌiŵe l'eǆpƌessioŶ du gğŶe aŶti-apoptotique, dont buffy, 

et stimule l'expression de how, un gène codant une protéine induisant la déstabilisation de 

l͛A‘Nŵ ĐodaŶt pouƌ l͛aŶti-apoptotique dIAP1 (Clavier et al., 2014). Buffy est décrit comme 

ayant une localisation au niveau du réticulum endoplasmique (Doumanis, Dorstyn and Kumar, 

2007), ĐepeŶdaŶt soŶ aĐtiǀitĠ est ƌeliĠe à l͛iŶhiďitioŶ de DeďĐl, uŶe pƌotĠiŶe loĐalisĠe au 

Ŷiǀeau ŵitoĐhoŶdƌiale. EŶ effet, il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌu͛au Đouƌs des stades eŵďƌǇoŶŶaiƌe, laƌǀaiƌe 

et pupal, BuffǇ est Đapaďle d͛iŶteƌagiƌ gĠŶĠtiƋueŵeŶt et phǇsiƋueŵeŶt aǀeĐ DeďĐl et d'iŶhiďeƌ 

soŶ aĐtiǀitĠ apoptotiƋue aiŶsi Ƌue l͛apoptose iŶduite paƌ ƌadiatioŶ (Quinn et al., 2003; 

Nakazawa et al., 2016). L͛oďseƌǀatioŶ de l͛iŵpliĐatioŶ de BuffǇ daŶs l͛apoptose iŶduite paƌ 

Rbf1, nous a poussé à investiguer sur le rôle de Debcl dans ce processus. Nous avons pu 

dĠŵoŶtƌeƌ Ƌue DeďĐl Ġtait ďieŶ iŵpliƋuĠe daŶs l͛apoptose iŶduite paƌ ‘ďfϭ. Cette iŶteƌaĐtioŶ 

pouƌƌait ŶotaŵŵeŶt aǀoiƌ lieu auǆ poiŶts d͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe le ‘E et la ŵitoĐhoŶdƌie, les 

« membranes associées à la mitochondrie » ;MAMsͿ. Il Ŷ͛est pas iŵpossiďle Ƌue de telles 

stƌuĐtuƌes aieŶt uŶe iŵpoƌtaŶĐe daŶs la ƌĠgulatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ de pƌotĠiŶes telles Ƌue DeďĐl. 

Elles agiƌaieŶt aiŶsi Đoŵŵe seŶseuƌ de l͛aĐtiǀitĠ Đellulaiƌe. EŶ Đas de disfoŶĐtioŶŶement du RE 

ou de la mitochondrie, les MAMs pourraient être, en partie, perdues. De cette façon, 

l͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe BuffǇ et DeďĐl Ŷe seƌait plus possiďle et DeďĐl pouƌƌait agiƌ Đoŵŵe pƌo-

apoptotiƋue. UŶe Ġtude plus appƌofoŶdie de l͛iŵpliĐatioŶ des MAMs daŶs l͛apoptose pouƌƌait 

ġtƌe paƌtiĐuliğƌeŵeŶt iŶtĠƌessaŶte ŵais daŶs l͛apoptose iŶduite paƌ ‘ďfϭ, il Ŷ͛Ǉ a pas d͛iŶdiĐe 

peƌŵettaŶt de peŶseƌ Ƌue leuƌ staďilitĠ soit pƌiŵoƌdiale. Il est d͛ailleuƌs iŶtĠƌessaŶt de Ŷoteƌ 

Ƌu͛uŶe suƌeǆpƌessioŶ de Debcl dans les cellules en prolifération récapitule les évènements 

ŵitoĐhoŶdƌiauǆ iŶduits paƌ ‘ďfϭ et aďoutit à l͛apoptose. Ces oďseƌǀatioŶs pouƌƌaieŶt 

s͛eǆpliƋueƌ paƌ les ŵĠĐaŶisŵes suiǀaŶts :  
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• Dans les lignées surexprimant rbf1, la diminution seule de la quantité de Buffy 

peƌŵet d͛eǆpliƋueƌ l͛aĐtiǀatioŶ de DeďĐl. 

• Dans les lignées surexprimant debcl, BuffǇ Ŷe seƌait plus Đapaďle d͛iŶhiďeƌ 

toutes les protéines Debcl présentes. 

Dans les deux cas, Debcl déclencherait la suite des évènements mitochondriaux 

menant à l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie JNK. OŶ Ŷe peut ĐepeŶdaŶt eǆĐluƌe Ƌue le MAMs soieŶt 

totaleŵeŶt pƌĠseƌǀĠes et Ƌu͛elles Ŷ͛iŶflueŶĐeŶt pas le dĠĐleŶĐheŵeŶt de l͛apoptose. 

En tant que facteur de transcription, pRb peut induire des modifications de la 

dynamique mitochondriale au cours de différents types de différenciation cellulaire. Par 

exemple, la mutation de rb entraine un défaut de sortie du cycle cellulaire mais aussi de la 

ďiogĠŶğse ŵitoĐhoŶdƌiale daŶs l͛ĠƌǇthƌopoïğse (Sankaran, Orkin and Walkley, 2008). Autre 

eǆeŵple, il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛aďseŶĐe de rb iŶduisait l͛apoptose au cours de la différenciation 

des ŵǇoďlastes ŵais Ƌue Đette apoptose pouǀait ġtƌe ĐoŶtƌĠe paƌ l͛aĐtiǀatioŶ de la ďiogĠŶğse 

mitochondriale (Ciavarra and Zacksenhaus, 2010). Les données rapportées ici indiquent que 

rb modulent particulièrement la biogénèse mitochondriale au cours de la différenciation des 

érythrocytes et des myoblastes et que cette modulation est nécessaire au bon déroulement 

du pƌoĐessus. BieŶ Ƌue ŵes tƌaǀauǆ poƌteŶt suƌ des Đellules pƌolifĠƌatiǀes, j͛ai ǀoulu testeƌ 

l͛iŶteƌaĐtioŶ gĠŶĠtiƋue eŶtƌe rbf1 et spargel, un des gènes centraux de la biogénèse 

mitochondriale, homologue de drosophile de pgc1-D. Des résultats préliminaires semblent 

indiquer que spargel, faǀoƌiseƌait le phĠŶotǇpe d͛aile iŶduit paƌ ‘ďfϭ. Il seƌait iŶtĠƌessaŶt de 

pouƌsuiǀƌe l͛Ġtude de soŶ iŵpliĐatioŶ et de la ŵettƌe eŶ lieŶ aǀeĐ la ŵitophagie, Đes 

phénomènes pouvant être complémentaires. 

Paƌ ailleuƌs, daŶs l͛iŶfeĐtioŶ paƌ papilloŵaǀiƌus des Đellules huŵaiŶes, EϮFϱ, uŶ 

répresseur transcriptionnel, est libérée de son interaction avec pRb et va agir au niveau 

mitochondrial où il interagit avec Drp1 pour favoriser la fission mitochondriale et la 

mitophagie (Thomas et al., 2017). EϮFϭ peut iŶduiƌe l͛apoptose au Ŷiǀeau ŵitoĐhoŶdƌial eŶ 

interagissant avec BCL-xL (Vuillier et al., 2018). Toujours chez les mammifères, on trouve un 

rôle à E2F1 dans le métabolisme mitochondrial où elle peut favoriser la glycolyse à la fois par 

son activité de facteur de transcription et directement à la mitochondrie (Denechaud, Fajas 

and Giralt, 2017). 

De la même façon que E2F, les liens entre pRb et la mitochondrie peuvent être plus 

diƌeĐts puisƋu͛il a ĠtĠ ŵis eŶ ĠǀideŶĐe Ƌue Đette pƌotĠiŶe est Đapaďle de se localiser à la 
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l'apoptose. Chez la dƌosophile, la ŵitoĐhoŶdƌie est doŶĐ d͛aǀaŶtage dĠĐƌite Đoŵŵe uŶ poiŶt 

de rendez-ǀous pouƌ les Đaspases et leuƌs ƌĠgulateuƌs Ƌu͛uŶ Ġlément actif de déclenchement 

de l͛apoptose. 

Au-delà de la chute de potentiel membranaire et de la perméabilisation de la MEM, la 

ŵoƌphologie ŵitoĐhoŶdƌiale est affeĐtĠe au Đouƌs de l͛apoptose. OŶ oďseƌǀe uŶe fissioŶ du 

ƌĠseau ŶĠĐessaiƌe à l͛apoptose Đhez les mammifères et la drosophile (Arnoult et al., 2005; 

Goyal et al., 2007). La diminution d͛eǆpƌessioŶ de drp1, principal effecteur de cette fission, 

iŶhiďe l͛aĐtiǀatioŶ des Đaspases Đhez la dƌosophile (Abdelwahid et al., 2007) et la retarde chez 

les mammifères (Tanaka and Youle, 2008). Son effet est donc situé à un stade tardif dans le 

dĠĐleŶĐheŵeŶt de l͛apoptose. L͛aĐtiǀatioŶ de l͛apoptose Ƌue Ŷous ŵettoŶs eŶ ĠǀideŶĐe plaĐe 

l͛aĐtioŶ de Dƌpϭ eŶ aŵoŶt de la ǀoie JNK Ƌui iƌa aĐtiǀeƌ des gğŶes pƌo-apoptotiques tel que 

rpr. Une fois produite, Rpr ira inhiber dIAP1 à la mitochondrie ce qui lèvera, seulement à ce 

moment-là, l͛iŶhiďitioŶ des Đaspases. DaŶs la ǀoie d͛iŶduĐtioŶ de l͛apoptose paƌ ‘ďfϭ, Dƌpϭ a, 

au ŵiŶiŵuŵ, uŶe aĐtiǀitĠ eŶ aŵoŶt de ‘pƌ aloƌs Ƌu͛elle est iŵpliƋuĠe eŶ aǀal de Đette 

pƌotĠiŶe daŶs l͛Ġtude (Abdelwahid et al., 2007). CepeŶdaŶt, l͛aĐtioŶ de ‘pƌ seƌa d͛autaŶt plus 

effiĐaĐe si les ŵitoĐhoŶdƌies soŶt dĠjà fƌagŵeŶtĠes et pƌġtes pouƌ l͛aĐtiǀatioŶ des Đaspases. 

Debcl est décrit comme ayant un rôle dans la mort cellulaire programmé au cours du 

développement du système nerveux central mais sa forme muté induit une plus grande 

seŶsiďilitĠ à l͛apoptose dĠĐleŶĐhĠe paƌ iƌƌadiatioŶ (Galindo et al., 2009). Debcl aurait donc un 

ƌƀle aŶtagoŶiste daŶs l͛apoptose eŶ foŶĐtioŶ de la ŵaŶiğƌe doŶt elle est dĠĐleŶĐhĠe. De plus, 

sa ŵutatioŶ Ŷ͛est pas assoĐiĠe à des ĐhaŶgements de morphologie mitochondriale dans les 

glaŶdes saliǀaiƌes et les disƋues iŵagiŶauǆ d͛ailes (Galindo et al., 2009). Debcl peut avoir un 

rôle pro-apoptotique dans les cellules différenciées du système nerveux mais son inactivation 

par mutatioŶ Ŷ͛a pas d͛effet suƌ l͛apoptose iŶduite paƌ iƌƌadiatioŶ des Đellules eŶ pƌolifĠƌatioŶ 

du disƋue iŵagiŶal d͛aile. Nos ƌĠsultats Đoŵplğte Đes oďseƌǀatioŶ eŶ dĠŵoŶtƌaŶt Ƌue DeďĐl 

peut avoir un rôle dans une autre voie que celle induite par irradiation et que ce rôle passe 

par le déclenchement de modification de la dynamique mitochondriale. 

Le rôle de Debcl passe par la stabilisation de Drp1 à la mitochondrie. Cette interaction 

Ŷ͛a jaŵais ĠtĠ dĠĐƌite paƌ le passĠ et uŶe Ġtude plus dĠtaillĠe de sa ƌĠgulatioŶ est en cours au 

laďoƌatoiƌe. C͛est le tƌaǀail de Juliette Beƌtheault de NoiƌoŶ aĐtuelleŵeŶt eŶ thğse. Elle 

s͛iŶtĠƌesse auǆ ŵodifiĐatioŶs post-traductionnelles qui pourraient affecter Drp1 et expliquer 

sa stabilisation à la mitochondrie dans le contexte de surexpression de Rbf1. De plus, une 
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Par exemple, chez la drosophile, PINK1 permet le bon assemblage de la chaine 

respiratoire en favorisant la fission mitochondriale (Liu et al., 2011). Il a aussi été montré que, 

chez les mammifères, Drp1 et Parkin peuvent être recrutées à proximité de PINK1 (Buhlman 

et al., 2014). Drp1 favorise alors la dégradation induite par PINK1 des mitochondries 

dysfonctionnelles de manière dépendante à Parkin (Buhlman et al., 2014). D͛ailleuƌs 

l͛iŶduĐtioŶ de Dƌpϭ peŶdaŶt ϳ jouƌs suƌ des ŵouĐhes âgĠes de ϯϬ jouƌs augŵeŶte leuƌ duƌĠe 

de vie et améliore leur santé. Ces améliorations nécessitent un processus autophagique 

fonctionnel et sont associées à une augmentation du contrôle qualité mitochondrial (Rana et 

al., 2017). Les liens entre Drp1 et le couple PINK1/Parkin sont donc particulièrement 

pƌoŵetteuƌs au ǀu de la littĠƌatuƌe. L͛Ġtude des paƌteŶaiƌes de Dƌpϭ daŶs l͛apoptose iŶduite 

par Rbf1 permettra peut-être de révéleƌ uŶe iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ ses pƌotĠiŶes. De plus, l͛Ġtude 

des modifications post-tƌaduĐtioŶŶelles de Dƌpϭ pouƌƌaieŶt ƌĠǀĠleƌ l͛iŵpliĐatioŶ de la kiŶase 

PINKϭ et/ou de l͛uďiƋuitiŶe-ligase Parkin. Comme écrit précédemment, ces travaux sont en 

cours au laboratoire. 

Des liens ont aussi été montrés entre la famille Bcl-2 et la mitophagie. La protéine pro-

apoptotique BCL2 like 13, aussi appelée BCL-‘AMBO, est l͛hoŵologue de ŵaŵŵifğƌe 

d͛ATGϯϮ, uŶ ƌĠĐepteuƌ ŵitoĐhoŶdƌial de Saccharomyces cerevisiae impliqué dans la 

mitophagie (Kataoka et al., 2001; Murakawa et al., 2015). Lorsque bcl2l13 est exprimé chez la 

drosophile, BCL2 like 13 se localise à la mitochondrie et induit des changements 

morphologiƋues aďeƌƌaŶts Đhez l͛adulte. Ces aďeƌƌatioŶs soŶt dues à de l͛apoptose au Đouƌs 

du dĠǀeloppeŵeŶt. CepeŶdaŶt, il Ŷ͛est pas oďseƌǀĠ d͛iŶteƌaĐtioŶ gĠŶĠtiƋue et phǇsiƋue eŶtƌe 

BCL2 like 13 et Debcl ou Buffy (Nakazawa et al., 2016). Il est intéressant de noter que, si atg8a 

(LC3), iŵpliƋuĠ daŶs l͛autophagie et la ŵitophagie, est ŵutĠ, le phĠŶotǇpe d͛aďeƌƌatioŶs 

morphologiques induit par bcl2l13 loƌsƋu͛il est eǆpƌiŵĠ daŶs l͛œil, est suppƌiŵĠ (Nakazawa et 

al., 2016). Il Ŷ͛est pas à eǆĐluƌe Ƌue DeďĐl puisse aǀoiƌ la ĐapaĐitĠ d͛iŶteƌagiƌ à la ŵitoĐhoŶdƌie 

aǀeĐ des pƌotĠiŶes Đoŵŵe PINKϭ pouƌ faǀoƌiseƌ l͛autophagie. DaŶs les Đellules de ŵaŵŵifğƌe, 

les membres de la famille Bcl-Ϯ s͛opposeŶt à la ŵitophagie eŶ eŵpġĐhaŶt PaƌkiŶ d͛ġtƌe 

recrutée à la surface des mitochondries dépolarisées alors que son adressage mitochondrial 

est favorisé par les membres de la famille Bcl-2 ne possédant que le domaine BH3 ou mimant 

BH3 (Hollville et al., 2014). Chez la drosophile, une étude a montré que Buffy interagit 

géŶĠtiƋueŵeŶt aǀeĐ PINKϭ et PaƌkiŶ eŶ suppƌiŵaŶt les phĠŶotǇpes d͛oeil iŶduit paƌ la peƌte 

de PaƌkiŶ ou la diŵiŶutioŶ d͛eǆpƌessioŶ de PINKϭ (Angale and Staveley, 2016). La drosophile 
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a été très utilisée pour étudier la maladie de Parkinson. La capacité à simuler la 

dégénérescence des neurones dopaminergiques en font un outil particulièrement puissant 

daŶs l͛Ġtude du Đouple PINKϭ/PaƌkiŶ (pour revue voir Von Stockum et al., 2016).Les deux 

pƌotĠiŶes soŶt iŵpliƋuĠes daŶs l͛apoptose iŶduite paƌ ‘ďfϭ Đe Ƌui iŶĐite à eǆploƌeƌ eŶ pƌioƌitĠ 

les aĐtiǀitĠs iŶtĠgƌaŶt les deuǆ pƌotĠiŶes. Il Ŷ͛est ĐepeŶdaŶt pas à eǆĐluƌe Ƌue des ĠǀğŶeŵeŶts 

déclenchés par PINK1 sans Parkin puissent avoir lieu. 

Nous Ŷ͛aǀoŶs ŵalheuƌeuseŵeŶt pas pu dĠŵoŶtƌeƌ l͛iŶteƌǀeŶtioŶ de l͛autophagie, et a 

fortiori de la mitophagie, dans les cellules surexprimant rbf1. Notre approche par microscopie 

ĐoŶfoĐale Ŷ͛a pas ĠtĠ suffisaŶte pouƌ Ġtaďliƌ uŶe ĐoloĐalisation entre notre marqueur de 

l͛autophagie ‘ef;ϮͿP et le ŵaƌƋueuƌ ŵitoĐhoŶdƌiale ŵitoGFP. Nous Ŷe pouǀoŶs pas eǆĐluƌe 

qu'une perte importante de la fluorescence du marqueur mitoGFP soit induite lorsque la 

mitochondrie est altérée par le processus apoptotique. Afin de remédier à cette 

pƌoďlĠŵatiƋue, il pouƌƌait ġtƌe iŶtĠƌessaŶt de pouƌsuiǀƌe Đette Ġtude paƌ l͛oďseƌǀatioŶ eŶ 

ŵiĐƌosĐopie ĠleĐtƌoŶiƋue de Đes Đellules. Cette ŵĠthode ǀiseƌai à s͛assuƌeƌ de la loĐalisatioŶ 

ŵitoĐhoŶdƌiale des pƌotĠiŶes de l͛autophagie telles que Parkin, Ref(2)P ou Atg8a (LC3). De 

plus, de nouvelles méthodes ont été mises au point récemment dans laquelle, la production 

d͛uŶe pƌotĠiŶe fluoƌesĐeŶte ƌĠsistaŶte à la dĠgƌadatioŶ paƌ les eŶzǇŵes lǇsosoŵiales, ŵt-

Keiŵa, peƌŵet l͛oďseƌǀation du processus autophagique (Cornelissen et al., 2018). Cette 

Ŷouǀelle ŵĠthode peƌŵettƌait de tƌaŶĐheƌ suƌ l͛iŵpliĐatioŶ de la ŵitophagie daŶs l͛apoptose 

induite par Rbf1. Si cette implication est avérée, les mécanismes moléculaires lui donnant la 

ĐapaĐitĠ de faǀoƌiseƌ l͛apoptose ƌesteŶt à ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe. DaŶs le Đas ĐoŶtƌaiƌe, il seƌait 

iŶtĠƌessaŶt de se ĐeŶtƌeƌ daǀaŶtage suƌ les foŶĐtioŶs de kiŶase de PINKϭ et d͛uďiƋuitiŶe ligase 

de Parkin paƌ l͛Ġtude de leuƌs paƌteŶaiƌes Ƌui pouƌƌaieŶt Đoŵpteƌ DeďĐl et Dƌpϭ. 
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dépendante de la coiffe dans le mécanisme de compensation. De façon surprenante, 4EBP, un 

autre inhibiteur de eIF4E à l'effet opposé. Cependant, cette contradiction apparente peut 

s'expliquer par le rôle de 4EBP dans la biogenèse mitochondriale et la résistance au stress 

oxydant (Tettweiler et al., 2005; Zid et al., 2009; Morita et al., 2013). Nous avons d'ailleurs 

observé que la surexpression de 4EBP permet d'inhiber l'apoptose induite par Rbf1.  

Des ŵĠĐaŶisŵes de ŵaiŶtieŶ de l͛hoŵĠostasie tissulaiƌe oŶt dĠjà pu ġtƌe ŵis eŶ 

évidence au laboratoire dans différents contextes. Il a ainsi été montƌĠ Ƌue l͛apoptose iŶduite 

par rbf1 induisait de la « pƌolifĠƌatioŶ eŶ ƌĠpoŶse à l͛apoptose » (AiP) à partir des cellules à 

proximité des cellules ayant engagé le processus apoptotique (Clavier et al., 2016). Une autre 

ĠƋuipe du laďoƌatoiƌe a ŵis eŶ ĠǀideŶĐe Ƌu͛uŶ stƌess ĐhƌoŶiƋue de ‘E pouǀait iŶduiƌe 

l͛apoptose au Đouƌs du dĠǀeloppeŵeŶt de l͛aile ŵais Ƌue l͛hoŵĠostasie tissulaiƌe Ġtait 

pƌĠseƌǀĠe paƌ l͛iŶduĐtioŶ d͛uŶ ƌetaƌd de dĠǀeloppeŵeŶt (Demay et al., 2014). De façon 

inattendue, Ŷous Ŷ͛aǀoŶs pas ideŶtifiĠ de ŵĠĐaŶisŵe ĐoŵpeŶsatoiƌe iŶduit paƌ PABP daŶs le 

phĠŶotǇpe d͛aile iŶduit paƌ ‘ďfϭ puisƋu͛il Ŷ͛a pas ĠtĠ ŵis eŶ ĠǀideŶĐe d͛augŵeŶtatioŶ de la 

prolifération dans les contextes de co-expression de pAbp et rbf1 par rapport à la 

surexpression de rbf1 seul. Paƌ ailleuƌs, l͛Ġtude du teŵps d͛ĠĐlosioŶ des ŵouĐhes a ƌĠǀĠlĠ Ƌue 

la surexpression de pAbp seule Ŷ͛eŶtƌaiŶe pas uŶ alloŶgeŵeŶt du teŵps de dĠǀeloppeŵeŶt. 

Cependant, la co-expression de pAbp et rbf1 induit une augmentation de ce temps par rapport 

à la surexpression de rbf1 seule. Si pAbp seŵďle iŶduiƌe d͛autƌes ŵĠĐaŶisŵes ĐoŵpeŶsatoiƌes 

pouƌ eŵpġĐheƌ la peƌte de tissu oďseƌǀĠe Đhez l͛adulte, il est possiďle Ƌue la suppƌessioŶ du 

phénotype observable en contexte de co-expression soit due à cet allongement du temps de 

dĠǀeloppeŵeŶt. Ce ŵĠĐaŶisŵe a dĠjà pu ġtƌe oďseƌǀĠ daŶs d͛autƌes Đas d͛iŶduĐtioŶ de 

l͛apoptose au Đouƌs du dĠǀeloppeŵeŶt. Paƌ eǆeŵple, l͛iŶduĐtioŶ d͛apoptose paƌ uŶ stƌess du 

RE déclenche des mécanismes de compensation impliquant un allongement du temps de 

développement pour permettre au tissu de maintenir son homéostasie (Demay et al., 2014). 

Ce résultat indique que le retard de développement pourrait être le mécanisme 

peƌŵettaŶt d͛iŶhiďeƌ l͚appaƌitioŶ d͛eŶĐoĐhe au Ŷiǀeau de l͛aile ŵalgƌĠ l͛augŵeŶtatioŶ 

iŵpoƌtaŶte de l͛apoptose au Đouƌs du dĠǀeloppeŵeŶt. 

 





 109 

de Puŵilio, NaŶos et Bƌat, et les A‘Nŵ Ƌu͛ils ĐiďleŶt iŶteƌagisseŶt gĠŶĠtiƋueŵeŶt aǀeĐ rbf1 

daŶs l͛apoptose iŶduite paƌ ‘ďfϭ. 

  





 111 

dƌosophile. Ils peƌŵetteŶt aiŶsi d͛ouǀƌiƌ des pistes de ƌeĐheƌĐhe suƌ l͛iŶduĐtioŶ de l͛apoptose 

par pRb chez les mammifères et contribuent à la compréhension de son rôle de suppresseur 

de tumeur. 
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Figuƌe 38. PƌiŶcipe de ŵaƌƋuage TUNEL
La dĠgƌadatioŶ de l’ADN au Đouƌs de l’apoptose Ŷ’atteiŶt pas l’ADN situĠe au seiŶ des ŶuĐlĠosoŵes. Des
ďases ;dNTPͿ ĐouplĠes à la dioǆǇgĠŶiŶe foƌŵeŶt des Ƌueues au Ŷiveau des eǆtƌĠŵitĠs liďƌes de Đes
ďƌiŶs d’ADN au Đouƌs de la pƌeŵiğƌe Ġtape de ŵaƌƋuage. La deuǆiğŵe Ġtape ĐoŶsiste à ĐoŶjugueƌ des
aŶtiĐoƌps aŶti-dioǆǇgĠŶiŶe ĐouplĠs à la ƌhodaŵiŶe au Ŷiveau de la la dioǆǇgĠŶiŶe assoĐiĠe à Đes ďƌiŶs
d’ADN. DaŶs les Đellules apoptotiƋues, les eǆtƌĠŵitĠ liďƌes de ďƌiŶs d’ADN soŶt Ŷoŵďƌeuses et
peƌŵetteŶt uŶ ŵaƌƋuage iŵpoƌtaŶt à la ƌhodaŵiŶe.
AdaptĠ de : MohaŶ et al., ϮϬϭ5

FƌagŵeŶts d’ADN foƌŵaŶt les 
ŶuĐlĠosoŵes ƌĠsultaŶt de 

l’apoptose

Étape ϭ : FoƌŵatioŶ de Ƌueues auǆ 
Ŷiveau des eǆtƌĠŵitĠs liďƌes de 
l’ADN aveĐ la dioǆǇgĠŶiŶe-dNTP

Étape Ϯ : CoŶjugaisoŶ aveĐ uŶ 
aŶtiĐoƌps aŶti-dioǆǇgĠŶiŶe ĐouplĠ à 

la ƌhodaŵiŶe
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Titre : Étude des évènements mitochondriaux impliqués dans le contrôle de l’apoptose par rbf1, l’homologue 
de drosophile du gène suppresseur de tumeur rb

Résumé : Le gène rb est le premier suppresseur de tumeur découvert chez l’homme. Il prévient l’appari-
tion de tumeurs notamment en régulant négativement le cycle cellulaire. Le rôle de pRb dans le contrôle 
de l’apoptose est plus complexe et les mécanismes moléculaires contrôlés par ce facteur de transcription 
ne sont pas complétement élucidés. Il existe un homologue de rb chez la drosophile : rbf1. J’ai contribué 
à caractériser les évènements mitochondriaux induits au cours de l’activation de l’apoptose par Rbf1 dans 
le disque imaginal d’aile, un tissu en prolifération de la larve de drosophile. Dans cette voie d’apoptose, la 
protéine Debcl, seule membre pro-apoptotique de la famille Bcl-2 chez la drosophile, est activée et induit 
le recrutement et l’oligomérisation de Drp1, protéine effectrice principale de la ission mitochondriale. C’est 
ainsi qu’est déclenchée la fragmentation mitochondriale et l’accumulation d’espèces activées de l’oxygène 
(EAOs) mitochondriales. Ces deux évènements participent à la transmission du signal apoptotique. J’ai 
par ailleurs pu mettre en évidence l’implication de facteurs participant au maintien du contrôle qualité mito-
chondriale. Celui-ci s’assure de l’intégrité des mitochondries et, le cas échéant, déclenche la digestion des 
éléments défaillants par mitophagie. Enin, j’ai contribué à l’étude des liens entre la traduction et l’apoptose 
induite par Rbf1. Dans cette étude, nous montrons que la poly-A binding protein (PABP) peut supprimer 
le phénotype d’encoche induit par Rbf1 chez l’adulte alors que la mort cellulaire induite au cours du stade 
larvaire n’est pas inhibée mais augmentée. Ces résultats nous ont poussé à étudier les mécanismes de 
compensation induits par l’appareil traductionnel, ce qui nous a permis de montrer qu’une modulation de la 
traduction pourrait permettre de compenser la perte de tissu consécutive à l’apoptose induite par Rbf1 sans 
impliquer une inhibition de l’apoptose.

Mots clés : apoptose, mitochondrie, drosophile

Title : Study of mitochondrial events involved in the control of apoptosis by rbf1, the Drosophila homolog of 
the tumor suppressor gene rb

Summary : The gene rb is the irst tumor suppressor discovered in humans. Its prevents the appearance of 
tumors by regulating negatively the cell cycle. The role of pRb in apoptosis is more complex and the molecu-
lar mechanisms triggered by this transcription factor are not completely elucidated. There is a rb homologue 
in drosophila: rbf1. I participated in the characterization of mitochondrial events induced during activation of 
apoptosis by Rbf1 in a proliferating tissue of this model organism, the wing disc. In this apoptosis pathway, 
the Debcl protein, the only drosophila pro-apoptotic member of the Bcl-2 family, is activated and induces 
recruitment and oligomerization of Drp1, the main effector of mitochondrial ission. This triggers the mito-
chondrial fragmentation and the accumulation of mitochondrial reactive oxygen species (ROS). Both events 
participate to the transmission of the apoptotic signal. I have also been able to highlight the implication of fac-
tors involved in maintaining mitochondrial quality control which ensures the integrity of the mitochondria and, 
if necessary, triggers the degradation of damaged elements by mitophagy. Finally, I have contributed to the 
study of the links between translation and apoptosis induced by Rbf1. In this study, we show that the Poly-A 
Binding Protein (PABP) can suppress the Rbf1-induced notch phenotype in adults while cell death induced 
during larval stage was not inhibited but increased. These results prompted us to study the compensation 
mechanisms induced by the translational apparatus, which allowed us to show that a mRNA translation-re-
lated mechanism could counteract the loss of tissue resulting from Rbf1-induced apoptosis independently of 
apoptosis inhibition.

Key words : apoptosis, mitochondria, drosophila


	A. La mitochondrie
	1. Description
	a. Origine et découverte
	b. Structure

	2. Fonctions
	a. Métabolisme
	i) Cycle de l’acide citrique (TCA)
	ii) Cycle de ß-oxydation

	b. Respiration
	c. Homéostasie calcique
	i) Mitochondrial Ca2+ Uniporter (MCU)
	ii) Canaux d'efflux
	iii) Rôle de la mitochondrie dans l’homéostasie calcique cellulaire

	d. Apoptose
	i) La famille Bcl-2
	ii) Cytochrome c
	iii) Smac/DIABLO et Htra2/Omi


	3. Dynamique
	a. Fission mitochondriale
	i) Les protéines effectrices et régulatrices de la fission mitochondriale
	ii) Description du mécanisme de fission
	iii) Régulations de la fission mitochondriale

	b. Fusion mitochondriale
	i) Les protéines effectrices et régulatrices de la fusion
	ii) Mode de fonctionnement des protéines responsables de la fusion mitochondriale
	iii) Régulations de la fusion mitochondriale

	c. Trafic mitochondrial
	d. Biogenèse des mitochondries
	e. Maintien de l'intégrité et contrôle qualité
	i) L’UPR mitochondriale
	ii) Les voies de la mitophagie
	A) PINK1/PARKIN
	(a) PINK1
	(b) Parkin
	(c) Modes d’action dans la mitophagie

	B) Autres voies de mitophagie indépendantes de PINK1/Parkin

	iii) Régulation de la mitophagie



	B. L’Apoptose
	1. Généralités
	2. Rôles physiologiques
	3. Le processus apoptotique
	a. Les caspases
	b. Les IAPs (Inhibitors of Apoptosis)
	c. Les protéines Rpr, Hid et Grim (RHGs)
	d. Evènements mitochondriaux


	C. Rbf1
	1. Les protéines à poches
	a. Structure protéique des protéines à poche
	b. Mode d’action des protéines à poche
	c. Mécanismes de régulation

	2. Fonctions cellulaires
	a. Le cycle cellulaire
	b. La différenciation
	c. L’apoptose


	D. Situation du sujet
	A. Évènements mitochondriaux impliquées dans l’apoptose induite par Rbf1
	1. Contexte scientifique
	2. Rb1 induit une apoptose mitochondriale dépendante de Debcl et Drp1
	a. Résumé
	b. Article

	3. Données complémentaires sur le rôle de la dynamique mitochondriale dans l’apoptose induite par Rbf1.
	a. MARF est impliquée dans le phénotype d’aile induit par Rbf1
	b. MARF est nécessaire à l’apoptose induite par Rbf1
	c. PINK1 et Parkin sont impliquées dans phénotype d’aile induit par Rbf1
	d. PINK1 et Parkin sont nécessaires à l’apoptose induite par Rbf1
	e. PINK1 agit en aval de Debcl dans l’apoptose induite par Rbf1
	f. Recherche d'évènements de mitophagie induit par Rbf1

	4. Conclusion sur les évènements mitochondriaux impliqués dans l’apoptose induite par Rbf1

	B. Liens entre l’apoptose induite par Rbf1 et la traduction
	1. Contexte scientifique
	2. La surexpression de PABP supprime le phénotype d’aile induit par Rbf1
	a. Résumé
	b. Manuscrit


	A. Les évènements mitochondriaux induits par Rbf1
	1. La régulation de E2F/rb sur la mitochondrie et l’apoptose
	2. La dynamique mitochondriale dans l’apoptose
	3. Le stress oxydant dans la voie apoptotique
	4. Le rôle de la mitophagie dans l’apoptose

	B. Le rôle de la traduction dans l’apoptose induite par Rbf1
	1. Rbf1 et PABP
	2. La traduction et l’apoptose

	C. Conclusion
	A. Génétiques
	1. Les drosophiles
	a. Le système UAS/Gal4
	b. Les chromosomes balanceurs

	2. Test d’interaction génétique

	B. Biologie cellulaire
	1. Dissection de larves
	2. Observation de l’apoptose par marquage TUNEL
	3. Immunofluorescence
	4. Observation en microscopie confocal
	5. Quantification des cellules apoptotiques
	6. Analyse statistique


