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Figure 1. La théorie de I'endosymbiose.

(a) La lignée proto-eucartyote évolue avec le développement d’endo-
membranes.

(b) Ayant développé la plupart des capacités des eucaryotes (noyau,
phagocytose), le proto-eucaryote englobe I'alpha-protéobactérie, ancétre de
la mitochondrie.

(c) Dernier ancétre commun eucaryote

Adapté de : Lopez-Garcia et al., 2015



A. La mitochondrie

1. Description

a. Origine et découverte

L'apparition de la mitochondrie est un élément précurseur dans la différenciation des
domaines eucaryote et procaryote. Cette apparition est due a [lintégration d'une
alpha-protéobactérie au cours de I’évolution des formes de vies ancestrales vers les
eucaryotes actuels.

En effet, la théorie de I'origine endosymbiotique des mirochondries, formulée par Lynn
Margulis, est aujourd'hui majoritairement admise. Cette théorie avance que les premiéres
ébauches du réticulum endoplasmique (RE) et du noyau se sont formées, suite a des
invaginations de la membrane plasmique, d'une cellule procaryote ancestrale. Cette cellule
ancestrale aurait alors endocyté une autre cellule procaryote, hétérotrophe et capable
d’aérobie. Une symbiose se serait alors établie entre I’'hote et la bactérie endocytée qui
deviendra la mitochondrie au cours de I’évolution (Figure 1). L'ordre d’apparition entre la
mitochondrie et les autres organelles de la cellule est encore trés discuté (Lopez-Garcia and
Moreira, 2015).

L'alpha-protéobactérie possédait le matériel génétique qui lui permettait de survivre
et de se multiplier de facon autonome avant son intégration. Une partie importante de cette
information génétique a été transférée vers le noyau de la cellule eucaryote hote. Parmi les
genes relatifs a I'activité mitochondriale il n’en reste qu’environ 100 chez les organismes ayant
conservé le plus grand génome mitochondrial. L'homme et la drosophile n’ont, pour leur part,
conservé que 37 génes mitochondriaux, dont 13 seulement codent des protéines.

L’historique de la découverte de la mitochondrie est relatée dans une revue de Ernest
et Schatz publiée en 1981 (Ernster and Schatz, 1981). Dans les années 1840, Henle, Aubert et
Kolliker détaillerent leurs premieres observations de la mitochondrie. En 1890, Altman
démontra la présence de cet organite dans toutes les cellules eucaryotes et l'appela
« bioblaste ». C’est en 1898 que le nom de « mitochondrie » sera introduit par Benda. Ce nom
vient des racines grecques mitos (filament) et chondros (grain), en référence aux formes
compactées de I'organite qui sont observées durant la spermatogenése. Alors que deés les

années 1910, les premieres études établissant le fonctionnement chimique du métabolisme

12



Figure 2. La structure mitochondriale

(a) Coupe observée par microscopie électronique

(b) Dessin d’une mitochondrie en trois dimensions avec retrait de la partie
supérieure.

(c) Observation en microscopie confocale du réseau mitochondrial d’un
myoblaste exprimant une protéine fluorescente rouge localisée a la
mitochondrie (objectif X63)

Adapté de : Alberts et al., 2013 et Liesa et al., 2009



et de la respiration cellulaire sont publiées, il faudra attendre 1949 pour que le lien entre ces
mécanismes et la mitochondrie soit définitivement prouvé par Kennedy, Lehninger et Green
notamment. Ces avancées sont principalement dues a lI'amélioration considérable des
techniques de fractionnement permettant de séparer les mitochondries du reste de la cellule.
Peu de temps apres, Palade et Sjostrand mirent au point les techniques de microscopie

électronique permettant de mieux se figurer leur organisation.

b. Structure

La mitochondrie est un organite présentant de nombreux aspects particuliers. Elle
possede notamment, comme le noyau et les chloroplastes, deux membranes aux propriétés
différentes (Figure 2). La membrane externe mitochondriale (MEM) est « semi-perméable ».
La présence d’un canal spécifique : VDAC (Voltage-Dependent Anion Channel) laisse passer les
ions et les petites protéines (<10kDa) donnant a l'espace intermembranaire (ElI) une
composition trés proche de celle du cytosol. Pour les protéines de plus grosse taille, des
complexes d’importation TOM (Translocase of the Outer Membrane) permettent aux
protéines possédant un signal peptidique spécifique de passer la membrane externe. Le réle
de la MEM est principalement de servir d’interface entre la mitochondrie et le reste de la
cellule. En cela, elle a un rble prépondérant dans la dynamique mitochondriale et sa
régulation. On y trouve donc un certain nombre de récepteurs et de protéines permettant la
translocalisation, depuis le cytosol vers les différents sous compartiments mitochondriaux.

La membrane interne mitochondriale (MIM) est trés différente de la MEM. Elle est
constituée de 80% de protéines. Les 20% de phospholipides restant sont d’'une composition
enrichie en cardiolipides. Cette composition rend la MIM bien moins perméable que la MEM
et lui permet d’étre tres sélective vis-a-vis de ce qui est transféré du cytosol vers la matrice
mitochondriale. Le passage de certaines molécules nécessite des transporteurs spécifiques.
C'est par lintermédiaire de transporteurs spécifiques que sont importés I’Adénosine
DiPhosphate (ADP), du phosphate inorganique (Pi) et du pyruvate qui sont des composés
essentiels aux activités enzymatiques s’effectuant dans la mitochondrie et indispensables au
fonctionnement cellulaire. On trouve, par ailleurs, au niveau de la MIM, une machinerie
enzymatique conséquente, comprenant des complexes protéiques impliqués dans la

phosphorylation oxydative (OXPHOS). La MIM, en se repliant sur elle-méme, forme des crétes,
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Figure 3. Bioénergétique de la chaine de transport d’électrons et du cycle de
Krebs/TCA.

Le pyruvate est converti en molécules a haute énergie comme NADH, GTP et
FADH, a travers la catalysation des enzymes du cycle de Krebs. Le NADH généré
est transporté au complexe | et est converti en NAD* par la chaine respiratoire.
Le transfert des électrons le long de la chaine maintient le potentiel de
membrane via une pompe a proton au niveau de la membrane interne. Létape
finale est la formation d’ATP a partir d’ADP par I'ATP synthase.
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permettant d’augmenter la surface d’échange et la quantité des protéines favorisant ainsi sa
capacité de production d’énergie.

Enfin, on retrouve également au niveau de la matrice mitochondriale plusieurs
enzymes nécessaires aux fonctions mitochondriales, fonctions que je décrirai plus tard dans
cette introduction. La forte concentration en protéines de la matrice est responsable d‘une

viscosité plus importante par rapport a celle du cytosol.

2. Fonctions

Les mitochondries remplissent des fonctions essentielles au sein de la cellule. Elles sont
impliquées dans le métabolisme, comme siege du cycle de Krebs et de la B-oxydation,
réactions nécessaires a la mise en place d’un potentiel réducteur. Ce potentiel réducteur est
a son tour utilisé pour la respiration, une autre fonction des mitochondries. Enfin, elles sont

impliquées dans les mécanismes d’homéostasie calcique, lipidique et d’apoptose.

a. Métabolisme

i) Cycle de I’acide citrique (TCA)

La mitochondrie est |'organite dans lequel se termine de nombreuses voies
métaboliques. Le cycle de I'acide citrique est décrit par Krebs en 1937 mais ne sera associé a
la mitochondrie qu’a partir de 1949 grace a I'amélioration des techniques de fractionnement
cellulaire. Ce cycle présente un ensemble de réactions permettant, notamment par I'apport
de Coenzyme A comme substrat, d’établir un potentiel d’oxydo-réduction. Ce potentiel est
formé par des molécules de NADH, NADPH et de FADH; (Figure 3). L'acétyl-CoA provient
principalement du métabolisme des glucides, s’officiant dans le cytosol, mais peut aussi étre
produit grace a la B-oxydation, mécanisme s’effectuant dans la mitochondrie. Par ailleurs, on
peut observer que, sur I'ensemble des réactions du cycle de l'acide citrique, il y a
consommation de H,O et production de CO; et d’ATP (Adénosine Tri-Phosphate). Nous
verrons par la suite que c’est la phosphorylation oxydative, pour laquelle le cycle de Krebs est

indispensable, qui est généralement le principal producteur d’ATP (Figure 3).

i) Cycle de 3-oxydation

Les mécanismes de métabolisation des acides gras constituent la B-oxydation. Des

réactions enzymatiques permettent de dégrader les acides gras en diminuant la chaine
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Figure 4. Représentation schématique de la B-oxydation des acides gras et de
la phosphorylation oxydative dans la mitochondrie des cellules hépatiques.
Lentrée des acides gras a longue chaine (C14-C18) dans la mitochondrie,
requiére un systeme de transport spécifique nécessitant 4 étapes : activation
par liaison a un coenzyme A pour former un Acyl-CoA, conversion en Acyl-
carnitine, translocation dans l'espace intermembranaire puis dans la matice.
L'acide gras est reconverti en Acyl-CoA pour subir les cycles successifs de B-
oxydation. Les molécules de NADH et FADH, ainsi produits servent a alimenter
la chaine respiratoire permettant d’établir un potentiel de membrane qui
activera I'’ATP synthase.
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carbonée de 2 carbones par tour de cycle. Chaque tour de cycle permet la formation d’un
acétyl-CoA qui servira pour I'alimentation du cycle de I'acide citrique présenté précédemment
(Figure 4).

b. Respiration

La respiration est aussi appelée la phosphorylation oxydative. Elle a lieu a la membrane
interne et impliqgue 4 complexes protéiques membranaires : complexe | (NADH-ubiquinone
oxydoréductase), complexe Il (succinate-ubiquinone oxydoréductase), complexe |l
(ubiguinone-cytochrome ¢ oxydoréductase), complexe IV (cytochrome ¢ oxydase), et deux
transporteurs d’électrons mobiles, I"'ubiquinone et le cytochrome c. Les NADH et FADH,,
principalement produits par le cycle de I'acide citrique, vont céder des électrons au complexe
| et au complexe Il respectivement. L'ubiquinone sert ensuite a transporter des électrons vers
le complexe lll. Enfin, c’est le cytochrome ¢ qui va les acheminer au complexe IV ou ils seront
utilisés pour réduire I'oxygéne (03) en eau (H20). Le transfert des électrons vers un porteur de
plus haut potentiel permet aux complexes |, lll et IV de coupler ce gain d’énergie a une pompe
a protons. Cette pompe permet le passage de H* depuis la matrice vers l'espace
intermembranaire. Il se crée ainsi un gradient de pH (la matrice devient plus basique) et un
potentiel de membrane (la face matricielle de la membrane interne est chargée
négativement). L'utilisation de cette force proton-motrice est alors utilisée par le complexe
F1Fo ATP synthase. Ce complexe va coupler I'entrée des protons dans la matrice, avec la
phosphorylation de I’ADP en ATP (Figures 3 et 4).

L'ATP est la principale forme d’énergie utilisée par la cellule via des enzymes dites
« ATPase ». Elles utilisent I"énergie fournie par la déphosphorylation de I’ATP en ADP, pour

permettre une activité endothermique, chimique ou mécanique.

C. Homéostasie calcique

La capacité de la mitochondrie a réguler ’homéostasie calcique a été mise en évidence
dés 1961 par I'équipe de Engstrom. Le calcium (Ca?*) est un des plus importants messagers
intracellulaires, avec I'’AMPc et les cascades de phosphorylation par exemple. La transduction
du signal dépendant du calcium nécessite sa fixation a des protéines tampons, son stockage
dans des compartiments cellulaires et son extrusion hors de la cellule. La liaison de Ca?*

déclenche des modifications de la conformation de certaines protéines. Cela active ou inhibe
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Figure 5. Localisation et fonction de la régulation de I’homéostasie calcique
mitochondriale.

Au niveau de la membrane interne, les influx calciques sont opérés par le
complexe MCU sensible a la concentration de Ca?* de [Iespace
intermembranaire. Les efflux sont permis par 2 canaux qui associent cette sortie
a l'entrée de Na* pour I'un et H* pour l'autre. Le passage de la membrane
externe nécessite l'ouverture de VDAC, aussi appelé porine. Elle permet
notamment l'arrivée de calcium depuis le reticulum endoblasmique au niveau
des MAM.
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les fonctions des protéines ciblées. Les changements dynamiques de la concentration et de la
localisation de Ca?* permettent de déclencher de nombreux événements cellulaires incluant
la contraction musculaire, la sécrétion d’hormones et la transmission synaptique. Pour éviter
son activation non-pertinente et assurer sa réactivité, le calcium est stocké au niveau du
réticulum endoplasmique (RE) d’ou il peut étre relaché trés rapidement dans le cytosol. Le RE
constitue d’ailleurs le plus gros réservoir de Ca?* de la cellule. On le trouve notamment
impliqué dans la voie de signalisation de I'lP3. Dans cette voie, I'interaction d’une protéine G
avec PIP; a la membrane plasmique permet la libération d’IP3 dans le cytosol. Celui-ci active
alors les canaux calciques du RE. En ce qui concerne la mitochondrie, la matrice est trés peu
concentrée en calcium. Le passage a travers la membrane externe n’est pas controlé,
s’effectuant grace a la Porin (VDAC). A contrario, le passage a travers la membrane interne est
dd 3 des transporteurs actifs permettant la sortie du Ca?* contre son gradient. Pour autant, en
cas d’exces de concentration du calcium dans le cytosol, des canaux calciques a 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)

L'entrée du calcium dans la matrice mitochondriale est permise par le MCU
("Mitochondrial Calcium Uniporter", complexe de transport du Ca?* mitochondrial). Ce
complexe, identifié seulement trés récemment, est composé de trois membres qui sont MCU,
MCUb et EMRE. MCU et MCUb possedent deux domaines transmembranaires séparés par un
domaine en boucle exposé dans |'espace intermembranaire qui va permettre la régulation de
I'activité du canal. Les séquences en acide aminé de MCU et MCUb sont trés proches. La
différence d’activité viendrait notamment de I'absence de deux acides aminés dans le
domaine en boucle pour MCUb. Cette absence se traduirait par une perte d’affinité avec le
calcium et une diminution de I'activité du canal. Le rapport entre MCU et MCUb semble donc
étre tres important pour I'efficacité du transporteur. Enfin, EMRE est la derniére protéine a
avoir été identifiée dans ce complexe. Elle est capable d’interagir avec le principal régulateur
décrit pour ce canal, MICU1. Celle-ci va permettre I'activation du canal en condition d’exces
de calcium cytosolique. Les autres régulateurs de I'activité du MCU sont tous les membres de

la famille MICU, MCUR1 et SLC25A23 (De Stefani, Patron and Rizzuto, 2015).
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i) Canaux d'efflux

Les mécanismes d’export sont décrits depuis les années 1970. Il en existe deux : un
transporteur antiport troquant I'entrée de 2H* pour la sortie d’'un Ca?"; et un autre
permettant I'entrée de 3 ou 4 Na* (la stoechiométrie n’est pas encore déterminée avec
certitude) pour la sorte d’'un Ca?*. Le premier est retrouvé dans quasiment tous les types

cellulaires tandis que le second est spécifique des cellules musculaires.

iii)  Rbéle de la mitochondrie dans I’homéostasie

calcique cellulaire

A la différence du réticulum endoplasmique, la mitochondrie n’a pas un réle de
stockage du calcium et cette capacité a lI'accumuler n’est pas généralisée a toutes les
mitochondries de la cellule. En effet, des études semblent montrer que l'internalisation du
calcium est trés localisée au niveau de microdomaines membranaires ol sont associées les
membranes du RE et des mitochondries. C'est la que I'on retrouve le MCU mais aussi les
canaux du RE par lesquels le calcium est libéré depuis la lumiére du réticulum (De La Fuente
et al., 2016). L'organisation de ces microdomaines est permise par I'existence, au niveau du
RE, de « membranes associées a la mitochondrie » (MAMSs) qui sont des structures permettant
le rapprochement et les échanges entre les deux organites (Achleitner et al., 1999). Les MCUs
ayant une faible affinité pour le calcium, leur proximité au niveau des point d’interaction RE-
mitochondrie feront de ces structures, les premiéres que rencontreront les ions Ca?* (Pinton

et al., 2008).

d. Apoptose

L’apoptose constitue la forme de mort cellulaire programmée la plus répandue et la
plus étudiée. Alors que des agressions environnementales peuvent entrainer des morts
cellulaires comme la nécrose, qui aboutiront a la libération de facteurs fortement déléteres
pour les cellules voisines, I'apoptose est considérée comme une mort propre. Des stimuli,
internes ou externes, vont mener a 'activation de protéases a cystéines spécifiques appelées
caspases. Ce nom est un acronyme de « cystein-dependent aspartate-specific proteases »
décrivant leur activité enzymatique : la catalyse par une chaine latérale cystéine des liaisons
peptidiques au niveau d’un résidu d’acide aspartique. Ces caspases sont les effecteurs de la

dégradation de constituants cellulaires, conduisant a la formation de corps apoptotiques.
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Figure 6. Alignement des séquences des protéines de la famille Bcl-2.

Les domaines BH1, BH2 et BH3 se conforme pour former un poche hydrophobe
qui peut lier les peptides BH3-only. Les cing premiéres protéines sont
généralement anti-apoptotiques. Le role des trois protéines dans le rectangle
plus sombre sont moins bien décrites et ne peuvent pas encore étre
caractérisées. Les 11 dernieres protéines sont pro-apoptotiques.
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Ceux-ci, peuvent alors étre pris en charge par les cellules avoisinantes limitant une réaction
inflammatoire au sein du tissus. Pour aboutir a ce résultat, deux voies majeures sont décrites :
la voie intrinseque, principalement déclenchée par des signaux internes a la cellule tels que
des dommages de 'ADN, qui débutera par I'activation de facteurs de transcription tels que
p53 ; la voie extrinséque, déclenchée par l'interaction d'un récepteur a "domaine de mort" tel
gue FAD avec son ligand au niveau de la membrane plasmique. Les deux voies aboutiront a
I'activation des caspases. Je m’attacherais dans les trois paragraphes ci-dessous a décrire
succinctement les événements mitochondriaux qui, chez les mammiféres, participent a ce
gu’on appelle la voie intrinseque d’activation de I'apoptose, a 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). L'implication des mitochondries dans
I’apoptose chez Drosophila melanogaster fera |'objet d’une plus large partie présentée dans

la seconde partie de cette introduction (B).

i) La famille Bcl-2

La famille Bcl-2 regroupe un ensemble de génes codant a la fois de facteurs pro- et
anti-apoptotiques. Cette famille doit son nom au premier membre de la famille identifiée, le
géne bcl-2, mis en évidence dans le cas du lymphome folliculaire humain a cellules B (B-cell
lymphoma). Dans cette pathologie, une translocation t(14;18) place le géne bcl-2 sous le
control du promoteur de la chaine lourde de I'immunoglobuline, augmentant fortement la
production de protéine Bcl-2. |l a été montré que, contrairement a beaucoup d’oncogénes,
Bcl-2 n’a pas d’activité favorisant la prolifération cellulaire. En effet, si Bcl-2 a un réle
pro-oncogénique, c’est grace a sa capacité a inhiber I'apoptose. Ainsi, les cellules qui auraient
d entrer en apoptose, suite a I'accumulation de dommages a I’ADN, vont étre maintenues en
vie au sein du tissu. Si d'autres altérations favorisant le processus oncogénique sont
acquissent par la cellule (insensibilité aux signaux de d’arrét 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 genes appartenant a la famille Bcl2 chez les mammiféres (Figure 6).
Ces génes 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,

18






BH2, BH3 et parfois BH4 (comme Bcl-2 et Bcl-XL). Les pro-apoptotiques sont de deux types
celles comprenant des domaines BH1, BH2 et BH3 (Bax, Bok, Bak...) et celles ne possédant
gu'un unique domaine BH3 et appelées « BH3 only » (Bad, Bid, Bim...). L'action de ces
BH3-only passe par leur capacité a 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
intrinseque de I'apoptose. (Martinou and Youle, 2011).

Alors que Bak est constitutivement a la MEM, Bax reste cytosolique dans les cellules
saines et sera adressée a la mitochondrie en cas de déclenchement de I'apoptose. Cette
relocalisation va permettre a Bax de s’oligolimériser avec Bak pour former des pores au niveau
de la membrane externe mitochondriale (Wei et al., 2001). Ces pores vont entrainer la sortie
de l'espace 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 inhibée par I’action de Bcl-2 et Bcl-XL qui vont interagir
avec son domaine BH3. Le recrutement de Bax a la membrane est permis par I'action des
protéines BH3-only. D’une part, elles inhibent son interaction avec les membres
anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 par compétition au niveau du domaine BH3 de celles-ci ;

d’autre part, elles favorisent I'oligomérisation de Bax et Bak (Eskes et al., 2000).

i) Cytochrome c

Comme nous I'avons vu précédemment, le cytochrome c est un élément essentiel dans
la respiration mitochondriale. Il permet le transfert des électrons entre les complexes Il et IV
de la chaine respiratoire. Outre son role dans la phosphorylation oxydative, il est aussi requis
pour l'activation des caspases. Chez les mammiféres, cette activation est opérée par un
complexe nommé apoptosome. Ce complexe est formé par I'interaction du cytochrome c avec
la protéines Apaf-1 (Apoptosis protease-activating factor 1) dans le cytosol. La
perméabilisation de la MEM, par I'action de Bax et Bak, va permettre au cytochrome c de se
relocaliser dans le cytosol et d’interagir avec Apaf-1. Cette interaction est au centre de la

formation de I'apoptosome (Zou et al., 1999). Une fois formé, ce complexe est capable de
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L'état d’équilibre de la morphologie mitochondriale requiére une balance entre
des événements de fission et de fusion. La division de 'organite est opérée par
Drpl qui forme un oligomére de haut poids moléculaire a la surface
mitochondriale. La fusion est un processus en 2 étapes qui requiere la fusion
des membrane externe puis interne. Cette premiere est facilitée par
I'accrochage de mitofusines de membranes adjacentes. OPA1 permet la fusion
de la membrane interne.
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déclencher la cascade d’activation des caspases en induisant notamment |'autoclivage de la

caspase 9, une caspase initiatrice de la voie intrinséque de I'apoptose.

iii)  Smac/DIABLO et Htra2/0Omi

I a été découvert un peu plus tard, que d’autres facteurs mitochondriaux se
relocalisaient au cytosol lors du processus apoptotique. lls acquiérent alors un activité
pro-apoptotique. C’'est le cas de la protéine Smac/DIABLO, qui doit ses noms a sa découverte
par deux équipes de chercheurs en paralléle. Ces équipes ont pu mettre en évidence qu’elle
était capable d’augmenter I'activité de la caspase 3, I'une des caspases effectrices dans la voie
intrinseque de I'apoptose, en interagissant avec XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein),
un inhibiteur des caspases (Verhagen et al., 2000).

Il en va de méme pour la protéase Htra2/Omi, découverte trés peu de temps apres,
qui est aussi libérée de I'espace intermembranaire mitochondrial vers le cytosol et peut se lier
avec XIAP ou d'autre IAP pour induire leur dégradation et favoriser I'apoptose (Suzuki et al.,

2001; Vande Walle, Lamkanfi and Vandenabeele, 2008).

3. Dynamique

Les mitochondries ne sont pas des d’organites isolés et figés comme les premieres
images permettant leur observation ont pu le laisser croire. Elles constituent en fait un réseau
particulierement actif qui est capable de se remodeler en fonction des besoins de la cellule ou
du tissu. Pour générer cette dynamique, la régulation des niveaux de fission et fusion
mitochondriales est central (Figure 7). Le rapport fission/fusion est modulé pour permettre,
par exemple, au déplacement des mitochondries, au control qualité mitochondrial et donc est
déterminant pour différents processus cellulaire comme la division et la survie cellulaire.

Ainsi, dans certains types cellulaires, les mitochondries accentuent leur fission et se
relocalisent a des sites particuliers différents du site de biogenése. C’'est le cas des neurones,
par exemple, dans lesquels on observe un acheminement des mitochondries depuis le corps
cellulaire vers I'extrémité de I'axone. Dans le cas de la croissance cellulaire, de la division
cellulaire ou du remplacement des mitochondries défectueuses, les quantités de
mitochondries vont étre modulées. La régulation de cette dynamique mitochondriale est
nécessaire a la plasticité fonctionnelle de la cellule et demande un control précis des

évenements de fission et fusion mitochondriaux.
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Figure 8. Organisation des domaines et modifications post-traductionnelles de

Drpl.

(a) Structure des domaines et modifications post-traductionnelles. De
nombreuses modifications post-traductionnelles de Drpl régulent l'activité
GTPase de Drpl ce qui affecte sa capacité a induire la fission
mitochondriale.

(b) Structure repliée de Drp1.

VD, domaine variable; GED, domaine GTPase effecteur; PC, partie centrale; P,

phosphorylation; NO, S-Nitrosylation; U, Ubiquitination; SUMO, Sumoylation

Adapté de : Cho, B. et al., 2013



a. Fission mitochondriale

i) Les protéines effectrices et régulatrices de la

fission mitochondriale

La fission est au centre de la dynamique mitochondriale. Plusieurs protéines sont
responsables de la formation des vésicules a commencer par les membres de la famille des
dynamines. L'action de cette famille de GTPases passe par la formation d’un anneau
contractile au niveau d’invaginations de la surface des membranes intracellulaires et
plasmiques qui va séparer la vésicule formée de sa membrane d’origine en appliquant une
pression mécanique. La liaison a une molécule de GTP est importante pour la formation de
I’'anneau alors que la déphosphorylation est nécessaire pour le détachement de la vésicule. La
Dynamin-related Protein 1 (Drpl) est une dynamine fortement impliquée dans les
mécanismes de fission mitochondriale et peroxysomale (Smirnova et al., 2001). Cette protéine
de 736 acides aminés chez les mammiféres, posseéde un domaine GTPase C-terminal, un
domaine central et un domaine GTPase effecteur (GED) qui régule I’'hydrolyse du GTP (Figure
8). Alors gqu’elle est localisée constitutivement dans le cytosol, Drpl peut étre recrutée a la
mitochondrie par des protéines réceptrices telles que Mff, Fis1, MiD49 ou MiD51, que ce soit
indépendamment (Loson et al., 2013) ou de maniere coordonnée entre elles (Zhang et al.,
2016). Le processus de fission mitochondriale est conservé et il existe un homologue de Drpl
chez Drosophila melanogaster portant le méme nom et présentant des fonctions similaires
(Verstreken et al., 2005).

Fis1, un des partenaires de Drpl, est une protéine mise en évidence peu de temps
apres celle-ci (James et al., 2003; Yoon et al., 2003). Elle posséde, en C-terminal, un domaine
d’ancrage a la membrane externe mitochondriale tandis que son extrémité N-terminal est
exposé dans le cytoplasme (Suzuki et al., 2003). Chez les mammiféres, I'extrémité N-terminal
possede un site potentiel d’'interaction avec Drp1, ce qui expliquerait pourquoi cette protéine
est importante dans le processus de fragmentation mitochondriale médiée par Drpl. Bien que
ce réle semble conservé par ’lhomologue de drosophile (Ziviani, Tao and Whitworth, 2010), il
existe peu d’études dans ce modéle.

D'autres protéines ont été mises en évidence comme récepteurs mitochondriaux de
Drpl chez les mammiferes comme facteur de fission mitochondriale (Mff), une protéine

permettant le recrutement de Drpl a la fois a la mitochondrie et au peroxysome (Gandre-
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Babbe and van der Bliek, 2008). Tango11 est I'nomologue de ce géne chez la D. melanogaster.
Les protéines MiD49 et MiD51 (pour Mitochondrial dynamics proteins) sont également
décrites comme plateforme de recrutement de Drp1 a la mitochondrie chez les mammiféres
(Palmer et al., 2011) mais elles ne présentent pas d'homologues chez la drosophile.

Enfin, des mutations du géne GDAP1 (Ganglioside-induced differentiation associated
protein 1) ont été associées a 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 posséde un domaine transmembranaire et un domaine
d’adressage a la mitochondrie (Wagner et al., 2009). Elle interagit avec Drpl et Fisl pour
induire la fission mitochondriale mais semble pouvoir réguler, par ailleurs, la production d’
Espéce Activée de I’'Oxygéne (EAO) et le potentiel de membrane mitochondriaux (Niemann et
al., 2009). Il existe un orthologue du méme nom chez D. melanogaster qui est aussi impliqué
dans la régulation de la dynamique mitochondriale (Lopez 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 a induire la fission mitochondriale indépendamment de Drp1 (Rival
et al., 2011). Cette capacité est due a son activité inhibitrice sur la morphogénése de la matrice
mitochondriale et est fortement associée a I'activité de la chaine respiratoire. TMEM11 est

I’'homologue de PMI chez ’homme (Macchi et al., 2013).

i) Description du mécanisme de fission

Chez Saccharomyces cerevisiae, le recrutement de Dnm1, I'homologue de Drpl, par
Fisl est déja démontré. En revanche, les mécanismes de recrutement de Drpl chez les
mammiféres sont plus discutés. Comme nous I'avons vu précédemment, cette fonction 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 Drpl. Chez la drosophile, la protéine réceptrice
de Drp1 a la mitochondrie n’est pas connue.

Une fois a la mitochondrie, Drpl agit en s’oligomérisant. En effet, la liaison au GTP
permet a Drpl de modifier sa conformation. Ce changement de conformation induit son
auto-assemblage sous forme d'anneaux composés de 16 monomeres, pour les plus

abondants, présentant un diametre intérieur de ~20nm et extérieur de ~30nm. Si des
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analogues de GTP non-hydrolysables sont liés aux monomeres, ce sont alors des structures en
spirales de ~36nm de diametres qui se forment et suite a cette oligomérisation, Drp1 n'a plus
la capacité a induire la fission mitochondriale (Basu et al., 2017). Ainsi le fonctionnement de

Drpl ressemble énormément au fonctionnement des dynamines.

iii)  Régulations de la fission mitochondriale

Drpl 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 Drpl peut se faire par plusieurs types de
modifications. Premiérement, la protéine Drpl peut étre 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 Drpl. L’ajout d’un
groupement phosphate sur cet acide aminé situé dans la région GED de Drpl permet
I"activation de la fission mitochondriale. A I'inverse, 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, Drpl peut également étre régulée par ubiquitination. Chez les
mammiféres, la protéine MARCH5, une E3-ubiquitine ligase de la membrane externe
mitochondriale, est capable d’ubiquitiner Fisl et Drpl. Il a été mis en évidence que la
surexpression du géne codant MARCH5 conduit a la formation d’un réseau mitochondrial
tubulaire alors qu'une mutation de son domaine "really interesting new gene (RING) finger"
aboutit a une fragmentation mitochondriale. Ces données vont dans le sens d’une régulation
négative de Drpl par MARCHS5 (Nakamura et al., 2006; Yonashiro et al., 2006). Des résultats
contradictoires, obtenus peu de temps apres, montrent que cette ubiquitination serait, a
I'inverse, activatrice et méme requise pour I'activité de Drp1 (Karbowski, Neutzner and Youle,
2007). La relation entre Drpl et MARCHS5 nécessite donc d’étre davantage explorée. Il existe
un homologue de MARCH5 chez la drosophile (CG9855) mais aucune étude n’a, pour le

moment, montré son implication dans la régulation de la dynamique mitochondriale.
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Une autre régulation possible de Drp1 se fait par SUMOylation. Ce mode de régulation,
qui présente des mécanismes proches de ceux de I'ubiquitination, est médié par la protéine
Sumol (Small Ubiquitin-like Modifier 1). Les données de la littérature suggérent que la
sumoylation protege Drpl de l'ubiquitination conduisant a la dégradation. Elle confererait une
meilleure stabilité a Drpl et pourrait étre augmentée par Bax/Bak au cours de |'apoptose
(Harder, Zunino and McBride, 2004; Wasiak, Zunino and McBride, 2007; Figueroa-Romero et
al., 2009).

Enfin, une activation de la fission mitochondriale a été mis en évidence dans le cas
d’une régulation par S-Nitrosylation de Drp1. Un groupement d’oxyde nitrique est ajouté sur
un résidu Sérine dans le domaine GED, proche du résidu phosphorylé par CDK1 comme décrit
précédemment. L'effet de cette S-Nitrosylation reste discuté concernant ses conséquences
sur 'activité de Drp1, certains résultats allant dans le sens d’'une augmentation de son activité
GTPase et de son oligomérisation, tandis que d’autres ne montent pas d’effet de cette
modification sur ces mécanismes (Cho et al., 2009; Bossy et al., 2010). Pour le moment, cette

modification post-traductionnelle n’a pas été mise en évidence chez D. melanogaster.

b. Fusion mitochondriale
i) Les protéines effectrices et régulatrices de la
fusion

Chez les mammiféres, la fusion mitochondriale est principalement effectuée par les
Mitofusines 1 et 2 pour ce qui est de la membrane externe et OPA1 pour la membrane interne.

Tout comme OPA1, les Mitofusines 1 et 2 (MFN1/2) sont des GTPases de la famille des
dynamines. Elles sont constituées de 750 acides aminés environ et sont codées par les genes
MFN1 et MFN2. MFN1/2 sont des protéines transmembranaires. Elles posseédent un domaine
GTPase N-terminal localisé dans le cytosol et deux motifs hydrophobes également
cytosoliques (HR1 et 2) et localisés de part et d’autre du domaine transmembranaire. Le motif
HR2 qui se trouve en C-terminal, permet l'interaction entre les mitochondries destinées a
fusionner (Santel and Fuller, 2001). L'effet de la déficience de I'une ou I'autre de ces protéines
est partiellement supprimée par la surexpression de |'autre (Chen et al., 2003), tandis que que
la double déficience meéne a une abolition totale de la fusion mitochondriale (Chen, Chomyn
and Chan, 2005). Des différences sont a noter au niveau de I'expression de leurs génes.

L'expression de MFN1 est ubiquitaire tandis que MFN2 est plus fortement exprimée dans
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certains tissus comme le cceur, les muscles squelettiques et le cerveau (Santel et al., 2003).
L’homologue 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 réle ubiquitaire de MFN1
chez les mammiféres, fzo semble restreint a une activité dans la formation des
spermatozoides.

La protéine OPA1 (Optic Atrophy 1) est importante dans la fusion de la MIM et dans le
remodelage des crétes mitochondriales. L'expression du gene OPA1 est ubiquitaire mais
conduit, via un épissage alternatif, a la production de plusieurs formes d’OPA1 (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 a la MIM ; et d'autre part, une forme
courte localisée dans I'espace intermembranaire. La premiere est trés importante pour le
mécanisme de fusion mitochondriale, tandis que la deuxiéme est impliquée dans I'activité de
la chaine respiratoire (Del Dotto et al., 2017). Il existe un homologue d’OPA1 chez la

drosophile portant le méme nom.

i) Mode de fonctionnement des protéines

responsables de la fusion mitochondriale

Ce sont MFN1 et MFN2 qui initient la fusion mitochondriale. Localisées a la surface des
mitochondries a fusionner, elles vont interagir entre elles depuis chacune des membranes.
Cela se fait grace aux domaine hydrophobe HR2, décrit précédemment, qui va se lier au
domaine analogue de la protéine en vis-a-vis (Koshiba et al.,, 2004). Un changement
conformationnel permettra alors de créer un contact entre les membranes adjacentes ce qui
aboutira a la fusion. Ce changement ferait intervenir I’hydrolyse du GTP. De plus, des études
ont montré la capacité pour les MFNs et OPA1 d’interagir entre-elles en des points de contact
MIM/MEM (Guillery et al., 2008). L'absence d’OPA1 ou de MFN1 bloque la fusion
mitochondriale (Cipolat et al., 2004; Chen, Chomyn and Chan, 2005). Le mode d’action d’'OPA1
régissant cette fusion reste, pour le moment, inconnu. La localisation ainsi que la similitude
d’OPA1 avec les dynamines laissent penser que c’est en agissant sur la courbure de la MIM
gu’OPA1 favorisera la fusion. Chez D. melanogaster, Marf et Opal, 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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iii)  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 d’OPA1. lls sont d’ailleurs prépondérants dans la
réponse de la cellule aux différents évenements tels que le cycle cellulaire ou I'apoptose.

Dans les cellules mammiferes, I'ubiquitination de MFN2 par Parkin, une E3-ubiquitine
ligase que j’évoquerais plus tard (A)) va mener a la dégradation de MFN2 et a une inhibition
de la fusion mitochondriale (Gong et al., 2015). Par ailleurs, il a pu étre observé que la
suppression d’un inhibiteur de la deubiquitinase mitochondriale USP30 menait a la
stabilisation de MFN2. Cette stabilisation est associée a la liaison d’une ubiquitine n’induisant
pas de dégradation (Leboucher et al., 2012). Ces résultats paraissent contradictoires,
toutefois, pourraient s’expliquer par on ne peut exclure la présence d’au moins deux sites de
liaison a I'ubiquitine, I'un étant pro-dégradation tandis que I'autre serait stabilisateur.

Par ailleurs, I'activité des mitofusines peut également étre 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 a la fragmentation mitochondriale et a I'apoptose
(Leboucher et al., 2012). De facon différente, la phosphorylation de la Thréonine 562 de MFN1
par ERK inhibe son activité GTPase et sa capacité a s’oligomériser. Cela se traduit par une
fragmentation mitochondriale et de [I'apoptose (Pyakurel et al, 2015). Ainsi la
phosphorylation des MFNs peut engendrer des effets opposés sur leur activité.

Le niveau de fusion mitochondrial peut également étre régulé par une régulation de la
transcription des génes MFN1 et MFN2. Les protéines PGC-1 (peroxisome
proliferator-activated receptor y coactivator-1) o et B sont décrites comme les deux
co-activateurs de NRF-1/2 (nuclear respiratory factors-1/2) et ERRa (nuclear estrogen-related
receptor a). Ces facteurs de transcription ont un réle majeur dans la régulation de I'expression
des genes codant les protéines de la chaine respiratoire et dans la biogénése mitochondriale.
lIs seront abordés par la suite (A.d). Il a été mis en évidence chez la souris, qu’en interagissant
avec ERRa, PGC-1 a et 3 peuvent respectivement augmenter I'expression des génes MFN1 et
MFN2 (Liesa et al., 2008; Martin et al., 2014). Enfin, il existe une régulation des quantités

d’ARNm MFN1 impliquant I'action de mir-140, un micro-ARN dont I'expression est observée
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dans I'apoptose de cardiomyocytes (Li et al., 2014). En modifiant la quantité de MFNs, les
cellules vont modifier I’équilibre de la dynamique cellulaire.

L’activité de OPA1 peut étre régulée de maniere tres fine du fait de I'existence de deux
isoformes et du rapport entre les quantités de ces isoformes (il y en a deux c’est cela ?). La
régulation de cette balance est permise par I'action de protéases mitochondriales. Les deux
formes sont importantes pour le bon fonctionnement des mitochondries saines.
L'accumulation de formes courtes active est observée dans deux conditions : suite a I'action
de la protéase YMEIL en présence d'une augmentation du potentiel de membrane
mitochondrial et de la production énergétique, (Mishra et al., 2014) ou suite a I'action de la
protéase OMA1 en réponse a une chute du potentiel mitochondrial ou sous |'effet de stress
variés (Baker et al., 2014). Alors que le gene OMA1 n’est pas retrouvé dans le génome de la
drosophile, il existe un homologue de YMEIL portant le méme nom. Cependant si
I'importance d’YMEIL est bien démontrée dans la régulation de la morphogenése des crétes
mitochondriales et de I'apoptose, aucun lien direct n’a encore pu étre établi avec la régulation
d’Opal, et donc la fusion mitochondriale chez la drosophile (Qi et al., 2016). En revanche, la
capacité de Rhomboid-7 (Rho-7), une protéase mitochondriale homologue de la protéine
PARL (Preselinin-associated Rhomboid-like protease) de mammifére, a cliver Opal est bien
établi (Rahman and Kylsten, 2011).

Hormis les clivages de OPA1 qui régulent son activité, d’autres modifications post-
traductionnelles ont été mises en évidences dont les effets ne sont pas encore clairs. Ainsi il a
été mis en évidence que les lysines 926 et 931 (K926 et K931) de OPA1 étaient acétylées dans
des cellules dépourvues de SIRT3, une déacétylase connue pour son implication dans la
réponse mitochondriale aux protéines mal conformées (UPR™).. Ces acétylations
s’accompagnent d’une diminution de la fusion mitochondriale et d’'un blocage de I'activité
GTPase d’OPA1 (Samant et al.,, 2014). Ces modifications n‘ont pour le moment pas été

observées chez la drosophile.

C. Trafic mitochondrial

Bien que moins importante que les phénoménes de fission/fusion mitochondriale, la
capacité a gérer la localisation des mitochondries dans la cellule est prépondérante dans la

dynamique mitochondriale. Ces processus sont réalisés par des protéines permettant de relier

27



l Fission Key:
— Actin

A Myosin
@ DRP1

e Miro
o Milton
& Kinesin
< TAU

Figure 9. Transport mitochondrial et fission mitochondriale

Les mitochondries sont principalement transportées le long des microtubules.
Ce transport est réalisé grace au protéines Miro et Milton qui font la liaison avec
les kinésines. Quand les mitochondries sont liées a |'actine, la fission est
facilitée (gauche). Une présence élevée de TAU (droite), comme c’est le cas dans
la maladie de Parkinson, détache les mitochondries des microtubules. Cela
conduit a une augmentation de de l'actine-F, détruisant I'interaction physique
avec Drpl. Cela mene a une élongation mitochondriale et a de la
neurodégénérescence.

Issu de : DuBoff et al., 2013




les mitochondries aux microfilaments d’actine, aux filaments intermédiaires et aux
microtubules (Anesti and Scorrano, 2006).

La liaison de la mitochondrie avec les microfilaments d’actine (MF) est prépondérante
chez Saccharomyces cerevisiae. Ces MF ont un réle avéré de régulateur de la localisation et
du transport mitochondrial (Simon, Karmon and Pon, 1997). A 'inverse, chez les mammiferes,
les microfilaments ne semblent impliqués que dans les déplacements sur des courtes
distances dans les régions cellulaires plus pauvres en microtubules. Le réle de I’actine dans le
transport mitochondrial chez les eucaryotes supérieurs reste peu clair, notamment parce que
des résultats contradictoires sont présentés dans la littérature. Prenons I'exemple de la
myosine un moteur moléculaire associé aux microfilaments d'actine. Un lien entre les
mitochondries et la myosine V a pu étre établi. Dans certains types cellulaires, elle colocalise
clairement avec les mitochondries, tandis que dans d’autres types cellulaires, mitochondrie et
myosine ne colocalisent que partiellement. Cependant, le réseau d’actine est impliqué de
facon évidente dans la formation des points d’échanges de membranes entre le RE et la
mitochondrie et dans le processus apoptotique (Yi, Weaver and Hajndczky, 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 a déclencher
la fission mitochondriale. Cette implication est présentée dans la figure 9.

Les filaments intermédiaires (Fl) forment des structures plus stables et sont fortement
impliqués dans la résistance mécanique des cellules et des tissus. La composition de ces Fl va
varier d’un type cellulaire a l'autre. Leur capacité a réguler le trafic et la localisation
mitochondriale reste, pour le moment, assez obscure. Le role de la Desmine, une protéine
capable de former des Fl 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 réle dans les modifications de la morphologie mitochondriale induites par la
protéine anti-apoptotique Bcl-2. Enfin, dans certaines cellules, la trichoplein, une protéine
associée a la kératine, se lie avec la mitofusine pour permettre I'ancrage de la mitochondrie
au réseau de Fl (Silvander et al., 2017).

Pour finir, le réseau le plus important dans le trafic mitochondrial intracellulaire chez
les eucaryotes supérieurs, est le réseau de microtubules (MT). Dans I’étude des mouvements
mitochondriaux, que ce soit dans les axones notamment, ou dans le contexte de la mitophagie

(sujet abordé plus tard), un grand nombre d’études a mis en évidence I'utilisation du réseau
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de MT. Ce réseau tres dynamique est constitué d’hétéro-dimeres formé d’a-tubuline et de
B-tubuline. Ces microtubules servent de structures pour le déplacement des protéines
motrices comme les kinesines (allant vers I'extremité la plus dynamique ou “+”) et les

nn

dynéines (allant vers I'extrémité la plus stable ou ”-”). Ainsi, des membres des familles 1 et 3
des kinésines sont impliqués dans le transport des mitochondries. Cette activité est permise
par leur interaction avec des protéines présentes a la mitochondrie. Par exemple, la protéine
Milton, d’abord découverte chez la drosophile, est impliquée dans la formation d’un complexe
nécessaire a |'établissement du lien avec les kinésines. Miro est la deuxieme protéine

essentielle a ce complexe (Hollenbeck and Saxton, 2005).

d. Biogenese des mitochondries

Le processus de biogénése est nécessaire pour augmenter le pool mitochondrial de
maniére controlée dans des conditions de croissance cellulaire, de division cellulaire ou de
renouvellement mitochondrial. Ainsi, il a été mis en évidence la régulation des mécanismes
de biogénése mitochondrial par des activateurs de transcription centraux : PGC-1 a et B
(Peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) gamma coactivator 1 a et B). PGC-1 a
interagit notamment avec les récepteurs NRF1 et 2 au niveau du noyau pour aller réguler
positivement la transcription de génes impliqués dans le renouvellement du pool
mitochondrial. C'est le cas par exemple des genes codant les mitofusines décrites
précédemment (Liesa et al., 2008; Martin et al., 2014). On retrouve un orthologue de pgc-1
chez D. melanogaster, spargel. Les modifications transcriptionnelles induites par PGC-1 vont
mener a une augmentation de I'activité des mitochondries et seront méme favorable a une
augmentation de la longévité des organismes comme la drosophile, puisque la surexpression
de PGC-1 entraine une augmentation de la longévité (Rera et al., 2011) tandis que son

inhibition dans les neurones de souris entraine de la dégénérescence (Cui et al., 2006).

e. Maintien de l'intégrité et contrble qualité

En plus de son role dans I'augmentation de la quantité de mitochondries lors de la
division cellulaire, la biogénése mitochondriale est importante pour le renouvélement des
mitochondries déja existantes. Ce processus est essentiel pour garantir le bon fonctionnement
du réseau mitochondrial. En effet, de par le phénoméne de respiration, cet organite est

particulierement sujet a I'accumulation d’'EAO qui par leurs propriétés oxydantes peuvent
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altérer le contenu mitochondrial et conduire a I'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 étre moins efficace pour répondre aux besoins de la
cellule en énergie. Une moindre efficacité de la chaine respiratoire peut conduire a une
augmentation de son activité ce qui se traduit par une augmentation des EAO libérées et donc
par l'installation d’un cercle vicieux, dans lequel plus il y a d’EAQ, plus il y a de dommages au
niveau de la chaine respiratoire, plus celle-ci est sollicitée et plus d’EAO sont produits, etc. Les
EAO ne restent, bien évidemment, pas cantonnés a la mitochondrie et vont pouvoir détériorer
le reste de la cellule. La modification de I’ADN, en particulier, est tres critique pour la cellule
car les altérations ainsi induites peuvent étre a I'origine de la survenue de mutations et parfois
d’un développement tumoral.

Afin d’éviter ces situations extrémes, des mécanismes de maintien de l'intégrité
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
dégradation de mitochondries entieres (mitophagie) voir méme, déclencher 'apoptose. Le
chapitre suivant s’intéresse a ces mécanismes de protection intégrés au fonctionnement

mitochondrial.

i) L’UPR mitochondriale

Alors que de nombreuses protéines sont adressées et importées a la mitochondrie
pour y étre maturées et assemblées, I'accumulation de protéines mitochondriales n’ayant pas
leur conformation normale peut conduire a un stress protéotoxique. L’accumulation de
protéines mal conformées dans la mitochondrie peut conduire au déclenchement d’'une
réponse appelée UPR™ (mitochondrial unfolded protein response). Chez le nématode, la
protéine ATFS-1 (Stress-activated transcription factor) est physiologiquement importée a la
mitochondrie ou elle est dégradée constitutivement par la protéase LON. En cas de stress
protéotoxique, cette importation est altérée et ATFS-1 peut alors étre adressée au noyau ou
elle active de la transcription de génes 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 permet |'exportation de ces
peptides dans le cytosol (Haynes et al., 2010).

Chez les mammiféres, ’lhomologue de ATFS-1 appelé ATF5 (activating transcription
factor 5) a été mis en évidence (Fiorese et al., 2016). Cette protéine se comporte de la méme
facon qu’ATFS-1. Normalement adressée a la mitochondrie, ATF5 se localise au noyau en cas
de stress mitochondrial ou elle joue un role 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 ces protéines n’a pas encore été déterminée (Melber and
Haynes, 2018). On retrouve une protéine remplissant le role de CLPP-1 nommé CLPX (Al-
Furoukh et al., 2015).

Chez la drosophile, on ne retrouve pas d’homologue des facteurs de transcription
ATF4, 5 et CHOP. De plus, CG5045, 'homologue de CLPX, n’a pas été associé a I'UPR™
(Matsushima et al., 2017). En revanche, la perte et la surexpression du géne codant pour la
protéine chaperonne mitochondriale TRAP1 induisent une augmentation de la transcription
des genes hsp60, mthsp70 et cg5045 dont les homologues chez le nématode sont associés a
I"UPR™, Les mécanismes, permettant a TRAP1 lorsqu’elle est a une dose spécifique de réguler
négativement |’expression de ces genes, ne sont pas connus (Bagqri et al., 2014).

L’étude de 'UPR™ commence a étre bien décrite chez le nématode et les mammiféres

mais reste trés flou chez la drosophile a la différence de la mitophagie.

i) Les voies de la mitophagie

Il existe plusieurs voies d’induction de la mitophagie. La plus importante et la mieux
décrite est dépendante de I'action des protéines PINK1 et PARKIN. Dans certains contextes
cellulaires particuliers, il existe d’autres voies d’inductions impliquant NIX et BNIP3 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 a la présence de mitochondries
endommagées (Liicking et al., 1998; Valente et al., 2001). En absence de PARKIN ou de PINK1,
les mitochondries, normalement éliminées par un mécanisme d’autophagie, sont conservées

ce qui conduit a une accumulation d’EAO mitochondriales.
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Figure 10. Organisation des domaines de PINK1 et Parkin humaines.

(@) PINK1 posséde une séquence d’adressage mitochondrial a I'extrémité N-
terminale (MTS), une séquence transmembranaire en hélice a (TM) et un
domaine Ser/Thr kinase (Kinase). F104 est un résidu N-terminal alternatif
généré en cas de clivage par PARL. S228 et S402 sont des sites
d’autophosphorylation.

(b) Parkin contient un domaine N-terminal ressemblant a I'ubiquitine (UBL),
trois domaines RING et un domaine IBR. S65 est un site de phosphorylation
pour PINK1. C431 est le centre catalytique de I'activité ubiquitine ligase.

Issu de : Eiyama and Okamoto, 2015



(@)  PINK1

PINK1 (PTEN-induced putative kinase 1) a initialement été identifié comme un géne
présentant un profil d'expression modifié dans des cellules cancéreuses exprimant une copie
exogene du géne 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 séquence d’adressage mitochondrial en N-terminal,
un domaine transmembranaire, un domaine kinase a Sérine/Thréonine hautement conservé
et un domaine C-terminal d’auto-régulation. L'importation de PINK1 dans la mitochondrie se
fait a travers la machinerie d’import général comprenant les complexes 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
mitochondrial tandis que PARL clive son domaine transmembranaire dans ['espace
intermembranaire (Jin et al., 2010; Deas et al., 2011; Greene et al., 2012). Suite a ces deux
évenements, 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
tres faible (Yamano and Youle, 2013). Le peu de PINK1 qui est importée dans les mitochondries
est capable de phosphoryler des protéines de I’espace intermembranaire telles que
HTRA2/0Omi (PARK13), TRAP1 (TNFR-associated protein 1), une chaperonne mitochondriale
ou NDUFA10, une sous-unité du complexe | de la chaine respiratoire. Ces phosphorylations
sont nécessaires a leur bon fonctionnement (Plun-Favreau et al., 2007; Pridgeon et al., 2007;
Morais et al., 2014). Il a d’ailleurs 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).

L'import de protéines, donc de PINK1, dans la mitochondrie nécessite un gradient de
protons. En absence de ce gradient, cette importation est fortement inhibée. Ainsi, PINK1 est
accumulée a la MEM. Elle est alors capable de s’auto-phosphoryler sur 3 résidus (Ser228,
Thr257 et Ser402) pour s’auto-activer (Kondapalli et al., 2012; Okatsu et al., 2012; Aerts et al.,
2015). Cette stabilisation par auto-phosphorylation est accompagnée par la formation d’un
complexe multimerique de 700kDa comprenant la machinerie TOM (Narendra et al., 2010;

Becker et al., 2012; Lazarou et al., 2012; Okatsu et al., 2012).
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Figure 11. Description de la structure et du fonctionnement de Parkin

(a) La structure de domaines de Parkin. La similarité entre les structures
tertiaires du domaine UBL et de I'ubiquitine y est aussi présenté.

(b) Modele actuel du mécanisme moléculaire conduisant a I'activation de Parkin
dans les mitochondries dépolarisées.

(c) Effet de la phosphorylation de Parkin et de l'ubiquitine phosphorylé en
Ser65 sur I'accessibilité du site catalytique de Parkin.

Issu de : Matsuda et al., 2016



(b) Parkin

La protéine Parkin, codée par le gene 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-méme. (Sarraf et al., 2013; Spratt,
Walden and Shaw, 2014) (Figure 11). Associée a des co-enzymes spécifiques, Parkin ajoute
une ubiquitine (Ub), de 76 acides aminés, aux résidus Lysine de ses substrats (y compris
I"'ubiquitine elle-méme). Lorsque ce cycle est enchainé plusieurs fois de suite, en résulte
I’allongement de la chaine poly-Ub. En fonction de la localisation de la liaison sur I'ubiquitine
ciblée pour 'allongement de la chaine, des évenements différents sont induits. La structure
de Parkin consiste en un domaine N-terminal ressemblant a I'ubiquitine (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 géne impliqué dans les maladies
de Parkinson familiales. Initialement Parkin fut identifiée comme une E3 ubiquitine-ligase
classique de type RING qui dirige I'interaction entre I’'enzyme de liaison de I'Ub de type E2 et
le substrat indépendamment d’une interaction directe avec I'ubiquitinell a été démontré plus
récemment que Parkin a un résidu Cystéine catalytique dans son domaine RING2 qui forme
un thioester transitoire avec l'ubiquitine 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 a sa re-classification comme un membre de la famille
de type RBR des E3 Ub-ligase qui s’auto-inhibe a travers plusieurs interactions
intra-moléculaires (Spratt, Walden and Shaw, 2014).

L’étude de la structure inactive de Parkin a fourni une image compléete de son mode
d’auto-inhibition (Wauer and Komander, 2013). Outre I’extrémité 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
RINGO s’interpose entre RING1 et RING2 et, de cette facon, couvre le résidu Cys431. Il en
résulte une séparation spatiale entre les sites actifs des enzymes E2 et Parkin, ce qui empéche
le transfert de l'ubiquitine. En effet, les mutations ciblant les régions auto-inhibitrices
I'activent et augmentent son auto-ubiquitination (Trempe et al., 2013). En se basant sur sa

structure fermée, il est apparu que Parkin doit étre activée et effectuer des réarrangements
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Figure 12. Mode d’action de PINK1 et Parkin.

PINK1 est dégradée constitutivement par une protéase présente a la membrane
interne mitochondriale. Quand la mitochondrie est endommagée au point de
perdre le potentiel de membrane interne, I'importation de PINK1 n’est plus
provoquée. Elle est accumulée a la membrane externe mitochondriale lui
permettant d’exercer son activité de kinase. Elle phosphoryle (P) notamment la
mitofusine  MARF qui permet le recrutement Parkin. Parkin est alors
phosphorylée par PINK1, ce qui débloque son activité ubiquitine(Ub)-ligase. Elle
ubiquitine alors une grande variété de protéines de la membrane externe
mitochondriale dont MARF. Cette ubiquitination entrainant la dégradation de
MARF par le protéasome, la fission mitochondriale est favorisée. De plus,
'ubiquitine présentée par de nombreuses protéines de la surface
mitochondriale entraine la reconnaissance de la mitochondrie par la machinerie
d’autophagie.



majeurs pour obtenir son activité enzymatique d’E3 Ub-ligase (Caulfield et al., 2014; Caulfield,

Fiesel and Springer, 2015).

(c) Modes d’action dans la mitophagie

Quand la forme longue de PINK1 est stabilisée a la MEM des mitochondries
endommagées, son domaine a activité kinase est tournée vers le cytosol. Plusieurs protéines
impliquées dans la modulation de la dynamique mitochondriale et I'apoptose ont été
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 suggérent que la phosphorylation de Parkin relache sa structure auto-inhibitrice
et initie I'ouverture de sa conformation. Cela débouchera sur son activation enzymatique
(Caulfield et al., 2014).

De plus, PINK1 a été récemment identifié comme la premiére kinase, phosphorylant
capable de phosphoryler I'ubiquitine 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 méne au relachement du domaine auto-inhibiteur UBL
(Okatsu et al., 2015; Sauve et al., 2015; Wauer et al., 2015). De cette fagon, la phosphorylation
de Parkin est facilitée, ce qui cause plusieurs réarrangements structuraux majeurs dont
découlera une dé-répression de l'activité enzymatique et le maintien d’une conformation
active (Kazlauskaite et al., 2015; Kumar et al.,, 2015; Yamano et al., 2015). Les deux
événements de phosphorylation effectués par PINK1 activent alors compléetement les
fonctions enzymatiques de Parkin (Figure 11).

De maniére intéressante, les ubiquitines phosphorylées déja liées a 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 a leur tour, amplifient I'activation de Parkin,

son recrutement et son activité E3 Ub-ligase (Ordureau et al., 2014).
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Figure 13. Modéle d’induction de la mitophagie par PINK1/Parkin.

En cas de dommages a IADN mitochondriale, d’augmentation de Ila
concentration en ROS et de dépolarisation membranaire, PINK1 est accumulée
a la surface mitochondriale. Cela permet le recrutement de Parkin présent dans
le cytosol, qui ubiquitine de nombreuse protéines présentes a la membrane
externe de la mitochondrie. L'ubiquitine sert alors de marqueur dans la
reconnaissance de la mitochondrie pour former I'autophagosome. La fusion de
I'autophagosome a une vésicule lysosomale mene a la dégradation de la
mitochondrie défaillante.

Issu de : Youle et al., 2012



La voie PINK1/Parkin est un processus séquentiel régulé de maniére complexe. Elle
coordonne plusieurs aspects du controle qualité mitochondrial, fortement dépendant de
I’extension des dommages mitochondriaux. De cette facon 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 a leur fragmentation ce qui favorisera également leur
incorporation dans les autophagosomes, des vésicules spécifiques a I'autophagie. Celles-ci
fusionneront avec les lysosomes, des vésicules contenants des enzymes a méme de dégrader
tous les éléments contenus dans les autophagosomes. Les protéines Miro-1 et -2 sont d’autres
substrats de Parkin impliquées dans les déplacements mitochondriaux. Elles permettent la
liaison entre les mitochondries et les microtubules via les protéines motrices kinésines. La
dégradation de ces protéines méne a l'inhibition des mouvements mitochondriaux 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 a la
dégradation restent incomprises. De maniére intrigante, des liaisons de chaines poly-Ub aux
topologies d’assemblage distinctes ont été identifiées selon les substrats suggérant une
régulation plus complexe des protéines ubiquitinylées par des chaines topologiquement
diverses (Swatek and Komander, 2016). L’accumulation d’ubiquitine phosphorylé en Ser65 sur
des protéines situées a la surface de la mitochondrie permet le recrutement des récepteurs
impliqués dans I'autophagie. Des protéines comme I'OPTN (Optineurine) et NDP52 (nuclear
dot protéine 52) se lient aux chaines poly-Ub. Ces protéines sont alors capables de recruter
des récepteurs de l'autophagie comme LC3 (light chain 3) (Lazarou et al., 2015). La
reconnaissance de ces mitochondries par les autophagosomes conduit a leur mitophagie
(Figure 13).

Les études récentes identifient un réle 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
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Figure 14. Autres voies mitophagiques.

(a) BNIP3 et NIX sont activées en réponse respectivement a I'hypoxie et a la
maturation des reticulocytes. Ces récepteurs de la mitophagie lient
directement LC3 grace a un domaine LIR et induisent le recrutement et la
formation de la membrane d’isolation pour former 'autophagosome.

(b) La phosphorylation par Src et CK2 induit l'inactivation de FUNDC1. La
déphosphorylation par PGAM5 permet la liaison de LC3 menant a la
mitophagie.

Issu de : Bernardini et al., 2017



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 gene impliquée dans I'autophagie (Vincow et al., 2013). Cela suggére
un mécanisme de renouvellement des protéines mitochondriales indépendant de Ia
mitophagie qui pourrait participer a la dégradation de composants mitochondriaux. Les MDVs
transportent sélectivement, grace a I'action de protéines cargo, de lipides oxydées depuis les
mitochondries vers les peroxisomes (Braschi et al.,, 2010). D’autres protéines cargo
permettent I'adressage 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 géne (VPS35 aussi appelé PARK17) est lié a certaines formes autosomales
dominante de la maladie de Parkinson. L'expression de VPS35 chez la mouche supprime
d’ailleurs le phénotype associé a 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 entieres, Parkin
joue aussi un role dans la biogenése mitochondriale. En effet, in vitro Parkin est capable
d’ubiquitiner PARIS (ZNF746) qui est un répresseur transcriptionnel de PGC1- a. L’activité
basale de Parkin est suffisante pour adresser PARIS au protéasome (Shin et al., 2011) facilitant
alors I'expression de PGC-1a (Wu et al., 1999). Ainsi, la perte de Parkin peut contribuer a la
mort cellulaire en empéchant la biogenése mitochondriale(Stevens et al., 2015). Enfin, suite a
un stress génotoxique a I'étoposide, Parkin s’oppose a la translocalisation de Bax a la
mitochondrie. Cela pourrait étre di a une ubiquitination directe de Bax par Parkin (Johnson
et al., 2012). De plus, lors d’'une perte de potentiel de membrane, la surexpression de Parkin
induit une suppression du phénotype mitochondriale défectueux et est capable d’inhiber

I’'apoptose dépendante de Bax (Pascucci et al., 2016).

B) Autres voies de mitophagie indépendantes de

PINK1/Parkin

Dans d’autres cas, la mitophagie n’est pas la dans un but de traitement des
mitochondries déficientes mais fait partie d’un processus normal de différenciation cellulaire.
C’est le cas par exemple lors de la formation des érythrocytes. La formation des globules
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 fonction serait d’étre un récepteur spécifique de la mitophagie
(Schweers et al., 2007; Sandoval et al., 2008). NIX est localisé a la MEM et contient un motif
WXXL-like du coté du cytosol qui peut se lier a LC3 et son homologue GABARAP (GABA
receptor-associated protein), in vitro et in vivo (Novak et al., 2010). Il n’existe pas d’homologue
du gene codant cette protéine chez S. cerevisiae, C. elegans et D. melanogaster (Figure 14).
D’autre voies de la mitophagie existent mais sont moins étudiées que celles vues
précédemment. FUNDC1 (FUN14 domain-containing protein 1) a été identifié comme un
récepteur de I'autophagie impliqué dans la réponse a I’hypoxie (Liu et al., 2012) (Figure 14). ||
est présent a la MEM ou il est notamment régulé par PGAMS5 (Phosphoglycerate mutase
familly member 5) (Chen et al., 2014). De plus, la cardiolipine, un lipide mitochondrial est
capable d’interagir directement avec LC3 en cas de dommages mitochondriaux (Chu et al.,
2013; Kagan et al., 2016). Enfin, les Ub-ligases Smurf-1 (SMAD specific E3 ubiquitin protein
ligase 1), Gp78 et Mull (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).

iii)  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).

L'activité de Parkin est elle-méme modulée par plusieurs enzymes du systéme
d’ubiquitination. En effet, I'action d’enzymes E2 de conjugaison de I'Ub a été mise 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
I’activation et la translocalisation de Parkin tandis que UBE2R1 a un réle d’inhibiteur (Fiesel et
al., 2014). Par ailleurs d’autres 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 gene PARK15.
Cette protéine participe au maintien de I'intégrité mitochondriale en interagissant avec PINK1
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 |'action de Parkin en enlevant les

Ub conjuguées par celle-ci. Ainsi, ont été identifiés USP30 (ubiquitin specific peptidase 30)
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(Bingol et al., 2014) et USP15 (Cornelissen et al., 2014), capables de cliver les chaines poly-Ub
présentes a la surface mitochondriale. A I'inverse, USP8 permet de lever I'inhibition de Parkin
elle-méme en enlevant les Ub inhibitrices de celle-ci (Durcan et al., 2014).

Pour finir, d’autres régulateurs de la voie PINK1/Parkin sont en lien avec I'apoptose et
I'autophagie. Par exemple, Ambral (activating molecule in Beclinl-regulated autophagy) est
une protéine capable de stimuler I'activité du complexe PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase)
de classe Il qui est essentiel a formation de nouveaux phagophores. Ambral interagit
physiquement avec Parkin au cours du processus d’initiation de la mitophagie (Van Humbeeck
et al., 2011). D’ailleurs, Beclinl, une protéine participant a la formation de vésicules, en
interagissant avec PINK1, joue un role dans le processus autophagique (Michiorri et al., 2010).
De plus, il a pu étre mis en évidence le role de protéines de la famille Bcl-2 dans la mitophagie.
Ainsi, certains membres anti-apoptotiques de cette famille inhibe la translocation de Parkin a
la membrane des mitochondries dépolarisées tandis qu’elle est augmentée par les protéines
BH3-only (Hollville et al., 2014).

Enfin, des résultats récents montrent I'expression de microARNs lors d’évenements
importants de mitophagie. Ceux-ci ont un effet répresseur sur la traduction de PINK1 induisant
donc un boucle de controle négatif (Kim et al., 2016).

Suite a I'accumulation de récepteurs activés de la mitophagie, LC3 et les membres de
la famille GABARAP lient et promeuvent la formation d’autophagosomes de concert avec de
nombreux autres récepteurs a l'autophagie incluant le complexe d’initiation de I'autophagie
ULK1 (Unc-51-like kinase 1) et le complexe ATG12-ATG5-ATG16L. S’en suit le gonflement de
la mitochondrie, I'autophagosome fusionne avec un lysosome permettant un nettoyage
protéolytique a faible pH de mitochondries endommagées (Lamb, Yoshimori and Tooze,

2013).

B. L’Apoptose

1. Généralités

La biologie, comme son nom I'indique, s’est longtemps contentée de |’étude du vivant.
Les travaux conduits par Mathias Jakob Schleiden, Theodor Schwann et Rudolf Carl Virchow
au XIXéme siécle ont défini la cellule comme unité du vivant mais aussi montré que toutes les

cellules surviennent a partir de cellules préexistantes. Le destin cellulaire est alors pour la
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Figure 15. Les voies de mort cellulaire.

Lapoptose, I'autophagie et la nécrose présentent des processus tres différents
entre elles.
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communauté scientifique restreint a la division et a la différenciation. Bien que des
descriptions morphologiques de mort cellulaire soit proposées par la suite, il faudra attendre
notamment les travaux de Lockshin en 1965 pour que la notion de mort cellulaire
programmeée émerge suite a son observation au cours des processus de métamorphose des
insectes (Lockshin and Williams, 1965). Un type de mort cellulaire programmée sera nommé
« apoptose » pour la premiére fois par Kerr en 1972 du grec ancien « amonTOC10 » CE qui
évoque la chute des feuilles en automne, soit une mort nécessaire et prédestinée faisant
partie d’'un cycle. Ici, ce terme s’applique a une mort cellulaire particuliere sur le plan
morphologique puisqu’elle aboutit a la formation de corps apoptotiques conservant une
membrane imperméable et contenant les restes du noyau, des constituants du cytoplasme et
méme des organites relativement préservés (Kerr et al., 1972). Ces corps apoptotiques sont
alors phagocytés et dégradés par les cellules environnantes. Cette mort cellulaire est
« propre » en comparaison a la nécrose qui est I'autre mort cellulaire (non programmeée) déja
connue a I'époque et qui peut entrainer des réactions inflammatoires tres fortes.

Dans la foulée, un troisieme type de mort cellulaire est décrit : '« autophagie »
(Schweichel and Merker, 1973). Ce terme signifiant « se manger soi-méme » désigne une mort
cellulaire un peu particuliere puisqu’elle constitue, dans un premier temps, un mécanisme de
survie en réponse a un stress di a des carences. Ces carences vont entrainer la formation de
vésicules a doubles membranes dans le cytoplasme dans lesquelles sont accumulés des
constituants cellulaires. Ces vésicules, les autophagosomes, vont fusionner avec des
lysosomes ce qui entrainera la dégradation de leur contenu. Cette auto-digestion va
permettre a la cellule de libérer des substrats qui pourront alors servir a pallier les besoins les
plus urgents. Cependant, dans certains cas, une activation anormale de l'autophagie peut

enclencher un processus de mort associé a I'autophagie (Figure 15).

2. ROles physiologiques

L'apoptose est un processus de mort cellulaire trés conservé au cours de I'évolution.
Elle joue un réle essentiel dans de nombreuses fonctions des organismes pluricellulaires. Les
premiéres avancées dans sa compréhension furent permises par les recherches du laboratoire
de Robert Horvitz sur le nématode Caenorhabditis elegans dés les années 1980. Ces
recherches permirent d’identifier des genes impliqués dans le déclenchement de morts

cellulaires programmées pour certaines cellules au cours du développement de I'organisme
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Figure 16. Role de I'apoptose dans l'optimisation de la population tissulaire.
En exemple ici, azot permet une sélection au niveau tissulaire des cellules les
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qui se traduirait par une meilleure survie de l'organisme entier.
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(Ellis and Horvitz, 1986). Par ailleurs, au cours de la morphogénése d’organismes plus
complexe, I'apoptose est impliquée dans I'élimination des tissus interdigitaux au cours du
développement embryonnaire et feetal (Lindsten et al., 2000). On la retrouve aussi fortement
impliquée dans le remaniement des organes de la mouche au cours de sa métamorphose.
Cette derniere a d’ailleurs permis de nombreuses avancées dans le champ de I'apoptose. En
effet, la disparition des glandes salivaires de la larve requiére a la fois I'apoptose et la mort
par autophagie (Jiang, Baehrecke and Thummel, 1997; Berry and Baehrecke, 2007).

L’homéostasie tissulaire est aussi un processus dans lequel I'apoptose joue un role
prépondérant. Ce processus vise a 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 a déclencher leur propre apoptose lorsqu’elles sont trop
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 étre déclenchée afin de préserver I'intégrité d’un tissu. Dans ce cas, 'apoptose
peut permettre I’élimination des cellules aux caractéristiques moins optimales que leurs
voisines. Ce faisant, les cellules plus efficaces ou plus aptes a remplir les fonctions du tissu
vont pouvoir se développer d’avantage et se diviser, augmentant d’autant plus I'efficacité du
tissu tout entier. Des mécanismes de sélections ont ainsi été mis en évidence chez la
drosophile. Cette sélection se fait, suite a des échanges entre les cellules avoisinantes, par
I’action des protéines telles que dMyc et Flower (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).

Enfin, I'apoptose est un mécanisme mis en ceuvre dans I’élimination de cellules
dangereuses pour l'organisme. Des cellules infectées déclenchent I'apoptose suite a la
stimulation de la voie « extrinseque » par les lymphocytes T cytotoxiques du systéme
immunitaire les ayant reconnues comme telles. De plus, I'absence d’apoptose mene a des
pathologies extrémement graves dont les cancers. L'apoptose a ici une fonction de garde-fou :
les cellules dont le cycle cellulaire se déregle sont capables d’activer leur entrée en apoptose.
Elles préviennent de cette facon leur division incontrélée qui aboutirait sur la formation d’'une
tumeur. L'apoptose estici déclenchée par des senseurs de la cellule : les protéines de la famille
Bcl-2. Ces senseurs sont sensibles a des variations d’EAO ou a I'apparition de dommages a

I’ADN.
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Figure 17. Le cceur de la machinerie apoptotique est conservé.

Les régulateurs de I'apoptose chez Caenorhabditis elegans, Drosophila

melanogaster et les mammiferes montrent la conservation évolutive de la voie

apoptotique.

(a) Pour C. elegans, EGL-1 (homologue des protéines BH3-only) se lie a et inhibe
CED-9 (homologue de la famille Bcl-2), ce qui résulte sur la libération de
CED-4 (homolgue de Apaf-1). Ce faisant, la cellule est alors capable d’étre
éliminée par CED-3 (une caspase).

(b) Chez D. melanogaster, Reaper, Hid et Grim (RHG) entraine la dégradation
des dIAP1, libérant ainsi les caspases effectrices drICE et Dcpl. En parallele,
cela permet a Dronc (homologue de la caspase 9) d’interagir avec Dark
(homologue d’Apaf-1) pour former l'apoptosome, activateur de caspases. La
protéine p35 est une inhibiteur spécifique aux caspases effectrices.

(c) Chez les mammiferes, la balance entre les membres pro-apoptotiques et
anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 est centrale pour le devenir cellulaire.
Durant l'apoptose, les protéines BH3-only facilite un relargage du
cytochrome ¢ depuis la mitochondrie. Celui-ci se lie a Apaf-1 et donne
naissance a l'apoptosome. En paralléle, les antagonistes des IAPs comme
SMAC, HTRA2 et ARTS, se relocalisent a la mitochondrie et libérent les
caspases de leur inhibition par le IAPs. En particulier, la caspase 9 est libérée
de XIAP et activée par l'apoptosome, ce qui entraine l'activation des
caspases effectrices 3 et 7.

Issu de: Fuchs and Steller, 2015
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3. Le processus apoptotique

Comme mentionné précédemment, les premiéres études sur I'apoptose se firent chez
le nématode. Dans cet organisme, la mutation des génes egl-1, ced-3 et ced-4 induit
I'apparition de gonflements au niveau des régions dans lesquelles des cellules entrent
normalement en apoptose chez le nématode sauvage. Sera également identifié le gene ced-
9, capable a contrario d’'inhiber cette mort cellulaire (Hengartner, Ellis and Horvitz, 1992).
L'utilisation d’un organisme modele relativement simple a permis de hiérarchiser les
différents acteurs de la cascade d’activation. En se basant sur ces découvertes, les études dans
des organismes plus complexes ont montré |'évolution de ce processus avec une
augmentation notable des intervenants et systémes de régulation. Chez la drosophile, le
systeme présente I'avantage d’étre intermédiaire (Figure 17).

Nous nous restreindrons ici a la description de I’'apoptose chez la drosophile. Son étude
dans ce modele a un grand intérét pour la raison que des événements majeurs impliqués dans
I'apoptose chez les mammiféeres, notamment la perméabilisation de la membrane
mitochondriale et le relargage du cytochrome ¢ semblent avoir une importance moindre. Ce
modele peut donc permettre d'étudier d'autres évenements, plus difficilement accessibles

chez les mammiferes.

a. Les caspases

Comme indiqué plus haut, les principaux effecteurs de |'apoptose sont les caspases
(Figure 18). Ces protéases sont produites constitutivement par les cellules mais sont
accumulées sous une forme inactive appelée pro-caspases. Leur activation nécessite leur
clivage au niveau de résidus aspartate. Les caspases appelées « initiatrices » possédent un
long prodomaine et sont recrutées par des protéines adaptatrices au sein de complexes
d’activation. Ces plateformes offrent une grande proximité entre les pro-caspases ce qui
entraine leur homodimérisation. Elles s’auto-activent alors par leurs clivage réciproques,
I'activité du domaine pro-caspase étant suffisante. Une fois les caspases initiatrices
opérationnelles, elles clivent les caspases « effectrices » qui sont, pour leur part, déja
assemblées en dimeéres. Les dimeres actifs de caspases effectrices clivent alors plus de 400
substrats différents (LUthi and Martin, 2007). Certains d’entre eux sont associés aux

changements morphologiques observés au cours de I'apoptose comme le bourgeonnement
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de la membrane, la fragmentation de I’ADN et la formation des corps apoptotiques (Taylor,
Cullen and Martin, 2008).

Les événements de la cascade d’activation des caspases sont assez bien décrits chez
les mammiféres. 18 caspases y ont été identifiés, certaines étant associées a I'apoptose et
d’autres ont un réle dans la réponse inflammatoire (Kumar, 2007; Eckhart et al., 2008). Chez
la drosophile, c’est 7 caspases qui ont été identifiées. Les études génétiques ont bien établi
gue 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 mammifére, initiatrice dans la voie intrinseque. Ce domaine
lui permet d’interagir avec Dark/Ark, un homologue de APAF-1 (apoptotic protease-activating
factor 1). Ainsi, elle s’active et ces protéines forment ensemble une plateforme d’activation
de caspase, communément appelée « apoptosome » (L Dorstyn et al., 1999). L’apoptosome
peut alors activer les caspases effectrices drlCE (Drosophila Interleukin-1B-Converting
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 posséde, 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
mammifére lui permettent d’interagir avec la protéine adaptatrice dFADD (Drosophila Fas-
associated death domain). Mais contrairement a la caspase- 8 qui a un rdle essentiel dans la
voie extrinseque de I'apoptose, Dredd semble étre principalement impliquée dans 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 a NF-KB (Stoven et al., 2003).

Strica ressemble, de par la présence d’un long pro-domaine, a une caspase initiatrice.
Pourtant, I'absence de domaines CARD ou DED dans ce pro-domaine et sa richesse en
sérine/thréonine la rendent atypique (Doumanis et al., 2001). Son étude semble indiquer un
role dans I'apoptose développementale de certains organes en particuliers comme, par
exemple, les glandes salivaires (Leulier et al., 2006). De plus, on observe une redondance
fonctionnelle avec Dronc dans I'apoptose ayant lieu au cours de I'ovogénése (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.
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Figure 19. La structure en domaines des IAPs de drosophile et humaines.

Les IAPs sont caractérisées par la présence d’au moins un domaine BIR et
beaucoup contiennent un domaine RING qui est toujours situé a I’'extrémité C-
terminale. Les protéines BRUCE et dBRUCE posseédent un domaine UBC au lieu
d’un domaine RING. Enfin, on note la présence d’un domaine CARD (caspase
recruitment domain) dans les c-IAP1 et c-IAP2 humaine.
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Les quatre caspases restantes de drosophile (drICE, Dcp-1, Decay et Damm) ne
possedent pas de long pro-domaine et sont donc assimilées a des caspases effectrices. drICE
est le principal effecteur de I'apoptose chez la drosophile et est un analogue fonctionnel de la
caspase-3 de mammifere (Fraser and Evan, 1997; Fraser, McCarthy and Evan, 1997). Les
mutants nuls de drice présentent une forte diminution de I'apoptose mais n’ont pas des
phénotypes aussi sévéres que les mutants nuls pour dronc (Kondo et al., 2006; Muro et al.,
2006). De plus, drICE joue un réle dans I'individualisation des spermatides (Kondo et al., 2006).
Dcp-1 est un homologue fonctionnel de la caspase-3 et de drICE. Pour autant, il semble moins
important que cette derniére, les mutants ne présentant pas de phénotypes forts particuliers.
Cependant les doubles mutants drice/dcp-1 montrent une inhibition de I'apoptose plus
importante que les mutants simples de drice. Ce phénotype est proche de celui observé chez
les mutants de dronc (Xu et al., 2006). Nous avons donc une caspase initiatrice principale
Dronc qui clive principalement la caspase drICE avec une redondance grace a Dcp-1. Ainsi
activées, ces caspases effectrices clivent leurs substrats (Hawkins et al., 2000).

Enfin, les deux derniéres caspases a court pro-domaine, Decay et Damm, n’affichent
pas de grande utilité dans I'apoptose développementale (Loretta Dorstyn et al., 1999; Harvey
et al., 2001). Decay est fortement exprimée au cours de la mort cellulaire de I'intestin larvaire
mais le knockdown ou l'inhibition du géne la codant n'affecte pas ce processus (Denton et al.,
2009). Son réle dans ces cellules reste a élucider mais les indices laissent a penser qu’elle
aurait un réle redondant vis-a-vis de la voie apoptotique classique (Leulier et al., 2006). Le réle
de Damm semble réduit, pour sa part, a I'organisation de I'ceil mais son importance dans

I'apoptose reste a démontrer (Leulier et al., 2006).

b. Les IAPs (Inhibitors of Apoptosis)

Les protéines de la famille IAP sont caractérisées par la présence d’un a trois motifs
spécifiques en tandem d’environ 70 acides aminés appelés BIRs (Baculovirus IAP repeat)
localisés a I'extrémité N-terminal de la protéines (Birnbaum, Clem and Miller, 1994) (Figure
19). Ces BIRs sont principalement constituées d’un motif riche en Cys/His interagissant avec
un ion zinc. Cela leur permet d’obtenir deux types de structures tertiaires, spécifiques a un
type d’interaction chacun. Les BIRs de type | se lient a un certain nombre de protéines
principalement impliquées dans les voies de signalisation cellulaire (Samuel et al., 2006; Lu et

al., 2007; Mace et al., 2010). Les BIRs de type Il forment un sillon hydrophobe de surface se
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liant a 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.
L’exposition des IBMs étant nécessaire a la reconnaissance et a la liaison par les BIRs, les IAPs
ne peuvent interagir qu’avec des caspases activées (Liu et al., 2000; Srinivasula et al., 2001).

Le second motif conservé important pour I'activité anti-apoptotique des IAPs est le
domaine RING en doigt de zinc C-terminal. Ce domaine a activité E3-ubiquitine ligase permet
la conjugaison covalence a une lysine d’une protéine ciblée, d’'une protéine NEDDS8 (neural
precursor cell expressed developmentally downregulated protein 8) ou d’un Ub (ubiquitine)
seul ou en chaine (Broemer et al.,, 2010; Zhuang et al., 2013). IAP peut d’ailleurs
s’homodimériser pour réguler elle-méme son activité (Silke et al., 2005; Rajalingam et al.,
2006). Les IAPs de mammifere présentent d’autres domaines spécifiques comme le domaine
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. L'absence de dIAP1 suffit a induire une
|étalité embryonnaire précoce du a une apoptose massive (Wang et al., 1999). De plus, dIAP1
inhibe I'apoptose induite par la surpression de Dronc ou drICE, appuyant I'idée que dIAP1 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 a son inhibition (Wilson et al.,, 2002). Les
conséquences de cette conjugaison restent encore peu clair puisque I'on a pu observer 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-ubiquitinylé dans son domaine CARD. Bien que |'utilisation de
mutants nuls hétérozygote pour diapl semble indiquer celui-ci comme responsable,
I'impossibilité de produire des mutant homozygote empéche de conclure réellement (Kamber
Kaya et al., 2017). De plus, la présence de dIAP1 permet d’induire un clivage de Dark par Dronc
elle-méme, inhibant, de ce fait, la formation de I'apoptosome (Shapiro et al., 2008). Alors que
cette inhibition de Dronc n’est pas restreinte a sa forme active, I'interaction avec drICE se
faisant grace au domaine BIR1 de type I, il est nécessaire que drICE soit clivée pour permettre

la liaison de dIAP1 (Kaiser, Vucic and Miller, 1998; Zachariou et al., 2003). drICE n’est pas la
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Figure 20. Régulation de I'activité des caspases par les IAPs chez la drosophile.
Dans les cellules vivantes, I'activité des caspases est maintenu sous controle par
I'interaction direct entre les caspase et dIAP1l. Le domaine BIR2 lie le
prodomaine de la caspase initiatrice Dronc alors que le domaine RING induit
son ubiquitination. Les caspases effectrices peuvent venir « ouvrir » la
conformation de dIAP1 en dégradant son extrémité N-terminale ce qui a pour
effet d’exposer le domaine BIR1. dIAP1 peut alors réguler ces caspases
effectrices par ubiquitination ou neddylation. Des stimuli apoptotiques
induisent I'expression des RHGs qui viennent se lier a dIAP1 pour la neutraliser.
Cette interaction facilite I'autoubiquitination et la dégradation de dIAP1.
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seule protéine a nécessiter un clivage puisque, dIAP1 aussi nécessite une coupure par drliCE
pour permettre I'exposition du domaine BIR1 (Tenev et al., 2007; Li, Wang and Shi, 2011). Le
mécanisme de régulation de drICE, lorsque I'interaction est enfin possible, reste peu clair bien
que I'implication d’'une ubiquitination ou d’'une neddylation soit proposée (Ditzel et al., 2008;
Broemer et al., 2010) (Figure 20).

dIAP2 posséde trois domaines BIRs et un domaine RING. Pour autant, elle est dédiée
au systéeme immunitaire inné, de par son interaction avec Dredd, donnant notamment a la
drosophile la capacité de résister aux bactéries gram-négatives (Huh et al., 2007; Meinander
et al., 2012). dBruce posséde un domaine BIR et un domaine UBC en C-terminal
caractéristiques des enzymes de conjugaison de I'Ub. Il est quant a lui restreint a une activité
dans la spermatogeneése, la mutation de dbruce induisant une stérilité masculine (Kaplan et
al., 2010).

Enfin, la Deterin, homologue de la Survivin de mammifére, ne posséde qu’un domaine
BIR et pas de domaine RING. Elle est exprimée tres précocement au cours du développement
de la drosophile mais son rdle n’a pour le moment pas été réellement déterminé (Jones et al.,

2000).

C. Les protéines Rpr, Hid et Grim (RHGs)

Les IAPs de drosophile sont principalement régulées par des génes localisés dans une
région tres précise du génome de drosophile. Le laboratoire de H. Steller a observé chez les
mutants présentant la délétion chromosomique H99 une perte de la faculté de déclencher
I’'apoptose au cours du développement (Abbott and Lengyel, 1991; White et al., 1994). L'étude
des mutations de hid (head involution defective) a permis de mettre en évidence une famille
de protéines capables d’induire I'apoptose en inhibant les IAPs. L’étude plus approfondie de
la région de la délétion a révélé la présence de deux autres génes a I'activité proche de hid,
rpr (reaper) (White et al., 1994) et grim (P. Chen et al., 1996). Les protéines codées par ces
génes ont un mode d’action similaire a celui de Smac (second mitochondria-derived activator
of caspases) aussi appelée Diablo, une protéine de mammifere. Elles peuvent fixer le domaine
BIR des IAPs grace a la présence d’'un domaine IBM (aussi appelé RHG dans cette famille)
localisé a leur extrémité N-terminal (Goyal et al., 2000) (Figure 21).

L'activité pro-apoptotique des protéines RHG réside dans cette interaction avec les

IAPs qui finalement empéche par compétition que les IAPs se lient aux caspases. Alors que Rpr
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Figure 21. Diagramme schématique de la régulation des RHGs au locus H99 et
carte des domaines protéiques des RHGs et de leurs homologues
mammiféres.

(a) Le locus H99 situé sur le bras chromosomique 3L contient les génes reaper
(rpr), hid, grim et sickle (skl) codant quatre antagonistes aux IAPs. Une
région de 12 kpb située en amont de la séquence de rpr est le centre
principal de régulation transcriptionnelle de rpr et hid. Il contient une région
de réponse aux irradiation (IRER) qui est un site important de fixation de p53
en cas d’apoptose induite par irradiation. Cette région est fortement régulée
épigénétiquement au cours du développement par des HDAC et des
méthylases. Les région promotrices en amont de rpr contiennent des sites
de fixation de plusieurs facteurs de transcription capable d’induire une
apoptose dépendante de JNK.

(b) La plupart des antagonistes aux IAPs contiennent une séquence IBM a leur
extrémité N-terminale. Située juste apres la méthionine, celle-ci est clivée
pour permettre I'exposition de ce domaine permettant la liaison aux IAPs.
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et Grim peuvent interagir avec les deux types de domaines BIR, Hid ne peut le faire qu’avec
un BIRs de type Il (Chai et al., 2003; Zachariou et al., 2003; Yan et al., 2004). Celle-ci ne peut
donc pas lever 'inhibition des caspases effectrices contrairement aux premiéres. En plus de
I'inhibition des IAPs par compétition, les membres de la famille RHG déclenchent I'auto-
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) arécemment été mise en évidence pour son réle dans le clivage de dIAP1
(Hwangbo et al., 2016). L’action des RHGs passe aussi par une inhibition générale de la
traduction qui empéche notamment la néo-synthése des IAPs tout en affectant peu les
caspases qui sont déja la en attente d’activation (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, (Hernandez et al., 2004; Vazquez-
Pianzola et al., 2007).

Rpr et Grim possedent par ailleurs un motif commun appelé GH3 (Grim helix 3)
(Claveria et al., 2002). Ce domaine est nécessaire a I’activité pro-apoptotique de ces protéines
et est méme suffisant pour induire de I'apoptose. De plus, il permet une localisation
mitochondriale de Rpr et Grim. Cette localisation est essentielle dans leur activité. Hid, qui ne
possede pas GH3, présente tout de méme une séquence de localisation mitochondriale a son
extrémité C-terminal (Sandu, Ryoo and Steller, 2010).

Les trois génes, de cette famille de la méme famille, présentent une faible similarité de
leur séquence. Cela se traduit d’ailleurs par une faible redondance fonctionnelle. Les
domaines RHG sont méme fonctionnellement différents, le remplacement de celui de Grim
par celui de Rpr, par exemple, ne permettant pas a Grim d’induire efficacement I'apoptose
(Wing, Schwartz and Nambu, 2001). Cette spécificité est d’ailleurs observée dans I'apoptose
de certains tissus comme celle des cellules inter-ommatidiales de I'ceil en développement (Yu
et al., 2002) ou des cellules polaires au cours de I'ovogenese (Khammari et al., 2011). Cela
n‘empéche pas que leur activité combinée soit nécessaire a l'apoptose d’autres types
tissulaires (Robinow, Draizen and Truman, 1997; Wing, Schwartz and Nambu, 2001).

Il existe d’autres membres de la famille RHG qui furent découverts plus tard et dont le
mode d’action est bien moins décrit. Sickle, Jafrac2 et dOmi/Htra2 (High temperature

requirement A2) possédent tous la séquence RHG. sickle (skl) est localisé dans la région H99
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dans laquelle sont réunis les genes RHGs décrits précédemment. Il partage avec ceux-ci la
capacité d’induire I'apoptose en inhibant dIAP1 et présente une expression régulée au cours
du développement (Srinivasula et al.,, 2002). Jafrac2 fut d’abords identifiée comme
peroxiredoxine, une protéine interagissant avec les EAO pour détoxifier la cellule (Rodriguez
et al., 2000). Outre ce domaine a activité peroxydase, la protéine posseéde une séquence
d’adressage au réticulum endoplasmique. Elle posséde toujours la capacité a induire
I’apoptose interagissant avec dIAP1 (Tenev et al., 2002). Enfin, dOmi/Htra2 est I’homologue
de la protéine de mammiféere Omi/Htra2. Elle est localisée au niveau de I'espace
intermembranaire mitochondriale. Suite a des signaux apoptotiques, elle sort de la
mitochondrie oU, tout en restant proche de la membrane, elle est capable d’inhiber dIAP1
pour induire 'apoptose (Challa et al., 2007; Igaki et al., 2007).

La régulation des RHGs est principalement transcriptionnelle. Rpr et Grim ne sont
produites que dans les cellules destinées a mourir tandis que Hid est aussi produite dans les
cellules survivantes (White et al., 1994; P. Chen et al., 1996; Robinow, Draizen and Truman,
1997; Bangs, Franc and White, 2000). En fonction de I’environnement et du développement,
la transcription de rpr et grim est stimulée, induisant ainsi I'apoptose (Robinow, Draizen and
Truman, 1997; Bergmann et al., 1998; Kurada and White, 1998; Kang et al., 2014; Arias et al.,
2015). Une régulation négative peut aussi avoir lieu au niveau post-transcriptionnel
(Brennecke et al., 2003) et post-traductionnel, dIAP1 pouvant induire I'ubiquitination de Rpr
lors de leur interaction (Olson, Holley, Yoo, et al., 2003). La protéine Hid quant a elle a son

activité controlée par la voie EGF/Ras (Bergmann et al., 1998).

d. Evénements mitochondriaux

Le réle de la mitochondrie dans I'apoptose de cellules de mammifere n’est plus a
démontrer depuis longtemps. Dans ces organismes, la voie d’apoptose intrinseque nécessite
des remaniements majeurs de la mitochondrie pour permettre le relargage d’éléments tres
importants dans le cytosol tels que le cytochrome c¢ (permettant la formation de
I’'apoptosome) et Smac/DIABLO. J'ai abordé les événements mitochondriaux induits au cours
de I'apoptose dans la partie traitant de cet organite au paragraphe (A.d).

Chez D. melanogaster, ce rOle est trés débattu au sein de la communauté. Les premiers

résultats obtenus dans I'étude de I'apoptose chez cet organisme semblent indiquer une
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Figure 22. Voie de mort mitochondriale chez la drosophile.

Le cytochrome c¢ est exposé a la surface mitochondriale en réponse a un
stimulus apoptotique. Cette exposition favoriserait la formation d’un
apoptosome a proximité de la mitochondrie. Debcl et Buffy, toutes deux
mitochondriales, jouent un role dans la mort induite par un stress. Gpo-1
(glycérophosphate oxydase-1) participe a la mort cellulaire induite par Debcl en
favorisant I'accumulation de ROS (espéces réactives de l'oxygene). Les RHG sont
recrutés a la mitochondrie en réponse au stimulus apoptotique. Cette
localisation mitochondriale accroit la capacité de Rpr d’induire la dégradation
de dIAP1. Rpr peut également altérer le potentiel de membrane mitochondriale
(AWm). En outre, Rpr favorise la fragmentation mitochondriale en inhibant la
protéine pro-fusion Marf (mitochondrial assembly regulatory factor). Debcl
induit également une fragmentation mitochondriale en interagissant avec la
protéine pro-fission Drpl (dynamin-related proteinl). Cette fragmentation
mitochondriale est requise pour une mort cellulaire efficace. Ub : ubiquitination
Issu de: Clavier et al., 2016




absence de diffusion de cytochrome ¢ dans le cytosol (Dorstyn et al., 2002; Zimmermann et
al., 2002; Means, Muro and Clem, 2006). Celui-ci semblait donc rester associé a la
mitochondrie et n’interviendrait pas dans I'assemblage de I'apoptosome (Varkey et al., 1999).
Il n'apparait donc pas nécessaire a l'apoptose comme cela avait été décrit chez les
mammiféres (Li et al., 1997). Des résultats plus récents qui vont a I'encontre de ces premiéres
observations, ont permis de mettre en évidences que certains événements mitochondriaux
sont bien communs aux mammiféres et a la drosophile bien qu’ils soient moins prépondérants
chez cette derniére et semble survenir a 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).

En fait, la mitochondrie semble d’avantage avoir une fonction de « point de
rendez-vous » pour un certain nombre de facteurs pro-apoptotique. En effet, I'activité des
protéines Rpr et Hid nécessitent une localisation mitochondriale dans le processus
d’obtention de leur activité apoptotique (Claveria et al., 2002; Olson, Holley, Gan, et al., 2003).

L'étude de I'apoptose chez la drosophile est particulierement intéressante pour ce
gu’elle apporte dans la compréhension de celle de cellules de mammifére. Le nombre de
protéines impliquées est largement moindre comparé aux mammiféres, simplifiant les
interactions entre chacune. De plus, le changement dans I'importance des régulateurs permet
la mise en évidence de phénomenes qui sont difficilement observables chez les mammiferes.
Ces simplifications permettront ensuite d’élaborer des hypothéses solides a tester chez ces
derniers. D’un point de vu plus global, la drosophile permet une approche in vivo tres utile a
la compréhension des phénomeénes de réponse d’un tissu a 'apoptose de certaines de ses
cellules. C’est ainsi que la prolifération compensatoire a pu étre mise en évidence puis étudiée

grace a la drosophile (Haynie and Bryant, 1977; Fan and Bergmann, 2008).

48



Apoptose

Figure 23. pRb est impliqué dans trois grands processus cellulaire.

Certain de ses partenaires sont impliqués dans un processus en particulier (e. g.
les CDKs pour le cycle cellulaire). D’autres sont d’avantage centraux tels que les
membres de la famille E2F.



C. Rbfl

Le géne rb est le premier géne suppresseur de tumeur a avoir été identifié chez
I'Homme. Une mutation touchant rb a ainsi été découverte dans un cas de rétinoblastome,
une tumeur intraoculaire de I'enfant mettant en jeu le pronostic vital. Par la suite, son
implication directe ou indirecte a été démontrée dans la quasi-totalité des cancers (Hanahan
and Weinberg, 2000; Sherr and McCormick, 2002; Gordon and Du, 2011; Viatour and Sage,
2011) pour lesquels une répression transcriptionnelle de rb, des mutations affectant le gene
rb directement ou des genes codant des régulateurs de rb ont été mis en évidence.
L'inactivation de la fonction de rb peut également dépendre de protéines virales (Feinberg
and Tycko, 2004).

Pour exercer son activité, pRb, la protéine codée par rb, interagit principalement avec
des protéines nucléaires capables de se lier a I’ADN. Cette interaction peut mener a une
activation ou une inhibition de I'activité de pRb (Morris and Dyson, 2001) qui régule de
nombreux processus biologiques cellulaires tels que la prolifération (Chellappan et al., 1991;
Henley and Dick, 2012), la différenciation (Korenjak and Brehm, 2005; Julian and Blais, 2015),
I’'apoptose (Hickman, Moroni and Helin, 2002) ou la stabilité génétique (Knudsen, Sexton and
Mayhew, 2006). Chacune de ces fonctions sera détaillée par la suite (Figure 23).

Le role de ce géne est donc central pour la bonne régulation du devenir cellulaire. Cela
se traduit par une trés bonne conservation de ce géne et de ses fonctions au cours de
I’évolution. La régulation de ces différentes fonctions passe par une interaction avec des
partenaires particulierement nombreux chez les mammiféres. Chez la drosophile, un
homologue de rb appelé rbf1, et des homologues codant les partenaires de la protéine pRb,
ont été mis en évidence. La drosophile en tant qu’organisme modeéle a été utilisé tant pour la
diversité des outils génétiques disponibles que pour la faisabilité des études in vivo qu'il
permet. La variété des fonctions dans lesquelles rbf1 est impliquée rend la recherche dans ce

modele particulierement intéressante, ce que confirme la littérature fournie sur ce sujet.

1. Les protéines a poches

La protéine pRb fait partie de la famille des « protéines a poche » (Figure 24). Cette

famille est constituée de trois protéines différentes chez les mammiféres : pRb, p107 et p130
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Figure 24. Les protéines « a poche ».

La famille des protéine a poche est constituée de trois membres chez les
mammiféres tandis que seulement deux sont retrouvés chez la drosophile.
Ceux-ci sont d’ailleurs plus proches entre eux que ne le sont les représentants
des mammiferes.



(Claudio, Tonini and Giordano, 2002; Dyer and Bremner, 2005; Liban et al., 2016). Les
représentant de cette famille ont en commun d’avoir un effet inhibiteur sur la progression
dans le cycle cellulaire (Cobrinik, 2005; Henley and Dick, 2012) cependant des mutations sur,
les génes codant p107 et p130 ont moins été fréquemment répertoriées. Cela fait de rb, le
géne de « protéine a poche » le plus étudié (Classon and Dyson, 2001).

Le niveau d’expression des génes codant pour ces protéines est trés variable au cours
du développement. En accord avec la premiére pathologie dans laquelle I'implication d'une
perte de fonction du géne a été démontrée, rb est fortement exprimé dans les cellules du
cristallin et les cellules ganglionnaires de la rétine avant et pendant la différenciation. On le
retrouve aussi exprimé de maniére importante au cours de la neurogeneése, de I’'hematopoiése
et de la myogenese. De son cOté, p107 est exprimé dans le cceur, le poumon, le rein et
I'intestin. Enfin, les deux génes sont co-exprimés dans le systéme nerveux central et le foie.
Pour sa part, p130 ne semble pas fortement exprimé pendant I'embryogenése quel que soit

le tissu (Jiang et al., 1997).

a. Structure protéique des protéines a poche

Les protéines a poche sont définies par la présence de deux domaines A et B
ressemblant fortement au domaine hélicoidal des cyclines (Kim and Cho, 1997; Lee, Russo and
Pavletich, 1998). Ces domaines interagissent entre eux pour former une « petite poche » (ou
« poche A/B ») fortement conservée (Claudio, Tonini and Giordano, 2002). Elle permet
I'interaction avec des partenaires comme les membres de la famille E2F et d’autres facteurs
de transcription. Ce domaine posséde aussi une forte affinité pour le motif LxCxE porté
notamment par des enzymes de remodelage de la chromatine et certaines protéines virales
comme |'antigéne T du virus SV40 (Lee, Russo and Pavletich, 1998).

pRb est une protéine de 928 acides aminés partageant des caractéristiques avec les
autres protéines a poches mais qui comporte également des spécificités. Ainsi il a été mis en
évidence a son extrémité N-ter une région appelée « RbN » permettant une liaison a une
cycline et a son extrémité C-ter, une séquence spécifique de 150 acides aminés appelée
« RbC » (Rubin et al., 2005; Hassler et al., 2007) contenant une séquence d’adressage au
noyau (NLS) (Zacksenhaus et al., 1993). Cette région RbC peut interagir avec la petite poche
pour former la « grande poche » et est nécessaire et suffisante pour inhiber le cycle cellulaire

(Qin et al.,, 1992; Hiebert, 1993). Les complexes Cycline-cyclin-dependent kinase (CDK)
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Figure 25. Interactions fonctionnelles entre les facteurs E2F/ DP et les
protéines a poche chez les mammiféres et la drosophile.

Les partenaires des protéines a poche sont plus variés chez les mammiféres que
chez la drosophile. Cette variété donne lieu a des redondances rendant I'étude
de pRb moins évidente que son homologue de drosophile, Rbf1.

Issu de : Tsuda et Lim, 2014



interagissent avec pRb grace a RbC (Adams et al., 1999). Les séquences de liaison entre les
domaines sont trés importantes pour la régulation de I'activité de pRb puisque s’y trouvent
les sites de phosphorylation ciblés par les complexes Cycline-CDK nécessaires a son
inactivation (Burke et al., 2010).

Chez D. melanogaster, Rbf1 est une protéine de 95kDa comportant 845 acides aminés.
Elle possede les domaines A et B qui permettent I'interaction avec les membres de la famille
E2F présents chez la drosophile ainsi que des domaines RbN et RbC. RbN intervient dans la
liaison avec d’autres partenaires tels que ORC2, appartenant au complexe de réplication, et
Squid, protéine de liaison aux ARNs (Ahlander, Chen and Bosco, 2008; Ahlander and Bosco,
2009). Le domaine en C-terminal ne posséde pas de séquence similaire a la séquence NLS
(Nuclear Localization Signal) présente dans pRb chez les mammiféres mais I'absence des 59
acides aminés de I'extrémité C-terminale de la protéine entraine la perte la localisation

nucléaire de celle-ci (Acharya et al., 2010) (Figure 25).

b. Mode d’action des protéines a poche

Pour remplir ses fonctions, pRb interagit avec les protéines des familles E2F et DP. Le
role de DP (Differentiation-regulated transcription factor polypeptide) est important pour la
liaison des protéines E2F a I’ADN mais n’est pas déterminant dans le type de régulation
gu’exercera le complexe sur le géne cible (Girling et al., 1993). Les trois membres appartenant
a cette famille peuvent remplir cette fonction sans qu’il ne soit observé de grande différence
d’action entre les uns et les autres.

Les facteurs de transcription de la famille E2F sont au nombre de 8 chez les
mammiféres. Ils possédent tous un DBD (DNA-binding domain) et un domaine de
dimérisation. On peut les classer en trois groupes :

Les E2F1, 2 et 3 ont une activité activatrice sur la transcription. Ces protéines
contiennent un site de liaison aux CDKs, une NLS a I'extrémité N-terminale et un site de liaison
a pRb du coté C-terminal. Elle induit notamment I'expression des genes impliqués dans la
transition de la phase G1 a la phase S du cycle cellulaire.

Les E2F4 et 5 répriment la transcription. Elles possédent un site de liaison a pRb du
cOté C-terminal mais, contrairement au premier groupe, ne possedent pas de NLS. Par contre

on trouve une NES (nuclear export signal) dans leur séquence. La formation d'un complexe
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Figure 26. Mesure de l'affinité entre les protéines a poche a les protéines E2F.

(a) La spécificité des protéines a poches vis-a-vis des facteurs de transcription
de la famille E2F peut étre mise en évidence par des expériences de titration
calorimétrique isotherme (ITC). Les graphiques représentent les mesures
ayant permis de calculer les constantes d’associations présentées en (b).

(b) Laffinité de pRb et p107 pour les protéines E2F1, -2, -3 et -4 est mesurée par
ITC et résumé dans le tableau.
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entre pRb et E2F4 ou 5 permet leur translocation dans le noyau au cours des phases GO et G1
(Mdller et al., 1997; Verona et al., 1997).

Les protéines E2F6 a 8, qui constituent le dernier groupe, fonctionnent, elles aussi,
comme des répresseurs de la transcription mais n’ont pas de site de liaison a aux protéines a
poche.

L'interaction entre pRb et les E2Fs activatrices de la transcription bloque la capacité de
ces E2F a induire I'expression de leurs cibles. Par leur interaction avec les E2F inhibitrices, les
protéines a poches permettent le recrutement d’enzymes modificatrices de la chromatine au
niveau des sites de liaison aux E2Fs pour induire le silence des génes a 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 a poche ne sont pas exactement redondantes. Alors que pRb est
capable de se lier aux facteurs E2F1 a 4, p107 et p130 se lient a E2F4 et 5. Le plus large spectre
d’interaction de pRb peut en 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 particulierement complexe de son action. De nombreuses cibles varient
en fonction de I'état prolifératif, quiescent ou sénescent des cellules. Il est pour le moment
difficile de déterminer la liste des /oci contrdlés spécifiguement par pRb (Wells et al., 2003;
Chicas et al., 2010).

Chez la drosophile, il n’existe que deux membres de la famille E2F. dE2F1 est un facteur
activateur de la transcription tandis que dE2F2 agit généralement comme un répresseur de la
transcription. Rbfl présente le méme type de fonctionnement concernant son interaction
avec dE2F1 puisque celle-ci inhibe I'activité de ce dernier en ’'empéchant de se lier a I’ADN.

pRb a un autre mode d’action permettant la répression des genes régulés par E2F :
I'induction de modifications de la chromatine affectant son organisation. Dans cette forme
d’inhibition active, la protéine induit le recrutement de complexes protéiques tels que
SWI/SNF dont I'action sur les histones va mener a des modifications de I’accessibilité a
I'information génétique. L'effet peut étre activateur si les modifications apportées induisent
un relachement de la chromatine. Dans ce cas-la, les inducteurs et les effecteurs de la
transcription auront des facilités a se lier aux genes localisés dans cette région du génome.

Pour un effet inhibiteur, les modifications apportées aux histones vont mener a une
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compaction de 'ADN. Les protéines responsables de la transcription ont alors plus de mal a
accéder aux séquences avec lesquelles elles doivent interagir.

L'interaction entre le complexe E2F/pRb 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 d’ailleurs impliquée dans I'effet inhibiteur du cycle cellulaire induit par pRb. Le
recrutement du complexe SWI/SNF passe par le recrutement de Brm ou BRG1 via leur
domaine LxCxE. Leur activité ATPase, en association a des enzymes de modification des
histones, est alors utilisée pour changer la structure des nucléosomes et compacter la
chromatine (Uchida, 2016).

L'acétylation des histones induit une décompaction de 'ADN ce qui favorise la
transcription. L'interaction de pRb avec HDAC1 (Histone deacetylase 1) induit donc une
inhibition de la transcription. Il n’est pas encore défini si cette interaction était directe ou
indirecte mais il est prouvé qu’elle requiére le domaine d’interaction de pRb avec le domaine
LXxCxE porté par HDAC (Dahiya et al., 2000; Lai et al., 2001). De maniere étonnante, il est
observé que les HDACs sont surexprimées dans de nombreux cancers. D’ailleurs, 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 a des effets indépendants de E2F/pRb
sur la survie cellulaire.

Les phénomeénes de méthylation/dé-méthylation des histones constituent un autre
moyen de réguler la structure chromatinienne. Ce mode d’action fait partie des modes
d’actions de pRb pour moduler I'activité de ses cibles. L’interaction de pRb avec Suv39h1
(suppressor of variegation 3-9 homolog 1) induit les tri-méthylation (me3) ou di-méthylation
(me2) de H3K9 (Histone H3 lysine 9). Elles sont considérées comme des marquages d’histones
a effet répresseur (« repressive histone mark ») (Rea et al.,, 2000). Ces méthylations sont
reconnues par HP1 (heterochromatin protein 1), une protéine capable, par ailleurs, d’interagir
directement avec pRb (Bannister et al., 2001; Vandel et al., 2001). Le complexe HP1-pRb
augmente alors le recrutement de Suv39h1 au niveau de I’ADN ce qui conduira a la formation
d’hétérochromatine fortement compactée (Schotta et al., 2002). Ce phénoméne est méme
renforcé par la capacité de HDAC a recruter Suv39hl et Suv39h1 lui-méme a recruter HP1

directement (Vaute et al., 2002). L’'ensemble des modifications apportées par ces protéines a
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Figure 27. Répression de la chromatine induite par pRb au cours du cycle
cellulaire.

Un complexe impliquant pRb et HDAC se lie aux promoteurs de genes spécifique
de la phase S. HDAC agit sur la chromatine environnante favorisant une
conformation fermée ce qui réprime la transcription. La phosphorylation de pRb
par les CDK entraine la dissociation du complexe. L'état de compaction de la
chromatine n’est plus maintenu et les genes sont de nouveau accessibles pour
leur transcription.
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la chromatine vont dans le méme sens : la répression de I'expression des génes situés a
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 a effet activateur (« active
histone mark »). En induisant la dé-méthylation, ces enzymes participent a la répression des
génes a proximité. Contrairement au recrutement des autres protéines impliquées dans la
modulation de la chromatine, pRb interagit avec ces protéines malgré qu’elles ne possedent
pas de domaine LxCxE. De plus, I'interaction avec LSD1 nécessite que pRb ne soit pas liée a
E2F (Chau et al., 2008). Alors que le fonctionnement de LSD1 dans la répression dépendante
de E2F-pRb reste peu clair pour le moment, I’activité de RBP2 est principalement démontrée
dans la différenciation (Lopez-Bigas et al., 2008).

Enfin, pRb interagit avec DNMT1 (DNA methyl transferase 1) qui, comme son nom
I'indique, induit la méthylation de I’ADN. Cette protéine est capable de s’associer a HDAC in
vivo (Robertson et al., 2000) ce qui révele son implication dans les événements d’acétylation
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 étre observés. Rbfl est capable
d’interagir avec dE2F2 et dMyb pour former le cceur du complexe dREAM (Drosophila RB, E2F,
and Myb) qui comprend d’autres partenaires. Ce complexe est responsable du recrutement
de HDAC au niveau des séquences ciblées entrainant la dé-acétylation des histones proches.
De cette fagon, dREAM inhibe I'expression de certaines cibles du couple dE2F2/Rbf1. Il permet
aussi le recrutement de E(Z), une méthyl-transférase qui induit la di-méthylation de la lysine
27 des histones H3 (H3K27me?2). Cette méthylation est observée sur les genes réprimés mais
semble étre indépendante de I'état d’acétylation (Lee et al., 2010). Enfin, on trouve le méme
type de méthylation de l'arginine 8 de I’histone H3 (H3K9) qui est observée chez les
mammiféres (Schotta et al., 2002) (Figure 27).

Tout d’abord identifié chez la drosophile et chez C. elegans, le complexe dREAM a aussi
été mis en évidence chez les mammiferes sous le nom de complexe DREAM ou LINC. A ce jour,
pRb n’a pas été retrouvé au sein de ce complexe a la différence des protéines p107 or p130.

Alors que chez la drosophile il semble d’avantage axé sur la régulation de génes impliqués
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dans le développement, le réle de dREAM chez ’lhomme semble centré sur la régulation du
cycle cellulaire (Georlette et al., 2007; Litovchick et al., 2007). L'importance de ces
mécanismes est bien établie dans le cycle cellulaire et moins dans la différenciation et
I'apoptose.

Au-dela de son role dans la régulation de genes spécifiques, rb est important dans le
maintien de l'intégrité de la chromatine. Un mutant dont il manque le domaine d’interaction
avec LxCxE sur pRb induit la formation de structures anormales de chromatine, une
décondensation chromatinienne et I'obtention de chromosomes « en papillon » (butterfly

chromosomes) au moment de la mitose (Gonzalo et al., 2005).

C. Mécanismes de régulation

rb est exprimé de maniéere constitutive et ubiquitaire. Ce géne posséde plusieurs sites
d’initiation et aucune « boite TATA » de régulation n’est observé dans la région promotrice.
Celle-ci est par ailleurs riche en GC permettant la fixation et I'activation de la transcription du
géne par les facteurs de transcription Spl (specificity protein 1) et ATF2 (activating
transcription factor 2) (Hong et al., 1989; Gill et al., 1994). Cette absence de zone régulatrice
forte fait de rb un gene de ménage (Claudio, Tonini and Giordano, 2002). Le produit
transcriptionnel du géne rb peut par contre étre régulé puisque certain microARNs sont
décrits pour leur capacité a inhiber I'expression de ce géene en diminuant les quantités
d’ARNm. C’est par exemple le cas des miR-106b, miR-622 ou miR-675 (Tsang et al., 2010; Cai,
Wang and Bao, 2011; Ma et al., 2015). On trouve des exemples comparables pour p130 avec
le miR-106a (Liu et al., 2013) et pour p107 avec le miR-888 (Lewis et al., 2014).

Ce sont les modifications post-traductionnelles des protéines a poche qui sont, parmi
les modes de régulations de cette famille, les mieux observées et les plus largement décrites
dans la littérature (Munro, Carr and La Thangue, 2012; Rubin, 2013). On trouve, en particulier,
de nombreux sites de phosphorylation dans la séquence de pRb. Les phosphorylations a ces
sites sont la plupart du temps inactivatrices en induisant un changement de conformation
défavorable aux interactions avec ses partenaires (Lamber et al., 2013; Rubin, 2013; Burke et
al., 2014). Chez la drosophile, les phosphorylations régulant rbf1 sont aussi bien décrites
(Zhang et al., 2014). Ces phosphorylations multiples sont nécessaires au role de pRb dans le
contréle de la progression dans le cycle cellulaire (Lundberg and Weinberg, 1998). Chacune

des formes mono-phosphorylées existantes au début de la phase G1 peut aboutir a la forme
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Figure 28. Modele pour I'inactivation fonctionnelle et la stabilisation de Rbfl

par phosphorylation.

(a) Rbfl non-phosphorylé se lie a E2F1 au niveau des domaines de
transactivation (TD) et de d’une séquence d'interaction avec son domaine C-
terminal (MB).

(b) La phosphorylation de Thréonine 356 par Cdk induit un changement de
conformation partiel qui initiera les autres évenements de phosphorylation.

(c) Quand son extrémité C-terminal est phosphorylée, I'interaction entre Rbfl
et E2F1 ainsi que celle avec la ligase E3 sont inhibées. Cela menera a
I'inactivation de Rbf1.

(d) La Lysine 774 proche de l'extrémité N-terminale influence le ciblage des
sites de phosphorylation de CDK.

(e) Modele de l'influence des phosphorylations au niveau de l'extrémité N-
terminale sur l'interaction Rbf1/E3 ligase. Cette interaction est fortement
affaiblit en présence de résidus Sérine phosphorylés.

Issu de : Zhanget al., 2014



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-a-vis des
phosphorylations inactivatrices. Ainsi, la SAPK p38 (p38 stress-activated protein kinase)
phosphoryle I'extrémité 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
étre observées au niveau du domaine RbC (Munro, Carr and La Thangue, 2012). Le co-
activateur transcriptionnel p300 acétyle pRb au niveau de deux lysines contigles.
L’acétylation empéche la phosphorylation par les complexes Cycline-CDK, le changement de
conformation du domaine RbC induisant une perte de son affinité avec ces complexes (Chan
et al., 2001). L'acétylation par Tip60, une autre acétyl-transférase, semble pour sa part induire
la dégradation de pRb par le protéasome (Leduc et al., 2006). L’acétylation induite par p300
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). L'une d’elle va permettre I'interaction de pRb avec
HP1 décrite précédemment. La seconde a lieu au niveau d’une séquence consensus de liaison
pour les CDKs et est trés proche de deux sites de phosphorylation. Elle a un effet inhibiteur
sur la phosphorylation de pRb pour ces sites-la en particulier mais aussi pour des sites plus
éloignés (Carr et al., 2011). Enfin, une méthylation par SMYD2 (SET and MYND domain-
containing 2) a été recensée dans le domaine RbC. Cette méthylation induit I'apparition d’un
domaine de liaison avec une protéine L(3)MBTL1 (Saddic et al., 2010).

Des événements d’ubiquitination et de sumoylations permettent aussi la régulation de
pRb. Mdm2, une E3 Ub-ligase, permet a cette ubiquitination d’avoir lieu dans la région
C-terminale bien que le résidu ciblé reste a établir. En adressant pRb au protéasome, son
activité est inhibée et la progression dans le cycle est favorisée (Uchida et al., 2005). D’autres
ubiquitinations ont lieu sur pRb mais restent peu étudiées. SUMO (small ubiquitin-related
modifier) est une modification post-traductionnelle réversible. Cette modification est
observée dans le domaine B de pRb, au niveau du site d’interaction avec les séquences LxCxE.
Elle induit un inhibition de I'interaction avec E2F1, favorisant donc, comme "'ubiquitination, la

progression dans le cycle cellulaire (Ledl, Schmidt and Miiller, 2005) (Figure 29).
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Figure 29. Modeéle décrivant la balance entre la méthylation sur la lysine 810
et la phosphorylation.

La phophorylation de pRb par CDK entraine un arrét du cycle cellulaire en
facilitant I'expression des genes cibles de E2F1. En condition de dommages a
I’ADN, la méthylation de pRb par Set7/9 maintient pRb en état hypophosphorylé
en empéchant a la CDK d’accéder aux sites de phosphorylation. Linhibition de
E2F1 est maintenu et I'expression des génes permettant la progression dans le
cycle cellulaire n’est pas déclenchée.

Issude : Munro et al., 2012



Pour finir, pRb peut étre la cible de caspases qui induiront son clivage au niveau de
trois sites spécifiques. Les différents clivages aux sites LEND (267-270), DSID (346-349) et
DEAD (883-886) générent respectivement les formes pRbP’® (Lemaire et al., 2005), pRbP%8 et
pRbP*8 (An and Dou, 1996), et pRbP1® 3 laquelle il manque les 42 derniers acides aminés de
I’'extrémité C-terminal (Janicke et al., 1996). L'effet de ces clivages est difficile a définir comme
nous le verrons dans le chapitre consacré a I'apoptose.

Chez la drosophile, le patron d’expression des génes rbf1 et rbf2 montre qu’il existe
une régulation transcriptionnelle tissu-spécifique plus importante pour le second. Alors que
rbf1 reste exprimé relativement uniformément, I'expression de rbf2 est trés forte en début de
développement puis elle décroit jusqu’a ne plus étre détectable chez I'adulte (Stevaux et al.,
2002; Keller et al., 2005). Des travaux sur la régulation de I'expression de rbfl ont montré
I'implication des complexes Polycomb dans ce phénomene (Oktaba et al., 2008).

Les mécanismes de phosphorylation particulierement importants pour la régulation du
cycle cellulaire sont conservés par rapport aux mammiféres (Xin et al., 2002; Zhang et al.,
2014). Sept sites de phosphorylation de Rbfl ont été répertoriés. De méme, les événements
d’ubiquitination, outre leur implication dans la dégradation de Rbfl par la voie du
protéasome, augmentent I'activité inhibitrice de Rbf1 sur certains génes tel que PCNA (Raj et
al., 2012). Au laboratoire, il a par ailleurs été étudié |'effet de I'expression d'une forme
mutante de Rbf1 dont la capacité a étre clivée en position 273 a été abolie. Ainsi, une mutation
du motif équivalent au motif LEND de pRb n’entraine pas de diminution de sa capacité pro-
apoptotique mais conduit a de fortes altérations de I'homéostasie tissulaire (Milet et al.,
2014).

D’autres mécanismes ont aussi été décrits bien que semblant beaucoup moins
importants que ceux affectant la transcription. pRb peut ainsi étre adressé a la mitochondrie
dans le cas spécifique de l'apoptose. Elle y active directement Bax, un membre pro-
apoptotique de la famille Bcl-2, responsable de la perméabilisation mitochondriale. Cette

action est indépendante de son activité nucléaire (Hilgendorf et al., 2013).

2. Fonctions cellulaires

a. Le cycle cellulaire

Comme vous avez pu le voir en filigrane dans les descriptions des modes d’action et de

régulation de pRb, la fonction décrite la plus importante est son réle dans le cycle cellulaire.
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Figure 30. L'implication de pRb dans le cycle cellulaire.

Lentrée dans la phase S est caractérisée par la phosphorylation de pRb par les
complexes Cycline D1/CDK4, Cycline D1/CDK6 et Cycline E/CDK2. Cette
phosphorylation est associée avec la libération des facteurs de transcription
E2F1 a 3, leur permettant d’activer les genes requis pour la progression dans le
cycle cellulaire.

Issu de : Coller, 2007



pRb est retrouvée active dans les cellules en quiescence, au cours de la phase G1 contrélant
ainsi I'entrée en phase S. L’hyper-phosphorylation de la protéine par les couples cycline/CDK
inactive pRb et entraine la transition de la cellule vers la phase S. Les cibles des membres de
la famille E2F, principalement inhibées lorsque celle-ci est liée a pRb, sont des génes impliqués
dans la progression dans la phase S du cycle cellulaire. La levée d’inhibition induit donc les
évenements nécessaires a cette progression (Figure 30).

Par ailleurs, pRb agit dans la dynamique de dégradation de p27, un inhibiteur des CDKs.
En effet, celle-ci est la cible de I"'ubiquitine-ligase de type E3, Skp2. pRb est capable de bloquer
cette interaction en se liant elle-méme avec I'extrémité N-terminale de Skp2. De cette fagon,
p27 n’est pas ubiquitinée puis dégradée (Ji et al., 2004; Binné et al., 2007). Certaines
phosphorylations sont favorables a I'activité de pRb comme celle induite par la SAPK (stress-
activated protein kinase) p38, la rendant insensible aux CDKs (Joaquin, de Nadal and Posas,
2017).

Par ailleurs, la mutation de rb peut entrainer une altération de la capacité a sortir
définitivement du cycle cellulaire au moment de la différenciation cellulaire comme cela a été
bien décrit dans I'ceil en développement de drosophile. Cette sortie nécessite I'inhibition de

dE2F1 ou cdk2, leur double inhibition se potentialisant (Buttitta et al., 2007).

b. La différenciation

pRb est impliquée dans la différenciation de certains tissus : le tissu adipeux, les
neurones, le muscle et I'os (Gu et al., 1993; P. L. Chen et al., 1996; Thomas et al., 2001;
Ferguson et al., 2002). La mutation de rb induit des perturbations importantes pour ce
processus. L’étude moléculaire de cette activité a permis de mettre en évidence la variété des
évenements régulés par pRb ainsi que la spécificité de celle-ci dans chacun de ces tissus. Les
voies d’actions de pRb pour induire la différenciation sont trés variées et dépendent, bien
entendu du type cellulaire considéré (Korenjak and Brehm, 2005). La compréhension de ces
voies n’étant pas primordiale pour mon sujet d’étude, je ne ferai qu’évoquer quelques
principes qui les articulent dans la majorité des cas. On peut cependant noter que c’est
principalement une capacité indépendante de la famille E2F. pRb est alors un co-activateur de
facteurs de transcriptions, spécifique de la transformation. Par exemple, elle interagit avec

MyoD, facteur majeur de la myogenése. Ensemble, elles induisent la répression directes ou
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indirectes d’un certain nombre de cibles permettant la sortie du cycle cellulaire et la
transformation en cellule musculaire (Rajabi, Takahashi and Ewen, 2014).

Chez la drosophile, le réle inhibiteur de Rbf1 sur dE2F1 est primordial pour expliquer
son importance dans la régulation de la prolifération et la différenciation au cours du
développement (Du, 2000). Par ailleurs, le disque imaginal d’ceil est un trés bon modele pour
I’étude de I'implication de rbf1 dans la différenciation des photorécepteurs. En effet, au cours
du 3eme stade larvaire, les cellules du disque imaginal d’'ceil se différencient en
photorécepteurs, cellules faisant partie du systéme nerveux. Cette différenciation a lieu au
cours de la traversée du sillon morphogénétique depuis le c6té postérieur du disque imaginal
vers le cO6té antérieur. Avant le passage du sillon, les cellules sont asynchrones et
prolifératives. A leur entrée dans le sillon morphogénétique, les cellules se synchronisent en
phase G1 du cycle cellulaire. Certaines cellules se différencient en photorécepteurs R8, alors
que le reste des cellules entre dans un second cycle de division synchrone (second mitotique
wave). Se produit ensuite une différenciation séquentielle des autres photorécepteurs en
R2/R5, R3/R4, R1/R6 et enfin R7 (Ready, Hanson and Benzer, 1976). L'intérét de I'étude du
disque imaginal d’ceil est qu’elle offre la possibilité d’observer chacun des stades de
différenciation.

Dans ce modeéle, Rbfl permet I'expression de Delta, ligand de la voie Notch,
permettant la régulation de la différenciation des cellules en photorécepteurs R8 (Steele et
al., 2009). De plus, Rbfl, en paralléle et indépendamment de Rno (Rhinoceros), induit
I'expression d’intermédiaires clés de la voie de signalisation EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor) permettant le bon fonctionnement de la différenciation (Sukhanova et al., 2011).
L’'activité moléculaire de Rbfl a méme pu étre investiguée et on observe alors le réle
prépondérant du complexe dREAM dans la régulation des génes de la différenciation. Le
complexe, en recrutant des modificateurs chromatiniens, induit des acétylations et
méthylation pouvant éteindre de maniére définitive I'expression de génes du cycle cellulaire

(Dimova, 2011; Lee et al., 2012).

C. L’apoptose

Le réle de pRb est d’avantage controversé en ce qui concerne la régulation de
I’'apoptose. Les résultats de plusieurs études indiquent que la perte de rb induit de I'apoptose.

Ces résultats préteraient donc un role anti-apoptotique a pRb. Pour autant, I'étude des
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modifications transcriptionnelles induites par pRb montre également qu’elle régule
positivement la transcription de génes pro-apoptotiques. Ces dernieres observations
correspondent mieux a son role de suppresseur de tumeur.

L'effet anti-apoptotique de rb a d’abord été étudié chez la souris. Les embryons de
souris (rb-/-) meurent précocement au cours développement. L’analyse histologique de leurs
tissus révele un exces de prolifération et d’apoptose dans de nombreux types cellulaires
comme le systéme nerveux central ou hématopoiétique (Clarke et al., 1992; Jacks et al., 1992).
Des analyses plus approfondies montrent que lorsque les annexes embryonnaires sont
sauvages et que seul ’'embryon est rb”-, ’apoptose est nettement diminuée notamment dans
le systeme nerveux. L'apoptose observée est en partie due a un effet non- autonome cellulaire
de pRb (de Bruin et al., 2003; Wenzel et al., 2007).

Cette apoptose n’est pourtant pas constatée dans tous les tissus comme le cristallin
ou elle s’Taccompagne d’exces de prolifération. Une explication a été proposée concernant
cette observation : les cellules regoivent des signaux de différenciation qui sont perturbées
par |'activation de la prolifération permise par la levée d’inhibition de E2F. L’intégration
conflictuelle de ces signaux divergents entrainerait I'entrée en apoptose des cellules (Chau
and Wang, 2003). Cette apoptose est donc une conséquence indirecte de l'incapacité des
cellules a arréter leur cycle cellulaire due a la perte de rb. La capacité de pRb a réguler le cycle
cellulaire semble aussi étre impliquée dans I'apoptose observée dans d’autres tissus tels que
les myoblastes. Au cours de la différenciation myogénique l'inactivation de pRb induit de
I’'apoptose pendant la différenciation mais cela n’a pas d’impact sur la survie des myoblastes
une fois leur différenciation achevée (Huh et al.,, 2004). Dans les poumons, la peau ou
I'intestin, d’autres travaux ont montré que la perte de fonction de rb induit de la prolifération
ectopique mais pas d’apoptose. Au regard de ces différents exemples, il semblerait que
I'activité anti-apoptotique de pRb dépende de I'état prolifératif des cellules et de leur niveau
de différenciation.

D’autres mécanismes plus directs pourraient aussi étre impliqués dans le
déclenchement de I'apoptose induite par I'inactivation de pRb. Comme cela a déja été évoqué,
pRb inhibe le facteur de transcription E2F1. Or les facteurs E2F régulent positivement un grand
nombre de genes parmi lesquels des génes impliqués dans I'apoptose tels que 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). En accord avec ces observations, I'inactivation d’apaf-1 permet la suppression du
phénotype apoptotique induit par I'absence de rb (Guo et al., 2001).

De maniére apparemment contradictoire, la protéine pRb peut aussi participer a
I'activation du processus apoptotique. Cette propriété est notamment mise en évidence dans
des cellules tumorales humaines présentant un géne rb non-fonctionnel. Pour celles-ci, I'ajout
d’une copie fonctionnelle de rb a un effet sensibilisateur sur la mort induite par irradiation
(Bowen, Spiegel and Gelmann, 1998). Plus tard, il a pu étre révélé que pRb qui est largement
décrit comme inhibiteur du facteur de transcription E2F1 peut aussi le lier pour activer la
transcription de génes pro-apoptotique. pRb est capable de lier le facteur de transcription
E2F1, non plus pour I'inhiber mais pour activer la transcription de genes pro-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 dans I'épithélium intestinal de souris
(lanari et al., 2009). Ce rble pro-apoptotique est davantage en accord avec son role
suppresseur de tumeur.

Des études plus récentes montrent méme que pRb peut avoir une action directe a la
mitochondrie, permettant le déclenchement de 'apoptose par la voie mitochondriale. Pour
cela, la protéine est capable d’aller directement a la mitochondrie (Ferecatu et al., 2009). Elle
y interagit physiquement avec Bax pour induire la perméabilisation de la membrane
mitochondriale ce qui déclenche I'apoptose (Hilgendorf et al., 2013). Cette activité
extranucléaire trés surprenante vient compléter I'arsenal déja bien fournit de pRb.

Selon le contexte cellulaire, pRb peut donc avoir une activité anti-apoptotique en
réprimant les genes codant des effecteurs de la cascade apoptotique, mais aussi pro-
apoptotique en participant au complexe activant la transcription des genes pro-apoptotiques.

Chez la drosophile, I’étude du réle de Rbfl dans le contrdle de I'apoptose a été réalisée
en contexte de perte de fonction pour rbf1. Comme I'observation d’embryon de drosophile
nous le montre, celle-ci est souvent associée a I'apparition d’apoptose (Du and Dyson, 1999).
La génération de clones rbfl17- dans différents tissus montrent une augmentation de
I’apoptose au niveau du sillon morphogénétique du disque imaginal d’ceil (Moon, Di Stefano
and Dyson, 2006; Tanaka-Matakatsu et al., 2009) mais aussi dans les disques imaginaux d’ailes
(Moon et al., 2005). Comme chez les mammiferes, la perte d’inhibition de dE2F1 permet
I’expression de génes 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 perte d’inhibition n’est pas délétere dans toutes les cellules du disque imaginal d’ceil
puisque les clones rbf17/- ne présentent de 'apoptose que s’ils sont dans le sillon précisément.
La capacité a résister des cellules postérieures au sillon est a mettre sur le compte de la voie
EGFR qui est activée une fois que les cellules sont engagées dans la différenciation. Cette voie
compense l'induction de hid en phosphorylant le produit de ce géne, rendant la protéine
inactive (Moon, Di Stefano and Dyson, 2006).

Rbfl n’est pas la seule protéine a réguler dE2F1. La voie Tor (Target of Rapamycin) est
impliquée dans le controle de la production de ce facteur de transcription au niveau
traductionnel. Dans le disque imaginal d’ceil, la perte de fonction de tor ou de rheb (Ras
homolog enriched in brain), activateur de tor, conduit a une inhibition de la production de
E2F1 alors que la perte de fonction de tsc1 (tuberous sclerosis complex1, un inhibiteur de Tor)
a l'effet opposé. Ainsi, I'apoptose induite par la perte de fonction de rbf1 est supprimée par la
perte de fonction de rheb (Hsieh et al., 2010). Ces résultats montrent bien que I'action de rbf1
s'inscrit dans un ensemble de régulation permettant une intégration des signaux de
croissance.

Il a aussi été montré que linteraction de Rbfl avec dE2F1 peut aussi mener a
I'inhibition de certaines de ses cibles, dont hid, dans des types cellulaires spécifiques. C’'est le
cas pour celles de I'inter-veine du disque imaginal d’aile qui sont stoppées en phase G1 ou G2
du cycle cellulaire (Moon et al., 2005).

Au-dela de son role anti-apoptotique, des cas sont décrits dans lesquels Rbfl se
comporte comme un facteur pro-apoptotique (Neufeld et al., 1998). Notre équipe a démontré
que la surexpression de rbf1 dans des cellules en prolifération, comme celles composant le
disque imaginal d’aile, avait un effet pro-apoptotique (Milet et al., 2010). Comme chez les

mammiféres, cet effet est bien plus en accord avec son role de suppresseur de tumeur.

D.  Situation du sujet

Comme nous l'avons vu au cours de cette introduction, le géne rb joue un role
important dans le cycle cellulaire, la différenciation et I'apoptose. Que ce soit dans le cycle
cellulaire ou dans la différenciation, le role de pRb est trés bien décrit. Son rble dans
I'apoptose, est bien établi mais beaucoup moins bien compris. Alors qu’il était plutot décrit

comme un géne anti-apoptotique de prime abord, ce réle a été depuis, remis en question.
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Cette premiere conclusion était basée sur I'observation d'un taux d'apoptose élevé dans les
tissus ou cellules en culture pour lesquelles rb était inactivé. Cependant, il est probable que
ce soit la dérégulation de processus importants pour la survie cellulaire qui soit a I'origine du
déclenchement indirect de la mort cellulaire. De plus, I'apoptose observée a la suite de
I'inactivation de rb est, au moins en partie, due a un effet non- autonome cellulaire. Des
travaux postérieurs prétent a pRb une activité pro-apoptotique, plus en accord avec son role
de suppresseur de tumeur. Cette activité nécessite cependant d’étre mieux caractérisée car,
dans le contréle de I'apoptose, les génes que cible pRb en tant que facteur de transcription,
ainsi que ses partenaires, sont peu connus. Les évenements moléculaires et cellulaires de la
voie de signalisation aboutissant a la mort cellulaire sont aussi a définir distinctement.

Pour répondre a cette problématique, le groupe « Apoptose chez la drosophile » du
LGBC que j'ai rejoint au début de ma thése, s’intéresse depuis plusieurs années a I’activité de
Rbfl, homologue de pRb chez Drosophila melanogaster, sur ’lhoméostasie tissulaire et
I’'apoptose. Sous la direction d’Isabelle Guénal, cette équipe a pu mettre en évidence qu’au
cours du développement, Rbfl pouvait avoir un role différent vis-a-vis de I'apoptose en
fonction du contexte cellulaire. En utilisant un modéle permettant la surexpression tissu-
spécifique de Rbfl, 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
d’aile, alors gu’elle protege de I'apoptose dans les cellules différenciées du disque imaginal
d’ceil (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.

Centrant ses recherches sur I'étude de I'activité pro-apoptotique de Rbfl, I'équipe a
pu détailler un certain nombre des évenements moléculaires impliqués dans ce processus.
D’une part, cette apoptose dépend bien des caspases puisqu’elle est supprimée par
I’expression ectopique de leur inhibiteur p35. L'activation des caspases est, quant a elle,
induite par les RHG via I'inhibition de dIAP1. Cette activation des RHG est induite par la voie
INK, elle-méme déclenchée par des événements mitochondriaux incluant de la fission et
I’accumulation d’EAO (Clavier et al., 2015, 2016).

L'équipe a montré que cette apoptose était médiée d’une part par |'activation
transcriptionnelle du géne how et d’autre part par la répression de la transcription de buffy, le

seul membre anti-apoptotique de la famille Bcl-2 (Clavier et al., 2014). La protéine How, quant a
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elle, régule I'apoptose indirectement puisqu’elle agit en déstabilisant I’ARNm de I'inhibiteur de
caspase diapl. (Clavier et al., 2014). La régulation transcriptionnelle de ces deux génes est
assurée par le complexe dREAM.

Mon travail de thése s’articule en deux volets : d’'une part, la caractérisation des
évenements mitochondriaux ayant lieu au cours de |'apoptose induite par Rbfl dans les
cellules en prolifération (Clavier, Ruby et al., 2015); d’autre part, I'étude du lien entre
I’'apoptose induite par Rbfl et I'appareil traductionnel notamment constitué de la PABP (Poly-
Adenylate Binding Protein), travail débuté par Angéline Moriéras que jai complété afin

d’aboutir a une publication.

64






Résultats






A. Evénements mitochondriaux impliguées dans

I’apoptose induite par Rbfl

1. Contexte scientifique

Comme présenté en introduction, la protéine de mammifére pRb possede des activités
en lien avec I'apoptose. Cependant, les éveénements cellulaires et moléculaires permettant
cette activité sont encore mal compris et pourraient étre mieux identifiés. Des études menées
au laboratoire ont montré que Rbfl, homologue de drosophile de pRb, posséde aussi une
activité apoptotique dépendante de I'état prolifératif des cellules au cours du développement.
Elle est notamment pro-apoptotique dans les cellules prolifératives du disque imaginal d’aile
(Milet et al., 2010). En tant que co-facteur de transcription, Rbfl régule I'activité des membres
de la famille E2F, représentés chez la drosophile par dE2F1 et dE2F2 qui possedent eux-mémes
des fonctions pouvant étre apoptotiques (Moon et al., 2005).

Afin de déterminer les intermédiaires nécessaires a Rbfl pour induire I'apoptose, ses
cibles transcriptionnelles ont été recherchées. Les travaux réalisés au laboratoire ont mis en
évidence une régulation négative indirecte de dIAP1 induite par Rbfl et dépendante de dE2F2.
Rbfl et E2f2 sont aussi capables d’inhiber I'expression de buffy, un géne codant pour une
protéine membre de la famille Bcl-2 (Clavier et al., 2014). La protéine Buffy, a généralement
une activité anti-apoptotique. Elle inhibe I'apoptose induite par les RHG mais aussi celle
induite par 'autre membre de la famille Bcl-2 chez la drosophile, Debcl. Elles seraient d’ailleurs
capables d’interagir directement et Debcl est localisée a la mitochondrie tandis que Buffy est
localisée au RE (Brachmann et al., 2000; Quinn et al., 2003).

La mise en évidence de l'implication d’'une protéine capable de se localiser a la
mitochondrie dans I'apoptose induite par Rbfl a poussé notre équipe a rechercher quel
pouvait étre le réle de la mitochondrie dans I'apoptose induite par Rbfl. En effet, cet organite
n’est pas aussi central dans le processus apoptotique chez la drosophile en comparaison aux
mammiféres, le relargage du cytochrome ¢ n’étant pas nécessaire a I'apoptose intrinséque
(Dorstyn et al., 2002; Abdelwahid et al., 2007). Cette particularité a largement remis en cause
la place de la mitochondrie dans I'apoptose de la drosophile. Pourtant il existe bien des liens

entre apoptose et mitochondrie chez la drosophile. Par exemple, le pro-apoptotique de la
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famille RHG, rpr et la protéine de mammifere bax sont capables d’affecter la mitochondrie
pour déclencher I'apoptose chez la drosophile (Brun et al., 2002).

Dans le but de déterminer si des évenements mitochondriaux étaient mis en jeu dans
la voie d’induction de I'apoptose par Rbfl, des tests d’interaction génétiques ont été menés
sur debcl, autre gene de la famille Bcl2 présent chez la drosophile, puis des genes connus pour

leur interaction avec buffy et debcl.

Une premiere partie de mon travail présenté ici est la mise en évidence du role de
Debcl dans le recrutement de Drp1, une protéine responsable de la fission mitochondriale, au
cours de I'apoptose induite par Rbfl. Ces éléments ont permis de mettre en évidence le réle
central de la dynamique mitochondriale sur I'apoptose induite par Rbfl. lls sont présentés

dans un article publié en 2015 dans « Journal of Cell Science ».

La deuxiéme partie des travaux présentés dans cette section concerne la poursuite de
cette étude et fait I'objet de résultats complémentaires non publiés. Nous nous sommes
intéressés a d’autres protéines partenaires potentielles pouvant établir des liens entre la
dynamique mitochondriale et I'apoptose induite par Rbfl. Ces travaux ont permis la mise en
évidence du réle de MARF, non pas comme acteur important dans la fission mitochondriale,
mais plus probablement, suite a 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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2. Rb1 induit une apoptose mitochondriale dépendante de Debcl

et Drpl

a. Résumé

Des études menées au laboratoire ont montré que Rbfl, homologue de drosophile de
pRb, posséde une activité apoptotique dépendante de I'état prolifératif des cellules au cours
du développement. La surexpression de rbf1 est notamment pro-apoptotique dans les cellules
prolifératives du disque imaginal d’aile (Milet et al., 2010). Rbfl, en tant que co-facteur de
transcription de dE2F2, régule la transcription spécifique de génes tels que buffy et how
(Clavier et al., 2014). Il s’agit d’une répression dans le cas de buffy, membre de la famille Bcl-
2 connu pour son activité principalement anti-apoptotique (Quinn et al., 2003). L‘activité de
Buffy est souvent associée a celle de Debcl, I'autre seul membre de la famille Bcl-2 présent
chez la drosophile, principalement pro-apoptotique (Colussi et al., 2000; Igaki et al., 2000;
Doumanis, Dorstyn and Kumar, 2007). Bien que les deux protéines soient souvent
antagonistes et décrites comme étant localisées a la mitochondrie (en partie pour Buffy), les
bases moléculaires de leur activité restent encore a explorer.

Rbfl inhibant I'expression de buffy, nous avons dans un premier temps cherché a
savoir si son partenaire privilégié de la protéine qu’il code, Debcl, était aussi impliqué. Des
tests d’interaction génétique nous ont permis de mettre en évidence que Debcl est requis, en
aval de Buffy. La protéine Debcl étant une protéine de la famille Bcl2 localisée principalement
a la mitochondrie suggéere que cet organite pourrait avoir un réle dans la voie d’apoptose
induite par la surexpression de rbf1 dans les cellules prolifératives.

L'apoptose chez la drosophile est trés souvent associée a des événements de
fragmentation mitochondriale (Frank et al., 2001; Abdelwahid et al., 2007). A I'aide d’un
marqueur permettant I'observation des mitochondries par fluorescence, nous avons pu
mettre en évidence qu’une fragmentation mitochondriale a bien lieu au cours de I'apoptose
induite par Rbfl. Cette fragmentation est dépendante de Debcl et implique Drpl qui est
I'effecteur principale de la fission mitochondriale chez la drosophile. Il s’agit d’'une GTPase
cytosolique apparentée aux dynamines ayant la capacité, lorsqu’elle est recrutée a la
membrane externe mitochondriale, de s’oligomériser. L'oligomérisation de la protéine force
alors une courbure et une constriction des membranes mitochondriales conduisant a la

division de I'organite. Nous avons pu montrer que Drp1 est requis pour I'apoptose induite par
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Rbfl. Des données obtenues par fractionnement cellulaire révelent que la protéine est
recrutée a la mitochondrie de maniére dépendante a Debcl en cas de surexpression de Rbf1.
De plus, nous avons observé que ce recrutement est associé a une interaction physique entre
Debcl et Drpl qui est inhibée par Buffy.

Cette étude est complétée par I'observation d’'une augmentation de la production
d’espéces activées de I'oxygene au niveau de la mitochondrie en réponse a la surexpression
de rbf1. Cette augmentation est dépendante de Debcl et Drpl et est nécessaire a I'activation
de la voie JNK, intermédiaire indispensable au déclenchement de I'apoptose.

Les données que je viens de décrire sont détaillées dans un article publié par « Journal
of Cell Science » en 2015. Elles mettent en évidence le role de la mitochondrie dans I'apoptose
induite par Rbf1 et continue de d’expliciter I'activité moléculaire du couple Buffy/Debcl dans

la régulation de I'apoptose.

b. Article
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The Drosophila retinoblastoma protein, Rbf1, induces a
Debcl- and Drp1-dependent mitochondrial apoptosis

Amandine Clavier'-2, Vincent Ruby', Aurore Rincheval-Arnold’, Bernard Mignotte'-? and Isabelle Guénal®*

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 during Rbf7-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.

KEY WORDS: 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;
Hilgendorfet 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 RbfI, 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, RbfI overexpression leads to
apoptosis in proliferating cells but not in post-mitotic cells (Milet
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et al., 2010). Moreover, we have recently shown that Rbf7 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 Rbfl-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-Saez,
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), whereas Debcl 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 ¢ and d, which are necessary for
developmental cell death in the eye (Mendes et al., 20006).

Interestingly, an increase in mitochondrial fragmentation can be
observed during apoptosis in Drosophila. Dynamin-related protein
1 (Drpl), a large GTPase of the dynamin family, is required for
mitochondrial fission, whereas the homologue of mitofusin 2,
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Mitochondrial assembly regulatory factor (Marf)) and Optic atrophy
1 (Opal) are respectively required for outer and inner mitochondrial
membrane fusion. Knockdown of Drpl 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 Rbfl-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 Rbfl-induced apoptosis. Debcl induces
mitochondrial fragmentation by binding the pro-fission protein Drpl,
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 Rbfl-induced apoptosis (Clavier et al., 2014). To
determine whether Debcl, the second Bcl-2 gene in Drosophila, is
involved in Rbfl-induced apoptosis, we performed genetic
interaction tests. As previously shown, RbfI 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

A wild type weak

B W vg>rbft
[ vg>rbfi, buffy"”

[ vg>rbf1, debclF?®
[] vg>rbf1, debcl?, buffy"”
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Frequency
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]
0% o] —“ lil“

wild type strong

weak intermediate

vg-Gal4/+

vg>rbf1

vg>rbf1 , buffy?

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 Rbf1 was overexpressed in
a heterozygous background for the loss-of-function mutant
DebclF?® a significant shift of the distribution toward weaker
phenotypes was observed as compared to overexpression of Rbf7
only (Fig. 1B), showing that Debcl participates in the notched wing
phenotype induced by Rbfl. 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 DebclZ?% background (Fig. 1C). These results
indicate that Debcl has a pivotal role in Rbfl-induced apoptosis.
Because Rbf1 transcriptionally represses Buffy, we hypothesized
that Buffy inhibition might indirectly activate Debcl in Rbfl-
induced apoptosis. To determine the epistatic relationship between
Buffy and Debcl in Rbfl-induced apoptosis, we performed genetic
interaction tests. When RbfI was overexpressed in a Buffy**” loss of
function heterozygous background, distribution of the phenotypes
significantly shifted toward stronger phenotypes as compared to
expression of RbfI alone (Fig. 1B). Interestingly, in a DebciZ?®
heterozygous background, Buffy*” loss of function could not
anymore induce a phenotypic aggravation (vg-gal4/Debcl®?®; UAS-
Rbf1/+ compared with vg-gal4/Debcl®?® Buffy'?3”; UAS-Rbf1/+;
Wilcoxon test, n=343, o=1.6x10"3, Ws=3.2). Thus, Buffy needs
Debcl to counteract Rbfl-induced loss of tissue. Similar results were
obtained in Debcl®?% and Buffy"” homozygous backgrounds
(supplementary material Fig. S1). Consistent with these results,
the number of apoptotic cells was not significantly different
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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"™":UAS-Rbf1/+; (3) vg-Gal4/Debci?®:UAS-Rbf1/+ and (4) vg-Gal4/Buffy'®”, Debcl?%;:UAS-Rbf1/+. Statistical analysis was performed using Wilcoxon
tests: DebclF%%, n=305, 0=4.25x1078, Ws=—5.56; Buffy'™”, n=349, 0=6.53x10"*, Ws=3.40; Debcl®?°, Buffy'™®”, n=364, 0=4.63x107%, Ws=—2.82. Each
experiment was independently performed three times. A representative experiment is shown. (C) Quantification of apoptotic cells in the wing 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, <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 Rbfl-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 RbfI 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 INK signaling pathway, mmp 1 and puc, by quantitative
real-time PCR (qRT-PCR). When RbfI was overexpressed under vg
control, both mmpl 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 mmpI and puc
mRNAs was similar to the amount observed for the vg-Gal4/+
control. These data confirm that Rbfl induces JNK pathway
activation. When RbfI was overexpressed in a DebclZ?0
heterozygous background (Fig. 2A), puc and mmpl mRNA levels
decreased compared to overexpression of RbfI 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 Rbfl-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 RbfI overexpression induces
mitochondrial ROS production, which could be responsible for
INK 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 RbfI and Sod?2
were co-overexpressed, the percentage of MitoSOX-positive
cells decreased when compared to overexpression of RbfI alone.
We also observed a significant decrease in MitoSOX-positive cells
when RbfI was overexpressed in a Debclf?® heterozygous
background, thus indicating that Debcl is required for Rbfl-
induced ROS production. Then, we assessed GstDI expression,
which is a marker of mitochondrial oxidative stress, in these different
genetic backgrounds. An increase in GstDI mRNA levels was
observed when Rbf1 was overexpressed in a wild-type background
(supplementary material Fig. S2E). By contrast, RbfI overexpression
in a Debcl®?° heterozygous background did not affect the level of
GstD]I mRNA when compared to the control (supplementary
material Fig. S2E). All these data confirm that Rbfl triggers ROS
production in a Debcl-dependent manner. In order to precisely
identify the implication of ROS in Rbfl-induced apoptosis, we
studied the impact of modifying ROS levels on the adult phenotypes
observed in a context of RbfI expression. We used a Sod24%° loss-of-
function mutant and flies overexpressing Sod2. When RbfI was
overexpressed in a Sod24%? heterozygous background, the
distribution of the wing phenotypes shifted towards stronger
phenotypes as compared to overexpression of Rbf1 alone (Fig. 2C).
Conversely, when Rbfl 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.
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Fig. 2. Rbf1 triggers ROS-dependent JNK activation and apoptosis. (A) Quantification of mmp1 and puc mRNA levels by gqRT-PCR on wing imaginal discs
from (1) vg-Gald/+, (2) vg-Gal4/+; UAS-RbFf1/+, (3) vg-Gald/+; UAS-Rbf1/UAS-RNAI-hep, (4) vg-Gal4/Debcl=2%; 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/DebclZ2%;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%%;UAS-Rbf1/+. Statistical analysis was performed
using Wilcoxon tests: Sod2, =423, 0=3.37x10"°, Ws=-6.03; S0d2°?, =269, ¢=5.3.10~%, 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, 0:<0.05).

3241

Q
|
c
2L
v
(V]
ko]
Y
Y—
o
©
c
—
>
o
-_



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

RESEARCH ARTICLE

Journal of Cell Science (2015) 128, 3239-3249 doi:10.1242/jcs. 169896

We then wondered whether ROS are involved in JNK pathway
activation, which could explain their role in Rbfl-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 Rbfl-induced JNK pathway activation, which
suggests that ROS are required to activate this signaling pathway.
Taken together, these data show that Rbf7 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 Drpl (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

vg-Gal4, drp1<cest

vg>rbf1, buffy

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 Rhfl was overexpressed in a DrplKC03815
heterozygous loss-of-function background (Fig. 3D), the
mitochondrial network appeared more filamentous than when
RbfI was overexpressed alone. These data suggest that Rbfl-
induced mitochondrial fragmentation is due to an increase in
mitochondrial fission that involves Drpl. Interestingly, we also
observed a rescue of this fragmentation when RbfI was
overexpressed in a Debcl®?® heterozygous background (Fig. 3E)
or when Rbf1 and Buffy were co-overexpressed (Fig. 3F). Thus,
Debcl is required for Rbfl-induced mitochondrial fission, whereas
Buffy prevents this fragmentation.

We used the Drp 15903815 1oss-of-function mutation to determine
the implication of mitochondrial fission in Rbfl-induced apoptosis.
When RbfI was overexpressed in a DrplXC93815 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 RbfI overexpression alone. Thus, Drpl is
required for Rbfl-induced apoptosis and this suggests that
mitochondrial fission plays a key role in Rbfl-induced cell death.
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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<C°38'5 (C); vg-Gal4/Dip14C%%8"%;,UAS-Rbf1/+ (D); vg-Gald/
DebclF%%; UAS-Rbf1/+ (E); and vg-Gal4/UAS-Buffy ;UAS-Rbf1/+ (F) larvae. Scale bar: 10 um. (G) Distribution of notch wing phenotypes in vg-Gal4/+;UAS-Rbf1/+
and vg-Gal4/Drp15C9%8"°:UAS-Rbf1/+. n=312, a<10~C 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/Dip1X€9%8%-yAS-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<¢°*8"%.JAS-Rbf1/+ and vg-Gal4/Drp1°¢°%8® |arvae. Error bars are the s.e.m. Asterisks indicate a

significant difference between two genotypes (Student’s t-test, 0.<0.05).
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In addition, we observed a significant decrease in the proportion
of Mitosox-positive cells when RbfI was overexpressed in a
DrpIXG03815 heterozygous background (Fig. 3I) compared to
overexpression of RbfI alone, indicating that Drpl is required for
Rbfl-induced ROS production. Furthermore, we verified that Drpl
loss of function decreased Rbfl-induced JNK pathway activation
(supplementary material Fig. S3). Taken together, these results
show that Rbf1 overexpression induces a Debcl- and Drpl-
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 Rbfl-induced
apoptosis. We assessed whether the cascade of events
(mitochondrial fragmentation, ROS production and JNK pathway
activation) characterized in Rbfl-induced apoptosis occurs in a
similar fashion in Debcl-induced apoptosis. Indeed, Debcl has been
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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 Rbfl does,
induces a mitochondrial fragmentation in wing discs. When Debcl
was overexpressed in a loss-of-function DrpX¢%3813 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
Drp 15603815 1ogs of function to determine the implication of
mitochondrial fission in Debcl-induced apoptosis. In the adult wing,

ptc>debcl, ptc>debcl,,
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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-Debcli+;UAS-Debcli+ (B) and vg-Gal4, UAS-DebcliDrp1<C%%8"%:yAS-Debcll+ (C) larvae.
Scale bar: 10 um. (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/Drp 14693875 UAS-Rbf1/+ and ptc-Gal4/
Drp1C9387% |arvae. Error bars are the s.e.m. Asterisks indicate a significant difference between two genotypes (Student's t-test, 0:<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). When Debcl was overexpressed in a
DrpIXG93815 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, Drpl 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 DrplX@938!5 heterozygous background when
compared to a wild-type background, indicating that Drpl is
required for Debcl-induced ROS production.

These results highlight that Debcl overexpression induces a Drp1-
dependent mitochondrial fragmentation leading to ROS production
and thus to cell death. Therefore, Debcl overexpression is sufficient
to recapitulate the mitochondrial events induced by Rbfl.

Debcl physically interacts with Drp1 in vivo

Drpl plays a key role both in Rbfl- 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 Drpl and
Debcl physically interact during apoptosis. We used transgenic
larvae expressing Debcl-HA and/or FLAG-HA-Drpl to perform
immunoprecipitations with an anti-FLAG antibody. When
FLAG-HA-Drpl was immunoprecipitated, we observed a co-
immunoprecipitation of Debcl-HA (Fig. 5A), suggesting that
Drpl and Debcl physically interact in vivo. By contrast, the
innocuous mitochondrial protein Tom40 did not co-
immunoprecipitate, proving the specificity of Debcl and Drpl
interaction. Interestingly, when Buffy was overexpressed, the co-
immunoprecipitation of Debcl-HA was lost (Fig. 5A), suggesting
that Buffy inhibits the physical interaction between Debcl and
Drpl. 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 pfc domain when Debcl is
overexpressed, indicating that Debcl and Drpl 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
Rbfl-induced apoptosis without Debcl-HA overexpression.
Nevertheless, we observed a significant increase in FLAG-HA-
Drpl proteins in the mitochondrial-enriched fraction when RbfT
was overexpressed compared to upon expression of the vg-Gal4,
FLAG-HA-Drpl control (Fig. 5C,D). Consistent with this, the
quantity of FLAG-HA-Drpl significantly decreased in the
cytosolic fraction. Interestingly, DebcI®?¢ heterozygous loss of
function impeded both Drpl mitochondrial accumulation and
Drpl cytosolic depletion (Fig. 5C,D). This result indicates that
Debcl is required for Drpl mitochondrial enrichment and argues
for an interaction between Debcl and Drpl during Rbfl-induced
apoptosis.

Taken together, these results indicate that Debcl and Drp1 are part
ofthe same protein complex. This complex formation facilitates Drp1
mitochondrial localization which might trigger the mitochondrial
fragmentation observed following Debcl or Rbf1 overexpression.
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DISCUSSION

In this paper, we characterized the death pathway induced by Rbfl
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 Rbfl-induced mitochondrial fragmentation, ROS
production and JNK pathway activation, which leads to Rbfl-
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 Rbfl-induced apoptosis only in a Debcl loss-of-
function background.

During Rbfl-induced apoptosis, the mitochondrial network is
fragmented. Rbfl-induced mitochondrial fragmentation and cell
death depend on Drpl. Thus our data suggest that Rbfl 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 Drpl is involved
in Rbfl-induced mitochondrial ROS production, it is conceivable
that Rbfl-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 Drpl 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 Drpl 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 RbfI-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 Drpl.
This interaction might be responsible for Drpl activation and
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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-HAIFLAG-HA-Drp1 and (3) ptc-Gal4/UAS-Buffy; UAS-Debcl-HAIFLAG-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/Debci=2%;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 (B 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, 0<0.05).

therefore for mitochondrial fission. There is no evidence for a Our study also provides a better definition of Rbfl pro-apoptotic
physical interaction between Drpl and a pro-apoptotic member of  activity. Indeed, our results indicate that Rbfl can activate Debcl
Bcl-2 family in mammals. However, Bax participates in Drpl through a transcriptional regulation of Buffy. This regulation plays a
activation by other means. During apoptosis, Bax stimulates Drpl  crucial role in cell death commitment. In mammals, regulation of Bel-2
sumoylation and thus promotes the stable association of Drpl to  family proteins by pRb are usually transcriptional regulations mediated
mitochondrial membranes. Moreover, outer mitochondrial by pRb and E2F (Bertin-Ciftci et al., 2013; Bracken et al., 2004; Hao
membrane permeabilization mediated by Bax allows the release et al., 2007; Hershko and Ginsberg, 2004; Morales et al., 2011; Zhao
of DDP (also known as TIMMSa). This protein physically interacts et al., 2005). However, a recent study has demonstrated that pRb
with Drpl (Arnoult et al, 2005), which stabilizes Drpl at induces apoptosis directly at the mitochondria where pRb binds and
mitochondria where it can induce mitochondrial fragmentation. conformationally activates Bax (Hilgendorfet al., 2013). Thus, the role
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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 Rbfl and Drosophila E2F (dE2F) pathway in the regulation
of mitochondrial function has been reported (Ambrus et al., 2013).
Indeed Rbfl 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 Rbfl or its counterpart pRb. Our data highlight an
important role for Drpl in Rbfl-induced apoptosis. In mammals,
some data indicate that Bax and Drpl 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),
which might 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, BIROI, 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): Buffy™7 (27340), UAS-Buffy (32059), Debcl=?
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APOPTOSIS

JNK pathway activation

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.

(27342), Debcl® Buffy"?” (27338), UAS-Sod2 (24494), Sod2*%’
(27643), DrpI%¢%%8> (13510) and FLAG-FIAsH-HA-Drpl (42208).
Buffy'®", Debci®?%, Sod22%? and DrpI¥°3%15 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 w’’/® fly stock as the reference strain.

Test of phenotype suppression in the wing

To test the involvement of candidate genes in RbfI-induced apoptosis, the
severity of the notched wing phenotype induced by UAS-RbfI
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-Rbfl 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 0:<107>. To test the implication of Drpl 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), Drosophila females were
crossed with wild-type males or males bearing a loss-of function mutation
for Drpl. 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 #-tests were performed
and results were considered to be significant when 0<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 (1x 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 RbfI experiments) or in pfc area (for Debcl
experiments) were counted for at least 30 wing imaginal discs per genotype.
Student’s #-tests were performed and results were considered to be
significant when o<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-
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Mmp]1 antibody (mouse monoclonal, 1:25, SH7B11, 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 Citifluor™ (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 uM 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 gqRT-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 pg 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-HCI pH 8, 50 mM, NaCl 150 mM, Nonidet P40 1% (NP40), protease
inhibitor cocktail (complete Mini 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 pl were incubated with 15 pl of anti-FLAG
antibody attached to agarose beads (Anti-FLAG® M1 Agarose 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 pul of
fractionation buffer (Tris-HCI 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 pl (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 pl 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 PVDF membrane (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, pB-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>Debcl, 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. /n situ PLA was 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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Figure S1: Rbfl-induced debcl-dependent loss of tissue.

Distribution of notch wing phenotypes in vg-Gald4/+ ;UAS-rbfl/+ ; vg-Gald/ buffy™’ ;UAS-
rbfl/+ ; vg-Gald/ debcl™ ; UAS-rbfl/+ and vg-Gald/ buffy™’ debcl™° ;UAS-rbf1/+.
Statistical analysis was performed using Wilcoxon tests: debcl™: n=352, 0<107°, Ws=-
12,73; bufy™’: n=411, a=2.,56 10, Ws=4,22; debcl™ buffy™”: n=380, a<107’, Ws=-12,80.
Each experiment was independently performed three times; a representative experiment is

shown.
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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-Gald>UAS-rbf1 debcl™° (c) and en-Gal4>UAS-rbf1,UAS-sod2 (d)

larvae. All discs are shown with posterior to the left. Scale bar: 100 pm.

(e) Quantification by RT-qPCR of gstD/ mRNA in wing imaginal discs from vg-Gal4; vg-
Gal4>UAS-rbf1; vg-Gald>UAS-rbfl UAS-RNAi-hep; vg-Gald>UAS-rbfl debcl™® and vg-
Gal4>UAS-rbf1,UAS-sod?2 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: drpl is required for rbfl-induced JNK pathway activation.

Anti-Mmp1 immunostaining (white dots), in wing imaginal discs from en-Gal4>UAS-rbfI (a)
and en-Gal4>UAS-rbfl,drp1*“**3" (b) larvae. All discs are shown with posterior to the left.
Scale bar: 100 um.
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3. Données complémentaires sur le réle de la dynamique

mitochondriale dans I'apoptose induite par Rbfl.

Les résultats présentés dans l'article ci-dessus ont démontré I'importance de la
dynamique mitochondriale dans I'apoptose induite par Rbfl. Afin de mieux comprendre la
régulation de ce processus, jai testé si d'autres effecteurs centraux de la dynamique
mitochondriale étaient impliqués dans ce phénomeéne. Alors que Drpl est responsable de la
fission mitochondriale chez la drosophile, les protéines en charge de la fusion des membranes
externes et internes sont respectivement MARF (ou Mitofusin 2) et Opal, il semblait donc
opportun de s’intéresser a I'implication de ces protéines dans notre modéle d’étude. Afin de
déterminer leur importance dans la régulation de I'apoptose mitochondriale induite par Rbf1,
j’ai observé les effets de la diminution de leur quantité dans ce contexte (par expression
d’ARNi spécifique de leur ARNm). Les résultats concernant la protéine MARF sont présentés
ci-apres. L'étude du réle d’Opal s'est avérée moins évidente. En effet, la diminution de Ila
quantité d’ARNm d’opal dans l'aile induit a elle seule des phénotypes forts qui ne permettait
pas d'interpréter les tests d'interactions génétiques réalisés en contexte d'une surexpression
de rbf1 dans l'aile. Il n’a donc pas été étudié davantage.

a. MARF est impliquée dans le phénotype d’aile induit par
Rbfl

Nous avons montré que Drpl, responsable de la fission mitochondriale était un
régulateur important dans I'apoptose induite par Rbfl.Nous avons alors testé si MARF, dont
une des fonctions est d’étre un effecteur de la fusion mitochondriale, avait un réle antagoniste
dans notre modele. Pour cela, le phénotype d’aile induit par Rbfl lorsque son gene est
exprimé dans le domaine vestigial a été utilisé (comme décrit précédemment dans I'article
Clavier et al., 2015). Dans ce contexte des tests d’interaction génétique entre rbf1 et MARF
ont été effectués. Le phénotype d’aile étudié se présente sous la forme d’encoche chez
I'adulte. Ces encoches sont dues a I'apoptose que déclenche la surexpression de rbf1 dans le
domaine « vestigial » au cours du développement. La force du phénotype est légerement
variable d’un individu a l'autre et la répartition des ailes de chaque descendant dans des

classes allant de sauvage (pas d’encoche) a fort (au moins 4 encoches) nous permet de rendre

71



(a) (b) Bvg>rbfl  @vg>rbfl, RNAI-MARF

100%

§ o) n=439, a=1,14x1011
90%
+  vg-Gald UAS-rbf1 X .1, UAS-RNAi-MARF
+’ vg-Gala’ TM6B[TbSb] y’ +’ UAS-RNAi-MARF 80%
c
‘ 2 70%
L
2 60%
+ vg-Gald UAS-rbf1 8—
7 7 _ i Q_
+ouy + UAS-RNAI-MARF o 50%
d"‘Q et "
+  vg-Gal4 UAS-RNAi-MARF T 0%
. . o
+ouy’ + ' TM6B[TbSb] S
J £ 30%
, . o
Sélection des g 20%
individus non [Sb]
- L

0%
Sauvage Faible Moyen Fort

Figure 31. Une diminution du niveau de MARF supprime le phénotype d’encoche dans l'aile induit
par Rbfl

(a) Schéma du croisement génétique permettant de tester I'interaction génétique entre rbf1 et MARF.
Une souche surexprimant rbfl sous contréle du promoteur vg-Gal4 est croisée avec une souche
possédant un transgene exprimant un ARNi dirigé contre MARF. Les individus d'intérét surexpriment a
la fois rbf1 et I'ARNI-MARF. lls sont isolés car ils ne présentent pas les marqueurs de soies phénotype
[Sb] portés par le chromosome balanceur TM6B[TbSb]. (b) La surexpression de rbf1l sous contréle de
I'inducteur vg-Gal4 induit la formation d’encoches au niveau de la marge de l'aile. Les individus sont

classés dans quatre catégories correspondant a la force du phénotype d’encoche. L'histogramme
vg—Gal4 UAS-GFP

présente le pourcentage d'aile obtenu pour chaque génotype étudié ( " ; " (vg>GFP),

vg—Gal4 ; UAS—C.:FP (vg>GFF£ RNAi—MARF), vg—-Gal4 ; UAS-rbf1 (vg>rbf1) ot
+ UAS—RNAi—MARF + +

vg—-Gald UAS-rbf1

; - (vg>rbfl, RNAi-MARF)). La co-expression d’'un ARNi-MARF (JFO1650 TRIP)
+ UAS—RNAi—MARF

entraine un décalage important de la répartition vers le phénotype de sauvage. Un test statistique de
Wilcoxon a permis de vérifier la significativité de ce décalage avec un a=1,14x1011 (N=439).



compte de la proportion de mort cellulaire initiée par Rbfl (voir Figure 1A de I'article (Clavier
etal., 2015)).

J'ai testé I'implication de MARF dans I'apoptose induite par Rbfl en croisant des
drosophiles exprimant Rbfl dans le domaine vestigial (vg) grace au systeme UAS-Gal4, avec
des drosophiles possédant un transgene codant pour un ARN interférant inductible dirigé
contre I'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'intérét (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
présente la répartition des individus en fonction de la force du phénotype d’aile. La répartition
obtenue est comparée a la répartition des phénotypes obtenus pour une population ne

surexprimant que rbf1, établie a partir d'un croisement réalisé en parallele, entre des parents

vg-Gald  UAS-rbf1
’ TM6B[TbSb]

de génotype et des parents sauvages w''*®, La répartition des phénotypes

vg-Gal4
des individus surexprimant rbf1 seul est centrée sur des phénotypes moyen et fort. Lorsque
que rbfl est exprimé en présence de I'ARN;i 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 I'ARNi-MARF
(o égal @ 1,14x10°!, N=439). Deux autres expériences indépendantes avec la méme lignée
ARNi ont été menées et ont confirmé ces résultats, ainsi, que I'utilisation d'une lignée de la
collection Vienna Drosophila Resource Center (VDRC), permettant également |'expression d'un
ARNi dirigé contre MARF (KK105681). Les résultats sont résumés dans le tableau 1. Par ailleurs,
il a été vérifié que I'expression de I'ARNi-MARF seul n'induisait pas de phénotype d'aile.

La réduction du niveau de MARF induit une suppression importante du phénotype
d’aile induit par Rbfl. Les phénotypes d'aile induits par rbfl dépendent donc de MARF. De
facon surprenante, bien que MARF et Drpl aient des activités opposées vis-a-vis de la
dynamique mitochondriale, les phénotypes induits par Rbfl nécessite la présence de ces deux
protéines. Ce résultat suggére que MARF aurait dans ce contexte un réle différent de sa

fonction liée a la fusion mitochondriale.

b. MARF est nécessaire a I'apoptose induite par Rbfl

Afin de déterminer si la suppression du phénotype d’aile en présence de I’ARNi-MARF

était due a des modifications du niveau de I'apoptose induite par Rbfl dans le disque d’aile,
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Figure 32. Une diminution du niveau de MARF inhibe I'apoptose induite par Rbfl

(a) Le domaine vg est observable ici par la présence des transgénes vg-Gal4 et UAS-GFP dans la lignée.
Comme nous pouvons le voir, vg étant principalement actif au niveau de la poche du disque imaginal
d’aile, seule I'apoptose présente au niveau de la poche est prise. La quantification du nombre de cellule
correspondant au nombre de point blanc a donc été faite en sélectionnant sur chaque disque la surface
de la poche, telle gu’entouré en tirets blancs en (e). La quantité est alors rapportée a la surface du

domaine sélectionné.

(b,c,d,e) Marquage TUNEL sur disques imaginaux d’ailes issus des lignées vg_faM ; UAS;GFP (vg>GFP),

vg-Gals . __UASGFP (vg>GFP,  RNAIPINKD), ~ “L=20% DA5TPIL (ygsrbfl) et
¥ UAS—RNAi—PI + +

vg_GaM; UAS_T.bfl (vg>rbfl, RNAI-PINK1). Chaque point blanc correspond a une cellule
+ UAS—RNAi—PIN

apoptotique. (a) Controle négatif vg>GFP présente une apoptose basale, notamment au niveau du
notum. (b) Lexpression d’'un RNAi dirigé contre MARF (vg>GFP, RNAi-MARF) n’entraine pas
d’augmentation du nombre de cellules apoptotiques. (c) La surexpression de rbfl (vg>rbfl),
conformément aux études précédentes, induit une apoptose importante. (d) La co-expression de rbf1
et du RNAI-MARF (vg>rbf1, RNAi-MARF) restreint I'apoptose a son niveau basal.

(f) Quantification des marquages TUNEL. L'histogramme présente les moyennes du nombre de cellules
apoptotiques dans la poche rapportée a la surface de la poche (en unité arbitraire (UA)) pour 30
disques imaginaux d’aile par génotype. LUexpression du RNAi-MARF seul, n’induit pas d’augmentation de
I'apoptose dans le domaine vg contrairement a la surexpression de rbf1. La co-expression de rbf1 et du
RNAI-MARF présente un niveau d'apoptose comparable au témoin. Des tests statistiques de Student
ont été menés entre les génotypes comparables. Ils confirment que ces différences sont bien
significatives avec un p-value < 0,01 (*).




la quantité d’apoptose a été quantifiée par la méthode TUNEL. Cette quantification a été faite
dans une région spécifique du disque imaginal d’aile (domaine vg visualisé figure 32a). Pour
cela, des disques imaginaux d’ailes issus de larves de différents génotypes ont été testés :
vg>GFP (témoin sauvage), vg>GFP, RNAi-MARF (témoin d’expression de I’ARNi seul), vg>rbf1
(témoin de I'apoptose induite par I'expression de rbf1) et vg>rbf1, RNAi-MARF (expression de
I’ARNIi-MARF dans un contexte d’apoptose induite par Rbfl). L’'observation en microscopie a
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>GFP) posséde un niveau d’apoptose
basal correspondant a I'apoptose développemental. En figure 32c, I'expression de I'’ARNi
dirigé contre MARF dans le domaine vg n’induit pas d’augmentation de cette apoptose. A
I'inverse, la surexpression 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 I'ARNi-MARF est similaire au niveau d’apoptose
développementale basale observée dans le controle (32b et 32c). L'expression de I'ARNi-
MARF semble donc inhiber I'apoptose induite par Rbf1.

Cette observation qualitative a été complétée par une approche quantitative. Le
domaine d’expression du promoteur vg est observable en vert dans la figure 32a. Seules les
cellules apoptotiques présentes au niveau de la poche du disque imaginal, ou est exprimé le
gene vg, ont été comptabilisées, de facon a limiter la prise en compte de |'apoptose
développementale basale présente dans le notum (figure 32a). Nous avons choisi de rapporter
le nombre de cellules apoptotiques, a la surface de la poche calculées par Image J. Ce rapport
correspond a une unité arbitraire utilisée pour nos calculs. La moyenne de ces rapports pour
30 disques imaginaux par génotype est présentée dans la figure 32f. Les barres d’erreurs
correspondent a I'intervalle de confiance a 95%. Nous pouvons voir un rapport de 5x10* pour
les disques imaginaux issus du témoin négatif (vg>GFP). Ce rapport est sensiblement le méme
pour les disques imaginaux issus des larves exprimant I'ARNi-MARF (vg>GFP, RNAi-MARF). En
revanche, il est 4,5 fois plus élevé (2,25x1073) pour les disques imaginaux issus des larves
surexprimant rbf1 (vg>rbf1). Les disques imaginaux co-exprimant rbf1 et I'ARNi-MARF sous
contréle de l'inducteur vg-Gal4 présentent un rapport proche de 5x10%, comme le témoin
négatif. Des tests statistiques de Student ont été réalisés en comparant les génotypes

comparables deux a deux. Ces tests confirment que I'augmentation observée entre le témoin
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Figure 33. Une diminution du niveau de PINK1 ou de Parkin supprime le phénotype d’encoche dans
Iaile induit par Rbfl
(a) L'histogramme présente le pourcentage d'aile obtenu pour chaque génotype étudié

vg—Gald UAS-rbf1l vg—-Gald UAS-Tbf1 .
( T (vg>rbfI) et S A ARNI=PI (vg>rbfl,  RNAI-PINK1)

+
rg-Gald ; UAS_fbfl — (vg>rbfl, RNAIi Parkin)). Lexpression d’un RNAJ-PINK1 (JF01203 TRIP) sous
+ UAS-ARNi-Parkin

contréle de l'inducteur vg-Gal4 en contexte de surexpression de rbfl induit un décalage de la
répartition des phénotypes induits par rbfl vers les phénotypes « faible » et « moyen ». Un test
statistique de Wilcoxon a permis de vérifier la significativité de ce décalage avec un a= 3,22x101!

(N=294).
(b) Une expérience identique a été menée avec les génotypes V‘g_fam' ; UAS_:bfl (vg>rbf1) et

1i‘g_GaM; UAS_fbfl — (vg>rbfl, RNAi Parkin) exprimant un ARNi dirigé contre Parkin (JF01200
+ UAS-ARNi-Parkin

TRIP). On y observe un décalage vers les phénotypes « sauvage » et « faible ». Un test statistique de
Wilcoxon a permis de vérifier la significativité de ce décalage avec un a<1013(N=301).




négatif vg>GFP et le témoin positif vg>rbf1 est bien significative (p<0,01). Il en va de méme
pour la diminution observée entre ce dernier et |la condition testée vg>rbf1, ARNi-MARF. Cet
effet n’est pas da a un effet propre de I’ARNI-MARF puisqu’il n’est pas observé de différence
entre les disques imaginaux aux génotypes vg>GFP et vg>GFP, ARNi-MARF.

Ces résultats révelent donc que MARF est impliqué dans I'apoptose induite par Rbfl.
Ce résultat est cohérent avec la suppression des phénotypes d'aile induits par Rbf1 que nous
avions observé en présence d'un ARNIi-MARF. Alors qu'une augmentation de la fission
mitochondriale est observée dans |'apoptose induite par Rbfl, I'absence de MARF, une
protéine pro-fusion, n’a pas un effet aggravateur mais un effet suppresseur, ce qui était
innatendu. Le réle de MARF dans I'apoptose induite par Rbfl pourrait étre lié a une autre
activité de MARF indépendant de sa fonction d'activateur de la fusion membranaire
mitochondriale. Une autre de ces activités est de recruter I'ubiquitine-ligase Parkin, suite a sa
phosphorylation par PINK1 lors d’'une chute de potentiel mitochondrial. Ces 3 protéines sont
impliquées dans le processus de mitophagie que nous avons donc voulu tester dans la suite

de mon étude.

C. PINK1 et Parkin sont impliquées dans phénotype d’aile
induit par Rbfl

Afin de déterminer s’il existe un lien entre I'apoptose induite par Rbfl et la mitophagie,
nous avons fait des tests d'interaction génétique similaires a ceux utilisés pour étudier
I'interaction génétique entre MARF et rbf1, a I'aide de lignées d'ARNi inductibles ciblant cette
fois les ARNm PINK1 et Parkin.

e s . , , + UAS-RNAIi-PINK1
Nous avons utilisé la lignée « BL 31262 » de génotype — ; : , permettant
+ UAS-RNAiI-PINK1

I'expression d'un ARNi dirigé contre PINK1 sous le contrdle de séquences promotrices UAS.
Les résultats de ce test génétique sont présentés en figure 33a. La répartition des phénotypes
d’aile est centrée sur les classes moyen et fort pour ce qui est du témoin positif surexprimant
rbf1. L'expression d’'un ARNi-PINK1 en présence d'une surexpression de rbfl 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 a=3,22x101! (N=294).

Afin de tester I'implication de I'ubiquitine ligase Parkin, centrale dans le processus de

. . sz . p + UAS-ARNi-Parkin
mitophagie, nous avons utilisé la lignée « JF01200 TRIP » de génotype ; — ; ; —.
+ ~ UAS-ARNi-Parkin
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Figure 34. Une diminution du niveau de PINK1 inhibe I'apoptose induite par Rbfl

. ) . , e ., _vg—Gald UAS-GFP
(a,b,c,d) Marquage TUNEL sur disques imaginaux d’ailes d’ailes issus des lignées g " ; "

(vg>GFp), 29-62 . __ UAS-GFP (vg>GFP, RNAI-PINK1), 29=G% . UASTTBIL  (osrbf1) et
+ UAS—ARNi—PINK1 + +

v‘g—fam ; UASY:;I_V:T; 11 (vg>rbf1, RNAI-PINK1). (a) Le génotype de contrdle négatif vg>GFP présente
une apoptose basale, notamment au niveau du notum. (b) L'expression d’un ARNi dirigé contre PINK1
(vg>GFP, RNAI-PINK1) n’entraine pas d’augmentation du nombre de cellules apoptotiques. (c) La
surexpression de rbfl (vg>rbf1) conduit a une apoptose importante au niveau de la poche. (d) La co-
expression de rbf1 et du RNAI-PINK1 (vg>rbfl, RNAi-PINK1) restreint I'apoptose a son niveau basal.

(e) Quantification des marquages TUNEL. L'histogramme présente les moyennes du nombre de cellules
apoptotiques dans la poche rapportée a la surface de la poche (en unité arbitraire (UA)) pour 30
disques imaginaux d’aile par génotype. L'expression d’'un ARNi dirigé contre PINK1 n’induit pas
d’augmentation de l'apoptose par rapport au contréle négatif. Comme observé précédemment la
surexpression de rbf1 induit une forte augmentation de |'apoptose dans la poche. La co-expression de
ces 2 transgénes conduit a une augmentation de I'apoptose par rapport a I'expression de |'UAS-ARNi-
PINK1 seul mais a une diminution par rapport a l'expression de I'UAS-rbf1 seul. Les tests statistiques de
Student menés entre les génotypes comparables confirment que ces différences sont bien significatives
avec un p-value < 0,01 (*).




Elle exprime un ARNi dirigé contre Parkin sous contréle de séquences promotrices UAS. L'effet
de la diminution de la quantité de Parkin est testé dans un contexte d’apoptose induite par
Rbfl dans le domaine Vestigial. Le phénotype d’aile adulte dans ce contexte est étudié avec
(Vg>Rbfl, RNAi-Parkin) ou sans RNAi-Parkin (Vg>Rbf1) (figure 33b). L'expression du ARNi-
Parkin en présence d'une surexpression de rbf1 décale le phénotype d’ailes encochées vers la
classe phénotypique sauvage. Un test statistique de Wilcoxon indique que ce décalage est
significatif avec un a<10*® (N=301). Ces résultats ont été reproduits au moins 2 fois, d’autres
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 Rbfl en
présence d'une baisse du niveau de PINK1 ou Parkin et sont résumées dans le tableau 1.

Il apparait donc qu'une diminution de la quantité des ARNm de PINK1 ou de Parkin
donc probablement de leur protéine diminue les phénotypes d’encoche dans |'aile induits par
Rbf1. Pink1 et Parkin seraient donc impliquées dans le phénotype de mort induit par Rbf1 dans

le domaine vestigial du disque d’aile.

d. PINK1 et Parkin sont nécessaires a I'apoptose induite

par Rbfl

Nous avons cherché a déterminer si la suppression phénotypique observée en
présence d'ARNi-PINK1 et d'ARNi-Parkin était associée a une diminution du nombre de
cellules apoptotiques induit par la surexpression de rbfl1 au cours du développement. Un
marquage TUNEL a donc été effectué sur des disques imaginaux obtenus a partir des différents
croisements permettant de tester I'interaction entre rbf1 et PINK1 ou Parkin. Le marquage
TUNEL des disques d’ailes vg>GFP (Figure 34a) présente une apoptose développementale
basale, plus particulierement au niveau du notum. L’expression seule d’un ARNi dirigé contre
I’ARNm PINK1 dans le domaine vestigial (Figure 34b) n’induit pas d’augmentation de
I’apoptose. A l'inverse, la surexpression de rbf1 dans le domaine vestigial (Figure 34c) entraine
une forte augmentation de I'apoptose dans le domaine d’expression de ce gene. On observe
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
par Rbfl dans ce domaine du disque d’aile.

Afin de confirmer ces observations, le marquage des disques imaginaux a été quantifié

de maniére systématique au niveau de la poche du disque imaginal. Comme expliqué
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Figure 35. La diminution du niveau de Parkin inhibe I'apoptose induite par Rbfl
Quantification des marquages TUNEL. L'histogramme présente les moyennes du nombre de cellules
apoptotiques dans la poche rapportée a la surface de la poche (en unité arbitraire (UA)) pour 30

. . . , P vg—-Gald UAS-GFP
disques imaginaux  daile des  génotype " } UAS-Luciferase (vg>GFP, luc),
vg-Gald UAS-GFP . . vg—Ga  UAS-rbf1
+ " UAS—-RNAi-Parkin (vg>GFF,  RNAi-Parkin), + " UAS-Luciferase (vg>rbfl, luc) et
-G UAS-rb . , C e . R
%9 +a ; UAS_RNA:_{) = (vg>rbfi, RNAi-Parkin). Un ARNi dirigé contre Parkin sous contrble de

I'inducteur vg-Gal4 a été induit en condition controle ou de surexpression de rbfl. Il n’y a pas de
différence entre la condition contréle (vg>GFP, luc) et la condition d’expression du RNAi-Parkin dans le
méme contexte génétique (vg>GFP, RNAi-Parkin). Nous observons une augmentation de ce rapport en
condition surexpression de rbfl (vg>rbfl, luc). Lexpression d’'un ARNi dirigé contre Parkin dans ce
contexte induit une diminution de ce rapport (vg>rbf1, ARNi-Parkin). Des tests statistiques de Student
vérifie que ces différences sont significatives avec une p-value<0,01 (*). Donné le génotype



précédemment, ces quantifications ont été rapportées a 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* pour vg>GFP, 3,68x10™* pour vg>GFP, RNAI-PINK1,
2,29x1073 pour vg>rbf1 et 1,61x10°3 pour vg>rbfl, RNAI-PINK1. Un test Student a été utilisé
pour confirmer la significativité des différences observées. Une étoile indique les p-value
inférieures a 0,01.

Une étude reprenant le méme schéma a été mené pour tester I'interaction entre les
génes rbfl et Parkin dans I'apoptose induite par Rbfl. Les moyennes du nombre de cellules
apoptotiques dans la poche du disque d’aile rapporté a la taille du disque sont comparées
entre elles (Figure 35). La valeur moyenne pour le contréle négatif (vg>GFP, luc) est de
1,44x10%. Cette valeur est trés proche pour vg>GFP, RNAi-Parkin avec 1,50x10*. Elle est
fortement augmentée lorsque rbf1 est surexprimé dans les individus témoins (vg>rbf1, luc) :
1,26x103. En revanche, la co-expression de rbfl avec I'ARNi-Parkin induit un phénotype
intermédiaire de valeur de 7,55x10%. Des tests de Student confirment que les différences
observées sont significatives avec des valeurs de p inférieur a 0,01 comme indiqué sur la figure
35.

Conformément aux observations précédentes, I'expression de rbfl dans le domaine
vestigial induit bien de I'apoptose dans ce domaine. Alors que I'expression d’'un ARNi-PINK1
ou d’un ARNi-Parkin seul n’entraine pas d'augmentation de I'apoptose par rapport au témoin
négatif (respectivement vg>GFP et vg>GFP, luc), on constate une diminution de I'apoptose
induite par Rbfl 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
partiellement I'apoptose induite par rbfl. Ces deux protéines pourraient donc participer
activement a la mort cellulaire initiée par Rbfl. Les résultats que nous avons obtenus
montrent qu'au cours du processus d'apoptose induit par Rbfl, l'interaction de Debcl avec
Drplauniveau de lamembrane externe mitochondrial est nécessaire pour induire de la fission
mitochondriale et la production d’EAO. Nous avons donc, dans un second temps, cherché si
I'action de PINK1 se situe en aval ou en amont de Debcl dans la voie d’induction de I'apoptose

par Rbf1.
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Figure 36. PINK1 intervient en aval de Debcl dans I'apoptose induite par rbf1.

ptc—Gal4 = UAS-GFP

(a,b,c,d,e) Ailes adultes de drosophiles issus des lignées aux génotypes

)

+ UAS—-GFP

tc—Gal4 UAS-GFP . tc—Gal4,UAS—Deb UAS-Debcl

(ptc>GFP ; GFp), =222 . : (ptc>GFP, RNAI-PINK1), E===2 2. s
+ UAS—RNAi—PINK + UAS—-GFP

(ptc>debcl ; debcl, GFP) et ptc—Gal#UAS—Debcl , ___UAS-Debcl (ptc>debcl ; debcl, RNAI-PINK1) (a) Le
+ UAS—RNAi—PI

domaine Patched (ptc) correspond a la région située entre les veines 3 et 4 (notées respectivement V3
et V4). La distance d1 est calculé entre les veines 3 et 4 au niveau de la 6™ soie de la bordure antérieur
de l'aile et de la cross-veine postérieure. Afin de s’affranchir d’effets de I'environnement pouvant
affecter la croissance générale des individus, cette distance est rapportée a la distance d2 située entre
les extrémités des veines 4 et 5 (V5). (b) Uexpression de GFP seule dans le domaine ptc n’induit pas de
phénotype différent de celui du témoin sauvage notamment au niveau de la cross-veine antérieure
(rectangle bleu). (c) De méme, la cross-veine antérieure n’est pas affectée par lI'expression d’un ARNi
dirigé contre PINK1 dans le domaine ptc (rectangle bleu). (d) Lexpression de deux copies
supplémentaires de debcl par le promoteur ptc induit un phénotype fort de fusion des V3 et V4 au
niveau de la cross-veine qui disparait (rectangle rouge). De plus on observe une diminution de la
distance entre V3 et V4 (e) Lexpression d’un ARNi dirigé contre PINK1 dans un contexte de
surexpression de debcl induit un phénotype de fusion des V3 et V4 moins fort que pour les individus
surexprimant debcl (rectangle vert). La distance entre V3 et V4 semble étre intermédiaire par rapport
aux génotypes observés en (c) et (d).

(f) Comparaison des distances entre V3 et V4 (d1) rapportées a la distance entre V4 et V5 (d2). La
moyenne de la distance entre les V3 et V4 est bien significativement diminuée en cas de surexpression
de debcl. Cette diminution est partiellement supprimée en présence d’'un ARNi dirigé contre PINK1. Des
tests statistiques de Student confirment que ces différences sont bien significatives avec un p-value <
0,01 (*).




e. PINK1 agit en aval de Debcl dans I’apoptose induite par
Rbfl

Le role de Debcl est central dans les évenement mitochondriaux induits par Rbfl. Une
surexpression de debcl induit de I'apoptose et récapitule les évenements mitochondriaux
induits par Rbf1l. 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 contréle de séquences UAS. L'expression des transgénes
UAS-debcl est induite par l'inducteur patched-Gal4 (ptc-Gald). L'inducteur ptc-Gal4 s’exprime
au niveau de la frontiére antéro-postérieur du disque imaginal d'aile. L'expression de debc/
dans ce contexte conduit a une augmentation de I'apoptose au niveau de la frontiere antéro-
postérieur du disque imaginal d'aile au cours du développement. Cette apoptose se traduit
chez I'adulte par une diminution de la distance entre les veines 3 et 4 et une fusion de ces
deux veines au niveau de la veine transversale antérieur qui disparait (Figure 36d). Ce
phénotype présente I'avantage d’étre observable facilement et de varier tres peu d’un
individu a l'autre. Nous avons testé l'effet d'une diminution du niveau de PINK1 sur ce

phénotype a I'aide de I'expression d’un ARNi dirigé contre PINK1.

Une aile représentative de chaque génotype est présentée en figures 36b-e. La
surexpression du géne GFP (Figure 36b) sous contréle de ptc-Gal4 n’induit pas de phénotype.
Nous pouvons observer la présence de la veine transversale antérieure dans le rectangle bleu.
L’expression de I'ARNi dirigé contre PINK1 dans le domaine patched (Figure 36c) n’induit pas
de différence marquante par rapport au témoin ptc>GFP,; GFP. La veine transversale
antérieure est conservée (rectangle bleu). L’expression de deux copies supplémentaires de
debcl sous contréle 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 I'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) induit par I'expression de

debcl.
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Figure 37. l'absence de PINK1 n’induit pas de perte massive de la colocalisation entre Mito-GFP et
Ref(2)P

Images de microscopie confocale montrant la GFP en vert et I'immunomarquage de Ref(2)P en rouge.
Ref(2)P (aussi appelée p62) est une protéine impliqguée dans la formation de corps autophagiques et
mitophagiques. Sa colocalisation avec des éléments mitochondriaux est souvent synonyme de
mitophagie.

(a,e,i,m) Plan large d’un point focus d’un disque imaginal d’aile au niveau du bord antérieur de la poche
dans le domaine vg prise a 63X. Le carré blanc correspond aux champs zoomés dans le panel de droite.
(b,c,d,f,g,h,j,k,l,n,0,p) Zoom 214,2X des images correspondantes aux carrés blancs du panel de gauche.
Les barres blanches correspondent a 10um.



Une étude quantitative compléete de ces observations a été réalisée. La distance entre
les veines 3 et 4 (d1 dans la Figure 36a) est calculée de maniere standardisée. Elle est mesurée
sur une droite passant par, le point de croisement entre la veine transversale postérieure et
la veine 4, et la 6eme soie observable au niveau de la marge antérieure de I'aile (voir figure
36a). Afin de normaliser cette distance entre les différentes ailes, elle est rapportée a une
valeur interne a I'aile mais extérieure au domaine d'expression 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 maniére significative avec une valeur de p inférieure a
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 I'ARNI-PINK1 n’a pas d’effet additif et induit un phénotype
intermédiaire.

Ces résultats indiquent qu’en cas de forte diminution du niveau de PINK1, I'apoptose
induite par Debcl est partiellement inhibée. Si I'on considere que les événements induits par
la surexpression de debcl récapitulent les événements mitochondriaux induits par Rbfl, on
peut supposer que PINK1 agit en aval de Debcl dans la voie d’apoptose induite par Rbf1. Si tel
est le cas, on pourrait préter un rdle pro-apoptotique a PINK1 et ses partenaires, Parkin et
MARF pourraient participer a ces activités. Les protéines PINK1, Parkin et MARF sont bien
connu pour leur capacité a induire la mitophagie. Ces protéines étant connues pour leurs roles
centraux dans la mitophagie, elles aménent, avec leur implication, un questionnement sur le
lien entre la voie d’apoptose déclenchée par Rbfl et ce processus. Nous avons donc recherché
si la surexpression de rbf1 était associée a une augmentation de mitophagie en présence ou

en absence de PINK1.

f. Recherche d'évenements de mitophagie induit par Rbfl

Afin de mettre en évidence la mitophagie, la technique la plus communément utilisée
consiste a observer la colocalisation de facteurs mitochondriaux et autophagiques. Pour cela,
nous avons établi a une lignée possédant a la fois le transgéne UAS-rbfl sur le Chromosome
[l et un transgene inductible codant une protéine GFP associée a une séquence d'adressage

a la matrice mitochondriale (UAS-mitoGFP) sur le chromosome Il. Afin de marquer les
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Information sur les

interaction génétique avec vg-Gal4, UAS-rbf1
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Tableau 1. Récapitulatif des tests d'interaction génétique effectués entre rbfl et MARF, PINK et

Parkin.

Lensemble des tests d’interaction génétique concernant PINK1, Parkin et MARF sont résumés
dans ce tableau. Les résultats présentés dans les Figure 30 et 32 sont indiqués en couleur. La
lignée wlll® est utilisée comme témoin sauf pour les lignées KK105681, KK101205 et KK107919
qui ont été testées par rapport la souche témoin KK, de méme fond génétique.



évenements d’autophagie, un anticorps anti-Ref(2)P permet de localiser cette protéine,
homologue de p62 chez I’"humain, qui est responsable de la sélection des éléments subissant
I'autophagie.

Pour le témoin (Figure 37a et c), I'anticorps anti-Ref(2)P présente un marquage
principalement diffus et cytosolique bien qu’on puisse observer quelques point de
fluorescence plus intenses, qui pourrait correspondre a un niveau basal d'autophagie. La GFP
(Figure 37b) présente une localisation plutét ponctiforme et filamenteuse. Ces formes sont a
attribuer a I'orientation du réseau mitochondrial par rapport au plan d'acquisition de la coupe
optique correspondant a des coupes transversales ou sagittales. La superposition des deux
marquages (Figure 37d) ne révéle que peu de colocalisation, notamment au niveau des points
plus fortement marqués avec I'anti-Ref(2)P. L'expression d’'un RNAi-PINK1 dans le domaine
vestigial augmente le marquage ponctiforme avec I'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) révéle quelques points de couleur jaune, indiquant une colocalisation,
mais ceux-ci restent peu nombreux par rapport a l'ensemble du marquage ponctiforme
correspondant a Ref(2)P. Pour sa part, la surexpression de rbfl entraine un changement
notable pour I'anti-Ref(2)P (Figure 37i et k). On remarque sur le plan large, la formation de
point de grande taille s’ajoutant au marquage ponctiforme important. La taille de ces points
est proche de la taille d’'une cellule. La GFP présente un marquage proche de celui du témoin
(Figure 37j) tandis que la superposition des marquages (Figure 37I) révéle quelques points de
colocalisation jaune mais aucun au niveau des points de grande taille marqués a I'anti-Ref(2)P.
Enfin, la co-expression de rbf1 et d’'un ARNI-PINK1 induit un marquage de Ref(2)P ponctiforme
comparable a 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 0). La localisation de la
GFP est moins net que dans le témoin bien que I'aspect filamenteux soit conservé (Figure 37n).
La superposition des marquages (Figure 37p) révele peu de colocalisation.

Les résultats présentés ici ne permettent pas de mettre en évidence une colocalisation
de marqueurs de la mitochondrie et de I'autophagie sauf, dans une moindre mesure lorsque
rbfl est surexprimé seul. Cependant, la différence importante de marquage de Ref(2)P
observée dans le cas d’une surexpression de rbfl incite a penser que des événements
autophagique pourrait étre induits et que Pink1 serait impliqué dans ce phénomeéne. Toutefois

ces résultats sont préliminaires et devront étre confirmés avant d'établir des conclusions.
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4, Conclusion sur les événements mitochondriaux impligués dans

I’apoptose induite par Rbfl

L'ensembles des résultats présentés dans cette premiére partie de mes résultats
permettent d’avancer sur la compréhension des évenements mitochondriaux nécessaires a
I'apoptose induite par Rbfl. En effet, nous avons pu démontrer que [linhibition
transcriptionnelle de buffy induite par Rbfl confére a Debcl son activité pro-apoptotique.
Ainsi, a la mitochondrie, Debcl recrute Drpl qui, probablement en s’oligomérisant, va induire
de la fission mitochondriale nécessaire a la transmission du signal de mort cellulaire.
L'activation de Debcl et Drpl conduit a une accumulation d’EAO mitochondriaux qui est
nécessaires a I'apoptose. Les résultats complémentaires que j'ai pu obtenir montre que la
protéine MARF, qui est connu pour son implication dans la fusion mitochondriale, n’a pas ici
un role antagoniste a Drp1 et semble méme jouer un role positif dans I'apoptose induite par
Rbfl. Ce rble pourrait étre associé a son implication dans le recrutement des protéines
responsables de la mitophagie, PINK1 et Parkin. Mes résultats indiquent que celle-ci sont aussi
nécessaires au déclenchement de I'apoptose induite par Rbfl. PINK1 étant par ailleurs
également nécessaire a I'apoptose induite par Debcl (indépendamment d'une surexpression
de Rbf1), PINK semble intervenir en aval de Debcl. Il n’a pour le moment pas été possible de
mettre en évidence de facon clair des évenements de mitophagie dans les cellules

surexprimant Rbfl et d'en établir le lien avec PINK, MARF et Parkin.

B. Liens entre I"apoptose induite par Rbfl et |la

traduction

1. Contexte scientifique

La régulation de la traduction est un mécanisme important, notamment dans la
formation des cancers. On peut aussi observer que I'apoptose est associée a une diminution
importante de la synthese protéique globale dans de nombreux types cellulaires. Ce controle
implique la régulation des facteurs d’initiation de la traduction (Morley, 2001; Liwak, Faye and
Holcik, 2012). Chez la drosophile, les génes inhibiteurs des IAPs que sont rpr et grim entrainent
une suppression généralisée de la traduction. Cette suppression est en partie responsable de

la diminution de la quantité de dIAP1 (une protéine a vie courte) par rapport aux autres
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protéines, dont les caspases, permettant ainsi une levée de I'inhibition de ces derniéres et le
déclenchement de I'apoptose (Yoo et al., 2002; Colén-Ramos et al., 2006). Une autre protéine
associée a la suppression tumorale, Pdcd4 (Programme Cell Death 4), contréle a la fois
I'apoptose et la traduction. Pdcd4 est capable de se lier aux ARNm. Cette capacité lui permet
de supprimer la traduction d’ARNm spécifiques comme c-myb (Singh et al., 2011) en
interagissant avec la poly(A)-binding protein (PABP) (Fehler et al.,, 2014). PABP est une
protéine conservée entre la drosophile (dPABP) et ’'homme. Elle est fortement impliquée dans
la traduction et dans la stabilité des ARNm (Smith, Blee and Gray, 2014). Le role de dPABP est
pour le moment associé : (a) a la régulation positive de la traduction a la fois globale (Roy et
al., 2004) et spécifique d’ARNm tel que ms/2 (Duncan, Strein and Hentze, 2009) ; (b) a la
déstabilisation d’ARNm spécifiques reconnus par des microARN (Huntzinger et al., 2013) ; (c)
a la suppression de la NMD (nonsense-mediated decay (NMD), un mécanisme de controle de
la qualité des ARNm qui permet la dégradation d’ARNm présentant un codon stop prématuré
pouvant mener a la production de protéines tronquées (Behm-Ansmant et al., 2007). Nos

résultats présentés ici mettent en évidence un lien potentiel entre I'apoptose induite par Rbfl

et dPABP.
2. La surexpression de PABP supprime le phénotype d’aile induit
par Rbfl
a. Résumé

Lors de I'étude des voies d’action de Rbfl dans I'activation de I'apoptose pour les
cellules en prolifération, des partenaires physiques ont été cherchés avec une approche par
spectrométrie de masse. Menés par Angéline Moriéras au cours de sa thése, ces travaux
suggerent I'existence d’une interaction physique potentielle entre Rbfl et une protéine
centrale de la transcription : dPABP (drosophila Poly-Adenylate Binding Protein). Bien que
cette interaction physique n’ait pu étre confirmée, I'étude des interactions génétiques entre
rbf1 et dpabp a abouti a des observations trés étonnantes qui nous ont poussé a étudier
davantage l'implication de PABP dans le processus d'apoptose induit par Rbfl dans I'espoir de
comprendre les événements impliqués.

Les premiers résultats, apportés par Angéline Moriéras, concernaient |'effet de la
modulation d’activité de dpabp et de certains de ses partenaires de la machinerie

traductionnelle sur le phénotype d’encoche induit par rbf1. J'ai complété ces résultats par une
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approche au niveau cellulaire afin d'étudier I'effet de ces partenaires de dPABP sur I'apoptose
induite par Rbf1. De facon tres surprenante, dpabp ne supprime pas I'apoptose mais en induit
par lui-méme. De plus, I'apoptose induite par dpabp ne conduit a aucun phénotype. Ont alors
été testées plusieurs hypotheses visant a comprendre les mécanismes qui permettent a
dPABP de pallier cette forte mort développementale, pour aboutir a la formation d'ailes
adultes sauvages ne présentant pas d’encoches. Nous avons recherché sila compensation des
cellules éliminées impliquait :

(a) La prolifération des cellules voisines induite par les cellules apoptotiques. En effet,
il est bien établi que les cellules apoptotiques peuvent induire la prolifération des cellules des
cellules voisines (Perez-Garijo and Steller, 2015).

(b) Linduction d’un retard de développement permettant de compenser la perte
cellulaire. Cet autre mécanisme compensatoire a été décrit au laboratoire en réponse a un
stress du réticulum endoplasmique : I'augmentation du temps de développement qui permet
la production d'un plus grand nombre de cellules (Demay et al., 2014).

Les résultats sont présentés dans le manuscrit suivant mais ne permettent
malheureusement pas de trancher sur le véritable processus déclenché par dPABP pour pallier
la perte de tissu provoquée par I'apoptose (induite par lui-méme par Rbf1).

b. Manuscrit
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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 apoptosis 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
Rbfl in the wing imaginal disc during the larval development results in an adult notched
wings phenotype due to Rbfl-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 Rbfl-induced
apoptosis since it does not appear to rescue notched wings phenotype associated with
reaper-induced apoptosis. It involves neither an inhibition of Rbfl-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 elF4F 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 rbfl, the Drosophila homologue of pRb, induces apoptosis in
proliferative tissues, whereas no cell death is triggered by rbfl expression in post-mitotic
cells [10]. Therefore, overexpression of rbfl 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 Rbfl 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 Drpl can interact and that Buffy inhibits this interaction.
Debcl and Drpl are necessary downstream of Buffy to trigger a mitochondrial fragmentation
during Rbfl-induced apoptosis leading to reactive oxygen species production, which in turn
activates a Jun Kinase pathway to triggercell 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
Rbfl-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 elF4F. Moreover, we show that PABP activity does not compensate a lack
of translation in rbf1 overexpressing cells. Interestingly, larvae co-expressing rbfl 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
strain (BL35786) and the host line y,w[1118];P{attP,y[+],w[3’]} (transformant ID 60100) were
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.



Test of phenotype suppression in the wing:

To test the implication of candidate genes in rbfl-induced phenotypes, the severity
of the notched wing phenotype induced by UAS-rbfl 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-rbf1l 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 considered the difference significant when a<10-3.

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 uL
of 20 uM 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-



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
Student’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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manufacturer’s instructions (ApopTag Red in situ apoptosis detection kit, Millipore). Wing
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
pouch for at least 20 wing imaginal discs per genotype. Tukey’s t-tests were performed and

results were considered to be significant when a<5%.

Results and Discussion

PABP antagonizes Rbf1-induced notched wing phenotype

To examine whether PABP can suppress phenotypes associated with Rbfl-induced
cell death, we performed genetic interaction tests. As previously shown, Rbfl
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 rbfl-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 rbfl 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



antagonistic effect of PABP on notched wings phenotype induced by Rbfl, we overexpressed
rbf1 in various pAbp loss of function heterozygous background. To be able to observe an
enhancement of the rbfl-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 rbfl expression alone. When rbfl was overexpressed in a pAbpfP310 |oss of
function heterozygous background, the distribution of the phenotypes significantly shifted
toward stronger phenotypes as compared to expression of rbfl 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 (pAbpkl0109 pAppfY11561) gnd gave
equivalent results (data not shown). These results showed that PABP antagonizes the rbfl-
induced notched wings phenotype. Furthermore, this effect is specific to rbfl-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 rbfl-induced loss of tissue, we first studied
whether pAbp can counteract rbfl-induced apoptosis. TUNEL staining quantification was
performed on wing imaginal discs overexpressing rbfl, 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 rbfl and pAbp-Flag
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(compare fig. 2B to fig. 2D), showing that PABP does not inhibit Rbfl1-induced apoptosis.
Thus, PABP ability to suppress rbfl-induced phenotype is not due to an inhibition of

apoptosis in wing imaginal discs.

Since Rbfl-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 rbfl, 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 rbfl and pAbp-Flag than in discs
overexpressing rbfl only (Fig. 2l). These results show that the suppression of the Rbfl-
induced notched wing phenotype by PABP is not related to an increased proliferation in the

wing disc.

pAbp suppression of the Rbfl-induced notched wing phenotype is related to the elF4F

translation initiation complex but not to the RISC complex.

PABP is known to bind to two translation modulators, the elF4F 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
8



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 Rbfl-induced notched wing phenotype is not related to the miRISC

complex.

The other PABP-binding complex elF4F is composed of three subunits, elF4A, elF4E,
and elF4G. elF4E 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 elF4E enhances notches wing phenotypes
while increasing elF4AE amounts suppressed it (Table 1). Furthermore, overexpression of the
elFAE inhibitor Lk6 enhances the notched wings phenotype. This suggests that the elF4F
complex, as its binding partner PABP do, can stimulate a compensatory mechanism upon
Rbfl-induced apoptosis. Taken together, all these results suggest that a cap-dependent
mRNA translation is involved in the suppression of the Rbfl-induced notched wing
phenotype. Surprisingly, the downregulation of 4E-BP, with the use of RNAi or in mutant
heterozygous background, enhances Rbfl-induced phenotypes which can appear
contradictory for an elF4F inhibitor. However, considering that Rbfl-induced apoptosis
involves Drpl-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 leastin part via Drpl regulation [31]. This result suggests



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 elF4E suppresses rbf1-induced apoptosis

In order to test if the ability of 4E-BP, LK6 and elF4E to modulate the Rbfl-induced
phenotype distribution involved a regulation of apoptosis at the larval stage, we performed
TUNEL staining on wing imaginal discs. Aslightincrease inthe 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>rbfl, 4EBP¥13517 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 elF4E (Fig. 3C) compared to wing discs overexpressing
rbf1 alone. This shows that the suppressor effect of e/lF4E 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 Rbfl 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 inthe cells of interest, we used an anti-GFP (Fig 4 lane 1 and 3) or an
anti-Rbfl (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 rbfl-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 rbfl 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 delF4F can counteract tissue loss resulting from
Rbfl-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 elF4F complex plays an important role in chemoresistance
[34]. Surprisingly, we failed to detect any involvement of apoptosis inhibition or proliferation
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 facilitated by the
development delay induced in flies co-expressing rbfl and pAbp. The characterization of
these events and the identification of the mRNAs targeted by PABP/ elF4F 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 Rbfl-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/pAbptP310; UAS-rbfl/+ (D) UAS-
rpr/+; vg-Gald/+; UAS-gfp/+ and UAS-rpr/+; vg-Gal4/+; UAS-pAbp-flag/+ (E). Statistical

analysis was performed using Wilcoxon tests.

Figure 2: PABP does not inhibit Rbfl-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-Gald/+; 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-
1) 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 previous genotypes. **: Tuckey’s test p<0.01. The points correspond to outlier values.
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Figure 3: Positive regulation of elF4E does not suppress rbfl-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-Gald/+; vg-Gal4/4EBP13507: UAS-gfp/+ and vg-Gal4/4EBP¥13507;
UAS-rbf1/+ (A), vg-Gald/+; UAS-Lk6/UAS-gfp and vg-Gald/+; UAS-rbf1/UAS-Lk6 (B), vg-
Gal4/UAS-elF4E; UAS-gfp/+ and vg-Gal4/UAS-elF4E; 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 Rbfl and PABP have a positive effect on translation in larvae wingimaginal

discs.

The first colonne correspond to (1) anti-GFP staining or anti-Rbfl 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-Gald/+; 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-
Gald/+; 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>rbfi.

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-Gald/+; 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 No effect

(v45773-GD) (n=466 ; a=0.3)
AGO2 UAS-RNAI-AGO2 No effect

(BL 34799-Trip) (n=297 ; a=0.01)
Rm62/p68 | UAS-RNAI-Rm62 No effect

(v46909-GD) (n=103 ; a=0.5)
CCR4 UAS-RNAI-CCR4 No effect

(v13366-GD) (n=474 ; a=0.05)
POP2 pop2P614804 No effect

(BL 20439) (n=255 ; a=0.05)
POP2 pop2MB11505 No effect

(BL 29217) (n=346 ; a=0.6)
POP2 pop2MB02463 No effect

(BL 23569) (n=235 ; a=0.7)
elF4E UAS-elF4E Rescue

(BL 8710) (n=1357; a=10"3)
elF4E elF4E>0-8911 Enhancement

(BL 8648) (n=466 ; a=12)
Lk6 UAS-Lk6 Enhancement

(BL 8708) (n=1033 ;a=10"?)
4E-BP UAS-RNAI-4E-BP Enhancement

(BL 36667-Trip) (n=706 ; a=103°)
4E-BP 4E-Bpk13517 Enhancement

(BL 9558)

(n=488 ; a=107)
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L'apparition des tumeurs est multifactorielle. Parmi les causes de leur apparition, des
mutations « perte de fonction » affectent des genes impliqués dans la régulation de la
prolifération cellulaire ou dans le déclenchement de I'apoptose. Ces genes sont appelés
« suppresseurs de tumeur » pour leur capacité a prévenir la transformation tumorale. pRb fut
le premier gene 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 réle
essentiel dans le controle de la transition entre les phases G1 et S du cycle cellulaire ou par un
réle 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 permet d’interagir avec de nombreux facteurs de transcription ou
régulateurs de la chromatine. Et bien que le r6le de suppresseur de tumeur de pRb soit établi
depuis longtemps, il a été montré que ces interactions lui permettent de cibler de nombreux
génes impliqués dans un grand nombre de processus cellulaires (revue dans Dyson, 2016). Sa
place centrale dans le fonctionnement de la cellule rend donc difficile I'’étude spécifique de
ces différentes activités. Parmi celles-ci, pRb induit notamment la transcription de genes
impliqués dans I'apoptose. Cette activité est déclenchée suite a I'induction de dommages a
I’ADN dans des cellules de mammiferes (lanari et al., 2009). Chez la drosophile, il a été montré
par le laboratoire que la surexpression de son homologue, Rbf1, induit I'apoptose dans les
cellules en prolifération (Milet et al., 2010).

Au cours de ma thése, j'ai cherché a compléter la voie d’induction de I'apoptose par
Rbf1. Pour cela, j’ai approfondi les questions soulevées par la découverte du réle de buffy dans
cette voie (Clavier et al., 2014). Tout d’abord, I'implication de debcl, déja décrit comme
interagissant avec buffy, a été montrée (Quinn et al., 2003; Nakazawa et al., 2016). Cette
implication a permis d’envisager que la mitochondrie ait un réle important dans |'apoptose
induite par Rbfl. Cette hypothese est validée par I'observation de I'implication d’une protéine
majeure de la dynamique mitochondriale, Drp1l, ainsi que des événements de fragmentation

mitochondriale et d’accumulation d’EAO a la mitochondrie.

96



A. Les évenements mitochondriaux induits par Rbfl

Bien que la perméabilisation de la membrane et le relargage de dOMI/HTRA2,
inhibiteur de dIAP1, depuis la mitochondrie vers le cytosol, soient observés dans les cellules
apoptotiques de drosophile, la mitochondrie n’a pas un réle aussi clair que dans I'apoptose
des cellules de mammiferes (Abdelwahid et al., 2007; Igaki et al., 2007). En effet, le relargage
du cytochrome ¢, un facteur important dans la formation de |'apoptosome, n’est pas
nécessaire dans cet organisme (Dorstyn et al., 2002; Zimmermann et al., 2002; Means, Muro
and Clem, 2006; Abdelwahid et al., 2007), bien qu’il puisse étre observé tardivement dans le
cas de cellules en culture (Abdelwahid et al., 2007). Au-dela de ces observations, il existe peu
de données décrivant les liens existants entre la mitochondrie et 'apoptose de drosophile.
Aussi, I'observation de I'implication de la mitochondrie dans I'apoptose induite par Rbfl est

originale et participe a la compréhension de ces liens.

1. La régulation de E2F/rb sur la mitochondrie et I’apoptose

Le lien entre la mitochondrie, 'apoptose et E2F/Rb a déja pu étre mis en évidence
plusieurs fois dans la littérature, mais leurs relations sont différentes suivant les modeéles
étudiés. Tout d’abord, des études ont montré que la mutation de dDP, un co-facteur
nécessaire a I'activité des dE2Fs, entraine une réduction de I’activité mitochondriale (Ambrus
et al., 2013). Les mitochondries perdent, au moins en partie, leur potentiel de membrane ce
qui impacte grandement leur capacité a synthétiser 'ATP, phénoméne notamment retrouvé
dans les cellules apoptotiques et qui a probablement lieu dans I'apoptose induite par Rbfl. De
plus, leur morphologie est modifiée passant de mitochondries allongées et en réseaux a des
mitochondries globulaires et isolées (Ambrus et al., 2013) ce qui rappelle a la fragmentation
mitochondriale induite par Rbfl. De maniére intéressante, ces modifications pourraient
expliquer la résistance des cellules mutées a I'apoptose induite par les dommages a I’ADN
(Moon et al., 2005; Ambrus et al., 2013). Les mitochondries, trop affectées, ne permettraient
plus la transmission du signal de mort passant par elles. Ces observations ont méme été
étendues aux cellules de mammiféres dans lesquelles I'inactivation de DP ou E2F1 conduits a
des résultats similaires (Ambrus et al., 2013). Ces données vont dans le sens de ce qui a pu
étre observé dans les cellules post-mitotiques des disques imaginaux d’ceil de drosophile en

contexte de surexpression de rbf1. Il a pu étre montré au laboratoire que, dans ce contexte,

97



Rbfl est anti-apoptotique (Milet et al., 2010). Les genes ciblés semblent étre aussi des cibles
de dE2F1 et dE2F2. Dans I'apoptose que je décris dans les cellules prolifératives, Rbfl induit
la modification de la transcriptions de genes en interaction avec dE2F2 (Clavier et al., 2014).
Nous aurions donc des phénoménes comparables en ce qui concerne le déclenchement
d’événements mitochondriaux mais les conséquences de ces phénomeénes seraient opposées
suivant le type cellulaire. La fragmentation mitochondriale serait protectrice vis-a-vis de
I'apoptose dans les cellules post-mitotique du disque imaginal d’ceil mais ferait partie du
processus apoptotique dans les cellules prolifératives du disque imaginal d’aile.

Rbfl interagit avec dE2F2 pour moduler I'expression de genes impliqués dans le
contréle de I'apoptose. Ainsi, Rbfl réprime I'expression du géne anti-apoptotique, dont buffy,
et stimule I'expression de how, un géne codant une protéine induisant la déstabilisation de
I’ARNm codant pour I'anti-apoptotique dIAP1 (Clavier et al., 2014). Buffy est décrit comme
ayant une localisation au niveau du réticulum endoplasmique (Doumanis, Dorstyn and Kumar,
2007), cependant son activité est reliée a I'inhibition de Debcl, une protéine localisée au
niveau mitochondriale. En effet, il a été montré qu’au cours des stades embryonnaire, larvaire
et pupal, Buffy est capable d’interagir génétiquement et physiquement avec Debcl et d'inhiber
son activité apoptotique ainsi que l'apoptose induite par radiation (Quinn et al., 2003;
Nakazawa et al., 2016). L'observation de I'implication de Buffy dans I'apoptose induite par
Rbfl, nous a poussé a investiguer sur le réle de Debcl dans ce processus. Nous avons pu
démontrer que Debcl était bien impliquée dans I’'apoptose induite par Rbfl. Cette interaction
pourrait notamment avoir lieu aux points d’interaction entre le RE et la mitochondrie, les
« membranes associées a la mitochondrie » (MAMs). Il n"est pas impossible que de telles
structures aient une importance dans la régulation de I'activité de protéines telles que Debcl.
Elles agiraient ainsi comme senseur de I’activité cellulaire. En cas de disfonctionnement du RE
ou de la mitochondrie, les MAMs pourraient étre, en partie, perdues. De cette facon,
I'interaction entre Buffy et Debcl ne serait plus possible et Debcl pourrait agir comme pro-
apoptotique. Une étude plus approfondie de I'implication des MAMs dans I'apoptose pourrait
étre particulierement intéressante mais dans I'apoptose induite par Rbf1, il n’y a pas d’indice
permettant de penser que leur stabilité soit primordiale. Il est d’ailleurs intéressant de noter
gu’une surexpression de Debcl dans les cellules en prolifération récapitule les événements
mitochondriaux induits par Rbfl et aboutit a I'apoptose. Ces observations pourraient

s’expliquer par les mécanismes suivants :

98



e Dans les lignées surexprimant rbf1, la diminution seule de la quantité de Buffy
permet d’expliquer I’activation de Debcl.

e Dans les lignées surexprimant debcl, Buffy ne serait plus capable d’inhiber
toutes les protéines Debcl présentes.

Dans les deux cas, Debcl déclencherait la suite des évenements mitochondriaux
menant a I'activation de la voie JNK. On ne peut cependant exclure que le MAMs soient
totalement préservées et qu’elles n’influencent pas le déclenchement de I'apoptose.

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
biogénese mitochondriale dans I'érythropoiese (Sankaran, Orkin and Walkley, 2008). Autre
exemple, il a été montré que I'absence de rb induisait I'apoptose au cours de la différenciation
des myoblastes mais que cette apoptose pouvait étre contrée par I'activation de la biogénése
mitochondriale (Ciavarra and Zacksenhaus, 2010). Les données rapportées ici indiquent que
rb modulent particulierement la biogénése mitochondriale au cours de la différenciation des
érythrocytes et des myoblastes et que cette modulation est nécessaire au bon déroulement
du processus. Bien que mes travaux portent sur des cellules prolifératives, j'ai voulu tester
I'interaction génétique entre rbfl et spargel, un des genes centraux de la biogénese
mitochondriale, homologue de drosophile de pgcl-a. Des résultats préliminaires semblent
indiquer que spargel, favoriserait le phénotype d’aile induit par Rbfl. Il serait intéressant de
poursuivre I'étude de son implication et de la mettre en lien avec la mitophagie, ces
phénomenes pouvant étre complémentaires.

Par ailleurs, dans l'infection par papillomavirus des cellules humaines, E2F5, un
répresseur transcriptionnel, est libérée de son interaction avec pRb et va agir au niveau
mitochondrial ou il interagit avec Drpl pour favoriser la fission mitochondriale et la
mitophagie (Thomas et al., 2017). E2F1 peut induire I"apoptose au niveau mitochondrial en
interagissant avec BCL-xL (Vuillier et al., 2018). Toujours chez les mammiféres, on trouve un
role a E2F1 dans le métabolisme mitochondrial ou elle peut favoriser la glycolyse a la fois par
son activité de facteur de transcription et directement a la mitochondrie (Denechaud, Fajas
and Giralt, 2017).

De la méme fagon que E2F, les liens entre pRb et la mitochondrie peuvent étre plus

directs puisqu’il a été mis en évidence que cette protéine est capable de se localiser a la
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mitochondrie pour induire I'apoptose (Hilgendorf et al., 2013). pRb est capable d’interagir
avec BAX pour I'activer et permettre la dépolarisation membranaire ainsi que le relargage du
cytochrome c. Cette événement n’a pas été mis en évidence chez la drosophile sachant que
le membre pro-apoptotique de la famille Bcl-2 présent, Debcl, n’est pas ’lhomologue de BAX.

Il n’a pour le moment pas été rapporté d’activité de dE2F1 ou dE2F2 directement a la
mitochondrie chez la drosophile. De plus, il apparait clairement que Rbfl agit ici en régulant
la transcription de génes directement au noyau. Si elle n’est pas a exclure, I'idée d’une activité
mitochondriale de Rbf1 ou dE2F1/dE2F2, dans la voie d’apoptose décrite ici, parait trés peu
probable.

Mes travaux poursuivent donc I’exploration du lien entre rb/E2F, la mitochondrie et
I’'apoptose puisque nous démontrons que Rbfl induit 'apoptose en modifiant la dynamique
mitochondriale et en entrainant 'accumulation d’EAO a la mitochondrie. Toutes ces données
soutiennent I'idée que les mitochondries sont centrales dans la voie d’apoptose que contréle

les facteurs E2Fs/Rb.

2. La dynamique mitochondriale dans |I’apoptose

L'interaction entre Debcl et Drpl initie des événements mitochondriaux induits par
Rbfl et est nécessaire au déclenchement de I'apoptose. Pourtant, chez Drosophila
melanogaster, la place de la mitochondrie dans |'apoptose a d’abord été fortement
minimisée. Contrairement aux mammiféres et bien qu’on observe une chute du potentiel de
membrane et une perméabilisation de la membrane externe mitochondriale (MEM), le
cytochrome ¢ n’est pas massivement relargué depuis la mitochondrie dans le cytosol suite a
I'action des membre pro-apoptotique de le famille Bcl-2 a la surface mitochondriale. En effet,
si un changement de localisation du cytochrome c a pu étre observé quelquefois au cours de
I’'apoptose, celui-ci n’est clairement pas nécessaire a I'activation des caspases (Varkey et al.,
1999; Abdelwahid et al., 2007). Le controle de I'apoptose passe alors principalement par la
régulation de I'activité des caspases par dIAP1 qui est elle-méme régulée par I'activité des
RHG (Rpr, Hid et Grim). Ces trois protéines possedent des séquences entrainant leur adressage
a la mitochondrie qui est nécessaire a leur activité pro-apoptotique (Claveria et al., 2002;
Olson, Holley, Gan, et al., 2003; Sandu, Ryoo and Steller, 2010; Morishita et al., 2013). La
nécessité de cet adressage n’est pas étonnante puisque dIAP1 et ses cibles, les caspases

initiatrice Dronc et effectrice Drice, se localisent au niveau de la mitochondrie durant
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I'apoptose. Chez la drosophile, la mitochondrie est donc d’avantage décrite comme un point
de rendez-vous pour les caspases et leurs régulateurs qu’un élément actif de déclenchement
de I'apoptose.

Au-dela de la chute de potentiel membranaire et de la perméabilisation de la MEM, la
morphologie mitochondriale est affectée au cours de I'apoptose. On observe une fission du
réseau nécessaire a I'apoptose chez les mammiferes et la drosophile (Arnoult et al., 2005;
Goyal et al., 2007). La diminution d’expression de drp1, principal effecteur de cette fission,
inhibe I'activation des caspases chez la drosophile (Abdelwahid et al., 2007) et la retarde chez
les mammiféres (Tanaka and Youle, 2008). Son effet est donc situé a un stade tardif dans le
déclenchement de I'apoptose. L’activation de I'apoptose que nous mettons en évidence place
I’action de Drpl en amont de la voie JNK qui ira activer des génes pro-apoptotiques tel que
rpr. Une fois produite, Rpr ira inhiber dIAP1 a la mitochondrie ce qui levera, seulement a ce
moment-13, I'inhibition des caspases. Dans la voie d’induction de I'apoptose par Rbf1, Drp1 a,
au minimum, une activité en amont de Rpr alors qu’elle est impliquée en aval de cette
protéine dans I’étude (Abdelwahid et al., 2007). Cependant, I’action de Rpr sera d’autant plus
efficace si les mitochondries sont déja fragmentées et prétes pour I'activation des caspases.

Debcl est décrit comme ayant un réle dans la mort cellulaire programmé au cours du
développement du systéme nerveux central mais sa forme muté induit une plus grande
sensibilité a 'apoptose déclenchée par irradiation (Galindo et al., 2009). Debcl aurait donc un
role antagoniste dans I'apoptose en fonction de la maniére dont elle est déclenchée. De plus,
sa mutation n’est pas associée a des changements de morphologie mitochondriale dans les
glandes salivaires et les disques imaginaux d’ailes (Galindo et al., 2009). Debcl peut avoir un
role pro-apoptotique dans les cellules différenciées du systéeme nerveux mais son inactivation
par mutation n’a pas d’effet sur I'apoptose induite par irradiation des cellules en prolifération
du disque imaginal d’aile. Nos résultats compléte ces observation en démontrant que Debcl
peut avoir un réle dans une autre voie que celle induite par irradiation et que ce réle passe
par le déclenchement de modification de la dynamique mitochondriale.

Le role de Debcl passe par la stabilisation de Drp1 a la mitochondrie. Cette interaction
n’a jamais été décrite par le passé et une étude plus détaillée de sa régulation est en cours au
laboratoire. C’est le travail de Juliette Bertheault de Noiron actuellement en thése. Elle
s’intéresse aux modifications post-traductionnelles qui pourraient affecter Drpl et expliquer

sa stabilisation a la mitochondrie dans le contexte de surexpression de Rbfl. De plus, une
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étude par spectrométrie de masse est en projet qui permettrait de déterminer les protéines

interagissant avec Debcl et Drp1 a la mitochondrie.

3. Le stress oxydant dans |la voie apoptotigue

Chez la drosophile, plusieurs études ont déja montré une corrélation entre I'activation
des caspases et 'accumulation d’EAO dans les cellules apoptotiques (Siddique et al., 2008;
Gupta et al., 2010). De la méme facon, 'utilisation d’ARNs interférant dirigés contre les sod1
et sod2 dans les neurones dopaminergiques conduit a une augmentation des EAO et est
associée a une perte de neurones dépendante des RHGs (Oka et al., 2015). De plus, un
mécanisme de déclenchement de I'apoptose par accumulation d’EAO a pu étre observé dans
un modele de mutation nulle pour selD, homologue de drosophile de selenophosphate
synthetase type 1, un géne important dans la production des sélénocystéines. Dans ce modeéle,
I’accumulation des EAO entraine une stabilisation de dmP53, qui induit la transcription de rpr
(Morey, Corominas and Serras, 2003). Il a aussi été montré que la diminution de I'expression
de dOSCP1 (drosophila organic solute carrier partner 1) dans les disques imaginaux d’ceil
génere des EAO. De plus, une apoptose nécessitant une inhibition de Buffy et une activation
de Debcl est observée (Huu, Yoshida and Yamaguchi, 2015). Nos résultats sont cohérents avec
ceux observés puisqu’ils soulignent I'importance de I'accumulation d’EAO dans I'apoptose
induite par Rbfl ou Debcl.

L'approche par cytométrie en flux sur des cellules isolées et marquées au MitoSOX, a
été menée sur nos modele de surexpression de rbf1 sous controle du pilote vestigial-gal4 et
debcl sous contrdle du pilote patched-gal4. Dans les deux cas I'expression de sod2, codant
pour une protéine réduisant les EAO a la mitochondrie, empéche cette augmentation et
protége de I'apoptose. De plus, cette accumulation n’est pas observée en contexte mutant
pour Drpl. On peut donc avancer que I'accumulation des EAO a lieu en aval de Debcl et
nécessite Drpl et surtout qu’elle joue un role dans la transmission du signal apoptotique.

Le lien entre Debcl/Drp1 et I'accumulation des EAO n’est cependant pas élucidé pour
le moment. La corrélation forte qui a pu étre révélée dans les études précédemment citées
vont dans ce sens. Ce lien pourrait étre d( a des modification affectant la chaine respiratoire
qui est le principal générateur d’'EAO dans la mitochondrie. L’étude des partenaires de Debcl
et Drpl dans le déclenchement des événements mitochondriaux conduisant a I'apoptose

permettraient d’en comprendre davantage sur ce lien. De plus, la relation de cause a effet
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entre I'accumulation d’EAO et I'activation de la voie JNK aboutissant a I'apoptose reste a
éclaircir. Racl a déja été décrite comme pouvant étre activée de maniére dépendante des
EAO (Heo and Campbell, 2005). Il pourrait étre judicieux d’approfondir la mécanique
moléculaire a I'ceuvre au moment de I'activation de Racl, en cherchant les modifications post-
traductionnelles que les EAO pourraient induire chez elle dans notre modeéle.

Par ailleurs, le laboratoire avait pu démontrer que le déclenchement de la prolifération
induite par apoptose (AiP pour Apopotsis-induced Prolifération) nécessité la transmission du
signal par la voie de signalisation JNK (Clavier et al., 2016). D’autres résultats récents mettent
aussi en évidence I'implication des EAO dans I’AiP en amont de l'activation de cette voie.
L’activation de la voie JNK est observée par I'utilisation des rapporteur puc-lacZ et TRE-DsRed.
Ces rapporteurs indiquent que l'activation de la voie JNK et de I'AIP est dépendante de la
transmission d’un faible niveau d’EAO des cellules apoptotiques vers les cellules survivantes
voisines (Santabarbara-Ruiz et al., 2015). Le réle des EAO n’est donc pas si évident a établir au
niveau d’un tissu entier mais notre étude participe a la caractérisation de sa capacité de

transmission du signal apoptotique.

4, Le r6le de la mitophagie dans |’apoptose

Les résultats concernant l'interaction génétique entre rbf1 et MARF, PINK1 ou parkin
laissent imaginer un role de la mitophagie dans le phénotype induit par Rbfl. La forte
diminution de la quantité de MARF, PINK1 ou Parkin par ARN interférant méne a une
diminution du niveau d’apoptose induite par Rbfl. Or, ces trois protéines participent a
I'initiation du processus de mitophagie. Pourtant la mitophagie est généralement associée a
un effet protecteur par rapport a I'apoptose. En entrainant la dégradation des mitochondries
défectueuses, la cellule est protégée de leur accumulation qui pourrait aboutir au
déclenchement de I'apoptose. Les mutations des genes PINK1 et parkin sont d’ailleurs
associées a un diminution de la durée de vie (Clark et al., 2006; Park et al., 2006) et a la
neurodégénérescence, signe d’'une mort neuronale. Le fait de MARF, une mitofusine, agisse
dans le méme sens que Drpl, acteur de la fission mitochondriale, vis-a-vis de I'apoptose, peut
vouloir dire que son role n ‘est pas corrélé a celui qu’elle a dans la fusion mitochondriale.
L'implication des génes PINK1 et parkin renforce I'hypothése de I'implication de la mitophagie
dans laquelle les trois genes sont impliqués. Il est cependant possible que ces génes agissent

de maniére indépendante a leur réle dans ce processus.
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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 mammiféres, Drpl et Parkin peuvent étre recrutées a proximité de PINK1 (Buhlman
et al., 2014). Drpl favorise alors la dégradation induite par PINK1 des mitochondries
dysfonctionnelles de maniére dépendante a Parkin (Buhlman et al., 2014). D’ailleurs
I'induction de Drp1 pendant 7 jours sur des mouches agées de 30 jours augmente leur durée
de vie et améliore leur santé. Ces améliorations nécessitent un processus autophagique
fonctionnel et sont associées a une augmentation du contréle qualité mitochondrial (Rana et
al., 2017). Les liens entre Drpl et le couple PINK1/Parkin sont donc particulierement
prometteurs au vu de la littérature. L'étude des partenaires de Drpl dans I'apoptose induite
par Rbfl permettra peut-étre de révéler une interaction avec ses protéines. De plus, I'étude
des modifications post-traductionnelles de Drp1 pourraient révéler I'implication de la kinase
PINK1 et/ou de I'ubiquitine-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-RAMBO, est I'homologue de mammiféere
d’ATG32, un récepteur mitochondrial de Saccharomyces cerevisiae impliqué dans Ia
mitophagie (Kataoka et al., 2001; Murakawa et al., 2015). Lorsque bc/2/13 est exprimé chez la
drosophile, BCL2 like 13 se localise a la mitochondrie et induit des changements
morphologiques aberrants chez I'adulte. Ces aberrations sont dues a de I'apoptose au cours
du développement. Cependant, il n’est pas observé d’interaction génétique et physique entre
BCL2 like 13 et Debcl ou Buffy (Nakazawa et al., 2016). |l est intéressant de noter que, si atg8a
(LC3), impliqué dans I'autophagie et la mitophagie, est muté, le phénotype d’aberrations
morphologiques induit par bc/2/13 lorsqu’il est exprimé dans I'ceil, est supprimé (Nakazawa et
al., 2016). Il n’est pas a exclure que Debcl puisse avoir la capacité d’interagir a la mitochondrie
avec des protéines comme PINK1 pour favoriser I'autophagie. Dans les cellules de mammifere,
les membres de la famille Bcl-2 s’opposent a la mitophagie en empéchant Parkin d’étre
recrutée a 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
génétiquement avec PINK1 et Parkin en supprimant les phénotypes d’oeil induit par la perte

de Parkin ou la diminution d’expression de PINK1 (Angale and Staveley, 2016). La drosophile
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a été tres utilisée pour étudier la maladie de Parkinson. La capacité a simuler la
dégénérescence des neurones dopaminergiques en font un outil particulierement puissant
dans I'étude du couple PINK1/Parkin (pour revue voir Von Stockum et al., 2016).Les deux
protéines sont impliquées dans I'apoptose induite par Rbfl ce qui incite a explorer en priorité
les activités intégrant les deux protéines. Il n’est cependant pas a exclure que des évenements
déclenchés par PINK1 sans Parkin puissent avoir lieu.

Nous n’avons malheureusement pas pu démontrer l'intervention de I'autophagie, et a
fortiori de la mitophagie, dans les cellules surexprimant rbf1. Notre approche par microscopie
confocale n’a pas été suffisante pour établir une colocalisation entre notre marqueur de
I’autophagie Ref(2)P et le marqueur mitochondriale mitoGFP. Nous ne pouvons pas exclure
gu'une perte importante de la fluorescence du marqueur mitoGFP soit induite lorsque la
mitochondrie est altérée par le processus apoptotique. Afin de remédier a cette
problématique, il pourrait étre intéressant de poursuivre cette étude par I'observation en
microscopie électronique de ces cellules. Cette méthode viserai a s’assurer de la localisation
mitochondriale des protéines de I'autophagie telles que Parkin, Ref(2)P ou Atg8a (LC3). De
plus, de nouvelles méthodes ont été mises au point récemment dans laquelle, la production
d’une protéine fluorescente résistante a la dégradation par les enzymes lysosomiales, mt-
Keima, permet |'observation du processus autophagique (Cornelissen et al., 2018). Cette
nouvelle méthode permettrait de trancher sur I'implication de la mitophagie dans I'apoptose
induite par Rbfl. Si cette implication est avérée, les mécanismes moléculaires lui donnant la
capacité de favoriser I'apoptose restent a mettre en évidence. Dans le cas contraire, il serait
intéressant de se centrer davantage sur les fonctions de kinase de PINK1 et d’ubiquitine ligase

de Parkin par I’étude de leurs partenaires qui pourraient compter Debcl et Drp1l.
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B. Le rOle de la traduction dans I’apoptose induite par

Rbfl

1. Rbfl et PABP

Plusieurs travaux décrivent une baisse de la traduction au cours de I'apoptose. En effet,
I'apoptose entraine une forte diminution de la traduction générale en régulant I'activité des
acteurs de la traduction générale par changement de leur état de phosphorylation ou clivage
par les protéases (pour revue voir Liwak, Faye et Holcik, 2012). Cependant, une voie
alternative existe. Celle-ci nécessite des sites internes de recrutement de ribosomes (IRES) qui
permettent la traduction spécifigue d’ARNm issus de genes ayant un réle dans |'apoptose
comme dmyc chez la drosophile (Liwak, Faye and Holcik, 2012). Nous avons mis en évidence
que la machinerie traductionnelle n’inhibe pas I'apoptose induite par Rbfl mais qu’un ou
plusieurs mécanismes sont induits permettant de compenser la perte de tissu. En effet, la
surexpression de PABP dans |'aile permet de supprimer les phénotypes d’encoche observés
en réponse a la surexpression de rbf1. De maniére étonnante, cet effet n’est pas dii a une
diminution de I'apoptose au moment du stade larvaire puisque la surexpression de PABP
induit elle-méme de I'apoptose et que la co-expression de pAbp et rbf1 induit plus d’apoptose
que la surexpression de rbfl seul. Malgré cette apoptose induite au stade larvaire, la
surexpression de pAbp méne a un phénotype sauvage laissant penser qu’un mécanisme de
compensation est a l'ceuvre pour maintenir I'homéostasie tissulaire au cours du
développement. Premier mécanisme de compensation testé, il n’est pas observé davantage
de prolifération dans le cas de la co-expression de rbf1 et pAbp par rapport a I'expression de
rbf1 seul. L'augmentation du nombre de cellules apoptotiques n’est donc pas corrélée a une
augmentation de la prolifération compensatoire. Ce mécanisme n’explique pas la diminution
du phénotype d’aile induite chez I'adulte. Nous avons étudié I'implication d'autres membres
ou régulateurs du complexe d'initiation de la traduction dépendante de la coiffe dans ce
mécanisme de compensation. L'inhibition de I'expression de elF4E, qui est une sous-unité du
complexe elF4F, aggrave le phénotype d'aile induit par Rbfl, tandis que sa surexpression
permet une suppression du phénotype d’aile induit par Rbfl sans pour autant inhiber
I’'apoptose au stade larvaire. De maniére cohérente, I'inhibition de elF4E par la surexpression

de la kinase Lk6 a I'effet inverse. Ces résultats sont en accord avec un rdle de la traduction

106



dépendante de la coiffe dans le mécanisme de compensation. De fagon surprenante, 4EBP, un
autre inhibiteur de elF4E a I'effet opposé. Cependant, cette contradiction apparente peut
s'expliquer par le réle de 4EBP dans la biogenése 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 I'apoptose induite par Rbf1.

Des mécanismes de maintien de I’"homéostasie tissulaire ont déja pu étre mis en
évidence au laboratoire dans différents contextes. Il a ainsi été montré que I'apoptose induite
par rbf1 induisait de la « prolifération en réponse a I'apoptose » (AiP) a partir des cellules a
proximité des cellules ayant engagé le processus apoptotique (Clavier et al., 2016). Une autre
équipe du laboratoire a mis en évidence qu’un stress chronique de RE pouvait induire
I'apoptose au cours du développement de l'aile mais que I’homéostasie tissulaire était
préservée par l'induction d’un retard de développement (Demay et al., 2014). De facon
inattendue, nous n’avons pas identifié de mécanisme compensatoire induit par PABP dans le
phénotype d’aile induit par Rbfl puisqu’il n’a pas été mis en évidence d’augmentation de la
prolifération dans les contextes de co-expression de pAbp et rbfl par rapport a la
surexpression de rbf1 seul. Par ailleurs, I’étude du temps d’éclosion des mouches a révélé que
la surexpression de pAbp seule n’entraine pas un allongement du temps de développement.
Cependant, la co-expression de pAbp et rbf1 induit une augmentation de ce temps par rapport
a la surexpression de rbf1 seule. Si pAbp semble induire d’autres mécanismes compensatoires
pour empécher la perte de tissu observée chez I'adulte, il est possible que la suppression du
phénotype observable en contexte de co-expression soit due a cet allongement du temps de
développement. Ce mécanisme a déja pu étre observé dans d’autres cas d’induction de
I’'apoptose au cours du développement. Par exemple, 'induction d’apoptose par un stress 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 étre le mécanisme
permettant d’inhiber I‘apparition d’encoche au niveau de l'aile malgré I'augmentation

importante de I'apoptose au cours du développement.
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2. La traduction et ’apoptose

Nous n’avons que peu de données concernant un lien potentiel entre Rbfl et la
traduction, si ce n’est qu’il existe un locus de recrutement de Rbfl au niveau de génes
impliqués dans la coiffe d’ARNm nécessaire a l'initiation de leur traduction. Sont ainsi
recensées les cibles potentielles : rp/40 (Ribosomal protein L40), elF3 (eukaryotic initiation
factor 3), s6k (RpS6 kinase), 4E-BP (el4E-binding protein) et paip2 (PABP-interacting protein 1)
(Acharya et al., 2012).

De maniere étonnante, I'importance de la mitochondrie dans I'apoptose induite par
Rbf1 pourrait aussi étre reliée a son activité traductionnelle. En effet, il a été mis en évidence
que les importants changements phénotypiques induits par la mutation de PINK1 peuvent
étre supprimés par une réduction de l'activité traductionnelle et aggravés par son
augmentation (Liu and Lu, 2010). Cette interaction semble étre a imputer a I'importance de
PINK1 et Parkin dans la localisation de la traduction des éléments de la chaine respiratoire a
la membrane externe mitochondriale (Gehrke et al., 2015). En effet, la mutation de PINK1
entraine une perte d’adressage de ’ARNm des éléments de la chaine respiratoire a la surface
mitochondriale. Or cet adressage est régulé par Pumilio. Des résultats complémentaires non
présentés, montrent un effet important de Pumilio dans I'apoptose induite par Rbfl puisque
I’ARNi dirigé contre pumilio induit une suppression importante de I'apoptose induite par Rbfl
au stade larvaire et une suppression totale du phénotype d’encoche chez I'adulte. Cependant,
si Pumilio est nécessaire a I'apoptose induite par Rbfl, il reste a déterminer si son implication
est arelié a son role dans la traduction générale au niveau de la mitochondrie ou a un controle
de la traduction de facteurs spécifiques. Des liens entre rbf1 et pumilio ont déja été montrés
puisque Rbfl et dE2F2 répriment I'expression de pumilio ainsi que celle de ses partenaires
nanos et brat (Miles et al., 2014). Les complexes dREAM (formé notamment par Rbf1 et dE2F2)
et Pumilio (formé par Pumilio, Nanos et Brat) interagissent d’ailleurs génétiquement entre eux
(Miles et al., 2014). L'implication de Pumilio dans I'apoptose induite par Rbf1 pourrait indiquer
que la répression de la traduction au niveau mitochondriale participe au signal apoptotique.
En son absence, la voie apoptotique déclenchée par Rbfl est trés fortement inhibée ce qui
peut indiquer qu’une traduction trop efficace de certains ARNm ciblés par Pumilio est délétere

pour cette apoptose. Il serait intéressant, dans un premier temps, de tester si les partenaires
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de Pumilio, Nanos et Brat, et les ARNm qu’ils ciblent interagissent génétiquement avec rbf1

dans I'apoptose induite par Rbf1.
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C. Conclusion

La premiére partie des résultats présentés dans cette thése apportent un complément
d’information concernant a la voie d’apoptose déclenchée par Rbfl. Rbf1 induit la diminution
de I'expression de buffy, un membre anti-apoptotique de la famille Bcl-2. Cette diminution a
pour effet de diminuer la quantité de Buffy dans la cellule ce qui permet I'activation de Debcl,
pro-apoptotique de la famille Bcl-2. Debcl permet alors le recrutement et la stabilisation de
Drpl a la mitochondrie ou elle a pour capacité de s’oligomériser pour induire la fission
mitochondriale. Cette fragmentation du réseau mitochondriale est corrélée a une
accumulation des EAO mitochondriales, elle aussi dépendantes de |'activation de Debcl et
Drpl. Ces événements déclenchent I'activation de la voie Jun kinase (JNK) aboutissant a
I'apoptose de la cellule. J'ai également pu mettre en évidence I'implication de MARF, PINK1
et Parkin, des protéines connues comme étant des effecteurs de la mitophagie. Ces protéines
semblent favoriser le processus apoptotique mais nous manquons encore d’éléments
permettant de les placer finement dans la voie induite par Rbfl. Cependant, les liens entre la
mitophagie et les EAO mitochondriales, ainsi que lI'implication de PINK1 dans |’'apoptose
induite par Debcl, semblent indiquer que leur activité se situe en aval de I'action de Debcl et

Drpl et en amont de I'activation de la voie JNK.

La seconde partie de mes travaux a constitué a chercher s’il existait une implication de
la traduction dans I'apoptose induite par Rbfl. Il apparait clairement que certains des génes
de la machinerie traductionnelle dont nous avons pu tester l'interaction avec rbfl, sont
capables de supprimer le phénotype induit par Rbfl chez I’adulte. Pour autant, I'apoptose au
stade larvaire n’est pas diminuée. L'étude des mécanismes de compensation a permis
d’établir que cette compensation ne passe pas par une augmentation de prolifération
compensatoire. De plus, la surexpression de rbfl n’induit pas de diminution de la traduction
générale qui aurait pu étre compensée par I'action de PABP. Des résultats préliminaires font
penser qu’un allongement du temps de développement pourrait étre a l'origine de la

suppression du phénotype d’encoche induite par Rbfl chez I'adulte.

Ces deux études menées en paralléle ont permis de préciser I'activité de Rbfl dans

I’'apoptose. Ces travaux renforcent I'importance de la mitochondrie dans I'apoptose chez la
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drosophile. lls permettent ainsi d’ouvrir des pistes de recherche sur I'induction de I'apoptose
par pRb chez les mammiféres et contribuent a la compréhension de son réle de suppresseur

de tumeur.
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A.  Génétiques

1. Les drosophiles

Les drosophiles ont un cycle de vie composé de 4 grande phases : embryonnaire,
larvaire, pupale et adulte. Les moyennes des temps de développement sont de 1 jour, 4,5
jours, 3,5 jours et 50 jours a 25°C. La femelle peut se faire féconder 8 heures aprés I'émergence
de la pupe. Cela permet un passage de |'ceuf dont la femelle est issue jusqu’a I'ceuf qu’elle
pond elle-méme allant de 8 jours a 29°C a 16 jours a 18°C. Cette durée est de 10 jours si les
mouches sont élevées a la température optimale de 25°C.

Les embryons sont des ceufs blancs mesurant 0,5mm. La phase larvaire permet le
développement des disques imaginaux qui sont les structures a l'origine de certains des
organes observés chez I'adultes comme les ailes, les pattes et les yeux. La métamorphose
ayant lieu dans la pupe permet le développement de ces organes pour leur donner leur forme
finale. Les femelles sont généralement fécondées une unique fois dans leur vie. Elles utilisent
alors des spermatozoides stockés dans une spermathéque pour féconder et pondre, en

moyenne, 1000 a 1500 ceufs au cours de leur vie (avec un maximum autour de 3000).

a. Le systeme UAS/Gal4

L'utilisation poussée du modele D. melanogaster pour |'étude génétique de processus
cellulaires et physiologiques a incité la communauté a développer des outils puissants
permettant sa manipulation comme le systéme UAS/Gal4 issu de la levure. Chez celle-ci, la
séquence UAS (Upstream Activating Sequence) est spécifiquement reconnue par le facteur de
transcription Gal4 permettant le recrutement de la machinerie transcriptionnelle. Chez une
drosophile comportant le géne Gal4 sous un promoteur spécifique et une autre possédant
une séquence d’intérét en aval de la séquence UAS, cette séquence est induite dans les
cellules ou ce promoteur est actif comme si elle était directement sous ce promoteur. Il est
ainsi possible d’exprimer spécifiquement un géne ou un ARNi dans une souche possédant le

systeme complet.
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b. Les chromosomes balanceurs

Les chromosomes balanceurs sont des chromosomes aberrants utilisés pour le
maintien de d’éléments génétiquement modifiés au sein d’une souche de drosophile. Ces
chromosomes possedent toute l'information génétique d’'un chromosome normal mais
présentent un réarrangement conséquent dans I'organisation de cette information. Ainsi, les
crossing-over se passant chez les femelles au moment de la formation de gaméte ne sont plus
possibles ou tellement délétéres que les ceufs ne sont pas viables. L'ensemble des transgenes
insérés et/ou des mutations induites sur le chromosome associé ségrégent alors forcément
ensemble au cours de la méiose. Au moins un marqueur phénotypique létal homozygote est
porté par le chromosome balanceur permettant d’identifier quel chromosome entre le
balanceur et celui d’intérét a été hérité. Ces souches sont donc particulierement pratiques

pour les mutations ne permettant un maintien homozygote viable.

2. Test d’interaction génétique

lIs visent a mettre en évidence I'implication de deux genes dans un méme processus
cellulaire ou physiologique. Pour ces tests, un phénotype de référence est produit par I'un des
génes d’intérét. Dans cette étude, c’est principalement le phénotype d’encoche induit par la
surexpression de rbfl dans le domaine vestigial qui est utilisé comme référence. La
modification de ce phénotype par la présence d’'une surexpression, d’'une mutation ou
I’expression d’un ARN interférant (ARNi) spécifique d’un autre gene traduit potentiellement
de I'importance de ce géne dans le phénotype testé. Les ARNi dirigés contre MARF, PINK1 et
Parkin qui ont été retenus pour les figures 31 a 37 ont une efficacité prouvée dans la
littérature : (Hwang et al., 2014) pour le RNAi-MARF (JFO1650 TRIP), (Liu et al., 2016) pour le
RNAI-PINK1 (JF01203 TRIP) et (Srivastav et al., 2015) pour le RNAi-Parkin (JF01200 TRIP).

Pour tester une interaction génétique, des femelles vierges d’un génotype sont
croisées avec des males d’un autre génotype. Afin de s’assurer de la virginité de ces premieéres,
elles sont récupérées tres tot (8 a 10 heures) apreés leur éclosion. Un tube de croisement est
composé de maniére optimale de 15 femelles vierges ( ¢ ) et de 5 méles (). Les croisements
sont repiqués tous les 3 jours maximums pour éviter la saturation des tubes en larve qui peut
induire notamment une diminution de la taille. Tous les individus issus d’'un tube sont

observés afin de s’assurer que toute la population d’une génération soit prise en compte.
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Figure 38. Principe de marquage TUNEL

La dégradation de 'ADN au cours de I'apoptose n’atteint pas 'ADN située au sein des nucléosomes. Des
bases (dNTP) couplées a la dioxygénine forment des queues au niveau des extrémités libres de ces
brins d’ADN au cours de la premiere étape de marquage. La deuxieme étape consiste a conjuguer des
anticorps anti-dioxygénine couplés a la rhodamine au niveau de la la dioxygénine associée a ces brins
d’ADN. Dans les cellules apoptotiques, les extrémité libres de brins d’ADN sont nombreuses et
permettent un marquage important a la rhodamine.

Adapté de : Mohan et al., 2015



Dans le cas des phénotypes d’aile, les phénotypes d’encoche sont comptabilisés en
fonction de la force du phénotype, allant de sauvage (pas d’encoche) a fort (4 encoches ou
plus) en passant par faible (1 encoche) et moyen (2 ou 3 encoches). Les encoches chevauchant
une veine étant tres probablement issues de deux évenements distincts, elles comptent
comme deux encoches pour la répartition des phénotypes.

Un test statistique de Wilcoxon est alors appliqué permettant de déterminer si les
différences observées dans la répartition des phénotypes sont suffisamment importantes

pour étre considérées comme significatives. Le seuil statistique est fixé a 1073.

B. Biologie cellulaire

Des techniques de marquages cellulaires ont été utilisées pour permettre I'observation
de processus ayant lieu dans les tissus larvaires a I'origine de I'aile ainsi que la présence de

protéines d’intéréts et leur localisation au niveau cellulaire.

1. Dissection de larves

Les larves sont récupérées 6 jours apres le lancement des croisements. 30 individus
par génotypes sont isolés et rincés dans du PBS (phosphate buffered saline). Les larves sont
ensuite retournées pour permettre I'exposition des tissus internes et les corps gras ainsi que
le tube digestif sont retirés. Une fois que I'ensemble de I’échantillon a été traité, les cuticules
sont fixées par 20 minutes d’incubation dans du PBS contenant du formaldéhyde a 3,7% sous

agitation. S’en suit 3 ringage de 5 minutes en PBT (1x PBS, 0.5% Triton X-100).

2. Observation de I’apoptose par marquage TUNEL

Le processus apoptotique implique forcément un événement de dégradation du noyau
et de son contenu, ce qui se traduit par la formation de cassure dans I’ADN qu’il contient. Le
marquage TUNEL permet I'observation des brins d’ADN libres. Le processus est récapitulé
dans la Figure 38 (Mohan et al., 2015).

Les disques imaginaux d’aile sont isolés des carcasses. Le marquage des cellules
apoptotique est permis par l'utilisation du kit de détection In Situ ApopTag® S7165 de
Millipore sur les disques imaginaux isolés, en suivant les instructions du fabricant. Ceux-ci sont

ensuite montés entre lames et lamelles dans du milieu de montage Citifluor™ (Biovalley).
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3. Immunofluorescence

Les autophagosomes sont révélés par immunomarquage.

Suite a la dissection des larves décrite précédemment, les cuticules sont incubées 1
heure dans du PBT contenant 10% de sérum de veau foetal (SVF). Elles peuvent alors étre
exposé aux anticorps primaires anti-ref(2)P de lapin (fourni par I’équipe de Sébastien Gaumer
provenant de Didier Contamine, 1/400°™¢) pendant 2h a température ambiante ou toute la
nuit a 4°C. Elles sont ensuite rincées 3 fois au PBT pendant 5 minutes. Pour finir, les
échantillons sont incubés avec des anticorps secondaire anti-lapin émettant dans le rouge
(Alexa Fluor®, 568, A11011, Invitrogen, 1/200°™¢) pendant 1h30 a température ambiante.

Les disques imaginaux sont alors isolés des carcasses de larve et sont montés entre

lame et lamelle dans du milieu de montage Citifluor™ (Biovalley).

4, Observation en microscopie confocal

Les échantillons sont ensuite observés au microscope confocal Leica SPE pour
I'observation des marquages TUNEL et de I'immunofluorescence anti-PH3. Le grossissement
nécessaire a |I'observation mitochondriale et des autophagosomes a nécessité I'utilisation
d’un microscope confocal Leica SP8. Chacun des disques est acquis sur toute son épaisseur
par I'accumulation de plusieurs plans d’acquisition appelé « coupe ». Les images sont traitées

avec le logiciel Imagel) complété par un ensemble de plugin appelé Fiji.

5. Quantification des cellules apoptotigues

Afin de permettre une quantification la plus reproductible possible, la fonction
« Process/ Find Maxima... » d’ImageJ a été utilisé. Dans un premier temps, 'ensemble des
coupes d’un disque est empilé (« Image/Stacks/Z Project... »). La surface de la poche du disque
imaginal d’aile est délimitée par I'outil « Freehand selections ». Enfin, la fonction « Find
Maxima... » est utilisée de maniere a régler le seuil de détection permettant de compter une
fois chaque point de marquage. Les criteres sont reportés d’un disque a I'autre au sein d’un
méme génotype. Le décomptes de cellules positives au TUNEL et la taille de la poche sont

retenus pour I'analyse statistique.
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6. Analyse statistique

Le nombre de cellules apoptotiques est rapporté a la taille du disque (en unité
arbitraire) calculé par imagl. Une moyenne est calculée par génotype. Les valeurs sont
comparées deux a deux et leur significativité est testée grace au test de Student. Le seuil de

significativité est fixé a 1072
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Titre : Etude des événements mitochondriaux impliqués dans le contréle de I'apoptose par rbf1, I’lhomologue
de drosophile du géne suppresseur de tumeur rb

Résumé : Le géne rb est le premier suppresseur de tumeur découvert chez ’homme. Il prévient I'appari-
tion de tumeurs notamment en régulant négativement le cycle cellulaire. Le réle de pRb dans le controle
de I'apoptose est plus complexe et les mécanismes moléculaires contrdlés par ce facteur de transcription
ne sont pas complétement élucidés. Il existe un homologue de rb chez la drosophile : rbf1. J’ai contribué
a caractériser les évenements mitochondriaux induits au cours de I'activation de I'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 I'oligomérisation de Drp1, protéine effectrice principale de la fission mitochondriale. C’est
ainsi qu’est déclenchée la fragmentation mitochondriale et I’'accumulation d’espéces activées de 'oxygene
(EAOs) mitochondriales. Ces deux événements participent a la transmission du signal apoptotique. J’ai
par ailleurs pu mettre en évidence I'implication de facteurs participant au maintien du contréle qualité mito-
chondriale. Celui-ci s’assure de l'intégrité des mitochondries et, le cas échéant, déclenche la digestion des
éléments défaillants par mitophagie. Enfin, j'ai contribué a I’étude des liens entre la traduction et I'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 I'adulte alors que la mort cellulaire induite au cours du stade
larvaire n’est pas inhibée mais augmentée. Ces résultats nous ont poussé a étudier les mécanismes de
compensation induits par I'appareil traductionnel, ce qui nous a permis de montrer qu’'une modulation de la
traduction pourrait permettre de compenser la perte de tissu consécutive a I'apoptose induite par Rbf1 sans
impliquer une inhibition de I'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 rbis the first 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. | 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 fission. 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. | 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, | 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
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