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ECOLE DOCTORALE
Structure et dynamiqgue
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Titre : Etude des interactions fonctionnelles entre les protéines de la famille Bcl-2 et les protéines PINK1 et
BNIP3 dans la balance mitophagie/apoptose chez la drosophile

Mots clés : PINK1, BNIP3, famille Bcl-2, Apoptose mitochondriale, Mitophagie, Parkin

Résumé : L'apoptose est une mort cellulaire programmée permettant I'élimination physiologique des
cellules au cours du développement ainsi que I'élimination des cellules endommagées dans les organismes
pluricellulaires. Ce processus sophistiqué est associé a des modifications au niveau des membranes
mitochondriales impliquant, entre autres, de nombreux acteurs controlants le réseau mitochondrial (fusion,
fission) ou le contréle qualité mitochondriale (mitophagie). Plusieurs liens existent entre ces processus.
Certains membres de la famille Bcl-2 (B cell Lymphoma 2), identifiés comme acteurs majeurs de I'apoptose,
sont capables de moduler la fission et la fusion mitochondriale. De plus, des régulateurs de la mitophagie,
nécessaires au maintien de l'intégrité mitochondriale, telle que PINK1 (PTEN Induces Kinase 1) et BNIP3
(BCL2 interacting protein 3) peuvent moduler l'activité apoptotique de certaines protéines de la famille Bcl-
2 (BAX, BAK,...). Les relations entre mitophagie et apoptose restent cependant complexes. La capacité de
PINK1 a protéger contre I'apoptose est aujourd'hui controversée dans certains tissus. BNIP3, quant a lui,
présente un role double pro-apoptose et pro-mitophagie.

Nos résultats, dans le modéle drosophile, suggérent un role régulateur positif pour PINK1 et négatif pour
BNIP3, dans I'apoptose induite par rbf1 ('homologue du gene de susceptibilité au rétinoblastome) ou par
Debcl (un pro-apoptotique de la famille Bcl-2). Ce processus apoptotique s'accompagne de mitophagie
qui semble, dans le cas de Rbf1, impliquer la protéine PINK1. Cela renforce I'idée d'un lien étroit entre les
acteurs de I'apoptose et la mitophagie et nous pousse a nous interroger sur le réle moins connu de PINK1
dans le processus apoptotique.

Title: Investigating functional interactions between the Bcl-2 family proteins and PINK1 and BNIP3 proteins in
mitophagy/apoptosis balance in Drosophila

Keywords: PINK1, BNIP3, Bcl-2 family, Mitochondria Apoptosis, Mitophagy, Parkin

Abstract: Apoptosis is a programmed cell death, allowing the physiological elimination of cells during
development and that of damaged cells in multicellular organisms. This sophisticated process is associated
with modifications at the level of the mitochondrial membranes involving, among others, numerous actors
controlling the mitochondrial network (fusion, fission) or mitochondrial quality control (mitophagy). Several
links exist between these processes. Some members of the Bcl-2 family (B cell Lymphoma 2), identified as
significant players in apoptosis, can modulate mitochondrial fission and fusion. In addition, mitophagy
regulators necessary for maintaining mitochondrial integrity, such as PINK1 (PTEN Induces Kinase 1) and
BNIP3 (BCL2 interacting protein 3), can modulate the apoptotic activity of specific proteins of the Bcl-2
family (BAX, BAK,...). However, the relationship between mitophagy and apoptosis remains complex. PINK1
ability to protect against apoptosis is challenged in some tissues. For its part, BNIP3 has a dual function:
pro-apoptosis and pro-mitophagy.

In the Drosophila model, our results show a positive regulatory role of PINK1 and a negative one for BNIP3
in apoptosis induced by rbf1 (the homolog of the retinoblastoma susceptibility gene). This apoptotic
process accompanies mitophagy, which seems, in the case of RBF-1, independent of the PINK1 protein.
This observation reinforces the idea of a close link between apoptosis and mitophagy and prompts us to
question the role of PINK1 in this process. This project should make it possible to better understand the
consequences of PINK1 deregulation according to the tissue types, neuronal or subject to renewal.
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1. Les mitochondries

a. Généralités sur les mitochondries

i. Mise en évidence et origine de la mitochondrie

En 1857, une structure cellulaire inconnue est décrite par Kolliker [1]. Quelques années
plus tard cette structure, identifiée comme un organite, est nommée bioplaste par Richard
Altmann [2]. Il I'a décrit comme un « organisme élémentaire » vivant dans la cellule. Il faut attendre
1898 pour que son nom change pour devenir mitochondrie, du grec mitos « fil » et chondros
« grain » [3]. Cette notion d’organisme élémentaire résonne d’autant plus aujourd’hui, compte
tenu de I'hypothése de l'origine bactérienne présumée des mitochondries. Cette structure
autonome est tres proche des chloroplastes, ce qui laisse a penser que leur origine est similaire.
En 1883, le Professeur Andreas Schimper [4] compare les chloroplastes aux cyanobactéries, et des
similitudes de morphologie lui permettent d’en déduire que les chloroplastes sont issus de la
symbiose de deux cellules. C’est Paul Portier [5] qui, 30 ans plus tard, transpose l'idée aux
mitochondries. Aujourd’hui cette théorie s’appelle 'endosymbiose. Les mitochondries seraient
issues de l'incorporation d’'une protéo-bactérie aérobie dans une cellule eucaryote anaérobie
(Figure 1). Cette origine est cohérente avec la morphologie de la mitochondrie illustrée en 1952
avec la publication de la premiére photographie de mitochondrie, 100 ans aprés sa premiere
description (Figure 2). Elle est réalisée par le Professeur George Palade [6] grace a un microscope
électronique a haute résolution. La structure de la mitochondrie apparait clairement, avec une
membrane encerclant des sections perpendiculaires internes. Cette organisation pousse les
scientifiques a émettre de nombreuses hypothéses sur son réle au sein de la cellule. Parmi ces
hypothéses, il est suggéré par Benjamin Kingsbury que I'organite serait essentiel a la fonction de
réduction de la respiration cellulaire [7]. Cette hypothése se base uniquement sur la composition
lipidique de la mitochondrie et sur sa morphologie. Rapidement il devient évident gqu’une
meilleure connaissance de sa structure et de sa composition constitue une des étapes nécessaires
pour comprendre sa fonction cellulaire [8].

Figure 1 : L’'endosymbiose, 'origine de la mitochondrie
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Cellule acineuse Muscle squelettique strié Cardiomyocytes

Figure 2 : Premieres images a haute résolution de mitochondrie. Image tirée de « The fine structure of
mitochondria » de George E. Palamade [6]. Les tissus de rats sont observés au microscope electronique

ii. Structure et composition

Leur origine bactérienne confere aux mitochondries des caractéristiques spécifiques. Elles
sont dotées d'une double membrane [9] et contiennent de I’ADN circulaire, appelé ADN
mitochondrial [10-13] (Figure 3).

Cet ADN circulaire est intégralement séquencé chez plusieurs espéces et contient 37 génes
codant 13 protéines mitochondriales chez les vertébrés [14,15]. Ces 13 protéines ne représentent
pas l'intégralité du protéome mitochondrial et le reste des protéines mitochondriales est codé par
le génome nucléaire. Ces derniéres sont traduites dans le cytosol puis importées dans la
mitochondrie. Cette importation nécessite dans certains cas, de passer les deux membranes
mitochondriales [16,17]. Ces deux membranes conduisent a la compartimentation spécifique de
la mitochondrie. Une premiére membrane est appelée membrane mitochondriale externe (MME)
et délimite les contours de la mitochondrie, I'isolant du cytosol. Lespace intermembranaire
mitochondrial (EIM) est un espace délimité par la MME et par la membrane mitochondriale interne
(MMI). Dans la lumiére de cette MMI se trouve le dernier espace, la matrice mitochondriale (MM).

La membrane la plus externe est la MME. Cette membrane est également en contact avec
d’autres organites (le Réticulum Endoplasmique (RE) ou encore les lysosomes) au niveau de sites
de contacts appelés MAM (Mitochondria Associated Membrane) [18]. Cette interaction
permettrait une modulation de I'activité mitochondriale. De plus la composition en lipides de cette
membrane est particuliére. Elle est majoritairement composée de phosphatidylcholines et de
phosphatidyléthanolamines, toutes deux essentielles pour maintenir son intégrité et sa
perméabilité. Elle possede également un lipide spécifique aux mitochondries, la cardiolipine. Ce
lipide participe a de nombreuses fonctions mitochondriales, en particulier au niveau de la MMI
[19,20]. Au niveau de la membrane externe la cardiolipine participe au recrutement de protéines,
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en particulier la protéine de modulation de la morphologie mitochondriale DRP1 (Dynamine
Related Protein 1) [21].

CaZ*

@ VDAC

Beta-oxydation

Translocases

Chaine respiratoire

Protéines de la dynamique mitochondriale

Figure 3 : Schéma structurel de la mitochondrie

LEIM, délimité par les deux membranes mitochondriales, est un compartiment
particulierement petit et riche en protéines [22]. Ces protéines sont variées et assurent de
nombreuses fonctions cellulaires, en particulier des processus spécifiques a la mitochondrie
comme la production d’ATP (Adénosine tri Phosphate) ou I'apoptose. UEIM contient aussi des
protéines chaperonnes responsables de I'adressage des protéines synthétisées dans le cytosol, aux
mitochondriales et du contrdle qualité des mitochondries.

La matrice mitochondriale est délimitée par la MMI qui l'isole de I'EIM permettant une
composition chimique et moléculaire distincte de I'espace intermembranaire. La MMI est bien plus
imperméable que la membrane externe. Contrairement a la MME qui a pour principal role
d’assurer les échanges entre l'organite et le cytosol, la membrane interne présente une autre
fonction. Elle a une organisation en deux domaines [23]. On trouve un premier domaine proche
de la membrane externe et un deuxieme composé d’invaginations appelées crétes. Ces
invaginations permettent d’augmenter la surface de la MMI et subissent de constants
réarrangements. Cette surface est essentielle a la réalisation de nombreuses fonctions
mitochondriales qui nécessitent des protéines de I'EIM et de la MM.
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La MM est particulierement riche en métabolites, en enzymes et autres éléments tels que
I'ADN mitochondrial cité plus haut. Des réactions spécifiques ont lieu dans ce compartiment,
comme la synthése de protéines a partir de I’ADN mitochondrial ou la production d’énergie sous
forme d’ATP. Cette derniére implique la création d’une différence de potentiel (AWm) de part et
d’autre de la MMI [24]. La consommation en ATP d’une seule et méme cellule varie au cours du
temps. Pour répondre aux besoins cellulaires, la mitochondrie est sujette a des modulations
morphologiques, ce qui en fait un élément cellulaire dynamique [25]. On parle ici de dynamique
mitochondriale (Figure 4).

Muscle squelettique Nerf périphérique Rein

Figure 4 : Un réseau mitochondrial aux morphologies variées. Modifié d’aprés Vafai et Mootha, 2012
[26]. La barre représente 200nm.

En plus de cette dynamique, la mitochondrie présente un systéme d’'import essentiel a son
fonctionnement. Le génome mitochondrial code peu de protéines, si bien que la grande majorité
des protéines composant la mitochondrie sont issues du génome nucléaire. Pour permettre aux
protéines et aux molécules I'accés aux compartiments mitochondriaux internes, un systéme
d’import existe. Cet accés est régulé en fonction de I'identité moléculaire de I'élément transporté
(Figure 3).

iii.  Import et export de protéines au sein de la mitochondrie

Pour les éléments mitochondriaux non synthétisés en son sein, I'accés aux compartiments
internes est conditionné au passage des membranes citées plus haut : la MME pour accéder a
I’"EIM puis la MMI pour accéder a la MM (Figure 5).
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Cytosol

- Ribosomes

Hsp70/90

( Protéines mitochondriales )

Small TIMs

- R e T R R R

Matrice

Figure 5 : Import mitochondriale des protéines. Adapté de Bogrodskiy et al. 2021 [27]. Les protéines
traduites ou en cours de traduction traversent le complexe TOM. Dans I'espace intermembranaire elles
sont adressées a un second complexe pour terminer leur voyage. Le complexe SAM permet leur
insertion dans la MME. Sur la membrane interne, TIM22 permet l'insertion dans la MMI alors que
TIM23 permet l'insertion dans la MMI mais aussi I'accés a la MM. Concernant le transport dans la
matrice, bien que cela ne soit pas représenté sur ce schéma, on observe des sites de contact entre les
membranes facilitants le transport des protéines vers la MIM.

Limport au niveau de I'EIM nécessite le passage de la MME a l'aide de nombreux
complexes protéiques. Il s’agit principalement de canaux (porines) et de translocases. Les porines
mitochondriales sont les protéines les plus abondantes de la MME [28]. Il s’agit de canaux ioniques
dépendants du voltage mitochondrial. Le canal VDAC pour Voltage Dépendent Anions Channel est
particulierement étudié [29]. Il permet le transport du calcium. Le transport de protéines localisées
au niveau de la MME est réalisé par des translocases. Les translocases sont des complexes
protéiques tels que les translocases TOM (Translocase of the Outer Membrane) [30] ou encore
SAM (Sorting and Assembly Machinery) [31], respectivement impliqués dans I'import et I'insertion
dans la membrane des protéines mitochondriales au niveau de MME. Les protéines
mitochondriales traduites dans le cytosol sont adressées aux complexes translocases par
I'intermédiaire de protéines chaperonnes notamment Hsp70 (70-kD Heat schock-related protein)
[32,33]. Le complexe TOM, est composé des sous-unités Tom40, Tom22, Tom5 Tom6 et Tom7 qui
composent le cceur et Tom20, et Tom70 qui sont des récepteurs périphériques. En plus de ces
récepteurs périphériques, Tom22 peut reconnaitre les séquences d’adressage mitochondrial
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présentes sur les protéines qui en possedent [34]. Cette séquence est généralement une séquence
de 15 a 70 acides aminés localisés dans la partie N terminale de la protéine. Une partie de ces
protéines subissent un clivage du peptide signal par des peptidases ou des protéases une fois
arrivées a destination [35]

En ce qui concerne les protéines adressées a la MM ou a la MMI, les protéines TOM
travaillent en collaboration avec les transporteurs de la MMI. Pour cela, les protéines adressées a
la matrice se lient aux protéines de transport, tel que hsp70, qui les adressent aux translocases
[36,37]. Le complexe TOM va adresser les protéines aux différents complexes TIM [38,39]. Au
niveau de la membrane mitochondriale interne les translocases sont les complexes TIM22 et
TIM23 (Translocase of Inner Membrane). Le complexe TIM22 permet l'insertion de protéines au
niveau de la MMI [40]. TIM23 est un complexe bien plus volumineux qui va permettre le passage
de protéines vers la MM.

Un réle essentiel de la mitochondrie est la gestion du calcium intracellulaire. Pour ce faire
la mitochondrie sert de site de stockage du calcium pour maintenir une concentration stable dans
le cytosol. Le calcium est un élément majeur de la communication cellulaire mais il sert aussi pour
d’autres processus comme la mort cellulaire [41]. De plus, le calcium stocké dans les mitochondries
est utilisé pour certaines fonctions mitochondriales [42]. On trouve des canaux et des pores
spécifiques de l'entrée et de la sortie du calcium au niveau de la mitochondrie. Le MCU
(Mitochondrial Calcium Uniport) au niveau de la MMI dépend du potentiel de membrane
mitochondrial pour permettre I'entrée du calcium [43,44]. La porine VDAC (Voltage-Dépendent
Anion Channel) quant a elle favorise I'entrée et la sortie du calcium [45]. Le calcium est également
un cofacteur d’enzymes mitochondriales qui participent a la production d’énergie sous forme d’ATP.
C’est notamment le cas de I'’ATP synthase (ATPase). Dans les cardiomyocytes, la protéine S100A1
interagit avec I’ATPase pour augmenter la production d’ATP. Cette interaction est dépendante du
calcium.

La mitochondrie est également impliquée dans le stockage et la libération du fer
cytosolique [46]. Le fer a de nombreuses fonctions cellulaires en tant que cofacteur, pour le
transport des électrons et ce qui nous intéresse ici, la respiration cellulaire [47]. Pour générer de
I’ATP, la mitochondrie a besoin des cofacteurs (utilisés par les complexes de la chaine respiratoire)
mais également d’heémes (qui composent une partie des complexes de la chaine respiratoire), tous
deux composés de fer [48]. Aujourd’hui le passage par la mitochondrie est considéré comme une
étape essentielle au métabolisme du fer, permettant la synthése des hemes et des centres fer-
soufre. Elle permet aussi l'initiation de la formation et le stockage de la ferritine, une protéine
mammifere capable de stocker le fer.

Le catabolisme des acides gras, aussi appelé la B-oxydation ou encore spirale de Lynen, a
lieu dans la matrice mitochondriale [49]. Elle consiste en la dégradation des acides gras pour



former d’une part l'acétyl-CoA qui sera utilisé par le cycle de Krebs d’autre part le NADH et FADH,
qui seront utilisés par la chaine respiratoire au cours de la phosphorylation oxydative.

La production, plus précisément la production d’ATP au niveau de la mitochondrie, est la
source d’énergie principale de nombreux processus cellulaires notamment impliqués dans la
prolifération. La quantité d’ATP dans une lignée cellulaire de leucémie humaine varie en fonction
du cycle cellulaire. Un seuil minimal d’ATP est nécessaire pour la progression dans le cycle [50]. De
plus, chez la Drosophila melanogaster (la drosophile), une étude a montré qu’une mutation dans
la sous unité € de I'ATP synthase conduisant a une réduction de la production d’ATP altérait la
division embryonnaire [51]. En plus de I'ATP, la régulation calcique médiée par la mitochondrie joue
un role clé dans la progression du cycle cellulaire [52].

La fonction la plus connue de la mitochondrie est la production d’énergie. La production
d’ATP journaliere est équivalente au poids de l'organisme [53]. Les complexes protéiques
permettant la respiration cellulaire se situent au niveau de la MMI [54] (figure 3). La chaine
respiratoire, formée de ces complexes, permet une circulation d’électrons de complexe en
complexe au sein de la MMI. Ces électrons entrent au cours de la réduction de coenzymes au
niveau des complexes de la chaine respiratoire et sont transportés de complexe en complexe par
des transporteurs. Le transfert d’électrons s'accompagne du pompage de proton de la MM vers
I’'EIM, conduisant a une concentration élevée en ions H+ dans l'espace intermembranaire a
I'origine d’un gradient électrochimique de part et d’autre de la MMI cité plus haut sous le nom de
AWm([24]. Ces ions H+ vont servir a la production d’ATP en entrant dans la matrice par le complexe
ATP synthase. La différence de potentiel est essentielle au bon fonctionnement des mitochondries.
Elle permet le fonctionnement des porines comme VDAC [29] et I'insertion des protéines telle que
TIM22 [55]. En plus de cette différence de potentiel, I'activité de la chaine respiratoire conduit a
I'apparition de ROS (espéces réactives de l'oxygéne). En faible quantité, les ROS ont une fonction
physiologique pour les cellules en tant que molécules de signalisation cellulaire ou pour permettre
la destruction d’agents pathogénes envahissants. En grande quantité, les ROS deviennent néfastes,
induisant un stress oxydatif qui endommage protéines, ADN et lipides, et favorisent le
vieillissement cellulaire et le développement de pathologies (cancers, maladies
neurodégénératives...). |l existe donc un systeme de détoxification pour les éliminer. La
détoxification est assurée par des antioxydants tels que I'enzyme superoxyde dismutase (SOD).
Cette enzyme permet de convertir I'anion superoxyde en peroxyde d'hydrogéne qui peut ensuite
étre éliminé par la catalase ou la glutathion peroxydase. Des enzymes de détoxification comme le
cytochrome p450 peuvent aussi neutraliser les ROS. En conséquence, le niveau de ROS
mitochondriaux est finement surveillé, tout comme le maintien du potentiel mitochondrial. Cette
régulation est permise par un systeme de controle qualité des mitochondries complexe et varié.

Un stress mitochondrial (augmentation des ROS, défaut de la chaine respiratoire...) peut
avoir des conséquences délétéres ou pathologiques. Des mécanismes de protection permettant



de maintenir I'hnoméostasie mitochondriale et/ou la survie de la cellule, peuvent étre induits dans
ces conditions [56]. Toutefois, un stress prolongé peut aussi conduire a une perméabilisation de la
MME. Cette perméabilisation permet la libération de facteurs de I'apoptose, une mort cellulaire
programmeée [57]. L'apoptose constitue un mécanisme de défense a I'échelle de I'organisme qui
peut étre activé physiologiguement, pour éliminer par exemple, des cellules inutiles ou
endommagées par stress. Autre exemple, une accumulation persistante de calcium au niveau de
la MM conduit a la formation de pores au niveau de la MME ce qui induit I'apoptose [58,59].
L'accumulation de ROS provoque un stress oxydatif, peut aussi étre un facteur initiateur de
I'apoptose [60]. De méme, l'accumulation de protéines mal conformées initie le processus
apoptotique, notamment par l'intervention de la voie UPRmt (mitochondrial Unfold Protein
Response) [61]. Inversement, certaines cellules cancéreuses peuvent diminuer le stress
mitochondrial en augmentant I'élimination des protéines mal conformées comme cela a été
suggéré au cours de |'étude de la réponse UPR dans des cardiomyocytes [62]. La réponse
apoptotique sera développée dans une section ultérieure.

En résumé, les mitochondries sont bien plus que de simples organites producteurs
d'énergie. Elles sont essentielles tout au long de la vie de la cellule en influengant divers processus,
tels que la production d'énergie, la régulation du cycle cellulaire, I'apoptose et le stress oxydatif.
Leur role central dans ces processus en fait des organites cruciaux pour la santé et la survie des
cellules et, par extension, des organismes multicellulaires. Pour permettre aux mitochondries de
s'adapter aux conditions changeantes, de maintenir leur fonctionnalité et de répondre aux besoins
énergétiques de la cellule, le réseau mitochondrial est sujet a des réorganisations. Ce réseau peut
prendre des formes plus réticulées ou punctiformes, permettant de connecter les mitochondries
entre elles ou a I'inverse de les isoler. Ces modulations sont réunies sous le terme de dynamique
mitochondriale.
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c. Dynamique mitochondriale

La taille de ses compartiments et membranes varie selon les besoins des cellules. Cela
inclut les variations entre les différents types cellulaires mais aussi au cours de la vie d’une seule
et méme cellule. Le pourcentage de mitochondries varie entre 10 a 40% (voir 0% notamment pour
les érythrocytes) du volume d’une cellule [63]. Ici on parle de variations quantitatives mais on
observe aussi des variations qualitatives avec 'exemple des neurones qui ont d'importants besoins
en énergie au niveau de leurs extrémités axonales. Dans ces circonstances un réseau
particulierement étendu est obtenu pour permettre I'apport d’énergie jusqu’aux terminaisons
axonales [64]. Ces événements caractéristiques sont dépendants d’'une dynamique mitochondriale
efficace.

La dynamique mitochondriale regroupe le processus de fusion et de fission mitochondriale.
Ces deux processus forment un équilibre qui détermine la morphologie du réseau, sous forme
punctiforme s’il penche vers la fission ou plus réticulé si la balance penche vers la fusion. Ces deux
processus sont modulés par des GTPases appartenant a la famille des dynamines. Aprées avoir
succinctement présenté la fusion, je m’intéresserai plus particulierement a la fission
mitochondriale et a la protéine DRP1 (Figure 6).

Etat initial

Signal pro
Fusion

Signal pro
Fission

Pincement de la mitochondrie par le
réticulum endoplasmique

Rapprochement des mitochondries

Recrutement des protéines pro fusion, Recrutement de la protéine pro fission DRP1 qui
OPA1, MFN1 et MFN2 se fixe sur ses récepteurs mitochondriaux

Fission des membranes mitochondriales

Figure 6 : La balance fusion fission mitochondriale. Image de Zhao et al. 2012 [65]. Les protéines du processus
de fusion correspondent aux protéines OPA1 (bleu), MFN1 (mauve) et MFN2 (violet). Les protéines pro fission sont
DRP1 (jaune) et les récepteurs de DRP1 (rouge).
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La fusion consiste en la formation d’'une mitochondrie a partir de mitochondries plus
petites. Deux protéines sont connues pour participer au processus de fusion mitochondriale :
OPA1 (Optic atrophy 1) et MFN1/MFN2 (mitofusinel or 2). Les protéines MFN sont localisées au
niveau de la membrane externe de la mitochondrie. Ce sont des GTPases qui nécessitent
I’hydrolyse du GTP en GDP pour le rapprochement de deux membranes mitochondriales. Lénergie
libérée conduit a une interaction homodimére ou hétérodimeére [66]. La protéine OPA1l est
présente au niveau de la MMI. Elle permet la fusion de la MMI [67] mais aussi I'organisation et le
maintien des crétes mitochondriales. Pour cela des hétéro- ou homodimeéres de OPA1 se lient pour
former un pont entre deux membranes de crétes adjacentes [68].

La fission a I'inverse permet la formation de plusieurs mitochondries a partir d’'une seule.
DNM1L (DyNaMin 1 Like) aussi appelée DRP1 (Dynamin Related Protein) est la protéine majeure
permettant la fission mitochondriale. Il s’agit d’'une protéine majoritairement cytosolique quand
elle est inactive. De nombreux facteurs le que Cdk1 (cycline dépendante kinase) et PKA (protéine
kinase A) peuvent réguler DRP1 en phosphorylant la protéine [69-71]. Une fois activée, la protéine
va se relocaliser a la membrane externe mitochondriale au niveau de récepteurs spécifiques. Elle
va alors s’oligomériser pour former un anneau au niveau de la zone mitochondriale destinée a étre
sectionnée en utilisant son activité GTPase [72]. Le resserrement de cet anneau va conduire a la
fission des MMI et MME.

Létat d’activation de DRP1 est régulé par des mécanismes post-traductionnels, en
particulier des phosphorylations. En effet, DRP1 posséde au moins neuf sérines phosphorylables
[73]. Parmi ces sites, deux sérines sont particulierement étudiées: S616 et S637. La
phosphorylation de S616 permet le recrutement de DRP1 cytosolique vers la mitochondrie pour
permettre son oligomérisation. La phosphorylation de ce site est majoritairement associée a une
fission mitochondriale. A I'inverse une phosphorylation au site S637 conduit a une diminution de
I'activité GTPase de DRP1 [74] et donc a la fusion de la mitochondrie. L'hypothése la plus
couramment admise est que les éveénements de fission sont régulés par une augmentation de la
phosphorylation de S616 et une diminution de la phosphorylation de S637.

Des récepteurs spécifiques a DRP1 sont présents sur la membrane externe pour lui
permettre de s’y agglomérer. Les récepteurs les plus étudiés actuellement sont Mff (Mitochondrial
fission factor), Fisl (mitochondrial Fission protein 1) et Mid49/51 (mitochondrial
dynamics proteins of 49 and 51 kDa) [75-77].

En amont de I'activation de DRP1 et du processus de fission, des images de microscopie
électronique ont montré que les tubules constituant le RE sont en contact et entourent la
mitochondrie aux futurs sites de fission [78]. Cette étreinte se resserre permettant de réduire le
diameétre de la mitochondrie et de rapprocher les extrémités de la MME. En 2021, Keel et al. [79]
ont montré, en utilisant des cellules de singe que les lysosomes peuvent également étre situés au
niveau des zones de fission. lls ont alors émis I’'hypothése que le lysosome, comme le RE serait
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capable d’initier la fission. De plus, ils ont identifié deux types de fission, respectivement aux
extrémités et au centre de la mitochondrie.

Il existe un homologue de DRP1 chez la Drosophila melanogaster, Drp1l, qui présente 60%
d’identité avec la protéine humaine et un domaine GTPase. De nombreuses études montrent des
résultats attestant du r6le de Drp1 dans la fission mitochondriale chez la Drosophila melanogaster.
Ces études ont été faites a I'aide de surexpression de la protéine DRP1 humaine, de Drp1 étiquetée
ou mutée, mais également par l'utilisation d’ARN interférant dirigés contre ’ARNm endogéne. Ces
données valident le modéle Drosophila melanogaster comme un bon modeéle d’étude de la fission
induite par Drpl [80-82].

ix.  Lesfonctions de la dynamique mitochondriale

La fission mitochondriale permet I'isolement d’une section endommagée ou inutile de la
mitochondrie. La fusion, quant a elle, a pour objectif 'augmentation de la surface de la membrane
interne ou la dilution des dommages internes [83]. Ensemble ces deux processus participent a la
régulation de nombreuses fonctions mitochondriales (Figure 7) :

e La réparation mitochondriale

e La biogenése mitochondriale

e |'adaptation aux besoins énergétiques de la cellule
e Letransport des mitochondries a travers la cellule
e La gestion de la qualité mitochondriale

e Lagestion de la réponse au stress

@
P A — e it Ps Figure 7 : Les fonctions de la dynamique
orpaioee / \ .0.0 mitochondriale. Adapté de Chan, 2020 [84]
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De nombreux facteurs sont en capacité de moduler le réseau mitochondrial en agissant
sur ces protéines. Beaucoup de ces facteurs peuvent étre activés suite a I'apparition d’un stress
mitochondrial [85]. Un exemple qui sera développé plus tard est le jeu de modifications post-
traductionnelles de DRP1. Ces modifications permettent d’induire la fission lors de processus
cellulaires tels que l'apoptose ou la mitophagie (élimination des mitochondriales par autophagie),
notamment au cours de processus développementaux. [86]. Ainsi, que ce soit chez la Drosophila
melanogaster ou au cours des études effectuées chez les mammiféres, un défaut de fission est
délétére pour I'organisme. En effet, une perte de ces fonctions conduit a des pathologies multiples
(Table 1) [87]. Pour limiter les risques et maintenir un réseau mitochondrial fonctionnel, des
contréles qualités sont mis en place.

Au vu de I'importance des fonctions mitochondriales évoquées plus haut, une dérégulation
de ces dernieres peut avoir des conséquences néfastes sur la cellule. De méme une dérégulation
de la dynamique mitochondriale peut conduire a de multiples pathologies. Cette section n’a pas
pour vocation d’étre exhaustive mais juste de mettre en lumiére l'impact de certaines
dérégulations sur le développement de pathologies. Ici je n’évoquerai que certaines
cardiomyopathies, myopathies et maladies neurodégénératives qui sont liées a une dérégulation
de la dynamique mitochondriale. Beaucoup de revues publiées ces derniéres années montrent les
liens entre dérégulation de la dynamigue mitochondriale et le développement de pathologie
(Table 1).
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Table 1 : Lien entre pathologies neurodégénératives et dérégulation de la dynamique mitochondriale

Maladies Neurodégénératives

Restaure le phénotype mitochondrial sauvage et

neurone et neurcinflammation.

E [ . Mutation (CRND8) Surexpression de Mdivl o i [88]
N E Souris diminue I'accumulation de 8A
< Mutation (Tau) Mutation hétérozygote de DRP1 Reduit le dysfonctionnement mitochondrial [89]
Cellules . . Diminution des mouvements mitochondriaux
. Induction (a-syn) Surexpression de Mfn2 [90]
humaines dans les neurones
c Mutation (PINK1) Mutation DRP1 Restaure le phénotype neuronal et la libération
o : : : ) [91]
o Induction (MPTP) Surexpression Mdivl synaptique
v .
s Protége les cellules neuronales de la mort
S Souris Induction (MPTP) Inhibition DRP1 & . [92]
cellulaire
Le profil de phosphorylation de DRP1 est altéré
Mutation (a-syn) DRP1 endogéne & . + ‘p w o ) [93]
conduisant a la diminution de |a fission
Cellules Augmente l'activité GTPase de DRP1 et la
de Génétigue (polyQ) ) .. fragmentation, est réversible avec un mutant [94]
. Interaction de la protéine
patient . i DRP1
c Huttington mutée avec DRP1 s
.E} Augmente 'activité GTPase de DRP1 et augmente [05]
£ la fragmentation mitochondriale
5 . . . Ameéliore la locomotion mitochondriale et
s Souris Mutation (Htt) Inhibition DRP1 o ) [96]
diminue la neuropathie
rave le phén e neurologigue : perte de
Mutation de Mff Age phenotyp ehtjs=al [97]
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Au niveau cardiaque, de nombreuses études chez la souris montrent que des altérations
des protéines impliquées dans la dynamique mitochondriale conduisent a des altérations multiples
du muscle cardiaque [98]. Plus spécifiquement, au niveau du cceur humain, I'étude d’échantillons
de cellules de patients atteints de cardiomyopathie a montré un taux plus faible de la protéine
OPA1 et plus élevé des protéines Mfnl, Mfn2 et DRP1. Cette dérégulation s’accompagnait d’une
altération de la morphologie mitochondriale avec des mitochondries plus petites et plus
nombreuses [99]. Dans des cellules musculaires squelettiques, un défaut des facteurs de fusion
mitochondriale tels que Mfn1 et 2 est associé a une diminution des performances motrices chez
la souris [100]. A I'inverse, un défaut de fission par une réduction de Drp1 et Fis1 conduit & une
atrophie musculaire [101]. Enfin, une variation du niveau de DRP1 seule, altere le développement
et la croissance musculaire [102].

De nombreuses maladies neurodégénératives présentent des altérations de la dynamique
mitochondriale. Dans certains cas c’est la mutation d’un géne spécifique qui est associé a la
maladie. C’est le cas d’un sous-type de la maladie de Charcot Marie Tooth (CMT). La CMT est la
maladie neurodégénérative d’origine génétique avec la plus haute prévalence (1/5.000). Depuis
2004, un sous-type de la maladie, le type 2A a été associé a une mutation dans le gene codant
MFN2 ce qui a été confirmé par des études faites sur des souris [103,104]. De méme I'Atrophie
Optique dominante qui est la maladie optique héréditaire la plus commune, causée par une perte
de cellules ganglionnaires de la rétine est associée a de nombreuses mutations affectant des génes
de la famille des protéines OPA. La plus pertinente est une mutation dans le gene OPA1 qui conduit
a une dérégulation d’événements mitochondriaux [105,106].

D’autres pathologies neurodégénératives semblent impactées par une dérégulation de la
dynamique mitochondriale. Ces études ont été réalisées dans des organismes modeéles atteints de
la pathologie ou dans des cellules de patients. Dans la maladie d’Alzheimer on observe une
accumulation de Beta Amyloide (BA) sous forme de plaques. Cette protéine est issue de la protéine
précurseur APP (Protéine Précurseur de 'Amyloide). Une accumulation de ces protéines dérégule
la balance entre fission et fusion en induisant un excés de fragmentation [107]. L'utilisation d’un
modele murin de la maladie d’Alzheimer, a montré que la diminution de la fission, en surexprimant
la protéine inhibitrice de fission Mdivl (Mitochondrial division inhibitor 1) ou en induisant une
mutation de la protéine DRP1, permet de réduire le dysfonctionnent mitochondrial cérébral ou de
restaurer un phénotype mitochondrial sauvage [108] [89]. Ainsi, diminuer la fission permet
d’atténuer une partie les altérations mitochondriales causées par l'induction de la maladie
d’Alzheimer dans des modeles de laboratoire.

Par ailleurs, la maladie de Parkinson conduit a une dégénérescence des neurones
dopaminergiques. On observe également une amélioration neuronale en inhibant la fission
mitochondriale [91]. Dans la méme étude, la mutation de DRP1 et la surexpression de Mdivl sont
faites chez des souris ou la maladie a été induite par MPTP (1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-
tétrahydropyridine, neurotoxique induisant des symptomes similaires a la maladie de Parkinson)



ou des modeles de la maladie obtenue en mutant les génes codant les protéines PINK1 (PTEN
Induce Kinase 1) ou I'a— synucléine. On observe le méme effet sur la restauration d’'un phénotype
sauvage et l'augmentation de la libération synaptique. En utilisant P110, un inhibiteur
pharmacologique de DRP1, on observe une protection face a la mort neuronale chez les souris
malades [92]. Néanmoins, ces résultats présentent des contre-exemples comme une étude des
neurones de souris atteintes de la maladie de Parkinson. Cette étude montre une altération de la
phosphorylation de DRP1 qui conduit a une diminution de la fission mitochondriale [93]

Enfin, la maladie de Huttington est causée par des mutations conduisant a une protéine
Htt (Huntingtin) défectueuse. Il a été observé chez les patients atteints que cela induisait une
augmentation de la fission mitochondriale neuronale. Cette fission pourrait étre provoquée par
I'interaction de Htt avec DRP1 comme cela a été observé dans des cellules de patients et confirmé
chez des souris modeéles de la maladie de Huttington [94,95]. Au cours de la recherche de
traitements, des tests ont été effectués avec la protéine P110 cela induit une amélioration de la
locomotion et diminuent les signes de neuropathie [96]. Enfin, de facon cohérente, les signes de
la maladie sont aggravés par une mutation de la Mff [97].

Pour finir, parmi les nombreuses fonctions mitochondriales évoquées, 'apoptose est un
mécanisme essentiel, notamment pour la protection contre les cancers [109,110]. En effet,
I'acquisition d'une résistance a la mort cellulaire constitue une étape clé du développement
tumoral. Or, des événements affectant la dynamique mitochondriale et les facteurs qui la
contrélent sont impliqués dans 'apoptose. Leurs fonctions inclut la modulation de la morphologie
du réseau mitochondrial mais aussi l'activation de facteurs apoptotiques. Cette partie sera
développée plus loin.

Pour limiter le développement de ces nombreuses pathologies et garder la mitochondrie
fonctionnelle, il existe de nombreuses voies de contréle qualité de la mitochondrie.

Ces contréles sont interconnectés et concomitants ce qui optimise leur efficacité. Ils ont
un impact a différentes niveaux et différentes localisations mitochondriales. Nous allons les voir
en partant du contrdle le plus interne (a I’échelle de la protéine mitochondriale) au contréle le plus
externe (a échelle de la cellule, impliquant l'organite entier) [111-113] (Figure 8).

Au sein des mitochondries, des protéases ont pour role d’éliminer les protéines
endommagées mais aussi de permettre la maturation des facteurs nécessitant un clivage post-
traductionnel. Ce contréle s’applique aux protéines codées par le génome nucléaire mais
également mitochondrial. PARL (presenilin associated rhomboid like protein) est une sérine
protéase, présente chez la drosophile et les mammiféres, localisée au niveau de I'EIM [114]. Chez
les mammiferes sa fonction est essentielle au clivage des substrats impliqués dans des voies
mitochondriales variées : la mitophagie (PINK1 [115], 'apoptose (Smac/Diablo, (diablo IAP-binding
mitochondrial protein)) [116] ou la nécroptose (PGAM5 (PGAM Family Member 5)) [117].

Dans la MM, la régulation du stress passe notamment par la famille de protéines Lon parmi
lesquelles la protéase LONP1 (Lon peptidase 1) est particulierement importante car elle a plusieurs
fonctions au niveau de la MM. Elle joue a la fois le role de protéase a sérine, de protéine
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chaperonne et enfin elle peut se fixer sur FADNmt pour réguler son nombre de copies [118]. Grace
a ces différentes fonctions, elle participe a de nombreux processus mitochondriaux : la production
d’énergie, la réponse a I’hypoxie [119], la régulation de ’héme [120], ou la mitophagie [121].

Au niveau de la MME, on observe aussi des contréles en amont de I'entrée des protéines
dans l'organite. Le MAD (mitochondrial associated degradation) permet la dégradation des
protéines non fonctionnelles ou partiellement synthétisées dans le cytosol au niveau des
translocases (ici TOM). Ce systéme est trés similaire a la réponse ERAD (ER-Associated-Degradation)
observée au niveau du réticulum endoplasmique. Ces protéines sont adressées au protéasome
pour dégradation [122]. Les protéines mal conformées peuvent aussi étre adressées au
protéasome par l'intermédiaire de la réponse UPS (Ubiquitin-Proteaseome-System). |l s’agit de
I'ajout de chaines de poly-ubiquitines par des E3 ubiquitines ligases tel que MARCHS5 (aussi appelée
MITOL) aux protéines endommagées, ce qui permet leur adressage au protéasome [123].

Au niveau de l'organite on observe localement des bourgeonnements de MME avec ou
sans MMI qui forment des vésicules. Ces « mitochondrial-derived vesicules » (MDVs) peuvent étre
prises en charge par un systéme de dégradation spécifique aux mitochondries : la mitophagie, une
forme de macroautophagie, qui conduira a leur adressage aux lysosomes pour gu’elles y soient
dégradées.

Figure 8 : Mécanismes de contréle qualité mitochondriale. Modifié d’apres Yoke Wui Ng, Wai et Simonsen, 2021
[111]. Contréle qualité au niveau de la membrane externe (A. et B.) A. Contréle des protéines mal conformées par
la voie UPR. Ajout d’ubiquitine sur les protéines mitochondriales induisant leur adressage au protéasome. B. Voie
MAD, blocages de protéines mal conformées au niveau des transporteurs et adressage au protéasome. Au niveau
interne de la mitochondrie C. Dégradation protéique en interne par des protéases. Elle permet de protéger la
mitochondrie de protéines pathologiques mais c’est également un systeme de régulation. Contréle qualité au
niveau de l'organite (D., E. et F.). D. Elimination par fission de la section mitochondriale endommagée. E.
Dégradation de la section mitochondriale isolée par mitophagie. F. MDVs, vésicules formées a partir de la MME
et destinées a étre dégradées.
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La mitophagie est définie comme [Iélimination d’une section mitochondriale par

autophagie.

Lautophagie est un processus spécifique aux eucaryotes qui consiste en I'autodigestion

d’éléments cellulaires permettant leur élimination. Ces éléments peuvent étre des organites

endommagés ou inutiles, des éléments pathogenes ou des protéines mal conformées. La définition

la plus exacte de l'autophagie, donnée par le Professeur Christian Duve, est I'adressage d’un

élément au lysosome. Le lysosome est un compartiment acide composé d’enzymes de dégradation

telles que les hydrolases. La maniére dont les éléments vont atteindre le lysosome détermine la

forme d’autophagie. Quatre formes ont été décrites : la macroautophagie, 'autophagie médiée

par des chaperonnes (CMA), la microautophagie, et la crinophagie [124] (Figure 9). Ces différentes

formes présentent les caractéristiques suivantes :

La crinophagie est peu connue [125]. Elle permet I'élimination des granules de sécrétion non
sécrétés par la cellule. Ces granules fusionnent directement avec le lysosome pour permettre
la dégradation de leur contenu.

Lautophagie médiée par des chaperonnes concerne uniquement des protéines solubles. Ces
derniéres possedent une séquence spécifique reconnue par la chaperonne HSC70 qui est
capable de les adresser au lysosome pour permettre leur dégradation si cela est nécessaire
[126]. Un canal, formé par Lamp2A est présent sur la membrane du lysosome pour permettre
le passage des protéines vers la lumiere du lysosome ou elles seront dégradées [127].

Le troisieme type d’autophagie est la microautophagie. Une partie de la membrane du
lysosome s’invagine pour créer une petite vésicule internalisant une partie du cytoplasme. Ce
processus est le plus souvent retrouvé dans les cellules végétales et chez les levures [128].
Enfin le processus le plus documenté est la macroautophagie (Figure 9). Il est initié par une
invagination d’'une double membrane appelée phagophore. Cette membrane va s’allonger et
se refermer pour contenir une partie du cytosol, des protéines, ou encore une section
d’organite, etc. Cette nouvelle structure prend le nom d’autophagosome [129]. Elle est formée
grace a l'intervention des protéines Atg (Autophagy related géne). lautophagosome fusionne
avec le lysosome pour former l'autophagolysosome ou le contenu va étre dégradé [130].

Macro-autophagie Autophagie médiée par les
chaperonnes

Micro-autophagie

Figure 9 : Schéma succinct des mécanismes autophagiques. Lautophagie sélective, non présentée ici, est une

sous-catégorie de la macro-autophagie
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Lautophagie est un mécanisme particulierement conservé au cours de I'évolution et qui
s’effectue en plusieurs étapes retrouvées chez de nombreux organismes [131] (Figure 10). La
premiere est I'initiation de la formation de I'autophagosome a partir du phagophore. Il est issu de
petites sections de membranes dont I'origine peut étre diverse (organite ou membrane plasmique)
et dont la formation reste un mécanisme complexe [132]. La formation est initiée par un complexe
de protéines incluant les protéines Atg. Ce phagophore est issu de I'isolement des membranes
pour générer des structures vésiculaires. Cette étape inclut notamment la protéine Beclin 1 qui est
essentielle a cette formation et impliquée dans la plupart des événements de macroautophagie
[133,134]. Ensuite, la membrane subit une étape d’élongation médiée encore une fois par des
protéines de la famille Atg. Un complexe formé de différentes protéines Atg, va cliver la protéine
LC3-1 (microtubule associated proteinl light chaine 3) pour former le LC3-Il permettant la
translocation de cette protéine au niveau des membranes de I'autophagosome [135]. Le complexe
Atg active également GABARAP (Gamma-aminobutyric acid A receptors). LC3 et GABARAP sont
deux homologues de la protéine Atg8 de Saccharomyces cerevisiae. lls sont nécessaires pour la
fixation des récepteurs de l'autophagie (FUNDC1 (FUN14 domaines-containing 1), BNIP3
(BCL2/adénovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3), CCPG1 (cell-cycle progression gene 1),
ect...) et des adaptateurs de l'autophagie, aussi appeles récepteurs cargos (p62 (SQSTM1,
sequestrosome 1), NBR1 (NBR1 autophagy cargo receptor), OPTN (optineurin), TAX1BP1 (Tax1
binding proteine), ect...). Enfin la derniére étape est la maturation qui permet la fusion de
I'autophagosome avec le lysosome et donc la dégradation de son contenu.

Macro-autophagie Lysosome

Elongation de la
membrane Autophagosome Autolysosome

o LC3-Il @I» Mitochondrie @@= Réticulum endoplasmique Composant cytosolique

Figure 10 : Schéma simplifié et image par microscope électronique a transmission de processus macro-
autophagiques. Modifié d’aprés Jung, Minkyo, Hyosun Choi, et Ji Young Mun, 2019 [136] . L'autophagie est un
processus a multiple étapes. Quatre grandes étapes sont ici décrites : I'isolation membranaire, I’élongation de la
membrane du phagophore, la maturation et fusion avec le lysosome et enfin la dégradation du compartiment.
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La mitophagie permet I'élimination d’une section mitochondriale. En amont du processus,
des évenements de fission mitochondriale sont observés. Ils permettent de faciliter I'isolement
des mitochondries qui seront dégradées. La perte de la protéine DRP1 induit une diminution voire
une inhibition de la mitophagie [83,136-138]. Les protéines pro-mitophagies sont capables
d’induire cette fission. Par exemple, BNIP3 induit la relocalisation a la mitochondrie de DRP1, ce
qui favorise le recrutement de la protéine Parkin a la MME [139]. En condition d’hypoxie, FUNDC1
est nécessaire pour le recrutement mitochondrial de DRP1 qui permet la mitophagie [140].

Pour la suite nous nous intéresserons plus spécifiqguement a la mitophagie qui est une des
formes de macroautophagie. La mitophagie est un événement physiologique qui est également
associé a de nombreuses pathologies.

b. Le processus de mitophagie

Les voies de régulation de la mitophagie peuvent se classer en deux catégories en fonction
des récepteurs utilisés, indépendante ou dépendante de l'ubiquitine. Ces voies fonctionnent
seules ou elles peuvent interagir entre elles. Ici nous présentons quelques exemples de protéines
identifiées chez les mammiferes [141] et leur fonctionnement (Figure 11).

Mitophagie avec Mitophagie avec
récepteur indirect récepteurs directs

9 Phagophore Q Ubiquitine O Phosphate

Figure 11 : Les différents inducteurs de mitophagie. La mitophagie indirecte est permise par PINK1 et Parkin. Ce
mécanisme induit la formation d’une chaine d’ubiquitines reconnue par un adaptateur, tel que p62 (ici en violet)
et capable de se lier a LC3. Pour la mitophagie directe, on trouve notamment FUNDC, BNIP3 ou encore NIX/BNIP3L,
capables de directement lier la protéine LC3 par leur domaine LIR.
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Les récepteurs directs sont capables de se lier a LC3-Il localisé sur la membrane du
phagophore sans I'intermédiaire d’une protéine. Ces récepteurs présentent des caractéristiques
communes. lIs sont transmembranaires, situés au niveau de la MME et possédent un domaine AIM
(Atg8 interactif domain) ou un motif LIR pour « LC3-interacting region » (Figure 12).

NIX (BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3-like) est composée de trois
domaines importants pour la mitophagie [142]. Elle posséde une ségquence transmembranaire, qui
permet son insertion dans la MME, un domaine LIR situé en C-terminal, qui permet son interaction
avec LC3-11 [143]. Des expériences de mutagenéses successives ont montré que la mutation de ce
domaine affecte la capacité de NIX a induire de la mitophagie [144]. Les éléments régulateurs de
NIX sont encore peu connus, cependant il a été observé que I’hypoxie peut moduler le taux de
transcrits de Nix par I'intermédiaire du facteur HIF1A (facteur inductible par I'hypoxie) [145].
D’autres facteurs de transcription pourraient étre nécessaires pour observer cette variation
comme cela a été montré avec p53 (Cellular tumor antigen p53, un suppresseur de tumeur induite
par I'hypoxie) ou encore avec E2F1 connu lui aussi pour ses fonctions de régulateur du cycle
cellulaire et de I'apoptose [146,147]. Les connaissances actuelles tendent a montrer que la
mitophagie induite par NIX nécessite sa présence au niveau de la MME. Néanmoins la protéine
semble étre ubiquitaire et elle est présente a la surface de la majorité des mitochondries. Il est
donc envisagé que la mitophagie induite par NIX soit dépendante de modifications post-
traductionnelles (MPT). En effet, NIX posséde de nombreux sites ubiquitinylés ou phosphorylés.
Parmi les kinases phosphorylant NIX, CK2 une kinase trés active chez les mammiferes, est capable
de phosphoryler entre une et trois sérines de la protéine NIX chez 'Homme [148]. CK2 est
également capable de phosphoryler une autre protéine inductrice de mitophagie, FUNDC1 [149].

FUNDC1 est une protéine réceptrice qui nécessite un état de phosphorylation spécifique
pour favoriser son interaction avec LC3-Il puis induire la mitophagie [150]. Des expériences in
cellulo ont montré un impact de I'inactivation de la protéine FUNDC1 sur la conversion de LC3-1 en
sa forme active LC3-Il. Elle est induite en condition d’hypoxie alors qu’aucune variation n’est
observée en condition de carences en nutriments [151]. De nombreuses études se sont intéressées
au réle de FUNDC1 en situation de stress mitochondriale. Il a ainsi été montré par immuno-
précipitation que FUNDC1 interagissait avec les protéines de la dynamique mitochondriale, en
particulier DRP1 et OPA1 [152]. Dans la méme étude, il a été montré que I'absence de FUNDC1
conduit a une augmentation de la fission mitochondriale. Plus récemment, il a été observé que
dans des cellules Hela en condition d’hypoxie, FUNDC1 est présent au niveau des MAMs et
faciliterait la fission via le recrutement de DRP1 [140].
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Figure 12 : Comparaison des structures primaires des protéines BNIP3, Parkin et PINK1 humaines et du modéle drosophile. [153—155] Malgré la faible conservation, ces
protéines présentent des domaines similaires chez les deux organismes. Pour BNIP3 les domaines LIR et BH3 sont relativement conservés. Il en va de méme pour Parkin et
PINK1. Parkin est une ubiquitine ligase composée de plusieurs domaines : un domaine UBL, trois domaines RING (Really Interesting New Gene) et un domaine IBR (In Between
Ring domain). L'activation de Parkin par PINK1 se fait par phosphorylation de la serine 65 dans le domaine UBL. PINK1 est une protéine composée d’une séquence d’adressage
mitochondrial 5MTS), d'une séquence de localisation a la MME associée a un domaine transmembranaire (OMS et TM). Son domaine kinase est divisé en deux parties avec un
lobe N et un lobe C.
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BNIP3 (BCL2/adénovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3) présente une structure
trés proche de celle de NIX/BNIP3L. Comme elle, BNIP3 posseéde un domaine BH3 (Bcl-2
Homologue) atypique et un domaine LIR. BNIP3 a été initialement identifi€ée comme une protéine
pro-apoptotique atypique en raison de son domaine BH3 et sa capacité a lier les protéines de la
famille Bcl-2 [156-158]. De toutes les protéines citées précédemment, la régulation de la
mitophagie et de I'apoptose par BNIP3 demeure la mieux caractérisée. Le choix entre les deux
voies est le plus souvent déterminé par les modifications post-traductionnelles de BNIP3 [159,160].
De plus, il a été montré que les deux fonctions de BNIP3 peuvent étre régulées de maniére
indépendante, permettant une alternance entre un réle pro-survie et pro-apoptose [161].

BNIP3 a plus récemment été associée a la mitophagie. En étudiant le réle de BNIP3 dans
des lignées cellulaires cancéreuses (issues de gliomes), une augmentation de I'autophagie a été
observée lors d’une surexpression de BNIP3 [162,163]. Comme NIX son activation est dépendante
de son état de phosphorylation. En effet, les extrémités du domaine LIR peuvent présenter des
phosphorylations, entrainant une augmentation de la mitophagie [160]. Une fois activée BNIP3
forme un homodimére au niveau de la MME pour permettre a LC3-Il de se fixer sur la protéine
[164]. En s’intéressant plus spécifiquement au rble pro-autophagie, une étude montre que la
surexpression de BNIP3 au niveau des cellules musculaires cardiaques augmente 'autophagie et
la dégradation mitochondriale [165]. De plus, la mitophagie induite par BNIP3 est diminuée si
I'expression de DRP1 est diminuée par des ARN interférents. DRP1 est également transloqué a la
mitochondrie par la protéine BNIP3 et I'activation de DRP1 est nécessaire pour observer de la
mitophagie. A I'inverse, la surexpression de Mfn1 prévient la mitophagie BNIP3-dépendante [139].
Enfin, I'interaction entre BNIP3 et OPA1 conduit a une inhibition la fusion mitochondriale [159].

Des études ont également été réalisées chez la drosophile ou BNIP3 est aussi appelée BBH1
(BAD/BNIP3 homologie 1, CG5059) [166]. La surexpression de BNIP3 humaine dans les neurones
de drosophile induit une protection neuronale contre les dommages liés au vieillissement et une
augmentation de I'espérance de vie des individus. Toujours chez la drosophile, la surexpression de
BNIP3 humaine diminue la quantité de caspases activées et donc de cellules neuronales détruites,
alors que la mitophagie augmente [167]. La protéine BNIP3 chez la drosophile présente 25%
d’homologie avec la protéine humaine (Figure 12) et un domaine BH3 atypique. Une étude chez la
drosophile suggere que BNIP3 joue un role dans la mort cellulaire au niveau des cellules
musculaires qui serait inhibé par la protéine Achéron/LARP6 en bloquant sa relocalisation a la
membrane mitochondriale [166]. Elle présente également un rdle dans la sélection des
mitochondries au niveau des cellules germinales pour éviter I'accumulation de dommages [168].
Enfin une augmentation de la transcription de son gene en paralléele d’'une augmentation de
I'autophagie [169]. BNIP3 apparait donc comme une protéine aux rbles variés. Elle induit la mort
cellulaire chez les mammiféres et la drosophile. Son rble pro-mitophagie validé dans le modele
mammifere doit étre confirmé chez la drosophile.

Chez les mammiferes, en plus de son action directe, le récepteur BNIP3 aurait aussi la
capacité d’induire la mitophagie médiée par les récepteurs indirects activés par les protéines
PINK1 et Parkin [139,170]. Il peut également recruter Parkin au cours de la mitophagie [139].



Ces protéines qui induisent la mitophagie le font par I'intervention de chaines d’ubiquitines.
Elles sont reconnues par des récepteurs cargos tels que p62, OPTN et TAX1BP1. Ces protéines
agissent comme des adaptateurs qui font le lien entre les LC3-Il des phagophores et les chaines
d’ubiquitines. La formation de la chaine d’ubiquitine est médiée par les protéines PINK1 et Parkin
(Figure 13).

En 1997 une mutation au niveau du locus 6g25.2—q27 a été identifiée et retrouvée chez de
nombreux patients atteints de la maladie de Parkinson [171]. Le produit du géne incriminé prend
le nom de Parkin [172]. La protéine est principalement cytosolique mais a pu étre détectée au
niveau du RE ou des mitochondries en cas d’activation [173]. Rapidement cette protéine est
identifiée comme une ubiquitine ligase E3, une protéine capable d’ubiquitinyler des protéines a
proximité [174,175]. Parkin est une protéine appartenant a la famille des RBR (Ring-between-Ring)
des E3 ubiquitine ligases. Il s’agit d’'une protéine composée d’anneaux de zinc successifs, des
domaines en forme d’anneaux avec RINGO, RING1 IBR et en N-terminal un domaine similaire a
I"'ubiquitine (Ubl, ubiquitin like)[176] (Figure 12). A I’état mature Parkin est auto-inhibée. La seule
activation clairement identifiée concerne son domaine Ubl qui est également crucial pour les
interactions avec les partenaires de Parkin [177]. Lactivation de Parkin peut étre faite par PINK1
qui phosphoryle la sérine 65 de Parkin située au niveau du domaine Ubl [178]. Contrairement a
PINK1, Parkin ne posséde pas de séquence d’adressage a la membrane mitochondriale. Des
récepteurs localisés au niveau de la MME sont nécessaires a sa localisation mitochondriale. Par
exemple, Mfn2 interagit avec Parkin lui servant ainsi de récepteur mitochondrial [179]. Un autre
récepteur est la prohibitin 2 (PHB2), une protéine localisée a la membrane interne mitochondriale.
Cette interaction nécessite la rupture de la MME induite par la dégradation de protéines sur la
membrane [180].

Dans le but d’étudier le role de Parkin dans la maladie de Parkinson, de nombreuses études
ont été effectuées chez des animaux modeéles, en particulier la souris et la drosophile. Pour la
souris, les différentes études ont montré que I'inactivation de Parkin seule conduit a un phénotype
faible qui ne correspond pas a l'effet observé chez 'Homme. La drosophile quant a elle, présente
une altération plus proche de ce qui est retrouvé chez ’'Homme avec une altération sévere de la
motricité et une forte réduction de la longévité. La drosophile présente une protéine Parkin proche
de la séquence humaine avec 44,5% d’identité (Uniprot Align). En utilisant une souche mutée pour
le gene PRKN, il a été observé une dégradation musculaire et des anomalies mitochondriales au
niveau des cellules musculaires. En revanche, la perte de la protéine ne semble pas impacter les
neurones en condition physiologique [181].

En s’intéressant plus spécifiguement a la mitochondrie, il a été montré d’une part que
Parkin induirait de la fission mitochondriale et d’autre part qu’elle pourrait participer a la
mitophagie. L'étude de la surexpression de PRKN dans des cellules HEK a montré que le découplage
par du carbonylcyanure m-chlorophénylhydrazone (CCCP) induit une relocalisation de Parkin a la
membrane des mitochondries endommagées [173]. Pour confirmer que la relocalisation de Parkin
induit de la mitophagie, des cellules Hela sont utilisées pour étudier la localisation de LC3-II. Lajout



de découplant conduit a une colocalisation de LC3-Il, Parkin et des mitochondries. Ainsi, suite a
une chute du potentiel mitochondrial, Parkin est relocalisée a la membrane mitochondriale ce qui
conduit a des évenements de mitophagie. Par ailleurs, Parkin agit aussi sur la dynamique
mitochondriale. En effet, Parkin peut ubiquitinyler la protéine DRP1 pour induire sa dégradation
[182]. Chez la drosophile, Mfn1l et Mfn2 sont ubiquitinylées par Parkin au cours du processus de
mitophagie [183]. La régulation de Mfn2 par Parkin semble également utile pour médier les
contacts RE/mitochondries [184].

Il est a noter que les nombreuses études sur la protéine ont permis d’identifier un effet
pléiotropique de I'ubiquitine ligase Parkin. Elle possede un nombre important de cibles cellulaires
qui lui permettent de réguler la mitophagie, la dynamique mitochondriale, I'apoptose, la
biogenese mitochondriale (PARIS, parkin interacting substrate), le cycle cellulaire (induit la
dégradation de cycline) ou le métabolisme [185,186].

PINK1 est une thréonine/sérine kinase cytosolique adressée a la MMI. PINK1 est
principalement composée de trois domaines. Une séquence d’adressage mitochondriale en N-
terminal (MTS), une courte séquence transmembranaire et enfin un domaine kinase [187] (Figure
12). En condition physiologique, PINK1 traverse les membranes mitochondriales en utilisant la
translocase Tom70 pour atteindre la matrice mitochondriale et y étre dégradée [188]. La séquence
MTS est clivée par une peptidase mitochondriale MPP (Mitochondrial Processing Peptidase)
conduisant a une forme tronquée de 60 kDa. Le reste de la protéine est clivé par PARL au niveau
de la MMI pour former une protéine de 52 kDa qui sera adressée au protéasome [189] conduisant
a un niveau basal de PINK1 indétectable [187].

La mitophagie induite par Parkin semble en grande partie permise par son interaction avec
la protéine PINK1. Dans des cellules Hela, en absence de PINK1, Parkin n’est pas localisée a la
mitochondrie, ce qui empécherait I'induction de la mitophagie Parkin-dépendante [190]. Une
interaction directe a été observée chez la drosophile, et lI'inactivation de PINK1 peut étre
compensée par la surexpression de PRKN [191,192]. Les mémes résultats sont observés dans des
cellules humaines [193].

Comme pour Parkin, la protéine PINK1 (codée par le géne PINK1) présente un homologue
de 69kDa chez la drosophile, Pinkl. Les deux protéines présentent jusqu’a 40% d’identité en
fonction de I'isomorphe ainsi qu’une structure et une fonction trés proches. Le géne a lui aussi été
associé a la maladie de Parkinson, indépendamment de PRKN [194]. Chez la drosophile, la perte
de PINK1 conduit a une diminution du nombre de neurones sous trente jours [195].

PINK1 présente également des liens forts avec les acteurs de la dynamique mitochondriale
et la perte de la protéine peut conduire a une réorganisation du réseau mitochondriale. En
particulier DRP1, dont la surexpression compense la perte de PINK1 [196,197]. De plus, I'étude de
I’état de phosphorylation de DRP1 en condition de surexpression de PINK1 humain, par Western
Blot chez la drosophile, suggére que PINK1 serait capable de phosphoryler Drpl et Mfn2
directement [80,198]. Précédemment la phosphorylation était considérée comme indirecte
[80,199]. A cela s’ajoute la capacité de PINK1 a phosphoryler Mfn2, soulignant les interconnexions
entre PINK1 et la dynamique mitochondriale [200]. A I'inverse, une mutation de Opal ou Marf
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(Transmembrane GTPase Marf, homologue de la protéine Mfn2 chez la drosophile) supprime le
phénotype induit par la perte de fonction de PINK1 [201]. Enfin PINK1 et Parkin collaborent pour
induire la fission mitochondriale notamment en interagissant avec la protéine Marf . Dans ce
contexte une mutation de PINK1 ou PRKN conduit a un défaut de fission mitochondriale au niveau
de la spermatogenese. Ce défaut est accentué en cas de double mutation [202]. De plus,
I'apparition de mitochondries sphériques observée lors de la perte de la protéine Pinkl peut étre
supprimée par la déplétion de la protéine pro-fusion Marf.

PINK1 semble également jouer un rble indépendant de la mitochondrie en phosphorylant
des protéines impliquées dans la survie cellulaire telle que Bcl-xl ou encore Miro (Mitochondrial
Rho GTPase) [203,204]. De plus, une étude récente montre que dans des cerveaux de primates, la
forme majoritaire de PINK1 est sa forme cytosolique (55kDa) qui présente un domaine kinase
fonctionnel [205]. De plus, si PINK1 cytosolique ne semble pas induire de mitophagie. Toutefois
elle semble tout de méme capable de protéger les cellules neuronales de la dégénérescence [206—
208].

@ Adaptateur

@  Phosphate

Ubiquitine

Phagophore

Figure 13 : La mitophagie induite par PINK1 et Parkin. En absence d’une dépolarisation de la membrane
mitochondriale, PINK1 entre dans la mitochondrie est clivée par PARL au niveau de la membrane mitochondriale
interne et est dégradée dans le cytosol. S’il y a une chute du potentiel membranaire, PINK1 s’insére dans la
membrane mitochondriale interne, se dimérise et phosphoryle de nombreuses protéines dont Parkin. Parkin se
relocalise a la membrane mitochondriale externe, et ajoute une chaine d'ubiquitines a certaines protéines
mitochondriales. Cette chaine est reconnue par un adaptateur capable de lier LC3 du phagophore permettant a la
mitochondrie d’étre internalisée et adressée au lysosome.

Un stress tel gu’une chute de potentiel mitochondrial conduit a la stabilisation de PINK1
au niveau de la MME et a son accumulation [209] (Figure 13). A cette étape, PINK1 s’homodimérise
et s'autophosphoryle, ce qui permet 'activation de sa fonction kinase. Cette activation permet
également a la protéine de se lier aux ubiquitines et a la protéine Parkin pour l'activer par
phosphorylation [210]. PINK1 a deux possibilités d’activation de Parkin, toutes deux via la
phosphorylation de la sérine 65 située dans le domaine Ubl. La premiére est la phosphorylation
directe de la sérine pour induire un changement de conformation et son activation. Lautre
possibilité est la phosphorylation de I'ubiquitine sur la sérine qui permet de stabiliser Parkin sous
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forme active [211-213]. Une fois activée, Parkin uniquitinyle de nombreuses cibles, cytosoliques
ou au niveau de la MME. Ces ubiquitinations répétitives vont former des chaines d’ubiquitine
reconnues par les adaptateurs aussi appelées protéines cargos. Parmi ces adaptateurs, on peut
citer les protéines p62 (SQSTM1, sequestrosome 1) (Ref2P chez la drosophile), OPTN ou encore
TAX1BP1. Comme les protéines réceptrices citées pour la réception directe, ces protéines
possédent une séquence LIR mais également un domaine de liaison a I'ubiquitine, UBD (Ubiquitin
Binding Domain) [214]. Elles vont se lier aux chaines d’ubiquitine et au phagophore par
I'intermédiaire des protéines de la famille ATG8 [215].

Indépendamment de la chaine |'ubiquitine Parkin peut induire la mitophagie en
ubiquitinylant d’autres cibles. On note notamment que p62 est identifiée dans I'ubiquitinylome de
Parkin [186]. Or l'ubiquitination de p62 semble capable d’induire la fonction réceptrice de la
protéine contrélant I'autophagie spécifique [216]. Une autre cible ubiquitinylée par Parkin est la
porine VDAC. Une étude chez la drosophile s’intéresse au niveau de phosphorylation de VDAC par
un mutant ponctuel de Parkin. Cette mutation génére une protéine incapable de mono-
ubiquitinyler mais capable de poly-ubiquitinyler VDAC. Dans ces circonstances, on observe une
baisse de la mitophagie. La mitophagie semble donc spécifique a certain type d’ubiquitinylation
[217].

Comme mentionné plus haut, la perte de PINK1 peut étre compensée par la surexpression
d’autres genes. Cette observation laisse entrevoir la possibilité d’une activation de Parkin
indépendante de PINK1. Inversement, au cours des études sur les liens entre Parkin et PINK1 dans
I'induction de la mitophagie, il a été observé que PINK1 peut induire une mitophagie indépendante
de Parkin. [218]

Plusieurs études tendent a montrer que I'absence de PINK1 ou Parkin n’a pas d’impact sur
la mitophagie basale dans la majorité des modeles [219]. Cette notion de mitophagie basale est
issue d’'un classement des différents types de mitophagies physiologiques qui ont été observées
dans plusieurs modéles.

Les fonctions de Parkin identifiées dans le modele drosophile sont proches de celles
retrouvées chez les mammiféres. La protéine apparait comme un régulateur positif de la fission
mitochondriale et négatif de la fusion mitochondriale [82,202,220]. Elle est activée suite a un stress
oxydant [221,222] et exerce sa fonction d’ubiquitine ligase. Une grande partie de ces fonctions est
conservée, a l'instar de sa capacité a moduler la biogenése mitochondriale en interagissant avec
des substrats homologues ou de son réle de modulation de la fusion en induisant la dégradation
de la protéine Marf (homologue de Mfn) [82,155,223—-226]. Son partenaire PINK1 est également
étudié. Il a d’abord été identifié comme un modulateur de la dynamique mitochondriale et plus
particulierement de la fission mitochondriale [197,202,220,227] puis impliqué dans la régulation
du transport axonal des mitochondries [228].

Le mécanisme d’action de ces protéines est trés proche du mécanisme décrit chez les
mammiferes. En absence de chute de potentiel, PINK1 est partiellement transloquée dans la
membrane mitochondriale avant d’étre clivée par Rho-7/PARL, (Rhomboid-7/Presenilin-associated
rhomboid-like, une protéine mitochondriale) et le segment matriciel est dégradé par la peptidase
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Lon [229]. Rapidement, le lien PINK1/ Parkin est établi. Il est notamment observé une
compensation de la perte de PINK1 par la surexpression de park, placant Parkin en aval de PINK1
[191,195]. Il est également démontré qu'une interaction physique entre les deux protéines
conduisant a la phosphorylation de Parkin par PINK1 permet I'initiation de son activation et sa
relocalisation mitochondriale [82,227].

En ce qui concerne le processus de mitophagie chez la drosophile, il a été montré
I'existence de mitophagie basale. Néanmoins cette mitophagie n’est pas dépendante de PINK1 et
Parkin [230]. La surexpression de PINK1 ou Parkin semble permettre d’induire la mitophagie,
comme cela a été montré dans une souche modele de la maladie de Huntington [231]. Un défaut
de mitophagie peut étre compensé par la surexpression de pink1 et park. De plus, I'induction d’un
stress hypoxique ou un blocage de la chaine respiratoire conduit a une induction de la mitophagie
PINK1 et Parkin dépendante [232,233].

Ainsi, les protéines PINK1 et Parkin agissent suivant un mécanisme similaire chez la
drosophile et ont un role conservé dans la mitophagie induite en cas de stress mitochondriale.
Ces observations font de la drosophile un bon modeéle pour étudier les fonctions de PINK1 et Parkin.
Pour ce faire, outre I'utilisation de RNAI, des mutants pertes de fonctions ont été construits pour
mieux comprendre les fonctions de Parkin et PINK1.

La perte de fonction de la protéine Parkin (park) conduit a 45% de mort pupale, une durée
de vie excessivement courte, une stérilité chez les males et des défauts de locomotion. Au niveau
cellulaire, ces mutants présentent une augmentation du stress oxydant et une activité
métabolique faible comme le montre la diminution du taux d’ATP [234]. Enfin, au niveau tissulaire,
une dégénérescence musculaire liée a une augmentation de 'apoptose est induite et  au niveau
neuronal, une altération structurelle des neurones dopaminergique est observée [181,235].

La perte de fonction de la protéine PINK1 est viable a I'état hémizygote et homozygote
mais avec un nombre d’individu faible, stérile et présentant une durée de vie courte. . Les males
adultes portant la mutation a I'état hémizygote sont viables mais stériles. La majorité des individus
atteints montrent une rigidité musculaire, un apprentissage et un cycle circadien altérés
[191,195,236]. De plus, au niveau musculaire on observe une dégénérescence induite par
apoptose, des défauts de morphologie mitochondriale (une augmentation de la fragmentation) et
une augmentation de la sensibilité au stress oxydant [191]. La réduction du nombre de neurones
moteurs dopaminergiques est associée a des défauts moteurs [192,236]. En plus des défauts
moteurs, les mutants présentent une altération des synapses, de la transmission synaptique
cérébrale et des jonctions neuromusculaires [237].

Pris ensembles, ces informations montrent que |'utilisation de la drosophile est pertinente
pour I'étude des fonctions de PINK1 et Parkin.
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c. La mitophagie physiologique et pathologique
Physiologique

Le réle particulierement important de la mitophagie souligne le besoin d’une régulation
fine. Cette régulation est modulée par les événements cellulaires endogénes ou exogénes,

physiologiques ou non. Pour cette raison, la mitophagie est une réponse mais également une
conséquence d’un stress, une étape de maturation ou un besoin de la cellule (Figure 14).

Dommages oxidatifs

PINK1,
Parkin .
Dépolarisation
mitochondriale @ UPR mitochondriale
Mitophagie
FUNDC1 BNIP3
@)
NIX T
,ﬂ’ﬁ&y_\
Elimination des
@ mitochondries
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Hypoxie Erythropoiése de la fécondation

Figure 14 : Les réles de la mitophagie au sein des cellules. Inspiré de Harper et al. 2018 [215]. La mitophagie est
a la fois une réponse aux dommages et aux stress (dépolariastion, hypoxie, voie UPR) mais aussi un événement
régulateur du développement (erythropoiese ou élimination des mitochondries aprés la fécondation).

Létude de la mitophagie en conditions physiologiques a subi un boom ces derniéres
années [238]. L'étude chez les mammiferes est complexe car il n’existe actuellement pas
d’inhibiteur spécifique de la mitophagie et il est difficile d’exclure d’autres voies de dégradation
(induites par un autre inducteur). De plus, les mitochondries sont physiquement proches des
autophagosomes, qu’elles soient internalisées ou non [239]. De nouveaux outils, mtKeima et mtQC,
développés au cours de ces dix derniéres années ont permis d’aller plus loin dans I'étude de la
mitophagie (Figure 15). Depuis, trois classes de mitophagie physiologique ont émergé : la
mitophagie basale, programmeée et induite par un stress.
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*  Mito-Keima (mt-Keima) *  Mito-QC (mt-QC)

Keima est une protéine fluorescente dépendante du pH (Katayama et al. QC correspond a une construction binaire, un tandem mCherry-GFP.
2011) et capable de resister a la degradation par le lysosome. Cette protéine La séquence d’adressage mitochondriale vise la membrane externe
couplée a une séquence d’adressage a la matrice mitochondriale permet mitochondriale. Dans le cytosol les deux fluorochromes sont stables
d’évaluer les résidus mitochondriaux dans les compartiments acides tel que mais a pH faible, la GFP séteint. On peut donc distinguer les
le lysosome et dans le cytosol. L'excitation de la protéine dépend du pH. A mitochondries localisées dans le cytosol des mitochondries
pH neutre la protéine peut étre excitée a 440 et 568nm alors que dans un internalisées dans les lysosomes.

environnement acide elle ne peut étre excitée qu’a 568 nm. ) . ) o
Comme Keima les premiéres constructions ont été utilisées chez la

Initialement la construction a été utilisée chez des souris transgéniques souris avant d'étre transposées chez 'homme (Allen et al. 2013,
avant d’étre transposée aux drosophiles en 2018 (Cornelissen et al. 2018, McWilliams et al. 2016).
Sun et al. 2015).
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Figure 15 :Technique de détection de la mitophagie [233,240-242]
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La mitophagie basale est une élimination réguliere et constante des sections
mitochondriales endommagées ou inutiles qui permet de garder une cellule saine. Ce processus
continu a lieu dans de nombreux tissus [243]. Le taux de mitophagie varie en fonction du tissu
étudié. Par exemple, un haut taux de mitophagie est observé dans le foie et le systeme nerveux.
Inversement ce taux est plus faible dans le thymus ou la rate [242]. Pour mieux caractériser la
mitophagie, I'équipe de Ganley a étudié de nombreux tissus. Ainsi, un haut taux d’autophagie n’est
pas forcément corrélé a un haut taux de mitophagie, comme c’est le cas dans I'ceil [244]. lls ont
également démontré qu’au sein d’un méme tissu le taux de mitophagie peut fortement varier. Par
exemple, au niveau du rein le taux est différent entre le cortex et la médulla [245].

La mitophagie programmeée regroupe les éveénements de mitophagie qui sont observés au
cours du développement, de la maturation et de la différenciation cellulaire [243]. En ce qui
concerne le développement, peu de données démontrent un réel role de la mitophagie. La
difficulté réside dans le blocage total de la mitophagie (a cause de la redondance de différentes
voies) pour observer si elle est essentielle a certains processus développementaux. Un rare
exemple est le développement du muscle cardiaque. Le développement du myocarde nécessite
une reprogrammation métabolique en passant d’un métabolisme glucidique a un métabolisme
lipidique [246,247]. L'absence de changement conduit au développement de myopathies. Une
hypotheése est que cette modification consiste en I'élimination, par mitophagie, d’'une partie de la
population des mitochondries. Ces mitochondries seraient remplacées par des mitochondries
optimisées pour le métabolisme lipidique [248]. En ce qui concerne le processus de différenciation
cellulaire, deux événements d’élimination des mitochondries sont particulierement connus : lors
de la maturation des érythrocytes et I'élimination des mitochondries du spermatozoide de la
cellule ceuf aprés la fécondation. Labsence de mitochondries dans les érythrocytes est liée a leur
élimination au stade de réticulocytes [249]. Au cours de la fécondation chez les mammiferes et C.
elegans, on observe la disparition des membranes des organites paternels deux heures apreés la
fécondation [250,251]. Ce phénoméne est appelé allophagie [252] et inclus le phénoméne de
mitophagie pour la dégradation des mitochondries [253].

La mitophagie induite par un stress est la plus étudiée car il est facile de I'induire en
utilisant un stimulateur adapté. De nombreux inducteurs peuvent conduire a une mitophagie liée
a un stress cellulaire ou a un dysfonctionnement mitochondrial. Le plus évident est la carence
nutritionnelle. Cet événement induit une autophagie massive de divers organites incluant les
mitochondries comme cela a été montré chez la levure [254]. Un cas particulier est lié a la chute
de potentiel mitochondrial qui peut étre observé suite a une accumulation de ROS mitochondriaux
[255]. Si ces ROS sont pris en charge par de nombreuses enzymes antioxydantes, il arrive qu’une
défaillance du mechanisme ou un nombre trop important de ROS rendent ce systéme insuffisant
pour permettre leur élimination [255]. Dans ces circonstances, en plus de ce systéme, une
dégradation sélective des mitochondries est effectuée par mitophagie. LU'étude de la mitophagie
liée a une chute de potentiel mitochondrial souvent permise par |'utilisation d’'un agent découplant
tel que le CCCP [173]. Un dernier inducteur est HIF, en particulier HIF1 [256]. HIF est un facteur de
transcription qui est activé suite a une baisse du taux d’oxygene. Il va induire I'expression de ses
génes cibles parmi lesquels se trouvent plusieurs qui sont impliqués dans l'induction de la
mitophagie.



Au vu de son importance, la dérégulation de la mitophagie pourrait conduire au
développement de nombreuses situations pathologiques. Néanmoins lier le développement d’'une
pathologie directement a un défaut de mitophagie est complexe. De nombreux évenements
directs ou indirects peuvent impacter le développement de maladies. Cependant, les mutations
de protéines impliquées dans la mitophagie ou une dérégulation du processus de mitophagie sont
observées dans de nombreuses maladies. On distingue en particulier des affections
neurodégénératives ou musculaires.

La toxicité de certaines protéines produites en excés serait la cause du développement de
ces maladies. Les protéines peuvent s'accumuler au niveau mitochondrial conduisant a un défaut
de mitophagie, augmentant ainsi le stress déja induit par ces protéines [257-259].

Pour la maladie de Parkinson on observe une accumulation d’a-synucléine (a-syn). En
condition de stress, elle est dégradée au cours de la mitophagie comme cela a été observé dans
des cellules modeles de type dopaminergique, les SH-SY5Y. Cette dégradation dépend d’une
modulation de la dynamique mitochondriale par DRP1 et OPA1 [260]. De méme, la surexpression
de I'a-syn chez la souris conduit a une augmentation de la mitophagie induite par Parkin [261]. De
trés nombreuses mutations des génes PRKN et PINK1 codant respectivement les protéines Parkin
et PINK1 sont retrouvées chez les patients atteints d’une forme héréditaire de la maladie de
Parkinson. Pour cette raison, de nombreuses études s’intéressent a la mitophagie médiée par
Parkin et PINK1 dans les maladies neurodégénératives [262]. Au cours de ces études, NIX/BNIP3L
a été identifiée comme compensant la perte de PINK1 et Parkin. La surexpression par modification
génétique NIX ou par induction pharmacologique suffit a restaurer la mitophagie dans des cellules
présentant une perte de fonction pour PINK1 et Parkin, et restaure les fonctions mitochondriales
[263]. Ces cellules présentent des mitochondries avec une amélioration de la production d’ATP.
Cette étude souligne que la mitophagie semble essentielle pour bloquer le développement de la
maladie de Parkinson.

Pour la maladie d’Alzheimer, la protéine B-Amyloide (BA) s’accumule sous forme de plaques
extracellulaires. Une mutation du géne est couramment utilisée pour induire la maladie. Un autre
modele trés utilisé dans les recherches sur la maladie d’Alzheimer est I’'hyper phosphorylation de
la protéine Tau. Ces deux modeles montrent une baisse significative de la mitophagie [264].
Linduction de la mitophagie diminue la quantité de BA et la phosphorylation de Tau. Par ailleurs,
une étude de 2018 montre que la surexpression du géne Tau, conduit a une diminution de la
mitophagie dans des neuroblastes. Par la suite, I'étude des neurones de C. elegans avec un mutant
de la protéine Tau montre que son accumulation réduit la mitophagie indépendamment du
potentiel membranaire mitochondrial. Enfin, une expérience de co-immunoprécipitation a permis
de montrer que Parkin et Tau interagissent et que cela conduit a la séquestration de Parkin au
niveau du cytosol, bloquant son action pro-mitophagie [265].

Dans le modele de la maladie de Huttington chez la drosophile, il a été montré que des
autophagosomes s’accumulent dans le cytosol et ne reconnaissent plus les protéines cargos,
conduisant a une diminution de l'autophagie globale [266]. La méme équipe a prouvé que cette



diminution serait liée a l'interaction de la protéine Htt mutée avec p62 ce qui bloquerait Ia
reconnaissance des cibles de p62 [267]. |l a également été observé une dynamique mitochondriale
anormale dans des extraits de cerveau de patients [268]. En lien avec ces deux observations, une
équipe a testé le role de PINK1 dans une souche de drosophile mimant la maladie. Comme cela a
été observé pour la maladie de Parkinson, la surexpression de PINK1 conduit a une augmentation
de la survie et induit un sauvetage de la neurodégénérescence. Cela a permis aux chercheurs de
supposer que PINK1 est capable de contrecarrer la toxicité induite de la protéine Htt mutée [231].
lIs ont également montré dans un modeéele murin ol la dégradation des mitochondries est plus
faible que la surexpression de PINK1 restaure les événements de mitophagie.

Si seulement trois maladies neurodégénératives sont citées ici, elles ne sont pas les seules
a étre liées aux protéines pro-mitophagie. Actuellement la modulation de la mitophagie apparait
comme une voie thérapeutique pour traiter les neuropathies [269]. Ces traitements pourraient
étre étendus a d’autres pathologies liées a la mitophagie.

Une fonction moins étudiée est le role de la mitophagie dans le développement de cancers.
La mitophagie semblerait jouer un role suppresseur de tumeur [270]. De nombreuses études ont
montré une variation de I'expression de genes pro-mitophagie dans de nombreux cancers [271].
Néanmoins, le rGle précis de la mitophagie dans le processus tumoral reste peu compris [272]. Tout
comme lautophagie, elle semble remplir un role double en favorisant ou blogquant le
développement des tumeurs en fonction du contexte et du type de cancer [271]. Elle peut
promouvoir le développement tumoral. Dans des glioblastomes, Nix induit la mitophagie et
favorise la survie des cellules cancéreuses [273]. De méme la mitophagie induite par BNIP3 favorise
la migration cellulaire des cellules cancéreuses favorisant I'invasion tumorale de lignée cellulaire
de mélanome [274]. Comme précisé plus haut les protéines inductrices de mitophagie présentent
des fonctions diverses dans la cellule. Une hypothése, qui expliquerait ces variations, serait que
leurs fonctions dans le développement tumoral pourraient étre indépendantes de leur réle pro-
mitophagie. Par exemple, PINK1 et Parkin peuvent agir comme des suppresseurs de tumeur en
favorisant la dégradation de HIF-1a, un facteur de transcription impliqué dans la tumorigéene [275].
On peut supposer un role dans I'apoptose au vu des réles multiples des protéines de mitophagie
telles que BNIP3, impliquée dans la mitophagie mais également dans le processus apoptotique
[276].



La ou la mitophagie est un mécanisme qui élimine spécifiquement les sections
mitochondriales endommagées, 'apoptose est un processus bien plus radical qui passe par
I’élimination totale de la cellule endommagée au profit de 'organisme. Néanmoins, tout comme
la mitophagie, 'apoptose présente également une fonction développementale essentielle.

Issu a l'origine de la fusion de deux gamétes, a I’état adulte on estime que 103 cellules sont
organisées pour former un corps humain [277]. Ces cellules ont pour fonction de maintenir
I'organisme viable et de veiller a son bon fonctionnement. Pour cela, des morts cellulaires sont
inévitables. laugmentation du nombre de cellules est paradoxalement associée a élimination de
cellules au cours de développement mais également tout au long de la vie de I'individu. La mort
de ces cellules peut étre modulée par de nombreux processus mais au cours du développement,
il s'agit d’'une mort cellulaire régulé (MCR). Une fois encore plusieures MCR existent mais la plus
étudiée est sans aucun doute l'apoptose.

Lapoptose est essentielle a la survie cellulaire et intervient dans de nombreuses fonctions
en commencant par le développement [278]. Lexemple le plus connu est la dissociation des doigts
permise par la mort des cellules interstitielles [279]. Il est également observé que la formation du
cerveau passe par une phase d’élimination des cellules en excés ou qui ne présentant pas de
jonctions synaptiques [280-282]. Au stade adulte I'apoptose est visible suite a un coup de soleil.
Les UVA et UVB sont associés a une augmentation des dommages a 'ADN observé sur les
kératinocytes, ce qui chez la souris, entraine une augmentation de I'activation de I'apoptose dans
les cellules touchées [283,284]. Lapoptose est donc également un systétme de défense de
I'organisme. De nombreuses études pointent le réle de I'apoptose dans la réponse a I'infection.
Dans ce cas, I'apoptose conduit a la destruction de la cellule hébergeant le pathogéne présumé
[285].

Les réles physiologiques de I'apoptose laissent entrevoir qu’une dérégulation de ces
processus peut conduire a des situations pathologiques variées et a des conséquences
dramatiques. Ces situations résultent de deux dérégulations : un excés d’apoptose, conduisant a
un excés de destruction de cellules, qui peut conduire a des immunodéficiences et des maladies
neurodégénératives ; un défaut d’apoptose conduit a une survie de cellules qui sont inutiles, voir
endommagées, créant un défaut qui facilite le développement de cancers ou de maladies auto-
immunes.

Dans le cas de la maladie de Parkinson, 'apoptose a été associée a la perte des neurones
dopaminergiques [286]. Cela a été observé chez des patients en utilisant divers marqueurs
spécifiques du processus apoptotique. De méme, le syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA)
est lié a une mort massive des lymphocytes TCD4 par apoptose.



Comme cité plus haut, un défaut d’apoptose est directement associé au développement
des cellules cancéreuses en leur permettant de survivre [110]. Enfin, le systeme immunitaire
nécessite la spécialisation de cellules pour identifier des potentiels hotes pathogenes. Au cours de
ce développement, des cellules immunitaires peuvent développer une reconnaissance des cellules
de I’hbte en lui-méme. L'élimination de ces cellules est nécessaire pour éviter de développer une
maladie auto-immune. En condition physiologique ces cellules sont éliminées par apoptose. Ainsi
le défaut d’apoptose favorise le développement de maladies auto-immunes.

Au vu de ces conséquences, une régulation fine de 'apoptose est essentielle pour protéger
I'organisme et, pour cela, de nombreux acteurs sont mis a contribution.

Lapoptose est comme la dynamique mitochondriale, maintenue par un équilibre entre
deux types de facteurs : pro-apoptotiques et anti-apoptotiques. Elle est caractérisée par des
événements cytologiques observés dés les années 1970 par John Kerr [287]. Linitiation du
processus conduti a la séparation d’une cellule de son tissu d’origine. Ensuite elle subit une étape
de condensation a la fois nucléaire et cytoplasmique. La cellule est alors fragmentée avant que les
corps apoptotiques produits soient phagocytés par les cellules environnantes.

Sur un aspect plus moléculaire les premieres études concretes sont faites dans le modele
Caenorhabditis elegans (C. elegans). Ce modeéle présente l'avantage majeur de présenter un
devenir cellulaire parfaitement défini. Le développement de C. elegans passe par la production de
1090 cellules somatiques mais seulement 959 sont retrouvées chez I'individu adulte soit 131
cellules vouées a étre éliminées par apoptose [288]. La génération de mutations conduisant a une
variation du nombre de cellules finales de I'individu a permis d’identifier les protéines impliquées
dans ce processus de mort cellulaire par apoptose. Parmi les génes appelés genes ced (cell death),
se trouvent notamment ced-3, ced-4 et ced-9 [289]. Ces protéines présentent des roles pro- ou
anti-apoptotiques qui ont été déterminés notamment par épistasie. La régulation passe par des
interactions entre des protéines pro- et anti-apoptotiques [290]. LUinitiateur de cette cascade est
le géne egl-1 (egg laying-1, identifié dans un autre crible). Si la cellule doit étre conservée, egl-1
n‘est pas transcrit. Dans ces conditions, la protéine Ced-9, un anti apoptotique interagit avec la
protéine Ced-4, un facteur pro-apoptotique et la protéine Ced-3 est inactive. A I'inverse, si la cellule
est vouée a étre détruite, les stimulus apoptotiques conduisent a la synthése de la protéine egl-1.
Cette protéine bloque l'interaction Ced-9/Ced-4 en se liant a Ced-9. Ced-4 peut alors activer sa
cible, Ced-3 pour induire I'apoptose.

Les études chez les mammiferes confirment la conservation du processus mais présente
des mécanismes et acteurs plus diversifiés. Dans ce groupe, deux principales voies d’apoptose
semblent exister. Une apoptose extrinséque induite par des signaux extérieurs a la cellule.
Inversement et une apoptose intrinseque (aussi appelé mitochondriale) dépendante de signaux
intracellulaires [291]. Nous nous intéressons plus spécifiquement a I'apoptose mitochondriale.

Tout comme il a été observé chez C. elegans, chez les mammiféres le processus
apoptotique se compose d’un ballet protéique finement orchestré. La derniére étape implique les
protéases nommeées caspases, les exécuteurs finaux, qui sont elles-mémes soumises a une



régulation par des inhibiteurs, eux-mémes régulés. Plus en amont, la régulation du processus fait
appel a la famille Bcl-2 (B Cell Lymphoma) qui est essentielle a I'activation ou a la répression du
processus apoptotique (Table 2).

Si I'on fait un paralléle entre ce qui est observé chez C. elegans et ce qui a été découvert
chez I’lhumain, CED 3 est la premiére caspase pro-apoptotique identifiée. Les caspases sont ainsi
nommées car il s'agit de cystéine protéases clivant aprés un acide aspartique [292]. Elles sont
classées en deux groupes, les caspases initiatrices et les caspases effectrices.

Les caspases initiatrices sont les premieres activées. L'activation passe par la liaison d’un
activateur au niveau d'un domaine appelé pro-domaine contenant une séquence CARD (Caspase
Recruitment Domain) ou DED (Death Effector Domain) qui permet une pré-activation de la
protéine. Cette pré-activation permet alors a la protéine de former des oligoméres et ainsi de
s'auto-activer. Chez les mammiferes les caspases initiatrices sont au nombre de trois. Seule la
caspase-9 participe a la voie mitochondriale de I'apoptose [293].

La cible de la caspase-9 est la caspase-3, une caspase effectrice [294]. Le clivage de cette
protéine permet sa dimérisation qui conduit a son activation. Cette activation va permettre
d'induire les modifications morphologiques citées plus haut avec notamment condensation du
noyau, fragmentation de I'ADN nucléaire et la formation des corps apoptotiques [295]. Outre la
caspase-3, les caspase-7 et -6 sont aussi effectrices. La caspase-7 présente le méme systeme
d'activation que la caspase-3 alors que la caspase-6 semble étre activée par interaction directe
avec la caspase-3. Il existe en plus du clivage un autre systéme pour assurer l'inactivation des
caspases. Il s'agit de la présence de protéines inhibitrices de caspases, les IAPs (Inhibitor of
apoptotic proteins).

Comme mentionné plus haut la plupart des effecteurs du processus sont présents dans la
cellule mais sous des formes inactives grace aux IAPs. lIs forment une famille de protéines capables
de se fixer aux caspases [296]. Chez les mammiféres, les neuf protéines de la famille IAP
comportent des structures protéiques similaires avec notamment la présence d'un ou plusieurs
domaines BIR (Baculovirus IAP Repeat) nécessaire a leurs interactions avec les caspases. Certaines
de ces protéines présentent un domaine RING et/ou un domaine UBC (Ubiquitin-Conjugaison).
Ceci leur permettrait d’induire I'ubiquitination et dégradation de leur cible [297]. Au méme titre
que les caspases, les IAPs sont également régulées par des inhibiteurs, des ilAPs (inhibiteur de IAP)
cette fois. Ces antagonistes sont activés grace aux signaux apoptotiques pour permettre la
libération des caspases. On en trouve deux chez les mammiféres : SMAC/Diablo et Omi/HtrA2
(HtrA serine peptidase 2) [298-300].

Les ilAPs sont présents dans l'espace intermembranaire de la mitochondrie [299]. Leur
libération est permise par une phase précoce du processus apoptotique qui induit une
perméabilisation de la membrane mitochondriale par les protéines de la famille Bcl-2.
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Table 2 :Tableau récapitulatif des acteurs de la voie mitochondriale de I'apoptose Structure protéique
chez les mammiféres et le modéle drosophile

Catégorie protéique m Drosophile

Caspase -9'___ Dronc’___ l - Grande SU . Petite SU

Caspases
Caspase-3, Caspase-7 DrICE, Dcp-1,... B condesu | petite su
IAP DIAP1, DIAP2 [ort Bre Bme

o : Smac/Diablo, Reaper, Hid, gri
Inhibiteur de IAP (ilAP) g;?;H!c?"A; eape(:zH(I;) o

Famille
BAX, BAK, BOK Debcl B4 BHS gt BH2
Bcl-2 La présence du motif BH4 est sujette a controverse
- BIM, BAD, BID,... Sayonara L EE ™ ||
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Les protéines de la famille Bcl-2 sont considérées comme les régulateurs principaux de
I'apoptose mitochondriale a la suite d’un signal apoptotique. A la maniére de egl-1 chez C. elegans,
leur régulation permet de gérer la survie ou la mort de la cellule. Aujourd’hui on compte 25 genes
associés a la famille Bcl-2. La premiére protéine a avoir été identifiée a été détectée car surproduite
dans un lymphome folliculaire [301]. En condition d’induction d’apoptose, cette protéine diminue
la mort cellulaire induite par des stimuli variés (choc thermique, privation en interleukine 3,
privation de sérum...) démontrant son réle anti apoptotique [302,303]. Cette protéine est nommée
Bcl-2 et caractérisée d’onco-protéine permettant la survie cellulaire.

En se basant sur des similarités de séquences, d’autres protéines ont été identifiées
formant ainsi la famille Bcl-2. Un critére de sélection important est la capacité des protéines a lier
la protéine Bcl-2. Ces analyses permettent d’identifier des protéines pro- et anti-apoptotiques. Le
point commun entre toutes ces protéines est la présence d’un motif BH (Bcl-2 Homology) qui
permet l'interaction physique entre les différents membres de la famille. Une classification est
alors réalisée en se basant sur leur fonction et leur similitude, en particulier concernant le nombre
de motifs BH. Ces motifs sont classés en fonction de leur position et vont de 1 a 4 [304].

La premiére catégorie concerne les protéines anti-apoptotiques. Elles présentent de
multiples motifs BH, avec majoritairement la présence des quatre motifs. Dans cette catégorie on
trouve notamment les protéines Bcl-2, Bcl-xL et MCL1 (Induced myeloid leukemia cell
differentiation protein). En se liant aux protéines pro-apoptotiques, elles permettent de bloquer
leur action et ainsi d’inhiber le processus apoptotique [305].

La deuxiéme catégorie est constituée des protéines pro-apoptotiques contenant plusieurs
motifs BH. Elles sont considérées comme les protéines formatrices de pores au niveau de la MME.
Il a longtemps été supposé que ces protéines ne possédent pas de domaine BH4 mais des études
plus récentes sont en contradiction avec cette théorie bien qu’aucun consensus ne soit aujourd’hui
accepté. Concernant cette catégorie, nous évoquerons en particulier Bax (Bcl-2 associated X
protein) et Bak (Bcl-2 homologous antagonist/killer), deux modulateurs particulierement bien
caractérisés ainsi que la protéine BOK (Bcl-2 Ovarian Killer). Ces protéines interagissent
directement au niveau de la MME. Pour Bax et Bak leur activation conduit a une homo-
oligomérisation et a la formation des pores cités plus haut [306]. Ces pores permettent le passage
des ilAPs et du cytochrome c, considéré par de nombreux scientifiques comme le point de non-
retour du processus apoptotique [307].

La troisieme catégorie est constituée des protéines pro-apoptotiques contenant un seul
domaine BH, en l'occurrence BH3. Les protéines les plus connues sont les protéines Puma et NOXA,
toutes deux régulées en partie transcriptionnellement suite a des stimuli apoptotiques [308]. Leur
action pro-apoptotique peut passer par deux niveau, soit une interaction directe avec les protéines
pro-apoptotiques telle que Bax et Bak pour induire I'apoptose, soit par une interaction avec les
protéines anti apoptotiques, bloquant leur interaction avec les protéines pro-apoptotiques. Le
bocage des protéines anti-apoptotiques induit une augmentation de la quantité de protéines pro-
apoptotiques, la formation de pores et par la suite I'induction du processus apoptotique.



Enfin une derniere catégorie est de plus en plus étudiée, il s’agit des protéines de la famille
Bcl-2 a domaine atypique. Elles présentent des similarités de séquences avec les protéines de la
famille Bcl-2, certaines peuvent moduler le processus apoptotique mais elles ne remplissent pas
toutes les exigences des membres classiques de la famille. On peut notamment citer plusieurs
protéines impliquées dans 'autophagie (sélective ou non), telle que la protéine Beclin 1 ou la
protéine BNIP3 qui est un modulateur pro-apoptotique. BNIP3 possede un domaine BH3 putatif
[291] mais semble incapable d’interagir avec la protéine Bcl-2 par son domaine BH [310,311]. De
méme, Beclin 1 posséde uniquement un domaine BH3 mais elle est capable d’interagir avec les
protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 [289]. Cette interaction module 'autophagie induite
par Beclin 1 soulignant les liens étroits entre apoptose et mitophagie.

Maintenant que tous les acteurs ont été décrits, nous pouvons présenter une vision plus
globale du processus apoptotique (Figure 16). Si aucun stimulus n’est détecté, I'apoptose n’est pas
déclenchée. Les différents acteurs sont synthétisés et attendent l'initiation du processus. Les
caspases, dans le cytosol, sont liées aux IAPs. Dans I'EIM des mitochondries, les ilAPs, comme
Smac/Diablo, attendent d’étre libérés par les membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 , Bax
et Bak sont eux-mémes séquestrés par les membres anti-apoptotiques de cette famille.

Si la cellule devient inutile ou endommagée, des signaux cellulaires vont conduire a
I'activation des protéines BH3-only, comme Puma. La protéine va alors d’une part se fixer aux
protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2, la protéine Bcl-2, et d’autre part activer Bax et Bak
permettant leurs relocalisation mitochondriale et leur oligomérisation. L'oligomérisation permet
la formation des pores mitochondriaux nécessaires a la libération des ilAPs, ici Smac/Diablo. En
paralléle la mitochondrie subit des étapes de modulation, notamment par fission grace a DRP1
[313-315]. Les ilAPs se fixent alors sur les IAPs, libérant les pro-caspases. La caspase initiatrice-9
est recrutée pour former une structure appelée apoptosome. L'apoptosome est composé des
protéines Apaf-1 (Apoptotic protease-activating factor 1), du cytochrome c libéré au niveau des
pores mitochondriaux et de la procaspase-9. Les caspases 9 ainsi rapprochées sont activées par
clivage. Ensuite, la caspase-9 active les caspases initiatrices-3 et -7 par clivage, entrainant les
modifications morphologiques et moléculaires spécifiques a I'apoptose et la mort de la cellule.
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Figure 16 : La voie mitochondriale de I'apoptose chez les mammiféres. En absence de stimuli apoptotiques (a gauche), les protéines pro-apoptotiques sont maintenues
inactives par leurs inhibiteurs ou séquestrées dans I'EIM. Suite au stimuli apoptotiques (a droite), les protéines BH3 only de la famille Bcl-2 (PUMA/BIM) inhibent les facteurs
anti-apoptotiques (Bcl-2) pour favoriser la formation de pores au niveau de MME par les facteurs pro apoptotiques contenant plusieurs motifs BH, de la famille Bcl-2 (Bax et
Bak). Ces pores permettent la libération des inhibiteurs de IAP (Omi et Smac) et du cytochrome c. Ce dernier avec la caspase 9 et APAF1 forme |'apoptosome qui active les
caspases exécutrices (caspases 3 et 7).
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Drosophila melanogaster est un modeéle courant en génétique et biologie cellulaire car il
présente de nombreux avantages. Cette mouche aussi appelée drosophile, mouche a vinaigre ou
en anglais « fruit fly » est trés répandue de par le monde. Elle se nourrit de fruits bien m(rs. Au
cours des 100 dernieres années, ce modeéle a été utilisé a de nombreuses reprises pour des
recherches dans le domaine biomédical. Les sujets des recherches sont nombreux et variés comme
le montrent les six prix Nobel décernés a des scientifiques travaillant sur ce modéle. On peut
notamment citer T. H Morgan et la découverte du role des chromosomes dans I'hérédité en 1933,
le controle génétique dans les phases précoces du développement par E. B. Lewis, C. N Volhard et
E.F Wieschauss en 1995 ou encore plus récemment en 2017 le mécanisme moléculaire du rythme
circadien par J.C. Haall, M. Rosbach et M.W. Young. Mais pourquoi travailler sur la drosophile ?

La drosophile présente un cycle développement rapide dépendant de la température,
d’une durée de seulement 10 jours a 25°C. Au cours de ce cycle, les embryons vont se développer
par différents stades larvaires (L1, L2, L3) pour ensuite passer a |'état de pupe qui permettra a la
larve de se métamorphoser en mouche adulte. Outre cette rapidité, la quantité de descendants
obtenus est importante : 200 individus produits par femelle.

En plus de cet aspect développemental, 'aspect génétique du modéle est intéressant. La
drosophile présente un génome proche de I’humain avec une similarité de 60% entre les deux
génomes (avec environ 30 000 génes codant des protéines chez I’homme pour 14 000 chez la
drosophile). Une étude montre une homologie génique de 77% en ce qui concerne les génes
impliqués dans des maladies humaines [316]. Cette homologie en fait un modele de choix pour
étudier des pathologies, comme par exemple la maladie de Parkinson ou Alzheimer citées
précédement [317]. De plus une diminution de redondance fonctionnelle des protéines chez la
drosophile par rapport aux mammiféres facilite I'étude de voies spécifiques.
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Enfin la drosophile présente un outil génétique puissant. Il est par exemple possible de
contréler spatialement et temporellement I'expression d’un géne d’intérét, notamment grace a
I'utilisation de la séquence promotrice UAS (upstream activating sequence) reconnue par la
protéine GAL4 de la levure [318] (Figure 17). Il s’agit d’un systéme bipartite composé de ces deux
séquences génétiques de levure insérées par transgénese dans le génome de la drosophile. Cela
permettra 'expression d’'un géne d’intérét dans un tissu donné. En effet, la séquence de la protéine
GAL4 est placée en aval d’un promoteur de géne de drosophile choisi pour sa temporalité et
localisation de son expression. Une seconde séquence d’ADN, composée de la séquence UAS est
suivie de la séquence du géne d’intérét que I'on souhaite exprimer. Une fois les deux constructions
présentes dans les mémes cellules, la synthése du géne gal4 conditionné par son promoteur
conduira a la production de la protéine GAL4. La protéine GAL4 se liera et activera le promoteur
UAS et donc I'expression du gene d’intérét. La séquence promotrice de drosophile suivie du géne
gald est appelée pilote. De nombreux pilotes existent chez la drosophile. Ils peuvent permettre
une expression ciblée du gene d’intérét comme par exemple au niveau de structures larvaires
appelées les disques imaginaux. Ces disques retrouvés au niveau larvaire se développent au cours
de la pupaison (métamorphose de la pupe en individue adule) pour donner les organes externes
de la drosophile adulte (Figure 19). Ainsi ce systeme facilite de nombreux travaux en limitant
I'expression a une région et a un moment spécifique du développement. Nous utilisons ce systéme
pour limiter I'expression de protéines pro-apoptotiques a une zone non essentielle a la survie de
la drosophile et ainsi garder les individus vivants pour les étudier.
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Figure 17 : Induction tissu spécifique de géne chez la drosophile. A. Correspondance des disques imaginaux

hetp://www.mun.caj biology/ desmic/brian/ BI0L3530/DEVO_02/cdaiank

D

 —

larvaires et des appendices adultes. B. Le principe du systeme UAS/GAL4. La protéine GAL4 est un activateur de
la transcription des génes placés en aval de la séquence UAS (Upstream Activating Sequence). C. Exemple
d’utilisation du systéme UAS/GAL4. Un des parents posséde une séquence GAL4 sous le contréle d'un promoteur
choisi en fonction de son expression spacio-temporelle (ici le promoteur vestigial, vg, spécifique du disque d’aile).
Le second parent posséde la séquence du gene d’intérét (ici la GFP) sous le contréle de la séquence UAS. Les
descendants possedent les deux séquences. L'expression du géne GAL4 est conditionnée au territoire d’expression
vg, ainsi la GFP est uniquement visible dans le territoire vg. D. Photo du modéle proposé en C.
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Le processus apoptotique est relativement bien conservé entre les espéeces. Chez la
drosophile on retrouve les mémes acteurs mais leurs nombres sont bien plus faibles que chez les
mammiféres et leurs fonctions peuvent différer. Pour les protéines de la famille Bcl-2 seules trois
membres ont actuellement été identifiés, I'anti-apoptotique Buffy et les pro-apoptotiques Debcl
et Sayonara [319-322]. Sayonara a récemment été identifié en cherchant un membre « BH3 Only »
par homologie. L'étude a valider le réle pro-apoptotique de ce nouveau membre. Il a la capacité
d’interagir avec les protéines Buffy et Debcl et il s’agit d’'une protéine a domaine BH3 only. La
découverte de Buffy et Debcl remonte aux années 2000 et méme s'il est couramment admis que
Buffy est anti-apoptotique, et Debcl pro-apoptotique, leurs réles semblent plus complexes.
Certaines études soutiendraient un réle inverse pour ces protéines dans certaines conditions. En
2003 une étude du rble de Debcl et Buffy dans des tissus en développement confirme les
premiéres études sur le role anti apoptotique de Buffy et pro-apoptotique de Debcl [322]. A
I'inverse en 2005 des expériences sont réalisées dans des neurones de drosophiles, un tissu
différencié. Dans ce contexte, Buffy favorise la mort neuronale alors que la surexpression de debcl/
participe a la protection neuronale [323]. L'hétérogénéité des études laisse a penser que les
fonctions de Buffy et Debcl seraient spécifiques aux tissus ou aux stades de développement.

La différence majeure avec le processus apoptotiqgue du mammiféere se situe au niveau
mitochondrial [324] (Figure 18). Les études chez les mammiferes montrent une libération des
facteurs pro-apoptotiques par la mitochondrie oul, entre autres, les protéines Bax et Bak
permettent la formation de pores au niveau de la membrane externe mitochondriale. A I'inverse
chez la drosophile, I'initiation du processus apoptotique passe par une relocalisation des acteurs
au niveau mitochondrial [324]. Chez la drosophile la perméabilisation de la MME est toujours
débattue. De méme dans la majorité des études, le cytochrome C n’est pas essentiel au processus
apoptotique méme s’il a été observé une libération du cytochrome C dans le cytosol [325,326].
Dans la méme idée, les ilAPs, ici appelées RHG (Reaper, Hid et Grim) possédant toutes trois un
motif RHG leur permettant d’interagir avec les IAPs) [327], ne sont pas localisées dans |'espace
intermembranaires. Néanmoins les signaux apoptotiques conduisent a une relocalisation
mitochondriale des protéines de la famille Bcl-2 et des protéines RHG ainsi qu’a une modulation
de la mitochondrie notamment par fission induite par Drpl ou une chute du potentiel
mitochondriale [324,328]. Comme chez les mammiferes, la mitochondrie subit un remodelage par
fission induite par les protéines Drpl. La suite du processus est assez proche de ce qui est observé
chez les mammifeéres, les RHG se fixent sur les protéines DIAP1/2 (Death-associated inhibitor of
aoptosis 1/2) pour permettre la libération des caspases initiatrices (DRONC, etc.) [329-331]. Les
caspases forment un apoptosome avec une protéine similaire a Apafl, Dark (Apaf-1/CED-4-related
caspase activator Dapaf-1S) sans l'intervention du cytochrome C [332]. Les caspases DRONC
activées permettent I'activation des caspases effectrices, Dcp-1 (Death caspase 1) et surtout drICE
(Death related ICE-like caspase), conduisant a la mort de la cellule [333].
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Figure 18 : Schéma comparatif de la mort cellulaire chez la drosophile et chez les mammiféres. Les deux processus sont similaires sur la majorité des points. La grande
différence réside dans la libération mitochondriale des facteurs pro-apoptotiques chez le mammifére alors que chez la drosophile ils se relocalisent a la mitochondrie.

54



La protéine pRb, (Retinoblasoma associated protein) a été découverte dans les années
1970 en lien avec la recherche sur le cancer suite a la découverte d’une mutation récurrente sur le
chromosome 13 [334]. Son nom provient de son implication dans le rétinoblastome, une tumeur
oculaire pédiatrique rare. En 1987, pRb est alors la premiére protéine qualifiée d’'oncosupresseur
[335]. La découverte de cette protéine a ouvert la voie a de nombreuses recherches sur sa fonction
et son mécanisme d’action.

Cette protéine appartient a la classe des protéines a poche (pocket protein). Cette famille
est composée de trois protéines, les protéines pRb, p107 et p130 [336]. Comme son nom l'indique
elle présente une structure qui forme une poche qui est généralement impliquée dans I'interaction
protéique de pRb. Ces interaction ont lieu avec des protéines de complexes intervenants dans la
régulation transcriptionnelle et majoritairement la répression. Pour ce faire, pRb interagit
notamment avec les membres de la famille E2F, une famille de facteur de transcription [337]. Ainsi,
pRb est un co-facteur de transcription présentant de multiples cibles.

En plus de son réle de régulateur du cycle cellulaire, la protéine pRb intervient dans
différents processus tels que la différenciation ou la mort cellulaire.

La protéine pRb agit comme un régulateur central du cycle cellulaire, contrélant le passage
des cellules de la phase G1 a la phase S du cycle cellulaire. Son fonctionnement repose sur sa
capacité a interagir avec des facteurs de transcription, principalement de la famille E2F. Lors de la
phase G1, pRb se lie aux facteurs E2F et les maintient inactifs. Cela inhibe la transcription des génes
nécessaires a la progression du cycle cellulaire. Toutefois, lorsque les signaux appropriés sont recgus,
pRb subit des modifications transcriptionnelles, en l'occurrence des phosphorylations, ce qui
entraine sa dissociation des facteurs E2F et permet I'expression des génes nécessaires a la division
cellulaire [338].

La protéine pRb peut favoriser I'expression de certains genes impliqués dans |'autophagie
(Atg7 et Atg4A) ou diminuer l'expression des régulateurs négatifs de I'autophagie (Bc/-2). Dans ces
circonstances E2F1 semble inhiber l'autophagie car une perte de la protéine augmente
I'autophagie [339]. Cette inhibition conduit a I'induction du processus apoptotique. La fixation de
pRb sur E2F1 permet de lever I'inhibition et d’induire I'autophagie limitant ainsi 'apoptose.

La protéine pRb est majoritairement considérée comme une protéine anti apoptotique.
Par exemple, lors du développement embryonnaire ou de la régénération tissulaire, pRb peut
bloquer I'apoptose pour permettre la croissance et la réparation des tissus [340]. Cette inhibition
passe en particulier par son interaction avec les facteurs E2F, qui activent la transcription de génes
pro-apoptotiques. En inhibant I'activité de régulateurs de la transcription comme E2F1 pRb bloque
I'expression des génes pro-apoptotiques sous son contréle. Parmi ces génes, on trouve ceux codant



les caspases, les protéines Bax et Bad, qui jouent un réle crucial dans l'initiation et I'exécution de
I'apoptose [341].

D’autre part, la protéine pRb peut également exercer un réle pro-apoptotique. Ce rble, est
moins décrit et peu de données sont disponibles. L'activité pro-apoptotique de Rb nécessite sa
déphosphorylation. Cette derniéere est nécessaire pour observer l'activation des caspases et donc
a la mort cellulaire par apoptose [342]. Il a été également décrit que Rb peut physiquement
interagir avec Bax pour induire la formation de pores mitochondriaux [343].

En résumé, la protéine pRb est une piece maitresse de la régulation cellulaire, exergant des
fonctions variées qui vont de la régulation du cycle cellulaire a la promotion de I'apoptose, en
passant par la différenciation cellulaire. Ses rbles pro-apoptotiques semblent essentiels pour
maintenir I'homéostasie tissulaire et prévenir la formation de tumeurs, soulignant ainsi
I'importance cruciale de cette protéine dans la biologie cellulaire et la compréhension des
mécanismes du cancer [344].

Chez la drosophile, on trouve deux homologues de pRb : Rbfl et Rbf2. Tous deux sont des
régulateurs transcriptionnelles mais ciblent en partie des genes différents [345]. Rbf1 présente un
plus fort pourcentage d’identité avec pRb [346] et un role suppresseur plus important que Rbf2
[347]. Comme pRb, Rbfl module I'expression de génes impliqués dans le cycle cellulaire [348]. Elle
est essentielle pour la différenciation cellulaire des organes génitaux males durant le stade larvaire
et intervient également dans la quiescence des cellules (état d’arrét de I'état prolifératif réversible)
[349,350]. Enfin son role dans le processus apoptotique présente, au méme titre que pRb, une
fonction pro- ou anti-apoptotique en fonction du contexte cellulaire.

La perte de rbfl par mutation au niveau du disque d’ceil augmente la sensibilité a
I'apoptose induite par irradiation [59,351,352]. Lapoptose est également augmentée dans des
embryons de drosophile avec perte de fonction de la protéine Rfbl [353]. A linverse, la
surexpression de rbf1 au niveau du disque d’aile induit cette fois une augmentation de I'apoptose.
Cette augmentation est limitée aux tissus en prolifération [354]. Cette surexpression ne semble pas
affecter les cellules différenciées que sont les cellules des yeux chez l'adulte olU aucune
augmentation d’apoptose n’est induite quand rbf1 est surexprimé [354]. Ces observations ont
poussé le laboratoire a s’intéresser a I'apoptose modulée par Rbf1.

Au cours de la derniére décennie, le laboratoire a identifié deux voies pro-apoptotiques
induites par la surexpression de rbf1 au niveau du disque imaginal d’aile [354,355] (Figure 19). La
premiere est I'induction de la transcription du gene codant la protéine How. Cette protéine se lie
a certains ARNm (Acide RibonNucléique messager) pour induire leur dégradation. Ici, elle cible les
ARNmM codant les IAPs. La dégradation de ces ARNm conduit a une diminution de la protéine DIAP1
et permet la libération des caspases induisant la mort de la cellule par apoptose. Le second
implique les protéines de la famille Bcl-2. En absence de la protéine Rbfl, la protéine Buffy,
membre anti-apoptotique de la famille Bcl-2 se fixe au membre pro-apoptotique Debcl, bloquant
ainsi le processus apoptotique. Dans le cas de la surexpression de rbf1, la transcription de buffy
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diminue. La réduction du niveau protéique de Buffy libere la protéine Debcl, par effet de titration.
Cette derniere permet alors la relocalisation de la protéine Drpl a la membrane mitochondriale et
la fission des mitochondries. On observe également une augmentation des ROS dépendantes de
Rbf1 et Debcl qui seront libérées et activeront la voie JNK (Jun Kinase). Cela conduira a la mort de
la cellule avec activation des caspases initiatrices telles que Dronc et effectrices telles que DrICE et
Dcp-1.

Une fois de plus, la dynamique mitochondriale est mise a contribution au cours du
processus apoptotique notamment par l'intervention de Drpl. On remarquera que cette protéine
est impliquée dans différents processus liés a la mitochondrie, notamment dans l'apoptose et la
mitophagie, ce qui est le cas de nombreux acteurs intervenants dans ces deux processus

Figure 19 : 'apoptose induite par Rbf1 chez la drosophile. Rbf1 induit I'apoptose par deux mécanismes paralleles.
Le premier mécanisme passe par la répression de I'expression de buffy. Cette répression permet la libération du
pro-apoptotique Debcl. Debcl peut alors interagir avec Drpl pour favoriser la fission mitochondriale. Les
mitochondries fragmentées présentent une augmentation du taux de ROS conduisant a I'activation des caspases.
Dans le second mécanisme Rbf1 est cette fois activateur de I'expression génique, ici le gene how. La protéine How
va déstabiliser FARNm de dIAP, permettant la libération et I'activation des caspases.
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4 Apoptose et mitophagie un destin lié ?

a. Apoptose ou mitophagie, un choix décisif pour la cellule

Avant de parler de mitophagie, I'autophagie en elle-méme est trés liée au processus
apoptotique, en particulier ce qui concerne la protéine Beclin 1. La protéine Beclin 1 présente un
fort lien avec les protéines de la famille Bcl-2. Cette protéine possede un domaine BH3 qui lui
permet d’interagir avec les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 en particulier Bcl-2 et
Bcl-xl (B-cell lymphoma-extra large) [356,357]. Cette interaction conduit a une diminution de
I'autophagie. Néanmoins, contrairement aux autres protéines a domaine BH3-only, elle ne semble
pas induire d’apoptose [358]. Enfin, les caspases peuvent cliver Beclin 1 au cours du processus
apoptotique inhibant ainsi son role autophagique [359]. Cela montre le role clé de Beclin 1 dans la
balance apoptose/autophagie. Cette interaction apoptose/autophagie souligne les liens étroits
entre les protéines actrices de 'autophagie et de I'apoptose. Mais qu’en est-il de la mitophagie ?

Suite a un stress, I'apoptose intrinseque et la mitophagie partagent leur lieu d’activation,
la MME. Le destin de la cellule dépend du processus activé. Les premiéres hypotheses soutiennent
que le processus induit dépend de la force du stress cellulaire. Un faible stress mitochondrial induit
la mitophagie, ce qui suffit a éliminer les sections mitochondriales endommagées et permettre la
survie de la cellule. Suite a un stress plus important, la mitophagie ne suffit plus et I'apoptose est
enclenchée [360]. Au cours de ces dernieres années, plusieurs études se sont intéressées a
I’événement qui permet le passage d’un processus a l'autre et aux événements décisifs qui feraient
pencher la balance d’un c6té (Figure 20).
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Figure 20 : Balance apoptose/mitophagie. L’équilibre entre I'apoptose et la mitophagie est notamment régulé
par deux protéines localisées a la membrane externe mitochondriale, DRP1 et VADC. Une variation de la quantité
de DRP1 induit une variation du taux de fragmentation de la mitochondrie et peut moduler la balance. Pour VDAC
son état d’ubiquitination, mono- ou poly-ubiquitinylé module également cette balance.
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En 2022, Pernaute et al. se sont intéressés a I'apoptose au cours du développement
embryonnaire [361]. Lobservation initiale montre que les cellules peu différenciées présentent un
faible taux d’apoptose alors que des cellules différenciées ont un haut taux d’élimination de cellules
pour permettre un développement physiologique. Ces cellules présentent une morphologie
mitochondriale distincte. Un haut taux de fission chez les cellules non différenciées et au contraire
des mitochondries trés fusionnées dans le cas de cellules différenciées. Ces morphologies
s’expliquent par une différence d’activité de la protéine DRP1. L'hypothése est que I'induction de
la fission par DRP1 permet de faciliter le processus de mitophagie dans les cellules pluripotentes
et ainsi de les protéger du processus apoptotique. A I'inverse, les cellules différenciées, présentent
un faible taux de mitophagie favorisant la mort des cellules. Ainsi la modulation de I'activation
pourrait étre I'élément décisif de la survie cellulaire. En 2020, une étude a été faite chez la
drosophile en utilisant des mutants VADC1 et Parkin [217]. Elle conclut que le niveau
d’ubiquitination de VDAC1 par Parkin détermine le destin de la cellule. La mono-ubiquitination
favorise I'apoptose alors que la poly-ubiquitination est en faveur de la mitophagie.

La balance entre apoptose et mitophagie est modulée par les acteurs de ces processus. Les
acteurs de l'apoptose modulent la mitophagie et réciproquement les acteurs de la mitophagie
modulent le processus apoptotique.



Beaucoup de protéines inductrices de mitophagie présentent un domaine BH. En
particulier un domaine BH3 only. C’est le cas des protéines BNIP3 et NIX citées plus haut dans la
partie mitophagie. La présence d’un domaine BH n’implique pas forcément une action dans le
processus apoptotique. Ce domaine présente une séquence assez classique. Dans le cas de la
protéine BNIP3 sa premiere fonction identifiée chez les mammiferes est un role pro-apoptotique
et ce n‘est que plus tard que son role pro-mitophagique a été identifié. Elle possede une activité
pro-apoptotique et peut se lier aux protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-xL [362]. Plusieurs
mécanismes sont proposés pour expliquer le role de BNIP3 dans le processus apoptotique : une
interaction avec les protéines Bax et Bak pour permettre leur relocalisation a la membrane
mitochondriale ou une inhibition des fonctions anti-apoptotiques de Bcl-2 ou Bcl-xL qui permet la
libération des protéines a domaine BH3 only [276,311,363—-365]. Un homologue de BNIP3, identifié
chez C. elegans est capable lui aussi d’induire la mort cellulaire [366]. Chez la drosophile, une étude
confirme le r6le de ’homologue de BNIP3 mammifére dans le processus apoptotique [166].

Dans le cas des protéines classiques de la famille Bcl-2, plusieurs exemples de protéines
pouvant moduler le processus mitophagique existent, notamment en interagissant avec PINK1 ou
Parkin. La protéine Bcl-xL est connue pour interagir avec Parkin. Elle bloque la translocation de
Parkin a la membrane mitochondriale externe diminuant la mitophagie [367-369]. Dans un second
article I'équipe de Martin, montre que la protéine anti-apoptotique, Bcl-2 bloque la translocation
de Parkin a la membrane et que les protéines BH3 only favorisent la mitophagie. De méme, les
protéines Bax et Bak augmenteraient la capacité de PINK1 et Parkin a induire de la mitophagie
[370]. Ces données laissent supposer que l'inhibition de I'apoptose inhiberait la mitophagie PINK1
et Parkin dépendante alors que l'apoptose I'induirait. Notre hypothese est qu’un stress initial faible
active a la fois la phase précoce de I'apoptose et la mitophagie, qui seront remplacées par
I'activation irréversible de I'apoptose a partir d’un certain seuil de stress cellulaire.
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c. Les acteurs de la mitophagie dans l'apoptose

Depuis sa découverte, la protéine PINK1 a été majoritairement associée a un réle anti-
apoptotique (Table 3). Cette observation est appuyée par plusieurs études sur les conséquences
de la perte de la protéine PINK1 réalisées dans différents modeéles. La perte de PINK1 conduit a
une augmentation de I'apoptose. Ces expériences sont réalisées avec divers marquages incluant la
technique TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End Labelling) ou un marquage
de caspases, notamment la caspase 3 [195,371]. Cette protection face a la mort cellulaire peut-étre
dépendante du role de PINK1 dans la mitophagie [372,373] ou elle peut étre indépendante de sa
fonction pro-mitophagie comme cela a été montré dans Arena et al. 2013 [203]. La protéine PINK1
est capable de physiquement interagir avec la protéine Bcl-xL, la protégeant ainsi d’un clivage pro-
apoptotique. Cette expérience montre que PINK1 est capable d'interagir physiqguement avec les
protéines de la famille Bcl2. Parmi elles, BNIP3 stabilise PINK1 [170]. PINK1 est également capable
d'interagir avec la protéine Bad pour bloquer son action pro-apoptotiques [374]. Enfin, une étude
chez la drosophile montre que le phénotype induit au niveau de I'ceil par la perte de PINK1 est
compensé par la surexpression d'une protéine anti-apoptotique Buffy. De méme l'expression au
niveau neuronal de Buffy quand PINK1 est déplétée, augmente la durée de vie des drosophiles
[375]. Lensemble de ces données nous montrent que d’une part PINK1 est capable d’interagir
physiquement avec les protéines de la famille Bcl-2 pour permettre la survie cellulaire, et d’autre
part, la perte de PINK1 peut étre compensée par la surexpression de protéines anti-apoptotiques.
De plus, il est suggéré que PINK1 posséde un réle indépendant de la mitophagie. Et donc un réle
qui n'implique pas la protéine Parkin.

Table 3 : Les interactions entre PINK1 et les acteurs du processus

apoptotique
Action Organisme Protéines Type cellulaire Référence
Interaction Bclxl Cellules HEK et Hela [368]
hvsi
P quu? sans Humain

modulation de BNIP3 MEF, HEK [170]
I'apoptose

Belxl HEK293 [203]

SH-SY5Y (cellules

/ dopaminergiques) =]

Humain / Cellules Dendritiques [372]

/ Cellules cancéreuses [371]

/ hGEC [373]

BAD Cellules cancéreuses [377]

Inhibition apoptose BAD Ne:u rone [378]

MEF (fibroblastes Sugedré d

Souris PUMA, BIM embryonnaires de Ugeere dans
. [379]
souris)
/ Neurones [380]
/ Neurones et muscles [196]
. Th 195
Drosophile / orax [195]
/ Chambre 381]
ovocytaire/muscles
) MC38 (ligné cellulaire
Induction apoptose Humain P53 de cancer colorectal) [371]
Drosophila HtrA2/Omi Cellule germinale [382]
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Contrairement a PINK1, Parkin semble remplir un réle double dans le processus
apoptotique, pouvant l'induire ou l'inhiber (Table 4). L'inhibition peut passer par une interaction
directe avec les protéines de la famille Bcl-2. Par exemple en bloquant la translocation de la
protéine Bax ou l'ubiquitination de la protéine Bak pour induire sa dégradation [383—-385]. Pour la
protéine Bak, une équipe a montré qu’elle peut étre ubiquitinylée par Parkin pour bloquer son
activation [383]. Enfin, comme pour PINK1 une étude chez la drosophile montre que le phénotype
induit au niveau de I'ceil par la perte de Parkin est compensé par la surexpression d'une protéine
anti-apoptotique Buffy. De méme l'expression au niveau neuronal de Buffy quand Parkin est
déplété augmente la durée de vie des drosophiles [375,386]. En ce qui concerne son role pro-
apoptotique, on peut une fois de plus citer son réle dans la mono-ubiquitination de VDAC1 qui
induit le processus apoptotique [217]. Dans ces circonstances Parkin interagit avec la protéine anti-
apoptotiqgue MCL1 (Induced myeloid leukemia cell differentiation protein) de la famille Bcl-2.
Parkin ubiquitinyle MCL1 pour induire sa dégradation [387,388]. Cette dégradation permet la
formation de pores mitochondriaux et I'activation des caspases [370]. Cette dualité de fonctions,
souligne le role potentiellement plus complexe de Parkin dans le processus apoptotique, qui
dépend probablement de nombreux facteurs qui sont a la fois des phases du développement, du
type cellulaire ou méme le type de stress auquel la cellule fait face.

Table 4 : Parkin dans le processus apoptotique

. . . Type r
Action Organisme Protéine yp . Référence
cellulaire
Rongeur BAX CHO [385]
Drosophile / Multi tissus [381]
Inhibition de ) Cellules HELA [383]
\ H BAK :
I'apoptose Hmain Multi cellules [384]
Souris BAX Neurones en [389]
cultures
Humain/Souris VDAC1 HEK 293T/MEF [80]
MCL-1 Hela/MEF [388]
Induction de / Hela [367]
I'apoptose Humain Hela [370]
MCL-1
U20s [387]
Souris / MEF [390]

d. Quelles sont les conséquences de ces interactions ?

Les interactions montrées ici entre ces deux processus mitochondriaux soulignent les liens
étroits mais complexes existant entre eux. On peut imaginer un systéeme de coopération entre les
deux processus pour réguler la survie cellulaire mais qu’en est-il en cas de dysfonctionnement
cellulaires ? Les fonctions de ces protéines étant centrales dans I’homéostasie cellulaire, on
comprend aisément que leur perte ou dysfonctionnement s'accompagnent de développement de
pathologies.

Lobjectif de ma these est donc de mieux caractériser les interactions entre ces différentes
voies. Notamment comment des protéines régulant ’lhoméostasie mitochondriale comme PINK1
ou BNIP3 pourraient intervenir dans le processus apoptotique. Cette étude s’est inscrite dans le
modele d’induction de I'apoptose du laboratoire par production des protéines Rbfl et Debcl dans
les tissus larvaires de la drosophile.
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Lapoptose et la mitophagie sont deux processus mitochondriaux qui présentent de
nombreuses interconnexions. Les acteurs du processus mitophagique, considérée comme un
mécanisme protecteur pour la cellule, semblent aussi moduler positivement ou négativement
I'apoptose. Cette régulation dépend du type de tissu étudié et des stress cellulaires induits.
Réciproquement, les acteurs de I'apoptose, notamment par I'intermédiaire des protéines de la
famille Bcl-2, altérent ou induisent le processus de mitophagie en fonction du contexte. Ces
interconnexions apparaissent complexes et nécessitent une meilleure caractérisation.

Au cours de ces dernieres années le laboratoire a caractérisé une voie apoptotique induite
par surexpression de rbf1 chez la drosophile. La cascade d’apoptose induite par Rbfl implique pour
partie la mitochondrie et les membres de la famille Bcl-2 de drosophile. La régulation et I'activité
des protéines de la famille Bcl-2 chez la drosophile sont encore mal comprises. Dans I'apoptose
induite par Rbfl, I'activation de Debcl au niveau de la mitochondrie devrait impliquer d’autres
régulateurs non identifiés. Dans le but de trouver de nouveaux régulateurs mitochondriaux de ce
processus un crible génétique avait été réalisé avant mon arrivée. Ce crible avait notamment
permis d'identifier PINK1 comme un potentiel régulateur positif de I'apoptose induite par Rbfl
dans le disque imaginal d’aile. Ces résultats étaient inattendus car PINK1 est connue
majoritairement pour son role protecteur pro-mitophagique dans de nombreuses études réalisées
dans les neurones. Pour approfondir ce résultat, I'objectif de ma thése était de caractériser les liens
existants entre le processus apoptotique et les acteurs de la mitophagie.

Pour cela deux approches avaient été choisies, d’une part d’étudier si des régulateurs de
la mitophagie modulaient I'apoptose induite par Rbfl et Debcl et, d’autre part, de rechercher des
partenaires de Debcl afin de mieux comprendre sa régulation et son lien éventuel avec la
mitophagie. Pour la premiére approche, j’ai focalisé mes approches sur trois protéines impliquées
dans la mitophagie PINK1, Parkin et BNIP3. Nous nous sommes d’abord intéressés a l'origine de la
diminution de I'apoptose induite par la perte de PINK1. Au cours de ces recherches nous avons
identifié un autre modulateur de I'apoptose également impliqué dans la mitophagie, BNIP3 qui a
I'inverse de PINK1, est un régulateur négatif du processus apoptotique dans notre modeéle. Ces
travaux m’ont permis dans un second temps de mettre en évidence que I'apoptose induite par
Rbfl et Debcl s'accompagnait de mitophagie. Nous nous avons alors cherché a caractériser le role
de BNIP3 et PINK1 sur la mitophagie induite dans le contexte apoptotique. Ces expériences font
I'objet d’un manuscrit qui figure dans cette thése et qui sera déposé dans biorxiv.

Au vu des liens étroits entre PINK1 et Parkin, nous avons cherché a identifier le réle précis
de Parkin dans I'apoptose. Toutefois les résultats sont mitigés et ils ne nous donneront pas la
possibilité d'avoir une réponse claire du potentiel réle de Parkin dans ce processus.

Enfin, le dernier objectif de cette approche visait a comprendre I'interdépendance entre
le processus de mitophagie et d’apoptose. Pour ce faire, nous avons étudié I'impact d'une
diminution de I'activité des acteurs clés des deux processus sur la mitophagie ou I'apoptose. Les
résultats obtenus ne montrent pas de variation significative, laissant penser que les deux
processus sont indépendants.



Pour la deuxiéme approche, nous aurions souhaité étudier les modulations de
I'interactome de Debcl induites par I'absence ou la présence de PINK1. Malheureusement,
aujourd'hui il n'existe pas d'anticorps dirigés spécifiquement contre la protéine Debcl. Cela élimine
toutes possibilités de réaliser des co-immunoprécipations pour identifier les protéines
interagissant avec Debcl. Nous avons donc entrepris de construire un vecteur permettant
I'expression d’une protéine recombinante Debcl couplée a une enzyme capable de biotinyler les
protéines a proximité, TurbolD, afin de générer des lignées transgéniques. Ce projet, qui a
nécessité de faire des constructions biomoléculaires complexes, a été impacté par la crise sanitaire.
Au moment de la rédaction de cette thése les drosophiles transgéniques possédant ces
constructions commencent seulement a étre caractérisées. Pour cette raison les résultats de la
premiére approche constitueront la majorité des résultats présentés dans la suite de ce manuscrit.
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Liste des révélateurs pour Immunofluorescence et Western Blot

Dcp-1 9578S, Cell Signaling IF:1/100e Lapin
F1FO : sous unité b ATPB Ab14730, ABCAM WB : 1/1000e Souris
_ ) WB : 1/1000e .
Drpl 85708, Cell Signaling Lapin
IF:1/100°
Drpl phosphorylé 3455S, Cell Signaling WB : 1/1000e Lapin
Actine WB : 1/500e Souris
. , WB : 1/1000e ,
372458, Cell Signaling Lapin
IF: 1/500e
HA-tag
) WB : 1/1000e .
16B12, Biolegend Souris
IF : 1/500e
. WB : 1/5000e ]
V5 Tag R96025, Invitrogen Souris
IF: 1/500e
Streptavidine conjugué
s - $11223, Invitrogen IF:1/50e /
Alexa 488
Alexa 568 A11011, Invitrogen IF:1/200e Lapin
Alexa 488 A11011, Invitrogen IF : 1/200e Souris

Comptage des phénotypes d’ailes

Le comptage des phénotypes d’ailes par observation a été fait comme décrit dans (Milet
et al. 2010) pour une surexpression de rbf1 et pour une surexpression de debcl (Fages et al., en
préparation). Les résultats statistiques sont analysés par un test de Wilcoxon.

Immunofluorescence

Aprés dissection dans du Phosphate Buffered Saline (PBS), les carcasses sont fixées avec
une solution de formaldéhyde 4% (Thermo Scientific 28908). Les disques imaginaux sont extraits
des carcasses et saturés dans une solution de PBS-Tween 0.3%-BSA (Bovin Serum Albumin) 2%
pendant 2 h avec agitation. Lanticorps primaire est ajouté et les disques imaginaux en cupule sont
placés a 4°C pour la nuit. Le lendemain, les tissus sont rincés 3 fois au PBS Tween 0.3%. L'anticorps
secondaire est ajouté a une dilutionde 1/200°™ dans la solution de saturation. Aprés deux heures
a température ambiante, I'échantillon est rincé au PBS Tween et le dernier lavage se fait avec du
Hoechst dilué au 1/1000%™¢ (concentration initiale : 1 pg.uL-1). Les disques sont montés sur lame
avec du Prolong Diamond (15372192, Invitrogene)

TUNEL
Le marquage TUNEL est effectué selon les instructions du fabricant du Kit de détection de
I'apoptose in situ rouge (57165, Merck-Millipore).

Immunoprecipitation (IP)

Aprés dissection, les disques sont sédimentés par centrifugation et le surnageant est
éliminé. Les tissus sont incubés (ou non) avec du DSP 200uM pendant 30 min a température
ambiante. La réaction de cross linking est stoppée avec une solution stop (Tris pH7,5 a 40 mM).
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L'échantillon est ensuite rincé 2 fois au PBS. Les cellules sont ensuite lysées avec le tampon de lyse
(50 nm Tris-HCl pH8, 150 nM NaCl, 1% NP 40) et un anti protéase anti phosphatase EDTA Free
(Pierce, 15624189). L'échantillon est broyé au pilon mécanique durant 1 min dans la glace.
Léchantillon est ensuite centrifugé a 8200 g pendant 10 min a 4°C, le surnageant est récupéré et
le culot est éliminé. Afin de réduire le bruit de fond du a des interactions aspécifiques I'’échantillon
est incubé avec 20 pL de billes non couplées (issues du kit « Immunoprecipitation kit (Protein A) »
11719394001) avec agitation a 4°C pendant 3h. Le surnageant est récupéré aprés centrifugation
et mis a incuber avec agitation, 1h a 4°C avec I'anticorps. 20 pL de billes (« Immunoprecipitation
kit (Protein A) » 11719394001, Pierce) sont ensuite ajoutés pour la nuit avec agitation. Le
lendemain, la solution est centrifugée a 8200g pendant 30s puis le culot est suspendu dans une
solution de rincage et agité sur roue pendant 10 min. Uopération est répétée 3 fois. Les protéines
sont dissociées des billes avec la solution de bleu dénaturant et du DTT a 50 mM et chauffées 5
min a 96°C.

Extraction des protéines

40 disques d’ailes par génotype sont disséqués et mis dans 100 puL de tampon de lyse (50
nNM Tris-HCIl pHS8, 150 nM NaCl, 1% NP 40) avec de l'anti-protéase anti-phosphatase EDTA Free
(Pierce, 15624189). Les tubes sont stockés a -20°. Avant la migration du bleu dénaturant (NuPGE
LSD, Invitrogen, NPO0O7) et du DTT a 50 mM sont ajoutés a I'échantillon et 'ensemble est chauffé
a 96°C pendant au moins 5 min.

WB

Pour les électrophoreses, 16 uL de chaque échantillon sont déposés dans un gel de
polyacrylamide (4/16%, biorad) et la migration est effectuée dans du Tris-Glycerine-SDS Buffer (TG-
SDS) durant 45 min a 175 volt. Aprés la migration, les protéines sont transférées sur une membrane
de PolyVinyliDéne Fluoride (PVDF) pendant 1h a 100 volts. La quantité de protéines transférées est
vérifiée par le systéme stain free de Bio Rad. La membrane est ensuite saturée avec des protéines
de lait (TBS-Tween 0,1%, milk 5%). Apres saturation I'anticorps primaire est ajouté pour une nuit a
4°C (voir tableau anticorps pour référence). Lanticorps primaire est rincé avec du TBS-Tween avant
d’ajouter I'anticorps secondaire couplé Horseradish Peroxidase (HRP). La révélation est faite par
chimiluminescence avec enhanced chemiluminescent (ECL, ADVANTA) et par le systéme
d’acquisition Chemidoc. Les images sont analysées par le logiciel IMAGE LAB.

Extraction ARN

Les disques imaginaux sont récupérés par dissection et mis dans du RINGER le temps de la
fin de la dissection. A la fin de la dissection, les disques sont culottés par centrifugation et le
RINGER est retiré. 100 pL de TRIzol (15596018, Invitrogene) sont ajoutés par tube. 'échantillon est
broyé au pilon mécanique puis congelé a -20°C. Le lendemain, les échantillons sont décongelés et
le TRIzol est complété a 500uL. Aprés centrifugation a 12 000g a 4°C la phase supérieure est
récupérée puis incubée 5 min a température ambiante. Ensuite, 100 pL de chloroforme glacé sont
ajoutés et une agitation manuelle est effectuée pendant 1min, s'ensuit une incubation a
température ambiante de 3 min. Une seconde centrifugation a 12 000g a 4°C est effectuée pour
récupérer la phase aqueuse. 1 volume d’Isopropanol glacé est ajouté suivi d’'une agitation
manuelle. Les tubes sont stockés une nuit a -20°C Le lendemain, une centrifugation pendant 1h30
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est effectuée a 21 000g a 4°C puis le surnageant est éliminé. Ensuite trois rincages a I'éthanol 70%
glacé sont effectués avec a chaque fois des centrifugations a 7 500g pour récupérer le culot. Aprés
le dernier ringage, le culot est séché a I'air libre avant de resuspendre les ARN dans 25uL d’eau
stérile. Les tubes d’ARN sont stockés a -80°C avant utilisation.

Rétrotranscription (RT) des ARN
Les expériences de RT sont faites selon le protocole du Kit haute capacité de transcription
inverse d’ADNc (4368814, Applied Biosystems™).

gPCR
Les expériences de qPCR sont faites selon le protocole du iTaqg™ Universal SYBR Green

Supermix (1725125, BioRad).

Géne Amorce sens Amorce anti sens
Pink1 GACAGGACCAATTGCCGC GGATCTCCGGACTGTTGGG
Park AAGAATGTTCCTTGCCTGGC GGGACAGGGCAAGGTGTAG
Bnip3 TGATAGCCCCAAGAGTCCAC GCATCCCGACTTGAATCCTC
Drp1l CCGGTCATAAACAAGCTGCA GTCACAATACCAGTTCCACGG
Uba2 ATTCACTGCATTGTCTGGGC CCTTGGCCTCCTTTTCCTCT

Clonage
Le clonage a été réalisé a partir du plasmide pUAS-attB et des vecteurs Debcl
(NM_176098.3 GenScript) et V5-Turbo-ID (116904, Add Gene).

La séquence amplifiée de Debcl :

CGGATCTATGGCTCCCACCACCAGTCCGCCACCCAAGCTGGCCAAGTTCAAGTCCTCGTCGCTGGA
CCACGAGATCTACACGGCCAATCGCCGCGGCACCATTGCCACGGCCTCCAGCGACTGGAAGGCGCTCCGC
GGAGGCGTCGGTGGAGGAGCAGGAGGACCCGGTAGCGTACCCAATCCCTCTAACGGACGCTCCCTTCACG
CCGGCGGACCCATGACACGGGCCGCCTCCACATCCTCGCTGGCTAGCAGTACGCGCACGATGACTAACTAC
CAGGAGTACAAAATGGATATCATCAACCAGGGGAAATGTCTGTGTGGTCAGTACATCAGAGCGCGGCTGCG
ACGGGCAGGAGTCCTCAACCGGAAGGTGACACAGCGTTTGCGCAACATCCTGGACCCCGGCTCCTCGCAC
GTGGTCTATGAAGTTTTCCCGGCACTGAACAGCATGGGCGAGGAACTGGAGCGGATGCACCCGCGGGTGT
ACACAAACATATCGCGACAGCTGTCGAGGGCCCCGTTTGGCGAGCTGGAGGACAGCGACATGGCGCCCAT
GTTGCTCAACCTAGTTGCCAAGGATCTTTTTCGCTCCAGCATCACCTGGGGCAAGATAATCTCGATATTTGCC
GTATGCGGCGGCTTTGCCATAGACTGCGTGCGCCAGGGACATTTCGACTACCTACAGTGCCTGATTGACGGT
CTGGCTGAGATCATAGAGGACGACCTGGTCTACTGGCTGATCGACAACGGCGGATGGTTGGGCCTGTCGCG
GCACATCCGACCCCGGGTCGGCGAATTTACGTTCTTGGGATGGTTGACGCTGTTCGTGACTATCTCTGCAGG
CGCATATATGGTCTCAAACGTGTGTCGGCGCATTGGAGGTCAACTGTALttcgctgctgtictagg
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Les différentes enzymes utilisées pour le clonage sont listées dans le tableau suivant. Leur
utilisation a été faite en suivant le guide du fabricant.

Enzyme Fonction Référence
Kit Polymérase Fusion Amplification des insert F-553L thermoscientific
Kit Polymérase Gotaq PCR control M890A Promega
EcoRI Enzyme de restriction Invitrogen
BamH1 Enzyme de restriction Invitrogen
Bglil Enzyme de restriction Invitrogen
Ligase Ligation des inserts Thermo Scientific EL0011
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RESULTATS

1. Le processus d’apoptose est-il modulé par les protéines pro-
mitophagie ?

a. PINK1 et BNIP3

La protéine pRb de mammifére est un oncosuppresseur dont le réle majeur est son activité
inhibitrice sur le cycle cellulaire. Par ailleurs, cette activité oncosupressive inclut sa capacité a
induire I'apoptose. Pour étudier ce role sur 'apoptose, le laboratoire utilise le modele génétique
de la Drosophile ol I'on retrouve un homologue de pRb, Rbfl. La surexpression de rbf1, chez la
larve, dans les disques imaginaux d’aile, conduit a une mort cellulaire par apoptose. Elle implique
les membres de la famille Bcl-2, Buffy et Debcl. Debcl, en interagissant avec DRP1, permet la fission
mitochondriale, la production de ROS et la mort par apoptose. Cette mort au stade larvaire se
traduit par des pertes de tissus au niveau de l'aile adulte. Un crible génétique a été mis en place
pour identifier des modulateurs d(es) événement(s) cellulaire(s) induit(s) par la surexpression de
rbf1 ou debcl. La surexpression de rbf1 ou de debcl dans le domaine vestigial (vg) du disque d’aile
induit un phénotype de pertes de tissus appelé encoche au niveau de la marge de l'aile adulte. Ce
phénotype d’encoches a permis de mettre en place des tests d’interaction génétique afin
d’identifier des modulateurs de |'effet de Rbfl ou de Debcl. En fonction de la modulation du
phénotype, aggravation ou amélioration, il nous est possible de déterminer I'effet sur I'apoptose
de ces genes candidats. Dans ce contexte, le crible génétique a ciblé notamment des acteurs de la
dynamique mitochondriale. Parmi les candidats, deux ont retenu notre attention : les protéines
PINK1 et BNIP3 qui sont connues pour leur implication dans la régulation de la mitophagie. Ce
travail est en cours d’écriture dans un article qui sera sous peu déposé sur bioRxiv.

Dans cet article, nous montrons que PINK1 régule positivement I'apoptose induite par la
surexpression de rbf1 ou debcl. A I'aide de mesures du taux de mort cellulaire par apoptose et de
tests d’interaction génétique, nous montrons que l'action de PINK1 dans l'apoptose se situe en aval
ou au niveau de la protéine Debcl.

Pour comprendre le mode d’action de PINK1, plusieurs hypothéses ont été testées,
notamment un effet de PINK1 sur la quantité de protéines Debcl. Ainsi, nous avons observé que la
perte de PINK1 ne modifiait pas la stabilité de Debcl.

Pour la protéine BNIP3, nous avons obtenu des résultats différents. En condition
d’induction d’apoptose, la diminution de I'expression de BNI/P3 au niveau du domaine vestigial
conduit a une augmentation de la perte de tissu adulte. Dans le cas de I'apoptose induite par Rbf1,
une diminution du niveau d’apoptose est observée si BNIP3 est déplété. Par contre, pour Debcl, la
variation de la force du phénotype n’est pas liée a une variation du taux d’apoptose dans le tissu
larvaire. Ces résultats suggérent une action de BNIP3 sur un autre processus cellulaire que
I'apoptose, induisant également une perte de tissu en contexte de surexpression de debcl.

Enfin, étant donné l'activité connue de PINK1 et BNIP3 sur la mitophagie, I'impact de
I'expression de rbf1 ou debcl sur I'induction de la mitophagie a été mesurée, en utilisant les outils
mt-QC et mt-Keima. Nous avons observé une augmentation de la mitophagie associée a la
surexpression de rbfl ou debcl. Les résultats montrent que PINK1 semble impliquée dans la
mitophagie induite par Rbfl alors que ce n’est pas le cas pour la mitophagie induite par Debcl.
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BNIP3, pour sa part, ne serait pas impliquée dans la mitophagie induite par Rbfl. Pour Debcl, les
résultats ne sont pas encore exploitables. Toutefois un résultat intéressant montre que la
mitophagie basale dans le disque d’aile est modulée de facon opposée par la diminution de PINK1
ou de BNIP3. En effet, 'absence de PINK1 conduit a une augmentation de la mitophagie basale
alors que la diminution de BNIP3 la réduit.

En conclusion, ces résultats soulignent les liens étroits entre les régulateurs de I'apoptose
et ceux de la mitophagie. PINK1 est capable de moduler 'apoptose induite par Rbfl en aval ou au
niveau de protéine Debcl. Concernant BNIP3, elle a une action opposée a celle de PINK1 en
protégeant de I'apoptose induite par Rbfl ou de la perte de tissu induite par Debcl. Enfin, la
mitophagie induite par Rbfl semble dépendre de PINK1 et non de BNIP3, ce qui n’est pas le cas de
la mitophagie induite par Debcl. Les résultats sont résumés dans la Figure 21 page 99.
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Abstract

The structure and function of the mitochondrial network are finely regulated. Among the proteins
involved in these regulations, mitochondrial dynamics actors have been reported to regulate the
apoptotic process. We show here in the Drosophila model that the mitophagy inducers, PINK1 (PTEN-
induced putative kinase 1) and BNIP3 (Bcl-2 Interacting Protein 3), modulate mitochondrial apoptosis
differently. If close links between the fission-inducing protein DRP1 and Bcl-2 family proteins, regulators
of apoptosis, are demonstrated, the connection between mitophagy and apoptosis is still poorly
understood. In Drosophila, we have shown that Rbfl, a homolog of the oncosuppressive protein pRb,
induces cell death in proliferating larval tissues through a mechanism involving the interaction of Drp1
with Debcl, a pro-apoptotic protein of the Bcl-2 family. This interaction is necessary to induce

mitochondrial fission, ROS production, and apoptosis.

To better understand the interactions between the proteins involved in mitochondrial homeostasis and
the apoptotic process, we focused on the role of two known players in mitophagy, the proteins PINK1
and BNIP3, during mitochondrial apoptosis induced by Rbfl and Debcl in a proliferating Drosophila
larval tissue. We show that Rbfl- or Debcl-induced apoptosis is accompanied by mitophagy.
Interestingly, PINK1 and BNIP3 have distinct effects in regulating cell death. PINK1 promotes rbf1- or
debcl-induced apoptosis, whereas BNIP3 protects against Rbfl-induced apoptosis but reduces Debcl-
induced tissue loss without inhibiting Debcl-induced cell death. Furthermore, our results indicate that
BNIP3 is required to induce basal mitophagy while PINK1 is responsible for mitophagy induced by rbf1
overexpression. These results highlight the critical role of mitophagy regulators in controlling

homeostasis and cell fate.

Keywords: mitophagy, apoptosis, PINK1, BNIP3, Rbfl, Debcl
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Introduction

Several processes involved in cell survival and death have been identified at the mitochondrial level. In
terms of mechanisms, the factors that determine when a cell leans toward death, and their regulations
are essential fields of investigation. Apoptosis and mitophagy, a macroautophagy targeting
mitochondria, can involve some familiar actors [1]. Investigating the interplay between apoptosis and
mitophagy will help to clarify these regulatory mechanisms. We used the Drosophila model to address

how these distinct processes are coordinated in an apoptotic context.

In mammals, Bcl-2 family proteins are the central players in mitochondrial apoptosis [2,3], controlling
mitochondrial remodeling, outer membrane permeabilization (MOMP), and the resulting release of
pro-apoptotic factors from mitochondria. Indeed, mitochondrial network fragmentation is a crucial
event [4,5] that occurs concomitantly with MOMP. Bax, a Bcl-2 family pro-apoptotic protein, can
interact and be activated by Drpl (Dynamin-related protein 1), the master protein controlling
mitochondrial fission. Both proteins are recruited at mitochondrial foci corresponding to mitochondrial
fragmentation sites [6]. The mechanism by which mitochondrial fragmentation is linked to apoptosis

machinery is still debatable.

In Drosophila, only three members of the Bcl-2 family have been identified. Two are mainly pro-
apoptotic, Debcl [7,8] and Sayonara [9], and one is primarily anti-apoptotic, Buffy [10]. We have
previously shown that over-expression of rbfl, the Drosophila pRB homolog, induces mitochondrial
apoptosis in epithelial tissues such as wing imaginal discs [11]. During Rbfl-induced apoptosis, Rbfl
transcriptionally represses buffy, and Debcl is required downstream of buffy repression [12]. Once
activated, Debcl can interact with the mitochondrial fission protein Drpl, leading to mitochondrial
network fragmentation managed by Drpl, Reactive Oxygen Species accumulation, and caspase
activation, which seals cell fate [11]. In this pathway, a loss of function of Drp1 decreases the apoptosis
rate, highlighting the essential role of mitochondrial network fission in apoptosis. Furthermore,
Debcl/Drp1l interaction at the mitochondria is necessary for mitochondrial fragmentation and Debcl-

induced apoptosis [11].

Mitochondrial dynamics maintains mitochondrial homeostasis and quality control, which are central
to cell metabolic adaptation and survival [13]. Mitophagy appears to be essential among other
regulatory mechanisms that modulate mitochondrial homeostasis [6]. Mitophagy can be activated in
physiological conditions for mitochondrial renewal or as a stress response, and numerous mitophagy
inducers have been identified [15]. Among them, two categories of mitophagy-inducing receptors
emerge. The first involves direct receptors containing a LIR (LC3-interacting region) motif that allows

them to bind to LC3 on the autophagosome. One of them is BNIP3 (Bcl-2 Interacting Protein 3). In
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mammals, BNIP3 is associated with developmental mitophagy. It also has a role in metabolic stress and
response to hypoxia factors, as reviewed in [16]. The second category involves an indirect receptor,
which creates a ubiquitin chain on proteins of the targeted mitochondrial section. Polyubiquitin is
recognized by an adaptor that binds LC3 on the autophagosome [17]. PINK1 (PTEN-induced Kinase 1)
and Parkin (a ubiquitin ligase E3) proteins are major inducers. Their activation is mainly dependent on
mitochondrial potential (AWn). A decrease in AWn, leads to an arrest of PINK1 import, accumulating on
the outer mitochondrial membrane [18-20]. PINK1 can then phosphorylate its targets, including Parkin,
allowing its mitochondrial relocalization and initiating its activation [21-23]. Therefore, Parkin

polyubiquitinates its mitochondrial targets, including regulators of mitochondrial dynamics.

Mitochondrial dynamics appears to be at the center of apoptosis and mitophagy processes. Likewise,
the interconnection between apoptosis and mitophagy shows interactions between both protagonists
and even a dual role for some proteins [1]. In mammals, BNIP3 has a BH3 domain. It is associated with
a pro-apoptotic function [24], whereas, in Drosophila, few studies have focused on the role of BNIP3 in
mitophagy [25-27], and, to our knowledge, only one explored the role of BNIP3 in apoptosis [28].
Concerning PINK1, Han et al. observed increased levels of apoptosis induced by a mutation altering the
PINK1 kinase activity in Drosophila [29]. Here, we investigated the role of PINK1 and BNIP3 in rbf1- and
debcl-induced apoptosis in Drosophila. We showed that mitophagy is associated with both debcl- and

rbfl-induced apoptosis.

Interestingly, we identified PINK1 as a positive regulator of apoptosis and BNIP3 as a pro-survival factor.
By downregulating mitophagy inducers, we show that BNIP3 anti-apoptotic activity could be due to its
ability to induce basal mitophagy, whereas Rbf-1 induces a PINK1-dependent mitophagy. Together,
these results highlight a pro-apoptotic role for PINK1 and a protective role for BNIP3 regardless of their

pro-mitophagy function under certain conditions.
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Results

PINK1 promotes rbfl-induced apoptosis

We have previously shown that rbfl-induced apoptosis requires mitochondrial fission mediated by

Drp1 [11]. This observation raises the question of how Rbfl can regulate mitochondrial dynamics.
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Figure 1: Absence of functional PINK1 decreases the level of apoptosis induced by Rbfl. A. Adult wing phenotypes induced
by rbfl-overexpression in the vestigial wing imaginal disc domain. Phenotypes are classified from Wild Type (WT) to Strong,
depending on the number of notches on the wing margin (asterisks) (Milet et al. 2010). B. Histogram showing the frequency
of different phenotypes. The number of wings observed is n=197 for vg>rbfl and n=165 for PINK1[5]; vg>rbfl. Statistical
analysis was performed using the Wilcoxon test. This result is representative of three independent experiments. C. Detection
of apoptosis in wing imaginal discs using an anti-cleaved Dcp-1 antibody staining. The level of apoptosis is estimated by
measuring the area of apoptotic staining compared to the area of the wing pouch (surrounded in red in D). Every point
corresponds to the value obtained for one imaginal disc. Statistical analysis was performed using the Kruskal Wallis and post
hoc Wilcoxon test. This result is representative of three independent experiments. D. Confocal images of apoptosis detection
in wing discs using an anti-cleaved Dcp-1 antibody staining with the same genotype mentioned above. The red line delimits
the wing pouch. Genotypes are as follow W118/Y; vg-Gald/+; UAS-lacZ/+ (vg>lacZ); PINK1°/Y; vg-Gal4/+; UAS-lacZ/+
(PINK1[5] ; vg>lacZ); W118/Y; vg-Gald/+; UAS-rbfi/+ (vg>rbfl); PINK1%/Y; vg-Gal4/+; UAS-rbf1/+ (PINK1[5] ; vg>rbfl).
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When rbfl is overexpressed in the vestigial domain (vg) of the larval wing imaginal disc using the
UAS/Gal4 system, an adult wing-notched phenotype is observed [30] (Figure 1A). Using specific RNA
interference (RNAi) or hemizygous loss of function mutant background, we investigated whether
downregulation of several regulators of the mitochondrial homeostasis affects the rbfI-induced wing
phenotype. Among the candidates tested, PINK1 emerged as an exciting candidate, as PINK1 loss of
function mutant context significantly decreases rbf1-induced wing phenotype strength (Figure 1B). This
experiment, performed using the PINK1®> mutant [18], which lacks its mitochondrial targeting sequence
and more than 70% of its kinase domain, was confirmed in a PINK1 knockdown background (PINK1RNA))
or using another mutant, PINK18° [19] (Sup. table 1). To determined whether the partial suppression of
the rbfl-induced phenotype is associated with a reduction in the level of apoptosis during wing
development, we performed immunostaining using an anti-cleaved Dcp-1 (Drosophila-caspase-1) as a
marker of apoptosis in the wing imaginal disc (Figure 1D) [31]. As expected, rbf1 overexpression induces
a significant increase in apoptosis. However, this apoptosis is significantly reduced in the context of
PINK1®> hemizygous loss of function (Figure 1C and D, PINK1[5]; vg>rbf1). These results suggest a pro-
apoptotic role for PINK1 in rbfl-induced apoptosis. Since Rbfl is a transcriptional cofactor, it was
tempting to speculate that the PINK1 gene might be a target of Rbfl involved in the apoptotic process.

However, gRTPCR assays clearly showed that this was not the case (see Sup. figure 1).

PINK1 acts at the level or downstream of Debcl in the apoptotic process induced by rbf1

Debcl, a Bcl-2 family pro-apoptotic protein, was previously shown to be required for rbf1-induced
apoptosis [11]. debcl overexpression is sufficient to recapitulate the mitochondrial events induced by
rbfl overexpression: mitochondria fission mediated by Drpl and increased ROS levels. Considering
PINK1's role in mitophagy and mitochondrial dynamic modulation, we wanted to know whether PINK1
acts upstream or downstream of Debcl in the rbfl-induced apoptotic pathway. Therefore, similar
experiments were carried out by overexpressing debcl in the vg domain. debcl overexpression leads to
a specific phenotype, ranging from a loss of bristles (weak) to large notches at the posterior and
anterior part of the wing (strong) (Figure 2A). Overexpression of debcl in PINK1 loss of function
background (vg>debcl; PINK1®) induces a significant shift of the distribution of the phenotypes towards
weaker phenotypes (Figure 2B). In addition, at the molecular level, in the wing imaginal disc, massive
caspase activation is detected by anti-Dcp-1 staining in the debcl overexpression context (Figures 2C
and D). This apoptosis is significantly decreased when debcl expression is induced in the PINK1®
hemizygous background (Figure 2C). Thus, as shown for Rbfl, PINK1 depletion leads to decreased

phenotype strength and reduced apoptosis, suggesting that PINK1 action in rbfl-induced apoptosis is
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at the level of, or downstream from, Debcl. We hypothesized that PINK1 could increase the level of
Debcl, thereby promoting apoptosis. Western blot experiments (Sup. Figure 2) show that PINK1 action

in rbf1-induced apoptosis does not involve an increase in Debcl levels.
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Figure 2: Absence of functional PINK1 decreases debcl-induced apoptosis. A. Adult wing phenotype induced by debcl-
overexpression in the vestigial wing imaginal disc domain. Phenotypes are classified from Wild Type (WT) to Strong, depending
on the notch size on the posterior and the anterior part of the wing (asterisks). B. Histogram showing the frequency of different
phenotypes. The number of wings observed is n=173 for vg>debcl and n=163 for PINK1[5]; vg>debcl. Statistical analysis was
performed using the Wilcoxon test. This result is representative of three independent biological experiments. C. Detection of
apoptosis in the wing imaginal disc using an anti-cleaved Dcp-1 antibody. The level of apoptosis is estimated as in Figure 1.
Each point corresponds to the value obtained for one imaginal disc. Statistical analysis was performed using the Kruskal Wallis
and post hoc Wilcoxon test. This result is representative of three independent experiments. D. Confocal images of apoptosis
detection in wing imaginal discs using an anti-cleaved Dcp-1 antibody. The red line delimits the wing pouch. Genotypes are as
follow W118/Y; vg-Gal4/+; UAS-lacZ/+ (vg>lacZ); PINK13/Y; vg-Gal4/+; UAS-lacZ/+ (PINK1[5]; vg>lacZ) ; W118/Y; vg-Gal4/UAS-
debcl; UAS-debcl/+ (vg>debcl); PINK15/Y; vg-Gald/+ UAS-debcl; UAS-debcl/+ (PINK1[5]; vg>debcl).
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rbf1 overexpression induced a PINK1 dependent mitophagy.

It is widely reported that mitophagy is a pro-survival process that allows the degradation of damaged
mitochondria, preventing apoptosis. As the role of PINK1 in mitophagy is well documented, it was
unexpected that PINK1 could favor rbfl- and debcl-induced apoptosis. This led us to question if
mitophagy was induced in the rbfl- or debcl-induced apoptotic context. We used the Mito-Keima
protein [32,33], a recombinant protein harboring a mitochondrial targeting sequence, to examine this
hypothesis. Keima is a fluorochrome resistant to pH degradation. At a neutral pH (close to intra-
mitochondrial pH), Keima is excitable at 405 nm and 550 nm wavelengths, with an emission of 650 nm.
Still, only one wavelength can excite the fluorochrome at acidic pH (like in autophagosome), 550 nm.

This system distinguishes cytosolic mitochondria and mitochondria undergoing mitophagy (figure 3A).
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Figure 3: debcl-induced mitophagy is independent of PINK1, unlike rbf1l-induced mitophagy. A. Confocal image of wing
Imaginal disc expressing GFP in vg domain. White square corresponds to the selected zone for mitophagy imaging. B. Confocal
microscopy images of wing imaginal discs co-expressing Mito-Keima gene with an apoptotic inducer (rbf1 or debcl) or a control
gene (lacZ), in PINK1 mutant (PINK1[5]) or wild type background. The green color corresponds to the emission at 620 nm after
excitation at 405 nm, corresponding to mitochondria with a physiological pH. The red color corresponds to the emission at
620 nm after excitation at 550 nm, corresponding to mitochondria in physical and acid pH. In yellow, a merge of those two o
stainings. In the last line, the specific spots identified as mitophagy after subtracting the green staining (cytosolic mitochondria)
from the red staining (cytosolic mitochondria + mitochondria in acid pH). C-D. Mitophagy was quantified with Mito-Keima
fluorescence as described in A (and see material and methods). The histograms represent the pool of three independent
experiments. Statistical analysis was performed using the Kruskal Wallis and the post hoc Wilcoxon test. Genotypes are as
follow W1118/Y: vg-Gald/+; UAS-lacZ, UAS-Mito-Keima/+ (vg>lacZ); PINK1°/Y; vg-Gald/+; UAS-lacZ, UAS-Mito-Keima/+
(PINK1[5); vg>lacZ), W118/Y; vg-Gald/+; UAS-rbf1, UAS-Mito-Keima /+ (vg>rbfl); PINK1°/Y ; vg-Gald/+; UAS-rbf1, UAS-Mito-
Keima/+ (PINK1[5]; vg>rbfl);, W1118/Y: vg-Gal4/UAS-debcl; UAS-debcl, UAS-Mito-Keima/+ (vg>debcl); PINK1%/Y: vg-
Gal4/UAS-debcl; UAS-debcl, UAS-Mito-Keima/+ (PINK1[5]; vg>debcl).

Keima staining shows mitophagy induction in the wing disc when rbfl1 or debcl are overexpressed
compared to lacZ expression as control (figure 3B and 3C). We, therefore, investigated the role of PINK1
in rbf1- and debcl-induced mitophagy. Mitophagy was measured in wild type or PINK1 loss of function
background (PINK1[5]; vg>lacz). Surprisingly, PINK1 loss of function alone already induces an increase in
mitophagy level, probably due to cell stress caused by the loss of PINK1 compared to a control condition.
rbf1 and debcl overexpression also induce an increase in mitophagy. In the case of the expression of
rbf1 in PINK1 loss of function background, there is no increase in the mitophagy level compared to the
level observed for PINK1 mutation alone or rbfl-overexpression alone. Thus, no additive effect was
observed, suggesting rbfl-induced mitophagy is dependent on PINK1 activity. For Debcl, on the
contrary, an increase in mitophagy level is observed in PINK1[5]; vg>debcl context compared to PINK1
loss of function alone or debcl overexpression alone, suggesting an additive effect and therefore two
independent effects on mitophagy. Therefore, debcl-induced mitophagy is not dependent on PINK1.
Furthermore, this observation indicates that mitophagy machinery induced in PINK1 mutation context
is not saturated. Thus, the absence of mitophagy increase in PINK1[5]; vg>rbfl context compared to

vg>rbf1 enforces the hypothesis that PINK1 regulates rbf1-induced mitophagy.
BNIP3 protects from the rbf1-induced apoptosis

We looked at BNIP3, a mitophagy receptor independent of the PINK1/Parkin pathway, to test whether
other mitophagy regulators could modulate apoptosis in our models. BNIP3 has an atypical BH3 domain
in mammals, and this protein is also described to regulate apoptosis (Ray et al. 2000). Therefore, we
decided to test the Drosophila BNIP3 implication in apoptosis and mitophagy observed in rbf1- and
debcl-overexpression contexts. We co-expressed in some wing disc cells rbf1 or debcl with an UAS-

BNIP3RNAI transgene, which allows us to knock down BNIP3 expression. After verifying that the BNIP3
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level is significantly decreased in the presence of this RNAi (Figure 4A), we observed that the strength
of the rbfl-induced phenotype is strongly increased when the BNIP3 level is lower (Figure 4B). This
effect is associated with increased cleaved Dcp-1 staining in imaginal wing discs (Figure 4C). Overall,

those results highlight that BNIP3 can counteract the rbfI-induced apoptosis.
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Figure 4: Decreasing BNIP3 level increases rbfl-induced apoptosis but has a minor effect on rbfl-induced mitophagy. A.
Quantification by RT-gPCR of BNIP3 mRNA levels in wing imaginal discs expressing UAS-BNIP3RNAi (vg>RNAiIBNIP3) or the
control UAS-luciferase (vg>luciferase). The graph presents fold change of RNAi BNIP3 vs Luciferase control. Gene expression
is normalized against Uba-1. B Histogram showing the frequency of different phenotypes. The number of wings observed is
n=113 for vg>rbfl, luc, and n=86 for vg>rbfl, RNAi BINP3. Statistical analysis was performed using the Wilcoxon test. This
result is representative of two independent experiments. C. Detection of apoptosis in wing imaginal discs using an anti-cleaved
Dcp-1 antibody. The level of apoptosis is detected by measuring the area of apoptotic staining compared to the area of the
wing pouch. Every point corresponds to the value of one imaginal disc. Statistical analysis was performed using the Kruskal
Wallis and post hoc Wilcoxon test. This result is representative of two independent experiments. D. Mitophagy was quantified
with Mito-Keima fluorescence as described in figure 3.A (and see material and methods section). The histograms represent
the pool of three independent experiments. Statistical analysis was performed using the Kruskal Wallis and the post hoc
Wilcoxon test. Genotypes are as follow : +/Y; vg-Gal4/UAS-luciferase (vg>luc); +/Y; vg-Gal4/UAS-BNIP3RNA (yvg>RNAi BNIP3);
+/Y; vg-Gald/UAS-luciferase; UAS-lacZ/+ (vg>lacZ, luc); +/Y; vg-Gald/UAS-BNIP3RNAi, UAS-lacZ/+ (vg>lacZ, RNAi BNIP3); +/Y;
vg-Gal4/UAS-luciferase; UAS-rbf1/+ (vg>rbfl, luc); +/Y; vg-Gal4d/UAS-BNIP3RNAi: UAS-rbf1/+ (vg>rbfl, RNAi BINP3). In D. all

flies also have a UAS-Mito-Keima sequence on chromosome lIl.
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Next, we examined the consequences of knocking down BNIP3 on the level of mitophagy induced by
overexpressing rbfl. First, we used mt-Keima staining and found no significant effect of BNIP3
knockdown (Figure 4D). To confirm this result, we used another similar method, Mito-QC staining. This
tool allows us to distinguish mitochondria in the cytosol, excitable with GFP and mCherry length wave,
and mitochondria in an acidic medium where only mCherry is detectable. Using Mito-QC, the same
results were obtained as using mt-Keima, showing that mitophagy level does not change when cells
are depleted in BNIP3 (Sup. figure 3). Those results confirmed that BNIP3 is not the protein responsible
for mitophagy in the case of rbf1 overexpression. Accordingly, RT qPCR experiments allow us to verify

that rbf1 overexpression does not change BNIP3 level transcripts (Sup. figure 1).

BNIP3 depletion modulates debcl-induced phenotype but does not affect debcl-induced apoptosis at

the larval stage.

BNIP3's role in cellular events induced by debcl overexpression was then tested. First, we observed a
massive shift in phenotype strengths toward a stronger one (Figure 5A). So, the depletion of BNIP3
aggravates debcl-induced phenotypes. Surprisingly, cleaved caspase staining (Figure 5B) shows no
significant variation in apoptosis level in the larval wing disc. Regarding the large variance between
wing imaginal discs, apoptosis was also quantified using TUNEL staining (Sup. figure 4), and the same
results were obtained, confirming that BNIP3 depletion does not alter debcl-induced apoptosis at the
larval stage. Unfortunately, in the control genetic background used in this experiment (+/Y; vg-
Gal4/UAS-luciferase; UAS-lacZ/+), we do not see any increase in mitophagy associated with Debcl
overexpression (Figure 5C), which preclude to study an effect of knocking down BNIP3 on debcl-
induced mitophagy. Interestingly, BNIP3 RNAi expression in control condition (vg>lacZ, RNAi BNIP3)
shows a decrease in mitophagy. Therefore, BNIP3 might be a regulator of basal mitophagy. Together,
these results indicate that BNIP3 is implicated in debcl-induced phenotype but has no role in debcl-

induced apoptosis at the larval stage.
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Figure 5: Decreasing BNIP3 level increases debcl-induced tissue loss without modulating debcl-induced apoptosis in larval
stage A. Histogram showing the frequency of different phenotypes. The number of wings observed is n=101 for vg>debcl, luc
and n=99 for vg>debcl, RNAi BINP3. Statistical analysis was performed using the Wilcoxon test. This result is representative
of two independent experiments. B. Detection of apoptosis in wing imaginal discs using an anti-cleaved Dcp-1 antibody. The
level of apoptosis is detected by measuring the area of apoptotic staining compared to the area of the wing pouch. Every
point corresponds to the value of one imaginal disc. Statistical analysis was performed using the Kruskal Wallis and post hoc
Wilcoxon test. This result is representative of two independent experiments. C. Mitophagy was quantified with Mito-QC
fluorescence (see material and methods). The histograms represent one experiment. Statistical analysis was performed using
the Kruskal Wallis and the post hoc Wilcoxon test. Number of mitophagy spots quantified per image. Each point represents
the value obtained for independent discs. Statistical analysis was performed using the Kruskal Wallis and the post hoc
Wilcoxon test. Genotypes are as follow : +/Y; vg-Gal4/UAS-luciferase; UAS-lacZ/+ (vg>lacZ, luc); +/Y; vg-Gal4/UAS-BNIP3RNAI;
UAS-lacz/+ (vg>lacZ, RNAi BNIP3); +/Y; vg-Gal4, UAS-debcl/UAS-luciferase; UAS-debcl/+ (vg>debcl, luc); +/Y; vg-Gal4, UAS-
debcl/UAS-BNIP3RNAI: UAS-debcl/+ (vg>debcl, RNAi BINP3). In C. all flies also have a UAS-Mito-QC sequence on chromosome
1.
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Discussion

PINK1 favors rbfl-induced apoptosis and mitophagy.

Unexpectedly, in this article, we demonstrated that PINK1 can be an apoptosis-promoting factor.
Indeed, since PINK1 and Parkin are major players in mitochondrial quality control, most of the literature
presents PINK1 as a pro-survival factor. Our results show that loss of PINK1 function alone is not
sufficient to induce a wing phenotype or modulate developmental apoptosis in the wing imaginal disc.
Surprisingly, however, the loss of PINK1 inhibits apoptosis induced by rbfl or debcl. These results
suggest that PINK1 is required for proper apoptosis induced by rbf1 and debcl. Thus, if PINK1 deficiency
affects both rbf1- and debcl-induced apoptosis, PINK1 would act downstream or at the level of Debcl

protein during the rbf1-induced apoptosis cascade [11].

On the other hand, mitophagy is most often considered as a means for the cell to delay the onset of
apoptosis in cells with damaged mitochondria [1]. This is notably the case for PINK1/Parkin-dependent
mitophagy, which maintains mitochondrial homeostasis in neurons [18]. Our data, obtained using
mitophagy markers, show that an increase in mitophagy accompanies rbf1- or debcl-induced apoptosis.
Data also reveals that PINK1 loss alone increases mitophagy level. debcl-induced mitophagy, is
increased in PINK1 loss of function context. Considering the decrease of apoptosis caused by PINK1
loss, we could not exclude the possibility that mitophagy partially compensates for apoptosis mediated
by debcl. No increase was observed in rbfl-induced mitophagy in PINK1 null background. This
observation leads to two conclusions. First, rbfl-induced mitophagy might partially require PINK1.
Second, mitophagy cannot compensate for apoptosis, suggesting two distinct functions for PINK1: a
pro-apoptotic function and a pro-mitophagy function in rbfl-induced apoptosis. Moreover, as debcl-
induced mitophagy is independent of PINK1, PINK1-induced mitophagy observed when overexpressing

rbf1 may be initiated independently or upstream of Debcl by another mitophagy regulator.
Can PINK1 modulate apoptosis independently of mitophagy?

Since PINK1's involvement in apoptosis appears to be independent of its mitophagic activity, it probably
has a Parkin-independent role in apoptosis. Indeed, Parkin-independent PINK1 activities have already
been described in mammals [34,35]. While some of these activities are associated with the role of
PINK1 in mitophagy [36], other studies highlight mitophagy-independent PINK1 functions. Indeed, in
pancreatic cancer cells, a PINK1-dependent but Parkin-independent mitophagy process mediates the

reprogramming of cells from glycolytic- to oxidative phosphorylation-dependent metabolism [36].
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Independently of mitophagy, PINK1 has been shown to modulate ER stress response, mitochondria

dynamics, and mitochondrial apoptosis.

Firstly, several studies have reported links between PINK1 and the endoplasmic reticulum, including in
Drosophila. Notably, PINK1 modulates mitochondria-ER contact sites [37]. In mammals, these contact
sites are regions where mitochondrial fragmentation occurs during apoptosis. In PINK1 loss of function
mutant, ER-mitochondrial contacts are enhanced, and calcium influx to the mitochondria induces cell
death. [38]: In Drosophila, PINK1 mutants exhibit sustained Perk activity and ER stress, impairing
mitochondrial function [39]. Insofar as these activities are most often associated with a protective role

for PINK1, they cannot easily account for PINK1's role in our model.

Secondly, PINK1 can modulate mitochondrial fission. PINK1 was initially identified as an inducer of
mitochondrial fission [20]. More recently, DRP1 was identified as a target for PINK1 in several human
tissues and in Drosophila [29,40]. Drpl phosphorylation occurs at S616, a phosphorylation site
associated with increased mitochondrial fission, resulting in a more fragmented mitochondrial network.
These events occur independently of mitophagy. Knowing the essential role of DRP1 in the apoptotic
process in mammals and Drosophila, it will be interesting to test PINK1's ability to phosphorylate Drp1

in our context.

Finally, PINK1 kinase may regulate the activity or stability of apoptosis regulators by phosphorylation.
In mammals, for example, PINK1 has been shown to phosphorylate the Bcl-2 family anti-apoptotic
protein, Bcl-xL. This phosphorylation prevents the inactivation by cleavage of Bcl-xL [41]. Besides, PINK1
can activate pro-apoptotic pathways. In human cells, PINK1 overexpression leads to p53 pathway
activation and apoptosis increase [42]. In Drosophila, apoptotic events triggered by the pro-apoptotic
Htr2A/Omi involve PINK1 independently of Parkin [43]. We, therefore, hypothesized that PINK1 could
stabilize Debcl. Our results do not support this hypothesis, but it cannot be ruled out that PINK1 may

activate Sayonara or Debcl or inhibit Buffy.
Unlike PINK1, BNIP3 regulates basal mitophagy.

In contrast to PINK1, our results show that BNIP3 protects against rbf1-induced apoptosis. Most studies
on the role of BNIP3 in apoptosis have been carried out in mammals. In Drosophila, the BNIP3 homolog
has been little studied and is generally presented as a gene required for cell survival. In the Drosophila
brain, human BNIP3 induces mitophagy, eliminating dysfunctional mitochondria, thus improving
muscle and intestinal homeostasis and increasing longevity [25]. In germ cells, it also has a pro-survival
role, enabling the elimination of defective mitochondria that have accumulated mutations in their DNA

[26]. This process involves BNIP3-dependent but PINK1/Parkin-independent mitophagy [27,44]. Results
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in mammals also point a role for BNIP3 in mitophagy. However, some studies present it as a cell death-

promoting factor due to its ability to bind anti-apoptotic Bcl-2 family members [45].

Our results also indicate that mitophagy induced by rbfl overexpression involves PINK1 but is
independent of BNIP3. Furthermore, reduced BNIP3 levels suppress some basal mitophagy observed
in control cells. Thus, the decrease in basal mitophagy, induced by BNIP3 knockdown, could sensitize

cells to rbf1-induced apoptosis.

We found different results for PINK1, which does not appear involved in basal mitophagy. This result
agrees with in vivo studies, indicating that PINK1 and PARKIN are not critical for basal mitophagy in

various tissues, including the brain [46,47].

Curiously, in contrast to the results obtained for Rbf1, we did not observe any increase in debcl-induced
apoptosis in the context of the BNIP3 knockdown. This result is even more surprising given that BNIP3
knockdown significantly enhances debcl-induced wing phenotypes. These results point to a genetic
interaction between Debcl and BNIP3 and suggest another protective function for BNIP3. Indeed,
Debcl-induced tissue loss, observed in the adult wing, results from a combination of several cellular
processes, on the one hand, apoptosis and, on the other, cell proliferation induced to compensate for
apoptotic cell death [11]. This apoptosis-induced proliferation depends on the JNK pathway, and it has
been shown in mammals that phosphorylation of BNIP3 by JNK1/2 can promote mitophagy by
increasing its stability [24]. A positive role of BNIP3 on compensatory proliferation remaining to be

identified could explain the effect of BNIP3 depletion on debcl-induced wing phenotype.

Since the BNIP3 specifically decreases rbf1-induced apoptosis but does not modulate debcl-induced
apoptosis, BNIP3 could act upstream of Debcl. Even without a BH3 sequence [9], the anti-apoptotic
effect of BNIP3 suggests a possible interaction with Bcl2 family members. For example, an interaction
of BNIP3 with Sayonara (the unique BH3-only Bcl-2 family member in Drosophila) could block
Sayonara's binding to Buffy/Debcl. Inhibiting this interaction would prevent Debcl activation and

decrease apoptosis, as observed in our model.

In conclusion, the results presented here show that in Drosophila, BNIP3 and PINK1 can have opposite
effects on mitochondrial apoptosis and modulate the associated mitophagy differently. This
observation suggests that BNIP3 and PINK1 interact with different players in the apoptotic cascade that

have yet to be identified.
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Materials and Methods

Fly stocks and strains.

Crossed flies were raised at 25°C on a standard medium (yeast, corn flour, and moldex). The UAS-rbf1l
and vg-Gal4 strains were generous gifts from Joel Silber (Institut Jacques Monod, Université de Paris,
France). UAS-debcl-HA flies were generously provided by Helena Richardson (Research Division, Peter
MacCallum Cancer Centre, Melbourne, Australia) [7]. UAS-mito-Keima was generously gifted by Dr.
Wim Vandenberghe and Prof. Patrik Verstreken [32], which used the original Keima material from
Atsushi Miyawaki (RIKEN Center for Brain Sciences, Japon, [33]). UAS-Mito-QC was generously gifted
by Dr. Whitworth [46], who used the original Mito-QC sequence from I. Ganley (University of Dundee,
Dundee, Scotland, UK) obtained from the Medical Research Council Protein Phosphorylation and
Ubiquitylation Unit Reagents and Services facility (College of Life Sciences, University of Dundee,
Scotland). The construction is pBabe.hygromCherry-GFP FIS 101-152(end) [DU40799]; [48]). The
following strains were obtained from the Bloomington (IN, USA) Stock Center: PINK1[5] (51649), UAS-
LacZ (3956), UAS-Luciferase (35788), UAS-RNAi BNIP3(42494). We used a W1118 fly stock as the
reference strain. To compare isogenic strains, PINK1[5] mutant was crossed 10 times with W1118 strain
before using it. UAS-Luciferase (35788) was used as RNAi control as recommended by the RNA strain

productor (DRSC/TRIP).
Immunostaining

Immunostaining imaging was made with discs from L3 stage larvae dissected in PBS 1X pH7.5. Returned
larvae were fixed in PBS with 4% formaldehyde methanol-free (Thermo Scientific 28908) for 20 min,
then washed thrice in PBS. Permeabilization and saturation were made in PBS, 0.3% Tween, and 2%
BSA for 2 hours. First antibody incubation was made using the same solution and 1/100e Dcp-1
antibody (Cell Signaling 95785S) overnight. After three washes, a secondary antibody (Alexa Fluor®
anti-rabbit 568nm (Thermo Fisher, A11011) was added at a concentration of 1/400e diluted in
saturation solution for 2 hours. Finally, after three washes, Hoechst (33342, Biorad) was added with a
concentration of 1/1000e (1ug/mL). Discs were mounted in Prolong Diamond (Invitrogen P36961).
TUNEL staining was made according to the manufacturer's instructions of the apoptosis detection kit

in situ red (57165, Merck-Millipore).
Imaging

Images were taken using Leica Sp8 confocal. For Dcp-1 or TUNEL staining, a magnification of 10 was
used with a numeric zoom of 2. For mt-Keima and Mito-QC staining, a zoom of 4 was used with a

magnificent 63. Quantifications were made using Imagel. For TUNEL staining, the number of stained
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cells (spot) was counted on each disc. The CASQUITO program was used to quantify DcpCP-1 staining
[31]. It allows the identification of the pixels corresponding precisely to the staining. The area of those

pixels was measured, divided by the wing pouch area, and multiplied by 100 to get a percentage.

For mt-Keima mitophagy staining quantification, images were pre-treated using ImagelJ by masking and
decreasing noises. Then, the automatic threshold was applied to isolate specific signals of mitochondria
(emission at 620 nm wavelength following a 405 nm excitation wavelength) and mitochondria +
mitophagy (emission at 620nm wavelength following a 550 nm excitation wavelength), and a “max
intensity” mitophagy staining to eliminate the mitochondria signal. The area of remaining staining was
quantified and related to the selected area (referred to as % of mitophagy surface in corresponding

figure).

For Mito-QC staining quantification, images were processed as described above. Mask and threshold
were made for each slice, and the mitochondrial mask (488 nm excitation; emission between 498 and
781nm) was subtracted from the corresponding mitochondria + mitophagy slice (586 nm excitation;
emission between 596-719 nm). A “max intensity” projection of all slices of mitophagy was then
performed. Spots were isolated using the “analyze particles” function and classified by aera in um?2.

Spots between 0.08 and 1um? were numbered and considered as specific mitophagy spots.
Wing count

To test the involvement of candidate genes in rbf1-induced apoptosis, the severity of the notched wing
phenotype induced by UAS-rbfl overexpression from the vg-Gal4 driver was assayed in different
genetic backgrounds. For each candidate gene, we verified that altering its expression level alone
(overexpression or mutation) did not induce any wing phenotype. vg>rbfl Drosophila males were
crossed with females bearing a loss-of-function mutation for the different genes, expressing Trip RNAI
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 [49]. We

considered the difference to be significant when a<10-3 for a Wilcoxon test.

To test the implication of protein in Debcl-induced apoptosis, the severity of wing tissue loss induced
by UAS-debcl overexpression led by the vg-Gal4 driver was assayed in different genetic backgrounds.
vg>debcl Drosophila males were crossed with wild-type females or females with a loss-of-function
mutation or expressing trip RNAI. The severity of loss of bristles or tissue of the posterior and anterior
wing margins was classified according to the length of the loss. We considered the difference significant

when a<10-3 for a Wilcoxon test.
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Western Blot

Proteins were obtained from 30 wing discs lysed in a lysis buffer: (50nM Tris-HCI pH8; 150nM NaCl, 1%
NP40 and anti-protease + anti phosphatase INVITROGEN) and frozen at -20°C.

Samples were loaded on Mini-PROTEAN TGX Stain Free precast polyacrylamide 4—20% gels (BIORAD,
Hercules, CA, USA) in 1x Tris Glycine-SDS buffer. Proteins were transferred onto Immobilon-P PVDF
membranes (Millipore, Darmstadt, Germany) in 1x Tris Glycine with 20% ethanol. Stain-free technology
enables the visualization of total proteins absorbed onto the membrane without dye. For
immunoblotting, antibodies were diluted in TBS-Tween 0.1%—the primary antibodies used for
immunoblotting. HRP-coupled secondary antibodies were obtained from Jackson Immunoresearch and
Diagomics. Chemiluminescent detection was performed with Clarity Western ECL substrate (BIORAD),
and the signal was captured by Chemidoc XRS (BIORAD). Quantification was performed using ImagelLab
software (BIORAD). Primary antibodies used: anti-HA (Cell Signaling, 3724S), Anti F1FO (Abcam,
ab14730), Anti Actine (Sigma, A2066).

RNA extract

The imaginal discs are recovered by dissection and placed in RINGER until the dissection is completed.
The discs are pelted by centrifugation at the end of the dissection, and the RINGER is removed. 100 pL
of TRIzol (15596018, Invitrogen) are added per tube. The sample is crushed with a mechanical pestle
and then frozen at -20°. The next day, the samples are thawed, and the TRIzol is up to 500uL. After
centrifugation at 12,000 g at 4°, the upper phase is recovered and then incubated for 5 min at room
temperature. Then 100 plL ice-cold chloroform is added, and manual stirring is carried out for 1 min,
followed by incubation at room temperature for 3 min. A second centrifugation at 12,000g at 4°C is
carried out to recover the aqueous phase. 1 volume of ice-cold Isopropanol is added, followed by
manual stirring. The tubes are stored at -20°C overnight. The next day, centrifugation for 1h30 is carried
out at 21,000g at 4°C, and then the supernatant is eliminated. Then, three rinses with ice-cold 70%
ethanol were carried out, each time centrifuging at 7,500 g to recover the pellet. After the last rinse,
the pellet is air dried before resuspending the RNA in 25l of sterile water. The RNA tubes are stored

at -80° before use.

RNA Retrotranscription (RT)

RT experiment follows the manufacturer's instructions for cDNA high-capacity reverse transcription

(4368814, Applied Biosystems™).
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Quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR)

gPCR experiments were made following manufacturer instructions of iTag™ Universal SYBR Green

Supermix (1725125, BioRad).

Gene Primer Amorce anti sens

Pink1 GACAGGACCAATTGCCGC GGATCTCCGGACTGTTGGG
Bnip3 TGATAGCCCCAAGAGTCCAC GCATCCCGACTTGAATCCTC
Uba2 ATTCACTGCATTGTCTGGGC CCTTGGCCTCCTTTTCCTCT

Statistical analysis

Statistical analyses and graphs were made using R studio and ggplot2. Statistical tests were non-
parametric due to the small number of samples (less than 30 wing discs). The tests used were Kruskal

Wallis and the post hoc Wilcoxon test.
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Supplementary Table 1: Interaction between PINK1 and Rbfl induced apoptosis

Mutation/

phenotypes distribution

Notch
N° strain Genotype WS P value
RNAI WT Weak Medium | Strong phenotype
Males :W118; vg-Gal4; UAS-rbf1 0 0 11 119
51649* PINK1%° -5.66 | 2.53E-08 rescue
Males :PINK1%%; vg-Gal4; UAS-rbf1 0 1 36 55
Males :vg-Gal4 , UAS-Luciferase; UAS-rbf1 77 58 72 13
31170** | UAS-PINK1RNA -12.24 0.0E+0 rescue
Males :vg-Gald; UAS-rbf1, UAS-PINK1RNA! 194 11 4 1

* Experiment done 2 times ** Experiment done 1 time. Statistical analysis was performed using the Wilcoxon test.
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Rbfl does not régulate PINK1 and BNIP3 expression
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Supplementary figure 1: relative mRNA level of genes encoding PINK1 and BNIP3 protein in wing
imaginal disc cells overexpressing rbfl. The log of the ratios was obtained from the relative mRNA
levels of each gene after normalization on the housekeeping gene ubal and reported to the control
over expressing lacZ. Statistical differences were determined by comparing values from 3 independent

experiments using the Student test.
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PINK1 does not increase Debcl stability
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Supplementary figure 2: PINK1 mutation does not affect Debcl protein level. A. Western Blot revealed
an antibody directed against Actin (control), F1FO (mitochondrial marker), and HA to detect HA-Debcl
tagged protein. Experiments are done in wild type or PINK1[5] hemizygous background in Debcl
overexpression (Vg>Debcl) context or not. On the right, molecular weights are indicated. The
experiment was repeated three times. B. Quantification of protein level from the Western Blot
presented in A and two other experiments. Each point corresponds to one experiment normalized on
the Actin level. The name of the quantified protein level is indicated in the abscissa. The genotypes
used are: Vg>LacZ (W118/Y; vg-Gald/+; UAS-lacZ/+); PINKL[5]); Vg>LacZ (PINK1%/Y; vg-Gald/+; UAS-
lacz/+) ; Vg>Debcl (W118/Y; vg-Gal4, UAS-debcl /+; UAS-debcl/+); PINK1[5]); Vg>Debcl (PINK1%/Y; vg-
Gal4, UAS-debcl /+; UAS-debcl/+).
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BNIP3 does not modulate Rbfl-induced mitophagy.
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Supplementary figure 3: BNIP3 depletion does not affect rbf1-induced mitophagy. Mitophagy was
qguantified with Mito-QC fluorescence (see material and methods). The histograms represent one
experiment. Statistical analysis was performed using the Kruskal Wallis and the post hoc Wilcoxon test.
It quantifies the mitophagy using Mito-QC and measures the area of identified mitophagy compared
to the area of the selected zone. Statistical analysis was performed using the Kruskal Wallis and the
post hoc Wilcoxon test. The genotypes used are : Vg>LacZ, Luc (W118/Y; vg-Gal4/UAS-luciferase; UAS-
lacZ/+); Vg>LacZ, RNAi BNIP3 (PINK1°/Y; vg-Gald/UAS-BNIP3%fN4: UAS-lacZ/+) ; Vg>Rbfl, Luc (W118/Y;
vg-Gald/UAS-luciferase; UAS-rbf1/+); Vg>Rbf1, RNAi BINP3 ( PINK1%/Y: vg-Gald/UAS-BNIP3®N4i: UAS-

rbf1/+). All flies also have a UAS-Mito-QC sequence on chromosome lll.
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BNIP3 does not modulate debcl-induced apoptosis.
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Supplementary figure 4: BNIP3 depletion does not affect debcl-induced apoptosis. It quantifies the
apoptosis using TUNEL staining and measures apoptotic levels compared to the selected zone.
Statistical analysis was performed using the Kruskal Wallis and the post hoc Wilcoxon test. The
genotypes used are: Vg>LacZ, Luc (W118/Y; vg-Gald/UAS-luciferase; UAS-lacZ/+); Vg>LacZ,RNAi BNIP3
(PINK1%/Y: vg-Gal4/UAS-BNIP3fNA: UAS-laczZ/+) ; Vg>Debcl, Luc (W118/Y: vg-Gal4,UAS-debcl JUAS-
luciferase; UAS-debcl/+); Vg>Debcl, RNAi BINP3 ( PINK1%/Y; vg-Gal4, UAS-debcl /UAS-BNIP3™NAi: UAS-
debcl/+).
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PINK1 et BNIP3 dans |I'apoptose induite par la surexpression de rbf1
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Figure 21 : Schéma des hypothéses concernant les réles des protéines PINK1 et BNIP3 dans le processus
cellulaire induit par rbf1 ou debcl.
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b. Parkin

Au cours du crible génétique qui a permis d’identifier PINK1 en tant que modulateur de
I'apoptose induite par Rbfl, son partenaire Parkin a également été identifié comme un candidat
potentiel. Les régulations induites par Parkin au sein de la cellule sont trés variées et incluent
notamment la mort cellulaire, la mitose et la différenciation cellulaire. Nous avons commencé
notre étude en utilisant le phénotype d’aile induit par la surexpression de Rbfl, puis nous nous
sommes intéressés au cas de Debcl.
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Figure 22: Effet d’une diminution de Parkin sur les phénotypes d’ailes et I'apoptose au niveau larvaire induits
par Rbf1 et Debcl (résultats a confirmer). vg>lacZ (vg-Gald/+; UAS-lacZ/+); ParkinC00062 ; Vg>lacZ (vg-Gald/+;
UAS-lacz/ParkinC00062); vg>rbfl (vg-Gald/+; UAS-rbfl/+); ParkinC00062; vg>rbfl (vg-Gald/+; UAS-
rbf1/ParkinC00062) ; vg>debcl (vg-Gal4/UAS-debcl; UAS-debcl/+); ParkinC00062; vg>debcl (vg-Gal4/UAS-debcl;
UAS-debcl/ParkinC00062) A. et C. Histogramme de la fréquence des phénotypes d’ailes. Le nombre d'ailes
observées est pour A. n= 725 et pour C. n=375. L'analyse statistique a été réalisée a l'aide du test de Wilcoxon. Ce
résultat est représentatif de trois expériences biologiques indépendantes. C. et D. Détection de 'apoptose dans le
disque imaginal d’aile larvaire a l'aide d’un anticorps anti-Dcp-1 clivé. Chaque point correspond a l'apoptose
mesurée au niveau d’un disque imaginal d’aile. L'analyse statistique a été réalisée a l'aide du test de Kruskal Wallis
et du test post hoc de Wilcoxon. Ce résultat est représentatif de deux expériences biologiques indépendantes.

Comme pour PINK1, la surexpression de rbf1 chez une souche hétérozygote mutée pour
Parkin (Park®%2 yn mutant perte de fonction) conduit a une diminution de la perte de tissu au
niveau de l'aile adulte (Figure 22A). De maniére surprenante, la quantification de I'apoptose au
stade larvaire ne présente pas de diminution statistiquement significative (Figure 22B).

En ce qui concerne la surexpression de debcl (Figure 22 C et D) en condition hétérozygote
mutant pour Parkin, comme pour rbf1, on observe une réduction du phénotype d’aile . Parkin
serait donc impliquée dans le phénotype d’aile induit par Debcl. La quantification de I'apoptose
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chez les individus Parkin®®2;yg>debcl dans le domaine vg montre une diminution de la quantité
de caspase clivée comparé aux individus vg>debcl, validant ainsi le réle de Parkin dans I'apoptose
induite par debcl. Néanmoins, ce rble est a nuancer car j’ai réalisé quatre expériences dont seules
deux se sont révélées significatives, bien que toutes allaient dans le sens d’'une diminution en
contexte Parkin©00%2,

Pour compléter ces résultats nous nous sommes intéressés a la possibilité pour Rbfl de
réguler transcriptionnellement le géne codant la protéine Parkin. La fonction principale de Rbfl
est celle de co-facteur de transcription. Rbfl induit la répression ou l'activation de la transcription
de ses cibles qui sont particulierement nombreuses. Parmi elles, se trouvent des génes codant des
protéines régulatrices d’autophagie [339]. En lien avec ce fait, je me suis interrogée sur les
différences de niveau d’ARNm du gene codant la protéine Parkin. Pour cela, des expériences de
RTqPCR ont été effectuées sur des ARNs extraits de cellules de disques imaginaux d’aile. Les taux
d’ARNm ont été quantifiés en condition témoin /acZ (cellules de disques imaginaux surexprimant
le géne lacZ, vg>lacZ) et dans notre condition d’intérét (cellules de disques imaginaux surexpimant
rbf1, vg>Rbf1). Pour valider la relevance de I'expérience, des genes cibles de Rbfl ont été choisis
comme témoin positif, how, et négatif, buffy. La surexpression de rbf1 induit une diminution du
taux d’ARNm de buffy et une augmentation de celui d’how. Ces conditions étant réunies, elles
confirment I'induction d’apoptose par Rbfl. Dans ces conditions, nous n'avons pas observé de
variation significative de la quantité d’ARNm park codant la protéine Parkin (Figure 23). Il
semblerait donc que Rbfl ne module pas I'expression de park dans notre contexte.
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Figure 23 : Taux relatifs d’/ARNm des génes codant Parkin, Drp1, How et Buffy en condition de surexpression de
rbf1 au niveau du disque imaginal d’aile. Log10 des taux relatifs d/ARNm des génes. Ces résultats sont obtenus
apres normalisation avec le géne de ménage ubal et rapportés au contréle LacZ. Les différences statistiques ont
été déterminées en comparant les valeurs issues de 3 expériences indépendantes a I'aide du test Student.

Méme si I'ensemble de ces résultats reste pour le moment a confirmer et ne permettent
pas d’impliquer Parkin dans I'apoptose induite par Rbfl, on peut envisager que Parkin agisse plut6t
comme un régulateur positif de 'apoptose induite par Rbfl et Debcl, dans la mesure ou toutes les
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expériences allaient dans le sens d’une diminution en contexte Parkin®%2, Cette observation irait
dans le méme sens que les résultats observés en contexte mutant pour PINK1 qui est connue pour
activer Parkin au niveau de la mitochondrie. De plus, si cette régulation existe réellement elle ne
passerait pas par une régulation transcriptionnelle de park induite par Rbf1l.

En paralléle, nous avons également étudié I'expression de drp1. Ce gene a été choisi au vu
du réle clé de Drpl dans la modulation de la balance apoptose/mitophagie. Ainsi, contrairement
a ce qui est observé pour park, nous avons observé une diminution significative du taux d’/ARNm
drpl.

La diminution de I'expression de drpl est inattendue car la protéine Drpl est nécessaire
pour I'apoptose induite par rbfl. Néanmoins une étude réalisée sur des embryons précoces
montre que des niveaux élevés de drpl favorisent la mitophagie au détriment de I'apoptose alors
gu’un changement d’expression de drpl conduisant a un faible taux de protéine Drpl augmente
la sensibilité de la cellule a I'apoptose [361]. On peut envisager qu’en régulant négativement
I'expression de drpl, Rbfl favorise I'apoptose

En conclusion, dans le disque imaginal d’aile, la surexpression de rbfl ne module pas
I'expression de Park mais diminue la quantité d’ARNm de drp1..
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2. Quide la mitophagie ou de I'apoptose est induit en premier ?

Les nombreux liens entre apoptose et mitophagie soulévent la question du partage des
acteurs, des inducteurs, des décisionnaires mais également de la chronologie des événements qui
suivent un stress mitochondrial. Plusieurs possibilités ont été proposées vis-a-vis de I'autophagie
générale par Denton et Jumar, 2019 (Figure 24). Dance ce schéma l'autophagie a été remplacé par
la mitophagie, pour présenter cing hypothéses qui peuvent étre envisagées. La premiére
possibilité est une mitophagie concomitante a I'apoptose. Ensuite, nous avons une mort induite
par la mitophagie différente de I'apoptose. La troisieme possibilité est une apoptose dépendante
de la mitophagie. La quatrieme proposition montre une activation de lI'apoptose qui induit de la
mitophagie ou bien la mort de la cellule. Enfin, la cinquiéme proposition ol une apoptose et une
mitophagie peuvent étre induites et conduire toutes deux a la mort de la cellule.

Medié par la mitophagie
Mitophagie-associée Apoptose et mitophagie

Dépendant de la mitophagie S Apoptose et mitophagie
& 4

) b

e . LAl (G @m

g

2
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Figure 24: Schéma des hypotheses des chronologies des événements cellulaires induit par un stress
mitochondrial. Adapté de Denton et Kumar 2019 [379].

Pour mieux comprendre la cinétique de notre systeme, nous avons effectué des mesures
de l'apoptose en bloquant, a défaut de la mitophagie, le processus autophagique. Inversement
nous avons mesuré la mitophagie en bloguant le processus apoptotique (Figure 25). Avec ces
expériences, nous avons pu observer si l'altération d’'un processus affecte le second ou si au
contraire, aucune variation n’est observée.
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Atgl

)

Atg7

Figure 25: Schéma des cibles utilisées pour bloquer I'apoptose ou l'autophagie. A gauche, schéma simplifié de
l'autophagie issue de la Figure 9. Les génes mutés au cours des expériences codent les protéines Atgl et Atg7. A
droite, schéma de I'apoptose induite par Rbf1. Le blocage de I'apoptose est réalisé par un inhibiteur de caspase,
p35, ou une mutation du géne debcl.

a. Lapoptose dépendante de la mitophagie

Pour le blocage de 'autophagie, nous avons utilisé des mutants pour les génes Atg7 (perte
de fonction) et Atgl (mutant dominant négatif) respectivement impliqués dans I’élongation du
phagophore et dans les phases précoces d’induction de I'autophagie. Nous avons recherché si, en
contexte mutant hétérozygote, les phénotypes d’aile ou l'apoptose induite par rbfl étaient
modulés (Figure 26). Dans le cas d’Atg7 (mutant Atg79’’) nous n’avons observé aucun effet sur le
phénotype d’aile, ce qui est en accord avec la quantification de I'apoptose qui ne varie pas. Afin de
confirmer ces résultats, nous avons bloqué I'autophagie plus en amont en utilisant un mutant
d’atgl. La seule expérience réalisée, en contexte hétérozygote mutant, n’a pas montré de variation
dans la répartition du phénotype daile.

Ainsi, il semblerait qu’une diminution partielle des effecteurs du processus autophagique
n‘affecte pas l'apoptose induite par rbfl. Ces résultats sont inattendues car la perte de PINK1
conduit a une diminution de l'apoptose. Si I'autophagie générale n‘altére pas le processus
apoptotique alors que la protéine pro-mitophagie PINK1 le diminue, il est possible que le réle de
PINK1 dans ce processus soit indépendant de la mitophagie. Il reste toutefois a confirmer ces
expériences avec plus de données et de vérifier qu’en contexte mutant hétérozygote pour Atgl et
Atg7 la mitophagie est bien diminuée.
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Figure 26: Observation des phénotypes d’ailes et mesure du taux d’apoptose induits par Rbf1l en condition
mutant ou non du géne atg7. vg>lacZ (vg-Gald/+; UAS-lacz/+); Atg7[d77]; vg>lacZ (vg-Gald/Atg7[d77]; UAS-
lacz/+); vg>rbfl (vg-Gald/; UAS-rbf1/+); Atg7[d77] ; vg>rbf1 (vg-Gal4/Atg7[d77]; UAS-rbf1/+) A. Histogramme de
la fréquence des phénotypes d’aile. Le nombre d'ailes observées est n=408. L'analyse statistique a été réalisée a
l'aide du test de Wilcoxon. Ce résultat est représentatif de trois expériences biologiques indépendantes. B.
Détection de l'apoptose dans le disque imaginal d’aile a I'aide d’un anticorps anti-Dcp-1 clivé. Chaque point
correspond a la quantité d’apoptose mesurée au niveau d’un disque imaginal d’aile. L'analyse statistique a été
réalisée a l'aide du test de Kruskal Wallis et du test post hoc de Wilcoxon. Ce résultat représente I'ensemble de
deux expériences biologiques indépendantes.

b. La mitophagie dépendante de I'apoptose

Pour déterminer si la mitophagie est consécutive a I'apoptose, deux tests ont été réalisés
pour bloquer le processus apoptotique. Nous avons utilisé la surexpression du gene codant la
protéine p35, un inhibiteur des caspases capable d’empécher leur activation, et un mutant perte
de fonction de Debcl, Debcl®®. Les résultats présentés ici sont préliminaires car réalisés une seule
fois. Les différences observées quand la protéine p35 est surexprimée ou en condition Debcl®?® ne
sont pas significatives. Néanmoins nous observons dans les deux cas une tendance a
I'augmentation de la mitophagie quand l'apoptose est inhibée (Figure 27).

En conclusion, la mitophagie n’est pas significativement affectée par un blocage de
I'apoptose mais cela reste a confirmer par des expériences supplémentaires au vu de la tendance
des résultats.

D'aprés ces observations, trois des mécanismes présentés en Figure 24 peuvent étre
éliminés. L'apoptose induite par Rbfl ne semble donc pas étre affectée par une diminution du
récepteur BNIP3, bien que cela diminue la mitophagie, tout comme une baisse du niveau d'Atgl
ou d'Atg7. Ces résultats suggérent que la mitophagie n'est pas nécessaire pour induire I'apoptose
dans ce systéme, et invalide les hypothéses 2, 3 et 5 de la Figure 24. Enfin, I'inhibition du processus
apoptotique n‘affecte pas significativement la mitophagie et le niveau de mitophagie tend a
augmenter. Donc l'apoptose n’est pas nécessaire pour induire de la mitophagie ce qui n'est pas en
accord avec I'hypothése 4. L'ensemble de ces résultats est donc plutét en faveur d'une mitophagie
paralléle a I'apoptose qui pourrait limiter I'entrée en apoptose, I’hypothése 1.
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Figure 27: Mesure de la mitophagie induite par rbfl en contexte mutant hétérozygote pour debcl ou en
présence d’une surexpression de linhibiteur d’apoptose p35. vg>lacZ (vg-Gald/+; UAS-laczZ/+); vg>lacZ;
debcl[E26] (vg-Gald/+; UAS-lacZ/debcl[E26]); vg>rbf1 (vg-Gald/+; UAS-rbf1/+); vg>rbfl; debcl[E26] (vg-Gal4d/+;
UAS-rbf1/debcl[E26]); vg>lacZ; p35 (vg-Gald/+; UAS-lacZ/ p35) vg>rbfl,p35 (vg-Gald/+; UAS-rbfl/p35). A. et B.
Quantification de la mitophagie en utilisant mt-Keima en rapportant le niveau de mitophagie a l'aire a la zone
sélectionnée. L'analyse statistique a été réalisée a I'aide du test de Kruskal Wallis et du test post hoc de Wilcoxon.
Ces résultats correspondent 'ensemble de deux expériences biologiques indépendantes.
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3 Turbo Debcl, un outil de détection des partenaires de Debcl

a. Lesystéme Turbo ID
Depuis plusieurs années, le laboratoire travaille sur le processus apoptotique chez la
drosophile dont un des acteurs majeurs est la protéine Debcl. Bien que caractérisée depuis les
années 2000, aucun anticorps commercial n‘est capable de détecter cette protéine. Ce manque
d’anticorps rend notamment difficile I'identification de partenaires de Debcl.

Pour remédier a ce probléme, nous avons choisi de développer une protéine recombinante
Debcl couplée a une enzyme biotinylante du nom de Turbo BiolD, ici appelé Turbo. Cet outil,
initialement développé pour les modeéles cellulaires, a été adapté au modele drosophile. Ainsi, la
fonction enzymatique de Turbo biotinylera ses potentiels partenaires de la protéine Debcl. Ces
protéines seront récupérées en utilisant des billes d’agarose couplées a la streptavidine avant
d’étre analysées par spectrométrie de masse. L'objectif a terme sera de comparer les interactions
protéiques de Debcl en présence et absence de la protéine PINK1.

b. La construction et la validation de 'outil

La réalisation de la construction a nécessité des mises au point et des changements de
stratégies tout au long du projet. Au final nous sommes partis de deux vecteurs, I'un contenant le
gene debcl et un second codant la séquence Turbo ID V5 (V5 est une étiquette qui permet de
détecter et suivre les protéines d’intérét). Le vecteur final choisi est le plasmide pUASTattB. Ce
plasmide, en plus de posséder une séquence UAS, posséde une séquence attB. Cette séquence a
la capacité de recombiner avec des séquences attP grace a la protéine PhiC31 qui est une intégrase.
La séquence attP a été insérée dans le génome de nombreuses lignées de drosophiles au niveau
de sites spécifiques et connus. Ainsi, la séquence attB nous permet d’insérer notre séquence
d'intérét au niveau d’un site spécifiquement choisi dans le génome de la drosophile.

Nous avons décidé dans un premier temps de construire deux vecteurs : I'un codant la
protéine TurboS, ne contenant que la séquence turbo comme témoin, et I'autre, codant la protéine
TurboD-Debcl, contenant la séquence de turbo en amont de la séquence de debc/ (Figure 28). Cette
position permet de laisser libre le domaine C terminal de la protéine Debcl. Ce domaine contient
sa séquence transmembranaire qui est nécessaire a son insertion au niveau de la membrane
mitochondriale externe.
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Synthése d'amorce présentant des sites de restriction en
amont et en aval des séquences Turbo et Debcl

Séquence:

V5-Turbo5 EcoRI
V5-TurboD [m

Les séquences sont insérées dans le plasmide pUASTattB

pUASTattB
attB

Vérification de l'insert par séquencage et digestion.

BamHI Bgill

z

Intégration du plasmide dans le génome de la drosophile
par recombinaison homologue par la société Best Gene

V5-TurboS

attB
Intégrase PhiC31 X Génome drosophile

—— I

Figure 28: Construction des souches transgéniques TurboS et TurboD-Debcl. Les séquences turboS, turboD et
debcl sont obtenues par PCR avec des amorces contenant les séquences des enzymes de restriction EcoRl ou
BamH1. Apreés digestion les séquences d’intérét sont insérées dans le vecteur pUASattB, vérifiées par séquenc¢age.
Deux digestions ont été effectuées afin de vérifier la taille et la présence des inserts. une digestion témoin Bglll ne
contenant qu’un seul site de restriction et permettant d’obtenir des fragments de 9Kbp pour tuboS (TS) et 10Kbp
pour turboD-debcl (TD) respectivement. En paralléle, apres une digestion par BamHI|, deux séquences sont
présentes dans le plasmide pUASTattB et une seule entre les segments turboD-debcl. Les plasmides validés ont
été envoyés a l'entreprise Best Gene pour effectuer une transgénése . L'insertion dans le génome de la Drosophile
est faite grdce a l'intégrase PhiC31 au niveau des attP40 sur le chromosome Il et attP2 au niveau du chromosome
1.
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Pour construire notre insert final, nous avons synthétisé les séquences de turboS, turboD
et debcl par PCR. Les séquences des amorces de restriction présentes aux abords des séquences
de turbo et debcl ne correspondent pas aux séquences des sites d’enzymes présents dans la
séquence du plasmide de destination pour réaliser les lignées transgéniques. Nous avons donc
construit des amorces présentant des sites de restrictions ajoutés aux extrémités du segment
correspondant aux séquences d’intérét (Figure 28). Pour TurboS, nous avons utilisé la séquence
EcoRlI pour les régions codantes les extrémités 5’ et 3’. Pour TurboD-Debcl, nous avons utilisé EcoRI
pour la partie codant I'extrémité 5’ de turboD et pour |'extrémité 3’ de debcl. De plus, entre les
séquences turboD et debcl, des nucléotides correspondant a une alternance de six glycines et
sérines ont été ajoutées pour permettre aux deux protéines d’exercer leurs fonctions sans se
bloquer mutuellement. Les séquences obtenues ont été insérées dans le vecteur puis validées par
digestion enzymatique et par séquencage. Les plasmides finaux ont été envoyés a I'entreprise Best
Gene pour insertion dans le génome de la drosophile et obtention de drosophile transgéniques.

Une fois recues, dans le but de vérifier la conservation des fonctions de la biotinylase et de
Debcl, les souches obtenues ont été croisées avec une souche contenant le pilote Vg et la synthese
de la protéine TurboS ou TurboD-Debcl vérifiée par western-blot en utilisant un anticorps dirigé
contre le tag V5 présent sur les deux constructions (Figure 29). La quantité de protéine n’est pas
comparable car la dissection des génotypes a été faite a I'aveugle. La quantité de cellule est
identique mais I'absence de balanceur n’a pas permis de sélectionner uniquement les larves
exprimant une construction turbo. Ainsi les extraits sont composés de disques d’ailes exprimant
ou non le transgéne dans des proportions inconnues. Pour valider le maintien de la fonction pro-
apoptotique de V5-TurboD-Debcl, une expérience d’'immunofluorescence sur disque imaginaux
d’aile a été réalisée, en utilisant I'anticorps anti-Dcp-1 clivé afin de visualiser les cellules en
apoptose. En parallele, la localisation de la protéine a été vérifiée grace a l'anticorps anti V5 et,
enfin, a l'aide de streptavidine fluorescente, nous avons pu observer une augmentation de la
guantité de molécules biotinylées dans le domaine Vg des disques imaginaux possédant la
construction Turbo-ID ou TurboD-Debcl. Une augmentation du marquage V5 est également visible
a ce niveau. Le marquage réveéle la présence de la protéine Turbo-S ou TurboD-Debcl. Il semblerait
qgue les protéines TurboD-Debcl s’accumulent, conduisant a l'apparition de spots qui doivent
encore étre étudiés pour savoir s’ils colocalisent avec la membrane mitochondriale. Par contre
nous n‘observons pas d'augmentation de l'apoptose. Cette observation est cohérente avec les
résultats précédemment obtenus qui montrent que la surexpression d’une copie unique de debcl
n‘est pas suffisante pour observer une augmentation significative de I'apoptose et un phénotype
au niveau des ailes.
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Figure 29: Validation de l'outil Turbo. A. Western blot des protéines issues des disques imaginaux d’aile des
drosophiles de génotypes TurboD-Debcl et Turbo. La bande correspond au marquage anticorps dirigé contre le
Tag-V5. La bande TurboS (TS) est de 37kDa et TurboD-Debcl (TD) est de 71 kDa. PM (poids moléculaire en kDa). B.
Disque imaginaux observé au zoom 63 avec un marquage V5 pour les souches TurboD-Debcl et TurboS C. Disques
imaginaux d’aile marqués au Dapi (a, e, i), a la Streptavidine (révélant la biotine ; b, f, j), avec I'anticorps anti-Dcp-
1 clivé (c, g, k) et avec l'anticorps anti-Tag-V5 (d, h, |). TurboD-Debcl (vg-Gal4/+; turboD-debcl/+), TurboS (vg-
Gal4/+; turboS/+) et W1118 (+/+; +/+).
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Figure 30: Schéma bilan des résultats et hypothéses. Les fleches pleines correspondent aux données de la littérature. Les fleches en pointiller correspondent a nos
observations et hypothéses

114



DISCUSSION ET PERSPECTIVES

1. Les protéines de la mitophagie dans l'apoptose induite par Rbfl
et Debcl

a. BNIP3 dans le processus apoptotique

La majorité des études sur le réle de BNIP3 dans l'apoptose ont été réalisées chez les
mammiferes. Chez la drosophile, I’'homologue de BNIP3 a été peu étudié. Dans ce modele BNIP3
est largement présenté comme un géne nécessaire a la survie cellulaire. Au niveau de cerveaux de
drosophile il induit la mitophagie afin d'éliminer les mitochondries dysfonctionnelles. Cela favorise
I'homéostasie des muscles, de l'intestin et la longévité des drosophiles [167]. Dans les cellules
germinales, BNIP3 joue également un réle pro-survie et permet |'élimination de mitochondries
défectueuses ayant accumulées des mutations dans leur ADN, ce processus impliqgue une
mitophagie dépendante de BNIP3, mais indépendante de PINK1/Parkin [168,391]. Les travaux
réalisés chez les mammiféeres soulignent un role de BNIP3 dans la mitophagie, toutefois plusieurs
travaux le présentent comme un facteur favorisant la mort cellulaire en raison de sa capacité a lier
des anti-apoptotiques de la famille Bcl-2. Le réle de BNIP3 est donc complexe et les travaux
effectués chez la drosophile n'ont pas étudié son activité dans un épithélium en prolifération
comme le disque d'aile ou son role dans un contexte apoptotique. Les résultats que j'ai obtenus
permettent donc d'investiguer ces questions.

Rbfl ne semble pas moduler I'expression de BNIP3 dans notre systéme

Comme il a été déja mentionné, Rb présente de nombreuses cibles transcriptionnelles. La
protéine pRb module I'expression de genes de l'autophagie. Plus spécifiqguement, en condition
d’hypoxie le complexe pRb/E2F1 peut réprimer I'expression de BNIP3 pour inhiber la mitophagie
[392]. Une large part des cibles transcriptionnelles de pRB sont également des cibles
transcriptionnelles de Rbfl. La surexpression de rbfl s’accompagne d’une augmentation de
mitophagie, ainsi Rbfl pourrait moduler I'expression de génes codant des protéines impliquées
dans le processus de mitophagie. Pour confirmer cette hypothése, nous avons mesuré le niveau
des ARNm codant les protéines modulatrices de I'apoptose (BNIP3, PINK1, Parkin) en contexte de
surexpression de rbfl. Au vu des résultats chez le mammifére, nous nous attendions a une
répression transcriptionnelle de BNIP3. Les résultats montrent que I'expression de BNIP3 n’est pas
modulée par la surexpression de rbfl. Contrairement a I'étude chez le mammifére, BNIP3 ne
semble pas étre une cible transcriptionnelle de Rbfl dans notre modéle. De plus, dans notre
modele d’apoptose, les cibles transcriptionnelles responsables de I'induction de I'apoptose sont
régulées par le complexe Rbf1/E2F2 [355] et non pas par E2F1 comme dans I'étude de Tracy et al. .
Par ailleurs, dans le modéle mammifére, 'expérience est réalisée sur des organes d’'embryon de
souris en condition d’hypoxie. Notre mesure de I'expression, quant a elle, est faite au niveau du
disque imaginal d’aile, un tissu épithélial qui se développe différemment du tissu murin. Il est donc
possible que les conditions nécessaires pour observer une répression transcriptionnelle de BNIP3
par Rbfl ne soient pas réunies. Il est également possible que, chez la drosophile, BNIP3 ne soit pas
une cible transcriptionnelle de Rbfl.
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i La possibilité pour BNIP3 de réguler les protéines de la famille Bcl-2

Si I'expression de BNIP3 n’est pas régulée par Rbfl, cette protéine reste un modulateur de
I'apoptose induite par Rbfl. Un mécanisme possible pour expliquer I'effet protecteur de BNIP3 sur
I'apoptose induite par Rbfl reposerait sur une interaction de BNIP3 avec les protéines de la famille
Bcl-2, Sayonara, Debcl et/ou Buffy.

Les premiéres études chez le mammifére décrivent un role pro-apoptotique de BNIP3, en
interagissant avec les protéines Bak et Bak [363,365]. De méme chez la drosophile, une étude décrit
une fonction pro-apoptotique pour BNIP3 au cours du développement musculaire [166].
Néanmoins plus récemment BNIP3 a été identifié comme régulateur de mitophagie, capable
d’éliminer les mitochondries endommagées et de favoriser la survie cellulaire [160,167]. Au cours
de notre étude, BNIP3 est également apparue comme un facteur de survie cellulaire. La diminution
de BNIP3 aggrave le phénotype et augmente I'apoptose induite par Rbfl. Ainsi BNIP3 serait un
régulateur négatif du processus apoptotique induit par Rbf1.

Chez les mammiféres BNIP3 a la capacité d’interagir avec les protéines de la famille Bcl-2,
notamment avec Bcl-xL et Bcl-2 (tous deux anti-apoptotiques) [276,364,365,393]. La conservation
partielle de la protéine BNIP3 chez la drosophile permet de supposer que cette interaction serait
conservée chez la drosophile. En effet, méme si BNIP3 de drosophile ne possede pas de motif BH3
évident [321], on ne peut exclure une telle interaction dans la mesure ou, chez les mammiferes,
BNIP3 peut se lier a Bcl-2/Bcl-xL indépendamment de son BH3 [309]. Nous avons observé que
BNIP3 régule négativement I'apoptose en amont de Debcl. Dans ces conditions, BNIP3 pourrait
interagir avec Buffy et favoriser son activité anti-apoptotique. Le mécanisme proposé par lkegawa
et al. 2023 serait une interaction entre les trois membres connus de la famille bcl-2 chez la
drosophile : Sayonara, Buffy et Debcl. Cette interaction favoriserait I'activation des caspases. Or
dans les modeéles du laboratoire, Buffy inhibe Debcl. Les deux modéles mis en commun on peut
supposer que l'inhibition de Debcl est bloquée par son interaction avec Sayonara. Dans ce contexte,
BNIP3 pourrait entrer en compétition avec Sayonara pour maintenir Buffy actif et ainsi maintenir
Debcl inhibé.

On ne peut également pas exclure une interaction entre les protéines Sayonara ou Debcl,
ou BNIP3 jouerait le role d’inhibiteur. Loutil Turbo-Debcl que nous avons développé devrait nous
permettre de répondre a la question d’une possible interaction avec Debcl. Les études avec Buffy
et Sayonora seront plus compliquées a mettre en ceuvre au vu du manque d’anticorps disponibles
mais reste une piste a envisager.

Enfin un dernier membre sur lequel la protéine BNIP3 pourrait se fixée est la protéine
Beclin 1 (Atgb chez la drosophile) une régulation de la balance mitophagie apoptose impliquant
une compétition entre un régulateur de l'autophagie et un membre de la famille Bcl-2 a déja été
observée, chez les mammiféres, avec la protéine Beclin 1 [356,357]. La fixation de Bcl-2 a Beclin 1
inhibe I'autophagie [312]. La libération de Beclin 1 peut se faire par I'intermédiaire des protéines a
BH3 only et permet d’induire l'autophagie, ce qui compenserait la mort cellulaire. Néanmoins, en
condition de surexpression de rbfl, il n'a pas été observé d’augmentation de mitophagie
dépendente de BNIP3 (Figure 30).
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iii.  Lactivité protectrice de BNIP3 sur les phénotypes induits par Debcl

En parallele nous avons observé que la déplétion en BNIP3 augmente le phénotype de
perte de tissu de l'aile adulte induit par Debcl. Cette perte de tissu adulte supplémentaire est
indépendante de I'apoptose car les marquages TUNEL et de la caspase Dcp-1 clivée dans le disque
d’aile au stade larvaire ne sont pas affectés en contexte vg>debcl versus vg>debcl, BNIP3 RNAI.
Plusieurs hypothéses peuvent expliquer ce phénomeéne. Tout d’abord, le laboratoire a observé
récemment une induction du stress du réticulum endoplasmique (RE) en cas de surexpression de
debcl. Dans des cellules de mammiféres, BNIP3 a été détectée au niveau de la membrane du RE et
une augmentation de I'expression de BNIP3 est observée chez des cellules soumises a un stress du
RE. De plus, cette augmentation de BNIP3 est un élément critique, dans la mesure ol un knock-
down de BNIP3 par siRNA atténue le dysfonctionnement des cardiomyocytes induits par le stress
ER, en rétablissant le contenu en Ca2+ du réticulum sarcoplasmique. [394-397]. Une étude chez la
drosophile montre que la diminution de BNIP3 conduit a une augmentation de la RE-phagie [398].
Ces observations ouvrent la possibilité d’un réle éventuel de BNIP3 dans le contrdle du stress du
RE chez la drosophile. Lintensité de ce stress, induit par debcl, pourrait étre dépendant de BNIP3.
La perte de BNIP3 devrait dans ce cas conduire a une diminution du stress du RE induite par Debcl.
Le stress du RE pourrait altérer le développement de l'aile ou induire une mort indépendante de
I'activation des caspases et non détectée par la méthode TUNEL. Pour tester cette hypothése, des
mesures du stress RE en condition d’expression de debcl avec ou sans ARNi BNIP3 sont en cours
au laboratoire. Par ailleurs, il sera nécessaire de rechercher si le stress du RE induit en contexte
vg>debcl est associé a une augmentation de I'expression de BNIP3.

La seconde hypothese concerne la prolifération cellulaire au niveau du disque d’aile. Le
réle de BNIP3 sur la prolifération reste indéterminé. Des études montrent une augmentation de la
prolifération en cas de perte de la protéine BNIP3 [399,400]. A I'inverse il a été montré que la
surexpression de BN/P3 participe a la prolifération cellulaire [401]. BNIP3 semble pouvoir induire
ou inhiber la prolifération cellulaire selon le type cellulaire et les stimuli testés. Au laboratoire, il a
été montré que l'apoptose induite par Rbfl est aussi accompagnée d’une prolifération
compensatoire qui permet de limiter 'endommagement des tissus [354,355]. Il est possible que
I'induction de I'apoptose par Debcl induise aussi une prolifération compensatoire. Ainsi, si BNIP3
est nécessaire a ce mécanisme, sa perte pourrait expliquer I'aggravation du phénotype d’aile induit
par Debcl, sans pour autant altérer le processus apoptotique. Cette hypothése pourrait étre testée
en réalisant des marquages de la prolifération cellulaire a I'aide d’anti-Phospho Histone H3 sur des
disques imaginaux d’aile vg>debcl en contexte sauvage ou de surexpression d’'un ARNi BNIP3.

Nos résultats montrent que BNIP3 régulerait négativement le processus apoptotique induit
par Rbfl Nous avons également montré que BNIP3 module le phénotype induit par Debcl
indépendamment d’une régulation du processus apoptotique et ne module pas la mitophagie
induite par Debcl. La modulation du phénotype par BNIP3 est donc indépendante de 'apoptose et
de la mitophagie. Or la surexpression de Debcl conduit a une augmentation de stress du RE mais
impacte également la prolifération cellulaire. Le r6le complexe de BNIP3 sur ces deux processus
permet de supposer que BNIP3 pourrait diminuer le phénotype d’aile en induisant un stress RE qui
pourrait favoriser la prolifération pour compenser la perte de tissu.
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b. PINK1 dans le processus apoptotique
De tous les résultats obtenus, les plus clairs sont les résultats concernant la protéine PINK1.

Nous avons pu montrer que la protéine est impliquée dans le processus apoptotique induit par les

protéines Rbfl ou Debcl. PINK1 agit donc en aval ou au niveau de la protéine Debcl. Pour identifier

les mécanismes par lesquels PINK1 intervient au cours de l'apoptose nous avons voulu tester

plusieurs hypotheses.

Un nombre grandissant de protéines connues pour leur capacité a induire de la mitophagie

interviennent également dans la régulation de dynamique mitochondriale. De plus, I'activation de

Drpl et son adressage a la mitochondrie sont régulés par des phosphorylations de Drpl. Aussi,

nous nous avons recherché si la protéine PINK1 modulait I'activité de la protéine DRP1. Pour cela

nous avons compareé différents parametres en condition mutante pour PINK1 :

L’état de phosphorylation de Drp1. En effet, la kinase PINK1 peut phosphoryler la protéine
DRP1 comme le montrent certaines études [80,402]. Lexpérience a été réalisée avec un
anticorps dirigé uniquement contre la protéine Drpl Phosphorylée en S616 (site induisant
I'activation de Drpl). Aucune différence n'a été observée quand la protéine PINK1
fonctionnelle est absente au cours des deux expériences réalisées.

La relocalisation de Drpl a la mitochondrie. Cette relocalisation est essentielle pour
induire la fission mitochondriale observée au cours du processus apoptotique [355]. Pour
répondre a cette question des expériences de fractionnement cellulaire sur disque d’aile
ont été réalisées. Malgré de multiples tentatives, nous n’avons pas réussi a séparer les
mitochondries des microsomes du RE. Les résultats n’étaient pas exploitables car la
protéine Drpl peut se localiser au niveau de la MME, mais aussi au niveau du réticulum
endoplasmique [403]. Une alternative serait de quantifier le taux de protéine DRP1
mitochondriale en analysant les images obtenues aprés marquage par
immunofluorescence de la protéine DRP1 phosphorylée en S616.

L’interaction Debcl Drpl. Debcl et Drpl doivent interagir pour permettre la fission
mitochondriale observée au cours de I'apoptose induite par Rbfl [355]. Des expériences
de ColP réalisées pour mettre en évidence cette interaction ont été tentées. Ces
expériences n‘ont pas permis de mettre en évidence l'interaction Debcl Drpl en condition
témoin. Des expériences de PLA sont actuellement mises au point pour répondre a cette
question.

Induction de la fission mitochondriale. En effet, 'apoptose induite par Rbfl ou Debcl
conduit a une augmentation de la fission mitochondriale [355]. Le réseau mitochondrial
est précisément visualisé par le marquage mtKeima. De nombreuses images ont été prises
en mtKeima pour évaluer le niveau de mitophagie. Ces images pourront étre utilisées pour
déterminer s’il y a des modifications de la fission en absence de PINK1. De nombreuses
pistes restent a explorer pour mieux appréhender le réle de PINK1 dans le processus
apoptotique.

Le role pro apoptotique de PINK1 dans le processus apoptotique passerait par une action

au niveau mitochondriale en altérant soit la dynamique mitochondriale soit au niveau des

protéines de la famille Bcl-2 (Figure 30).
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c. La mitophagie au cours du processus apoptotique
La fonction pro-mitophagie connue de BNIP3 et PINK1 souléve la question du rdle de la
mitophagie dans I'apoptose induite par Rbfl et Debcl.

BNIP3 un régulateur de la mitophagie basale

BNIP3 est le plus souvent associé une mitophagie induite par HIF1 ou a une mitophagie
développemental au cours de la fécondation. Néanmoins BNIP3 semble impliquée dans la
mitophagie basale [404]. Chez la drosophile, la diminution de BNIP3 par CRISPER/Cas9 montre une
augmentation de la quantité de mitochondries et souligne ainsi son réle dans I'élimination
mitochondriale [398].

Au cours de nos travaux, nous avons observé que BNIP3 n’est pas responsable de la
mitophagie observée en contexte de surexpression de rbf1 ou debcl. Mais une augmentation de la
mitophagie est observée lorsque I'on diminue le niveau de BNiP3 par rapport a un témoin sauvage.
Ces observations confirment le réle de BNIP3 dans I'induction de la mitophagie basale. Elles sont
en accord avec ce que dit la littérature sur le modéle drosophile. Ce réle est distinct de sa fonction
inhibitrice du processus apoptotique car I'induction de la mitophagie par Rbfl n’est pas impactée
par la perte de BNIP3.

Notre hypothése est que BNIP3 serait a I'interface de I'apoptose et de la mitophagie en
induisant la mitophagie pour limiter I‘apoptose induite par Rbfl. Compte tenu des résultats de la
littérature il est possible que BNIP3 puisse interagir avec Buffy et avec Beclin 1 (aussi appelée Atgb
chez la drosophile). Linteraction transitoire de BNIP3 et Buffy serait inhibée par Rbfl qui diminue
I'expression de buffy permettant une interaction entre BNIP3 et Beclin 1 pour induire une
mitophagie protectrice et diminuée I'apoptose induite par Rbfl (Figure 30).

ii.  PINK1 un régulateur de la mitophagie induite par le processus apoptotique

Pour PINK1, de maniére surprenante, sa perte augmente la mitophagie. Ce résultat n’est
pas un cas isolé. Une d’étude dans des cellules SH-SY5Y, montre que la diminution de PINK1 induite
par RNAi favorise I'autophagie [405]. De méme, dans des cellules dopaminergiques de souris
MNB9D, la diminution de la quantité de PINK1 conduit a une augmentation la mitophagie [406].
Enfin une publication montre que PINK1 peut agir comme un inhibiteur de la mitophagie. La forme
cytosolique de PINK1 issue de son clivage mitochondrial peut interagir avec Parkin. Cette
interaction pour empécher la translocation mitochondriale de Parkin [407,408]. Dans ces études
PINK1 est un régulateur négatif du stress mitochondrial. Au vu de role pro-apoptotiques de PINK1
et de son role pro-mitophagie dans I'apoptose induite par Rbfl, il est peu probable que PINK1
inhibe la mitophagie. Sa perte pourrait conduire a une augmentation du stress qui n’est plus pris
en charge. Dans ces conditions une mitophagie indépendante de PINK1 serait induite. La perte de
PINK1 induirait une voie de mitophagie paralléle pour compenser le stress induit par son absence.

Lapoptose induite par debcl ou rbfl s'Taccompagne d’'une augmentation de la mitophagie.
Dans le cas de Debcl, la mitophagie induite est indépendante de PINK1. Une autre protéine est
donc responsable de la mitophagie induite par la surexpression de debcl. Pour Rbfl, la mitophagie
induite est affectée par la perte de PINK1. PINK1 pourrait jouer un double réle en induisant en
paralléle de I'apoptose et de la mitophagie. Une seconde hypothéese est que PINK1 induit une
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mitophagie nécessaire au processus apoptotique. D'aprés nos expériences, la perte des protéines
Atg n‘affecte pas l'apoptose induite par rbfl. Cette observation est en faveur de la premiere
hypothése, PINK1 induirait indépendamment I'apoptose et la mitophagie dans un contexte de
surexpression de rbfl. Néanmoins, il est important de souligner que, chez les mammiféres, les
protéines de la famille Atg sont parfois nécessaire a I'induction de I'apoptose [409,410]. La perte
de Atg5 ou Atgl2 inhibe la mort cellulaire [411,412] et Atg7 peut interagir avec la caspase-9 pour
moduler la balance apoptose/autophagie dans des cellules MEFs. Nos études chez la drosophile
sont réalisées avec Atgl et Atg7. Chez la drosophile, la surexpression d’Atgl induit la mort cellulaire
[413]. Pour Atg7 il a été montré qu’elle est requise pour I'apoptose au niveau intestinal [414]. La
lignée Atg7 utilisée par I'équipe du professeur Neufeld est un hétérozygote composite qui présente
des mutations différentes sur les deux alléles codant Atg7. Dans notre cas, la lignée utilisée est
hétérozygote pour la mutation Atg7. Cette différence pourrait expliquer nos résultats non
significatifs. Des expériences supplémentaires sont nécessaires pour compléter nos observations.
Ces expériences devront étre réalisées en utilisant des outils induisant une altération plus forte du
processus autophagique.

iii. Deux voies de mitophagies distinctes

Chez les mammiferes, une étude montre que BNIP3 protége PINK1 en empéchant son
clivage, favorisant ainsi sa relocalisation mitochondriale [170]. Ainsi, dans ce contexte, PINK1 active
Parkin pour induire la mitophagie. Une perte de BNIP3 conduit a une diminution de la mitophagie
PINK1/Parkin dépendante. Les effets antagonistes, que nous avons observés, de la perte de PINK1
et BNIP3 sur la mitophagie basale semblent exclure la possibilité pour BNIP3 d’induire la
mitophagie par l'intermédiaire de PINK1. En effet, la mitophagie augmente suite a la perte de
PINK1. Si la mitophagie induite par BNIP3 était dépendante de PINK1, la perte de PINK1 devrait
induire une baisse de la mitophagie, comme cela est observé en condition RNAi BNIP3. Il
semblerait donc que dans notre systéme PINK1 et BNIP3 ne collaborent pas pour induire de la
mitophagie. A I'inverse, nous pouvons supposer que BNIP3 compenserait le stress induit par la
perte de PINK1 en augmentant la mitophagie. Pour mieux caractériser le processus mitophagie
gue nous observons, il pourrait étre intéressant de construire des lignées mutantes pour PINK1 et
BNIP3 et observer les conséquences sur la mitophagie basale.

Létude de la mitophagie a permis de mettre en avant deux systemes régulateurs de
mitophagie distincts. Une premiére mitophagie basale, induite en partie par BNIP3 et une seconde
mitophagie dépendante du stress induit par Rbf1, médiée par PINK1 (Figure 30).
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d. Parkin une protéine pléiotropique au réle complexe

Nous avons étudié le réle éventuel de Parkin dans I'apoptose induite par rbf1 ou debcl. Les
premiers résultats, qui restent a confirmer, suggerent que Parkin module les phénotypes d’ailes
induits par rbfl et debcl. U'étude de l'apoptose a été plus complexe. Les quantifications de
I'apoptose dans le disque d’aile semblent montrer que Parkin est impliquée dans I'apoptose induite
par debcl mais pas dans I'apoptose induite par rbf1. Comme présenté en introduction, Parkin peut
interagir avec de nombreuses protéines de la famille Bcl-2 pour induire ou inhiber 'apoptose. Nous
suspectons donc que Parkin agit au niveau de Debcl pour moduler I'apoptose. Cette modulation
est visible uniquement en cas de surexpression de Debcl car la quantité de protéines Debcl est bien
plus importante dans ce contexte par rapport a la quantité de Debcl en condition de surexpression
de rbf1.

Concernant Rbf1, la modulation de phénotype observée pourrait étre liée au réle de Parkin
dans la biogenese mitochondriale (PARIS, Parkin interacting substrate), le cycle cellulaire (induit la
dégradation de cycline) ou le métabolisme [185,186]. Nos résultats concernant Parkin doivent étre
confirmés. En effet, la répétition des expériences de quantification de I'apoptose a montré une
diminution de I'apoptose non significative pour deux expériences et une diminution significative
pour une troisieme. La souche mutante utilisée contient une mutation de Parkin létale a I'état
homozygote. Les individus testés sont donc hétérozygotes pour la mutation. La copie sauvage de
la protéine pourrait étre suffisante pour que les fonctions de Parkin soient assurées dans le
processus apoptotique. Pour remédier a ce probleme, il faudrait utiliser une souche homozygote
ou diminuer la quantité de protéine Parkin en exprimant un ARNi Parkin en fond mutant pour
Pakin.

La fonction de Parkin dans ce processus est complexe a déterminer. Parkin possede une
activité pléiotropique dans les cellules. Elle peut moduler la mitophagie, la prolifération cellulaire,
réguler le cycle cellulaire, agir directement sur les protéines impliquées dans le processus
apoptotique ou altérer le métabolisme cellulaire. De nombreuses pistes sont a envisager pour
pouvoir répondre a la question du role de Parkin dans le processus induit par la surexpression de
rbf1 ou debcl.

e. PINK1 prend son indépendance

Une fonction indépendante de la mitophagie

Au vu de ces résultats, I'action de PINK1 sur I'apoptose induite par Rbfl ou Debcl ne semble
pas dépendre de son action sur la mitophagie. Un certain nombre d’études montrent que PINK1
présente des fonctions indépendantes de la mitophagie [415-417]. Si la fonction la plus étudiée de
PINK1 est I'induction de la mitophagie, il a été montré que PINK1 régule d’autres fonctions
cellulaires. La régulation de l'apoptose comme citée plus haut. PINK1 phosphoryle Bcl-xL,
empéchant le clivage de cette protéine anti-apoptotique et protégeant ainsi de la mort cellulaire,
indépendamment de la mitophagie [203]. Il a également été observé a de nombreuses reprises
des diminutions de I'activité des complexes de la chaine respiratoire dans le modéle murin mutant
pour la protéine PINK1 [415-417]. Plus spécifiquement, une étude chez des souris mutées pour
PINK1 montre une diminution de la phosphorylation d’une sous-unité du complexe 1 (NdufA10)
altérant la fonction du complexe [418]. De plus, PINK1 pourrait également étre impliquée dans le
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transport mitochondrial [204]. PINK1 interagit avec la protéine Miro et induit une dérégulation de
la protéine conduisant a une diminution du transport mitochondrial au niveau axonale [419]. La
capacité de PINK1 a phosphoryler DRP1 est aussi importante car le transport mitochondrial
requiert I'isolement d’une section mitochondriale par fission [80]. Enfin PINK1 pourrait largement
impacter la cellule, car elle est capable d’activer le facteur de transcription p53 dans des cellules
cancéreuses [371]. Ces exemples montrent bien que PINK1 remplit des réles distincts de la
mitophagie. Ces éléments sont cohérents avec la possibilité pour PINK1 d’induire I'apoptose et la
mitophagie.

i.  Une fonction indépendante de Parkin

PINK1 module I'apoptose induite par rbf1 alors que Parkin ne semble pas moduler le taux
d’apoptose. On peut donc supposer qu’au cours de cette apoptose, I'activation de Parkin par PINK1
n‘est pas requise pour diminuer le taux d’apoptose. Cette observation est cohérente avec notre
hypothése : PINK1 pourrait exercer son action pro-apoptotique indépendamment de la
mitophagie. Un nombre croissant d’études comme cité plus haut, identifient des régulations
induites par PINK1 et indépendante de Parkin. Chez la drosophile notamment, PINK1 agirait en
amont de HtrA2, une protéine inhibitrice de IAP, donc pro-apoptotique pour la protection
neuronale [218]. Cette activité est justement indépendante de Parkin.

Le role de PINK1 au cours du processus apoptotique induit par Rbfl semble ainsi
indépendant de sa fonction pro-mitophagie, mais aussi de son partenaire Parkin, soulignant le role
complexe de PINK1 dans la régulation des processus cellulaires.
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2. Les partenaires de Debcl

a. Drpl et la balance mitophagie apoptose
La seule régulation transcriptionnelle que nous avons observée est une diminution de
I'expression de Drpl induite par la surexpression de rbf1. Cette régulation négative, directe ou
indirecte, est inattendue. Drp1 est nécessaire au processus apoptotique induit par rbf1 [355] donc
la diminution de quantité de la protéine pourrait conduire a une diminution de la fission ce qui
n‘est pas observée.

Chez le mammifere, DRP1 est un régulateur de la balance apoptose mitophagie,
notamment dans le tissu embryonnaire en développement [349]. Il est montré que la quantité de
Drpl régule la capacité des cellules souches a entrer en apoptose en favorisant la mitophagie. En
revanche, au cours de la différenciation, le niveau de DRP1 est réduit, on observe un faible taux de
fission mitochondriale et une baisse de mitophagie qui facilitent I'apoptose. Un taux élevé de DRP1
favorise donc la mitophagie alors qu’une baisse de l'activité de DRP1 sensibilise les cellules a
I'apoptose [349]. Dans ces conditions, la surexpression de rbf1, en diminuant I'expression de Drp1,
pourrait sensibiliser les cellules a l'apoptose. De plus, une étude a montré par co-
immunoprécipitation que I'induction de la nécroptose par le calcium dans les hépatocytes conduit
a une interaction physique entre les protéines DRP1 et pRb au niveau mitochondrial [420]. Cette
observation ouvre une autre piste pour expliquer la régulation par pRb de l'activité de DRP1, a un
niveau post transcriptionnelle cette fois.

Ces résultats inattendus montrent qu’en plus de buffy, Rbfl pourrait également induire une
répression de drpl au cours du processus apoptotique. Déterminer si cette répression est
directement induite par Rbfl sera la prochaine étape pour comprendre le mécanisme.

b. Turbo-ID une autre approche

Pour pousser plus loin I'étude des protéines de la famille Bcl-2, nous avons choisi d’étudier
I'interactome de Debcl. Pour ce faire, des souches présentant une protéine recombinante Debcl
couplée a la protéine biotinylante Turbo-ID ont été construites. Les protéines proches de Debcl
seront biotinylée, isolées grace a la streptavidine et identifiées par spectroscopie de masse. La
validation des souches transgéniques Turbo-ID que j’ai générées nécessitent encore des étapes de
validation. Pour l'instant, seules les souches présentant un insert sur le chromosome Il ont été
testées. Nous sommes en train de poursuivre en utilisant les souches possédant une insertion sur
le chromosome Il.

Les premiers résultats obtenus, notamment par marquage a l'aide d’un anti-DCP1 clivé,
d’un anti-Biotine et d’'un anti-V5, suggérent que notre construction TurboD-Debcl n’induit pas
d’apoptose. Ces résultats étaient inattendus, car jusqu'a présent, la surexpression de deux copies
de debcl était nécessaire pour observer une induction d’apoptose. Cela permet de synthétiser une
quantité de Debcl plus importante. Les croisements nécessaires pour obtenir une souche
exprimant deux copies du transgene sont en cours de réalisation. Nous espérons ainsi induire de
I'apoptose dans ce contexte génétique. Une fois ces souches validées, nous pourrons réaliser des
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expériences pour identifier les protéines qui interagissent avec Debcl et confirmer, ou non, le réle
de PINK1 dans la modulation de ces interactions.

L'utilisation de cette souche ne se limitera pas a I'étude du rbéle de PINK1. Elle nous
permettra de mieux comprendre la régulation induite par Debcl chez la drosophile. Nous pourrons
notamment comparer les interactions de Debcl dans différents tissus comme le tissu en
prolifération du disque d’aile ou des tissus différenciés comme les neurones.

Pour conclure, la construction turbo ID est terminée. Les validations nécessaires a son
utilisation sont en cours. Une fois la mise au point terminée nous commencerons a analyser les
protéines interagissant potentiellement avec Debcl.
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CONCLUSION

Lobjectif de ma these était de mieux caractériser, chez la drosophile, les interactions entre
les voies de mitophagie et la voie d’apoptose induite par Rbfl. Cette derniere implique Debcl, une
protéine pro-apoptotique de la famille Bcl-2. En travaillant sur ce projet, nous avons pu mettre en
évidences différents éveénements qui ont lieu au cours du processus apoptotique.

Dans le contexte de surexpression de Rbf1 ou de Debcl au niveau du disque imaginal d’aile
larvaire, PINK1 apparait comme une protéine pro-mitophagie et pro-apoptotique en agissant sur
des voies paralléles. La mitophagie induite par Rbfl est en partie contrélée par PINK1. Lapoptose
induite semble indépendante de Parkin et la protéine PINK1 interviendrait au niveau ou en aval de
Debcl au cours du processus apoptotique. Nous cherchons a présent a caractériser la fonction de
PINK1 dans le processus apoptotique induit par Debcl ou Rbf1.

Le second inducteur de mitophagie que j'ai étudié est BNIP3. Il est important pour la
mitophagie basale indépendante de PINK1 et Parkin qui pourraient faire intervenir Beclin 1 (Atg6
chez la drosophile). BNIP3 est un régulateur négatif de I'apoptose induit par Rbfl. Cette régulation
passe potentiellement par une interaction avec les protéines de la famille Bcl-2. BNIP3 pourrait
jouer un role indépendant de I'apoptose en modulant le stress du Réticulum Endoplasmique induit
par la surexpression de Debcl. Identifier une possible modulation du stress du RE en condition de
déplétion de BNIP3 est le prochain objectif relatif a cet aspect du projet.

Concernant le facteur pro-fission Drpl, la diminution du niveau de son transcrit en
contexte de surexpression rbfl pose de nombreuses questions. Il serait intéressant de mesurer la
fission du réseau mitochondriale dans ces conditions. Il serait également informatif de rechercher
si cette régulation est également observée en condition de surexpression de debcl.

Enfin les derniers test nécessaires pour valider I'outil Turbo Debcl sont en cours. En plus
des expériences de validation, des croisements doivent étre effectués pour permettre de controler
I'outil afin de I'utiliser a son plein potentiel.

Lensemble de ces résultats a permis de progresser dans I'identification des acteurs de la
mitophagie qui interagissent avec I'apoptose dans ce modele. Toutefois, ils ne permettent pas
d’identifier clairement les mécanismes sous-jacents aux liens apoptose/mitophagie mis en
évidence. Néanmoins, il ne fait aucun doute que ces liens sont forts et jouent un réle
particulierement important dans la régulation des fonctions cellulaires et le développement de
I'organisme. Approfondir ces questions présenterait un réel intérét. Les techniques et outils mis en
place au cours de ma these permettront de répondre a une partie des questions soulevées par nos
observations.
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