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Introduction

Préambule

rb est le premier géne suppresseur de tumeur a avoir été identifié dans des cellules humaines. Son
inactivation est une étape préalable au développement de nombreux cancers. De fagon cohérente avec son réle
de suppresseur de tumeur, pRb inhibe la prolifération cellulaire en contrélant la transition G1/S. pRb fonctionne
principalement comme un régulateur transcriptionnel et ses partenaires les mieux caractérisés sont les facteurs
de transcription de la famille E2F. Le rble de rb dans le controle de I'apoptose est complexe et bien moins
documenté que son réle dans la régulation du cycle cellulaire. En effet, en fonction du contexte cellulaire, rb peut
avoir des effets pro- ou anti-apoptotiques. Des études menées au laboratoire sur rbf1, 'homologue de drosophile
du gene rb, ont permis de mettre en évidence que le role de rbf1 vis-a-vis de I'apoptose dépend du statut
prolifératif de la cellule. La surexpression de rbf1 dans un tissu en prolifération, grace au systeme UAS/Gal4 (cf.
Annexe 1), induit une mort caspase dépendante alors que ces effets ne sont pas observés dans un tissu post-
mitotique. Au cours de ma theése, je me suis attachée a décrire les mécanismes sous-jacents a I'apoptose induite
par rbf1 dans un tissu prolifératif a savoir les disques imaginaux d’ailes (structure présente chez la larve a I'origine
de l'aile adulte) et j’ai pu montrer I'existence d’'un mécanisme de prolifération compensatoire en réponse a la

mort induite par Rbfl.

La premiére partie de mon introduction vise donc d’une part a décrire les acteurs impliqués dans I'apoptose
et d’autre part a présenter une des conséquences tissulaires possibles de I'apoptose a savoir la prolifération en
réponse a |'apoptose. Par soucis de concision, j'ai choisi de présenter dans cette premiére partie des données
concernant principalement la drosophile, en les comparant quand cela le nécessite aux données existant chez
les mammiferes. Dans une deuxieme partie, je me suis attachée a présenter les protéines a poche Rbfl chez la
drosophile et pRb chez les mammiféeres en insistant sur leur fonction de régulateur de la transcription et sur leur

role vis-a-vis de I'apoptose.
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Figure n°1 : Conservation du cceur de la machinerie apoptotique entre différents organismes.

Les principaux acteurs de I'apoptose sont conservés entre le nématode (a gauche), la drosophile (au
centre) et les mammiféres (a droite). Les trois modeéles possédent des caspases (en rouge/orange), des
activateurs de caspases (en jaune) et des membres de la famille Bcl-2 (en bleu) qui peuvent étre pro- ou
anti-apoptotiques. Chez la drosophile, les liens entre les protéines de la famille Bcl-2 et I'activateur de
caspases Dark ne sont pas clairement définis. La drosophile et les mammiféeres possédent également
des inhibiteurs de caspases (en vert) et des antagonistes de ces inhibiteurs (en violet).




Introduction

I. L’apoptose : mécanisme et conséquences tissulaires

A. L’apoptose, un processus conservé au cours de I’évolution

De fagon surprenante, de nombreuses cellules produites au cours du développement des métazoaires
ont pour destin de mourir. Cette mort cellulaire permet notamment de sculpter les organes pendant la
morphogeneése et d’éliminer des structures devenues inutiles comme la queue du tétard (Baehrecke, 2002).
Outre ce réle développemental, la mort cellulaire est requise pour éliminer les cellules dangereuses ou

endommagées.

Il existe différentes fagcons pour une cellule de mourir. En 1972, Kerr définit la mort par apoptose en
I'opposant a la mort par nécrose. La nécrose est une mort cellulaire dite "accidentelle" qui survient suite a un
dommage tissulaire physique ou chimique. Par opposition, I'apoptose est une forme « physiologique » de mort
cellulaire. Elle est qualifiée de mort propre car contrairement a la nécrose, le contenu cellulaire n’est pas déversé
dans le tissu environnant, il n’y a donc pas d’inflammation. L’apoptose est définie comme un processus survenant
en deux étapes : une condensation nucléaire et cytoplasmique, associée a une fragmentation cellulaire formant
des corps apoptotiques, suivie de la phagocytose et de la dégradation de ces corps apoptotiques par les cellules

environnantes (Kerr et al., 1972).

Chez 'Homme, des dysfonctionnements du phénomeéne d’apoptose conduisent a des pathologies
séveres, soit du fait d’un défaut de mort cellulaire comme pour les cancers ou, au contraire, a cause d’un exces
de mort comme dans le cas du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) qui s’accompagne d’une mort
prématurée des cellules immunitaires. L'identification des composants et des régulateurs de la machinerie
d’apoptose est donc cruciale pour la compréhension des maladies associées a un déreglement du programme
de mort cellulaire et pour le développement de thérapies. Ceci explique que les travaux concernant |I'apoptose

aient représenté et représentent encore aujourd’hui un sujet d’intenses investigations.

La base génétique de la mort cellulaire chez les métazoaires a d’abord été découverte chez
Caenorhabditis elegans (C. elegans). Le coeur de la machinerie est constitué de 4 protéines : EGL-1 (egg laying
defective 1), CED-9 (cell death abnormal 9), CED-4 (cell death abnormal 4) et CED-3 (cell death abnormal 3). La
caspase CED-3 et son activateur CED-4 sont présents de fagon ubiquitaire. Toutefois la plupart des cellules sont
protégées de I'apoptose par CED-9, une protéine anti-apoptotique a multi-domaine de la famille Bcl-2. CED-9
séquestre CED-4 a la mitochondrie et empéche son oligomérisation. Ainsi CED-9 inhibe I'activation de CED-3
dépendante de CED-4. Dans les cellules destinées a mourir, il y a expression du géne egl-1 codant pour une
protéine BH3-only de la famille Bcl-2. Cette protéine perturbe I'interaction entre CED-9 et CED-4, permettant
ainsi a CED-4 d’activer CED-3 (Metzstein et al., 1998). Le cceur de cette machinerie est conservé chez les
mammiféres et la drosophile (Figure 1). La drosophile présente une complexité intermédiaire entre le nématode

et les mammiféeres (Mignotte et al., 2005).
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Figure n°2 : Structure des caspases de drosophile

Représentation schématique des sept caspases de drosophile. Toutes les caspases possedent une
grande sous-unité (en rose) et une petite sous-unité (en violet) en C-terminal. Les caspases initiatrices
Dronc, Dredd et Strica contiennent un long pro-domaine N-terminal qui comprend respectivement des
motifs CARD (caspase activation and recruitment domain), DED (death effector domain) ou qui est riche
en sérine et thréonine. Les caspases effectrices Drice, Dcp-1, Decay et Damm possedent un court

pro-domaine.

Adapté de Denton et al., 2013a, Kumar and Doumanis, 2000, Xu et al., 2009 et Bergmann, 2010.
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J'ai choisi de présenter ici les principaux acteurs impliqués dans la régulation de I'apoptose chez la
drosophile, qui constitue I'organisme modele utilisé au cours de mon travail de thése. Quand cela le nécessite,
je comparerais ces acteurs a ceux existant chez les mammiféres qui possedent des voies de régulation similaires
mais qui présentent une complexité plus importante du fait que les régulateurs appartiennent a des familles

multi-génétiques.

B. L’apoptose chez la drosophile

a) Structure et classification des caspases

Quel que soit I'organisme considéré, les caspases (cysteinyl aspartate-specific proteases) sont les
principaux effecteurs de I'apoptose. Ce sont des protéases qui possedent une cystéine au sein de leur site actif
et qui, en général, clivent leur substrat aprés une séquence spécifique se terminant par un résidu aspartate
(Kumar, 2007). Elles sont synthétisées sous forme d’un précurseur inactif appelé zymogéne qui comprend trois
domaines distincts : un pro-domaine N-terminal de longueur variable, une grande sous-unité et une petite sous-
unité (Thornberry and Lazebnik, 1998). Leur activation implique un clivage protéolytique : la caspase active est
un hétérotétramere composé de deux petites et deux grandes sous-unités (Cryns and Yuan, 1998; Nicholson,

1999).

Les caspases sont classées en deux catégories selon la longueur de leur pro-domaine. Les caspases ayant
un pro-domaine long sont appelées caspases initiatrices alors que celles qui ont un pro-domaine court sont dites
caspases effectrices. Le long pro-domaine des caspases initiatrices contient des motifs d’interactions
protéine/protéine comme le domaine CARD (caspase recruitment domain) ou le domaine DED (death effector
domain) (Aravind et al., 1999). Ces motifs permettent I'interaction du précurseur de la caspase avec une molécule
adaptatrice, donc son recrutement, au sein d’un complexe macro-moléculaire ce qui va promouvoir
I’'homodimérisation des caspases initiatrices et leur activation auto-catalytique (Kumar, 1999; Kumar and Colussi,
1999). Les caspases initiatrices ainsi activées vont alors cliver, donc activer, les caspases effectrices. Une fois
actives, ces derniéres vont cliver des centaines de protéines cellulaires (Fischer et al., 2003). Ainsi les caspases
jouent un role protéolytique majeur dans le désassemblage du noyau et du cytosquelette au cours du processus

de mort cellulaire.

Chez les mammiféres, 18 caspases ont été caractérisées (Connolly et al., 2014) alors qu’on en dénombre
7 chez la drosophile (Cooper et al., 2009; Kumar and Doumanis, 2000) (Figure 2). Trois d’entre elles, Dronc (Death
regulator Nedd2-like caspase), Dredd (Death related ced-3/Nedd2-like caspase) et Strica (Ser/Thr-rich caspase),
contiennent un long pro-domaine et sont considérées comme des caspases initiatrices alors que Drice (Death
related ICE-like caspase), Dcp-1 (Death caspase-1), Decay (Death executioner caspase related to Apopain/Yama)
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Figure n°3 : dronc est un gene essentiel requis pour la mort cellulaire développementale et en
réponse au stress.

(a)

b)

Analyse de la mort cellulaire développementale dans des embryons sauvages (wt en 1, 3, 5) et dans
des embryons mutants pour dronc (/124 en 2, 4, 6). On visualise la mort cellulaire par un marquage
TUNEL (1, 2), I'activation de la caspase effectrice Drice par un anticorps anti-Drice activé (3, 4) et les
cellules gliales de la ligne médiane par un marquage anti-f galactosidase (5, 6). La perte de fonction
de dronc conduit a une perte quasi-totale de la mort cellulaire embryonnaire (2) et de I'activation
de Drice (4). De fagon cohérente avec la diminution de la mort cellulaire, on observe la présence de
cellules gliales additionnelles au niveau de la ligne médiane dans le systeme nerveux central
embryonnaire (6).

Issu de Xu et al., 2005.

La perte de fonction de dronc (dronc®) est létale au stade pupal et conduit a la présence de tumeurs
mélanotiques.

Issu de Chew et al., 2004

Analyse de la mort cellulaire en réponse a l'irradiation dans des disques imaginaux d’ceil issus de
larves sauvages (WT) ou mutantes pour dronc (dronc®). On visualise la mort cellulaire par un
marquage a l'acridine orange (en vert). On observe une nette augmentation de la mort cellulaire en
réponse a l'irradiation pour les disques sauvages. Cette augmentation n’est pas observée dans le cas
de la perte de fonction de dronc.

Issu de Daish et al., 2004
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et Damm (Death associated molecule related to Mch2 caspase) n’ont pas de long pro-domaine. Ce sont des

caspases effectrices.

b) Les caspases initiatrices chez la drosophile

Dronc est la principale caspase initiatrice chez la drosophile, elle est considérée comme I’homologue
fonctionnel de la caspase 9 de mammifére. dronc est exprimée de fagon ubiquitaire pendant tout le
développement (Dorstyn et al., 1999a) et son expression est régulée par I'ecdysone (hormone stéroidienne) dans

les glandes salivaires et I'intestin (Cakouros et al., 2004).

Les mutants dronc sont |étaux au stade pupal et présentent des tumeurs mélanotiques (Figure 3) (Chew
et al., 2004; Daish et al., 2004; Xu et al., 2005). Il existe un dépot maternel de dronc au sein des ovocytes. La
mutation a la fois maternelle et zygotique de dronc conduit a un blocage quasi complet de I'apoptose
embryonnaire (Figure 3), a des défauts d’involution de la téte et a une |étalité embryonnaire (Xu et al., 2005).
Des études détaillées des mutants nuls dronc démontrent que dronc est requis pour la mort cellulaire, entre
autre, dans l'intestin et le cerveau larvaire, dans les disques imaginaux d’ceil et d’aile, dans les neuroblastes et
dans les cellules des glandes salivaires au cours de la métamorphose (Daish et al., 2004; Waldhuber et al., 2005;
Xu et al., 2005). Dronc est donc essentiel pour I'apoptose survenant au cours du développement de la drosophile
gue ce soit pendant 'embryogenése, au cours des stades larvaires ou de la métamorphose. Une analyse clonale
montre que les tissus adultes sont également affectés par la perte de fonction de dronc (Chew et al., 2004). En
outre, Dronc est requis pour I’apoptose induite par différents stress cellulaires (Figure 3) tel que des dommages
a ’ADN ou une perturbation de la synthese protéique (Chew et al., 2004; Daish et al., 2004; Waldhuber et al.,
2005). De fagon cohérente avec cette fonction pro-apoptotique, la surexpression de dronc dans I'ceil en
développement induit de la mort cellulaire et une perte de tissus (Hawkins et al., 2000; Meier et al., 2000; Quinn
et al., 2000). Toutefois, bien que Dronc soit la principale caspase initiatrice, I'apoptose et I’activation des caspases

peuvent survenir de fagon indépendante de dronc dans certains tissus (Daish et al., 2004; Xu et al., 2005).

En plus de ses fonctions pro-apoptotiques, Dronc assure des roles non-apoptotiques (Figure 4) dans la
migration cellulaire, I'individualisation des spermatides, la prolifération compensatoire, la différenciation des
précurseurs des organes sensoriels ou encore le remodelage des tissues dans I’élagage des dendrites (D'Brot et

al., 2013; Hay and Guo, 2006; Xu et al., 2009).

Dronc posséde un domaine CARD dans son pro-domaine (Figure 2) (Dorstyn et al., 1999a). Chez les
mammiferes, une interaction homotypique entre le domaine CARD de la caspase 9 et un motif similaire de
I’adaptateur APAF1 (Apoptotic peptidase activating factor 1), en présence de cytochrome c et d’ATP permet le
recrutement de la caspase 9 dans un complexe multimérique appelé apoptosome. L’activation de la caspase 9
survient au sein de ce complexe. Bien que le role du cytochrome c dans la mort cellulaire chez la drosophile reste

controversée (cf. paragraphe 1.B.4.a), Dark (Death-associated APAF1-related killer), homologue d’APAF1 joue un
19
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Figure n°4 : Roles non apoptotiques des caspases chez la drosophile.

(a) Au cours des stades tardifs de la spermatogenése, les spermatides qui se développent au sein d’un
syncytium doivent étre séparés les uns des autres. Cette individualisation implique Hid, Dark, FADD
et les caspases Dronc, Dcp-1, Drice et Dredd. Le mécanisme par lequel les caspases sont activées et
les cibles clivées restent a identifier.

(b) Au cours de l'ovogenése, pendant la migration des cellules de bordure (cellules folliculaires
somatiques), la Profilin et Racl activent Diapl qui régule I'activité de Dronc. Dronc participe a la
migration des cellules de bordure. Chez la drosophile, lorsque les cellules du disque imaginal d’aile
meurent suite a un stress, elles sont remplacées par des cellules voisines par un mécanisme de
prolifération en réponse a I'apoptose. Ceci permet de maintenir une taille correcte du tissu. Dronc
est requis pour ce phénomeéne de prolifération en réponse a I'apoptose.

Adapté de Hay et al., 2004 et Hay et al., 2006
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role dans I’activation de Dronc. Dark possede un domaine CARD (Kanuka et al., 1999a; Rodriguez et al., 1999;
Zhou et al., 1999) et est capable d’interagir avec Dronc (Quinn et al., 2000; Yu et al., 2006) formant ainsi un

apoptosome chez la drosophile.

Dronc est capable de s’auto-cliver aprés un résidu glutamate en position 352 (E352) entre la petite sous-
unité et la grande sous-unité (Dorstyn and Kumar, 2008; Yan et al., 2006). Ce clivage favorise la formation d’un
homodimere stable de Dronc et la formation d’un site catalytique actif. En effet, aprés clivage au résidu E352,
Dronc forme un dimere stable en solution alors que le mutant Dronc E352A (au sein duquel le glutamate en
position 352 est remplacé par une alanine) qui ne peut pas étre clivé reste sous forme monomérique comme
c’est le cas pour la forme zymogene. Au sein du dimere, les monomeres adjacents stabilisent mutuellement leur
site actif ce qui conduit a une augmentation drastique de l'activité catalytique in vitro (Yan et al., 2006). Le
recrutement de Dronc par Dark au sein de I'apoptosome facilite le clivage initial de Dronc au résidu E352
(Hawkins et al., 2000; Yan et al., 2006). Toutefois, au cours du processus de mort cellulaire, le domaine CARD de
Dronc est clivé (Muro et al., 2004; Yan et al., 2006). L’apoptosome participe donc a I’activation initiale de Dronc
en recrutant le zymogéne mais une fois Dronc activé, son interaction avec Dark n’est plus requise pour exercer
son activité pro-apoptotique. Ces données concernant le role de I'auto-clivage de Dronc sont aujourd’hui
controversées. Dorstyn et al. indiquent que I'auto-clivage de Dronc n’est pas essentiel pour son activation et sa
fonction pro-apoptototique (Dorstyn and Kumar, 2008). En effet, une mutation de dronc au site E352 n’altére ni
I'activité catalytique de Dronc sur ses substrats, ni sa capacité a induire de I'apoptose. Une autre étude menée
in vitro conforte ces données en indiquant que le clivage de Dronc en position E352 n’est ni nécessaire ni suffisant
pour I'activation de Dronc (Snipas et al., 2008). En outre, in vitro, Dark n’est pas suffisant pour induire seul une
activation de Dronc (Dorstyn and Kumar, 2008). Un facteur additionnel, qui reste a identifier, permet une

augmentation importante de I'activation de Dronc induite par Dark.

La caspase initiatrice Dredd contient deux domaines DED dans son pro-domaine (Figure 2) et est
similaire a la caspase 8 de mammiféres (Chen et al., 1998). La perte de fonction de dredd n’entraine pas de
défauts importants du programme de mort cellulaire développementale. Toutefois les mutants dredd sont
résistants a la mort induite par la surexpression des genes pro-apoptotiques reaper, hid et grim (Chen et al.,
1998). Initialement, on accordait donc a Dredd un réle pro-apoptotique. En réalité, des analyses génétiques ont
établi que Dredd joue un réle fondamental dans la réponse immunitaire innée (Elrod-Erickson et al., 2000; Leulier
et al., 2000). En effet, la perte de fonction de dredd augmente considérablement la sensibilité des mouches a
une infection par des bactéries Gram négative et altére la synthése des peptides antimicrobiens induite en
réponse a cette infection. Le role de Dredd a ensuite été précisé : suite a une infection bactérienne, Dredd permet
le clivage protéolytique et I'activation de Relish, un facteur de transcription de la famille NF-KB (nuclear factor-
kappa B) (Kim et al., 2014; Stoven et al., 2000; Stoven et al., 2003). En outre, Dredd a également un role dans

I'individualisation des spermatides (Figure 4) (Huh et al., 2004b).

20






Introduction

Strica posséde un long pro-domaine N-terminal caractéristique des caspases initiatrices. Toutefois Strica
est une caspase atypique car son pro-domaine est dépourvu de domaines CARD et DED mais contient un domaine
riche en serine et thréonine de fonction inconnue (Figure 2) (Doumanis et al., 2001). La surexpression de strica
dans des cellules de drosophile en culture induit de la mort cellulaire ce qui laisse penser que Strica pourrait
assurer un role dans I'apoptose développementale. L'expression d’un ARN interférent (ARNi) dirigé contre strica
retarde la mort des cellules inter-ommatidiales et I'élimination des glandes salivaires (Leulier et al., 2006). Par
ailleurs, Strica et Dronc ont un role redondant d’une part dans la mort cellulaire des cellules nourriciéres au cours
de I'ovogenése (Baum et al., 2007) et d’autre part dans I'apoptose des neurones peptidergiques pendant la
métamorphose (Lee et al., 2011a). Les cibles cellulaires de Strica sont, a ce jour, inconnues, le mécanisme d’action

précis de cette caspase atypique reste donc a déterminer.

c) Les caspases effectrices chez la drosophile

Drice, Dcp-1, Decay et Damm possédent un pro-domaine court (Figure 2) et sont donc considérées
comme des caspases effectrices chez la drosophile. Bien que I'expression ectopique de decay et damm déclenche
de I'apoptose dans des cellules en culture (Dorstyn et al., 1999b; Harvey et al., 2001), ces deux caspases ne sont
pas requises pour la mort développementale. decay est tres exprimée dans I'intestin larvaire moyen au cours de
sa destruction (Dorstyn et al., 1999b) mais la perte de fonction de decay n’altére pas I'élimination de cette
structure larvaire (Denton et al., 2009). Des données suggérent que Decay pourrait agir de facon redondante
avec la machinerie canonique d’apoptose dans des contextes spécifiques (Leulier et al., 2006) . Le role

physiologique de ces deux caspases reste a déterminer.

Les deux autres caspases effectrices, Drice et Dcp-1 partagent un fort niveau d’homologie entre elles.
De plus, elles sont toutes les deux exprimées pendant tout le développement (Arbeitman et al., 2002; Fraser and
Evan, 1997) et sont clivées et activées par Dronc (Hawkins et al., 2000; Meier et al., 2000; Muro et al., 2002).
Toutefois les mutants nul pour dcp-1, bien qu’ils présentent des défauts dans la mort des cellules germinales
induite par une privation de nutriment au cours de I'ovogenese, sont viables, fertiles et ne présentent pas de
défauts majeurs (Laundrie et al., 2003) alors que les mutants drice présentent de nombreux défauts
développementaux et meurent au stade pupal (Kondo et al., 2006; Muro et al., 2006; Xu et al., 2006). Une grande
partie de la mort embryonnaire est abolie en absence de drice. En outre les cellules mutantes pour drice sont
résistantes a I'apoptose induite par différents stress comme l'irradiation ou une inhibition de la synthese
protéique (Muro et al., 2006). De plus, une immunodéplétion de Drice est suffisante pour éliminer la quasi-
totalité de I'activité apoptotique dans des cellules de drosophile en culture (Fraser et al., 1997). Drice est donc
considérée comme la principale caspase effectrice chez la drosophile. Toutefois Drice et Dcp-1 fonctionnent de
maniére redondante pendant I'apoptose de certaines cellules au cours de I'ovogeneése, de I'embryogenese et de

la métamorphose ((Baum et al., 2007; Lee et al., 2010a; Xu et al., 2006)
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Figure n°5 : Structure des membres de la famille des IAPs chez la drosophile

Représentation schématique des quatre IAPs de drosophile. Toutes les IAPs possedent au moins un
domaine BIR (baculovirus IAP repeat). Ce domaine permet des interactions protéine/protéine. Diapl et
Diap2 possede un domaine RING (Really Interesting New Gene) en C-terminal qui joue le réle d’E3
ubiquitine ligase. dBruce posséde un domaine UBC (ubiquitin conjugating) en C-terminal.

Adapté de Bergmann et al., 2003, Xu et al., 2009 et Bergmann, 2010.
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Chez la drosophile, Dronc, Drice et Dcp-1 sont donc les principales caspases impliquées dans les
événements apoptotiques. Une fois activée, Dronc clive et active Drice et/ou Dcp-1 qui vont ensuite cliver

plusieurs substrats cellulaires déclenchant ainsi I’apoptose.

Des forces opposées modulent I'activité des caspases, qui sont présentes de fagon constitutive dans la
plupart des cellules sous la forme zymogene. En effet, des protéines adaptatrices telle que Dark chez la
drosophile agissent positivement sur les caspases initiatrices alors qu’un contréle négatif est assuré par les
membres de la famille des IAPs (Inhibitors of Apoptosis Proteins). Plusieurs stratégies sont donc utilisées pour
controler le niveau de caspases actives. Toutefois I'importance de ces différents points de contréle sur le statut

des caspases varient en fonction de I'organisme considéré.

Les Inhibitors of Apoptosis Proteins (IAPs) sont des protéines conservées au cours de I’évolution qui
contrblent I'apoptose chez les vertébrés et les invertébrés. Elles possedent de une a trois copies d’'un domaine
conservé d’environ 70 acides aminés appelé BIR (Baculovirus IAP Repeat). Il existe quatre IAPs chez la drosophile
(Bergmann et al., 2003) : Diapl (Drosophila inhibitor of apoptosis protein 1), Diap2 (Drosophila inhibitor of
apoptosis protein 2), dBruce (Drosophila BIR repeat containing ubiquitin-conjugating enzyme) et Deterin (Figure
5). Diap2 et dBruce sont capables de lier et de controler I'activité des caspases mais leur role dans le controle de
I'apoptose est assez limité. Diap2 joue un réle dans I'immunité innée en régulant la caspase Dredd (Huh et al.,
2007; Leulier et al., 2006; Meinander et al., 2012) et dBruce régule les caspases au cours d’un processus non-
apoptotique pendant la spermatogenése (Kaplan et al., 2010). La fonction de Deterin dans la mort
développementale reste a ce jour inconnue (Jones et al., 2000). Ces trois IAPs assurent donc un réle mineur dans

le controle de I'apoptose chez la drosophile.

a) Diap1 : un facteur essentiel a la survie cellulaire chez la drosophile

Diap1 est essentiel pour assurer la survie cellulaire. En effet la perte de fonction de diap1 conduit a une
apoptose massive, que ce soit au cours du développement (Goyal et al., 2000; Leulier et al., 2006; Lisi et al., 2000;
Wang et al., 1999; Yin and Thummel, 2004) (Figure 6) ou en culture cellulaire (Igaki et al., 2002b; Muro et al.,
2002). De fagon cohérente avec ce role critique dans la survie cellulaire, les embryons homozygotes mutants
pour diap1 sont létaux embryonnaires (Wang et al., 1999). Par ailleurs, la surexpression de diap1 bloque la mort

cellulaire dans différents contextes (Hay et al., 1995; Kaiser et al., 1998; Meier et al., 2000).

22



a. Acridine Acridine
orange orange

Sauvage ARNi-diap1

b. ARNi-diap1

sauvage ARNi-dronc ARNi-dark ARNi-drice Surexpression
p35

Surexpression  Surexpression

C.
Sa uvage droncsauvage droncF118E

Surexpression
diap1

Figure n°6 : La réduction du niveau de diap1 induit une mort cellulaire dépendante des caspases

(a) Analyse de la mort cellulaire par un marquage a l'acridine orange au sein de disques imaginaux
d’ceil provenant de larves sauvages (1) et de larves exprimant un ARNi dirigé contre diap1 sous
contrdle de I'inducteur GMR (3). La réduction du niveau de diapl induit un niveau élevé de mort
cellulaire dans I'ceil en développement ce qui conduit a un phénotype d’ceil réduit au stade adulte
(4) par rapport aux yeux des individus sauvages (2).
Issu de Leulier et al., 2006

(b) La perte de fonction de la caspase initiatrice dronc, de I'adaptateur dark, ou de la caspase effectrice
drice supprime le phénotype d’ceil réduit induit par la perte de fonction de diapl. De méme, un
sauvetage est observé suite a la surexpression de linhibiteur de caspases p35. Ces données
indiquent que la mort cellulaire observée suite a la réduction du niveau de diapl dépend des
caspases.
Issu de Leulier et al., 2006

(c) La surexpression de droncs@vage (2), ou de droncf18€ (3) (codant pour une forme mutante de Dronc
incapable de lier Diap1) induit un phénotype d’ceil réduit comparé aux yeux des individus sauvages
(1). La surexpression de diapl restaure une taille d’ceil correcte dans le cas de la co-expression de
droncsauvage (4) mais pas pour la co-expression de la forme mutante droncf18€ (5). Par conséquent
I'interaction entre Diap1l et Dronc est requise pour que Diap1 inhibe la mort induite par Dronc.
Issu de Chai et al., 2003
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b) Régulation négative des caspases par Diap1

Un certain nombre de données indiquent que Diapl assure sa fonction anti-apoptotique en inhibant les
caspases (Figure 6). En effet la mort cellulaire induite par la perte de fonction de diap1 peut étre supprimée par
une réduction du niveau de dark (lgaki et al., 2002b; Rodriguez et al., 2002), de dronc (Igaki et al., 2002b) ou de
drice (Xu et al., 2006) ou par I'expression d’un inhibiteur de caspases (p35) (Leulier et al., 2006). En outre la
surexpression de diap1 bloque la mort induite par I’expression de drice (Kaiser et al., 1998), de dcp-1 (Hawkins

et al., 1999), de dronc (Hawkins et al., 2000; Meier et al., 2000) ou de strica (Doumanis et al., 2001).

Diap1 possede deux domaines BIR et un domaine RING (Really Interesting New Gene) C-terminal (Figure
5). Les domaines BIR sont des modules d’interaction protéique qui permettent a Diapl de lier les caspases. Les
différentes caspases lient des domaines BIR différents de Diap1l : alors que la région BIR1 de Diapl est essentielle
pour la liaison des caspases effectrices Drice et Dcp-1 (Yan et al., 2004; Zachariou et al., 2003), la région BIR2
permet I'association avec la caspase initiatrice Dronc (Chai et al., 2003; Meier et al., 2000). Par conséquent Diap1
peut lier simultanément Dronc et Drice ou Dronc et Dcp-1 (Zachariou et al., 2003). De fagon intéressante, les
mutations qui augmentent la capacité de Diapl de s’associer aux caspases effectrices sont des mutations gains
de fonction alors que celles qui alterent la liaison de Diapl aux caspases sont des mutations pertes de fonction
et conduisent a de la mort cellulaire ectopique (Goyal et al., 2000; Zachariou et al., 2003). Ces données soulignent
le fait que I'association physique de Diap1l avec les caspases joue un réle crucial dans la régulation de la cascade
apoptotique et est essentielle pour la survie cellulaire (Figure 6). Néanmoins, les caspases effectrices liées a Diap1
restent catalytiquement actives in vitro (Tenev et al., 2005). De plus une forme mutante de Diap1 dépourvue du
domaine RING est incapable d’inhiber I'apoptose induite par I'expression ectopique d’un gene pro-apoptotique
en cellules S2 méme si elle conserve sa capacité d’interaction avec les caspases (Wilson et al., 2002). Bien qu’elle
soit nécessaire, I'interaction physique entre Diapl et les caspases n’est donc pas suffisante pour inhiber la mort

cellulaire.

Le domaine RING de Diapl assure une fonction d’E3 ubiquitine ligase, c'est-a-dire qu’elle permet la
conjugaison de l'ubiquitine sur des substrats particuliers. L'ubiquitine est une protéine de 8kDa qui peut étre
attachée de facon covalente sur des protéines cibles dans un processus a étapes qui implique trois types
différents d’enzymes. L'ubiquitine libre est liée de fagon covalente et activée par une enzyme E1 d’activation de
I"'ubiquitine. A partir de I'E1, I'ubiquitine est transférée sur une enzyme E2 de conjugaison de I'ubiquitine. L'E3
ubiquitine ligase confere la spécificité de substrat et permet le transfert de I'ubiquitine depuis I'E2 sur un résidu
lysine particulier du substrat cible. L'ubiquitine peut étre attachée au substrat sous la forme d’une protéine
unique (mono-ubiquitine) ou sous la forme d’une chaine de poly-ubiquitines (les monomeéres sont liés les uns
aux autres par le résidu lysine en position 48 (K48) ou en position 63 (K63) de I'ubiquitine) (Hochstrasser, 2009).
Les substrats liés a une chaine de poly-ubiquitines K48 sont dégradés par le protéasome 26S alors que la
mono-ubiquitination ou la liaison d’une chaine de poly-ubiquitines K63 sont impliquées dans une variété de

processus n'impliquant pas la dégradation (Haglund and Dikic, 2005).
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Figure n°7 : Régulation des caspases par Diap1l

Dans les cellules vivantes, I'activation de la cascade de caspases est maintenue en échec par une
interaction directe des caspases avec Diapl.

Inhibition de la caspase initiatrice Dronc : Le domaine BIR2 de Diapl lie le pro-domaine de la caspase
initiatrice Dronc et le domaine RING de Diapl induit une ubiquitination de Dronc ce qui empéche
I’'assemblage de I'apoptosome.

Inhibition de la caspase effectrice Drice : Diapl est présent dans une « conformation fermée » dans
laquelle son extrémité N-terminale masque un sillon a la surface du domaine BIR1. Les caspases
effectrices actives clivent I'extrémité N-terminale de Diap1 ce qui libére le domaine BIR1 qui peut alors
interagir avec la forme active de Drice. Diap1 inhibe I'activité de Drice par ubiquitination et neddylation.
La forme « ouverte » de Diapl est hautement instable, elle est rapidement dégradée du fait de la
présence d’un résidu déstabilisateur a son extrémité N-terminale.

Un stimulus apoptotique induit I'expression des génes de la famille RHG. Les protéines RHG possedent
un domaine IBM (IAP binding motif) qui leur permet de lier fortement Diapl. L'interaction entre Diap1
et les antagonistes des IAPs favorise I'auto-ubiquitination de Diap1 et sa dégradation.

Adapté de Berthelet and Dubrez, 2013
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Une étude in vitro indique que le domaine RING de Diap1 est capable d’ubiquitiner la forme entiére de
Dronc (Wilson et al., 2002). Comme la protéine Dronc s’accumule dans des cellules mutantes pour diap1 gardées
en vie par I'expression de p35 (« cellules undead ») (Ryoo et al., 2004), on a longtemps pensé que I'ubiquitination
de Dronc par Diapl conduisait a la dégradation de la pro-forme de la caspase initiatrice par le protéasome.
Toutefois, le niveau protéique de Dronc n’est pas augmenté en présence d’inhibiteurs du protéasome. De plus,
Dronc s’accumule dans les « cellules undead » du fait d’'une augmentation de la transcription de dronc (Lee et
al., 2011b). L'ubiquitination de la forme zymogéne de Dronc par Diap1 ne conduit donc pas a sa dégradation par
le protéasome. L'hypothese selon laquelle I'ubiquitination de la pro-forme de Dronc serait de type K63 n'a pas
encore été vérifiée. L'équipe d’Andreas Bergmann a pu montrer que cette ubiquitination inhibe en réalité le
clivage et I'activation de Dronc (Lee et al., 2011b) (Figure 7). Ces données sont appuyées par le fait que Diap1l
peut ajouter des chaines d’ubiquitines a son substrat dans une configuration qui n’est pas reconnue par le
protéasome (Herman-Bachinsky et al., 2007). Toutefois, la conséquence de I'ubiquitination de Dronc par Diap1l
est différente lorsque Dronc est au sein de I'apoptosome. En effet, Diap1 ajoute des chaines de poly-ubiquitines
(sans doute de type K48) a Dronc quand ce dernier est présent sous une forme active et clivée, liée a Dark au
sein de l'apoptosome (Muro et al., 2002; Shapiro et al., 2008). Ceci conduit a I'adressage de Dronc au
protéasome. Par conséquent, Diapl inhibe Dronc a deux niveaux: d’une part Diapl ajoute des chaines
d’ubiquitines a la forme entiére et monomérique de Dronc ce qui inhibe son activation et d’autre part Diapl

poly-ubiquitine Dronc actif au sein de I'apoptosome ce qui conduit a sa dégradation.

Le mécanisme d’inhibition des caspases effectrices par Diap1 differe de celui exercé par Diap1 sur Dronc.
Diap1 interagit avec les caspases effectrices uniquement aprés qu’elles aient été clivées et activées (Kaiser et al.,
1998; Zachariou et al., 2003) (Figure 7). Diap1 doit lui-méme étre clivé pour interagir avec les caspases effectrices.
En effet, sous sa forme native, Diap1 reste dans une conformation fermée (Li et al., 2011; Tenev et al., 2007)
dans laquelle sa séquence N-terminale lie et occupe le sillon a la surface du domaine BIR1 empéchant
I'interaction Diap1/Drice (Li et al., 2011). L’auto-inhibition de Diap1 est levée par un clivage de Diap1l par Drice
apres le résidu asparagine en position 20 qui libere le sillon a la surface de BIR1 et rend Diapl totalement
compétent pour lier et inhiber Drice actif (Ditzel et al., 2003; Li et al., 2011; Tenev et al., 2007; Yokokura et al.,
2004). Mais ce clivage rend Diapl hautement instable. Il a été montré que la demi-vie d’une protéine est
contrblée, au moins en partie, par I'identité du résidu N-terminal. La présence d’un résidu déstabilisateur en N-
terminal tel que I'asparagine induit une dégradation rapide de la protéine par la voie ubiquitine-protéasome
(Varshavsky, 2011). La forme entiére de Diapl ne contient pas de résidu déstabilisateur en N-terminal mais le
clivage par les caspases effectrices en position 20 permet d’en exposer un et donc de favoriser la dégradation de
Diap1 (Ditzel et al., 2003; Herman-Bachinsky et al., 2007; Tenev et al., 2007; Varshavsky, 2003). En clivant Diap1,
les caspases effectrices le déstabilisent et initient leur propre inhibition. En effet, Diap1 est capable d’ubiquitiner
Drice (Figure 7). Une étude récente indique qu’Ubr3 (CG42593), une E3 ubiquitine ligase, interagit avec Diap1 et
favorise le recrutement et l'ubiquitination des caspases par Diapl (Huang et al., 2014). La perte de
I'ubiquitination de Drice, soit par le biais d’une altération de I'activité E3 ubiquitine ligase de Diap1 soit via

I'utilisation d’une forme non-ubiquitinilable de Drice, rend Drice résistant a I'inhibition par Diap1 (Ditzel et al.,
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Figure n°8 : Régulation de Diap1l

Diap1 subit des régulations transcriptionnelles (bleu), post-transcriptionnelles (vert), traductionnelles
(rouge) et post-traductionnelles (marron). La voie de signalisation Hippo et le co-facteur de transcription
CBP régulent négativement la transcription de diapl. La protéine de liaison aux ARNm How(L) lie le
3’UTR du transcrit diap1 ce qui conduit a sa dégradation. Reaper et Grim inhibent la traduction générale
donc celle de Diapl. Au niveau protéique, le clivage en N-terminal de la protéine Diap1 par Drice expose
un résidu déstabilisateur ce qui conduit a la dégradation de Diapl. Les membres de la famille RHG
(Reaper, Hid et Grim) se lient a Diap1 et stimulent son ubiquitination permettant ainsi son adressage au
protéasome. Le niveau protéique de Diapl est également réduit suite a sa phosphorylation par la kinase
DmIKKe. DUBAI, enzyme de déubiquitination, s'oppose a la dégradation de Diap1.

Adapté de Orme et al., 2009
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2008). L'ajout d’ubiquitine est donc essentiel pour la régulation négative de Drice par Diap1. Cette ubiquitination
de Drice n’induit pas sa dégradation par le protéasome mais abolit I'activité catalytique de la caspase (Ditzel et
al., 2008) sans doute en interférent avec I'entrée du substrat ou en altérant la conformation de la poche
catalytique de la caspase. Pour finir, il a été montré qu’en plus de sa capacité a ubiquitiner, Diap1 assure une

neddylation des caspases effectrices qui participent a leur inactivation (Broemer et al., 2010).

c¢) Régulation du facteur anti-apoptotique Diap1

Diapl est donc un régulateur important de l'activité des caspases chez la drosophile. Les facteurs
déclenchant une activation des caspases peuvent réduire le niveau de Diapl en agissant a plusieurs niveaux
(Figure 8). diap1 est soumis a une régulation transcriptionnelle par la voie de signalisation Hippo. Cette voie
régule négativement la taille des tissus en contrélant la croissance cellulaire et I'apoptose. La voie Hippo, en
inhibant le facteur de transcription Yorkie, réprime I'expression de diap1 ce qui déclenche la mort cellulaire
(Huang et al., 2005). Par ailleurs, au cours de la métamorphose, le co-facteur transcriptionnel CBP (CREB binding
protein) est requis pour la réduction du niveau d’ARNm diap1, elle-méme a I'origine de I’élimination des glandes
salivaires (Yin et al., 2007). Diap1 est également soumis a une régulation post-transcriptionnelle. How (Held out
wing) est une protéine de liaison aux ARNm de la famille STAR (Signal Transduction and Activation of RNA). Cette
protéine est capable de lier un motif conservé présent dans la séquence 3'UTR de certains ARNm. La liaison de
How a un ARNm donné va modifier son niveau. Il existe deux variants d’épissage de how : un variant court noté
how(S) et une variant long appelé how(L). Ce variant long est un répresseur du niveau d’ARNm. Une élégante
étude menée par I'équipe de Talila Volk a montré que la liaison de How(L) sur le 3’UTR de diap1 conduit a la
dégradation du transcrit ce qui est requis pour la mort des cellules gliales de la ligne médiane au cours du
développement (Reuveny et al., 2009). En outre, DmIKKe (Drosophila IKK-related kinase) phosphoryle Diap1l ce
qui favorise sa dégradation. Ceci conduit a I'activation des caspases au cours d’un processus non-apoptotique
pendant le développement des organes sensoriels (Kuranaga et al., 2006). Diapl peut donc également étre
régulé au niveau post-traductionnel. Ce sont les membres de la famille RHG (Reaper, Hid, Grim) qui assurent la

part la mieux connue de ce niveau de régulation. Leur mode d’action sera détaillé dans la partie suivante.

Un crible génétique, réalisé en 1994 par I'équipe d’Hermann Steller, a révélé que les embryons
homozygotes mutants pour la délétion H99 ne présentent pas de mort cellulaire développementale et sont
résistants a l'apoptose induite par irradiation (White et al., 1994). Cette délétion élimine 300kb d’ADN
génomique dans la région 75C1 du chromosome 3. Des études ont permis de mettre en évidence que cette région
contient trois genes, reaper (rpr), hid (head involution defective) et grim et qu’ils sont tous les trois requis pour

I'apoptose (Chen et al., 1996b; Grether et al., 1995; White et al., 1996). Ces génes sont communément appelés
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Figure n°9 : Représentation schématique de la structure des membres de la famille RHG chez la
drosophile

Toutes les protéines RHG possedent un motif RHG également appelé IBM. Pour étre fonctionnel, ce
motif doit étre localisé en N-terminal de la protéine. Cela survient aprés élimination de la méthionine
initiatrice pour Rpr, Grim, Hid et Sickle. dOmi/HtrA2 et Jafrac2 exposent le motif RHG/IBM a leur
extrémité N-terminale aprés un clivage post-traductionnel qui élimine une séquence d’adressage,
respectivement a la mitochondrie et au réticulum endoplasmique.

Adapté de Xu et al., 2009 et Bergmann, 2010.
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Figure n°10 : Les motifs IBM des protéines RHG présentent de fortes similarités mais ne sont pas

interchangeables.

(a) Alignement du domaine conservé N-terminal de Rpr, Grim, Hid et Sickle. Ce domaine de 14 acides
aminés, présent dans les 4 protéines, est responsable de I'interaction avec le domaine BIR des IAPs.
On parle de motif IBM ou RHG.
Issu de Claveria and Torres, 2003

(b) Un marquage anti-p Galactosidase permet de visualiser les cellules gliales de la ligne médiane du
systeme nerveux central embryonnaire en ventral ainsi qu’un sous-type de neurones. Suite a
I’expression de grim (2) on observe une nette diminution du nombre de cellules gliales par rapport a
un embryon sauvage (1). Cette observation est cohérente avec la fonction pro-apoptotique de Grim.
Par contre, suite a I'expression de R/grim (3) (forme chimérique dans laquelle le motif RHG de Grim
a été remplacé par celui de Rpr), on n'observe pas de variation du nombre de cellules gliales par
rapport a un embryon controle (1). Le remplacement du motif RHG de Grim par celui de Rpr élimine
la capacité de Grim d’induire la mort cellulaire dans la ligne médiane du systéme nerveux central
embryonnaire.
Issu de Wing et al., 1998 et Wing et al., 2001
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RHG pour Rpr, Hid et Grim. La surexpression de n’importe lequel de ces trois génes est suffisante pour induire
une mort cellulaire dépendante des caspases. Chez la drosophile, trois genes supplémentaires appartenant a
cette famille ont été identifiés : jafrac2 (Tenev et al., 2002), sickle (skl) (Christich et al., 2002; Srinivasula et al.,
2002; Wing et al., 2002a) et dOmi/HtrA2 (drosophila Omi/high temperature requirement A2) (Challa et al., 2007;
Igaki et al., 2007; Khan et al., 2008). Ces trois génes étant moins bien caractérisés génétiquement et
biochimiquement que rpr, hid, et grim, leur mode d’action ne sera pas détaillé ici (pour dOmi/HtrA2 voir

paragraphe 1.B.4.d).

Les protéines RHG présentent peu de similarité mais elles possedent un motif conservé en N-terminal
appelé motif RHG ou IBM (IAP binding motif) (Figures 9 et 10). Ce motif est nécessaire pour que les protéines
RHG assurent pleinement leurs fonctions pro-apoptotiques (Vucic et al., 1998; Vucic et al., 1997b; Wing et al.,
1998) (Haining et al., 1999; McCarthy and Dixit, 1998; Wing et al., 2001). De fagon intéressante, ces motifs ne
sont pas interchangeables (Figure 10). En effet, contrairement a I'expression de grim, I'expression d’une forme
chimérique R/grim (dans laquelle le motif RHG de Grim a été remplacé par celui de Rpr) ne permet pas d’induire
la mort des cellules de la ligne médiane du systéme nerveux central embryonnaire (Wing et al., 2001). Les motifs
RHG de Grim et de Rpr sont donc fonctionnellement différents. Cette donnée est en accord avec la faible
redondance fonctionnelle entre les membres de la famille RHG. Il existe de nombreux cas d’apoptose
développementale nécessitant spécifiquement un des genes de la famille RHG. Par exemple, Hid est essentiel
pour la mort des cellules inter-ommatidiales dans I'ceil en développement (Yu et al., 2002), alors que Grim est
requis, d’'une part, pour I'apoptose des cellules gliales dans le lignage des microchaetes (soies mécano-
sensorielles présentes sur le thorax de la drosophile) (Wu et al., 2010), et d’autre, pour la mort des précurseurs
des neurones sensoriels au niveau de la marge postérieure de I'aile (Rovani et al., 2012). En outre, Rpr et Hid
sont spécifiquement requis pour la mort de différents sous-types neuronaux au sein de la médulla pendant la
neurogeneése du cerveau larvaire (Bertet et al., 2014). Toutefois, une coopération entre les différents membres
de la famille RHG est nécessaire pour induire efficacement la mort de certains types cellulaires (Draizen et al.,
1999; Jiang et al., 2000; Lee et al., 2013; Robinow et al., 1997; Tan et al., 2011; Wing et al., 1998; Zhou et al.,
1997).

Le profil d’expression des genes RHG refléte assez bien le profil de mort cellulaire, notamment au stade
embryonnaire. En effet, grim et rpr sont transcrits uniquement dans les cellules destinées a mourir (Chen et al.,
1996b; Robinow et al., 1997; White et al., 1994). hid fait exception en étant exprimé a la fois dans les cellules
destinées a mourir et dans les cellules qui survivent (Bangs et al., 2000). Ce profil dynamique d’expression des
RHG refléte une régulation complexe de ces génes (principalement transcriptionnelle). En effet, les promoteurs
de rpr, hid, et grim sont capables de répondre a divers signaux développementaux et environnementaux
contrblant I'apoptose (Jiang et al., 1997; Kang et al., 2014; Kurada and White, 1998; Nordstrom et al., 1996;
Robinow et al., 1997). Ces génes partagent des régions régulatrices contenant de nombreux éléments
« enhancer » ou « silencer » qui sont la cible de divers facteurs de transcription (Link et al., 2013; Lohmann, 2003;

Tan et al., 2011; Zhang et al., 2008). Par exemple, en réponse a l'irradiation, le facteur de transcription Dmp53
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Figure n°11 : Résumé des différents mécanismes de régulation du facteur pro-apoptotique Hid

Hid est capable d’inhiber les IAPs et ainsi induit une apoptose dépendante des caspases. La transcription
du géne hid est contrblée par de nombreux facteurs de transcription (comme p53 ou E2F) et diverses
voies de signalisation telle que la voie JNK. Le niveau de Hid est de plus contrélé par des microARNs.
Enfin, la voie MAPK inhibe I'activité de Hid par phosphorylation. Les régulations positives sont indiquées
en bleu alors que celles ayant un effet négatif sur Hid sont en rouge.

Issu de Bilak and Su 2009.

Dégradation
parle
protéasome

B % 2

ady ‘wn

Poly-ubiquitination K48

Figure n°12 : Ubiquitination de Diap1 et des RHG

Rpr, Hid et Grim favorisent la poly-ubiquitination de Diapl et sa dégradation de fagon dépendante de
UbcD1. Morgue interagit avec Diapl et pourrait coopérer avec UbcD1 pour induire la dégradation de
Diapl. A l'inverse, les protéines Rpr, Hid et Grim sont poly-ubiquitinées par Diapl, elles sont par
conséquent adressées au protéasome pour étre dégradées.

Adapté de Vaux and Silke, 2005
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active I'expression de rpr, skl et hid via I’enhancer IRER (Irradiation-Responsive Enhancer Region) situé en amont
de rpr (Brodsky et al., 2000). Pour illustrer cette régulation transcriptionnelle des RHG, on peut également citer
le fait qu’en réponse a ’hormone stéroidienne ecdysone, le complexe récepteur a I'ecdysone/ultraspiracle
s’associe a la déméthylase dUTX et lie le promoteur de rpr pour augmenter sa transcription (Denton et al.,
2013b). En outre, les protéines Hox, Deformed et Abdominal B, régulent la transcription de rpr au cours du
développement (Alonso, 2002; Lohmann et al., 2002). L'expression de hid est elle directement régulée par le
facteur de transfection dE2F1 ce qui module la sensibilité a I'apoptose induite par dommages a I’ADN (Moon et
al., 2005). Au-dela de ces régulations transcriptionnelles, la voie EGFR/Ras/MAPK induit la phosphorylation de
la protéine Hid a I’origine de son inactivation (Bergmann et al., 1998). Cette régulation survient notamment dans
I’embryon au sein d’un sous-groupe de cellules gliales de la ligne médiane pour assurer leur survie (Bergmann et
al., 2002). Le niveau de Hid est donc contrdlé a de multiples niveaux (Bilak and Su, 2009) (Figure 11). L’'ensemble
de ces régulations des différents membres de la famille RHG permet une régulation fine de la mort cellulaire en
réponse a une grande variété de signaux et évite qu’une cellule ne soit tuée de fagon accidentelle par I'activation
inappropriée d’un facteur pro-apoptotique de la famille RHG. Ces protéines RHG sont capables de réguler

I'activité des caspases a plusieurs niveaux.

Tout d’abord, par 'intermédiaire de leur motif IBM N-terminal, les protéines RHG sont capables de lier
les domaines BIR de Diap1l (Chai et al., 2003; Christich et al., 2002; Srinivasula et al., 2002; Tenev et al., 2002;
Vucic et al., 1997a; Vucic et al., 1998; Wu et al., 2001; Yan et al., 2004) et donc par compétition de perturber
I'interaction entre Diap1 et les caspases. Rpr et Grim lient avec la méme affinité les domaines BIR1 et BIR2 de
Diapl alors que Hid, Skl et Jafrac2 lient préférentiellement le domaine BIR2 (Zachariou et al., 2003). Par
conséquent, Rpr et Grim sont capables de lever I'inhibition sur les caspases effectrices et 'ensemble des RHG

s’opposent a I'inhibition de Dronc par Diap1.

Toutefois, I'activité pro-apoptotique des protéines RHG ne réside pas uniquement dans cette
compétition de liaison. En effet, |a liaison des RHG a Diap1 d’une part, stimule I'auto-ubiquitination de Diap1l en
changeant la spécificité de substrat du domaine RING de Diap1l et, d’autre part, favorise son ubiquitination par
d’autres enzymes E3 ubiquitine ligases (Figure 12) (Hays et al., 2002; Holley et al., 2002; Ryoo et al., 2002; Wing
et al., 2002b; Yoo, 2005; Yoo et al., 2002). Ainsi, Rpr, Hid et Grim réduisent le niveau protéique de Diapl en
favorisant sa dégradation par le protéasome. Les enzymes E2 de conjugaison de I'ubiquitine impliquées dans
I'ubiquitination de Diap1 ont été identifiées : Morgue (Modifier of reaper and grim ubiquitously expressed) et
UbcD1 (Hays et al., 2002; Ryoo et al., 2002; Wing et al., 2002b; Yoo, 2005). La perte de fonction de I'un ou I'autre
de ces genes réduit la mort cellulaire induite par I'expression ectopique des RHG. ubcD1 code pour une E2
classique alors que morgue code pour un variant d’enzyme de conjugaison de I'ubiquitine dépourvu du résidu
cystéine catalytique (Vaux and Silke, 2005). Toutefois Morgue posséde un domaine a boite F caractéristique des
E3 ligases. UbcD1 et Morgue pourraient donc agir de concert pour ubiquitiner Diap1, mais le mécanisme précis

d’ubiquitination reste a déterminer (Zhou et al 2013).
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Figure n°13 : Régulation de Grim par Diap1 et par les caspases

Grim interagit avec Diapl par l'intermédiaire de ses domaines BIR1 et BIR2. Grim liée au domaine BIR2
est ubiquitinée sur la lysine 136 (K136). Dans des conditions de survie, le niveau de Grim dans la cellule
est bas. Par conséquent la plupart des protéines Grim sont ubiquitinées et dégradées par le
protéasome. Toutefois, dans des conditions de mort, le niveau de protéine Grim est élevé, la caspase
effectrice Drice est activée et peut cliver Grim au niveau de |’Asparagine 132 (D132). La portion C-
terminale de Grim comportant les chaines d’ubiquitines liées a la lysine 136 est éliminée. Grim peut
s’accumuler et amplifier I'activation des caspases.

Adapté de Yeh and Bratton, 2014
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Figure n°14 : Régulation mitochondriale de la mort cellulaire chez les mammiféres

La perméabilisation de la membrane externe mitochondriale induite par Bax/Bak peut conduire a une
apoptose dépendante des caspases (a gauche) ou a une mort cellulaire indépendante des caspases (a
droite). Apres cette perméabilisation, des protéines solubles sont libérées depuis I'espace
intermembranaire mitochondrial dans le cytoplasme. Le cytochrome c lie APAF-1 ce qui induit son
oligomérisation et le recrutement de la pro-caspase 9 au sein de l'apoptosome. Cela conduit a
I'activation de la caspase 9 qui va ensuite activer, par clivage, les caspases 3 et 7. Smac et Omi facilitent
I'activation des caspases en neutralisant XIAP. La perméabilisation de la membrane externe
mitochondriale permet également une mort cellulaire indépendante des caspases par le biais d’une
perte graduelle de la fonction mitochondriale et par la libération de protéines toxiques.

Adapté de Tait and Green, 2013




Introduction

De fagon intéressante, les protéines RHG, qui induisent I'ubiquitination de Diapl, sont elles-mémes
ubiquitinées par Diapl et adressées au protéasome (Figure 12) (Olson et al., 2003b; Yeh and Bratton, 2013).
ReaperKR, une forme mutante de Reaper dans laquelle toutes les lysines (résidus accepteurs d’ubiquitine) ont
été substituées par des arginines, est un meilleur inducteur de mort que la forme sauvage de Reaper.
L'ubiquitination de Rpr par Diapl restreint donc son activité pro-apoptotique. Par conséquent, Diapl et les
protéines RHG controlent mutuellement leur abondance. Le « gagnant » de cette bataille Diapl versus RHG va
déterminer le devenir de la cellule. Toutefois, on ne connait pas encore aujourd’hui précisément les éléments
qui vont faire pencher la balance en faveur de la mort cellulaire. La présence de I’'enzyme E2 atypique Morgue
pourrait favoriser la dégradation de Diap1l et donc I'apoptose. Par ailleurs, il a été récemment mis en évidence
que la caspase effectrice Drice, sous sa forme active, clive Grim en C-terminal au niveau de |’Asparagine 132. Ce
clivage empéche et/ou élimine 'ubiquitination de Grim en éliminant le seul résidu lysine présent dans la
séquence de Grim. Sous sa forme clivée, Grim reste lier a Diap1 et favorise ainsi un niveau élevé d’activation des
caspases (Figure 13) (Yeh and Bratton, 2013; Yeh and Bratton, 2014). Par conséquent, un faible niveau de

caspases actives suffit a déséquilibrer la balance en faveur des RHG et déclenche ainsi la mort cellulaire.

Par ailleurs, Rpr et Grim ont la capacité d’inhiber la traduction générale dans la cellule (Holley et al.,
2002; Tait et al., 2004; Yoo et al., 2002). Diap1 ayant une courte durée de vie, cette inhibition de la traduction
conduit a une rapide déplétion de Diapl et donc a une activation des caspases. Le mécanisme d’action de Rpr a
été précisé : Rpr lie la petite sous-unité ribosomale (40S) et inhibe I'étape d’initiation de la traduction en altérant
la reconnaissance du codon d’initiation (Colon-Ramos et al., 2006; Pestova and Hellen, 2006). Les transcrits de
rpr, hid, et grim possédent dans leur région 5’UTR une séquence IRES (Internal Ribosome Entry Site) (Hernandez
et al., 2004; Vazquez-Pianzola et al., 2007). Par conséquent, ils peuvent étre traduits par un mécanisme alternatif

en dépit de I'inhibition exercée par la protéine Rpr sur la petite sous-unité ribosomique.

Ainsi les membres de la famille RHG induisent I'apoptose d’une part en libérant les caspases de Diap1l
par compétition de liaison, et d’autre part, en favorisant la déplétion de Diapl via une stimulation de sa
dégradation ou une inhibition de sa synthese de novo. L’activité pro-apoptotique de ces protéines réside
également dans leur capacité a induire une voie de mort mitochondriale. Cette fonction des RHG sera détaillée

dans le paragraphe 1.B.4.c.

Chez les mammiféres, la protéine Smac/Diablo contient un motif IBM et fonctionne de fagon similaire
aux protéines RHG. En effet, Smac/Diablo interagit avec de nombreuses protéines de la famille des IAPs et léve
ainsi I'effet inhibiteur que les IAPs exercent sur les caspases (Figure 14) (Chai et al., 2000; Srinivasula et al., 2000).
Smac/Diablo représente donc ’homologue fonctionnel des protéines RHG de drosophile. Ceci illustre bien la
conservation de la machinerie de mort cellulaire au cours de I’évolution. Toutefois, le mode d’activation de
Smac/Diablo differe de celui des RHG : Smac/Diablo est une protéine mitochondriale qui suite a un stimulus

apoptotique est libérée dans le cytosol ou elle va assurer sa fonction pro-apoptotique. Cette donnée laisse
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Figure n°15 : Altérations mitochondriales au cours de I'apoptose chez les mammiféeres

Au cours de I'apoptose, plusieurs altérations mitochondriales peuvent étre observées :

(a) Un transfert de lipides entre les membranes mitochondriales ou entre la membrane du réticulum
endoplasmique et les membranes mitochondriales

(b) Une perméabilisation de la membrane externe mitochondriale

(c) Une perte de la fonction mitochondriale : du fait de la perméabilisation, la membrane gonfle et le
potentiel de la membrane interne chute (AWm)

(d) Une fragmentation du réseau mitochondrial

(e) Unremodelage des crétes mitochondriales

Adapté de Cosentino and Garcia-Sdez, 2014
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entrevoir un réle de la mitochondrie dans la mort cellulaire chez les mammiféres. Nous verrons dans la suite de

cette introduction que ce réle n’est pas aussi évident chez la drosophile.

Dans les cellules de mammiferes, la mitochondrie apparait comme un régulateur majeur du processus
de mort (Desagher and Martinou, 2000). En effet, beaucoup de protéines impliquées dans la régulation de
I'apoptose chez les mammiferes agissent au niveau de la mitochondrie ou sont libérées de la mitochondrie. De
plus, les mitochondries subissent de nombreuses altérations pendant I'apoptose (Figure 15), il y a notamment
des changements ultra-structuraux importants (Cosentino and Garcia-Saez, 2014). Contrairement a ce réle
central de la mitochondrie dans 'apoptose, reconnu depuis longtemps chez les mammiféres, une place n’a été
accordée que récemment a la mitochondrie dans les processus apoptotiques chez la drosophile. Toutefois des
controverses continuent d’exister concernant certains acteurs de cette voie de mort mitochondriale comme nous

le verrons dans la suite de cette introduction.

a) Réle du cytochrome c dans l'activation des caspases chez la drosophile : mythe ou

réalité ?

Dans les cellules de mammiféres, en réponse a un stimulus apoptotique, le cytochrome c initialement
localisé dans I'espace inter-membranaire mitochondrial est libéré dans le cytosol ou il va lier les motifs WD40 de
la protéine APAF1. En présence d’ATP, cette interaction conduit a I'oligomérisation d’APAF1 et donc au
recrutement et a I'activation de la pro-caspase 9 au sein de I'apoptosome (Figure 14). La libération du
cytochrome c est un phénomeéne considéré comme essentiel dans la majorité des processus de mort cellulaire

chez les vertébrés.

L’éventuelle libération du cytochrome c au cours de I'apoptose chez la drosophile est un sujet de
controverse. Chez la drosophile, deux génes codent pour le cytochrome c: cyt-c-d et cyt-c-p. Les études
originelles, menées par Varkey et al., indiquent que le cytochrome c reste localisé au niveau de la mitochondrie
pendant I'apoptose. Toutefois, un épitope du cytochrome c, précédemment inaccessible pour I'anticorps utilisé
dans cette expérience, est exposé au cours du processus de mort cellulaire (Varkey et al., 1999). Ces données
suggerent que le cytochrome c pourrait étre libéré de I'espace inter-membranaire mais qu’il resterait associé a
la membrane externe mitochondriale. A I'inverse, une étude plus récente met en évidence une diffusion rapide
du cytochrome c dans le cytosol des cellules en train de mourir (Abdelwahid et al., 2007). Des expériences de
fractionnements subcellulaires fournissent également des résultats contradictoires quant a la libération ou non
du cytochrome c dans le cytosol des cellules apoptotiques (Abdelwahid et al., 2007; Challa et al., 2007; Dorstyn

et al., 2002; Kanuka et al., 1999b; Varkey et al., 1999; Zimmermann et al., 2002). Des différences techniques au
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Figure n°16 : Structure des protéines de la famille Bcl-2 chez les mammiféres

La famille Bcl-2 est divisée en deux sous groupes : les protéines a multi-domaines qui peuvent étre

pro- ou anti-apoptotiques et les protéines pro-apoptotiques de type BH3-only.
Issu de Martinou and Youle, 2011
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niveau des protocoles d’immunomarquages ou de fractionnements subcellulaires pourraient expliquer la
divergence d’observations. Quoiqu’il en soit, ces données soulignent le fait que la libération du cytochrome c ne
peut pas étre utilisée comme indicateur de l'initiation de I'apoptose chez la drosophile comme cela peut I'étre

dans les cellules de mammiferes.

Comme APAF1, Dark possede des motifs WD40 par I'intermédiaire desquels il peut lier le cytochrome ¢
(Kanuka et al., 1999b; Rodriguez et al., 1999; Zhou et al., 1999). Par ailleurs, la formation d’un complexe de haut
poids moléculaire, contenant les caspases Dronc et Drice, est observée dans des extraits cellulaires en présence
de cytochrome c (Dorstyn et al., 2002). Un apoptosome pourrait donc se former a proximité de la mitochondrie
en dépit d’'une absence de diffusion du cytochrome c dans le cytosol. Toutefois des études in vitro indiquent que
I’'assemblage de I'apoptosome de drosophile (constitué de 8 molécules de Dark) ne requiére pas la présence de
cytochrome ¢ (D'Brot et al., 2013; Yu et al., 2006; Yuan et al., 2011). Par ailleurs, des données structurales
montrent que le cytochrome ¢ ne peut pas former de complexe stable avec I'apoptosome Dark (Dorstyn and
Kumar, 2006). Ces études in vitro pourraient ne pas refléter le comportement des protéines in vivo et doivent
donc étre interprétées avec précaution. Toutefois, elles suggerent fortement que le cytochrome c ne jouerait
pas un role déterminant dans I’activation de I'adaptateur Dark. Qu’en est-il alors de son réle dans I'activation des

caspases ?

Plusieurs études, utilisant des cellules en culture, indiquent que le cytochrome c n’est pas requis pour
I'apoptose chez la drosophile (Abdelwahid et al., 2007; Dorstyn et al., 2004; Kiessling and Green, 2006;
Zimmermann et al., 2002). Toutefois, une activation modérée des caspases est observée apres ajout de
cytochrome c a des extraits cellulaires de drosophile (Kanuka et al., 1999b) et I'addition des protéines
recombinantes Cyt-c-d et Cyt-c-p de drosophile conduit a une forte activation des caspases dans des extraits de
cellules de mammiféres. Des données génétiques indiquent un role de cyt-c-d pour I'activation des caspases dans
certains contextes développementaux alors que cyt-c-p est lui requis pour la respiration cellulaire. En effet, la
perte de fonction de cyt-c-d induit une perte de I'individualisation des spermatides, processus dépendante d’'une
activation non-apoptotique des caspases (Arama et al., 2003; Arama et al., 2006; Huh et al., 2004b). La mort des
cellules inter-ommatidiales dans I'ceil en développement est également supprimée par la perte de fonction de
cyt-c-d (Mendes et al., 2006). Il est important de noter que cyt-c-d n’est pas requis pour la respiration cellulaire,
pour la différenciation cellulaire au sein de la rétine et pour la progression du développement pupal (Mendes et
al., 2006). Les défauts de mort cellulaire observés suite a la perte de fonction de cyt-c-d seraient donc dus a un
role physiologique direct du cytochrome c dans I’activation des caspases. L'implication du cytochrome c dans
I'activation des caspases chez la drosophile et dans I'induction d’apoptose serait donc limitée et reste encore

aujourd’hui débattue.
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Figure n°17 : Structure des protéines de la famille Bcl-2 chez la drosophile

Représentation schématique de Debcl et Buffy. Ces deux protéines posseédent des domaines BH1, BH2
et BH3 (en rose). Une partie de la région N-terminale de ces protéines ressemble a un domaine BH4
mais n’est pas définie comme tel au sens stricte. On parle de faible domaine BH4 (en violet). Debcl et

Buffy possede un domaine transmembranaire (TM) en C-terminal (en bleu).
Adapté de Igaki and Miura, 2004
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b) La famille Bcl-2 chez la drosophile (Debcl et Buffy)

Dans les cellules de mammiféres, en réponse a différents stress, la membrane externe mitochondriale
est perméabilisée, ce qui permet la libération dans le cytosol de plusieurs facteurs pro-apoptotiques,
précédemment contenus dans I'espace inter-membranaire mitochondriale comme le cytochrome c (Figure 14).
Cette perméabilisation de la membrane externe mitochondriale est étroitement controlée par les membres de
la famille Bcl-2. Les protéines appartenant a cette famille possedent de 1 a 4 domaines d’homologie a Bcl-2
(domaine BH). Structurellement, on distingue deux sous-groupes (Figure 16) : les protéines a multi-domaines
(trois a quatre domaines BH) et les protéines BH3-only qui, comme leurs noms l'indiquent, possedent
uniquement le domaine BH3. Les protéines BH3-only sont pro-apoptotiques alors que le sous-groupe des
protéines a multi-domaines contient a la fois des facteurs anti-apoptotiques (comme Bcl-2) et des facteurs
pro-apoptotiques (comme Bax ou Bak). Les membres de la famille Bcl-2 sont des régulateurs clés de la mort
cellulaire chez les mammiféeres. Etant donné le réle mineur du cytochrome c dans I'apoptose chez la drosophile,
on peut s’interroger sur la place des protéines de la famille Bcl-2 au sein des processus de mort cellulaire chez

cet organisme modéle.

Deux membres de la famille Bcl-2 ont été identifiés chez |la drosophile : Buffy et Debcl (Brachmann et
al., 2000; Colussi et al., 2000; Igaki et al., 2000; Quinn et al., 2003; Zhang et al., 2000). Ces deux protéines
possédent 3 domaines BH (BH1 a 3) et un domaine hydrophobe en C-terminal permettant leur ancrage dans les
membranes cellulaires (Figure 17). Ainsi, Debcl a une localisation mitochondriale alors que Buffy est retrouvée
au niveau de la mitochondrie et du réticulum endoplasmique (Doumanis et al., 2007; Igaki et al., 2000; Quinn et
al., 2003; Zhang et al., 2000). Dans la littérature, il existe des données divergentes quant a I'existence d’un
domaine BH4 en N-terminal en amont des trois autres domaines BH, on parle donc de « faible » domaine BH4

(Igaki and Miura, 2004).

debcl et buffy ont un profil d’expression comparable (Quinn et al., 2003) : ils sont exprimés de fagon
dynamique a tous les stades de développement (Brachmann et al., 2000; Igaki et al., 2000; Quinn et al., 2003).
Peu de données existent concernant la régulation de leur transcription. Toutefois, une étude a mis en évidence
que le facteur de transcription NF-YB (Nuclear factor Y-box B) lie la région promotrice de debcl pour réguler son
expression, au moins dans des cellules en culture (Ly et al., 2013). De fagon intéressante, le profil d’expression
de buffy et debcl est corrélé au profil de mort cellulaire dans I’'embryon en développement (Colussi et al., 2000;

Quinn et al., 2003) ce qui suggéere un role de ces génes dans |'apoptose chez la drosophile.

L’expression ectopique de debcl/ induit de la mort cellulaire dans différents types de cellules en culture
et in vivo dans différents tissus au cours du développement de la drosophile (Figure 18) (Brachmann et al., 2000;
Colussi et al., 2000; Copeland et al., 2007; Dorstyn et al., 2002; Doumanis et al., 2007; Grusche et al., 2011; Igaki
et al., 2000; Kanda et al., 2011; Park et al., 2010; Quinn et al., 2003; Zhang et al., 2000; Zimmermann et al., 2002).
A l'inverse, la surexpression de buffy sauve de la mort induite par I'expression ectopique de rpr, hid ou grim dans
I'ceil (Quinn et al., 2003). Ces données suggerent que Debcl est une protéine pro-apoptotique alors que Buffy

31



induite par un inhibiteur de la chaine respiratoire en cellules de | Senoo-Matsuda et al.,

drosophile 2005
buffy est requis pour des cellules germinales au cours de la spermatogenése Yacobi-Sharon et al., 2013
I'apoptose des cellules germinales au cours de I'ovogenése Tanner et al., 2011

des cellules gliales dans le lignage des microchaetes
induite par I’expression de grim dans I'eeil en développement

Wu et al., 2010

I'expression de buffy favorise la neurodégénération induite par la présence de Senoo-Matsuda et al.,
protéines a polyglutamines 2005
L'expression de buffy dans des cellules de drosophile induit de I'apoptose Doumanis et al., 2007

Fonction anti-apoptotique de buffy

induite par irradiation dans des embryons et des disques
imaginaux d’ailes

L’expression de buffy inhibe la Induite par la perte de fonction de diap1 Quinn et al., 2003

mort cellulaire au cours du développement embryonnaire
Induite par I’expression de rpr et hid

Quinn et al., 2003
Sevrioukov et al., 2007

Induite par I’expression de grim

La perte de fonction de buffy aggrave I'apoptose induite par irradiation dans des | Sevrioukov et al., 2007
embryons

. . . uinn et al., 2003
buffy est requis pour la survie des cellules embryonnaires 2
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assure des fonctions anti-apoptotiques. En réalité, Debcl et Buffy ont tous les deux des fonctions pro- et
anti-apoptotiques (Figures 18 et 19). En effet, il a par exemple été montré, que I'expression de debcl protege les
neurones de la toxicité des protéines a polyglutamines, alors que |'expression de buffy favorise cette
dégénérescence neuronale (Senoo-Matsuda et al., 2005). En outre, I'expression de buffy induit de I'apoptose
dans des cellules de drosophile en culture (Doumanis et al., 2007) alors que debcl protége ces cellules de la mort
induite par une privation de sérum (Brachmann et al., 2000). Ce réle double des protéines de la famille Bcl-2
n’est pas restreint au modele de la drosophile (Cheng et al., 2006). En effet, chez le nématode, CED-9 assure des
fonctions pro- ou anti-apoptotiques. De plus, Bax et Bak, protéines pro-apoptotiques de mammiferes, peuvent,
dans certains cas, favoriser la survie. Quelle que soit I'espéce considérée, la capacité des protéines de la famille

Bcl-2 a favoriser ou au contraire a inhiber I'apoptose dépend donc probablement du contexte cellulaire.

Les individus homozygotes mutants pour debcl ou buffy sont viables, fertiles et se développent
normalement sans défaut apparent du programme de mort cellulaire développementale (Sevrioukov et al.,
2007). Debcl et Buffy ne sont donc pas essentiels pour la plupart des morts développementales. Il a toutefois été
mis en évidence que leur fonction est requise de fagon spécifique dans certains tissus : debcl et buffy sont
notamment requis pour la mort des cellules germinales au cours de I'ovogenése et de la spermatogeneése (Tanner
et al., 2011; Tanner and McCall, 2011; Yacobi-Sharon et al., 2013). Par ailleurs, buffy est requis pour I'lapoptose
des cellules gliales dans le lignage des microchaetes (Wu et al., 2010). Debcl et Buffy ont donc un réle restreint a

certains tissus et a un certains stades dans le contréle de la mort développementale.

Le r6le de ces deux protéines dans la mort induite par un stress tel que les dommages a I’ADN n’est pas
clair. Une étude indique que Debcl et Buffy modulent la réponse apoptotique embryonnaire a l'irradiation
(Sevrioukov et al., 2007). En effet, les embryons mutants pour debcl présentent moins de cellules apoptotiques
en réponse a l'irradiation que les embryons témoins alors qu’on observe une légére augmentation des cellules
en apoptose dans les embryons mutants pour buffy. Al'inverse, une autre étude indique que la perte de fonction
de debcl ne modifie pas la réponse apoptotique a I'irradiation dans des disques imaginaux d’aile bien qu’une

augmentation des défauts morphologiques soit observée chez I'adulte (Galindo et al., 2009).

En outre, Buffy et Debcl régulent I'autophagie en réponse a une privation d’acides aminés dans des
cellules en culture (Hou et al., 2008) et buffy est requis pour la réponse a un stress nutritif au stade larvaire

(Monserrate et al., 2012).

Debcl interagit physiquement avec Buffy (Quinn et al., 2003). Il est donc probable que ces deux protéines
agissent de maniere analogue a leurs homologues de mammiféres en se liant et en se neutralisant mutuellement.
Des données génétiques sont en accord avec cette idée. La surexpression de buffy inhibe la mort induite par
debcl dans I'aile et dans I'ceil (Quinn et al., 2003). De méme, la surexpression de buffy s'oppose au phénotype de
régression dendritique induit par debcl/ (Tsubouchi et al., 2009). De plus, des expériences de co-expression de
buffy et debcl indiquent de Buffy a besoin d’inactiver Debcl pour induire la dégénérescence des neurones en

réponse aux protéines a polyglutamines (Senoo-Matsuda et al., 2005). Enfin, I'utilisation d’embryon double
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Figure n°20 : Lien entre structure des RHG et localisation mitochondriale

En plus de leur motif IBM N-terminal (en gris), certains membres de la famille RHG ( Rpr, Grim et Sickle)
possede un domaine hélical appelé motif GH3 (en vert). Ce motif est requis pour leur localisation
mitochondriale. Hid posséde une séquence d’adressage mitochondriale (riche en acides aminés
hydrophobes) en C-terminal (en violet).

Adapté de Claveria and Torres 2003
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Figure n°21 : Modeles de la localisation mitochondriale de Rpr

Hid posséde une séquence en C-terminal permettant son adressage a la mitochondrie de facon
dépendante de Cdk7. Il existe deux modeles concernant la localisation mitochondriale de Rpr. Le
premier modele (a gauche) indique que Rpr est recruté a la mitochondrie en interagissant avec Hid qui
est lui-méme mitochondrial. Le second modéle (a droite) indique que Rpr interagit directement avec les
lipides membranaires mitochondriaux. Cette interaction permettrait I'intégration de Rpr dans la
membrane externe mitochondriale. Quel que soit le modéle considéré, la localisation mitochondriale de
Rpr augmente sa capacité a stimuler l'ubiquitination (Ub) de Diapl. Cette ubiquitination pourrait
impliquer une protéine additionnelle (en orange).




Introduction

mutant pour buffy et debcl a permis de mettre en évidence une action antagoniste de ces deux génes dans la
mort induite par irradiation (Sevrioukov et al., 2007). Toutefois, Buffy et Debcl n’assurent pas toujours des réles
opposés. En effet, des données indiquent que buffy et debcl peuvent, dans de rares cas, coopérer pour induire

la mort cellulaire (Tanner et al., 2011; Yacobi-Sharon et al., 2013).

A I'heure actuelle, on ne connait pas précisément les mécanismes moléculaires de I'apoptose induite
par Debcl et les quelques informations présentes dans la littérature sont souvent contradictoires. En effet, selon
I’étude considérée, la mort induite par I'expression ectopique de debc! est totalement, partiellement ou n’est
pas inhibée par un inhibiteur de caspases (Brachmann et al., 2000; Colussi et al., 2000; Igaki et al., 2000; Zhang
et al., 2000; Zimmermann et al., 2002). Ces données laissent penser que Debcl induirait la mort selon des voies
dépendante et indépendante des caspases. De méme, I'implication de Dark dans la mort induite par Debcl est
un sujet débattu : si deux études s’accordent sur le fait qu’il est requis pour I'apoptose induite par Debcl (Colussi
et al., 2000; Galindo et al., 2009), une troisieme étude rejette son implication (Zimmermann et al., 2002). De la
méme maniere, le domaine BH3 de Debcl peut étre décrit comme indispensable ou non pour la capacité
d’inducteur de mort de Debcl (Colussi et al., 2000; Doumanis et al., 2007; Zhang et al., 2000). Bien que cela n’ait
pas été systématiquement testé, il semblerait que les RHG ne soient pas requis pour la mort induite par Debcl et

inversement Debcl ne serait pas impliqué dans I'activité pro-apoptotique des RHG.

En résumé, des controverses persistent concernant la fonction précise des protéines de la famille Bcl-2
dans la mort cellulaire chez la drosophile. Des études supplémentaires in vivo sont donc requises pour mieux
caractériser I'importance de ces protéines dans I'apoptose chez cet organisme modele. Il est toutefois possible
que le role de Debcl et Buffy soit restreint et que la voie de mort mitochondriale soit contrélée par d’autres

protéines comme Rpr, Hid ou Grim, chez la drosophile.

¢) Réle des RHG dans une voie de mort mitochondriale chez la drosophile

En dépit de la forte conservation du domaine RHG/IBM N-terminal et du réle de ce domaine dans la
fonction pro-apoptotique des membres de la famille RHG, de fagon intrigante, plusieurs études indiquent que
les protéines Rpr et Grim dépourvues de ce domaine conservent la capacité d’induire la mort cellulaire (Chen et
al., 2004; Chen et al., 1996a; Claveria et al., 1998; Claveria et al., 2002; Claveria et al., 2004; McCarthy and Dixit,
1998; Tait et al., 2004; Thress et al., 1999; Wing et al., 2001; Wing et al., 1998). Ces données suggerent qu’au
moins une autre région de Rpr et Grim assure un role pro-apoptotique. En effet, un second domaine conservé
entre Rpr, Grim et Sickle a été identifié (Figure 20) (Chen et al., 2004; Claveria et al., 2002; Olson et al., 20033;
Wing et al., 2001; Zhou, 2005). Ce domaine interne correspondant a une hélice a amphiphatique a été nommé
domaine GH3 (Grim Helix 3) (Claveria et al., 2002) ou domaine R3 (RHG domain 3) (Chen et al., 2004) ou encore

bloc-Trp (Tryptophane) (Wing et al., 2001). Ce domaine est requis pour la fonction pro-apoptotique de Rpr et
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Figure n°22 : Le motif GH3, conservé entre Rpr, Grim et Sickle, est nécessaire et suffisant pour assurer

une localisation mitochondriale.

(a)  Alignement du domaine conservé GH3 de Rpr, Grim et Sickle. Les résidus identiques et similaires
sont respectivement indiqués dans des carrés noirs et gris.
Issu de Claveria and Torres, 2003

(b-d) Les différentes protéines étudiées sont détectées en vert et on visualise en rouge un marqueur
mitochondrial. Grim-GFP et Rpr-GFP se localisent a la mitochondrie dans des cellules de
drosophile (b). Les protéines GrimAGH3-GFP et RprAGH3-GFP sont cytoplasmiques (c). Le domaine
GH3 est donc nécessaire a la localisation mitochondriale de Grim et Rpr. Contrairement a la GFP
qui est cytoplasmique, GH3C"™-GFP et GH3RP-GFP ont une localisation mitochondriale (d). Le
domaine GH3 est donc suffisant pour assurer une localisation mitochondriale.
Adapté de Claveria et al., 2002 et Olson et al., 2003a
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Grim et il est suffisant in vitro pour induire de la mort cellulaire (Chen et al., 2004; Claveria et al., 2002; Claveria

et al., 2004; Freel et al., 2008; Olson et al., 2003a; Wing et al., 1998).

De fagon intéressante, Rpr et Grim se localisent a la mitochondrie et cette localisation est dépendante
du domaine GH3 (Figure 21 et 22) (Claveria et al., 1998; Claveria et al., 2002; Claveria et al., 2004; Freel et al.,
2008; Olson et al., 2003a; Sandu et al., 2010; Thomenius et al., 2011). Ce domaine ne correspond pourtant pas,
en tant que tel, a une séquence d’adressage mitochondriale. Freel et al. ont montré que le domaine GH3 permet
a Rpr de s’enchasser dans la membrane externe mitochondriale via une interaction de ce domaine avec les lipides
membranaires (Figure 21) (Freel et al., 2008). Sandu et al. envisagent un autre modele pour expliquer la
localisation mitochondriale de Rpr. Comme Rpr et Grim, Hid est retrouvé localisé au niveau de la mitochondrie
(Haining et al., 1999; Sandu et al., 2010). Mais contrairement aux deux autres, Hid posséde une séquence
d’insertion dans la membrane mitochondriale en C-terminal (Figure 20). La présence de cette séquence et la
protéine Cdk7 (Cyclin-dependent kinase 7) sont requises pour la localisation mitochondriale de Hid (Figure 21)
(Haining et al., 1999; Morishita et al., 2013; Sandu et al., 2010). Sandu et al. ont mis en évidence une interaction
physique entre Hid et Rpr par le biais de la région hélicale centrale de Rpr qui comprend le domaine GH3. Cette
interaction est requise pour la localisation mitochondriale de Rpr (Sandu et al., 2010). Rpr serait donc recruté a
la mitochondrie par I'intermédiaire de son domaine GH3 en interagissant avec Hid qui lui possede une séquence

d’insertion dans les membranes mitochondriales (Figure 21).

Plusieurs études indiquent que la localisation mitochondriale des RHG est importante pour leur fonction

AGH3 ne forme de Rpr dépourvue du domaine GH3 qui n’est donc pas mitochondriale, a

pro-apoptotique. Rpr
une capacité réduite & induire de la mort cellulaire (Olson et al., 2003a). De fagon intéressante, Rpr®™ est
incapable de stimuler I'ubiquitination et la dégradation de Diap1 bien qu’elle conserve la capacité de lier les IAPs
(Olson et al., 2003a). Toutefois, I'ajout de la séquence d’adressage mitochondriale de Hid & Rpr®H3 est suffisant
pour restaurer la dégradation de Diap1 et I'induction efficace de mort cellulaire (Olson et al., 2003a). Par ailleurs,

RprAGH3

peut induire la dégradation de Diap1, si Diap1 est adressé artificiellement a la mitochondrie (Freel et al.,
2008). Ces données indiquent que la dégradation de Diapl induite par Rpr requiére une localisation
mitochondriale de Rpr. En outre, la protéine Hid, qui est impliquée dans la localisation mitochondriale de Rpr,
est requise pour que Rpr stimule efficacement I'ubiquitination de Diap1 (Sandu et al., 2010). L'équipe d’Hermann
Steller envisage que le principal role de Hid serait d’assembler un complexe macro-moléculaire au niveau de la
mitochondrie afin de recruter Rpr (Figure 21) (Sandu et al., 2010). Au sein de ce complexe, Rpr induirait
I"'ubiquitination de Diapl et serait plus actif a la mitochondrie, du fait de la concentration locale de différents
régulateurs de I'apoptose. Il a notamment été montré que Dronc et Drice se localisent a la mitochondrie (Dorstyn

et al., 2002). Rpr pourrait donc faire partie d’'un grand complexe localisé a la mitochondrie qui régulerait la

stabilité de Diap1 et I'activation des caspases.

Cette dépendance entre inhibition de Diap1 et localisation mitochondriale n’est pas vraie dans le cas de

Grim. En effet, des données indiquent que les domaines RHG et GH3 de Grim activent des voies de mort
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différentes, respectivement une inhibition de Diapl et une voie de mort mitochondriale (Claveria et al., 2002).
Ces deux voies peuvent coopérer in vivo pour induire efficacement la mort cellulaire (Claveria et al., 2002). La
voie de mort mitochondriale induite par le domaine GH3 de Grim n’est pas bien caractérisée. |l a été montré que
Grim peut interagir physiquement avec Buffy et Debcl (Wu 2010), mais les conséquences de cette interaction

restent a déterminer.

Au-dela de cette localisation mitochondriale de Rpr, Hid et Grim, d’autres données soutiennent
I’existence d’une voie de mort mitochondriale en aval de ces protéines pro-apoptotiques. En effet, Rpr, Grim et
Hid induisent une perméabilisation de la mitochondrie associée a une libération du cytochrome c dans des
cellules de drosophile ou dans d’autres systémes modeles (Abdelwahid et al., 2007; Claveria et al., 1998; Claveria
et al., 2004; Evans et al., 1997; Goyal et al., 2007; Thress et al., 1999; Thress et al., 1998). De plus, une
perméabilisation mitochondriale dépendante des RHG est observée au cours de |'apoptose induite par des
dommages a I’ADN dans des embryons de drosophile (Abdelwahid et al., 2007). Par ailleurs, la surexpression de
rpr conduit a des défauts mitochondriaux, comme une chute du potentiel de membrane mitochondriale (Brun et

al., 2002).

Ces données suggerent une homologie fonctionnelle entre les RHG de drosophile et les membres
pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 de mammiféres. |l est intéressant de noter que les domaine GH3 (des RHG)
et BH3 (des protéines de la famille Bcl-2) ont une structure similaire (hélice alpha amphiphatique) (Claveria et
al., 2002). Par ailleurs, cette homologie fonctionnelle est soutenue par le fait que le remplacement du domaine
BH3 de Bad par le domaine GH3 de Grim n’altéere ni la localisation mitochondriale ni la capacité de Bad d’induire
la libération de cytochrome c et la mort cellulaire (Claveria et al., 2004). En outre, comme décrit précédemment
Grim peut s’associer a Debcl et Buffy (Wu et al., 2010). Par conséquent Debcl, Buffy et les RHG pourraient
conjointement contréler une voie de mort mitochondriale et ainsi ces protéines assureraient ensemble une

fonction comparable a celle tenue par les membres de la famille Bcl-2 chez les mammiferes.

d) Il existe d’autres protéines mitochondriales impliquées dans I'apoptose

Au-dela des RHG et des membres de la famille Bcl-2, d’autres protéines mitochondriales semblent jouer

un réle dans le processus apoptotique chez la drosophile.

Chez les mammiféres, Omi/HtrA2 est séquestré dans I'espace membranaire mitochondriale. Au cours
de 'apoptose, la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale permet sa libération dans le cytosol
ou il peut exercer son activité apoptotique en liant et en clivant les IAPs. Un homologue de cette protéine a été
identifié chez la drosophile : dOmi/HtrA2 (Challa et al., 2007; Igaki et al., 2007; Khan et al., 2008). Dans les cellules
vivantes, dOmi/HtrA2 est localisé dans I'espace inter-membranaire mitochondrial. Aprés un stimulus
apoptotique, il est libéré dans le cytosol mais reste a proximité de la mitochondrie (Challa et al., 2007; Igaki et

al., 2007; Khan et al., 2008). La surexpression de domi/htra2 induit de la mort cellulaire in vitro et in vivo (Challa
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Figure n°23 : La fonction pro-apoptotique de dOmi/HtrA2 implique son activité sérine protéase

En réponse a un signal apoptotique, dOmi/HtrA2 est libéré de la mitochondrie. Une fois dans le cytosol,
dOmi, via son motif IBM, interagit avec Diapl au niveau des domaines BIR. Cette interaction permet le
clivage de Diapl par dOmi/HtrA2 ce qui conduit a la dégradation de Diapl et donc indirectement a
I’activation des caspases.

Adapté de Khan et al., 2008
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Figure n°24 : Acteurs de la dynamique mitochondriale chez les mammiféres et la drosophile

Les principaux acteurs de la dynamique mitochondriale chez les mammiféres et leur homologue chez la
drosophile sont listés dans le tableau ci-dessus. La perte de fonction des genes codant pour ces

protéines conduit a divers phénotypes chez la drosophile ainsi qu’a plusieurs maladies chez 'Homme.
Adapté de Debattisti and Scorrano 2013



Introduction

et al., 2007; Igaki et al., 2007; Khan et al., 2008). A l'inverse, I'expression d’un ARNi dirigé contre domi/htra2
retarde I'activation des caspases observées dans des cellules en culture en réponse a un stress (Challa et al.,
2007). De plus, la perte de fonction de domi/htra2 réduit la mort de cellules germinales males (Yacobi-Sharon et
al., 2013). Ces données suggérent une conservation de la fonction pro-apoptotique de dOmi/HtrA2 chez la
drosophile. dOmi/HtrA2 appartient a la famille des RHG : il posséde une séquence IBM par I'intermédiaire de
laquelle il est capable d’interagir avec Diapl (Challa et al., 2007; Khan et al., 2008) (Figure 23). dOmi/HtrA2
interagit préférentiellement avec le domaine BIR2 de Diapl mais une interaction est également possible via le
domaine BIR1 (Khan et al., 2008). Cette interaction conduit au clivage de Diap1l et a sa dégradation (Figure 23)
(Challa et al., 2007; Igaki et al., 2007; Khan et al., 2008). En dépit de ces données, une étude indique que
dOmi/HtrA2 ne serait requis ni pour la mort cellulaire développementale ni pour 'apoptose en réponse a un

stress (Tain et al., 2009).

En dehors du réle de dOmi/HtrA2, il existe des données éparses dans la littérature indiquant un réle de
protéines mitochondriales dans la mort cellulaire chez la drosophile. Il a notamment été mis en évidence que la
perte de fonction d’AlIF (Apoptosis Inducing Factor) réduit la mort cellulaire embryonnaire ce qui conduit a la
présence de cellules surnuméraires (Joza et al., 2008). Par ailleurs, dMiro, une GTPase de la membrane externe
mitochondriale, est requise pour I'activation des caspases et la mort cellulaire induite par I’expression d’'un ARNi
dirigé contre diapl dans des cellules de drosophile en culture (Yi et al., 2007). De plus, dTSPO (drosophila
translocator protein), une autre protéine de la membrane externe mitochondriale est requise pour I'apoptose
induite par irradiation ou par un stress oxydant dans le cerveau larvaire (Lin et al., 2014). En outre, les espéces
activées de I'oxygéne (EAO) produites au niveau de la mitochondrie peuvent participer a la signalisation de mort

(Ishii et al., 2013).

e) Dynamique mitochondriale

Les mitochondries existent sous la forme d’un réseau qui se fragmente précocement au cours de
processus de mort cellulaire chez les mammiféres (Frank et al., 2001). Cette fragmentation peut également étre
observée dans des cellules de drosophile pendant I'apoptose (Abdelwahid et al., 2007; Galindo et al., 2009; Goyal
et al., 2007). Cette perturbation de la dynamique mitochondriale survient in vivo pendant la mort cellulaire
développementale (Galindo et al., 2009; Goyal et al., 2007) et in vitro dans des cellules en culture aprés
exposition a différents stimulus apoptotiques comme |’étoposide, la cycloheximide ou encore I'expression
ectopique de rpr ou hid (Abdelwahid et al., 2007; Goyal et al., 2007; Thomenius et al., 2011). La dynamique
mitochondriale semble donc étre altérée au cours de |'apoptose, a la fois chez la drosophile, et chez les
mammiféeres. Je vais présenter ci-dessous les principaux effecteurs de la dynamique mitochondriale (Figure 24),

puis je discuterais de leur implication éventuelle dans la survenue de la mort cellulaire.
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Figure n°25 : Représentation schématique des molécules impliquées dans la fusion chez les

mammiféres

OPA1, Mfnl et Mfn2 sont les trois principaux effecteurs de la fusion mitochondriale chez les
mammiféres. Au niveau de la mitochondrie, elles sont insérées dans la membrane interne (OPA1) ou
dans la membrane externe (Mfn1 et Mfn2) par l'intermédiaire de leur domaine transmembranaire (TM).
MTS : mitochondrial targeting sequence, HR : heptad repeat
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Figure n°26 : Les Mitofusines sont requises pour la fusion mitochondriale
(a) Les fibroblastes embryonnaires de souris exprimant une YFP mitochondriale (en vert) sont

(b)

(c)

co-marqués avec la rhodamine-phalloidine. La perte de fonction de mfn1 (2) ou de mfn2 (3) conduit
a une fragmentation du réseau mitochondrial par rapport au réseau tubulaire observé dans des
cellules sauvages (1)

Issu de Chen et al., 2003

Les muscles sont visualisés en rouge et les mitochondries en vert. L'expression d’un ARNi dirigé
contre marf conduit a une fragmentation du réseau mitochondrial par rapport aux individus

Issu de Deng et al., 2008

Les domaines coiled-coil (des mitofusines présentes sur deux mitochondries adjacentes)
interagissent de facon anti-paralléle, ce qui permet de rapprocher les membranes externes
mitochondriales a 95 A° I'une de l'autre.

Issu de Koshiba et al., 2004
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Au sein de la cellule, les mitochondries s’organisent sous la forme d’un réseau de tubules
interconnectés. Les mitochondries sont des organites extrémement dynamiques qui fusionnent et fissionnent de
fagon continue. Cette dynamique mitochondriale permet de contrbler la forme et la taille du réseau
mitochondrial ainsi que le nombre de mitochondries. Cette balance est essentielle pour le fonctionnement
normal de la mitochondrie. Les molécules impliquées dans la fission et la fusion ont été identifiées et sont
conservées au cours de I’évolution (Sauvanet et al., 2010) mais les mécanismes moléculaires sous-jacents ne sont
encore aujourd’hui que partiellement compris. J'ai choisi de ne présenter ici que les principaux effecteurs de la
dynamique mitochondriale chez la drosophile en les comparants a ceux présents dans les cellules de mammiféres

(Figure 24).

Présentation des principaux acteurs de la fusion mitochondriale

Au cours du processus de fusion mitochondriale, deux événements de fusion membranaires doivent
survenir: les membranes interne et externe d'une mitochondrie fusionnent avec les membranes
correspondantes de la mitochondrie adjacente. Ces deux événements de fusion membranaires sont coordonnés
et surviennent la plupart du temps simultanément. La fusion mitochondriale implique plusieurs grandes GTPases
transmembranaires de la famille de la dynamine a savoir OPA1 (optic atrophy 1) et les mitofusines (Marf et Fuzzy

Onions chez la drosophile et Mfnl et Mfn2 chez les mammiféres) (Figure 25).

e Les mitofusines

Mfnl et Mfn2 sont responsables de la fusion de la membrane externe mitochondriale chez les
mammiféres (Chen et al., 2003; Ishihara et al., 2004). Des fibroblastes embryonnaires de souris dépourvus de
Mfn1l ou Mfn2 ont des mitochondries fortement fragmentées contrairement au réseau tubulaire observé dans
des cellules sauvages (Chen et al., 2003) (Figure 26). Mfn1 et Mfn2 sont ancrées dans la membrane externe
mitochondriale et exposent leurs extrémités N- et C-terminales dans le cytosol (Rojo et al., 2002). La région
N-terminale de ces protéines contient le domaine GTPase alors que la région C-terminale posséde des motifs HR
(Heptad Repeat) permettant la formation d’une structure coiled-coil (Chen et al., 2003; Ishihara et al., 2004;
Koshiba et al., 2004) (Figure 25). Mfn1 et Mfn2 peuvent former des homodimeéres et des hétérodimeéres par le
biais d’une liaison antiparallele de leur domaine coiled-coil. L'interaction en trans des mitofusines présentes sur
deux mitochondries adjacentes permet d’aligner les membranes externes mitochondriales et de les maintenir a
une distance d’environ 95A° I'une de I'autre (Koshiba et al., 2004) (Figure 26). Un changement de conformation
des mitofusines nécessitant I’'hydrolyse du GTP permettrait ensuite la fusion a proprement parler des membranes
externes mitochondriales (Knott et al., 2008).
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Figure n°27 : Drpl et Marf ont une action antagoniste sur la morphologie mitochondriale

La morphologie mitochondriale dans les cellules musculaires larvaires est visualisée grace a un
immunomarquage du complexe V. La perte de fonction de drp1 (drp1?) conduit a la présence d’un
réseau mitochondrial allongé par rapport a la condition controle. A l'inverse, la perte de fonction de
marf (marf®) conduit a une fragmentation du réseau mitochondrial.

Issu de Sandoval et al., 2014
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Le génome de la drosophile code pour deux membres de la famille des mitofusines : fuzzy onions (fzo)
et marf (mitochondrial assembly regulatory factor). Dans les spermatides précoces de drosophile, les
mitochondries sont situées a proximité du noyau haploide. Quand les spermatides maturent, les mitochondries
s’agregent et fusionnent pour former deux larges mitochondries qui s’enroulent 'une autour de l'autre. La
structure sphérique ainsi obtenue est appelé Nebenkern. Lorsqu’il est observé en microscopie électronique a
partir de coupes de spermatides, le Nebenkern a une apparence de tranche d’oignon a cause de la présence de
membranes concentriques formées par les mitochondries enroulées. Le géne fuzzy onions tire son nom du fait
que la structure du Nebenkern est altérée dans un contexte mutant (Hales and Fuller, 1997). La perte de fonction
de fzo conduit a un échec de fusion des mitochondries. Toutefois, I'expression de fzo est restreinte a la lignée
germinale male (Hwa et al., 2002). marf est lui exprimé de fagon ubiquitaire et est impliqué dans le processus de

fusion mitochondriale dans les autres tissus (Figures 26 et 27) (Deng et al., 2008; Hwa et al., 2002).

e OPAl

Le gene OPA1 (Optic Atrophy 1) doit son nom au fait qu’il est retrouvé fréquemment muté chez les
patients atteints d’atrophie optique autosomique dominante (Alexander et al., 2000; Delettre et al., 2000), une
maladie dans laquelle les cellules ganglionnaires de la rétine dégénérent ce qui conduit a I'atrophie du nerf
optique et donc a une perte de I'acuité visuelle. La protéine OPA1 se localise au niveau de la membrane interne
mitochondriale (Olichon et al., 2002). La réduction du niveau d’OPA1l conduit a la présence d’'un réseau
mitochondrial fragmenté du fait d’un déficit de fusion (Cipolat et al., 2004; Ishihara et al., 2006). |l a été démontré
qu’OPA1 est requis pour la fusion de la membrane interne mitochondriale (Cipolat et al., 2004; Landes et al.,

2010).

Un homologue d’OPA1 a été identifié chez la drosophile : il est appelé OPA1 ou OPA1-like (McQuibban
et al., 2006; Yarosh et al., 2008). L'expression d’'un ARNi dirigé contre OPA1 induit une fragmentation des
mitochondries dans des cellules de drosophile en culture (McQuibban et al., 2006) et in vivo dans des hémocytes
larvaires (Banerjee and Chinthapalli, 2014). De méme, une fragmentation du réseau mitochondrial est observée
suite a la perte de fonction d’OPA1 dans I'ceil en développement (Yarosh et al., 2008). Ces données suggérent

fortement que le role d’OPA1 dans la fusion mitochondriale serait conservé chez la drosophile.

Drp1 : le principal acteur de la fission mitochondriale

Drpl (dynamin-related protein 1) est le principal effecteur de la fission mitochondriale. Une déplétion de
drp1 ou son inhibition augmente la longueur et la connectivité des mitochondries et empéche leur fragmentation

(Lee et al., 2004; Sauvanet et al., 2010; Smirnova et al., 2001).
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Figure n°28 : Recrutement de la GTPase Drp1 a la mitochondrie

(a) Représentation schématique de Drpl. Drpl contient un domaine GTPase N-terminal nécessaire au
mécanisme de fission, un domaine hélical central comparable a celui de la dynamine et un domaine
effecteur de la GTPase (GED pour GTPase effector domaine) en C-terminal.

(b) Dans les cellules de mammiféres, différentes protéines peuvent servir de récepteurs pour recruter
Drpl au niveau de la membrane externe mitochondriale.

Adapté de Van der Bliek et al., 2013
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Drpl est une grande GTPase, principalement cytosolique, qui fait continuellement la navette entre le cytosol
et la membrane externe mitochondriale (Smirnova et al., 2001). Au niveau de cette membrane, Drpl n’est pas
reparti uniformément, il est présent au niveau de sites restreints correspondant aux futurs sites de fission
(Smirnova et al., 2001). Drp1 n’interagit pas directement avec les phospholipides membranaires, il est recruté a
la mitochondrie via une interaction avec une protéine adaptatrice servant de récepteur (Figure 28). Plusieurs
protéines de la membrane externe mitochondriale ont été proposées pour étre le récepteur de Drpl mais le
mécanisme précis de recrutement et leur importance relative dans le processus de fission mitochondriale ne
sont pas clairs. En effet, Fisl, une protéine transmembranaire de la membrane externe mitochondriale, a été
longtemps considérée comme le récepteur de Drpl du fait que la perte de fonction de fisI inhibe le processus
de fission mitochondriale. Son réle a toutefois été remis en cause : la perte de fonction de fis1 ou sa surexpression
ne perturbe pas la localisation mitochondriale de Drp1l (Lee et al., 2004; Otera et al., 2010; Suzuki et al., 2003).
De plus, Fisl est localisé uniformément dans la membrane externe mitochondriale alors que Drp1 est recruté au
niveau de sites discrets (Suzuki et al., 2003). A I'inverse, la perte de fonction du géne mff (mitochondrial fission
factor), codant pour une protéine de la membrane externe mitochondriale, réduit le recrutement de Drpl a la
mitochondrie. De plus, une interaction physique entre Mff et Drp1 a été mise en évidence (Otera et al., 2010).
Un réle de récepteur de Drpl a également été proposé pour les protéines MiD49 et MiD51 (mitochondrial
dynamics proteins of 49 and 51 kDa) (Palmer et al., 2011). Leur surexpression conduit a une augmentation du
recrutement de Drp1 a la mitochondrie et, en outre, une interaction physique a été mise en évidence par double
hybride et co-immunoprécipitation (Palmer et al., 2011). Plusieurs protéines pourraient donc recruter Drpl a la
mitochondrie pour permettre la fission (Figure 28) (Loson et al., 2013). L'importance relative de ces différents

récepteurs dépendrait du type cellulaire considéré.

Drpl contient un domaine GTPase N-terminal (Figure 28) qui fournit la force mécanique nécessaire au
phénomene de fission, un domaine hélical central comparable a celui de la dynamine et un domaine effecteur
de la GTPase (GED pour GTPase effector domaine) en C-terminal (Ugarte-Uribe and Garcia-Saez, 2014). Une fois
recruté a la mitochondrie, Drpl s’oligomérise et forme une spirale autour de la membrane externe ce qui crée
une courbure de cette membrane. Un changement de conformation de Drp1 induit par I’hydrolyse du GTP va
provoquer la constriction des membranes interne et externe et finalement la fission mitochondriale (Otera et al.,

2013).

L’homologue de drosophile de Drp1 a été identifié par le biais d’un crible génétique recherchant des genes
affectant la neurotransmission dans I'ceil (Verstreken et al., 2005). Les synapses neuronales mutantes pour drp1
sont dépourvues de mitochondries, ces derniéres sont regroupées au niveau du corps cellulaire. Cette mauvaise
localisation des mitochondries conduit a un déficit en ATP au niveau de la synapse. Du fait de ce déficit, les
neurones mutants sont incapables de mobiliser les vésicules synaptiques et donc échouent a maintenir une
neurotransmission correcte pendant une stimulation neuronale intense (Verstreken et al., 2005). Il a, par la suite,
été mis en évidence que drpl est exprimé dans les spermatocytes de drosophile ou il est requis pour une

structure correcte du Nebenkern (Aldridge et al., 2007). En outre, suite a I'expression d’'un ARNi dirigé contre
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drpl des défauts de fission mitochondriale sont observés dans des cellules de drosophile en culture (Gandre-
Babbe and van der Bliek, 2008). Ces différentes études ont permis de mettre en évidence que drp1 est essentiel,
chez la drosophile, pour assurer une morphologie et une distribution correcte des mitochondries, ainsi que pour
le phénomeéne de fission mitochondriale (Figure 27). Son rdéle semble donc conservé entre drosophile et
mammiféres. De fagon intéressante, il y a une forte conservation de la séquence d’acides aminés entre les

protéines Drpl humaine et de drosophile (Debattisti and Scorrano, 2013).

Chez la drosophile, le mécanisme de recrutement de Drpl a la mitochondrie est mal compris. En effet, il
existe peu de données concernant le réle de Fisl dans la dynamique mitochondriale chez cet organisme méme
siun role dans la régulation de la forme des mitochondries a été suggéré (Yang et al., 2008). Toutefois une étude
menée sur des cellules de drosophile en culture indique que I'expression d’un ARNi dirigé contre tangoll
('homologue de drosophile de mff) inhibe la fragmentation mitochondriale et conduit a la présence d’un réseau
allongé comparable a celui observé suite a la déplétion de drpl (Gandre-Babbe and van der Bliek, 2008). Des
études supplémentaires sont donc nécessaires pour comprendre plus précisément le mécanisme de recrutement

et de fonctionnement de Drp1 a la mitochondrie, que ce soit, chez la drosophile ou chez les mammiféres.

Il est aujourd’hui communément admis qu’une fragmentation du réseau mitochondrial existe au cours
de I'apoptose qui survient en réponse a un grand nombre de stimulus (Martinou and Youle, 2011; Suen et al.,
2008). Toutefois, le réle de cette fragmentation mitochondriale dans le processus d’apoptose est un sujet de
débat. En effet, comme on va le voir, certaines études indiquent que cette fragmentation est requise pour le
déroulement correct de la mort cellulaire alors que d’autres suggerent que cette fragmentation ne serait qu’une

conséquence du processus apoptotique (Castanier and Arnoult, 2010).

Il existe plusieurs arguments en faveur d’un réle actif de la fragmentation mitochondriale dans la
régulation du processus apoptotique. Tout d’abord, cette fragmentation survient en amont de I'activation des
caspases, que ce soit, dans des cellules de mammiferes ou de drosophiles (Goyal et al., 2007). De plus, quelle
gue soit 'espéce considérée, I'inhibition des caspases ne bloque pas la fragmentation mitochondriale (Frank et
al., 2001; Goyal et al., 2007). A I'inverse, et de fagon intéressante, I'inhibition de drp1 conduit a une inhibition de
I’activation des caspases et de la mort cellulaire, la encore, chez la drosophile et dans des cellules de mammiferes
(Abdelwahid et al., 2007; Cassidy-Stone et al., 2008; Frank et al., 2001; Goyal et al., 2007; Ishihara et al., 2009;
Lee et al., 2004; Wakabayashi et al., 2009). Ceci laisse penser que la fission mitochondriale est requise pour
I'apoptose. Toutefois, ces expériences n’excluent pas I'existence d’une fonction de Drpl dans le processus de
mort cellulaire indépendante de son réle dans la dynamique mitochondriale. En outre, dans des cellules de
mammiferes, I'inhibition de drpl inhibe la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale et la

libération du cytochrome c dans le cytosol (Frank et al., 2001; Lee et al., 2004). Par ailleurs, la surexpression de
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Figure n°29 : Drpl induit un remodelage membranaire au niveau de la mitochondrie et stimule
I'oligomérisation de Bax

En présence d’'un stimulus apoptotique, la protéine tBid active s’insére dans des microdomaines de la
membrane externe mitochondriale enrichie en cardiolipines et permet le recrutement de Bax. De facon
concomitante, Drpl est recruté a la mitochondrie ol il permet la formation d’'un intermédiaire
d’hémi-fission. Ce remodelage membranaire favorise I'oligomérisation de Bax induite par tBid et par
conséquent la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale.

Adapté de Landes and Martinou, 2011
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fis1 dans des cellules de mammiféres induit une fission mitochondriale et de I'apoptose (James et al., 2003). De
fagon cohérente avec ces données, I'expression d’'un ARNi dirigé contre mff dans des conditions apoptotiques
conduit a une élongation du réseau mitochondriale associée a un retard de la libération du cytochrome c et de
la mort cellulaire (Gandre-Babbe and van der Bliek, 2008; Otera et al., 2010). De méme, la déplétion des
mitofusines ou au contraire leur surexpression, module la réponse des cellules a I'apoptose (Jahani-Asl et al.,
2007; Lee et al., 2004; Sugioka et al., 2004; Thomenius et al., 2011). Il a été mis en évidence que Rpr induit une
fragmentation mitochondriale en liant et en inhibant la protéine pro-fusion Marf (Thomenius et al., 2011). La
surexpression de marf induit une élongation du réseau mitochondrial et s’oppose a I'apoptose induite par Rpr
ou par irradiation chez la drosophile (Thomenius et al., 2011). Cela suggére que la fragmentation mitochondriale

serait requise pour I'activité pro-apoptotique de Rpr.

Un certain nombre de composants de la machinerie de fission/fusion, dont OPA1, Fis1, Drpl et les
mitofusines, semblent donc impliqués dans la régulation de I'apoptose (Abdelwahid et al., 2007; Estaquier and
Arnoult, 2007; Frank et al., 2001; Frezza et al., 2006; Goyal et al., 2007; James et al., 2003; Olichon et al., 2003;
Sugioka et al., 2004; Thomenius et al., 2011). Le mécanisme moléculaire par lequel ces différentes protéines
contrblent la mort cellulaire reste assez flou. Néanmoins, certaines données existent concernant Drpl. L'équipe
de Jean-Claude Martinou a mis en évidence qu’aprés son recrutement a la mitochondrie, dans des conditions
apoptotiques, Drpl permet la formation d’un intermédiaire d’hémi-fission (Figure 29) (Montessuit et al., 2010).
Ce remodelage membranaire mitochondrial crée des sites de contacts entre la membrane interne et la
membrane externe et favorise I'oligomérisation de Bax ce qui conduit a la perméabilisation de la membrane
externe mitochondriale (Landes and Martinou, 2011; Montessuit et al., 2010; Ugarte-Uribe and Garcia-Saez,
2014). La fission mitochondriale participerait donc a la libération dans le cytosol de molécules pro-apoptotiques
précédemment contenues dans la mitochondrie. Il a également été proposé que les sites de fissions soient des
lieux d’assemblage de complexes macro-moléculaires impliqués dans I'induction de I'apoptose (Karbowski et al.,

2002; Krieser and White, 2009).

D’autres données de la littérature suggeérent a I'inverse que la fission mitochondriale ne serait pas
requise pour I'apoptose. En effet, contrairement a I'apparente fonction de Drpl dans I'apoptose décrite
ci-dessus, I'inhibition de la fission par I'expression d’un ARNi dirigé contre drpl1 conduit spontanément a de
I’'apoptose dans des cellules cancéreuses humaines provenant d’un cancer du poumon ou du colon (Inoue-
Yamauchi and Oda, 2012). De plus I'inhibition de drp1 n’a pas, ou peu, d’effet sur I'apoptose des cellules Hela
(Estaquier and Arnoult, 2007; Ishihara et al., 2009; Parone et al., 2006). En outre, des souris KO (knock-out) pour
drpl présentent un taux élevé d’apoptose ce qui suggere que Drpl n’est pas indispensable a la mort cellulaire
(Ishihara et al., 2009). Enfin, un inhibiteur pharmacologique de Drp1, mdivi-1, inhibe la libération du cytochrome
c dépendante de tBid a partir de mitochondries isolées qui sont incapables in vitro de fissionner (Cassidy-Stone
et al., 2008; Lackner and Nunnari, 2010). Ces données suggerent que mdivi-1 inhibe une fonction de Drp1 autre
gue sa capacité a induire une fission mitochondriale. Par conséquent, si tant est que Drpl ait un réle dans le

processus apoptotique, ce dernier ne correspondrait pas a une modulation de la dynamique mitochondriale.
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Figure n°30 : Modéle proposé pour la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale et la
fragmentation mitochondriale survenant au cours de I'apoptose dans des cellules de mammiféres
Apres un stimulus apoptotique, Bax et Drpl colocalisent a la mitochondrie au niveau des sites de fission.
La fragmentation mitochondriale et la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale
surviennent au niveau de ces sites de fission. Ces événements conduisent a la libération dans le cytosol
de facteurs pro-apoptotiques précédemment contenus dans I'espace intermembranaire mitochondrial
comme le cytochrome ¢ ou Smac/Diablo

Adapté de Ugarte-Uribe and Garcia-Saez, 2014
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Au cours des étapes précoces de I'apoptose, Bax, normalement localisé dans le cytosol, est recruté au
niveau de la membrane externe mitochondriale ou il co-localise avec Drpl et Mfn2 au niveau des futurs sites de
fission mitochondriaux (Karbowski et al., 2002). Une fois Bax recruté a la mitochondrie, Drpl ne fait plus la
navette entre le cytosol et la mitochondrie, il reste localisé au niveau de la membrane externe mitochondriale.
Cette rétention mitochondriale est permise par une SUMOylation de Drpl dépendante de Bax et Bak (Wasiak et
al., 2007). La SUMOylation de Drpl augmente son activité GTPase ce qui conduit a la fission du réseau
mitochondrial (Braschi et al., 2009; Scorrano and Liu, 2009). Par ailleurs, Drp1 stimule |'oligomérisation de Bax
(Montessuit et al., 2010) et donc la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale. Il est intéressant
de noter que l'insertion de Bax est facilitée dans des mitochondries fragmentées (Brooks et al., 2011). Drpl et
Bax stimuleraient donc réciproquement leur activité au cours du processus apoptotique. Par ailleurs, Bax
interagit physiquement avec Mfn1 pendant I'apoptose (Brooks et al., 2007). Cette interaction pourrait inhiber
Mfn1 et entrainer la fission mitochondriale. Chez les mammiferes, les protéines de la famille Bcl-2 modulent donc
la dynamique mitochondriale et cet aspect de leur activité est important pour la régulation de I'lapoptose (Figure

30).

Chez la drosophile, il existe beaucoup moins de données sur un lien éventuel entre les membres de la
famille Bcl-2 et la dynamique mitochondriale. Une étude menée par I'équipe de John Abrams indique que la
perte de fonction de debcl n’induit pas, in vivo, de défauts de I'organisation des mitochondries dans les cellules
vivantes (Galindo et al., 2009). De méme, la fragmentation mitochondriale, qui survient au cours de la mort
cellulaire développementale des glandes salivaires, n’est pas modifiée suite a la perte de fonction de debc/
(Galindo et al., 2009). Par contre, I'expression de buffy supprime les changements mitochondriaux associés a
I'apoptose induite par la perte de fonction de pink1 (Park et al., 2006), un géne codant pour une kinase
mitochondriale dont la perte de fonction chez 'Homme est associée a la maladie de Parkinson. Buffy et Debcl
sont requis pour la mort des cellules nourriciéres au cours de I’ovogenese. Dans ce contexte, la perte de fonction
de debcl ou de buffy conduit a une élongation du réseau mitochondriale (Tanner et al., 2011; Tanner and McCall,
2011). Il semble donc exister un lien entre les membres de la famille Bcl-2, la dynamique mitochondriale et la
mort cellulaire chez la drosophile. Toutefois, des études supplémentaires, sont nécessaires afin de mieux le

caractériser et d’identifier les mécanismes moléculaires sous-jacents.

f) Bilan de la place de la mitochondrie chez la drosophile

Contrairement a ce que laissaient présager les premiéres études concernant les mécanismes d’apoptose
chez la drosophile, la mitochondrie a une place de choix dans le contréle de la mort cellulaire chez cet organisme
modele comme c’est le cas chez les mammiferes (Abdelwahid et al., 2011; Desagher and Martinou, 2000).

Toutefois, contrairement a ce qui est observé dans des cellules de mammiféeres, chez la drosophile peu de
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Figure n°31 : Voie de mort mitochondriale chez la drosophile

En réponse a un stimulus apoptotique, dOmi/HtrA2 est libérée de la mitochondrie. Une fois dans le
cytosol, il dégrade Diapl par clivage. AIF est également libérée de la mitochondrie et participe a
I'induction de mort cellulaire. Les protéines mitochondriales dTSPO et dMiro, localisées au niveau de la
membrane externe mitochondriale, sont également impliquées dans le programme de mort. Le
cytochrome c est exposé a la surface mitochondriale en réponse au stimulus apoptotique. Cette
exposition favoriserait la formation d’un apoptosome a proximité de la mitochondrie. Debcl et Buffy,
toutes deux mitochondriales, jouent un réle dans la mort induite par un stress mais leur mode d’action
reste a identifier. Debcl et Buffy interagissent avec Grim mais la signification biologique de cette
interaction est encore inconnue. Les RHG sont recrutés a la mitochondrie en réponse au stimulus
apoptotique. Cette localisation mitochondriale accroit la capacité de Rpr d’induire la dégradation de
Diapl. Rpr peut également altérer le potentiel de membrane mitochondriale. En outre, Rpr favorise la
fragmentation mitochondriale en inhibant la protéine pro-fusion Marf. Cette fragmentation dépendante
de la protéine Drp1 est requise pour une mort cellulaire efficace. Enfin des EAO produits au niveau de la
mitochondrie participent également a I'induction de mort cellulaire.
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protéines semblent étre libérées de la mitochondrie au cours du processus apoptotique, et I'existence d’une
perméabilisation de la membrane externe mitochondriale reste, aujourd’hui encore, un sujet de débat au sein
de la communauté drosophiliste. Néanmoins, plusieurs protéines mitochondriales sont impliquées dans le
programme de mort chez la drosophile et diverses protéines dont les RHG sont recrutées a la mitochondrie en
condition apoptotique (Figure 31). A la vue de ces données, il a été proposé que la cascade apoptotique soit
inversée entre la drosophile et les mammiféres : chez les mammiféeres les acteurs de I'apoptose sont libérés
depuis la mitochondrie dans le cytosol alors que chez la drosophile les régulateurs de I'apoptose subissent une
relocalisation inverse, ils sont concentrés dans, ou a proximité de la mitochondrie, pendant I'apoptose (Estaquier

etal., 2012).

Par ailleurs, une fragmentation mitochondriale est observée pendant I'apoptose a la fois chez la
drosophile et les mammiféeres et I'implication des protéines de la machinerie de fission/fusion dans la voie de
mort mitochondriale semble étre conservée entre les deux espéces. Une hypothése envisagée est que la
mitochondrie, et plus particulierement les sites de fission, serviraient de sites d’ancrage pour recruter et

concentrer les protéines impliquées dans la mort cellulaire (Abdelwahid et al., 2011).

La mitochondrie apparait donc aujourd’hui chez la drosophile comme un régulateur majeur du
processus de mort cellulaire. Les disparités qui existent entre les voies de morts mitochondriales dans des
cellules de drosophile et de mammiferes pourraient n’étre dues qu’a I'état incomplet de nos connaissances. La
drosophile se révele étre un systéme modele puissant pour comprendre les maladies humaines, impliquant une
voie de mort mitochondriale, ou associées a une altération du fonctionnement mitochondrial (Abdelwahid et al.,
2011; Bueler, 2010; Guo, 2012). Il apparait donc essentiel de poursuivre les recherches concernant la

contribution de la mitochondrie dans la mort cellulaire chez la drosophile.

Les voies de signalisation MAPK (mitogen-activated protein kinase) sont connues pour contréler divers
processus cellulaires comme la prolifération, la différenciation ou encore la balance survie cellulaire versus
apoptose en intégrant des signaux créés par des stimuli extra- ou intra-cellulaires. Trois voies MAPK conservées
au cours de I’évolution ont été décrites : la voie ERK (extracellular signal-regulated kinase), la voie JNK (c-Jun
N-terminal kinase) et la voie p38. La voie JNK, également appelée voie SAPK (stress activated protein kinase
pathway), est impliquée dans I'activation de la machinerie d’apoptose dans de nombreux systémes biologiques
et expérimentaux (Dhanasekaran and Reddy, 2008; Kanda and Miura, 2004; Sui et al., 2014). Alors que les
différents composants de la voie JNK sont représentés par de larges familles de génes chez les vertébrés, la
redondance génétique est moindre chez la drosophile ce qui simplifie I'étude de cette voie de signalisation (lgaki,
2009; Johnson and Nakamura, 2007). Je vais m’attacher a décrire ici succinctement les acteurs de la voie JNK
chez la drosophile et a présenter les modes d’activation possibles de cette voie de signalisation dans le cas de

processus apoptotiques.
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Figure n°32 : Stimuli d’activation de la voie JNK et réponses cellulaires

La voie JNK peut étre activée par une grande variété de stimuli intrinséques ou environnementaux. Une
fois activée, par l'intermédiaire de différents effecteurs, cette voie de signalisation régule diverses
fonctions cellulaires. Les différents stimuli d’activation de la voie JNK et les réponses a cette activation,
listés ici, ne sont que des exemples et ne correspondent pas a un état des lieux exhaustif des divers
stimuli et/ou réponses possibles.
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a) Lavoie JNK chez la drosophile : signaux déclencheurs et fonctions biologiques

La voie JNK peut étre activée par une grande variété de stimuli intrinseques ou environnementaux
(Figure 32). On peut citer par exemple les dommages a I’ADN, la présence d’espéces activées de I'oxygene, la
chaleur ou encore la présence d’antigenes bactériens ou de cytokines inflammatoires. L’activation de la voie JNK
peut conduire a une grande diversité de réponses. Une activation de cette voie peut notamment conduire a
I'induction d’apoptose ou au contraire stimuler la prolifération cellulaire. Du fait de cette pléiotropie, la voie JNK
joue un role crucial dans de nombreux processus biologiques (lgaki, 2009) tels que la morphogenése des tissus
(Harden, 2002; Noselli and Agnes, 1999), la cicatrisation des blessures (Galko and Krasnow, 2004), la réponse
immunitaire (Kleino and Silverman, 2014), la longévité (Biteau et al., 2011), la régénération des cellules souches
(Biteau et al., 2008) ou encore la croissance tumorale (Igaki et al., 2006). De fagon cohérente avec I'importance
de la signalisation JNK dans la réponse cellulaire au stress, sa mauvaise régulation a été impliquée dans une
grande variété de pathologies dont les maladies neurodégénératives et les cancers (Sabapathy, 2012; Weston

and Davis, 2002).

b) Les acteurs de la voie JNK chez la drosophile

La signalisation JNK correspond a une cascade de phosphorylations permettant in fine |’activation de la
kinase JNK. Chez la drosophile, il existe une seule protéine JNK nommée Basket (Bsk). Bsk est le substrat de la
kinase Hemipterous (Hep, une JNKK (JNK kinase)). Bsk peut également étre phosphorylé par la INKK Mkk4 (MAP
kinase kinase 4) mais ce type d’activation est restreint a certains cas particuliers comme par exemple I'activation
de la voie par l'intermédiaire du couple récepteur/ligand Eiger (eda-like cell death trigger)/Wengen (Geuking et

al., 2005).

La cascade Hep-Bsk peut étre activée par les 6 JNKKKs (JNKK kinase) de drosophile (Figure 33) : dTak1l
(drosophila TGF-B activated kinase 1), dTakl2 (drosophila Takl-like 2), DASK1 (drosophila Apoptosis
signal-regulating kinase 1), Slipper (Slpr) et dMekk1 (drosophila MEK kinase 1) et Wallenda (Wnd). Ces JNKKKs
peuvent elles-mémes étre régulées par diverses protéines adaptatrices, a savoir par des petites GTPases telles
gue Racl, Rhol (Ras homologous 1) et Cdc42 (Cell division cycle 42), par des kinases comme Misshapen (Msn)
ou encore par des protéines d’échafaudage comme les facteurs dTRAF1 et dTRAF2 (TNF receptor-associated
factors) de la famille du TNF (tumor necrosis factor). Chaque module de signalisation JNK qui correspond a la
combinaison de I'une de ces protéines adaptatrices associée a une JNKKK, et de la cascade Hep-Bsk, peut étre
activé par différents couples de récepteur/ligand a savoir Eiger/Wengen (homologue de TNF/TNFR), PVF (PDGF-
and VEGF-related factor)/PVR (PDGF- and VEGF-receptor related) (homologue de PDGF/PDGFR) et Wingless
(Wg)/Fz(Frizzled) (Igaki, 2009; Rios-Barrera and Riesgo-Escovar, 2013).

L’activation de la signalisation JNK conduit a la phosphorylation par Bsk du facteur de transcription Jra

(Jun-related antigen, homologue de Jun) au niveau de résidus sérines et thréonines situés dans la région
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Figure n°33 : La voie JNK chez la drosophile

La voie de signalisation JNK peut étre activée chez la drosophile par différents couples de récepteurs/
ligands (en bleu) a la surface de la cellule. Des protéines adaptatrices (en violet) relaient le signal en
activant une ou plusieurs JNKKKs (en vert). Les protéines adaptatrices répondent également a des
signaux intra-cellulaires. Ces JNKKKs activent a leur tour par phosphorylation les JNKKs (en rose) ce qui
aboutit a I'activation du facteur de transcription Jra par la JNK Bsk. Sous sa forme phosphorylée, Jra
interagit avec Kay et ensemble ils régulent la transcription de différents génes cibles. L’activation
transcriptionnelle de puc permet la mise en place d’un rétrocontrole négatif de la voie : Puc
déphosphoryle Bsk et donc I'inactive. La combinaison entre les différents éléments de cette voie est
déterminante pour la spécificité de la réponse.

Adapté de Igaki, 2009
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N-terminale de la protéine. Cette phosphorylation permet I'association de Jra avec un autre facteur de
transcription appelé Kay (Kayak, homologue de Fos) pour former le complexe AP-1 (Adaptor Protein complex-1).
Ce complexe va moduler la transcription de différents genes cibles. Ainsi, par le biais de phosphorylations
séquentielles, la signalisation JNK peut engager rapidement un programme d’expression génique pour répondre
de fagon adaptée en fonction du stimulus d’origine. Jra n’est pas le seul substrat de Bsk, ce dernier peut
phosphoryler une grande variété de substrats cytosoliques, ce qui diversifie encore plus les effets induits en

réponse a une activation de la voie JNK.

La voie JNK est négativement régulée par Puckered (Puc) (McEwen and Peifer, 2005). Puc est une
phosphatase qui inactive la voie en déphosphorylant Bsk. Le gene puc est également une cible transcriptionnelle
du complexe AP-1, ce qui permet la mise en place d’une boucle de rétrocontréle négative (Martin-Blanco et al.,

1998).

Des progres considérables ont été réalisés ces derniéres années concernant la compréhension des
conséquences biologiques de I'activation de la voie JNK. Néanmoins, on ne connait pas encore précisément les
mécanismes qui controlent les effets pléiotropes, et parfois méme opposés, observés en réponse a I'activation
de cette voie. La combinaison entre les différentes JNKK, JNKKK et les diverses protéines adaptatrices pourrait
étre responsable de la spécificité de réponse. Une hypothése envisagée dans la littérature est que cette
spécificité soit apportée, non pas par la combinaison des différents acteurs de la voie, mais par le choix de la

JNKKK activée (Stronach, 2005).

c¢) Mode d’activation de la voie JNK dans le cas de processus apoptotiques

Diverses études indiquent que la voie JNK joue un rdle crucial dans la régulation de I'apoptose que ce soit
dans le cas d’'une apoptose développementale ou en réponse a un stress cellulaire (Griswold et al., 2008; Igaki,
2009; Lee et al., 2006; Luo et al., 2007; McEwen and Peifer, 2005). Par exemple, la voie JNK est nécessaire a
I’'apoptose induite par des rayonnements . Plus précisément, il a été mis en évidence que la voie JNK est activée
de facon dépendante de Dmp53 en réponse a ce type de stress. Dans ces conditions, une fois activée la voie JNK
permet une activation transcriptionnelle de rpr (McEwen and Peifer, 2005). Par ailleurs, en réponse a des
dommages a I’ADN causés par une exposition aux ultraviolets, la voie JNK active le complexe AP-1 et le facteur
de transcription Foxo (Forkhead Box O) ce qui permet une augmentation de la transcription de hid (Luo et al.,
2007). A I'inverse, il a été mis en évidence que la voie JNK peut étre requise en aval de Rpr. En effet, la mort
cellulaire induite par Rpr peut étre partiellement supprimée par une perte de fonction de bsk. Le mécanisme
moléculaire sous-jacent a I'activation de la voie JNK par Rpr a été élucidé. Diap1l poly-ubiquitine dTrafl ce qui
conduit a sa dégradation par la voie ubiquitine/protéasome. Rpr en favorisant I'ubiquitination et la dégradation
de Diap1 permet indirectement une stabilisation de dTrafl ce qui conduit a une activation de la voie d’apoptose

DASK1-Hep-Bsk (Figure 34) (Kanda and Miura, 2004; Kuranaga et al., 2002).
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Figure n°34 : Mode d’activation de la voie JNK dans le cas de processus apoptotiques chez la drosophile

Une activation de la voie JNK, survenant en réponse a divers stimuli, peut conduire a de l'apoptose. Le
complexe dUeV1a-Ben joue un réle crucial dans I'induction d’apoptose en agissant en aval du complexe Egr/
Wegn qui répond a des signaux extracellulaires et en aval de la protéine Src42A qui, elle, répond a une perte de
polarité cellulaire. dUeV1a-Ben permet, d’'une part, d’activer dTraf2 en stimulant sa poly-ubiquitination (sans
doute de type K63) ce qui active la signalisation dTak1l-Hep-Bsk et, d’autre part, active la machinerie de mort
cellulaire via la protéine NOPO. Les RHG en favorisant la dégradation de Diapl permettent indirectement la
stabilisation de dTRAF1 et donc I'activation de la signalisation DASK1-Hep-Bsk. Bsk active différents facteurs de
transcription et ainsi favorise via Rpr et Hid la dégradation de Diapl. Dronc peut également induire I'activation
de la voie JNK mais le mécanisme reste inconnu.
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La plupart de nos connaissances concernant le mode d’activation de la voie JNK dans le cas de processus
apoptotiques provient de I'étude de la voie Eiger (Egr)/Wengen (Wgn) (Figure 34) (Igaki and Miura, 2014).
L’expression ectopique d’egr in vivo au cours du développement ou dans des cellules de drosophile en culture
induit massivement de la mort cellulaire (Igaki et al., 2002a; Kanda et al., 2002; Kauppila et al., 2003; Moreno et
al., 2002). Wgn est requis pour cette induction de mort cellulaire (Kanda et al., 2002; Kauppila et al., 2003). Des
études génétiques et biochimiques ont permis de mettre en évidence que la mort induite par Egr/Wgn nécessite
la signalisation Msn-dTak1-Bsk (lgaki et al., 2002a; Moreno et al., 2002). Par la suite, une implication de dTraf2
et TAB2 dans cette voie de mort a été démontrée. Ces deux protéines serviraient d’adaptateurs pour regrouper

au sein d’un méme complexe Msn et dTakl. Au sein de ce complexe Msn activerait dTak1 (Geuking et al., 2005).

Des données récentes détaillent un peu plus la régulation de la voie de signalisation en aval du couple
Egr/Wgn (Figure 34). Il a été mis en évidence que I'expression d’eiger stimule la polyubiquitination de dTraf2
sans modifier la stabilité de la protéine (Ma et al., 2014). Cela suggere que la polyubiquitination de dTraf2 induite
par Eiger ne déclenche pas la dégradation de dTraf2 par le protéasome. Il a été proposé que cette
polyubiquitination serve de signal pour recruter et/ou activer les membres de la voie JNK en aval de dTraf2,
comme c’est le cas pour son homologue Traf2 chez les mammiferes (Shi and Kehrl, 2003). Une étude génétique
et moléculaire a démontré que Bendless (Ben), une enzyme E2 de conjugaison de I'ubiquitine, est requise pour
la mort cellulaire induite par I'expression ectopique d’eiger. Dans la voie de signalisation, Ben agit en aval de
Wengen. |l interagit physiquement avec dTraf2 et est nécessaire pour la polyubiquitination de dTraf2 induite par
Egr (Ma et al., 2014). La perte de fonction de dUevla (Ubiquitin-conjugating enzyme variant 1A), qui code pour
un variant de conjugaison de 'ubiquitine, sauve du phénotype d’ceil réduit induit par I'expression ectopique
d’egr. Ben et dUevla interagissent pour former un complexe E2 héterodimerique et coopérent en aval d’Eiger

pour activer la voie JNK via dTraf2 (Ma et al., 2013b).

L’enzyme de déubiquitination dCYLD (drosophila cylindromatosis ortholog) est également requise pour la
mort cellulaire induite par Eiger. Une perte de fonction de dCYLD conduit a une diminution du niveau protéique
de dTraf2 associée a une augmentation des formes ubiquitinées de dTraf2 (Simonson et al., 2007; Xue et al.,
2007). dCYLD favorise donc la mort induite par Egr en stabilisant la protéine dTraf2. L’ensemble de ces données
suggerent que l'ubiquitination de dTraf2 peut avoir différentes conséquences. On peut envisager que dTraf2 soit
la cible de deux types d’ubiquitination : une poly-ubiquitination de type K48 et de type K63. dTraf2 liée a une
chaine de poly-ubiquitine K48 serait adressée au protéasome. Cette poly-ubiquitination K48 pourrait étre
éliminée par dCYLD mais I'enzyme E3 ubiquitine ligase responsable de cette ubiquitination reste a identifier. La
poly-ubiquitination K63 de dTraf2 par le complexe dUevla/Ben ne conduirait pas a sa dégradation mais au

contraire permettrait d’activer la voie de signalisation JNK en aval de dTraf2.

Il est intéressant de noter que la protéine Src42A, une tyrosine kinase non-membranaire, module la mort
cellulaire dépendante de la voie JNK en amont de Ben et dUevla (Figure 34) (Ma et al., 2013a). Src42A serait

notamment important pour induire la mort des cellules via la voie JNK en réponse a une perte de polarité
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cellulaire. Par conséquent le complexe dUevla/Ben joue un rdle crucial dans I'induction d’apoptose dépendante
de la voie JNK que ce soit en réponse a des signaux extracellulaires intégrés par Egr/Wgn ou suite a une altération

de la polarité cellulaire.

Cette activité pro-apoptotique de la voie JNK n’est pas restreinte a la drosophile, elle a également été
observé a la fois in vitro et in vivo dans des systemes de mammiferes (Davis, 2000; Dhanasekaran and Reddy,

2008; Weston and Davis, 2002; Weston and Davis, 2007).

Par ailleurs, la mort induite par Eiger ne dépend pas exclusivement de la voie JNK. En effet, il existe deux
voies de mort indépendantes en aval du complexe dUevla/Ben : I'une dépend de la voie JNK et implique dTraf2
comme décrit précédemment alors que I'autre implique la protéine NOPO (No poles) (Ma et al., 2012). NOPO
est une E3 ubiquitine ligase requise pour I'activation transcriptionnelle de rpr et hid induite par Eiger. Il y a donc

une voie de mort caspase dépendante mais JNK indépendante en aval d’Eiger.

C. Effets des cellules apoptotiques sur le tissu environnant: focus sur la

prolifération induite par I'apoptose

L'apoptose est traditionnellement présentée comme une mort cellulaire silencieuse car elle ne
déclenche pas de réponse inflammatoire. En réalité, chez la drosophile, la présence de cellules apoptotiques a
de nombreuses conséquences sur le tissu environnant, et est donc loin d’étre silencieuse. En effet, la présence
de cellules apoptotiques peut occasionner la prolifération des cellules voisines (Martin et al., 2009; Mollereau et
al., 2013) ou au contraire induire un arrét de prolifération des cellules du compartiment adjacent (Mesquita et
al., 2010; Robinson, 2010). Une apoptose des cellules environnantes a également été observée en réponse a la
présence de cellules apoptotiques (Morata and Herrera, 2013; Perez-Garijo et al., 2013). A l'inverse, il a été
rapporté que les cellules a proximité des cellules apoptotiques sont plus résistantes a I'apoptose induite par
irradiation (Bilak et al., 2014). Par ailleurs, 'apoptose peut avoir des conséquences au hiveau systémique en
induisant un retard de développement (Demay et al., 2014; Halme et al., 2010; Mirth and Shingleton, 2012). En
outre dans les cellules post-mitotiques, une croissance cellulaire hypertrophique peut contribuer a la réparation
des tissus (Tamori and Deng, 2014). L'ensemble de ces mécanismes permet de maintenir ’homéostasie tissulaire
au cours du développement et semble impliqué dans I'apparition des tumeurs. J’ai choisi de m’intéresser ici
uniquement a la prolifération induite par I'apoptose (AiP pour Apoptosis-induced Proliferation) en détaillant le

mécanisme moléculaire chez la drosophile et son implication dans la tumorigenése chez 'Homme.
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Figure n°35 : Prolifération compensatoire et prolifération induite par I'apoptose.

Si des cellules d’un tissu en développement sont éliminées par apoptose en réponse a un stimulus, un
mécanisme se met en place pour maintenir 'homéostasie tissulaire : les cellules voisines des cellules
apoptotiques proliférent. Cette prolifération induite par I'apoptose (AiP) permet de compenser la perte
cellulaire. On parle de prolifération compensatoire. A 'issue de ce processus, le tissu retrouve une taille
correcte et se différencie normalement.

Des cellules « undead » peuvent étre générées par un blocage de I'exécution du programme de mort en
bloquant les caspases via I'inhibiteur p35. Les cellules « undead » ne sont pas éliminées du tissu, elles
sécretent en permanence des signaux induisant la prolifération des cellules voisines. Du fait de la
persistance des cellules « undead » et de la permanence des signaux mitogéniques, cette AiP conduit a
une hyperplasie tissulaire.

Adapté de Fan and Bergmann, 2008a
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Les tissus des animaux en développement ont une étonnante capacité de régénération. L'irradiation de
larves de drosophile de troisieme stade conduit a I'élimination par apoptose de 40 a 60% des cellules du disque
imaginal d’aile. De fagon intéressante, a l'issue du développement, en dépit de cette apoptose massive, les
adultes présentent des ailes normales (Haynie and Bryant, 1977). La perte des cellules est en fait compensée par
une augmentation de la prolifération des cellules saines environnantes. Ce processus, par lequel un tissu
endommagé restaure sa taille originelle, est appelé prolifération compensatoire (Figure 35) (Mollereau et al.,
2013). L'expression, dans le compartiment postérieur du disque imaginal d’aile, d’une toxine de plante qui inhibe
la synthése protéique conduit, d’une part, a I’élimination de certaines cellules de ce compartiment et d’autre
part, a une augmentation de la prolifération qui est observée dans cette méme région postérieure (Milan et al.,
1997). Ces données suggerent que des facteurs mitogéniques sont produits dans cette région. Une hypothése
envisagée est que les cellules apoptotiques soient elles-mémes la source de la production et de la sécrétion de
ces facteurs favorisant la prolifération. Toutefois, les cellules apoptotiques étant rapidement éliminées du tissu,
il est techniquement difficile de tester cette hypothése. Des cellules « undead » ont donc été générées pour

tenter de répondre a cette question.

Les cellules « undead » sont des cellules au sein desquelles le processus de mort cellulaire a été initié
mais qui sont maintenues en vie du fait d’un blocage de I'exécution du programme de mort (Huh et al., 2004a;
Kondo et al., 2006; Perez-Garijo et al., 2004; Perez-Garijo et al., 2005; Ryoo et al., 2004; Wells et al., 2006). Cela
est par exemple rendu possible par I'expression de I'inhibiteur de caspase p35. Au sein de ces cellules « undead »,
la totalité de la cascade apoptotique est activée, a I'exception des caspases effectrices Drice et Dcpl qui sont
bloquées. Cette activation de la cascade apoptotique est théoriquement maintenue indéfiniment. De facon
intéressante, la présence de cellules « undead » conduit a un phénotype d’hyperplasie tissulaire ce qui suggere
un accroissement de la prolifération cellulaire en réponse a ce type particulier de cellules apoptotiques (Figure

36) (Huh et al., 2004a; Kondo et al., 2006; Perez-Garijo et al., 2004; Perez-Garijo et al., 2005; Ryoo et al., 2004).

Les cellules « undead » ont été trés largement utilisées chez la drosophile pour tenter d’élucider les
bases moléculaires du processus de prolifération compensatoire. Toutefois, les cellules « undead » n’étant pas
éliminées du tissu, il n’y a pas, dans ces conditions expérimentales, a proprement parler, de compensation des
cellules perdues. On ne peut donc pas parler de prolifération compensatoire, on utilise plutot le terme AiP pour
faire référence a ce phénomeéne au cours duquel les cellules apoptotiques (ici les cellules « undead ») favorisent

la prolifération des cellules saines environnantes (Figure 35) (Mollereau et al., 2013).

Il a été mis en évidence que les cellules « undead » expriment ectopiquement les morphogénes wingless

(wg) et decapentaplegic (dpp) (Fan et al., 2014; Huh et al., 2004a; Kondo et al., 2006; Perez-Garijo et al., 2004;
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Figure n°36 : Mécanisme d’AiP en présence de cellules « undead » dans un tissu prolifératif

(a) En présence de p35, I'induction d’apoptose active la machinerie de mort cellulaire (en bleu) mais les
cellules ne meurent pas, du fait d’une inhibition des caspases effectrices. Ainsi, I'induction
d’apoptose, en présence de p35, génére des cellules « undead ». Dans ces cellules « undead »,
Dmp53 et la voie JNK sont activées de facon dépendante de Dronc. La voie JNK et Dmp53
permettent I'expression et la sécrétion des facteurs mitogéniques Wg et Dpp ce qui déclenche la
prolifération des cellules voisines. Une signalisation (en rose) se met donc en place pour déclencher
I’AiP. Du fait de la persistance des cellules « undead » et de la permanence des signaux
mitogéniques cette AiP conduit a une hyperplasie tissulaire.
Adapté de Kashio et al. 2014, Ryoo and Bergmann, 2012 et Fan and Bergmann, 2008a

(b) Exemples de phénotypes d’hyperplasie tissulaire observés, chez I'adulte, aprés induction de mort
cellulaire dans un tissu prolifératif au stade larvaire en présence de p35. Dans I'exemple présenté a
gauche, la mort cellulaire a été induite dans les cellules prolifératives du disque imaginal d’ceil par
I’expression ectopique de hid. p35 est exprimé par toutes les cellules qui expriment hid. Dans
I'exemple présenté a droite, la mort cellulaire est induite par irradiation (IR) dans des disques
imaginaux d’aile. La mort est bloquée par I'expression de p35 uniquement dans le compartiment
postérieur du disque imaginal d’aile.
Issus de Ryoo and Bergmann 2012 et Pérez-Garijo et al., 2004
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Ryoo et al., 2004). De fagon intéressante, la perte de fonction de wg ou dpp réduit fortement la surprolifération
des cellules voisines des cellules « undead » ainsi que le phénotype d’hyperplasie tissulaire associé (Perez-Garijo
et al., 2005; Perez-Garijo et al., 2009; Ryoo et al., 2004). Ainsi, les cellules « undead » en produisant
ectopiquement et de fagon continue ces deux morphogénes stimulent, par un mécanisme non-autonome
cellulaire, la prolifération des cellules adjacentes ce qui conduit a une hyperplasie du disque imaginal et du tissu
adulte correspondant (Huh et al., 2004a; Kondo et al., 2006; Morata et al., 2011; Perez-Garijo et al., 2004; Perez-
Garijo et al., 2005; Ryoo et al., 2004). Bien qu’elle soit plus difficilement observable, une expression ectopique
de wg et dpp survient également dans les cellules apoptotiques normales (Perez-Garijo et al., 2004; Ryoo et al.,

2004).

Différentes études ont permis de mettre en évidence que la caspase initiatrice Dronc et le facteur de
transcription Dmp53 assurent une fonction non-apoptotique au sein des cellules « undead » : ils sont requis pour
la production de mitogeénes pendant I'AiP et I'hyperplasie tissulaire qui lui est associée (Fan et al., 2014; Huh et
al., 2004a; Kondo et al., 2006; Wells and Johnston, 2012; Wells et al., 2006). Par ailleurs, la voie de signalisation
JNK est activée dans les cellules «xundead » et est requise pour la production ectopique de wg et dpp et pour I'AiP
provoquée par la présence de cellules « undead » (Figure 36) (Perez-Garijo et al., 2009; Ryoo et al., 2004; Suissa

etal., 2011; Warner et al., 2010).

Il est intéressant de noter que les cellules « undead » présentes dans le compartiment postérieur du
disque imaginal d’aile ont la capacité de migrer et d’envahir le compartiment antérieur (Perez-Garijo et al., 2004).
Bien qu’elles transgressent la frontiere antéro-postérieure, les cellules « undead » conservent leur identité
postérieure et ne se mélangent pas avec les cellules antérieures (Martin et al., 2009; Morata et al., 2011). Cette
capacité des cellules « undead » a migrer est conférée par la persistance d’une activation de la voie JNK dans ces
cellules (Morata et al., 2011). De méme, il est envisagé que I'expression ectopique de dpp et wg observée dans
les cellules « undead » ou dans les cellules apoptotiques normales soit un effet secondaire de I'activation de la

voie JNK et non une conséquence directe de I'apoptose (Morata et al., 2011; Perez-Garijo et al., 2009) .

Au-dela de l'utilisation des cellules « undead », d’autres approches ont été utilisées pour étudier la
prolifération compensatoire chez la drosophile. En combinant I'utilisation du systeme d’induction conditionnelle
UAS-Gal4 et son inhibiteur thermosensible Gal80%, on peut facilement induire la mort cellulaire en exprimant
ectopiquement un gene pro-apoptotique dans un domaine donné du disque imaginal d’aile uniquement pendant
un lapse de temps limité (Bergantinos et al., 2010a; Fan et al., 2014; Herrera et al., 2013; Nachtrab and Poss,
2009; Smith-Bolton et al., 2009; Sun and Irvine, 2011). Ainsi, la mort cellulaire survient précocement au cours
du 3®™ stade larvaire et des mécanismes de compensation, notamment de prolifération compensatoire, peuvent

se mettre en place pendant tout ce stade de développement jusqu’a la formation de la pupe (Halme et al., 2010;
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Figure n°37 : Une induction spatio-temporellement restreinte d’apoptose pour étudier le mécanisme
de prolifération compensatoire.
En utilisant les outils génétiques disponibles chez la drosophile, on peut aisément induire I'apoptose a
un stade de développement donné (début du 3¢™e stade larvaire) et dans une zone restreinte du disque
imaginal d’aile (ici la poche du disque en vert). Une prolifération en réponse a cette mort cellulaire peut
se mettre en place jusqu’a la fin du 3®me stade larvaire pour compenser cette perte de tissu. Cette

prolifération compensatoire permet de restaurer une taille correcte du tissu. Ainsi, I’aile adulte obtenue
est semblable a une aile contréle.

Adapté de Nachtrab and Poss 2009
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Nachtrab and Poss, 2009; Smith-Bolton et al., 2009). Du fait de cette compensation, les tissus adultes ne

présentent pas d’altération en dépit de I'apoptose massive induite au stade larvaire (Figure 37).

L'utilisation de ces modeles d’apoptose temporellement et localement restreinte a permis de mettre en
évidence que la présence de cellules apoptotiques « authentiques » induit bien un accroissement de la
prolifération. Cette augmentation de la prolifération survient, dans un premier temps, a proximité des cellules
apoptotiques puis cette augmentation peut étre observée a une plus grande distance de la région contenant les
cellules en train de mourir (Bergantinos et al., 2010a; Smith-Bolton et al., 2009). A I'inverse, I'équipe de Ginés
Morata a observé une réponse proliférative systémique (le taux de prolifération est augmenté dans tout le disque
imaginal d’aile) associée a une migration des cellules pour recoloniser le domaine endommagé (Herrera et al.,
2013). Cette différence de réponse a la présence de cellules apoptotiques pourrait étre due a I'inducteur de mort
utilisé ou a la taille et la localisation de la zone endommagée. Quoiqu’il en soit, cette modification du niveau de
prolifération s’accompagne d’une réorganisation du cytosquelette au sein des cellules vivantes bordant le
domaine dans lequel les cellules meurent. Ceci permet le maintien de la structure de I'épithélium au cours de

I’élimination des cellules apoptotiques (Bergantinos et al., 2010a).

Ces modeles de prolifération induite par une apoptose temporellement et localement restreinte ont été
utilisés pour étudier le mécanisme moléculaire sous-jacent a cette augmentation du taux de prolifération. Les
études réalisées s’accordent sur le fait que la voie de signalisation JNK est requise pour I’AiP dans ces modeéles
(Bergantinos et al., 2010a; Fan et al., 2014; Herrera et al., 2013; Sun and Irvine, 2011). Toutefois, selon I'étude
considérée, la voie JNK peut étre activée a la fois dans les cellules apoptotiques et dans les cellules vivantes
voisines ou exclusivement dans les cellules voisines (Bergantinos et al., 2010a; Fan et al., 2014). En dépit de ce
role crucial de la voie JNK, on ne sait pas encore aujourd’hui précisément comment la voie JNK est activée et

quels sont les membres de la voie impliqués dans cette prolifération compensatoire.

Comme décrit précédemment, la sécrétion de Wg et Dpp par les cellules apoptotiques n’est pas une
caractéristique propre des cellules « undead », mais survient également dans des cellules apoptotiques
classiques (Perez-Garijo et al., 2004; Ryoo et al., 2004; Smith-Bolton et al., 2009). Cette donnée suggére que I'AiP
induite par ces morphogénes pourrait avoir un réle important dans la prolifération compensatoire. Toutefois,
bien que ces deux morphogenes soient produits dans les cellules apoptotiques, diverses données indiquent qu’ils
ne sont pas requis pour la prolifération compensatoire (Herrera et al., 2013; Perez-Garijo et al., 2009). En effet,
cette prolifération survient tout de méme dans un contexte mutant pour l'un ou l'autre des morphogenes
(Herrera et al., 2013; Perez-Garijo et al., 2009). De méme, la perte de fonction conjointe des deux morphogénes
n’altere pas ce processus de compensation (Perez-Garijo et al., 2009). Par ailleurs, dans le cas de la mort induite
transitoirement et localement au sein du disque imaginal d’aile par la surexpression d’eiger ou de rpr, wg est
exprimé dans les cellules en prolifération mais pas dans les cellules en train de mourir (Smith-Bolton et al. 2009).
En outre, aucune modification du profil d’expression de wg et dpp n’est observée dans le cas de la mort induite

transitoirement par hid (Herrera et al., 2013). Par conséquent, Wg et Dpp ne semblent pas indispensables pour
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le phénomeéne de prolifération compensatoire. Le signal provenant des cellules apoptotiques et permettant la

prolifération compensatoire reste donc a identifier.

Une étude suggere que ce signal serait fourni par une altération, au sein des cellules apoptotiques, de
la localisation des protéines de polarité Par. Cette altération induit I'activation de la voie JNK et conduit a la
prolifération des cellules environnantes (Warner and Longmore, 2010; Warner et al., 2010). On ne sait pas encore
aujourd’hui précisément comment la voie JNK induit cette prolifération compensatoire. Toutefois, il existe des
données dans la littérature permettant d’envisager plusieurs modes d’action possibles. En effet, il a été mis en
évidence que I'induction d’apoptose stimule I’activation du facteur de transcription Yorkie dans les cellules saines
environnantes ou Yorkie est requis pour le processus de compensation (Sun and Irvine, 2011). Cette activation
dépend de la voie JNK mais pas de la caspase Dronc (Sun and Irvine, 2011). Plus précisément, il a été montré que
la protéine Jub (Ajuba LIM protein), connue pour lier physiquement Warts et I'inhiber est requis pour I'activation
de Yorkie dépendante de la voie JNK (Du Toit, 2013; Sun and Irvine, 2013). Une autre étude réalisée récemment
indique que la voie EGFR est importante pour I’AiP et que son activation survient en aval de la voie JNK (Fan et
al., 2014). Ils envisagent donc un modeéle ou Spitz serait produit en réponse a la voie JNK dans les cellules
apoptotiques, puis ce ligand serait secrété ce qui permettrait d’activer la voie EGFR dans les cellules adjacentes

puis de déclencher la prolifération compensatoire (Fan et al., 2014) .

Par ailleurs, des données récentes indiquent que Dmp53 pourrait avoir un rdle dans la prolifération
compensatoire. |l existe deux isoformes de Dmp53 : la forme longue (Dmp53) et une forme tronquée en
N-terminal (DANp53). L'expression ectopique de DANp53 induit de I'apoptose, accroit I'expression de wg et
augmente le taux de prolifération cellulaire (Dichtel-Danjoy et al., 2013). Cette prolifération induite par DANp53
dépend de Notch (N). De fagon intéressante, il existe des sites putatifs pour Dmp53 en amont de N. Ces données
suggerent que l'isoforme DANp53 pourrait controler I’AiP via la régulation transcriptionnelle de N (Simon et al.,

2014).

Ce mécanisme de prolifération compensatoire n’est pas restreint aux tissus prolifératifs. En effet, une
prolifération compensatoire peut étre observée, en réponse a lI'apoptose, dans un tissu en cours de
différenciation. Lorsque hid est exprimé ectopiquement sous contréle du promoteur GMR, une prolifération
ectopique est observée en postérieur du sillon morphogénétique dans une région ou les cellules ont
normalement arrété de proliférer (Srivastava et al., 2007). Une activation du morphogene Hedgehog (Hh) a été
observée dans les cellules en train de mourir en postérieur du sillon morphogénétique. Cette activation est
dépendante des caspases effectrices Drice et Dcpl (Fan and Bergmann, 2008a; Fan and Bergmann, 2008b). Hh
permet le retour, dans le cycle cellulaire, des cellules post-mitotiques voisines qui ne sont pas encore
différenciées en photorécepteurs, et ainsi favorise la prolifération (Fan and Bergmann, 2008a; Fan and

Bergmann, 2008b).
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Figure n°38 : La radiothérapie peut avoir des conséquences délétéres du fait de I'existence d’un
mécanisme d’AiP des cellules tumorales

La radiothérapie génere des stimuli apoptotiques qui activent les caspases. Les caspases effectrices
clivent différents substrats cellulaires dont iPLA2. Ce clivage induit une signalisation paracrine a I'origine
d’'un processus d’AiP. En effet, le clivage d'iPLA2 augmente son activité, ce qui entraine une
augmentation du niveau de PGE2. PGE2 se lie a son récepteur EP2 présent a la surface des cellules
tumorales voisines qui ont survécu a I'apoptose. Cela permet d’activer EP2 et conduit a une signalisation
cellulaire aboutissant a la signalisation de la B-caténine et donc a la prolifération cellulaire. Cette AiP
permet de repeupler la tumeur. La radiothérapie peut donc, du fait de cette AiP, étre contre-productive
et indirectement favoriser la croissance tumorale.

Adapté de Boland et al., 2013, Jager and Fearnhead, 2012 et Huang et al. 2011.
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La radiothérapie est fréquemment utilisée chez 'Homme pour tenter d’éliminer par apoptose les
cellules cancéreuses nocives pour I'organisme. Toutefois le bénéfice de ce traitement a été remis en cause
(Huang et al., 2011). En effet, il a été mis en évidence que |'apoptose induite par les radiations ionisantes active
une voie de signalisation dans les cellules tumorales qui stimule la prolifération des cellules tumorales ayant
survécu a l'irradiation (Figure 38) (Connell and Weichselbaum, 2011; Huang et al., 2011). Cette AiP qui survient
en réponse a la radiothérapie contribue donc au repeuplement de la tumeur (Connell and Weichselbaum, 2011;
Huang et al., 2011). La radiothérapie pourrait donc dans certains cas étre inefficace et méme contre-productive

en stimulant la prolifération des cellules tumorales survivantes.

Le mécanisme moléculaire permettant I’AiP dans ce contexte tumoral a été en partie caractérisé (Boland
et al., 2013a; Connell and Weichselbaum, 2011; Huang et al., 2011; Jager and Fearnhead, 2012; Li et al., 2010).
L’activation de la caspase 3 dans les cellules tumorales est requise pour I'AiP (Huang et al., 2011). De fagon
cohérente une déficience de la caspase 3 rend les cellules tumorales plus sensibles a la radiothérapie (Huang et
al., 2011). Par ailleurs il est intéressant de noter qu’un niveau élevé de caspase 3 dans les cellules tumorales est
associé a un mauvais pronostic pour le patient (Connell and Weichselbaum, 2011; Huang et al., 2011). La caspase
3 stimule la synthése d’une molécule de signalisation a savoir la prostaglandin E2 (PGE2). Il a été mis en évidence
que la caspase 3 clive I'enzyme iPLA2 (Calcium-independent phospholipase A2) qui contribue a la production de
PGE2 (Huang et al., 2011). Ce clivage augmente l'activité catalytique de I'enzyme. Ainsi le traitement par
radiothérapie augmente le taux de PGE2 de fagon caspase 3 dépendante. Des données indiquent que la liaison
de PGE2 a son récepteur couplé aux protéines G conduit a I'activation de la  caténine ce qui permettrait in fine

la prolifération (Boland et al., 2013a; Li et al., 2010).

A la vue de I'ensemble de ces données, on comprend aisément que la compréhension du mécanisme

d’AiP est importante pour améliorer les traitements par radiothérapie utilisés dans le cas de cancer.
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Figure n°39 : Conservation des membres des familles Rb et E2F et de leurs régulateurs entre les
mammiféres et la drosophile

Il existe chez la drosophile des homologues des protéines a poches, des facteurs de transcription de la
famille E2Fs, ainsi que des homologues de leurs principaux régulateurs. Les principales fonctions de ces
différentes protéines sont conservées entre la drosophile et les mammiferes. Toutefois, les protéines de
mammiféres possedent certaines fonctions spécifiques (notées * dans le tableau).

Adapté de Gordon and Du, 2011.
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II.Présentation des protéines du rétinoblastome chez les mammiferes et

la drosophile : pRb et Rbf1

rb est le premier gene suppresseur de tumeur a avoir été identifié chez 'Homme. Ce géne code pour la
protéine de susceptibilité au rétinoblastome appelée pRb. Ce géne tient son nom du fait qu’il est retrouvé muté
dans un cancer pédiatrique de la rétine appelé rétinoblastome. La protéine pRb est, directement ou
indirectement, inactivée dans la quasi-totalité des cancers humains (Gordon and Du, 2011; Hanahan and
Weinberg, 2000; Sherr, 1996; Sherr and McCormick, 2002). Cette inactivation peut étre due a une mutation du
locus du gene rb, a une extinction de I’expression de ce géne du fait d’'un mécanisme épigénétique (Feinberg and
Tycko, 2004; Stirzaker et al., 1997) ou au fait que la protéine pRb peut étre fonctionnellement inactivée suite a
I'altération de I'un de ces régulateurs. Par exemple, le géne rb est retrouvé muté dans plus de 90% des cancers
du poumon a petites cellules, dans environ 50% des cancers de la vessie et dans 20% des cancers du sein et de
la prostate (Burkhart and Sage, 2008; Kaye and Harbour, 2004). Au total, plus de 900 mutations de ce géene ont

été recensées. pRb a donc un réle crucial de suppresseur de tumeur chez ’'Homme.

pRb interagit avec de nombreuses protéines nucléaires (Goodrich, 2003; Goodrich, 2006; Morris and Dyson,
2001). Par le biais de ces interactions, il régule de trés nombreux processus biologiques. On peut citer, par
exemple, la différenciation (Korenjak and Brehm, 2005; McClellan and Slack, 2007; Nguyen and McCance, 2005),
la prolifération (Henley and Dick, 2012), I'apoptose (Hickman et al., 2002) ou encore la stabilité génomique
(Knudsen et al., 2006). Au vu de son réle de suppresseur de tumeur, il apparait important de comprendre les
mécanismes sous-jacents a ses différentes fonctions. Toutefois, la forte redondance génétique et fonctionnelle
qui existe au sein de la famille Rb et au sein des familles de ses partenaires complique I’étude de ses fonctions
biologiques. La drosophile s’est imposée comme un modéle de choix pour étudier les fonctions de pRb. En effet,
il existe chez la drosophile des homologues des protéines a poches, et de leurs principaux partenaires, mais ils
sont en nombre plus restreint que chez les mammiféeres (Figure 39). De méme, les principales voies de
signalisation sont conservées chez cet organisme modele mais avec une plus faible redondance génique. En
outre, de tres nombreux outils génétiques sont disponibles et on a facilement acces a différents stades de
développement et a divers types cellulaires. Il est donc possible d’étudier les effets de Rbf1, I'homologue de pRb,

sur le devenir cellulaire chez la drosophile.

Au cours de cette seconde partie d’introduction, je présenterai brievement la structure des protéines de la
famille Rb, chez les mammiferes et la drosophile, et leur fonction de régulateur de la chromatine. Puis je
présenterai les fonctions biologiques de pRb et Rbfl. J’ai choisi de détailler ici uniquement leur réle et leur
mécanisme d’action vis-a-vis de I'apoptose et de la prolifération car je me suis intéressée a ces deux roles de

Rbf1 au cours de mes travaux de thése.
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Figure n°40 : Famille des protéines a poche chez les mammiféres

La famille des protéines a poche contient trois membres chez les mammiféres (pRb, p107 et p130). Ces
protéines se caractérisent pas la présence de deux domaines conservés : les domaines A et B qui
forment une structure en poche permettant les interactions protéine/protéine. En outre, ces trois
protéines posseédent des domaines amino- et carboxy-terminaux. Les protéines p107 et p130 possedent
un domaine spacer entre les domaines A et B. Ce domaine permet le recrutement de complexes cycline/
cdk. Les protéines p130 et p107 se distinguent également de pRb par la présence d’une insertion au sein
du domaine B.

Adapté de Dick and Rubin, 2013, Henley and Dick, 2012

’ RBN
”~
« £~
. ”~ - ~
,‘&,(I',I o N
Vot ;l,
» - / ’l/"’:‘ e
A\ R P e "
%, 7(,) 0 QL N
- pY 4 el
N-
b Grande poche

EID1 Motif LxCxE
CDH1

enzymes de remodelage de la chromatine
enzyme de modification des histones
Condensine Il

Figure n°41 : pRb est une plateforme d’interaction protéique

(a) Modele de pRb sous sa forme active réalisé a partir des structures des différents domaines
obtenues par cristallographie. On note la présence de nombreuses hélices a. Des feuillets § sont
également présents au sein du domaine RBC. La ligne pointillée indique les régions flexibles entre
les domaines structurés.

(b) Représentation schématique des domaines structuraux de pRb. La position de différents sites de
liaison pour des protéines partenaires est indiqué.

(c) Représentation schématique de pRb dans sa conformation inactive et phosphorylée. La
phosphorylation sur la thréonine 373 induit une interaction entre le domaine RBN et la poche A/B
alors que des phosphorylations sur les thréonines 821 ou 826 entrainent une interaction entre une
boucle de la poche A/B et le domaine RBC.

Adapté de Dick and Rubin, 2013
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A. La famille des protéines a poche chez les mammiféres et la drosophile

a) Structure des différents membres de la famille Rb chez les mammiferes

pRb appartient a la famille des protéines a poche (Figure 40). Cette famille comprend trois membres
chez les mammiferes : pRb, p107 et p130 (Claudio et al., 2002). Il existe des similarités de structure entre ces
trois protéines et un certain nombre de fonctions communes ont été identifiées. Elles ont, par exemple, toutes
les trois la capacité de réguler négativement le cycle cellulaire (Cobrinik, 2005; Henley and Dick, 2012). Des
fonctions spécifiques ont également été mises en évidence pour ces protéines. Ainsi, contrairement a rb, p107
et p130 ne sont pas retrouvés fréquemment mutés dans les cas de cancer chez I’'Homme (Dick and Rubin, 2013).
Cela suggére que la capacité de suppresseur de tumeur de pRb est bien plus forte que celle de p107 et p130 en

dépit de leur similarité structurale. Ceci explique que pRb soit la protéine la plus étudiée de la famille.

pRb contient deux domaines A et B qui ressemblent structurellement a un domaine hélical présent dans
les cyclines (Figure 41) (Kim and Cho, 1997; Lee et al., 1998). Ces domaines A et B interagissent ensemble pour
former une seule unité structurale nommée « poche ». On parle de « petite poche » ou de « poche A/B ». Cette
poche A/B est fortement conservée entre les différents membres de la famille Rb (Claudio et al., 2002). Elle
permet a pRb d’interagir avec de nombreux partenaires dont les facteurs de transcription de la famille E2F. Cette
région permet notamment l'interaction avec des protéines possédant un motif LxCxE comme par exemple dans
antigénes viraux ou des enzymes de remodelage de la chromatine. Deux domaines cyclines additionnels
constituent le domaine N-terminal de pRb noté RBN et les 150 derniers résidus de pRb forment le domaine
C-terminal (RBC) qui est désordonné (Dick and Rubin, 2013). Ce domaine RBC contient une séquence NLS qui
permet a pRb d’étre adressé au noyau (Zacksenhaus et al., 1993). Comme la poche A/B, les domaines RBN et RBC
permettent a pRb d’établir diverses interactions protéiques. En outre, le domaine RBC peut interagir avec la
petite poche pour former la « grande poche ». Cette derniére est nécessaire et suffisante pour permettre a pRb
d’inhiber la progression du cycle cellulaire (Hiebert, 1993; Qin et al., 1992). Il est intéressant de noter que pRb
peut adopter une conformation fermée donc inactive du fait de I'existence de différentes interactions
intra-moléculaires (Figure 41) (Gordon and Du, 2011). Ces interactions intra-moléculaires sont régulées par

diverses modifications post-traductionnelles de pRb et par la liaison de protéines régulatrices.

b) Régulations transcriptionnelles et post-transcriptionnelles de pRb

rb est exprimé de fagon constitutive et ubiquitaire. L’analyse génomique du locus rb révele différentes
caractéristiques qui font de lui un géne de ménage. En effet, la transcription de rb est initiée en de multiples
positions. De plus, l'analyse génomique révele qu’aucune boite TATA caractéristique des geénes

différentiellement régulés n’est présente dans la région promotrice de rb. Par contre, cette région contient une
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Figure n°42 : Représentation schématique des modifications post-traductionnelles de pRb

La localisation de différentes modifications post-traductionnelles de pRb est indiquée
(P=phosphorylation, Me=méthylation, Ac=acétylation). Ces modifications surviennent principalement en
dehors des domaines structurés et jouent un réle important dans la régulation de la fonction de pRb.
Adapté de Dick and Rubin, 2013 et Munro et al., 2012
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Figure n°43 : Comparaison entre mammifeéres et drosophile des membres de la famille Rb

La famille des protéines a poche contient trois membres chez les mammiferes (pRb, p107 et p130) et
deux membres chez la drosophile (Rbf1 et Rbf2). Ces protéines se caractérisent pas la présence de deux
domaines conservés : les domaines A et B qui forment une structure en poche permettant les
interactions protéine/protéine. Les membres de la famille Rb sont des protéines nucléaires. Pour les
protéines de mammiféres, la séquence NLS est bien caractérisée alors que pour les protéines de
drosophile, elle reste putative. L'activité de pRb et de Rbfl est régulée par phosphorylation au niveau
de nombreux sites (*). Les sites de phosphorylations sur les autres protéines de la famille n’ont pas été
précisément localisés. Les protéines pl07, p130 et Rbf2 possedent un domaine spacer entre les
domaines A et B. Chez les mammiféres, ce domaine permet le recrutement de complexes cycline/cdk.
Chez la drosophile, une telle interaction n’a jamais été mise en évidence.

Adapté de Du and Pogoriler, 2006
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zone riche en GC (Claudio et al., 2002; Hong et al., 1989). Il existe peu de données faisant mention de régulations
transcriptionnelles ou post-transcriptionnelles de rb. Par contre pRb est la cible de nombreuses modifications
post-traductionnelles (Figure 42) (Munro et al., 2012; Rubin, 2013). Il existe de nombreux sites de
phosphorylation dans la séquence de pRb (Rubin, 2013). Ces sites sont localisés en dehors des domaines
structurés. A quelques exceptions preés, la phosphorylation conduit a une inactivation de pRb. La phosphorylation
de pRb favorise des changements de conformation qui permettent de masquer les surfaces de liaison aux
protéines partenaires (Burke et al., 2012; Rubin, 2013). Cette modification post-traductionnelle joue un role

majeur dans le contrdle de I'activité de pRb vis-a-vis de la progression dans le cycle cellulaire.

Des sites d’acétylation et de méthylation ont été identifiés dans le domaine RBC de pRb (Figure 42)
(Munro et al., 2012). Ces modifications surviennent en réponse a divers signaux comme la différenciation
cellulaire ou des dommages a I’ADN et sont généralement corrélées a une activation de la protéine pRb (Carr et
al., 2011; Markham et al., 2006; Munro et al., 2012). En outre pRb peut étre la cible d’ubiquitination et de
SUMOylation (Munro et al., 2012). Enfin, pRb posséde plusieurs sites consensus de clivage par les caspases. Ces
clivages vont moduler le réle de pRb dans le contrdle de I'apoptose (An and Dou, 1996; Boutillier et al., 2000;

Janicke et al., 1996; Le Floch et al., 2010; Lemaire et al., 2005; Tan et al., 1997).

a) Structure des différents membres de la famille chez la drosophile

Le génome de la drosophile contient deux génes codant pour des protéines de la famille Rb : rbf1
(retinoblastoma family 1) et rbf2 ((retinoblastoma family 2) (Du et al., 1996a; Stevaux et al., 2002). Ces deux
protéines ont une structure proche des protéines a poche de mammiferes (Figure 43), il existe de fortes
similarités de séquences notamment au niveau des domaines A et B entre les protéines de deux espéces. De
fagon intrigante, la séquence nucléotidique de rbf1 est plus proche de celle de p107 et p130 que de celle de rb,
mais au niveau protéique Rbfl a un plus fort pourcentage d’identité avec la protéine pRb qu’avec les protéines
p107 ou p130 (Claudio et al., 2002). Les protéines p107 et p130 posseédent un domaine « spacer » trés conservé
entre les domaines A et B. Il est intéressant de noter que ce domaine « spacer » est absent de Rbfl et de pRb
mais qu’il est présent dans Rbf2. Chez la drosophile, Rbfl est considéré comme I’homologue de pRb alors que
Rbf2 serait 'homologue de p107 et p130. Nous verrons dans la suite de cette introduction que des données

génétiques et moléculaires soutiennent cette idée.

Le gene rbf1 code pour une protéine de 845 acides aminés avec un poids moléculaire apparent de
95 kDa. En plus des domaines A et B qui composent la poche, la protéine Rbfl posseéde un domaine N-terminal
et un domaine C-terminal. Rbf1 interagit principalement avec ses partenaires par I'intermédiaire de la poche A/B,
néanmoins des interactions protéiques sont également possibles par I'intermédiaire du domaine N-terminal. En

effet, ce domaine est suffisant pour permettre a Rbfl d’interagir avec ORC2 (une protéine du complexe de
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Figure n°44 : Interaction génétique entre Rbfl et Rbf2

Les mouches portant une mutation hypomorphe de rbf1 (rbf12%) et une mutation amorphe de rbf2
(rbf2M2) présentent un phénotype d’ceil rugueux qui n’est observé ni dans le simple mutant rbf12209 nj
dans le simple mutant rbf2M2. Les mutations de ces deux génes ont donc un effet coopératif ce qui
suggere que Rbfl et Rbf2 assurent des fonctions biologiques communes.

Issu de Stevaux et al., 2005
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Figure n°45 : Rbfl et Rbf2 ont un profil d’expression dynamique au cours du développement
embryonnaire

Les embryons sont marqués avec un anticorps anti-Rbfl (A-G) ou anti-Rbf2 (H-N). Au cours des stades
précoces du développement, Rbfl et Rbf2 ont un profil d’expression chevauchant (A-D et H-K). Puis, au
stade 16, on observe une complémentarité d’expression de Rbfl et Rbf2 dans le systéeme nerveux
central embryonnaire (E-G et L-N) ce qui suggére une complémentarité de fonction.

Tous les embryons sont orientés avec I'antérieur a gauche et le dorsal vers le haut sauf les embryons F,
G, M et N pour lesquels la face ventrale est vers le lecteur.

CNV : corde nerveuse ventrale, neu : neuropile, sp : spiracle postérieur

Issu de Stevaux et al., 2005
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réplication) ou avec Squid (une protéine de liaison aux ARNs) (Ahlander and Bosco, 2009; Ahlander et al., 2008).
Contrairement a pRb, Rbfl ne posséde pas de séquence NLS bien caractérisée. Toutefois, une forme de Rbfl
dépourvue des acides aminés 787 a 845 perd sa localisation nucléaire, ce qui suggere que cette région

C-terminale de Rbfl contient une NLS.

La perte de fonction de rbf1 est |étale au stade jeune larve (Du, 2000; Du and Dyson, 1999; Frolov et al.,
2001) ce qui témoigne du role essentiel de Rbfl au cours du développement larvaire. A I'inverse, la perte de
fonction de rbf2 n’est pas létale et les mouches adultes déficientes pour rbf2 ne présentent pas de phénotype
visible (Stevaux et al., 2005). Néanmoins un phénotype d’ceil rugueux est observé dans le cas d’'une perte de
fonction hypomorphe de rbf1 associée a une mutation amorphe de rbf2 (Figure 44). Ce phénotype d’ceil n’étant
pas observé pour les simples mutants, cela suggere que Rbfl et Rbf2 partagent certaines fonctions biologiques

(Stevaux et al., 2005).

b) Profil d’expression de rbf1 et régulation post-transcriptionnelle

rbf1 est exprimé a tous les stades de développement et son expression est relativement uniforme (Keller
et al., 2005; Stevaux et al., 2002). A I'inverse, I'expression de rbf2 varie fortement au cours du développement :
rbf2 est exprimé a un fort niveau au cours des stades précoces de I'embryogenése puis son niveau d’expression
décroit (Keller et al., 2005; Stevaux et al., 2002). L'expression de rbf2 n’est pas détectable au stade adulte chez
les males et le faible niveau d’expression observé chez la femelle semble étre d{ a une expression restreinte aux
ovaires. |l est intéressant de noter que rbf1 et rbf2 ont un profil d’expression complémentaire dans le systeme
nerveux central embryonnaire (Figure 45) (Keller et al., 2005), ceci suggére que Rbfl et Rbf2 pourraient assurer

des fonctions différentes mais complémentaires dans ce tissu au cours du développement.

Les facteurs capables de moduler le niveau d’expression de rbf1 sont assez peu connus. |l a néanmoins
été récemment mis en évidence que la perte de fonction du gene ebi conduit a une diminution du niveau d’ARNm
de rbf1 au stade larvaire (Lim et al., 2013). Par ailleurs, plusieurs études ont montré que rbf1 pouvait étre la cible
des complexes Polycomb, a savoir des complexes qui répriment I'’expression génique en régulant I'état de
méthylation de I'histone H3 (Enderle et al., 2011; Oktaba et al., 2008). Des données obtenues en cellules de
drosophile en culture suggérent que la protéine Ebi s’opposerait a I'action inhibitrice des complexes Polycomb

et maintiendrait ainsi un niveau d’expression correcte de rbf1 (Lim et al., 2013).

Au-dela de ces régulations transcriptionnelles, I'activité de Rbfl est régulée par le biais de différentes
modifications post-traductionnelles. Comme pRb, Rbfl est la cible de nombreuses phosphorylations (Frolov et
al., 2005; Xin et al., 2002; Zhang et al., 2014). Sept sites de phosphorylation ont été identifiés dans la séquence
de Rbfl. Ces phosphorylations sont notamment importantes pour réguler la fonction de Rbfl au cours du cycle
cellulaire. Par ailleurs, la protéine Rbfl est sujette a une dégradation par le protéasome (Acharya et al., 2010;

Ullah et al., 2007). Rbf1 est une protéine hautement instable : elle n’est plus détectable en cellules de drosophile
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Figure n°46 : Représentation schématique de Rbfl
Rbfl possede deux domaines A et B formant une structure en poche caractéristique de la famille Rb.
Comme pRb, Rbfl possede en N-terminal un domaine structuré qui lui permet d’établir des interactions
protéine/protéine. De plus, Rbfl posséde en C-terminal un domaine d’instabilité qui favorise la
dégradation de Rbf1 par la voie ubiquitine-protéasome.
Adapté de Raj et al., 2012a
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Figure n°47 : Apercu de certains partenaires et genes cibles de pRb impliqués dans sa fonction de
suppresseur de tumeur.

Cette figure présente une vue simplifiée des fonctions de pRb jouant un réle dans son activité de
suppresseur de tumeur. Pour chaque fonction, certains partenaires clés sont indiqués. De méme, les
cibles transcriptionnelles, qui peuvent étre nécessaires pour une fonction donnée, sont précisées.

Issu de Burkhart and Sage, 2008
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une heure apres traitement a la cycloheximide (un inhibiteur de la synthése protéique) (Ullah et al., 2007). Une
forme de Rbfl dépourvue en C-terminal des acides aminés 728 a 786 s’accumule a un niveau élevé et ce niveau
n‘augmente pas en présence d’'un inhibiteur du protéasome (Acharya et al., 2010). Rbfl possede donc en
C-terminal un domaine qui contribue a son instabilité et a sa dégradation par le protéasome, ce domaine a été
appelé IE (Instability Element) (Figure 46). Il a, par la suite, été mis en évidence que Rbfl est ubiquitiné in vivo et
que cette ubiquitination est fortement réduite apres délétion du domaine IE (Raj et al., 2012b). Au cours du
développement, Rbfl est protégé par le signalosome COP9 de cette dégradation par le protéasome (Ullah et al.,
2007). Le signalosome est un complexe composé de huit sous-unités qui régule la dégradation par le protéasome
de ses protéines cibles en interagissant avec certaines E3 ubiquitines ligases et en les deneddylant (Wei et al.,
2008; Yang et al., 2002). En outre, des données obtenues au laboratoire suggerent que Rbfl, comme pRb, serait
sujet a un clivage post-traductionnel par les caspases (Milet et al., 2014). Nous verrons plus loin dans cette
introduction que la phosphorylation et I'ubiquitination de Rbfl ont un impact important sur sa fonction de

régulateur de la transcription.

B. pRb et Rbf1 régulent la structure chromatinienne

pRb assure ses différentes fonctions biologiques essentiellement en régulant la transcription de différents
geénes cibles. Pour ce faire, pRb interagit physiquement avec de nombreuses protéines nucléaires (Figure 47),
principalement des facteurs de transcription, des enzymes de modifications des histones ou des complexes de
remodelages de la chromatine (Goodrich, 2003; Goodrich, 2006; Morris and Dyson, 2001). En plus de sa capacité
a réguler la transcription au niveau de locus génomiques spécifiques, pRb peut influencer la structure
chromatinienne au niveau de larges domaines génomiques voir méme au niveau du chromosome entier. En effet,
pRb participe a la compaction de larges régions hétérochromatiques et contribue ainsi au maintien de la stabilité
génomique (Talluri and Dick, 2012). Ceci explique que les cellules déficientes pour rb présentent des aberrations
chromosomiques. De méme, Rbfl est un régulateur transcriptionnel et ses genes cibles sont impliqués dans une
grande variété de fonctions biologiques. En outre, Rbfl favorise la condensation de la chromatine (Longworth et
al., 2008). pRb et Rbfl remplissent donc leurs différentes fonctions biologiques principalement par une action

nucléaire en modulant la transcription.

a) Les facteurs de transcription de la famille E2F chez les mammiféres

Les partenaires les mieux caractérisés de pRb appartiennent a la famille des facteurs de transcription
E2F. Les facteurs E2F possedent un domaine conservé de liaison a I’ADN caractéristique de la famille et se lient a
des groupes chevauchant de génes cibles. Chez les mammiféres, cette famille comprend huit membres (E2F1 a
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Figure n°48 : Famille des facteurs de transcription E2F chez les mammiféres

Cette famille est définie par un domaine conservé de liaison a ’ADN (en rouge). Traditionnellement, la
famille E2F est divisée en deux catégories : les E2Fs activateurs (E2F1 a E2F3a) et les E2Fs répresseurs
(E2F3b a E2F8). Les protéines E2F1 a E2F6 se lient a I’ADN sous la forme d’un hétérodimere avec une
protéine de la famille DP. La dimérisation est permise par le domaine « leucine zipper » (LZ) et le
domaine « marked box » (MB). Certaines protéines de la famille E2F peuvent interagir avec une
protéine de la famille Rb par I'intermédiaire d’un motif (en bleu clair) enchassé dans le domaine de
transactivation (bleu foncé) : E2F1 a E2F3 interagissent avec pRb alors que E2F4 et E2F5 sont
susceptibles d’interagir avec pRb, 107 et p130. Les protéines E2F1 a E2F3 possédent en N-terminal une
séquence de localisation nucléaire (en orange) et un domaine de liaison a la cycline A (en jaune). E2F4 et
E2F5 possédent une séquence d’export nucléaire bipartite (en bleu). E2F6 a E2F8 sont des E2Fs
atypiques incapables de lier les protéines de la famille Rb.

Adapté de Chen et al., 2009
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Figure n°49 : Interaction entre les protéines a poche et les facteurs E2Fs chez les mammiféres

Les facteurs de transcription de la famille E2F sont subdivisés en deux groupes. Le premier groupe est
composé des E2Fs activateurs (E2F1, E2F2 et E2F3a). Ces E2Fs activateurs interagissent physiquement
avec pRb. Le second groupe comprend les E2Fs répresseurs. Parmi ces E2Fs répresseurs E2F3, E2F4 et
E2F5 interagissent avec pRb, p107 et p130. E2F6 forme des complexes répresseurs avec les protéines du
groupe Polycomb (PcG). Les deux derniers facteurs, E2F7 et E2F8, n’interagissent pas avec les protéines
a poche et ne se dimérisent pas avec un facteur DP.

Adapté de Van den Heuvel and Dyson, 2008 et Udayakumar et al., 2010
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E2F8) (Figure 48) (Attwooll et al., 2004; DeGregori and Johnson, 2006). E2F3a et E2F3b sont des produits
différents du locus e2f3 avec des profils d’expression distincts (Leone et al., 2000). Des études biochimiques ont
permis de subdiviser les protéines de cette famille en deux catégories en fonction de leur mode d’action. E2F1,
E2F2 et E2F3a semblent fonctionner principalement comme des activateurs transcriptionnels alors que les autres
membres de la famille répriment la transcription de leurs genes cibles. Néanmoins, cette subdivision est
largement basée sur des études in vitro et ne refletent pas toujours I'action transcriptionnelle de ces différents
facteurs. En effet, E2F1 a E2F3a peuvent, dans certains contextes, réprimer la transcription et inversement, E2F3b

a E2F5 peuvent occasionnellement activer la transcription (Chong et al., 2009; van den Heuvel and Dyson, 2008).

Les protéines E2F1 a E2F6 contiennent un domaine de dimérisation conservé, par l'intermédiaire
duquel, elles s’associent a une protéine de la famille DP (differentiation-regulated transcription factor
polypeptide) pour former un complexe hétérodimerique qui lie 'ADN de fagcon séquence spécifique. Chez les

mammiferes, la famille DP comprend 3 membres.

Les protéines a poche sont capables d’interagir avec E2F1 a E2F5 (Figure 49) (Chen et al., 2009). pRb lie
E2F1 a E2F3a et inhibe leur activité transcriptionelle. pRb, p107 et p130 sont tous les trois capables de lier E2F3b,
E2F4 et E2F5. Cette interaction permet d’augmenter le pouvoir répresseur des facteurs E2Fs. Aucune interaction
entre E2F6 a E2F8 et les protéines a poche n’a été décrite. E2F6 fonctionne exclusivement comme un répresseur.
Il a été purifié en complexe avec des protéines du groupe Polycomb. E2F7 et E2F8 sont dépourvus de domaine
de liaison a DP mais contiennent une répétition en tandem du domaine de liaison a I’ADN caractéristique des
E2Fs. Les diméres contenant E2F7 et/ou E2F8 répriment la transcription par un mécanisme peu décrit a I’heure

actuelle.

b) Différents mécanismes moléculaires permettent a pRb d’assurer sa fonction de

répresseur transcriptionnel

L’analyse de la distribution de pRb au niveau génomique dans des fibroblastes en prolifération ou sénescents
révele que le motif le plus fréquemment représenté dans les régions liées par pRb correspond au motif de liaison
des facteurs E2Fs (Chicas et al., 2010). Cela place la régulation de la transcription dépendante des facteurs E2Fs
au ceeur de la fonction de régulateur transcriptionnel de pRb. Il existe un modele assez simple pour expliquer

comment pRb réprime la transcription dépendante des facteurs E2Fs.

Le domaine d’activation transcriptionnelle des E2Fs activateurs, interagit avec des facteurs généraux de la
transcription et des histones acétylases qui sont requis pour I’activation transcriptionnelle (Emili and Ingles, 1995;
Hagemeier et al., 1993; Lang et al., 2001). L’interaction entre pRb et les E2Fs activateurs se fait par I'intermédiaire

d’une liaison de la poche A/B de pRb avec le domaine transactivateur des E2Fs (Lee et al., 2002; Munger, 2003;
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Figure n°50 : Deux mécanismes d’inhibition par pRb de la transcription dépendante des facteurs E2Fs
pRb réprime la transcription des genes cibles des facteurs E2Fs de deux fagons. D’une part, pRb inhibe
passivement cette transcription (a gauche). En effet, la liaison de pRb a un facteur E2F masque son
domaine transactivateur. D’autre part, pRb recrute au niveau des genes cibles des facteurs E2Fs des
corépresseurs transcriptionnels comme les protéines HDACs ce qui permet une compaction de la
chromatine, donc une répression active de la transcription (a droite).
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Xiao et al., 2003). Ainsi, par simple liaison, pRb masque le domaine d’activation transcriptionnelle des E2Fs et
inhibe leur fonction (Figure 50) (Frolov and Dyson, 2004; Pearson and Greenblatt, 1997). C'est par le biais de ce

mécanisme d’action que pRb réprime I'expression des génes requis pour la progression dans le cycle cellulaire.

En plus de cette inhibition de la transactivation dépendante des facteurs E2Fs, pRb peut réprimer la
transcription de fagon active au niveau des génes cibles des facteurs E2Fs (Figure 50). Comme décrit
précédemment, pRb possede de nombreux partenaires nucléaires. Un certain nombre d’entre eux, modulent la
structure chromatinienne, de fagon a réprimer I’expression génique. Le domaine de pRb, qui permet I'interaction
avec les facteurs E2Fs, est différent de celui permettant I'interaction avec les complexes qui régulent la structure
de la chromatine. pRb en complexe avec les facteurs E2Fs peut donc recruter différents complexes qui répriment

la transcription ou modifient la structure de la chromatine de fagon telle que I’expression génique est inhibée.

Parmi les régulateurs chromatiniens liés par pRb, on peut citer par exemple les histones déacétylases HDAC1
et HDAC2 (Brehm et al., 1998; Luo et al., 1998; Magnaghi-Jaulin et al., 1998), I'histone déméthylase RBP2
(Benevolenskaya et al., 2005) ou encore I’ADN méthyltransférase DNMT1 (Robertson et al., 2000). La liste des
partenaires physiques de pRb est longue mais il existe malheureusement peu d’exemples ou la signification

fonctionnelle de I'interaction entre pRb et un régulateur chromatinien particulier est connue.

¢) pRb: un activateur transcriptionnel ?

Bien que pRb soit largement décrit comme un répresseur transcriptionnel, il peut, dans certains cas, agir
comme un coactivateur. Par exemple, dans le cas de la différenciation des cellules musculaires, pRb lie le facteur
de transcription MyoD et augmente sa capacité a induire I'expression de génes requis pour la différenciation
myogénique ou la fonction musculaire (Gu et al., 1993; Novitch et al., 1999). De méme, la liaison de pRb, permet
d’activer le facteur CBFA1 pendant l'ostéogenése (Thomas et al.,, 2001) ainsi que NF-IL6 et C/EBP pendant
I'adipogenese (Chen et al., 1996¢; Chen et al., 1996d).

pRb peut également agir comme un activateur transcriptionnel en coopérant avec E2F1 pour induire
I'apoptose en réponse a différents types de stress (lanari et al., 2009). Ce role précis de pRb sera détaillé plus

loin dans le paragraphe n°ll.C.2.b.
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Figure n°51 : Interaction entre les protéines a poche et les facteurs E2Fs chez la drosophile

Chez la drosophile, la famille E2F comprend deux membres : dE2F1 qui appartient au sous-groupe des
E2Fs activateurs et dE2F2 qui fait parti des E2Fs répresseurs. Ces deux protéines forment un complexe
hétérodimérique avec la protéine dDP. Rbfl interagit avec dE2F1 et inhibe ainsi la transcription des
geénes impliqués dans la progression du cycle cellulaire. Rbfl et Rbf2 peuvent tous les deux se lier a
dE2F2. En coopération avec des facteurs corépresseurs, les complexes Rbf/dE2F2 répriment la
transcription de leurs genes cibles de facon indépendante de la progression dans le cycle cellulaire.
Adapté de Van den Heuvel and Dyson, 2008
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a) Les facteurs de transcription de la famille E2F chez la drosophile

La drosophile possede un seul facteur DP nommé dDP et deux membres de la famille E2F : dE2F1
(Dynlacht et al., 1994; Ohtani and Nevins, 1994) et dE2F2 (Sawado et al., 1998). dE2F1 et dE2F2 se dimérisent
avec dDP (Figure 51). Les complexes dE2F/dDP sont capables de lier 'ADN de fagon séquence spécifique, et de
réguler la transcription d’'un grand nombre de génes cibles. dE2F1 est considéré comme I"homologue des E2Fs
activateurs alors que dE2F2 appartient au sous-groupe des E2Fs répresseurs (Cayirlioglu et al., 2001; Dynlacht et
al., 1994; Frolov et al., 2001; Hao et al., 1995; Ohtani and Nevins, 1994; Sawado et al., 1998). Rbf1l est capable
de lier dE2F1 et dE2F2. Donc comme pRb, Rbfl peut interagir avec les E2Fs activateurs d’une part, et les E2Fs
répresseurs d’autre part (Frolov et al., 2001; Stevaux et al., 2002). Rbf2, quant a lui, interagit uniquement avec

dE2F2 (Stevaux et al., 2002) et semble donc fonctionner de fagon similaire a p107 et p130.

b) Balance entre l'activateur dE2F1 et le répresseur dE2F2

Un certain nombre de données génétiques et moléculaires suggerent que dE2F1 et dE2F2 ont des
actions antagonistes. dE2F1 controle I'expression de ses genes cibles par I'intermédiaire de séquences consensus
situées au niveau des promoteurs de ces genes. dE2F1, lorsqu’il est en complexe avec dDP, lie I’ADN et active la
transcription de ses genes cibles. Ces genes sont principalement des génes requis pour la réplication de I’ADN ou
la progression dans le cycle cellulaire. Ainsi, dE2F1 contrdle la prolifération en régulant notamment la transition
G1/S. Au sein d’embryons mutants pour de2f1, le niveau de transcription des génes cibles de dE2F1 est diminué.
De plus, le taux de synthése d’ADN est réduit et la prolifération cellulaire est fortement altérée. De fagon
intéressante, les embryons doubles mutants pour de2f1 et de2f2 ont un taux de synthese d’ADN et un profil de
prolifération relativement normaux (Frolov et al., 2001). Ceci suggere que les défauts observés dans les embryons
mutants pour de2f1 sont principalement dus a une activité non contrélée de dE2F2. La perte de fonction de ddp
abolit I'activité transcriptionnelle de dE2F1 et de dE2F2. De méme, les mouches mutantes pour ddp se
développent jusqu’au stade larvaire avec un profil de prolifération quasi-normal (Duronio et al., 1998; Royzman
et al., 1997). De plus, au cours de I'ovogenese, les défauts d’endoréplication observés dans les cellules
folliculaires surexprimant de2f1 sont aggravés par la perte de fonction de de2f2 (Weng et al., 2003). En outre,
dE2F1 et dE2F2 sont tous les deux capables de lier les promoteurs des génes pcna et DNApola au niveau des
sites consensus des facteurs E2Fs mais ils ont une action opposée in vitro sur le niveau d’expression d’un géne
rapporteur placé sous contréle de ces deux promoteurs (Frolov et al., 2001; Sawado et al., 1998). L’ensemble de
ces données suggére I'existence d’une balance entre dE2F1 et dE2F2 pour le contréle de la transcription des

génes important pour la régulation du cycle cellulaire.

Des analyses des modifications du profil d’expression génique en réponse a la perte de fonction de de2f1

ou de de2f2 ont fourni une vision plus précise du programme transcriptionnel des facteurs dE2Fs (Cayirlioglu et
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Figure n°52 : Classification des genes cibles des facteurs dE2Fs

(a) Les génes cibles des facteurs dE2Fs sont classés en 5 catégories. L'importance d’une activation
transcriptionnelle par dE2F1 pour I'expression de ces génes décroit des catégories A a E. A 'inverse,
I'importance d’une répression par dE2F2 croit entre ces différentes catégories. Ces catégories
contiennent des genes ayant des fonctions différentes. dE2F1 est requis pour activer I'expression
des génes impliqués dans la progression dans le cycle cellulaire alors que dE2F2 est requis pour
réprimer une grande variété de génes impliqués dans les processus de différenciation.

(b) Le mécanisme d’activation de I'expression des génes des groupes A et B (en vert, a gauche) differe
de celui des groupes C a E (en rouge, a droite). En effet, les génes des groupes A et B sont activés
par dE2F1 en réponse a la présence d’une forte activité cycline/cdk. Les génes des groupe C a E sont
insensibles a la progression dans le cycle cellulaire. L’activation de leur expression nécessite des
facteurs de transcription (X) spécifiquement présents dans certains tissus et/ou régulés par des
signaux développementaux.

Adapté de Dimova et al., 2003
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al., 2003; Dimova et al., 2003; Georlette et al., 2007; Stevaux et al., 2005). Les résultats indiquent qu’une grande
variété de régulation par les facteurs dE2Fs existe et que I'importance de I'activation par dE2F1 et de la
répression par dE2F2 varie d’une cible a I'autre. La réalité est donc bien plus complexe que ne le laissaient
présager les premieres études réalisées. Globalement, on peut classer les génes cibles des facteurs dE2Fs en deux
catégories (Figure 52) (Dimova et al., 2003; Stevaux et al., 2005). La premiére catégorie comprend des genes
dont la fonction est requise pour la progression dans le cycle cellulaire. Ce sont des génes impliqués dans la
réplication de I’ADN, la structure de la chromatine ou qui sont nécessaires a la mitose. Ces génes sont fortement
exprimés dans les cellules en division. L'expression de ces genes dépend principalement d’une activation
transcriptionnelle par I’lhétérodimeére dE2F1/dDP et d’une répression par Rbfl. La seconde catégorie contient les
cibles des facteurs dE2Fs qui sont réprimés dans les cellules en prolifération. Ces génes sont réprimés par les
complexes dE2F2/Rbfl et dE2F2/Rbf2. Ces génes sont exprimés de fagon sexe ou tissue spécifique et leur
expression ne dépend pas (ou tres faiblement) d’une activation par dE2F1. Ce sont principalement des géenes
impliqués dans la gamétogenese ou la différenciation cellulaire. De fagon plus précise, on distingue cing
catégories de génes cibles des facteurs dE2Fs notés de A a E (Figure 52) (Dimova et al., 2003). L'implication de
dE2F1 dans I'activation transcriptionnelle de ces différents genes décroit entre les catégories A a E. A I'inverse,

I'importance de la répression assurée par dE2F2 croit entre ces différentes catégories.

De fagon intéressante, dE2F1 se lie a quatre fois moins de régions génomiques que dE2F2. De plus la
majorité des sites liés par dE2F1 le sont également par dE2F2 mais I'inverse n’est pas vrai (Korenjak et al., 2014).
Ceci suggere que dE2F2 joue un rdle indépendant de dE2F1 dans le contréle de la régulation transcriptionnelle

d’un grand nombre de génes.

c¢) Complexité du programme transcriptionnel de dE2F2

Il a été mis en évidence par des expériences d’'immunoprécipitation de chromatine, réalisées a partir de
cellules d’ovaires de drosophile, que dE2F2 est présent au niveau des promoteurs d’un grand nombre de génes.
Mais de fagon intrigante, seulement une faible proportion de ces génes voit leur niveau d’expression augmenté
dans un contexte mutant pour de2f2 (Stevaux et al., 2005). Il n’y a donc pas de corrélation directe entre la
présence de dE2F2 au niveau du promoteur d’un gene et lI'importance de son activité de répresseur

transcriptionnel pour le niveau d’expression de ce gene.

De plus, dE2F2 régule des groupes de genes différents entre les différents types cellulaires. En effet,
seulement 10% des genes régulés par dE2F2 ont, a la fois dans les cellules de I'ovaire et dans les cellules
embryonnaires en culture, un niveau de transcription augmenté apres déplétion de de2f2 (Dimova et al., 2003;
Georlette et al., 2007; Stevaux et al., 2005). Donc, I'importance fonctionnelle de dE2F2 varie pour un promoteur
donné en fonction des différents types cellulaires. Ainsi dE2F2 est présent au niveau du promoteur d’un géne X

dans différents types cellulaires mais la perte de fonction de de2f2 a une conséquence sur le niveau d’expression
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Figure n°53 : Composition du complexe dREAM

Le complexe dREAM (également appelé Myb-MuvB) contient dE2F2, son cofacteur dDP, une des
protéines a poche de drosophile (Rbfl ou Rbf2), la protéine Lin52 ainsi que les membres du complexe

Myb. Ce complexe Myb comprend la protéine dMyb, les protéines Mips (Mip130, Mip120 et Mip40)
ainsi que Cafl.
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de ce gene uniquement dans certains types cellulaires. Cet état des choses peut s’expliquer par le fait que la
régulation de la transcription d’'un gene cible donné résulte de I'intégration de I’activité de multiples facteurs
chromatiniens. On peut également envisager le fait que la plupart des complexes présents sur ’ADN contenant
dE2F2 soient non fonctionnels. En fait, la plasticité développementale et tissulaire de la répression
transcriptionnelle assurée par dE2F2 peut en partie s’expliquer par le fait qu’il appartient a un large complexe

multi-protéique impliqué dans la régulation transcriptionnelle a savoir le complexe dREAM.

d) Implication du complexe dREAM dans la régulation transcriptionnelle assurée par
dE2F2 et Rbf1

Le complexe dREAM (drosophila Rbf, E2F and Myb-interacting protein), un grand complexe multi-protéique
(environ 700kDa) contenant dE2F2, a été identifié par plusieurs équipes a partir d’extraits de cellules
embryonnaires de drosophile (Korenjak et al., 2004; Lewis et al., 2004). Ce complexe contient 9 protéines
différentes (Figure 53) : Mip130 (Myb-interacting protein 130), Mip120 (Myb-interacting protein 120), Mip40
(Myb-interacting protein 40), Cafl (Chromatin assembly factor 1 subunit), dMyb (drosophila myeloblastosis),
Lin-52 ainsi que dE2F2, dDP et Rbfl ou Rbf2. Aucune interaction n’a été mise en évidence entre Rbfl et Rbf2 ce

qui suggere que le complexe dREAM contient I'une ou I'autre de ces deux protéines.

Mip 130, Mip120, Mip40, Cafl et dMyb ont été précédemment décrits comme appartenant a un complexe
impliqué dans la réplication de I’ADN au sein des cellules folliculaires appelé complexe Myb (Beall et al., 2002).
Par ailleurs, il est intéressant de noter que chez C. elegans, les homologues de lin-52, mip130, mip120, cafl,
de2f2, ddp et rbfl appartiennent a la classe B des genes de la famille synMuv (synthetic multivulva) (Lipsick,
2004). Les génes synMuv assurent I"lanatomie correcte du nématode en réprimant la voie de développement
vulvaire dans certaines cellules précurseurs. La perte de fonction de ces genes conduit a la présence de plusieurs
vulves du fait de I’expression ectopique de genes impliqués dans le développement vulvaire (Ceol et al., 2006).
Les génes synMuv sont classés en trois catégories : A, B et C. Il est nécessaire d’inactiver au moins deux génes
appartenant a deux classes différentes pour que le phénotype de vulves surnuméraires soit présent. Certaines
des protéines codées par les génes de la classe B appartiennent a un complexe appelé DRM qui est similaire au
complexe dREAM (Harrison et al., 2006), si ce n’est qu’il ne contient pas d’homologue de dMyb. Ceci explique

que le complexe dREAM est aussi fréquemment appelé MMB pour Myb-MuvB (Lewis et al., 2004).

Le complexe dREAM se lie au niveau de milliers de sites sur le génome de la drosophile (Georlette et al.,

2007). Les premieres études réalisées indiquent que le complexe dREAM se lie a la chromatine
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Figure n°54 : Association du complexe dREAM aux régions transcriptionnellement silencieuses du

génome.

Immunomarquages sur des chromosomes polythenes de drosophile.

(a) Il existe une colocalisation importante (téte de fleche) entre Mip130 (en vert) et Rbfl (en rouge) ce

qui suggeére que le complexe dREAM est présent au niveau de la plupart des sites d’action de Rbf1.

(b) Un immunomarquage de I’ARN polymérase ll, sous sa forme phosphorylée, permet de visualiser les
régions transcriptionnellement actives du génome. Il n’existe pas de colocalisation entre Mip130 (en
vert) et 'ARN polymérase Il phosphorylée (en rouge) ce qui suggére que le complexe dREAM

s’associe principalement aux régions transcriptionnellement silencieuses du génome.

Adapté de Korenjak et al., 2004




Introduction

transcriptionnellement inactive (Figure 54). En effet, des expériences d’immunomarquages réalisées sur des
chromosomes polythénes révélent qu’il n’y a pas de colocalisation entre Mip130 et ’ARN polymérase Il sous sa
forme phosphorylée qui permet de détecter les régions transcriptionnellement actives du génome (Korenjak et
al., 2004). De plus, I'expression d’ARN interférent dirigé contre mip130, mip120, mip40 ou caf1 dans des cellules
de drosophile en culture conduit a une augmentation du niveau d’ARNm de 4 genes cibles de dE2F2 a savoir
vasa, pyrexia, PAS kinase et arp53D (Korenjak et al., 2004). Cela suggére que le complexe dREAM participe a la

répression transcriptionnelle des genes cibles des facteurs dE2Fs.

Toutefois I'expression d’un ARNi dirigé contre dmyb n’entraine pas de dérépression de ces quatre génes bien
que des expériences de ChIP aient démontré la présence de dMyb au niveau des promoteurs de ces genes
(Korenjak et al., 2004). Diverses études ont permis de mettre en évidence que dMyb peut agir comme un
activateur transcriptionnel (Hou et al., 1997; Jackson et al., 2001; Okada et al., 2002). Ceci a conduit a I'hypothése
que dMyb est un membre silencieux du complexe dREAM concernant la répression transcriptionnelle mais que
dans un tissu donné et en réponse a des signaux développementaux appropriés, dMyb permettrait la
dérépression ou I'activation des génes cibles du complexe dREAM (Beall et al., 2004; Lewis et al., 2004). Ce réle
opposé de dMyb et de certaines protéines du complexe dREAM, comme les Mips, est confirmé par des données
génétiques. En effet, la perte de fonction de mip130, mip120 ou mip40 supprime la Iétalité associée a la perte

de fonction de dmyb (Beall et al., 2004; Beall et al., 2007).

Diverses études ont finalement permis de mettre en évidence que le complexe dREAM est présent au niveau
de la plupart des promoteurs des genes régulés par les facteurs dE2Fs et que les différents composants de ce
complexe sont impliqués dans la régulation transcriptionnelle des différents genes cibles (Georlette et al., 2007;

Korenjak et al., 2004; Lee et al., 2012; Lewis et al., 2004; Taylor-Harding et al., 2004).

Bien que les premiéres études décrivaient le complexe dREAM exclusivement comme un répresseur
transcriptionnel, il a, par la suite, été mis en évidence que ce complexe peut également agir comme un activateur
transcriptionnel. En effet, la perte de fonction des différents composants du complexe peut conduire a une
augmentation ou a une diminution du niveau de transcrit des différents génes cibles des facteurs dE2Fs. De plus,
une élégante étude réalisée en cellules de drosophile a permis de révéler la complexité de la régulation
transcriptionnelle assurée par le complexe dREAM (Georlette et al., 2007). En effet, tous les membres du
complexe dREAM ne sont pas impliqués dans la régulation de la transcription d’un géne cible donné : la perte de
fonction de I'un des membres peut ne pas altérer le niveau de transcription du géne considéré alors que la
déplétion d’un autre membre du complexe va considérablement faire varier ce niveau de transcription. En outre,
parmi les membres impliqués dans la régulation transcriptionnelle d’un gene d’intérét, certains membres
assurent des roles opposés : la perte de fonction d’'un membre du complexe conduit a une augmentation du
niveau d’ARNm du geéne cible donné alors que la perte de fonction d’'un autre membre du complexe va au
contraire induire une réduction de ce niveau d’ARNm. Ainsi les différents membres du complexe assurent des

fonctions différentes concernant la transcription d’un géne cible donné : les sous-unités du complexe dREAM
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peuvent ne pas étre impliqués dans la régulation transcriptionnelle de ce géne cible et dans le cas ou elles sont
impliquées elles peuvent assurer un role positif ou négatif. En outre, il est important de noter que I'importance
fonctionnelle et le réle positif ou négatif de chague membre du complexe varie d’'un gene cible a I'autre. Ainsi le
taux d’expression d’un gene cible particulier dans un tissu donné et a un moment précis du développement est
la conséquence de I'intégration de I'effet propre de tous les membres du complexe dREAM. Cette étude indique
également qu’il n’y a pas de génes régulés négativement par dE2F2 et dMyb. Par contre, de nombreux génes
sont régulés négativement par dE2F2 et positivement par dMyb. Ces deux protéines semblent donc globalement
avoir un réle opposé au sein du complexe : la plupart du temps dE2F2 favorise la répression transcriptionnelle

alors que dMyb stimule I’activation de la transcription des génes cibles du complexe dREAM.

Des données transcriptomiques indiquent que Lin-52 semble agir avec dMyb pour s’opposer a |'action
répressive des autres membres du complexe dREAM (Lewis et al., 2012). En effet, dans 76% des cas I'activation
transcriptionnelle assurée par dMyb requiere Lin-52. Le role antagoniste de Lin-52 et des autres membres du
complexe dREAM a été confirmé par des expériences génétiques. Par exemple, la perte de fonction de /in-52 est
|étale au stade larvaire mais un sauvetage de cette |étalité est observé dans un contexte mutant pour mip40
(Lewis et al., 2012). Ces données suggerent que Lin-52 et dMyb s’opposent a I'action répressive des autres
membres du complexe dREAM au niveau de locus génomique spécifique et permettent d’outrepasser cette
répression dans certains contextes développementaux. Un exemple de ce genre de régulation pour lequel cette
balance entre activation dépendante de dMyb et répression dépendante de dE2F2 joue un réle crucial a été
récemment identifié. C’est le cas des neurones olfactifs qui n’expriment qu’un seul type de récepteur olfactif. De
fagon intéressante, dMyb est requis pour I'expression du récepteur du dioxyde de carbone dans les neurones
spécialisés alors que dE2F2 et les autres membres répresseurs du complexe répriment |'expression de ce

récepteur dans les neurones inappropriés (Sim et al., 2012).

Au sein du complexe dREAM, cing protéines sont capables de lier directement ’ADN : dMyb, dE2F2, dDP
et Mip120 lient 'ADN de fagon séquence spécifique alors que Mip130 posseéde un domaine capable de lier les
régions riches en AT. Les autres membres du complexe ne sont pas connus pour lier directement ’ADN mais
peuvent influencer le recrutement du complexe au niveau de la chromatine par I'intermédiaire d’interaction avec
les histones. De fagon intéressante, dMyb et dE2F2 semblent agir de fagon mutuellement exclusive pour recruter
le complexe dREAM sur la chromatine (Georlette et al., 2007). En effet, il existe un sous-groupe de génes cibles
du complexe dREAM pour lequel la répression transcriptionnelle dépend de dE2F2 mais n’implique pas dMyb.
97% de ces genes contiennent un site consensus de fixation pour les facteurs dE2Fs et la déplétion de de2f2

conduit a une réduction du recrutement de Mip120 et Mip130. A l'inverse, il existe une autre catégorie de génes
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Figure n°55 : Mécanisme de répression transcriptionnelle par le complexe dREAM

Le complexe dREAM réprime la transcription de ses génes cibles par deux mécanismes distincts. D’une
part, en recrutant des histones déacétylases (HDACs), le complexe dREAM favorise la déacétylation des
histones H3 et H4 au niveau de la région promotrice du géne d’intérét. D’autre part, le complexe
dREAM induit la diméthylation de la lysine 27 de I'histone H3 de facon dépendante de la protéine E(Z)
au niveau de la région située en aval du site d’initiation de la transcription. Ces deux actions distinctes
du complexe dREAM cooperent pour assurer une répression efficace de I'expression des genes cibles du
complexe.

Adapté de Lee et al., 2010
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dont la transcription est réprimée par dMyb mais pas par dE2F2. 87% de ces génes contiennent un site consensus

de fixation pour Myb et |la déplétion de dmyb conduit a une réduction du recrutement de Mip120 et Mip130.

Les différents composants du complexe dREAM n’ont pas d’activité enzymatique connue. Différentes
études ont donc été menées pour essayer de comprendre comment le complexe dREAM régule la transcription.
Etant donné que ce complexe a d’abord été décrit comme un complexe répresseur, les études se sont
principalement focalisées sur les mécanismes sous-jacents a la répression transcriptionnelle permise par ce
complexe. Le complexe dREAM peut lier la queue de I’histone H4 sous sa forme non acétylée in vitro. Cette
interaction est abolie en cas d’acétylation de I'histone H4 (Korenjak et al., 2004). Cela a conduit I'équipe
d’Alexander Brehm a proposer I'hypothése suivante : le complexe dREAM pourrait interagir in vivo avec les
nucléosomes déacétylés et cette liaison protegerait la chromatine afin qu’elle ne soit pas la cible de modifications

activatrices. Ainsi le complexe dREAM permettrait une répression transcriptionnelle.

Par ailleurs, une interaction physique entre I’histone déacétylase Rpd3 et le complexe dREAM a été mise
en évidence (Taylor-Harding et al., 2004) ce qui a conduit a penser qu’une déacétylation des histones pouvait au
moins en partie étre responsable de la répression transcriptionnelle induite par le complexe dREAM. Toutefois,
des données indiquaient qu’en dépit de cette interaction, Rpd3 ne serait pas requis pour la répression
transcriptionnelle dépendante de dE2F2 et des protéines Rbfs (Georlette et al., 2007; Korenjak et al., 2004; Lee
et al., 2010b; Lewis et al., 2004; Taylor-Harding et al., 2004).

Une étude réalisée par I'équipe de Dessislava Dimova a ensuite permis de détailler un peu plus le
mécanisme d’action du complexe dREAM. Cette étude indique que deux mécanismes participent a la répression
transcriptionnelle assurée par le complexe dREAM (Figure 55). D’une part, le complexe dREAM favorise la
déacétylation des histones au niveau de la région promotrice du gene cible. Cette déacétylation implique
plusieurs histones déacétylases qui semblent agir de fagon redondante (Lee et al., 2010b). Cette redondance
fonctionnelle explique que la déplétion de rpd3 ne conduit pas a une dérépression des genes cibles du complexe
dREAM. D’autre part, le complexe dREAM induit une diméthylation de la lysine 27 de I’histone H3 au niveau des
nucléosomes situés en aval du site d’initiation de la transcription. Cette diméthylation est dépendante de la

protéine E(Z) (enhancer of zeste) appartenant au groupe Polycomb (Lee et al., 2010b).

Récemment, le profil de liaison des protéines du complexe dREAM a été comparé a celui d’autres
protéines de liaison a la chromatine (Korenjak et al., 2014). Ainsi, il a été mis en évidence un chevauchement
entre les sites de liaison de dREAM et les sites de liaisons des protéines CP-190 (Centrosomal protein 190kD) et
Beaf-32 (Boundary element-associated factor of 32kD) (Bohla et al., 2014; Korenjak et al., 2014). Ces deux
protéines sont des protéines de liaison aux éléments isolateurs (« insulators »). Les isolateurs sont des séquences

d’ADN qui n’ont pas d’effet propre sur I'activité des promoteurs mais qui protégent les promoteurs de l'influence
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Figure n°56 : Modéle du réle du complexe dREAM et des protéines de liaison aux isolateurs au niveau

d’un couple de DPG.

(a) Le complexe dREAM et les protéines CP-190 et Beaf-32 comme élément frontiere : ces protéines

pourraient établir une frontiere entre deux domaines chromatiniens régulés indépendamment |'un
de l'autre et de facon opposée. Ces protéines éviteraient donc la propagation de I'activation
transcriptionnelle assurée par un activateur (Act) vers la région adjacente réprimée (en rouge) et
inversement le complexe dREAM associé a CP-190 et Beaf-32 au niveau de I'élément isolateur (en
jaune) empéche le répresseur (Rep) d’inhiber la transcription de la région adjacente qui est

normalement active (en vert).

(b) Le complexe dREAM et les protéines CP-190 et Beaf-32 comme répresseur transcriptionnel : la perte

du complexe répresseur dREAM/CP-190/Beaf-32 conduirait a une activation transcriptionnelle du
géne normalement réprimé du fait d’'une action de I'activateur adjacent ou de la libération d’un site

de liaison pour un autre activateur.
Adapté de Korenjak et al., 2014




Introduction

d’éléments stimulateurs (« enhancers ») ou d’éléments répresseurs (« silencers »). En effet, quand il est placé
entre le promoteur et I'enhancer, l'isolateur bloque la communication entre ces deux éléments. L'isolateur peut
également agir comme une barriere physique en évitant la propagation de I'effet silencer sur un promoteur
voisin. Ainsi les isolateurs constituent des bornes délimitant la zone d’influence des éléments silencers et
enhancers. Les protéines de liaison aux isolateurs sont requises pour limiter cette zone d’influence (Van Bortle
and Corces, 2012). Des expériences de ChIP-ReChlIP ont permis de mettre en évidence que le complexe dREAM,
CP-190 et Beaf-32 s’associent simultanément a une région génomique donnée (Korenjak et al., 2014). De plus,
une interaction physique a été mise en évidence entre dE2F2 et CP-190 et dE2F2 est requis pour le recrutement
de CP-190 au niveau de la chromatine. En outre, des analyses génétiques ont permis de mettre en évidence que

ces différentes protéines coopeérent in vivo pour assurer leur fonction (Korenjak et al., 2014).

Deux genes voisins peuvent étre arrangés de trois fagons différentes selon leur sens respectif de
transcription. Chez la drosophile, 32% des génes sont transcrits dans des directions opposées et leur site
d’initiation de la transcription sont séparés de moins de 1000 paires de bases (Yang and Yu, 2009). On parle de
génes appariés divergents (DPG pour « divergently paired genes »). Plus de 70% des génes réprimés par le
complexe dREAM font partis d’'un couple de DPG (Korenjak et al., 2014). Les deux genes de ces couples sont
régulés de fagcon opposée, I'un est fortement transcrit alors que I'expression de I'autre est stablement réprimée.
De fagon intéressante, il a été mis en évidence que le complexe dREAM et CP-190 coopeérent au niveau des DPG
pour établir une frontiére entre le gene stablement réprimé et le gene fortement transcrit. La perte de fonction
de de2f2 ou de mip130 conduit a une augmentation du taux de transcription du gene normalement réprimé alors
que le second géne du couple voit son niveau de transcription réduit (Korenjak et al., 2014). Il y a donc une
régulation inverse de la transcription des génes d’un couple de DPG. Toutefois, le mécanisme précis de la
régulation transcriptionnelle, pour un couple de DPG, assurée par le complexe dREAM, en collaboration avec
CP-190, reste a déterminer. Plusieurs modeles ont été envisagés pour expliquer le réle du complexe dREAM dans
la régulation de la transcription des DPG qui sont différentiellement exprimés (Figure 56). Tout d’abord, dREAM,
CP-190 et Beaf-32 pourraient servir de frontiére au niveau des DPG en séparant un domaine chromatinien actif
d’un domaine réprimé. On peut également envisager que dREAM, CP-190 et Beaf-32 soient impliqués dans
I'inhibition de la transcription du géne stablement réprimé. En absence de dREAM, le site serait accessible a un
facteur de transcription. Aprés inactivation de dREAM ou de CP-190/Beaf-32, il y aurait une redistribution de la
machinerie générale de transcription et/ou d’activateurs spécifiques depuis le géne transcrit du couple vers le
géne normalement réprimé. Enfin on ne peut pas exclure la possibilité que dREAM agisse directement sur les

deux genes du couple de DPG en servant de répresseur pour I'un et d’activateur pour I'autre.

Au-dela d’un éventuel remodelage de la chromatine ou d’une action dépendante de séquences
isolateurs, il a été proposé que le complexe dREAM assure une régulation épigénétique. Au sein des disques
imaginaux d’aile, dMyb est requis pour I'expression du géne polo qui code pour un régulateur de I'assemblage
des poles du fuseau mitotique. A l'inverse, I'expression ectopique de de2f2 est suffisante pour inhiber

I’expression de polo. De facon inattendue, on observe une variégation de I'expression d’un géne rapporteur
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Figure n°57 : Complexes dREAM/DRM/DREAM chez la drosophile, le nématode et "THomme

Les membres du complexe dREAM chez la drosophile et leurs homologues chez le nématode et
I’Homme sont listés dans le tableau ci-dessus.

Adapté de Van den Heuvel and Dyson, 2008
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Figure n°58 : Role du complexe DREAM dans la régulation du cycle cellulaire chez les mammiféres
Dans les cellules en prolifération (a gauche), le complexe DREAM contenant B-Myb participe a
I'activation transcriptionnelle des genes cibles des facteurs E2Fs impliqués dans le cycle cellulaire. La
kinase DYRK1A est capable de phosphoryler Lin-52, un des membres du complexe DREAM. Cette
phosphorylation conduit a un changement de la composition du complexe DREAM. Ce dernier ne
contient plus B-Myb mais contient E2F4/DP et p107 ou p130. Sous cette forme le complexe assure la
répression des genes cibles des facteurs E2Fs impliqués dans le cycle cellulaire et permet ainsi un arrét
de la prolifération et une entrée en quiescence.

Adapté de Decaprio and Duensing, 2014 et Fischer et al., 2014
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GFP-polo dans le cas d’un contexte double mutant pour dmyb et mip130 ou dmyb et de2f2. En effet, des groupes
adjacents de cellules ont alternativement un niveau élevé ou fortement réduit de GFP-Polo. Ces faibles ou forts
niveaux d’expression sont hérités a travers les cycles de division cellulaire (Wen et al., 2008). Ces données

suggerent que le complexe dREAM aurait un role épigénétique dans la régulation de I'expression des genes.

Un complexe similaire au complexe dREAM a été identifié dans les cellules humaines, le complexe
DREAM (Figure 57) (Litovchick et al., 2007; Pilkinton et al., 2007; Schmit et al., 2007). Toutefois, ce complexe ne
contient pas la protéine pRb. Néanmoins, pRb peut interagir avec le complexe dans certaines conditions et
favoriser le recrutement du complexe DREAM au niveau de certains promoteurs (Gordon and Du, 2011). La
protéine p130 est le principal représentant de la famille Rb au sein du complexe, bien que p107 puisse en faire
partie. De méme, le complexe contient majoritairement E2F4, méme si E2F5 peut faire partie du complexe. De
plus, contrairement a ce qui est observé chez la drosophile, la composition du complexe varie en fonction de
I’état prolifératif des cellules. Le coeur du complexe comprend les protéines RbAp48 (homologue de Cafl), Lin-9
(homologue de Mip130), Lin-54 (homologue de Mip120), Lin-37 (homologue de Mip40) et Lin-52 (homologue de
Lin-52). Ce coeur du complexe s’associe soit a B-Myb soit a p130 et E2F4/DP en fonction des conditions de

prolifération.

Dans des cellules non prolifératives, le complexe DREAM comprend p130 et E2F4/DP, par contre B-Myb
n’appartient pas au complexe dans ces conditions. Il a été mis en évidence que la phosphorylation de Lin-52 par
la kinase DYRK1A (dual specificity tyrosine phosphorylation-regulated kinase 1A) est requise pour que le
complexe se lie a p130 et E2F4/DP dans des conditions de quiescence (Litovchick et al., 2011). Sous cette forme
le complexe DREAM réprime |'expression des geénes cibles des facteurs E2Fs impliqués dans le cycle cellulaire
dans les cellules quiescentes et sénescentes (Litovchick et al., 2011; Litovchick et al., 2007; Schmit et al., 2007;
Tschop et al., 2011). Dans des cellules en prolifération, au cours de la phase S du cycle cellulaire, p130 et E2F4/DP
se dissocient du complexe. Le complexe peut alors se lier a B-Myb et Fox-M1 et ainsi favoriser la mitose et la

division cellulaire (Litovchick et al., 2007; Sadasivam et al., 2012; Schmit et al., 2007) (Figure 58).

Depuis son identification, plusieurs études ont attribué au complexe DREAM un rdle de suppresseur de
tumeur dans les carcinomes cervicaux associés au papillomavirus humain (DeCaprio, 2014; Fischer et al., 2014;
Nor Rashid et al., 2011). Des études visant a utiliser le complexe DREAM comme cible thérapeutiques sont

actuellement en cours (Boichuk et al., 2013; DeCaprio and Duensing, 2014).
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e) Effet de I'ubiquitination sur l'activité transcriptionnelle de Rbf1

Comme nous I'avons vu ci-dessus, le pouvoir répresseur de Rbfl est lié a sa capacité d’une part d’inhiber
I'activité de dE2F1 et d’autre part de coopérer avec dE2F2 au sein du complexe dREAM. Il existe, comme on
pouvait s’y attendre, un fort enrichissement du motif de liaison des facteurs dE2Fs au niveau des régions
proximales des promoteurs des génes liés par Rbfl (Acharya et al., 2012). De fagon intéressante, un nombre
croissant d’étude indique que I'ubiquitination de Rbfl joue un rdéle important dans la régulation de son activité
transcriptionnelle. Comme décrit précédemment, Rbfl possede en C-terminal un domaine IE qui contribue a son
instabilité en favorisant sa dégradation par le protéasome (Acharya et al., 2010; Ullah et al., 2007). Plus
précisément, ce domaine stimule I'ubiquitination de Rbfl in vivo (Raj et al., 2012b). De fagon inattendue, la
délétion du domaine IE réduit fortement I'activité de répresseur transcriptionnel de Rbfl bien qu’elle conduise
a une stabilisation de la protéine Rbfl (Acharya et al., 2010). Ces données suggerent que la capacité de régulateur
transcriptionnel de Rbfl est directement liée au processus qui permet sa dégradation. Cette relation paradoxale
a été mise en évidence, chez les mammiferes, pour d’autres régulateurs transcriptionnels comme c-Jun, c-Fos,
Myc et E2F1 (Salghetti et al., 2001; Salghetti et al., 1999; Salghetti et al., 2000). Tous possedent un signal de
dégradation dans une région proche du domaine contrélant la transcription. Une hypothése envisagée est que
I"'ubiquitination jouerait un réle direct dans la régulation de I'activité transcriptionnelle, par exemple en
permettant le recrutement d’un cofacteur. Des données obtenues récemment soutiennent l'idée que la
présence d’ubiquitine modulerait I'activité de répresseur transcriptionnel de Rbfl (Zhang et al., 2014).
L'inhibition du protéasome par le MG132 conduit a une augmentation du taux de Rbfl ubiquitiné. Cette
augmentation est corrélée a un accroissement du pouvoir répresseur de Rbfl sur un rapporteur pcna (Raj et al.,
2012b). Le MG132 ayant des effets pléiotropes, Raj et al. ont utilisé une protéine de fusion Ubiquitine-Rbf1 afin
d’étudier directement |’effet de I'ubiquitination sur la fonction de Rbf1l. Ainsi, ils ont pu mettre en évidence que
la présence d’ubiquitine augmente significativement I'activité de répresseur de Rbfl. Toutefois, cet effet de la
présence d’ubiquitine sur le pouvoir répresseur de Rbfl est dépendant du promoteur considéré (Raj et al.,
2012b). En effet, les génes régulés par Rbfl de facon dépendante de dEF2F1 seraient sensibles a la présence
d’ubiquitine alors que ceux régulés de fagon indépendante de dE2F1 ne le seraient pas. De fagon cohérente avec
le role attribué a I'ubiquitine dans le controle de I’activité de régulateur transcriptionnel de Rbf1, une interaction
entre I'enzyme E3 ubiquitine ligase Ebi et Rbfl a été mise en évidence (Lim et al., 2013). De plus, I'expression
d’un ARNi dirigé contre ebi dans des cellules de drosophile en culture conduit a une dérépression des genes cibles
de dE2F1 (Lim et al., 2013). Bien que cela ne soit pas démontré, on peut supposer qu’Ebi soit I'enzyme
responsable de I'ubiquitination de Rbfl ce qui fournirait un mécanisme moléculaire pour expliquer le réle d’Ebi
dans la régulation transcriptionnelle des génes cibles de dE2F1. A la vue de ces données, on peut donc envisager
I’existence d’'un code de modifications post-traductionnelles de Rbfl qui permettrait une répression géne

spécifique au cours du développement.
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Figure n°59 : Régulation de la transition G1/S par pRb et les facteurs E2Fs

Au début de la phase G1 du cycle cellulaire, pRb est hypophosphorylé. Sous cette forme, il lie les
facteurs E2Fs activateurs et inhibe leurs activités transcriptionnelles. Au cours de la phase G1, du fait de
I'action séquentielle de différents couples cycline/cdk, pRb devient hyperphosphorylé. Ces
phosphorylations conduisent a la dissociation du complexe pRb/E2Fs activateurs. Ainsi les E2Fs
activateurs peuvent induire la transcription des génes nécessaires a I'entrée en phase S.
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C. pRb et Rbf1 assurent un grand nombre de fonctions biologiques

pRb et Rbfl sont impliqués dans de tres nombreuses fonctions cellulaires. Ils sont notamment tous les
deux impliqués dans la prolifération cellulaire, la différenciation, I'apoptose et la croissance. Ainsi pRb et Rbfl
controlent I’homéostasie tissulaire. Je vais présenter ici brievement le role le mieux caractérisé de pRb et Rbfl
c'est-a-dire celui de contréle de la prolifération cellulaire. Puis, je décrirais de fagon plus détaillée leur réle dans
le contréle de I'apoptose, car c’est a cet aspect de leur fonction cellulaire que je me suis plus particulierement

intéressée au cours de mes travaux de theése.

a) Réle de pRb dans la transition G1/S : mécanisme moléculaire

La fonction la mieux décrite de pRb est son réle d’inhibiteur de la prolifération cellulaire. Les mécanismes
moléculaires sous-jacents a cette fonction sont bien décrits (Figure 59). Dans les cellules quiescentes, et au début
de la phase G1 du cycle cellulaire, pRb et les facteurs E2Fs forment des complexes répresseurs qui empéchent la
transcription des génes requis pour I'entrée en phase S. Cette répression est levée a la transition G1/S du cycle
cellulaire du fait de I'action combinée des différents couples cycline/cdk. En effet, au cours de la phase G1 du
cycle cellulaire, en réponse a des signaux mitogénes, la cycline D s’accumule. Cette cycline s’associe avec les
kinases cdk4/6 pour former un complexe capable de phosphoryler pRb (Harbour et al., 1999). Cette
phosphorylation initiale conduit a la dissociation du complexe pRb/E2F1. E2F1 peut alors transactiver le
promoteur de la cycline E (Ohtsubo et al., 1995). A la fin de la phase G1, la cycline E qui s’est accumulée forme
un complexe avec cdk2. Les complexes cdk2/cycline E phosphorylent des sites additionnels de pRb ce qui permet
de bloquer complétement l'interaction entre pRb et E2F1 (Harbour et al., 1999). E2F1 peut alors activer la

transcription d’un grand nombre de genes codant pour des facteurs nécessaires a I’entrée en phase S.

Ainsi, au cours du cycle cellulaire, quand les cellules progressent de la phase G1 a la phase S, la
phosphorylation séquentielle de pRb par les différents complexes cycline/cdk permet la libération de E2F1 et
I'activation des genes requis pour I’entrée en phase S (Classon and Harlow, 2002; Longworth and Dyson, 2010;
Sherr, 2000). La protéine pRb reste sous sa forme hyperphosphorylée jusqu’a la mitose ol elle sera
déphosphorylée par I'enzyme PP1 (Protein phosphatase 1) pour permettre I'entrée dans la phase G1 suivante

(Kolupaeva and Janssens, 2012).

b) Réle de Rbf1 dans le contréle de la prolifération cellulaire

La capacité de membres des familles Rb/E2F de contrdler la prolifération cellulaire est conservée chez

la drosophile. En effet, la perte de fonction de de2f1 réduit séverement la réplication de I'’ADN et la prolifération
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cellulaire au stade embryonnaire (Duronio et al., 1995; Royzman et al., 1997). De méme, les clones cellulaires
mutants pour de2f1 échouent a proliférer (Brook et al., 1996; Neufeld et al., 1998). Ces données indiquent que
dE2F1 est essentiel pour la prolifération cellulaire normale in vivo. De fagon cohérente avec ces données dE2F1
régule positivement I'expression de genes nécessaires a la progression dans le cycle cellulaire (Duronio et al.,
1995; Neufeld et al., 1998; Ohtani and Nevins, 1994). A I'inverse, I'expression ectopique de de2f1 et ddp dans les
cellules post-mitotiques au sein du disque imaginal d’ceil induit une entrée anormale des cellules en phase S. Ces
phases S ectopiques sont supprimées dans le cas de la co-expression de rbf1 avec de2f1/ddp (Du et al., 1996a)

ce qui suggere un réle d’inhibiteur de la prolifération pour Rbf1.

La capacité de Rbfl d’inhiber la prolifération cellulaire a été confirmée par d’autres études. En effet, les
cellules épidermales de I'embryon de drosophile s’arrétent normalement en G1 a I'issue du 16°™ cycle de
division mitotique. Toutefois, les embryons dépourvus de rbfl échouent a maintenir cet arrét en G1 (Du and
Dyson 1999). Par conséquent, Rbfl est requis pour une sortie correcte du cycle cellulaire au cours du
développement embryonnaire. Au sein des disques imaginaux d’ceil, il existe une redondance fonctionnelle entre
rbf1 et dacapo concernant I’arrét de prolifération des photorécepteurs. Le gene dacapo code pour un inhibiteur
des complexes cycline/cdk, c’est I’homologue de drosophile des protéines p21/p27 de mammiféres. Ni la perte
de fonction de rbf1, ni celle de dacapo n’altére la sortie du cycle cellulaire des photorécepteurs au cours du
développement du disque imaginal d’ceil. Par contre, suite a la perte de fonction conjointe de ces deux génes,
les photorécepteurs sont incapables d’arréter de proliférer (Firth and Baker, 2005). Bien que la protéine Rbf1 soit
un régulateur important du cycle cellulaire, elle agit dans certains contextes développementaux de facon
redondante avec Dacapo pour empécher la prolifération des cellules différenciées ou en cours de différenciation

(Buttitta et al., 2007; Firth and Baker, 2005).

Comme pRb, I'activité de Rbfl vis-a-vis du cycle cellulaire est contrdlée par phosphorylation. Rbfl
posséde 7 sites de phosphorylations qui sont des cibles potentiels pour les complexes cycline D/Cdk4,6 et cycline
E/cdc2 (Du et al., 1996a; Xin et al., 2002). Des expériences génétiques indiquent que la cycline E peut inhiber
I'activité de Rbfl (Du et al., 1996a). Par ailleurs, il a été mis en évidence dans des cellules de drosophile en culture
que les complexes cycline D/Cdk4,6 et cycline E/cdc2 inhibent I'activité de Rbfl ce qui permet de restaurer la
transactivation par dE2F1 (Xin et al., 2002). Il est intéressant de noter que la phosphorylation de Rbf1, par ces
complexes, inhibe son pouvoir répresseur vis-a-vis de dE2F1, par contre, cela n’inhibe pas sa capacité a coopérer
avec dE2F2, notamment pour la répression transcriptionnelle des genes de différenciation (Frolov et al., 2003).
En outre, au sein du complexe dREAM, Rbfl peut étre présent sous une forme hyperphosphorylé (Lewis et al.,

2004).
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c) Réle de pRb dans la prolifération cellulaire : explication de son réle de suppresseur de

tumeurs ?

De fagon simpliste, on considére souvent que l'inhibition du cycle cellulaire par pRb explique, a elle
seule, la fonction de suppresseur de tumeurs de cette protéine. Comme pRb, les protéines p107 et p130 inhibent
le cycle cellulaire en réprimant la transcription dépendante des facteurs E2Fs, mais seul rb est fréqguemment
retrouvé muté dans les cancers (Knudsen and Knudsen, 2008). Ceci suggere que certaines cellules cancéreuses
conservent la capacité d’inhiber les genes cibles des facteurs E2Fs requis pour la progression dans le cycle
cellulaire. Ces données laissent penser que la régulation négative du cycle cellulaire n’est pas le seul moyen pour

pRb d’agir comme suppresseur de tumeur.

En plus de son role bien décrit dans le controle du cycle cellulaire, pRb joue un réle dans le contrdle de
I'apoptose. De fagon surprenante, les premieres études réalisées attribuaient une fonction anti-apoptotique a
pRb, ce qui semble contradictoire avec son réle de suppresseur de tumeur. Par la suite, un role pro-apoptotique
de pRb a également été démontré. Comme nous le verrons dans ce qui suit, ce réle double vis-a-vis de I'apoptose
est conservé chez la drosophile. Les protéines pRb et Rbfl assurent donc un réle complexe dans le contréle de la
mort cellulaire par apoptose. Je vais, dans un premier temps, présenter les fonctions anti-apoptotiques et

pro-apoptotiques de pRb. Puis dans un second temps, je m’attacherais a décrire celles attribuées a Rbf1.

a) pRb : un facteur anti-apoptotique ?

pRb a longtemps été considéré uniqguement comme un facteur anti-apoptotique. Cela est en partie d
a I'interprétation des phénotypes observés dans les embryons de souris KO pour rb. En effet, chez la souris, la
perte de fonction de rb est létale au stade embryonnaire et les embryons déficients pour rb présentent un niveau
élevé d’apoptose dans le systéme nerveux, le foie, le cristallin, la lignée érythroide et les muscles squelettiques
(Clarke et al., 1992; Jacks et al., 1992; Lee et al., 1992). Il a été mis en évidence que la perte de fonction d’e2f1
ou de p53 supprime 'apoptose observée au sein des embryons rb” dans le systéme nerveux central et le cristallin
(Macleod et al., 1996; Tsai et al., 1998). Il est intéressant de noter que la perte de fonction d’apafl, un gene
pro-apoptotique cible d’E2F1 et de p53, supprime I"apoptose du systéme nerveux des embryons rb” (Guo et al.,
2001). De méme, cette mort cellulaire est abolie dans le cas de la perte de fonction de la caspase 3 (Simpson et
al., 2001). Ces données indiquent que la machinerie d’apoptose est impliquée dans la mort cellulaire observée
suite a la perte de fonction de rb. Ce phénotype d’apoptose des embryons rb”- a conduit & penser que pRb

protégeait les cellules de la mort cellulaire et assurait donc une fonction anti-apoptotique.
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Toutefois, il a par la suite été démontré que la majorité de I'apoptose observée dans le systéme nerveux
central et |a lignée érythroide des embryons KO pour rb était en réalité la conséquence d’une malformation des
annexes embryonnaires (de Bruin et al., 2003; Dyson, 2003; Wenzel et al., 2007; Wu et al., 2003). En effet, les
embryons rb” qui se développent en présence d’annexes embryonnaires de génotypes sauvages montrent une
réduction importante du nombre de cellules apoptotiques, si on les compare a des embryons identiques mais
ayant des annexes embryonnaires rb”". Ces données indiquent qu’une partie, au moins, de la mort cellulaire
observée au sein des embryons rb”" est un effet non-autonome cellulaire de la perte de fonction de rb dans les
annexes embryonnaires. Plus précisément, il a été mis en évidence que la perte de fonction de rb conduit a une
surprolifération des cellules du placenta ce qui altére I’architecture normale et la vascularisation de ce tissu et
conduit in fine a une hypoxie des tissus embryonnaires (de Bruin et al., 2003; Wenzel et al., 2007; Wu et al.,
2003). Néanmoins, les embryons rb”, qui se développent en présence d’annexes sauvages, présentent toujours
un niveau élevé d’apoptose dans les cellules du cristallin et des muscles squelettiques, donc dans des cellules en
cours de différenciation. Il est important de noter que cette apoptose s’accompagne d’un exces de prolifération
cellulaire. Il a été envisagé que la perte de fonction de rb conduise a une prolifération anormale des cellules en
cours de différenciation du fait d’une activité anarchique des facteurs E2Fs et que cette prolifération ectopique
soit elle-méme responsable de la mort des cellules (Chau and Wang, 2003). Au sein de ces cellules, la présence

de signaux contradictoires (prolifération versus différenciation) serait a I'origine de la mort par apoptose.

Une étude réalisée en 2004 soutient cette idée. La délétion de rb, dans des myoblastes en cours de
différenciation, conduit a une augmentation du taux d’apoptose alors que, la délétion de ce gene au sein des
fibres musculaires, donc au sein de cellules ayant achevé leur processus de différenciation n’induit pas de mort
cellulaire (Huh et al., 2004c). Ces données suggérent que pRb joue un réle crucial dans les étapes précoces du
processus de différenciation cellulaire sans doute en participant a I'arrét du cycle cellulaire. De méme, la perte
de fonction de rb au sein de différents tissus différenciés, tel que le tissu neuronal, les poumons, la peau et

I'intestin, n’induit pas d’apoptose (MacPherson et al., 2004; Mason-Richie et al., 2008; Wang et al., 2007).

Dans les exemples présentés ici, I'apoptose observée suite a la perte de fonction de rb serait due a une
incapacité des cellules d’arréter de proliférer au moment de leur entrée dans le processus de différenciation. La
capacité de pRb d’inhiber I'apoptose serait donc intimement liée a sa capacité a réguler la prolifération cellulaire.

Par conséquent, la fonction anti-apoptotique de pRb ne serait pas directe.

Le fait que pRb soit principalement considéré comme un facteur anti-apoptotique tient également du
fait que pRb est décrit comme un inhibiteur du facteur E2F1 qui est lui-méme largement décrit comme une

protéine pro-apoptotique dans plusieurs contextes cellulaires. En effet, la protéine E2F1 joue un réle crucial dans
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Figure n°60 : E2F1 induit I'apoptose par de multiples voies

E2F1 stimule le programme de mort de la famille p53 en influencant directement et indirectement la
stabilité de p53 via une activation transcriptionnelle de TP73. E2F1 active une grande diversité de genes
pro-apoptotiques qui, a leur tour, déclenchent la libération du cytochrome c et I'activation des caspases.
Les rectangles oranges contiennent des génes cibles de E2F1. Les fleches vertes correspondent a une
régulation transcriptionnelle positive alors que les fleches rouges indiquent une répression. Les lignes
pointillées correspondent a des interactions protéine/protéine.

Adapté de Engelmann and Pitzer, 2010
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le contrdle de I'apoptose. Il est important de noter que la majorité de ces fonctions pro-apoptotiques sont

propres a E2F1 et ne sont pas partagées avec les autres membres de la famille E2F.

La surexpression de e2f1 conduit a de I'apoptose a la fois in vivo et in vitro (Holmberg et al., 1998; Hsieh
et al.,, 1997; Hunt et al., 1997; Phillips et al., 1997; Pierce et al., 1999; Shan and Lee, 1994). De plus, la
surexpression de e2f1 sensibilise différents types cellulaires a I'apoptose induite par irradiation ou en réponse a
des traitements endommageant 'ADN (Meng et al., 1999; Pruschy et al., 1999). A l'inverse, les souris e2f1‘/'
présentent des défauts d’apoptose notamment au niveau des thymocytes et sont plus résistantes a divers stimuli

apoptotiques (Field et al., 1996; Yamasaki et al., 1996).

Quels sont les mécanismes moléculaires sous-jacents au réle pro-apoptotique d’E2F1 ?

Les mécanismes moléculaires sous-jacents a cette fonction pro-apoptotique du facteur E2F1 ont été
assez bien caractérisés. Par soucis de concision, j'ai choisi de donner ici une vue globale de ces mécanismes en

ne les décrivant que de fagon tres succincte.

e E2F1 induit des voies de mort p53-dépendantes et p53-indépendantes

E2F1 peut induire la mort cellulaire par un mécanisme dépendant de la protéine p53 (Stanelle and
Putzer, 2006) (Figure 60). En réponse a certains stimuli de mort cellulaire, E2F1 induit la transcription de p14A%F
ce qui conduit indirectement a une stabilisation de la protéine p53 et donc a son accumulation (Bates et al., 1998;
Hiebert et al., 1995). Ainsi accumulée, p53 peut transactiver ses genes cibles et déclencher I'apoptose. Par
ailleurs, en réponse aux dommages de I’ADN, E2F1 active transcriptionnellement différentes kinases (ATM, CHK1,
CHK2, p38) capables de phosphoryler et de stabiliser p53 (Berkovich and Ginsberg, 2003; Hershko et al., 2006;
Powers et al., 2004; Rogoff et al., 2004). E2F1 peut également induire I'activation transcriptionnelle de certains
cofacteurs de p53. En outre, E2F1 est capable de lier physiquement p53 ce qui favorise sa rétention dans le
noyau, sa liaison a I’ADN et ses fonctions transactivatrices et apoptotiques (Fogal et al., 2005; Hsieh et al., 2002).
Enfin, E2F1 peut directement activer le promoteur de p53 (Bug and Dobbelstein, 2011). Toutefois, la fonction
pro-apoptotique d’E2F1 ne dépend pas exclusivement de p53 (Ginsberg, 2002) étant donné qu’E2F1 est capable
d’induire I'apoptose dans des cellules déficientes pour p53 (Hsieh et al., 1997; Phillips et al., 1997).

e E2F1 induit une voie de mort mitochondriale

E2F1 peut déclencher I'apoptose par I'intermédiaire d’une voie de mort mitochondriale (Figure 60). En
effet, en régulant positivement I'expression de différents genes codant pour des protéines pro-apoptotiques de

la famille Bcl-2, E2F1 favorise la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale (Cao et al., 2004;
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Hershko and Ginsberg, 2004; Real et al., 2006; Stanelle et al., 2002). A I'inverse, E2F1 réprime la transcription de
certains genes anti-apoptotiques de cette famille (Croxton et al., 2002), ce qui, la encore, est en faveur d’une
perméabilisation de la membrane externe mitochondriale et donc d’une libération du cytochrome c. De plus en
plus de données démontrent un role important des facteurs E2Fs dans la régulation des fonctions
mitochondriales et suggérent des liens étroits entre la viabilité cellulaire et les fonctions mitochondriales

assurées par les facteurs E2Fs (Benevolenskaya and Frolov, 2015).

e E2F1 inhibe des voies de survie et induit des voies non canoniques de mort cellulaire

Un autre moyen pour E2F1 d’induire I'apoptose est d’inhiber les voies de signalisation
anti-apoptotiques. Par exemple, E2F1 peut inhiber la signalisation anti-apoptotique NF-KB et s’opposer a la
protection conférée par les protéines chaperonnes du réticulum endoplasmique (Engelmann and Putzer, 2010;
Miyake et al., 2000a; Phillips et al., 1999; Racek et al., 2008; Tanaka et al., 2002). En outre, en dehors de
I'apoptose, E2F1 est capable d’induire des voies non canoniques de mort cellulaire. Par exemple, il a été envisagé
des liens entre E2F1 et I'anoikis, une forme de mort cellulaire déclenchée par la perte de contact entre la cellule

et la matrice extracellulaire (Engelmann and Putzer, 2010).

Du fait de ces différentes fonctions pro-apoptotiques du facteur E2F1, on considére souvent pRb comme
une protéine anti-apoptotique a cause de sa capacité a inhiber E2F1. En réalité, le role propre de pRb dans ces
différentes situations d’apoptose n’a pas toujours été clairement étudié et quand il I'a été, il est beaucoup plus
nuancé et ambigué qu’on ne pourrait le penser. Comme nous le verrons plus loin, le role de pRb dans I'apoptose

dépendante de E2F1 induite par les dommages a I’ADN illustre bien cette complexité.

Finalement, il existe assez peu d’exemples dans la littérature ou pRb a une action anti-apoptotique
directe. On en recense néanmoins quelques-uns. La protéine pRb peut notamment supprimer I'apoptose en
interagissant physiquement avec différentes protéines pro-apoptotiques et en inhibant leur action (Chau and
Wang, 2003). Par exemple, en réponse a des stress génotoxiques ou inflammatoires la kinase Abl est activée pour
déclencher I'apoptose. pRb est capable de lier Abl et inhibe son activité de tyrosine kinase. De fagon intéressante,
la perte de fonction d’abl réduit I'apoptose observée dans le systéme nerveux central et le foie des embryons
rb”" (Borges et al., 2007). Ceci suggére qu’une partie au moins de 'apoptose observée dans ces embryons est
due a une activité pro-apoptotique non controlée d’Abl. De méme, pRb peut interagir avec la kinase JNK et cette

interaction inhiberait la capacité de JNK de déclencher I'apoptose en réponse a un stress (Shim et al., 2000).

Comme nous l'avons vu, pRb peut assurer différentes fonctions anti-apoptotiques. En effet, la capacité

de pRb d’inhiber I'apoptose peut dépendre de son aptitude a bloquer la progression dans le cycle cellulaire, c’est
74



Dommages de ’ADN

a. };
|CHK1/2i | p300 l

en%s_ € mor
cellulaire _

Arrét du cycle cellulaire Induction de mort cellulaire

b . Dommages de ’ADN

celluaire ™"

Arrét du cycle cellulaire Induction de mort cellulaire

Figure n°61 : R6le controversé de pRb dans I'apoptose dépendante d’E2F1 induite par dommages a

'ADN

Le role de pRb dans I'apoptose induite par dommage a I’ADN est controversé. Selon les études pRb agit

comme un facteur anti-apoptotique ou pro-apoptotique.

(a) pRb agit indirectement comme un inhibiteur de l'activité pro-apoptotique du facteur E2F1. En
réponse aux dommages a I’ADN, pRb est phosphorylé sur la sérine 612 entre les domaines A et B ce
qui conduit a une association stable de pRb avec les E2Fs activateurs. Ceci permet une répression de
leur gene cible et donc un arrét du cycle cellulaire. Mais en réponse aux dommages de I’ADN, la
domaine de liaison a E2F1 situé en C-terminal de pRb est acétylé ce qui provoque la libération

d’E2F1. Une fois libre, E2F1 peut transactiver ses genes cibles pro-apoptotiques.

(b) pRb stimule directement I'apoptose dépendante de E2F1 quand les cellules sont exposées a un
stress. pRb et E2F1 participent a I'activation transcriptionnelle de génes pro-apoptotiques (a droite).
Mais pRb conserve sa capacité de répresseur transcriptionnel pour les génes cibles impliqués dans

le cycle cellulaire (a gauche).
Adapté de Engelmann and Piitzer, 2010
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notamment le cas au cours du processus de différenciation cellulaire. pRb posséde également un réle plus direct
dans l'inhibition de la mort cellulaire notamment en inhibant le programme transcriptionnel pro-apoptotique
dépendant du facteur E2F1. La complexité du réle de pRb dans le contréle de I'apoptose ne s’arréte pas la. En
effet, pRb peut également avoir une fonction pro-apoptotique comme je vais vous le présenter dans le

paragraphe suivant.

b) pRb assure des fonctions pro-apoptotiques

En réponse a un stress génotoxique E2F1 est phosphorylé sur les sérines 31 et 364 par les kinases ATM,
ATR, CHK1 et CHK2 (Lin et al., 2001; Stevens et al., 2003; Urist et al., 2004). Il est également acétylé par I'enzyme
P/CAF (lanari et al., 2004). Ces différentes modifications post-traductionnelles vont permettre de stabiliser E2F1
et d’activer sa fonction pro-apoptotique. En effet, I'acétylation d’E2F1 favorise son recrutement au niveau des
promoteurs des geénes cibles pro-apoptotiques (Pediconi et al., 2003) et donc I'induction d’apoptose. Les études
divergent concernant le rGle de pRb dans I'apoptose induite par les dommages a I’ADN. En effet, certaines études
suggerent que pRb agit comme un facteur anti-apoptotique dans la réponse au stress génotoxique alors que

d’autres envisagent une action pro-apoptotique pour cette protéine (Figure 61).

Comme décrit précédemment, pRb interagit avec les E2Fs activateurs via une liaison de la poche A/B
avec un motif contenu au sein du domaine transactivateur des E2Fs (Helin et al., 1992). Cette liaison inhibe
I’activation transcriptionnelle induite par les E2Fs. pRb posséde un second domaine d’interaction avec E2F situé
en C-terminal (dans le domaine RBC) et spécifique de E2F1 (Dick and Dyson, 2003; Julian et al., 2008). En absence
de stress, ce second site de liaison permet d’inhiber I'activité pro-apoptotique d’E2F1 en inhibant la transcription
des génes cibles d’E2F1 impliqués dans le programme de mort cellulaire (Cecchini and Dick, 2011; Dick and Dyson,
2003; Julian et al., 2008). En réponse aux dommages de I’ADN, le domaine RBC de pRb est acétylé, ce qui altéere
I'interaction de pRb avec E2F1, mais n’affecte pas I'interaction de pRb avec les autres facteurs E2Fs (Markham et
al., 2006). Ainsi E2F1 peut transactiver ses génes cibles pro-apoptotiques et, de facon concomitante, les autres
génes cibles des facteurs E2Fs (notamment ceux impliqués dans la progression dans le cycle cellulaire) continuent

d’étre correctement réprimés par les différents complexes pRb/E2F (Julian et al., 2008).

Al'inverse, d’autres études fournissent des données moléculaires indiquant un réle pro-apoptotique de
pRb, en coopération avec E2F1 pour la mort cellulaire induite par les dommages a I’ADN. En effet, en réponse a
un stress génotoxique, pRb, en complexe avec E2F1 et I'histone acétyltransférase P/CAF, active I'expression de
différents génes pro-apoptotiques tels que la caspase 7 et p73 (Carnevale et al., 2012; lanari et al., 2009). La
perte de fonction de rb réduit le niveau de transcription de ces génes et inhibe I'apoptose en réponse aux

dommages de I’ADN a la fois in vivo et in vitro (lanari et al., 2009). Il est important de noter que pRb conserve
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dans ces conditions son pouvoir de répresseur transcriptionnel concernant les genes cibles du cycle cellulaire en

formant un complexe avec E2F1 et HDAC (lanari et al., 2009).

pRb semble donc avoir un réle double dans la réponse aux dommages a I’ADN, il peut, selon I'étude
considérée, agir comme un répresseur d’E2F1 ou comme un activateur de cette méme protéine. Le réle de pRb
pourrait fortement dépendre du contexte cellulaire et tissulaire dans lequel la cellule se trouve au moment ou
elle subit un stress génotoxique. Il est possible que les modifications post-traductionnelles de pRb et/ou d’E2F1

jouent un réle crucial pour déterminer si pRb assure une fonction pro- ou anti-apoptotique (Munro et al., 2012).

Récemment, il a été mis en évidence que pRb potentialise I'apoptose induite par le TNFa et ce méme
en présence d’une inhibition de la traduction (Hilgendorf et al., 2013). Ces données suggéerent un rdle
pro-apoptotique non transcriptionnel de pRb. Or une portion de pRb est cytosolique et plus particulierement
mitochondriale (Ferecatu et al., 2009). De fagon intéressante, il a été mis en évidence que pRb interagit avec Bax
in vivo (Antonucci et al., 2014; Hilgendorf et al., 2013) et des expériences réalisées in vitro suggérent que cette
interaction favorise un changement de conformation de Bax a I'origine de son activation (Hilgendorf et al., 2013).
De plus, une forme de pRb dépourvue de sa séquence de localisation nucléaire mais possédant une séquence
d’adressage mitochondrial est suffisante pour induire efficacement I'apoptose en réponse a différents stimuli
(Attardi and Sage, 2013; Hilgendorf et al., 2013). Ces données suggéerent un réle pro-apoptotique de pRb,
directement au niveau de la mitochondrie, plus précisément dans l'induction d’une perméabilisation de la
membrane externe mitochondriale, en réponse a différents types de stress. En outre, pRb coopére avec E2F1
pour activer la transcription de génes impliqués dans I'induction d’une voie de mort mitochondriale (Bertin-Ciftci
et al., 2013). Les actions nucléaires et mitochondriales de pRb pourraient donc s’additionner pour induire un fort

niveau d’apoptose en réponse a un stress cellulaire.

Cet effet pro-apoptotique de pRb, qui est plus en accord avec sa fonction de suppresseur de tumeur, a
été démontré entre autre dans des cellules tumorales humaines (Araki et al., 2008; Bowen et al., 1998; Hsieh et
al., 1999; Knudsen et al., 1999; Lemaire et al., 2005; Zhao and Day, 2001). Il est important de noter que cette
fonction pro-apoptotique de pRb semble dépendre de I'état prolifératif des cellules. En effet, pRb assure sa
fonction pro-apoptotique dans des cellules en prolifération, que ce soit dans des lignées cellulaires tumorales

humaines ou in vivo au sein de I'épithélium intestinal de souris. Dans ce contexte particulier, I'apoptose
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Figure n°62 : La perte de fonction de rbf1 induit de I’apoptose et sensibilise a la mort cellulaire

(a)

(b)

Les cellules apoptotiques sont détectées par un marquage TUNEL (en rouge). On observe un
nombre important de cellules apoptotiques au sein des embryons rbf17- si on les compare aux
embryons controles. Ces données indiquent que la perte de fonction de rbf1 induit de I'apoptose au
stade embryonnaire.

Issu de Du and Dyson, 1999

Des clones mitotiques rbf17/- ont été générés au sein des disques imaginaux d’ailes. Ces clones sont
facilement identifiables car ils n’expriment pas gfp. Avant irradiation (a gauche), on détecte
certaines cellules caspase 3 positives (C3) au sein des clones rbf17-. Ceci est cohérent avec I'idée
que la perte de fonction de rbf1 induit de la mort cellulaire. En réponse a l'irradiation, on observe
une augmentation importante du nombre de cellules caspase 3 positives dans tout le disque
imaginal. Cette augmentation est encore plus forte au sein des clones rbf17-. Ainsi, 'absence de rbf1
sensibilise les cellules en prolifération, du disque imaginal d’aile, a I'apoptose induite par irradiation.
Issu de Moon et al., 2005
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dépendante de pRb induite par un stress génotoxique est observée dans les cellules de I'épithélium intestinale

qui proliferent mais pas dans les cellules voisines qui ne proliferent pas (lanari et al., 2009).

Ainsi, le réle de pRb dans I'apoptose est particulierement complexe et semble dépendre de |'état de
prolifération et de différenciation des cellules. On ne connait pas encore aujourd’hui précisément les
modifications post-traductionnelles qui orientent pRb vers une action anti-apoptotique ou au contraire vers une
fonction pro-apoptotique. De plus, les protéines impliquées dans la régulation de I'apoptose par pRb ne sont pas
clairement identifiées. Des études sont donc nécessaires pour clarifier les mécanismes d’action de pRb dans les

processus apoptotiques.

¢) Réle de Rbf1 dans le contréle de I'apoptose

Comme pRb, Rbfl a longtemps été considéré uniqguement comme un facteur anti-apoptotique. Cela
vient du fait que I'inactivation de rbf1 conduit a de I'apoptose dans différents contextes cellulaires (Collins and
Moon, 2013; Du and Dyson, 1999; Krivy et al., 2013; Moon et al., 2006; Moon et al., 2008; Moon et al., 2005;
Tanaka-Matakatsu et al., 2009). Cette mort cellulaire est notamment observée au cours de I'embryogenése
(Figure 62) et dans les disques imaginaux d’aile et d’ceil au stade larvaire. L'idée que Rbfl assure une fonction
anti-apoptotique est renforcée par le fait que la perte de fonction de rbf1 sensibilise a I'apoptose induite par
irradiation au sein des disques imaginaux d’aile et d’ceil (Moon et al., 2008; Moon et al., 2005) (Figure 62). De
fagon intéressante, au cours de I'embryogeneése, I'apoptose observée en réponse a la perte de fonction de rbf1
est associée a la présence de phase S ectopique (Du and Dyson, 1999). Ces données suggérent que I'apoptose
induite par la perte de fonction de rbfl1 pourrait étre due a une dérégulation du cycle cellulaire. Ainsi, comme

pour pRb, la fonction anti-apoptotique de Rbfl serait au moins en partie indirecte.

Un autre parallele peut étre fait entre la fonction anti-apoptotique de pRb et celle de Rbfl. En effet,
comme décrit précédemment, une partie du pouvoir anti-apoptotique de pRb est due a sa capacité a inhiber
I'activité transcriptionnelle du facteur pro-apoptotique E2F1. De méme chez la drosophile, Rbfl assure la
protection des cellules en inhibant I'activité transcriptionnelle de dE2F1 qui est, lui aussi, décrit comme un
facteur pro-apoptotique. En effet la surexpression de de2f1 et de son cofacteur ddp dans les disques imaginaux
en développement induit de I'apoptose (Asano et al., 1996; Du et al., 1996b; Neufeld et al., 1998). Par ailleurs, il
a été mis en évidence que les génes pro-apoptotiques rpr, hid, dcp-1 et dark sont des cibles transcriptionnelles
de dE2F1 (Asano et al., 1996; Moon et al., 2005; Zhou and Steller, 2003). De plus, dE2F1 favorise la mort cellulaire
induite par irradiation dans le disque imaginal d’aile. A I'inverse dE2F2 inhibe cette mort cellulaire (Wichmann et

al., 2010). Ainsi les deux facteurs dE2Fs semblent avoir une fonction opposée dans le controle de I'apoptose.
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a. <Sens de propagation du sillon morphogénétique
Cellules en prolifération asynchrone
Antérieur Postérieur Sillon morphogénétique:
Arrét en G1 du cycle cellulaire
Cellules différenciées
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Figure n°63 : Role anti-apoptotique de Rbfl dans les cellules du sillon morphogénétique du disque
imaginal d’ceil
(a) Au cours du 3éme stade larvaire, on observe la progression d’un sillon morphogénétique de la

(c)

partie postérieure vers la partie antérieure du disque imaginal d’ceil. Les cellules, situées en
antérieur au sillon (violet), proliferent de fagcon asynchrone. Dans le sillon (orange), les cellules
subissent un arrét en G1 du cycle cellulaire. En postérieur du sillon (beige), les cellules se
différencient.

Les cellules en postérieur du sillon morphogénétique (beige) possédent une double protection
vis-a-vis de l'apoptose. D’une part, Rbfl empéche dE2F1 d’activer la transcription du facteur
pro-apoptotique hid. D’autre part, la voie EGFR inhibe hid a la fois au niveau transcriptionnel et
post-traductionnel. Dans les cellules du sillon (orange), la voie EGFR est inactive. En effet,
I'activation de la voie EGFR dans les cellules postérieures stimule la production d’Argos. Argos est un
facteur diffusible capable d’inhiber I'activation de la voie EGFR dans les cellules adjacentes, a savoir
les cellules du sillon morphogénétique. La voie EGFR étant inhibée dans les cellules du sillon, ces
derniéres possedent une unique protection vis-a-vis de |'apoptose, a savoir l'inhibition de la
transcription de hid par Rbf1.

En absence de Rbfl, les cellules du sillon sont donc dépourvues de protection vis-a-vis de
I’apoptose, ce qui explique la mort cellulaire massive observée dans un contexte rbf17-. Dans les
cellules de la région postérieure du disque imaginal d’ceil, la voie EGFR inhibe I'apoptose ce qui
permet la survie de ces cellules en dépit de I'absence de Rbfl. Donc, en fonction du contexte
cellulaire, I'inactivation de rbf1 n’a pas les mémes conséquences.

Adapté de Moon et al., 2006



Introduction

Toutefois, les effets des protéines Rbfl et dE2F1 sont fortement dépendants du contexte
environnemental de la cellule considérée. Bien que rbfl soit exprimé dans tout le disque imaginal d’ceil, son
inactivation induit de I’apoptose, uniquement dans une région précise de ce disque appelée sillon
morphogénétique (Du, 2000). Dans cette zone, les cellules sont arrétées dans la phase G1 du cycle cellulaire mais
I’apoptose observée dans un contexte rbf17 ne semble pas &tre due & une entrée inappropriée en phase S (Moon
et al., 2006). Il a été mis en évidence que les cellules du sillon morphogénétique sont plus sensibles a I'apoptose
induite par I'inactivation de rbf1 car, dans ces cellules, la voie EGFR est inhibée. Or cette voie régule négativement
le gene pro-apoptotique hid a la fois au niveau transcriptionnel et post-traductionnel, ce qui favorise la survie
des cellules (Figure 63). De méme, I'activité de dE2F1 vis-a-vis de I'apoptose dépend fortement du contexte
cellulaire. En réponse a l'irradiation, dE2F1 favorise I'apoptose des cellules en prolifération dans les régions du
disque imaginal d’aile qui permettront la formation des interveines au niveau de I'aile adulte. Cette action pro-
apoptotique de dE2F1 est inhibée par Rbfl (Moon et al., 2005). A I'inverse dE2F1 protége les cellules de la
frontiere dorso-ventrale de I'apoptose induite par irradiation. Dans ces cellules arrétées en phase G1 ou G2, Rbfl
coopére avec dE2F1 pour réprimer la transcription de hid, ils assurent donc ensemble une fonction anti-

apoptotique.

Contrairement a ces différentes données qui soulignent un réle anti-apoptotique de Rbfl, une fonction
pro-apoptotique de Rbfl a été suggérée par plusieurs études (Datar et al., 2000; Neufeld et al., 1998; Wen et al.,
2008; Weng et al., 2003; Xin et al., 2002) puis démontrée au laboratoire par Cécile Milet au cours de sa these
(Milet et al., 2010). En effet, la surexpression de rbf1 dans les cellules en prolifération du disque imaginal d’aile
induit de I'apoptose, ce qui se manifeste au stade adulte par une perte de tissus (Figure 64). Cette mort cellulaire
est dépendante des caspases et peut étre inhibée par la surexpression de de2f1 et de son cofacteur ddp. A
I'inverse, la surexpression de rbf1 dans des cellules post-mitotiques, tels que les neurones de I'ceil n’induit pas
de mort cellulaire. Au contraire, il a été mis en évidence que dans ces cellules post-mitotiques, la surexpression
de rbf1 protege de la mort induite par la surexpression de génes pro-apoptotiques comme debcl ou dmp53. Ces
données suggerent que le statut de prolifération de la cellule influence le réle de Rbf1l vis-a-vis de I'apoptose.
Cela fournit un excellent modele d’étude pour tenter de caractériser les événements moléculaires impliqués
dans la fonction pro-apoptotique de Rbfl dans des cellules en prolifération. Cette fonction pro-apoptotique de
Rbfl dans des cellules en prolifération a été récemment confirmée par I'équipe de Sandhya Payankaulam

(Elenbaas et al., 2015).
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Figure n°64 : La surexpression de rbf1 a un effet pro-apoptotique dans un tissu en prolifération

(a) rbf1 peut étre surexprimé, au cours du développement, dans la région du disque imaginal d’aile qui
donnera naissance, chez I'adulte, a la marge de l'aile (grace a l'inducteur vestigial-gal4 (vg-gal4)).
Dans ces conditions, la surexpression de rbf1 induit 'augmentation du marquage TUNEL, spécifique
de I'apoptose, au sein du disque imaginal d’aile par rapport a un disque contréle (comparaison A et
B). Cette apoptose au stade larvaire se traduit, au stade adulte, par une perte de tissu au niveau de
la marge de l'aile. En effet, on note la présence d’encoches (*, D). Ces encoches ne sont jamais
observées dans une aile contréle (C). La surexpression de rbf1 a donc un effet pro-apoptotique,
dans les cellules en prolifération du disque imaginal d’aile.

(b) rbf1 peut étre surexprimé dans les cellules post-mitotiques du disque imaginal d’ceil (grace a
I'inducteur Elav-gal4). Dans ces conditions, la surexpression de rbf1 ne modifie pas le profil observé
avec le marqueur spécifique de I'apoptose (comparaison E et F). De fagon cohérente, chez I'adulte,
les yeux contrdles ou surexprimant rbf1 sont indistinguables (comparaison G et H). La surexpression
de rbf1 n’est donc pas pro-apoptotique dans les cellules post-mitotiques du disque imaginal d’ceil.

Issu de Milet et al., 2010
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De fagon intéressante, le complexe dREAM semble étre impliqué dans la fonction de régulateur de
I"'apoptose des protéines Rbfl et dE2F2. La déplétion de /in52, un des composants du complexe dREAM, au sein
du disque imaginal d’ceil conduit a de I'apoptose au stade larvaire et a un phénotype d’ceil rugueux au stade
adulte ce qui suggére un role anti-apoptotique de /in52 (Bhaskar et al., 2014). Plus précisément, cette étude a
démontré que Lin52 coopere avec Rbfl et dE2F2 pour favoriser le recrutement du complexe dREAM au niveau
du promoteur du géne hid permettant ainsi la répression transcriptionnelle de ce géne pro-apoptotique. Par
conséquent le complexe dREAM en inhibant la transcription de hid protege les cellules de I'apoptose au sein du

disque imaginal d’ceil en développement et participe donc a la fonction anti-apoptotique de Rbf1.

Par ailleurs, comme nous I'avons vu dMyb et dE2F2 assurent des fonctions opposées au niveau de la
régulation de la transcription des génes cibles du complexe dREAM. Mais, de fagon surprenante, dMyb et dE2F2
coopeérent pour assurer la mort développementale de certains précurseurs neuronaux au niveau de la marge
postérieure de l'aile (Rovani et al., 2012). Cette donnée est la premiere étude indiquant une fonction
pro-apoptotique de dE2F2. Grim est |'effecteur majeur de cette mort cellulaire mais la transcription de ce géne

pro-apoptotique ne semble pas étre régulée par le complexe dREAM.

Enfin, des données indiquent que Rbfl, avec le complexe dREAM, lie le promoteur du géne nanos et
réprime son expression dans des cellules de drosophile en culture (Miles et al., 2014). Nanos étant un facteur
anti-apoptotique, sa répression par le complexe dREAM pourrait étre impliquée dans la fonction pro-apoptotique

de la protéine Rbfl mais cela reste a démontrer in vivo.
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I11. Situation du sujet

La protéine pRb joue un réle crucial dans la protection de I'organisme contre le développement de
tumeurs. Cette fonction de suppresseur de tumeurs dépend notamment de sa capacité a inhiber la prolifération
cellulaire en régulant négativement la transcription dépendante des facteurs E2Fs. Bien que pRb ait été d’abord
décrit comme une protéine anti-apoptotique, de nombreuses études s’accordent aujourd’hui sur le fait que pRb
puisse favoriser ou induire la mort des cellules dans certains contextes cellulaires. Cette fonction pro-
apoptotique, qui est en accord avec son role de suppresseur de tumeurs, est encore aujourd’hui peu caractérisée.
On ne connait pas précisément les partenaires de pRb impliqués dans le contrble de I'apoptose, ni les genes
cibles importants pour cette fonction. En outre, les événements moléculaires et cellulaires de la voie de mort

induite par pRb ne sont pas clairement définis.

L’équipe dirigé par Isabelle Guénal s’intéresse depuis plusieurs années au réle de Rbfl, I’'homologue de
drosophile de pRb, dans le contréle de I'homéostasie tissulaire et a notamment mis en évidence un réle
pro-apoptotique de Rbfl dans les cellules en prolifération. En effet, la surexpression de rbf1 sous contrdle de
I'inducteur vestigial-Gal4 induit de I'apoptose au stade larvaire, ce qui se manifeste au stade adulte par une perte
de tissu (formation d’encoche a la marge de I'aile). Cette apoptose dépend des caspases étant donné qu’elle est
supprimée par I'expression ectopique de p35. De plus, la perte de fonction de de2f1 aggrave ce phénotype de
mort cellulaire induit par rbf1 alors que la surexpression conjointe de rbfl et de de2f1/ddp conduit a une
réduction importante du nombre de cellules apoptotiques. Ces données génétiques indiquent que dE2F1
s'oppose a l'activité pro-apoptotique de Rbfl et suggere une implication de la fonction de régulateur

transcriptionnel de Rbfl dans sa fonction pro-apopototique.

Une premiére partie de mon travail de thése a donc consisté a définir I'importance de la fonction de
régulateur transcriptionnel de Rbfl dans sa capacité a induire la mort cellulaire, notamment en recherchant les
geénes cibles importants pour le déclenchement de I'apoptose, et les partenaires nucléaires de Rbfl impliqués
dans la régulation de I'expression de ces genes. Les résultats obtenus ont donné lieu a la publication d’un article
qui démontre I'implication des membres de la famille Bcl-2 et de la protéine How dans la mort cellulaire induite
par Rbfl. La poursuite de ces travaux a permis la mise en évidence d’une voie mitochondriale de mort

dépendante de Debcl en aval de Rbfl. Ce travail a permis I'écriture d’un second article actuellement en révision.

Le laboratoire s’intéresse également au mécanisme de prolifération induite par I'apoptose. Comme
nous l'avons vu dans cette introduction, la présence de cellules apoptotiques peut avoir des conséquences
tissulaires importantes et, entre autre, induire la prolifération des cellules voisines. Les données de la littérature
indiquent un role de la signalisation JNK dans cette prolifération en réponse a I'apoptose. Toutefois, ce
mécanisme d’AiP ne survient pas systématiquement suite a I'induction de mort cellulaire. Une autre partie de
mon travail de thése a porté sur I’étude des conséquences tissulaires de I'apoptose induite par Rbfl. Ainsi, j'ai

pu mettre en évidence I'existence d’un mécanisme d’AiP suite a la mort cellulaire induite par Rbfl au sein du
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disque imaginal d’aile et caractériser les membres de la voie JNK impliqués dans cette prolifération en réponse a

I'apoptose. Les résultats de cette troisieme partie font I'objet d’un manuscrit qui vient d’étre soumis.

La partie présentant les résultats de mes travaux de thése sera donc divisée en trois sections
correspondant a ces trois articles dont je suis premiére auteur. En outre, au cours de ma these, j'ai participé a
d’autres études réalisées au laboratoire et permettant de mieux définir, d’'une part, le role de Rbfl dans
I’'hnoméostasie tissulaire et d’autre part, la fonction pro-apoptotique de Debcl in vivo chez la drosophile. Les

articles correspondant a ces travaux sont présentés dans la partie Annexe de ce manuscrit.
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Résultats

I. Manuscrit n°1 : L’activité pro-apoptotique de Rbfl implique une

régulation négative des ARNm de diap1 et buffy dépendante de dE2F2.
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Comme je I'ai exposé dans mon introduction, pRb peut assurer une fonction pro-apoptotique dans
certains contextes cellulaires (notamment dans des cellules en prolifération) (Attardi and Sage, 2013; Hilgendorf
et al., 2013; lanari et al., 2009), mais les bases moléculaires de cette fonction sont assez peu décrites et restent
mal comprises. Rbfl, ’'homologue de drosophile de pRb, posséde également la capacité d’induire la mort des
cellules dans un tissu prolifératif (Elenbaas et al., 2015; Milet et al., 2010) et la drosophile offre la possibilité de
réaliser facilement des tests génétiques pour identifier les partenaires de Rbfl dans cette fonction
pro-apoptotique. Rbfl étant un régulateur transcriptionnel, I’'hypothese la plus simple pour expliquer sa fonction
d’inducteur de mort est qu’il dérégule I'expression de certains génes cibles. Une premiére partie de mon travail
de thése a donc consisté a rechercher les génes cibles de Rbfl impliqués dans I'induction d’apoptose et a

identifier les protéines nucléaires qui participent avec Rbf1l a la régulation transcriptionnelle de ces génes.

Nous avons choisi de caractériser |'effet pro-apoptotique de Rbfl au cours du développement en
surexprimant rbf1 a I'aide du systéme UAS-Gal4 dans un tissu en prolifération, a savoir le disque imaginal d’aile.
Cette structure larvaire est couramment utilisée pour étudier les processus apoptotiques car elle présente peu
d’apoptose développementale. De plus, ce disque imaginal larvaire donne naissance aprés la métamorphose a

I'aile adulte qui est un appendice facilement observable et non essentiel a la survie de I'organisme.

Ce travail a permis la publication d’un article dans « Cell Death and Disease ». Dans cet article, nous
montrons que l'apoptose, induite par Rbfl dans des cellules en prolifération, dépend du facteur dE2F2 mais
n’implique pas 'activité transcriptionnelle de dE2F1. De plus, nous avons pu mettre en évidence qu’en réponse
a la surexpression de rbf1, on peut observer une diminution du niveau d’ARNm de deux genes anti-apoptotiques
majeurs chez la drosophile : buffy (un géne anti-apoptotique de la famille Bcl-2) et diapl (un inhibiteur de
caspases). Cette diminution est dépendante du facteur dE2F2. Des expériences de génétiques nous ont permis

de confirmer que Buffy et Diapl s’opposent a la mort induite par Rbf1.

De fagon intéressante, la diminution du niveau de transcrit de diap1 ne correspond pas a une répression
transcriptionnelle mais a une déstabilisation des ARNm. En effet, en réponse a I’expression de rbf1, on n’observe
pas de diminution de I'expression d’un gene rapporteur diapl-LacZ alors qu’on observe par RT-gPCR ou
immunofluorescente respectivement une baisse du taux d’ARNm diap1 et de protéines Diapl. Nous avons pu
mettre en évidence qu’en réponse a Rbfl, le niveau d’expression du géne how était augmenté de facon
dépendante de dE2F2. Ce gene code pour une protéine de liaison aux ARNs (cf. paragraphe 1.B.2.c de
I'introduction). La liaison de How(L) (isoforme longue de How) sur la région 3’UTR de ’ARNm de diap1 induit sa
dégradation (Reuveny et al., 2009). Ainsi, indirectement en régulant positivement I'expression de how, Rbfl

induit une diminution du niveau de diap1.

Par la suite, des expériences d'immunoprécipitation de chromatine nous ont permis de montrer que
Rbfl et dE2F2 lient les régions promotrices de buffy et de how pour induire respectivement une répression
transcriptionnelle et une augmentation du niveau de transcription. Nous avons pu confirmer que la régulation

transcriptionnelle de buffy par Rbfl survenait de facon endogéne au cours du développement de la drosophile.
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En effet, I'expression d’un ARNi dirigé contre rbf1 conduit a une augmentation du taux d’ARNm de buffy dans le
disque imaginal d’aile.

Enfin, des expériences de génétique et de biologie moléculaire suggerent que les activités opposées de
Rbf1/dE2F2 respectivement répresseurs et activateurs de la transcription des génes buffy et how, s’expliquent

en partie par I'implication du complexe chromatinien dREAM.

Nos résultats soulignent donc I'importance de I'activité transcriptionnelle de Rbfl, en coopération avec

dE2F2 et le complexe dREAM, pour sa fonction pro-apoptotique.
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The pro-apoptotic activity of Drosophila Rbf1 involves
dE2F2-dependent downregulation of diap1 and buffy
mRNA

A Clavier', A Baillet', A Rincheval-Arnold', A Coléno-Costes®**, C Lasbleiz'*, B Mignotte' and | Guénal*"

The retinoblastoma gene, rb, ensures at least its tumor suppressor function by inhibiting cell proliferation. Its role in apoptosis is
more complex and less described than its role in cell cycle regulation. Rbf1, the Drosophila homolog of Rb, has been found to be
pro-apoptotic in proliferative tissue. However, the way it induces apoptosis at the molecular level is still unknown. To decipher
this mechanism, we induced rbf1 expression in wing proliferative tissue. We found that Rbf1-induced apoptosis depends on
dE2F2/dDP heterodimer, whereas dE2F1 transcriptional activity is not required. Furthermore, we highlight that Rbf1 and dE2F2
downregulate two major anti-apoptotic genes in Drosophila: buffy, an anti-apoptotic member of Bcl-2 family and diap1, a gene
encoding a caspase inhibitor. On the one hand, Rbf1/dE2F2 repress buffy at the transcriptional level, which contributes to cell
death. On the other hand, Rbf1 and dE2F2 upregulate how expression. How is a RNA binding protein involved in diap7 mRNA
degradation. By this way, Rbf1 downregulates diap1 at a post-transcriptional level. Moreover, we show that the dREAM complex
has a part in these transcriptional regulations. Taken together, these data show that Rbf1, in cooperation with dE2F2 and some
members of the dREAM complex, can downregulate the anti-apoptotic genes buffy and diap1, and thus promote cell death in a

proliferative tissue.

Cell Death and Disease (2014) 5, e1405; doi:10.1038/cddis.2014.372; published online 4 September 2014

The retinoblastoma gene (rb) is the first tumor suppressor
identified in human cells. Its product, pRb, inhibits cell
proliferation by controlling the G1/S transition." The best
characterized partners of pRB in cell cycle regulation belong
to the E2F family of transcription factors.? In contrast to its
tumor suppressor role, pRb is surprisingly often described as
an anti-apoptotic protein.®~'° However, a growing number of
studies show a pro-apoptotic role for pRb.""="* Drosophila,
which presents a lesser genetic complexity than mammals,
offers the possibility to decipher the roles of Rb and E2F family
proteins in apoptosis in vivo. Indeed, the Drosophila genome
contains two E2F genes'®™'" (de2f1 and de2f2), one DP
gene'® (dDp) that encodes an E2F cofactor and two Rb
genes'®'® (rbf1 and rbf2). dE2F1 acts mostly as a transcrip-
tional activator,?® whereas dE2F2 represses transcription.?’
As pRb protein in mammals, Rbf1 can bind both activator and
repressor E2F members.2! Furthermore, it fulfills the same
function as pRb in the cell cycle. Rbf1 is thus considered as a
pRb homolog. rbf1 loss-of-function is lethal at early larval
stage®®?? that attests its essential role. Homozygous rbf1-
mutant embryos have many apoptotic cells? and it is admitted
that Rbf1 protects cells by inhibiting the transcriptional activity
of dE2F1 that is considered as a pro-apoptotic factor. Indeed,

de2f1 and dDp co-expression induces apoptosis in the eye
imaginal discs?® and the pro-apoptotic genes reaperand dark
are dE2F1-transcriptional targets.?*2® In contrast to these
data, we have previously shown that rbf1 can also have a pro-
apoptotic function. Indeed, rbf1 overexpression in proliferating
cells of wing imaginal discs leads to apoptosis and loss of
tissue in adult wings.?® This cell death is caspase dependent
and can be inhibited by de2f1 expression. However, the
precise mechanism underlying rbf1-induced apoptosis is still
unknown. Rbf1 being mainly described as a transcriptional
regulator, one may wonder whether this activity is involved in
its pro-apoptotic effect. Recent reports have clarified the role
of Rbf1 in transcription. Rbf1 binding to chromatin requires
dE2F/dDP complexes.?” This binding is mainly observed near
transcription start sites (TSS). When associated with dE2F2,
Rbf1 belongs to a transcription regulator complex named
dREAM?83% (drosophila RBF, E2F and Myb-interacting
proteins). This complex maintains the transcriptional repres-
sion of certain E2F target genes in the proliferating tissues by
at least two distinct mechanisms: histone deacetylation of
nucleosomes near TSSs and dimethylation of histone H3
Lys27 at nucleosomes located downstream of TSSs.®'!
Although the first reports described the dREAM complex as
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B

an exclusive transcriptional repressor, the recent ones
showed that this complex is also required to maintain the
expression of some genes, highlighting that it can also
participate in transcriptional activation.®® Several screens
have identified Rbf1 target genes.?”*>33 However, how the
regulation of these genes is related to the different functions of
Rbf1 remains to be explained. Notably, the targets of Rbf1 in
apoptosis are not known.

Here we show that Rbf1-induced apoptosis results from
transcriptional regulation of at least two genes by Rbf1 and
dE2F2. First, Rbf1 and dE2F2 repress the expression of buffy,
the anti-apoptotic member of the Bcl-2 family in Drosophila.
Second, Rbf1 and dE2F2 activate the expression of how (held
out wings), which encodes an RNA-binding protein that
destabilizes diap1 (Drosophila inhibitor of apoptosis).

Result

dE2F2 and dDP cooperate with Rbf1 to induce apoptosis.
As previously described, overexpression of rbf1 in the dorsal
region of wing imaginal discs using the UAS-Gal4 system
with the ‘vestigial’ (vg) Gal4 driver induced notches along the
wing margin. The number of notches correlated with the
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amount of apoptosis in wing imaginal discs of third instar
larvae.?® To determine the relative importance of the two
dE2F factors in Rbf1-induced apoptosis, we performed
genetic interaction tests. For each gene studied, we verified
that the alteration of this gene expression level by itself
(overexpression, RNAi or mutant) did not induce any wing
phenotype, nor apoptosis at larval stage. Wing phenotypes
were classified into four categories according to the number
of notches: wild type (no notch), weak, intermediate and
strong (Figure 1a). Notches were counted in the wings of flies
overexpressing rbf1 in a heterozygous dE2F2-mutant back-
ground (vg-Gal4> UAS-Rbf1; dE2F27°Q"/4+) and in flies
simultaneously overexpressing rbff and de2f2 (vg-
Gal4> UAS-rbf1; UAS-dE2F2) (Figure 1b). When rbf1 was
overexpressed in dE2F27°" heterozygous context, a sig-
nificant shift of the distribution toward weaker phenotypes
was observed as compared with overexpression of rbf1
alone (Figure 1b). On the contrary, when rbf1 and dE2F2
were co-overexpressed, the distribution significantly shifted
toward stronger phenotypes. Thus, these results show that
dE2F2 is necessary for Rbf1-induced notched wing pheno-
type. Previous data have shown that de2f1 heterozygous
loss-of-function mutant context enhances rbfi-induced
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Rbf1-induced apoptosis involves dE2F2 and dDP. (a) Wing phenotypes were grouped in four categories (wild type, weak, intermediate and strong) according to

the number of notches observed on the wing margin (asterisks). (b—d) Distribution of notch wing phenotypes in vg-Gal4> UAS-rbf1, vg-Gald> UAS-bf1; de2f2’®?" and
vg-Gald> UAS-rbf1, UAS-de2f2 (b), in vg-Gald> UAS-rbft and vg-Gald> UAS-rbf1; dDp*" (c), and in vg-Gald> UAS-rbf1 and vg-Gald> UAS-rbf1; de2f1” (d). Statistical
analysis was performed using Wilcoxon tests. Each experiment was independently performed three times; as the results were similar, only one experiment is presented here.
(e—j) Apoptotic cells were visualized by TUNEL staining (white dots) of wing imaginal discs of the genotype indicated at the top of the image. All the pictures are at the same
scale, scale bar: 100 um. (k-m) Quantification of TUNEL-positive cells in the wing pouch. Asterisks indicate a statistically significant difference between two genotypes

(Student’s t-test, P<0.05)
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notched wing phenotype, showing that de2f1 antagonizes
rbft-induced phenotypes.?® These results suggest that
dE2F1 and dE2F2 have antagonistic roles in rbf1-induced
notched wing phenotype. dDP is the cofactor shared by
dE2F1 and dE2F2. In the absence of dDP, both dE2F1 and
dE2F2 transcriptional activity is abolished.>* In dDP?’
heterozygote context, the rbf1-induced notched wing pheno-
types significantly shifted toward weaker phenotypes
(Figure 1c) as observed in dE2F2-mutant context. This
result indicates that the reduction of the net transcriptional
activity of dE2F factors due to dDp-mutant context rescues
rbf1-induced loss of tissue. Thus, dE2F’s net transcriptional
activity promotes rbf1-induced notched wing phenotype.

We used de2f1? mutant to determine whether dE2F1
inhibitory role in rbf1-induced loss of tissue involved its
transactivation domain. This dE2F1 mutant lacks both the
transactivation domain and its ability to bind Rbf1 .20 However,
it retains the DNA binding domain. By this way, it is able to bind
dE2F consensus site and could exclude some complexes,
such as dE2F2/Rbf1, from these genomic sites.*® When rbf1
was overexpressed in a de2f1” heterozygous context, the
distribution of the phenotypes shifted toward weaker pheno-
types as compared with the overexpression of rbf1 alone
(Figure 1d). Thus, dE2F1% suppresses rbfi-induced loss of
tissue and the transcriptional activation mediated by dE2F1
does not seem to be required to inhibit rbf1-induced loss of
tissue.

To verify that the variation of the phenotypic distribution
between these different genetic contexts correspond to a
variation of the amount of apoptosis in larvae, we performed
TUNEL staining of third instar larval wing imaginal discs.
Few apoptotic cells were detected in vg-Gal4/+ control
(Figure 1e). On the contrary, many cells were TUNEL labeled
in vg-Gald4/+ ; UAS-rbf1/+ wing discs (Figure 1f). When rbf1
was overexpressed in a de2f2”°?", dDp?" or de2f1”Z context
(Figures 1g—j), we observed a significant decrease of TUNEL-
labeled cells as compared with the overexpression of rbf1
alone (Figures 1k—m). On the contrary, when rbf1 and de2f2
were co-overexpressed, the number of apoptotic cells was
significantly increased (Figures 1h and k).

These data show that dE2F1 might inhibit Rbf1-induced
apoptosis independently of its transactivation activity,
whereas dE2F2 and dDP cooperate with Rbf1 to induce
apoptosis in the wing imaginal disc, a proliferating tissue.

Rbf1 and dE2F2 induce a reduction of buffy and diap1
mRNA levels. dE2F2 is a well-known transcriptional repressor.
To explain its role in rbf1-induced apoptosis, we hypothesized
that an Rbf1/dE2F2 complex could repress anti-apoptotic
genes, leading to cell death. We focused on the two best-
described anti-apoptotic factors in Drosophila, diap1 and buffy,
which encode a caspase inhibitor and a member of the Bcl-2
family, respectively. When rbf1 was overexpressed under vg
control, buffy mRNA were significantly decreased as compared
with the control vg-Gal4/+ (Figure 2a). In contrast, when rbf1
was inactivated by RNAi (vg-Gal4> UAS-RNAI-rbf1), buffy
mRNA was significantly increased as compared with the control
(Figure 2b). The same result was obtained in dDP heterozygous
loss-of-function context (data not shown). In dE2F2759" hetero-
zygous larvae, the amount of buffy mRNA was similar to the one

Rbf1/dE2F2 induces diap1 and buffy downregulation
A Clavier et a/

of the control vg-Gal4/+ . When rbf1 was overexpressed in a
dE2F2759" heterozygous context, the amount of buffy mRNA
was similar to the one of the vg-Gal4/+ control (Figure 2a),
indicating that dE2F2 is necessary for rbf1-induced buffy mRNA
decrease. These data suggest that Rbf1 represses buffy in wing
imaginal discs in a de2f2-dependent manner. Similarly, rbff
overexpression induced a decrease of diap7 mRNA level
dependent of dE2F2 (Figure 2c). We did not observe any
modification of diap7 mRNA levels when rbf1 was inactivated by
RNAI (data not shown).

To verify whether the amount of buffy and diap7 mRNA
correlated with rbf1-induced apoptosis, we performed genetic
interaction tests. When rbf1 was overexpressed in a buffy"*”
heterozygous context, distribution of the wing phenotypes
shifted toward stronger phenotypes as compared with the
overexpression of rbf1 alone (Figure 2d). On the contrary,
when rbf1 and buffy were co-overexpressed, distribution of
the wing phenotypes shifted toward weaker phenotypes. The
variation of the phenotypic distribution between these different
genetic contexts correlated with a variation of the amount of
apoptosis in wing imaginal discs (Figure 2f). These results
suggest that the decrease of buffy mRNA is a part of the cell
death mechanism induced by Rbf1.

When rbf1 was overexpressed and diap71 was simulta-
neously inactivated by RNAi, we observed an increase of
notches in the wings (Figure 2e) as well as an increase in the
amount of apoptosis in wing imaginal discs (Figure 2g) as
compared with the overexpression of rbf1 alone. On the
contrary, we detected a phenotypic rescue when rbf1 and
diap1 were co-overexpressed. This suggests that diap1
mRNA level reduction contributes to Rbf1-induced apoptosis.

Rbf1 and dE2F2 increase how mRNA leading to diap1
mRNA destabilization. Our data suggest that Rbf1 and
dE2F2 could directly repress the transcription of diap1 and
buffy. A putative E2F binding site is present in buffy 5’UTR
but absent in diap1 (data not shown). To confirm that diap1
mRNA reduction was due to transcriptional regulation, we
used a diap1-LacZ reporter transgene in en-Gal4/+ control
wing imaginal discs and en-Gal4; UAS-rbf1 wing imaginal
discs. In posterior compartment, rbf1 overexpression slightly
alter the -Gal staining aspect as compared with the en-gal4/+
control (Figures 3a and b), probably due to the presence of
apoptotic cells, but we could not observe a real staining
decrease. Nevertheless, Diap1 protein had decreased in the
posterior compartment upon rbf1 overexpression (Figure 3d).
These data suggest that rbf1 overexpression would induce a
post-transcriptional reduction of diap7 mRNA.

Interestingly, it has been reported that diap1 is a target of
How, an RNA-binding protein that belongs to the STAR
family.®® Two How isoforms have been described. The short
isoform, How(S), is involved in mRNA stability and splicing.®”
The long isoform, How(L), binds the 3'UTR of target mMRNAs,
leading to their destabilization and their rapid degradation.
diap1is atarget of How(L).*® We used how"™ loss-of-function
mutant to determine the implication of How in Rbf1-induced
apoptosis. When rbff was overexpressed in a how*™
heterozygous context, distribution of the phenotypes signifi-
cantly shifted toward weaker phenotypes as compared with
the expression of rbf1 alone. Consistently, the number of
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rbf1 overexpression induces downregulation of buffy and diap1 mRNA. (a-c) Quantification of buffy (a, b) and diap? (¢) mRNA by RT-gPCR in wing imaginal

discs. Data are normalized against rp49 and correspond to the mean of three independent experiments. Error bars are the S.E.M. Asterisks indicate statistical significant
difference between two genotypes (Student's ttest, P<0,05). (d, e) Distribution of notches in wings of vg-Gal4> UAS-mbf1, vg-Gald> UAS-bf1; buffy™ and
vg-Gald > UAS-1bf1; UAS-buffy flies (d), vg-Gald > UAS-rbf1, vg-Gald> UAS-rbf1; UAS-RNAi-diap1 and vg-Gal4 > UAS-rbf1; UAS-diap1 flies (e). Wing phenotypes were
grouped in four categories according to the number of notches (wild type, weak, intermediate, strong). Statistical analysis was performed using Wilcoxon tests. Each
experiment was independently performed three times; as the results were similar, only one experiment is presented here. (f, g) Quantification of TUNEL-positive cells in the
wing pouch. Asterisks indicate a statistically significant difference between two genotypes (Student's t-test, P< 0.05)

apoptotic cells decreased in wing imaginal discs of the same
genotype (Figures 3e and f). Thus, How is, necessary for
Rbf1-induced apoptosis. To confirm that How is involved in
diap1 regulation, we performed RT-qPCR. In how*™ hetero-
zygotes, diap1 mRNA were slightly but significantly
decreased indicating that How is required to maintain a basal
level of diap7 mRNA (Figure 3g). When rbf1 was over-
expressed in a how"™ heterozygous context, diap? mRNA
increased as compared with the rbf1 overexpression alone
and even exceeded the level observed in vg-Gal4/+ control.
Therefore, these data suggest that Rbf1-induced apoptosis
leads to diap1 mRNA destabilization by How.

To confirm whether diap1 downregulation by How in Rbf1-
induced apoptosis involved diap71 3'UTR, we performed a
genetic interaction test using a UAS-diap1YY"8% transgenic
line. This line bears a P element in the 5’UTR sequence of
the diap1 gene, which allows overexpressing diap1 with its
3'UTR sequence.®® Contrary to the phenotypic rescue

Cell Death and Disease

observed when rbfi was co-overexpressed with diap1
devoid of its 3'UTR sequence (Figure 2e), rbfico-over-
expression with diap71YY74%® did not lead to a rescue of notch
phenotypes (Figure 3h). Interestingly, diap1YY"% allowed
an effective increase in the Diap1 protein level as attested by
Diap1immunostaining (Figure 3j); however, this protein level
was significantly lower when rbfl was overexpressed
(Figure 3k). This suggests that Diap1 cannot accumulate in
an rbf1-overexpressing context. When rbf1 and diap1YY7%%°
were co-overexpressed in a how®™ heterozygous context,
the Diap1 protein accumulated (Figure 3I) and consistently,
we observed a significant rescue as compared with the
expression of rbf1 in a how®™ mutant context (Figure 3h,
Wilcoxon test: n=2308, «<103°, Ws = —8.95). The varia-
tion of the phenotypic distribution between these different
genetic contexts correlated with a variation of the amount of
apoptosis in wing imaginal discs (Figure 3m). Thus, the
how*"™ heterozygote context prevents diap? repression by
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Figure 3 Rbf1 and dE2F2 increases how mRNA leading to diap? mRNA destabilization. (a) diap1-lacZ transgene was used to report diap1 transcription in en-gal4/+ and
en-gal4> UAS-rbf1 genetic contexts. f-Gal immunostaining (white) of the discs are shown in (a, b). Diap1 immunostaining (white) are shown in (¢, d) and (i-). The genotypes
are indicated at the top of the image. Posterior compartment of the wing disc (on the right) is delimitated by dotted line when rbf1 is overexpressed. All the pictures presented in
Figure 3 are at the same scale, scale bar: 100 um. Distribution of notch wing phenotypes in vg-Gal4> UAS-rbf1 and vg-Gald > UAS-rbf1; how*™ flies (e), vg-Gal4> UAS-bf1,
vg-Gald> UAS-rbf1; how™™, vg-Gald> UAS-rbf1; UAS-diap1¥Y"®% and vg-Gald > UAS-rbf1; UAS-diap1U"8%; how*™ flies (h). Wing phenotypes were grouped into four
categories according to the number of notches (wild type, weak, intermediate, strong). Statistical analysis was performed using Wilcoxon tests. Each experiment was
independently performed three times; as the results were similar, only one experiment is presented here. Quantification of TUNEL-positive cells (f and m) in the wing pouch of
genotypes studied in (e) and (h). Asterisks indicate a statistically significant difference between two genotypes (Student’s t-test, P< 0.05). Quantification of diap1 (g), how and
how(L) (n) mRNAs in wing imaginal discs by RT-gPCR. Data are normalized against rp49 and correspond to the mean of three independent experiments. Error bars are the
S.E.M. Asterisks indicate statistically significant difference between two genotypes (Student’s ttest, P<0.05)
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Rbf1. These results indicate that diap? downregulation by
Rbf1 requires both the diap1 3'UTR sequence and How. We
next asked whether rbf1 overexpression could affect the
expression of how(L). Indeed, how(L) mRNA increased on
rbf1 overexpression (Figure 3n). Surprisingly, this raise
depended on dE2F2 as it was reduced in a de2f276?’
heterozygous context. This could be explained by an indirect
effect of dE2F2, or by an unusual transcriptional activity of
dE2F2. Thus, these data suggest that Rbf1 and dE2F2
increase of how(L) mRNA leads to destabilization of diap1
mRNA that induces apoptosis.

Rbf1 and dE2F2 binds buffy and how genomic regions
near the TSSs. As the 5 UTR of buffy contains dE2F2
binding sites, we performed chromatin immunoprecipitation
(ChIP) experiments to determine whether Rbf1 and dE2F2
directly bound this region. We used pcna, a well-character-
ized target of Rbf1/dE2F complexes, as a positive control
and slp1, a nontarget gene of Rbf1,3® as a negative control.
No significant enrichment was observed of the negative
control sip1 after Rbf1 or dE2F2 immunoprecipitation (IP). In
contrast, we detected a significant enrichment of the positive
control pcna promoter region on Rbfi or dE2F2 IP as
compared with the mock IP (Figures 4a and b). The buffy
5’'UTR was significantly enriched after Rbf1 and dE2F2 IPs
as compared with the negative controls both in rbf1-
overexpressing wing discs and control discs (Figures 4a
and b). Therefore, Rbf1 and dE2F2 bound buffy in the wing
imaginal discs. Then, Rbf1 and dE2F2 might directly repress
buffy transcription.

The how promoter also contains a putative dE2F binding
site suggesting that Rbf1 and dE2F2 could bind this region.
Consistently, we observed that how genomic region was
significantly enriched after both Rbf1 and dE2F2 IP in rbf1-
overexpressing wing discs (Figures 4a and b). Nevertheless,
these enrichments were not observed with the control discs.
Despite the fact that Rbf1/dE2F2 complex is almost exclu-
sively described as a transcriptional repressor, our results
suggest that Rbf1 and dE2F2 might directly activate how
transcription.

a
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Transcriptional control by different members of the
dREAM complex depends on the target gene. Rbf1 and
dE2F2 belong to a multi-subunit complex named dREAM.
This complex positively regulates some target genes,
whereas it negatively regulates some others. Certain
proteins of the complex are activators, whereas others are
repressors or not involved. Moreover the role of each protein
can change according to the target gene. To determine the
function of the dREAM subunits Mip120, Mip130 and Myb in
Rbf1-induced apoptosis, we performed genetic interaction
tests. When rbf1 was co-overexpressed with either RNAI-
mip120 or RNAI-mip130, the distribution of wing phenotypes
shifted toward weaker phenotypes as compared with the
expression of rbf1 alone (Figures 5a and b). Consistently,
the number of apoptotic cells decreased in the wing
discs of the same genotypes (Figures 5d and e), indicating
that Mip120 and Mip130 were necessary for Rbf1-induced
apoptosis.

rbf1 and myb co-expression induces a shift in the
phenotype distribution toward weaker phenotypes
(Figure 5c) and a decrease of apoptotic cells (Figure 5f).
Therefore, Myb is sufficient to inhibit Rbf1-induced apoptosis.
This result is in an agreement with the antagonistic role of Myb
as compared with the role of other members of the complex,
previously described.®°

We next assessed the contribution of Mip120, Mip130 and
Myb to buffy and how transcriptional regulation by RT-gPCR.
Depletion of Mip120 or Mip130 by RNAiinduced an increase of
buffy mRNA as compared with vg-Gal4/+ control (Figure 5g),
indicating that Mip120 and Mip130 are required to repress buffy
expression in the wing imaginal discs. Moreover, when rbf1
was co-overexpressed with RNAi-mip120, buffy mRNA
increased as compared with the rbf1 expression alone. Similar
results were observed with RNAi-mip130, indicating that these
two genes are required for Rbf1 to repress buffy expression.
Depletion of Myb by RNAI did not affect buffy expression,
whereas myb overexpression increased it (Figure 5h). Further-
more, when rbf1 and myb were co-overexpressed, the amount
of buffy mRNA was similar to the one of vg-Gal4/+ control.
Thus, Myb and Mip proteins had opposite roles on buffy

how
+373
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X 8%
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0% 1
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Figure 4 Binding of Rbf1 and dE2F2 on buffy and how genes. Structure of buffy (a) and how (b) genes. gPCR amplicons are indicated. Coordinated of gPCR amplicons
relative to TSS are indicated. ChIP-gPCR analysis of buffy (a) and how (b) from vg-gal4 > UAS-Rbf1 or control (vg-Gal4/+ ) wing imaginal discs using mock, anti-Rbf1 or anti-
dE2F2 antibodies. The results were expressed as percentages of input. sip7, a nontarget gene of Rbf1, was used as a negative control whereas pcna, a known dE2Fs target,
was used as a positive control. Error bars represent S.E.M obtained from three independent experiments. Asterisks indicate statistically significant difference between two

genotypes (Student’s ttest, P<0.05)
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Figure 5 Mip proteins and Myb are differentially involved in Rbf1-induced apoptosis. (a—c) Distribution of notch wing phenotypes in vg-Gal4 > UAS-rbf1,UAS-cherry and
vg-Gal4d> UAS-rbf1,UAS-RNAi-mip120 (a), in vg-Gal4d> UAS-rbf1,UAS-cherry and vg-Gal4> UAS-rbf1; UAS-RNAi-mip130 (b) and in vg-Gal4> UAS-rbfl and
vg-Gal4 > UAS-rbf1; UAS-myb (c). Wing phenotypes were grouped in four categories according to the number of notches (wild type, weak, intermediate, strong). Statistical
analysis was performed using Wilcoxon tests. Each experiment was independently performed three times; as the results were similar, only one experiment is presented here.
(d-f) Quantification of TUNEL-positive cells in the wing pouch of genotypes studied in (a—c). Asterisks indicate a statistically significant difference between two genotypes
(Student’s ttest, P<0.05). (g-j) Quantification of buffy (g, h) and how (i, j) mRNA in wing imaginal discs by RT-gPCR. Data are normalized against rp49 and correspond to the
mean of three independent experiments. Error bars are the S.E.M. Asterisks indicate statistically significant difference between two genotypes (Student's ttest, P<0.05)

transcriptional regulation: whereas Myb activated buffy tran- Discussion
scription, Mip factors repressed it.

Inactivation of Mip120 or Mip130 by RNAI did not affect the
basal level of how mRNA (Figure 5i). Moreover, when rbf1 was
co-overexpressed with either RNAi-mip120 or RNAI-mip130,
the amount of how mRNA was similar to the one observed for

rbf1 overexpression alone, suggesting that these Mip factors

E2F transcription factors are the main partners of Rbf1. dE2F1
is widely described for its important role in the control of cell
proliferation by Rbf1, whereas the best-described role of dE2F2
is the repression of replication during oogenesis.®>*° Here, we
show that dE2F2 and dDP are required for Rbf1-induced

are not involved in the transcriptional regulation of how by Rbf1.

Inactivation or overexpression of myb did not alter the basal
amount of how mRNA (Figure 5j). However, rbf1 and myb co-
overexpression decreased the level of how mRNA as
compared with the rbf1 overexpression alone. These data
suggest that, contrary to dE2F2, Myb antagonizes Rbf1-
induced how transcriptional activation.

apoptosis suggesting that they are pro-apoptotic factors,
contrary to dE2F1, which inhibits this apoptosis. Until now,
dE2F1 was mainly described as a pro-apoptotic factor,
whereas dE2F2 was most of the time described as an anti-
apoptotic factor. Indeed, de2f1 and dDp co-expression induces
apoptosis in the eye imaginal discs®® and dE2F1 promotes
irradiation-induced Dp53-independent apoptosis in  wing
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imaginal discs, whereas dE2F2 inhibits apoptosis in the same
model.*' Recently, Rovani et al.*?* showed that the dREAM
complex, which includes dE2F2, cooperates with the pro-
apoptotic factor Grim to induce cell death in the peripheral
nervous system. This result suggests a pro-apoptotic role for
dE2F2, which is consistent with our results. Furthermore, the
role of dE2F1 in apoptosis might depend on the cellular context.
Indeed, dE2F1 is important for DNA damage-induced apopto-
sis in the wing imaginal discs, but its role varies depending on
the position of the cell within the disc.*® Together, this result and
ours indicate that the role of both dE2F1 and dE2F2 in
apoptosis control depends on the cellular context. Similarly,
depending on the cells or tissues, Rbf1 has a pro- or anti-
apoptotic effect. Indeed, RBF expression induces apoptosis in
different proliferative tissues, whereas this effect was not
observed in differentiated post-mitotic cells.?®

RNAi-based studies suggested a requirement of buffy for cell
survival during embryonic development.** Another study
suggests that Buffy is not involved in developmental cell death
but modulates the response to irradiation-induced cell death.*®
Here, we show that buffy is involved in apoptosis induced by
overexpression of the tumor suppressor gene rbf1. Further-
more, our data reveal for the first time that Rbf1 regulates buffy
transcription. It would thus be interesting to determine whether
Rbf1 also regulates buffy in response to irradiation.

At least in some cancers, pRb oncosuppressor activity
relies on its apoptosis-inducing activity. It has been suggested
that RB mutations can affect the sensitivity to mitomycin/
anthracycline treatment in breast cancer.*® Several reports
underline the importance of pRb in the apoptotic response of
prostate cancer cells to radiotherapy or chemotherapeutic
drugs.'"'>%” How pRb mediates apoptosis in these cases
remains unclear. Other data show that DNA damage
promotes the formation of a pRB/E2F1 complex involved in
the activation of pro-apoptotic genes such as Caspase 7 and

dREAM

complex m /\_

,—V
[ buffy )

!

buffy mRNA
NASNNAAAA

|

Buffy

N

p73,'® and that RB/E2F-1 is a major contributor of Noxa
induction in response to ABT-737 treatment, a Bcl-2
inhibitor.*® Thus, pRb/E2F proapoptotic signaling(s) can be
activated in response to oncogenic stress, DNA damage or
Bcl-2 inhibition. Similarly, our data show that in Drosophila,
Rbf1/dE2F2 can regulate apoptosis by upregulating how
(Figure 6). Although this regulation seems non-essential to
maintain the how mRNA basal level, we cannot exclude that it
occurs in response to some stresses and/or therapeutic
treatments. Indeed, Quaking, the homolog of how, has been
shown to be a tumor suppressor.**~>" It would be interesting
to study whether a pRb/E2F complex can regulate a
mammalian homolog of the dIAP1 gene via Quaking.

Rbf1 and dE2F2 belong to a large complex called dREAM.
Inactivation of members of dREAM by RNAI in Kc cells leads
to variations of how and buffy expression,® which suggests
that these two genes could be direct transcriptional targets of
dREAM. Such as described by Georlette et al.,** we found
that the involvement of dREAM complex members are not
equivalent: some members can be activators for a specific
target, whereas others are repressors or are not involved in
transcriptional regulation of this target. Indeed dE2F2, Mip120
and Mip130 are required for Rbf1-induced transcriptional
repression of buffy, whereas Myb has an opposite effect.
Moreover, contrary to dE2F2 and Myb, Mip120 and Mip130
are not involved in how regulation.

dE2F2 and Myb have opposite effects on Rbf1-induced buffy
and how transcription. Our results are in agreement with
transcriptomic data indicating that there are no genes negatively
co-regulated by Myb and dE2F2 but many genes are regulated
both positively by Myb and negatively by dE2F2.%2

Our results confirm a previous report®® indicating that Rbf1
and the dREAM complex can act both as a transcriptional
activator and as a transcriptional repressor (Figure 6). The
molecular mechanisms for transcriptional repression have
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how ]
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/WV\AAAA
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Figure 6 Rbfi-induced apoptosis involved transcriptional regulation of buffy and how genes. Rbf1 with dE2F2 binds buffy genomic site near to TSS and represses its
transcription. The decrease of buffy mRNA contributes to Rbf1-induced apoptosis. Rbf1 can also bind how promoter with dE2F2 but this time it induces a transcriptional
upregulation. As a consequence, How level increases allowing diap? mRNA degradation which promotes Rbf1-induced cell death. Some members of the dREAM complex are

involved in these transcriptional regulations
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been deciphered.®" It would be interesting to determine which
epigenetic mechanisms are involved in the transcriptional
activation of dREAM complex target genes.

Using an overexpression system, we have identified the
bcl-2 family gene buffy, as a transcriptional target of Rbf1. In
an rbf1 loss-of-function mutant, buffy transcription increases
show that in wild-type cells not committed to apoptosis, Rbf1 is
necessary to limit buffy expression. Thus, rbf1 loss of function
could render cells more resistant to apoptosis. Identification of
buffy as an Rbf1/dE2F pathway target gene is consistent with
the role of tumor suppressor described for the human
counterpart Rb. Transcriptional regulation of bcl-2 family
genes by Rb/E2F complexes has also been characterized in
mammals. Indeed, pRb/E2F1 directly regulates noxa,*® bim*?
and puma.®® Regulation by Rb of bcl-2family gene expression
may have a major impact on cell death and can thus contribute
to its tumor suppressor action.

Materials and Methods

Fly stocks. Flies were raised at 25 °C on a standard medium. The UAS-Rbf1
and vg-Gal4 strains were generous gifts from J Silber. The en-Gal4 strain was
kindly provided by L Théodore. The UAS-diap? strain was a generous gift from
A-M Pret. In this strain, a transgene containing diap? cDNA under the control of a
UAS sequence is inserted on the second chromosome and allows the expression
of diap? without its 3'UTR sequence. The UAS-diap1”Y"®%® was a kind gift from S
Netter.®® In this transgenic line, a P element is inserted in the 5’UTR sequence of
diap1 gene in the correct orientation to allow the expression of diap? with its
3'UTR sequence. The following strains were obtained from the Bloomington Stock
Center (Bloomington, IN, USA): dE2F27°9" (7436), UAS-dE2F2 (17314), dDp?’
(7277), dE2F1Z (7274), buffy*™ (27340), UAS-buffy (32059), diap1-lacZ (12093),
how™™ (2301), UAS-RNAI-mip120 (32461), UAS-RNAI-mip130 (32462), UAS-RNAI-
myb (35053), UAS-myb (32044). The UAS-RNAi-diap1 strain was from NIG
collection (12284R-2). The UAS-RNAi-rbf1 strain was from VDRC collection (10696).

Test of phenotype suppression in the wing. To test the implication of
several genes (dE2F1, dE2F2, dDP, Buffy, Diap1, How, Mip120, Mip130 and Myb)
in rbf1-induced apoptosis, the severity of the notched wing phenotype induced by
UAS-Rbf1 overexpression led by vg-Gal4 driver was assayed in different genetic
contexts. For each gene, we verified that the alteration of this gene expression
level (overexpression, RNAi or mutant) did not induce any wing phenotype. vg-
Gal4 > UAS-Rbf1 Drosophila females were crossed with males bearing a loss-of-
function mutation for the different genes or allowing their overexpression. The
progenies of all crosses were classified according to the number of notches on the
wing margin. Wilcoxon tests were performed as described previously.>

TUNEL staining of imaginal discs. Third instar larvae were dissected in
PBS pH 7.6, fixed in PBS/formaldehyde 3.7%, washed three times for 10 min in PBT
(1x PBS, 0.5% Triton). Discs were then dissected and TUNEL staining was
performed according to manufacturer’s instructions (ApopTag Red in situ apoptosis
detection kit, Millipore, Temecula, CA, USA). Discs were mounted in CitifluorTM
(Biovalley, Marne-La-Vallée, France) and observed with a Leica SPE upright
confocal microscope (Leica, Wetzlar, Germany). White patches in the wing pouch
were counted for at least 30 wing imaginal discs per genotype. Student's ttests
were performed and results were considered to be significant when o< 5%.

Immunochemistry. The following antibodies were used: anti--Gal (mouse
monoclonal antibody, 1/200, 40-1a, DSHB) and anti-Diap1 (mouse monoclonal
antibody, 1/200, generous gift from B Hay). Third instar larvae were dissected in
PBS pH 7.6, fixed in PBS-3.7% formaldehyde, washed three times for 10 min each
in PBT (PBS, 0,3% Triton) and incubated with primary antibody overnight at 4 °C
in PBT-FCS (PBS, 0,3% Triton, 10% FCS). Incubation with anti-mouse secondary
antibody (Alexa Fluor 488 Goat Anti-Mouse IgG (H+L) Antibody, Molecular
Probes, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) was carried in PBT-FCS for
2h at room temperature. Larvae were then washed thrice in PBT. Finally, wing
discs were mounted in CitifluorTM (Biovalley) and observed with a Leica SPE
upright confocal microscope.
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Chromatin immunoprecipitation. ChlPs were performed as previously
described,®® with minor modification. Briefly, 50 vg-Gal4> UAS-rbf1 wing imaginal
discs of third instar larvae were dissected on ice in serum-free Schneider medium.
They were fixed in 500 ul of formaldehyde (1.8% in PBS) for 10min at room
temperature under gentle agitation. Cross-linking was stopped by adding 50 ul of
glycine 1.25 M. Fixed wing discs were washed 3 times with PBS, dried, flash-freezed
in liquid nitrogen and stored at — 80 °C. Cell lysis was performed by adding 100 z
of lysis buffer (140 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100,
0.1% sodium deoxycholate, Roche complete EDTA-free protease inhibitor cocktail)
complemented with 1% SDS and sonicated in a Bioruptor sonifier (Diagenode,
Seraing, Belgium). Conditions were established to obtain chromatin fragments from
200 to 1000bp in length (30s ON 30s OFF, high power, 10 cycles). Pooled
chromatin was centrifuged for 20 min at 14000 g at 4 °C. The supernatant (soluble
chromatin) was recovered and 10 ul were kept as input sample. For each IP, 10 ul
of protein A-coated paramagnetic beads (Diagenode) were washed once in lysis
buffer, 1 ug of antibody was added and beads were incubated for 2h at 4 °C on a
rotating wheel. After washing in lysis buffer, antibody coated beads were
resuspended in 300 ul of lysis buffer and 100 ul of chromatin were added. After
incubation on a rotating wheel ovemight at 4 °C, beads were washed at 4 °C five
times for 10 min each in lysis buffer, once in LiCl buffer (Tris-HCI 10 mM pH8.0, LiCl
0.25M, 0.5% NP-40, 0.5% sodium deoxycholate, 1mM EDTA) and twice in TE
(10mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA). Immunoprecipitated as well as input DNAs
were purified with the IPure kit following the manufacturer’s instructions (Diagenode).
Elution was performed twice with 35 ul of water. 5 ul of DNA were used per PCR.
Real-time PCR data were normalized against the input sample and depicted as
percentage of input (see Supplementary Table S1 for primers). pcna, a well
characterized target of Rbf1/dE2F complexes, was used as a positive control and
slp1, a nontarget gene of Rbf1,*® as a negative control.

Antibodies used for chromatin immunoprecipitation were anti-Rbf1 (rabbit
polyclonal, Custom antibody against amino acids 250-845 of Rbfi protein,
Proteogenix, Schiltigheim, France), anti-dE2F2 (rabbit polyclonal, Custom antibody
against the whole protein, Proteogenix). Rabbit pre-immune sera were used as
negative controls (mocks).

RNAs extraction and RT-qPCR. Fifty wing imaginal discs per genotype
were dissected on ice in serum-free Schneider medium. Total RNAs were extracted
from each sample using the RNeasy Mini kit (Qiagen, Venlo, Netherlands), by
following the manufacturer’s instructions. RT was performed on each sample using
48 ug of RNA incubated with random primer oligonucleotides (Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) with Recombinant Tag DNA Polymerase
(Invitrogen), according to the manufacturer’s instructions.

Real-time PCR analysis was performed using the ABI Prism 7700 HT apparatus
(Applied Biosystems, Life Technologies). Briefly, PCR was performed with the
ABsolute blue QPCR SYBR Green ROX mix (Abgene, Thermo Fisher Scientific),
using 11 ng of cDNA per RT. The primers used for real-time PCR are presented in
Supplementary Table S2. Data were normalized against rp49. Three independent
RT experiments were performed and the S.E.M was calculated from these three
independent samples.
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Table 51
up down
sip-1 5'-CGCATTAGCTACCCGTCTCT-3' 5 -TGGTTTCTGATTCTCACACACGAC-3
pcna 5'-CGTGCCTCGAACATATTGAA-3' 5"-ACATCCCTATCCCGCTCATT-3"
buffy 5'- CAAACATTGGCTCGTTGTTG-3 5'- CCCTGCTTACCCATCCATTA-3'
how 5-ATCGGTTAAGTGGCCTTGTG-3' 5'-TCTCTCACCCTCGCTCATTT-3
Table 52
up down
p49 5 -GACGCACTCTGTTGTCGATAC-3! 5-TACAGGCCCAAGATCGTGAAG-3!
buffy S-TACACGATTG GCTGGAAGGC-3' 5-AATGACCGCA CAGGCAACGA-3'
diap1 5-TTCTCTGGC TCCTTTCCTCT-3 S-TTCCTTGTCTG COGCACAAT-3'
how 5 -AACTTTGTCGGTCGCATTTT-3 5-CETCCTCCTTCTTCTTGTCG-3"
how(lL) 5" CACACAAACCACACAACACG-3' 5'- GGTGTGTGCTTITCTG ACGA-3

Tables S1 and S2 : Primers used for real-time PCR
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II.Manuscrit n°2 : Rbfl induit une apoptose mitochondriale dépendante

de debcl et drp1.
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Les premieres données obtenues au cours de ma these indiquent que I'activité pro-apoptotique de Rbfl
dépend de sa capacité a réprimer I'expression de buffy, un facteur anti-apoptotique de la famille Bcl-2. Chez la
drosophile, la famille Bcl-2 contient uniquement deux membres : Buffy et Debcl (Brachmann et al., 2000; Colussi
et al., 2000; Igaki et al., 2000; Quinn et al., 2003; Zhang et al., 2000). Ces deux protéines agissent souvent de
fagon opposée et sont toutes les deux localisées au niveau de la mitochondrie (Doumanis et al., 2007; Igaki et
al., 2000; Quinn et al., 2003; Senoo-Matsuda et al., 2005; Sevrioukov et al., 2007; Tsubouchi et al., 2009; Zhang
et al., 2000). Toutefois, les bases moléculaires du contréle de I'apoptose par Buffy et Decbl sont relativement

peu décrites.

Par le biais de tests d’interaction génétique, nous avons pu mettre en évidence que debcl est requis, en
aval de buffy, pour la mort induite par Rbfl. Ces données suggerent |’existence d’une voie de mort
mitochondriale dépendante de debcl induite en réponse a la surexpression de rbf1 dans les cellules du disque
imaginal d’aile. Une partie de mes travaux de thése a donc consisté a caractériser cette voie d’apoptose

mitochondriale.

Une fragmentation du réseau mitochondrial survient fréquemment au cours des processus
apoptotiques que ce soit chez la drosophile ou chez les mammiféres (cf. dans I'introduction le paragraphe |.B.4.e)
(Abdelwahid et al., 2007; Frank et al., 2001; Galindo et al., 2009; Goyal et al., 2007). Nous avons pu montrer qu’il
existe une fragmentation mitochondriale dépendante de debcl au cours de la mort cellulaire induite par Rbfl.
Drpl est le principal effecteur de la fission mitochondriale. Drpl est une grande GTPase principalement
cytosolique qui fait la navette entre le cytosol et la membrane externe mitochondriale. Une fois recrutée a la
mitochondrie, Drp1 s’oligomérise et induit une courbure puis une constriction des membranes mitochondriales
ce qui conduit a la fission. Nos données indiquent que Drpl est requis pour la mort cellulaire induite par Rbf1.
De plus, nous avons pu mettre en évidence, par des expériences de fractionnement cellulaire, qu’en réponse a
la surexpression de rbfl, Drpl est recruté a la mitochondrie de facon dépendante de debcl. Nous avons
également pu montrer que ce recrutement est corrélé a une interaction physique entre Debcl et Drpl qui

pourrait étre directe. De fagon intéressante, Buffy s’'oppose a cette interaction.

En outre, nos travaux indiquent que la surexpression de rbfl conduit a une production d’especes
activées de I'oxygene (EAQ) au niveau de la mitochondrie, de facon dépendante de debcl et drp1. Ces EAO sont

requis pour activer la voie JNK ce qui in fine déclenche la mort cellulaire.

L'ensemble de ces données constitue un manuscrit actuellement en révision a « Journal of Cell
Science ». Nos résultats soulignent la place de la mitochondrie dans I'apoptose induite par Rbfl et contribuent a

mieux caractériser la fonction pro-apoptotique de Debcl chez la drosophile.
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Abstract:

In accordance with its tumor suppressor role, the Retinoblastoma protein pRb can ensure pro-
apoptotic functions. rbf1, the Drosophila homolog of Rb, also displays a pro-apoptotic activity
in proliferative cells. We previously showed that rbf1 pro-apoptotic activity depends on its
ability to decrease the level of anti-apoptotic proteins such as the Bcl-2 family protein Buffy.
Buffy often acts opposite to Debcl, the other Drosophila Bcl-2-family protein. Both proteins
can localize at the mitochondrion, but the way they control apoptosis still remains unclear.
Here, we demonstrate that debcl and the pro-fission gene drp/ are necessary downstream of
buffy to trigger a mitochondrial fragmentation during rbf7-induced apoptosis. Interestingly,
rbfl-induced apoptosis leads to a debcl- and drpl-dependent Reactive Oxygen Species
production, which in turn activates the Jun Kinase pathway to trigger cell death. Moreover,
we show that Debcl and Drpl can interact and that Buffy inhibits this interaction. Notably,
Debcl modulates Drpl mitochondrial localization during apoptosis. These results provide a
mechanism by which Drosophila Bcel-2 family proteins can control apoptosis and shed light

on a link between Rbfl and mitochondrial dynamics, in vivo.

Key words: Apoptosis, mitochondrial dynamics, Debcl, Rbfl, Drpl
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Introduction

The retinoblastoma susceptibility gene (Rb) is a tumor suppressor gene mutated in a large
variety of cancer (Di Fiore et al., 2013). Its tumor suppressive activity is at least partially
dependent on its ability to induce cell cycle arrest. However, the role of pRb in cancer is not
limited to cell cycle regulation and appears to be more complex. Indeed, pRb can be pro-
(Bowen et al., 1998; Hilgendorf et al., 2013; Ianari et al., 2009) or anti-apoptotic (Biasoli et
al., 2013; Morgenbesser et al., 1994; Tsai et al., 1998), and the regulation of these dual roles
of pRb toward apoptosis is still largely not understood. The ability of pRb to induce apoptosis
fits with its tumor suppressor function. Deciphering the molecular mechanisms involved in
pRb pro-apoptotic activity could provide important clues for a better understanding of pRb
role in cancer suppression. Drosophila allows us to characterize in vivo the properties of rbf1,
the Rb homologue, in the control of apoptosis. As pRb, Rbfl can be either pro- or anti-
apoptotic depending on the cellular context. For instance, rbf1 overexpression in proliferating
cells of wing imaginal discs leads to apoptosis (Milet et al., 2010). Moreover, we recently
showed that 7bf7 induces cell death by reducing expression of the anti-apoptotic Bcl-2 family
gene buffy (Clavier et al., 2014) which encodes a mitochondrial protein, suggesting the

existence of a mitochondrial death pathway in Rbfl-induced apoptosis.

Mitochondria have a pivotal role in apoptosis regulation in vertebrates (Estaquier et al., 2012;
Green et al., 2014; Tait and Green, 2013). Intermembrane space proteins, such as cytochrome
c, are released in the cytosol to promote caspase activation. This process requires
mitochondrial outer membrane permeabilization, which is tightly regulated by Bcl-2 family
proteins (Garcia-Saez, 2012; Hardwick and Soane, 2013). In Drosophila, this family contains
only two members: buffy (Quinn et al., 2003) and debcl (Death executioner Bcl-2 homologue)
(Brachmann et al., 2000; Colussi et al., 2000; Igaki et al., 2000; Zhang et al., 2000). Although
debcl is not required for most of developmental cell death, debcl is necessary for apoptosis in
specific context such as pruning cells and embryonic cell death (Galindo et al., 2009; Senoo-
Matsuda et al., 2005) or DNA damage-induced apoptosis (Sevrioukov et al., 2007). Moreover,
ectopic expression of debcl induces apoptosis (Brachmann et al., 2000; Colussi et al., 2000;
Igaki et al., 2000; Zhang et al., 2000). Thus, the mitochondrial protein Debcl has pro-
apoptotic activity in fly. Buffy suppresses Debcl-induced cell death (Quinn et al., 2003)
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whereas debcl is required to inhibit buffy in DNA damage-induced apoptosis (Sevrioukov et
al., 2007). Therefore, Buffy can act as an anti-apoptotic protein by physically interacting with
Debcl (Quinn et al., 2003). Nevertheless, the mode of action of the Drosophila Bcl-2 proteins

remains elusive.

Although early studies did not emphasized a crucial role of mitochondria during apoptosis in
fly (Dorstyn et al., 2004; Means et al., 2006; Zimmermann et al., 2002), more recent data give
it a more significant place. First, key players of Drosophila apoptosis are localized to
mitochondria such as the caspases Dronc and Drice (Dorstyn et al., 2002) or the pro-apoptotic
proteins Reaper (Freel et al., 2008; Olson et al., 2003; Thomenius et al., 2011), Hid
(Abdelwahid et al., 2007; Morishita et al., 2013) and Grim (Claveria et al., 2002). For some of
them, the loss of mitochondrial localization is associated with a reduction of the pro-apoptotic
function (Abdelwahid et al., 2007; Freel et al., 2008; Olson et al., 2003; Sandu et al., 2010).
Second, caspases can be activated in vitro by mitochondria from apoptotic S2 cells (Varkey et
al., 1999) suggesting that some mitochondrial proteins are required for apoptosis. Such
proteins were identified, i.e., dOmi (Challa et al., 2007) and dTSPO (drosophila translocator
protein) (Lin et al., 2014) for irradiation-induced apoptosis and cytochrome c-d for

developmental cell death in the eye (Mendes et al., 2006).

Of note, an increase in mitochondrial fragmentation can be observed during apoptosis in
Drosophila. Drpl (dynamin-related protein 1), a large GTPase of the dynamin family, is
required for mitochondrial fission whereas the homologue of mitofusin 2 Marf (Mitochondrial
assembly regulatory factor) and Opal (Optic atrophy 1) are respectively required for outer
and inner mitochondrial membrane fusion. Knockdown of drpl using genetic mutants or
RNA interference leads to apoptosis inhibition (Abdelwahid et al., 2007; Goyal et al., 2007),
highlighting the role of mitochondrial dynamic in fly cell death. Interestingly, recent data
indicate that Reaper induces mitochondrial fragmentation by binding and inhibiting the pro-
fusion protein Marf. This decrease of mitochondrial fusion allows caspase activation and
eventually apoptosis (Thomenius et al., 2011). However, the precise mechanisms of
Drosophila mitochondrial cell death pathway remain to be uncovered. Especially a potential

link between Bcl-2 family proteins and mitochondrial fission remains to be elucidated.
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Figure 1: Rbfl-induced debcl-dependent apoptosis.
(A) Flies are classified into four categories (wild type, weak, intermediate and strong) according to the number
of notches observed on the wing margin (asterisks) (Clavier et al., 2014).

(B) Distribution of notch wing phenotypes in vg-Gal4>UAS-rbf1; vg-Gal4>UAS-rbf1,buffy"3’; vg-Gal4>UAS-
rbf1,debclf?6 and vg-Gal4>UAS-rbf1,debclf26,buffy3”. Statistical analysis was performed using Wilcoxon tests:
debclf?6: n=305, a=4,25.10%, Ws=-5,56; buffy"?’: n=349, 0=6,53.10%, Ws=3,40; debclf?% buffy"3”: n=364,
0=4,63.103, Ws=-2,82. Each experiment was independently performed three times; a representative
experiment is shown.

(C) Quantification of apoptotic cells in the wing imaginal discs pouch visualized by TUNEL staining from the
genotypes described previously.

(D-H) Apoptotic cells were visualized by TUNEL staining (white dots) of wing imaginal discs of the genotype
indicated at the bottom of the image.

Asterisks indicate a statistically significant difference between two genotypes (Student’s test a<0.05).
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In this study, we used Rbfl-induced apoptosis to highlight the role of Bcl-2 family genes in
Drosophila apoptosis and display a new aspect of Rbfl pro-apoptotic activity. We show that
Debcl is required downstream of buffy in Rbfl-induced apoptosis. Debcl induces
mitochondrial fragmentation by binding the pro-fission protein Drpl which induces the
production of mitochondrial reactive oxygen species (ROS), leading to the JNK (c-Jun N-

terminal kinases) pathway activation and eventually cell death.

Result:
debcl is required downstream of buffy for Rbfl-induced apoptosis

We previously showed that the Bcl-2 anti-apoptotic gene buffy counteracted Rbfl-induced
apoptosis (Clavier et al., 2014). To determine if debcl, the second Bcl-2 gene in Drosophila,
was involved in Rbfl-induced apoptosis, we performed genetic interaction tests. As shown
previously, rbf1 overexpression at the dorso-ventral frontier of wing imaginal discs using the
UAS-Gal4 system with the vestigial (vg) Gal4 driver induced notches along the wing margin.
The number of notches correlated with the amount of apoptosis in wing imaginal discs of
third instar larvae (Milet et al., 2010). Wing phenotypes were classified into four categories
according to the number of notches: wild type (no notch), weak, intermediate and strong (Fig.
1A). When rbfl was overexpressed in loss of function mutant debcl“*° heterozygous
background, a significant shift of the distribution toward weaker phenotypes was observed as
compared to overexpression of 7bf1 only (Fig. 1B), showing that debc! is necessary for Rbfl-
induced notched wing phenotype. TUNEL staining quantification of third instar larval wing
imaginal discs confirmed that the shift of phenotypic distribution was related to a variation of
the amount of apoptosis in larvae. Indeed, many cells were TUNEL-labeled in vg-Gal4/+;
UAS-rbf1/+ wing discs but we observed a significant decrease of TUNEL-labeled cells when
rbfl was overexpressed in debcl””® background (Fig. 1C). These results indicate that Debcl

has a pivotal role in Rbfl-induced apoptosis.

Because Rbfl transcriptionally represses buffy, we hypothesized that buffy inhibition may
indirectly activate Debcl in Rbfl-induced apoptosis. To determine the epistatic relation
between buffy and debcl in Rbfl-induced apoptosis, we performed genetic interaction tests.
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Figure 2: Rbf1 triggers ROS-dependent JNK activation and apoptosis.

(A-D) Anti-Mmp1 immunostaining (white dots), of wing imaginal discs from en-Gal4 (a); en-Gal4>UAS-rbf1 (b);
en-Gal4>UAS-rbf1,debclf?¢ (c) and en-Gal4>UAS-rbf1,UAS-sod2 (d) larvae. All discs are shown with posterior to
the left. Scale bar: 100 pm.

(E) Quantification by flow cytometry of MitoSOx staining (a mitochondrial superoxyde indicator) in wing
imaginal discs from en-Gal4; en-Gal4>UAS-rbfl; en-Gal4d>UAS-rbf1,UAS-sod2; en-Gal4>UAS-sod2 and en-
Gal4>UAS-rbf1,debclf?¢ larvae.

(F) Distribution of notch wing phenotypes in vg-Gal4>UAS-rbf1, vg-Gal4>UAS-rbfl, UAS-sod2 and vg-
Gal4>UAS-rbf1, sod2492, Statistical analysis was performed using Wilcoxon tests: sod2: n=423, a=3,37.107,
Ws=-6,03; s0d24%2: n=269, a=5,3.104, Ws=3,46. Each experiment was independently performed three times; a
representative experiment is shown.

(G) Quantification of apoptotic cells visualized by TUNEL staining in wing imaginal discs from the genotypes
described previously.

Error bars are the S.E.M.. Asterisks indicate a statistically significant difference between two genotypes
(Student’s test a<0.05).




Résultats

When rbf] was overexpressed in a buffy™  loss of function heterozygous background,
distribution of the phenotypes significantly shifted toward stronger phenotypes as compared

to expression of rbfI alone (Fig. 1B). Interestingly, in a debcl"*®

heterozygote background,
buffy™™” loss of function cannot induced anymore phenotypic aggravation (vg-gal4/debcl™° ;
UAS-rbf1/+ compared with vg-gal4/debcl™® buffy™’ ; UAS-rbfl/+, Wilcoxon test : n=343,
a=1.6 10°, Ws = 3.2). Thus, buffy needs debcl to counteract Rbfl-induced loss of tissue.
Consistently, the numbers of apoptotic cells were not significantly different between these
two genetic backgrounds (Fig. 1C). Therefore, debcl is required downstream of buffy in Rbfl-

induced apoptosis.

Rbfl overexpression triggers mitochondrial reactive oxygen species production in a
debcl dependent manner

We previously showed that the JNK pathway activation was required to trigger apoptosis in
response to rbf1 overexpression (Milet et al., 2014). To determine the importance of Debcl in
JNK pathway activation, we performed an immunostaining against Mmp1, a protein encoded
by a target gene of JNK signaling pathway. We used engrailed-Gal4 (en-gal4) driver which
allows rbfl overexpression in the posterior compartment of wing imaginal discs. A
punctuated staining was observed in the posterior compartment for en-Gal4; UAS-rbf1 wing
imaginal discs (Fig. 2B), contrarily to en-Gal4/+ control wing imaginal discs (Fig. 2A). This
data confirm that Rbfl induces JNK pathway activation. However, when rbfI was
overexpressed in debcl™® heterozygous background (Fig. 2C), Mmpl protein level was
decreased in the posterior compartment compared to overexpression of rbfI alone. A
quantification of mmpl mRNA levels by RT-qPCR in these different genetic backgrounds
confirmed these data (Fig. S1A). Thus debc/ is required for Rbfl-induced JNK pathway

activation in wing imaginal discs.

JNK pathway can be activated by a wide variety of stimuli, such as receptor/ligand
interactions or cellular stress like ROS. In particular ROS have been reported to activate INK
pathway (Son et al., 2013). Interestingly, Debcl is localized in mitochondria which are known
to be the major site of ROS production in cells. Therefore we asked whether rbf1
overexpression induces mitochondrial ROS production which could be responsible of JNK

pathway activation. We measured mitochondrial superoxide production with MitoSOX
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fluorescence by flow cytometry. rbf1 overexpression increased the percentage of MitoSOX
positive cells as compared to the vg-gal4/+ control (Fig. 1E). Sod2 (Superoxide dismutase 2)
is a mitochondrial antioxidant enzyme which detoxifies superoxide. Consistently, when rbf1
and sod2 were co-overexpressed, the percentage of MitoSOX positive cells decreased,
compared to overexpression of rbfI alone. We also observed a significant decrease of

I%%% heterozygous background

MitoSOX positive cells when rbf1 was overexpressed in debc
indicating that debcl is required for Rbfl-induced ROS production. Then, in these different
genetic backgrounds, we assessed gstDI expression, which is a marker of mitochondrial
oxidative stress. An increase of gstDI mRNA level was observed when rbfI was
overexpressed compared to the control vg-Gal4/+ (Fig. S1B). When rbf1 was overexpressed
in a debcl”*® heterozygous background, the expression level of gstDI mRNA was similar to
vg-Gal4/+ control (Fig. S1B). All these data confirm that Rbfl triggers ROS production in a

Debcl dependent manner.

In order to precise the implication of ROS in Rbfl-induced apoptosis, we used sod2+”* loss of
function mutant and sod2 overexpression to perform some genetic interaction tests. When
rbfl was overexpressed in a sod2”’ heterozygous background, distribution of the wing
phenotypes shifted toward stronger phenotypes as compared to overexpression of rbfI alone
(Fig. 2F). Conversely, when rbfI and sod2 were co-overexpressed, distribution of the wing
phenotypes shifted toward weaker phenotypes. The variation of the phenotypic distribution
between these different genetic backgrounds correlated well with the variation of apoptotic
cells in wing imaginal discs (Fig. 2G). Thus, Sod2 limits Rbfl-induced apoptosis, which
suggests that ROS mediate this cell death.

Then, we wondered if ROS are involved in JNK pathway activation which could explain their
role in Rbfl-induced cell death. When rbf7 and sod2 were co-overexpressed, Mmp1 protein
(Fig. 2D) and mRNA levels (Fig. S1) were decreased compared to overexpression of rbf]
alone. Hence, Sod2 inhibits Rbfl-induced JNK pathway activation which suggests that ROS

are required to activate this signaling pathway.

Altogether, these data show that rbf1 overexpression induces a debc/-dependent mitochondrial

ROS production leading to JNK pathway activation and thus to cell death.
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Figure 3: Rbfl-induced apoptosis requires Drpl mediated mitochondrial fission.

(A-F) Mitochondrial morphology was observed by Alexa 488-coupled streptavidin in wing imaginal discs from
vg-Gal4 (a); vg-Gal4>UAS-rbfl (b); vg-Gal4,drpi1kC03815 (c); vg-Gald>UAS-rbf1,drp1Kc03815 (d); vg-Gal4>UAS-
rbf1,debclt?6 (e) and vg-Gal4>UAS-rbf1,UAS-buffy (f) larvae. Scale bar: 10 um.

(G) Distribution of notch wing phenotypes in vg-Gal4>UAS-rbfl and vg-Gal4>UAS-rbf1,drp1KG03815 n=312,
0<103° and Ws = -9.52. Each experiment was independently performed three times; a representative
experiment is shown.

(H) Quantification of apoptotic cells visualized by TUNEL staining of wing imaginal discs from vg-Gal4; vg-
Gal4>UAS-rbf1 and vg-Gal4>UAS-rbf1,drp1K603815 fljes,

(I) Quantification by flow cytometry of MitoSOx staining (a mitochondrial superoxyde indicator) in wing
imaginal discs from vg-Gal4; vg-Gal4>UAS-rbf1; vg-Gal4d>UAS-rbf1,drp1%¢93815> and vg-Gal4,drp1%0381° |arvae.

Error bars are the S.E.M.. Asterisks indicate a significant difference between two genotypes (Student’s test
0<0.05).




Résultats

Rbfl induces mitochondrial fragmentation which is required for ROS production and
cell death

Mitochondrial fission, which can occur during apoptosis (Desagher and Martinou, 2000;
Goyal et al., 2007) in mammalians cells and Drosophila, can regulate ROS generation(Park et
al., 2013; Qi et al., 2013). Interestingly, apoptosis can be blocked with a dominant negative
mutation or specific RNAi of the pro-fission gene drpl (Abdelwahid et al., 2007; Arnoult et
al., 2005; Breckenridge et al., 2003; Frank et al., 2001). Several studies highlighted the role of
Bcl-2 family proteins in the control of mitochondrial dynamic during apoptosis in mammalian
cells (Brooks et al., 2007; Frank et al., 2001; Karbowski et al., 2004; Karbowski et al., 2002;
Rolland and Conradt, 2010; Sheridan et al., 2008; Wasiak et al., 2007). Therefore, we
assessed the impact of rbfI overexpression on the mitochondrial dynamic. To visualize the
mitochondrial network, we used Streptavidin Alexa Fluor® 488 conjugate. As expected in vg-
Gal4/+ control discs, cells had a typical filamentous mitochondrial network (Fig. 3A), while
in response to rbfl overexpression, we observed punctuate units (Fig. 3B) which are
hallmarks of mitochondrial fragmentation. Of note, when rbfl was overexpressed in a
drp1*°"*%" heterozygous loss of function background (Fig. 3D), the mitochondrial network
appeared more filamentous than the one observed when rbf1 was overexpressed alone. These
data suggest that Rbfl-induced mitochondrial fragmentation is due to an increase in
mitochondrial fission that involved Drpl. Interestingly, we also observed a rescue of this
fragmentation when rbf] was overexpressed in debcl“* heterozygous background (Fig. 3E) or
when rbfl and buffy were co-overexpressed (Fig. 3F). Thus Debcl is required for Rbfl-

induced mitochondrial fission whereas Buffy prevents mitochondrial fragmentation.

We used drpI®?*" loss of function mutant to determine the implication of mitochondrial
fission in Rbfl-induced apoptosis. When rbf] was overexpressed in a drplX"*"
heterozygous background, we observed a decrease of notches in wings as well as a decrease
of the number of apoptotic cells in wing imaginal discs (Fig. 3G,H) compared to rbfI
overexpression alone. Thus, Drpl is required for Rbfl-induced apoptosis and that suggests
that mitochondrial fission plays a key role in Rbfl-induced cell death. In addition, we
observed a significant decrease of Mitosox positive cells when rbf] was overexpressed in

drp1**F heterozygous background (Fig. 3I) compared to overexpression of rbfI alone,
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Figure 4: Debcl-induced apoptosis requires Drpl mediated mitochondrial fission.

(A,B,C) Mitochondrial morphology observed by Alexa 488-coupled streptavidin in wing imaginal discs from ptc-
Gal4 (a); ptc-Gal4>UAS-debcl,UAS-debcl (b) and vg-Gal4>UAS-debcl,UAS-debcl,drp1KG093815 (c) |arvae. Scale bar:
10 pm.

(D) Measure of relative distance between L3 and L4 veins of the previously described genotypes.

(E) Quantification of apoptotic cells visualized by TUNEL staining of wing imaginal discs from the genotypes
described previously.

(F) Quantification by flow cytometry of MitoSOx staining (a mitochondrial superoxyde indicator) in wing

imaginal discs from ptc-Gal4; ptc-Gald>UAS-rbf1; ptc-Gal4>UAS-rbf1,drp1KC03815 and ptc-Gald,drp1Kc0381s
larvae.

Error bars are the S.E.M.. Asterisks indicate a significant difference between two genotypes (Student’s test
0<0.05).
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indicating that Drpl is required for Rbfl-induced ROS production. Furthermore, we verify
that drp1 loss of function decreased Rbfl-induced JNK pathway activation (Fig. S2).

Taken together these results show that rbfI overexpression induces a debcl- and drpl-
dependent mitochondrial fragmentation which promotes ROS production, JNK pathway

activation and eventually cell death.

Debcl induces mitochondrial fragmentation which is required for ROS production and
cell death

Our data indicate that Debcl plays a key role in Rbfl-induced apoptosis. We assessed if the
cascade of events (mitochondrial fragmentation, ROS production and JNK pathway
activation) characterized in Rbfl-induced apoptosis occurs in a similar fashion in Debcl-
induced apoptosis. Indeed, Debcl has been previously described as a pro-apoptotic protein.
For instance, overexpression of debcl using the UAS-Gal4 system with the patched (ptc) Gal4
driver induced apoptosis along the antero-posterior frontier (Colin et al., 2014). To determine
whether Debcl-induced apoptosis is associated with altered mitochondrial network, we used

Streptavidin, Alexa Fluor® 488 conjugate.

In ptc-Gal4/+ control discs, mitochondrial network was filamentous while punctuated
staining appeared in response to debcl overexpression (Fig. 4A,B). Thus, Debcl, as Rbfl,
induces a mitochondrial fragmentation in wing discs. When debc/ was overexpressed in a loss
of function drpl*“"**" heterozygous background (Fig. 4C), the mitochondrial network
appeared more filamentous than the one observed when debc! is overexpressed alone. These
data suggest that Debcl-induced mitochondrial fragmentation results from an increase of

mitochondrial fission.

JXG03815 155 of function to

We performed genetic interaction tests between debc/ and drp
determine the implication of mitochondrial fission in Debcl-induced apoptosis. In adult wing,
this apoptosis led to a decrease of the distance between veins L3 and L4 (Fig. 4D and (Colin
et al., 2014)). When debcl was overexpressed in a drpl*“"*"° heterozygous background, we
observed a rescue of the wing loss of tissue (Fig. 4D) as well as a decrease in the amount of

apoptosis in wing imaginal discs (Fig. 4E) as compared to overexpression of debcl/ alone.
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Figure 5: Debcl physically interacts with Drp1.
(A) Immunoprecipitation assays were performed with an anti-Flag antibody on cell extracts from ptc-
Gal4>UAS-debcl-HA; ptc-Gal4>UAS-debcl-HA,FLAG-HA-drpl and ptc-Gal4>UAS-debcl-HA, UAS-buffy, FLAG-HA-

drp1 larvae. Western-blotting on total extract (T) and immunoprecipitates (IP) were analyzed with anti-Flag
(Drpl) or anti-HA (Debcl) antibodies.

(B) Cell fractionations were performed on cell extracts from vg-Gal4, FLAG-HA-drp1; vg-Gal4>UAS-rbf1, FLAG-
HA-drp1 and vg-Gal4>UAS-rbf1, FLAG-HA-drp1, debclf?° larvae. Total extract (T), mitochondrial fraction (M)
and cytosolic fraction (C) were subjected to immunoblot analysis with anti-HA (Drp1), anti-F1-ATPase (B
subunit) and anti-Tubulin antibodies.
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Thus, Drp1 is required for Debcl-induced apoptosis which suggests that mitochondrial fission
plays a key role in Debcl-induced cell death.

Then, we investigated whether debcl overexpression was sufficient to induce mitochondrial
ROS production. Indeed, debcl overexpression increases the proportion of Mitosox positive
cells in the wing imaginal discs compared to the ptc-gal4/+ control (Fig. 4F). In addition, we
observed a significant decrease of Mitosox positive cells when debcl was overexpressed in
drpI**7 heterozygous background when compared to overexpression of debcl alone,

indicating that Drp1 is required for Debcl-induced ROS production.

These results highlight that debcl overexpression induces a drpl-dependent mitochondrial
fragmentation leading to ROS production and thus to cell death. Therefore debcl

overexpression was sufficient to recapitulate the mitochondrial events induced by Rbf1.

Debcl physically interacts with Drp1 in vivo

Drpl plays a key role both in Rbfl- and Debcl-induced apoptosis. In mammals, in the absence
of apoptotic stimuli Drpl is mostly cytosolic whereas it is stabilized to mitochondria in
apoptotic cells (Wasiak et al., 2007). Because Debcl is a mitochondrial protein, we wondered
whether Drpl and Debcl physically interact during apoptosis. We used transgenic larvae
expressing Debcl-HA and/or FLAG-HA-Drpl to perform immunoprecipitations with anti-
FLAG antibody. When FLAG-HA-Drpl was immunoprecipitated, we observed a co-
immunoprecipitation of Debcl-HA (Fig. 5A) suggesting that Drpl and Debcl physically
interact in vivo. Interestingly, when buffy was overexpressed, the co-immunoprecipitation of
Debcl-HA was lost (Fig. SA), suggesting that Buffy inhibits the physical interaction between
Debcl and Drpl. Because we do not have antibody against Debcl we were not able to test if
this interaction occurs during Rbfl-induced apoptosis without debc/-HA overexpression. Even
thought, when rbf1 was overexpressed, we observed an increase of FLAG-HA-Drpl proteins
in mitochondrial enriched fraction compared to vg-Gal4, FLAG-HA-drpl control (Fig. 5B).
Consistently, FLAG-HA-Drpl proteins decreased in the cytosolic fraction. Interestingly,
debcl®?® heterozygous loss of function impeded both Drpl mitochondrial accumulation and

Drpl cytosolic depletion (Fig. 5B). This result indicates that Debcl is required for Drpl
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mitochondrial enrichment and argues for an interaction between Debcl and Drpl during

Rbfl-induced apoptosis.

Taken together these results indicate that Debcl and Drpl are part of a same protein complex.
This complex formation emphasizes Drpl mitochondrial localization which may trigger the

mitochondrial fragmentation observed following debcl or rbf1 overexpression.

Discussion:

In this paper, we characterized the death pathway induced by Rbfl in Drosophila (Fig. 6) and
highlighted the role of Bcl-2 family genes during this process. Although Debcl has a pro-
apoptotic activity in different tissues (Brachmann et al., 2000; Colussi et al., 2000; Igaki et al.,
2000; Senoo-Matsuda et al., 2005), its mechanism of action was practically unknown. Our
results show that debcl is required for Rbfl-induced mitochondrial fragmentation, ROS
production and JNK pathway activation which lead to Rbfl-induced apoptosis. Moreover,
debcl overexpression by itself can recapitulate these different events initiated at the
mitochondria level. Thus, our work allows shed light on the molecular mechanisms involved
in Debcl pro-apoptotic activity. Besides, our results corroborate previous data (Quinn et al.,
2003; Sevrioukov et al., 2007) indicating that Debcl and Buffy act in opposing ways. Indeed,
we show that buffy loss of function leads to an increase in Rbfl-induced apoptosis only in

debcl loss of function background.

During Rbfl-induced apoptosis, the mitochondrial network is fragmented. Rbfl-induced
mitochondrial fragmentation and cell death depend on drpl. Thus our data suggest that Rbfl
triggers mitochondrial fission itself required for cell death. However, we still do not know
whether Drpl pro-apoptotic activity relies on its capacity to induce mitochondrial fission. Of
note, other data support this idea. Indeed, it has been demonstrated that blocking
mitochondrial fusion in wing imaginal discs with RNAi against marf cause apoptosis
(Thomenius et al., 2011). Moreover, Thomenius et al., demonstrated that Reaper induces
mitochondrial fragmentation by binding to Marf and inhibiting it, which in turn leads to
caspase activation and cell death (Thomenius et al., 2011). Thus a growing number of studies
point out the importance of mitochondrial dynamics in apoptosis regulation. Because Drpl is
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involved in Rbfl-induced mitochondrial ROS production, it is conceivable that Rbfl-induced
mitochondrial fragmentation affects mitochondrial respiratory chain function and increases
the electron leakage which could explain the increase in mitochondrial ROS. In this case, the

role of Drp1 in cell death would be closely related to its function in mitochondrial fission.

In mammals, a number of studies support the link between pro-apoptotic Bcl-2 proteins and
mitochondrial fusion/fission machinery (Rolland and Conradt, 2010). During apoptosis,
mitochondrial fragmentation occurs simultaneously with Bax relocalization to mitochondria.
Bax colocalizes with Drpl and Mitofusin2 at fission sites (Karbowski et al., 2002). Bax plays
a critical role in mitochondrial fragmentation during apoptosis (Brooks et al., 2007; Frank et
al., 2001). On the contrary, Mitofusin2 goes against Bax-induced apoptosis (Neuspiel et al.,
2005). Thus pro-apoptotic Bcl-2 proteins cause mitochondrial fragmentation by activating
fission and/or blocking fusion. Here, we show for the first time in Drosophila, that Debcl and
Buffy control mitochondrial dynamic in dying cells. Indeed, we show that Debcl is required
for mitochondrial fragmentation observed during rbfI-induced apoptosis. Galindo et al.,
showed that mitochondrial morphology is not affected by debcl/ loss of function. Taken
together these results indicate that Debcl ensures a role in mitochondrial dynamic, only in
specific context such as in apoptotic conditions. Interestingly, Debcl also modulates
mitochondrial density and activity, independently of apoptosis, in neuronal processes
(Tsubouchi et al., 2009). Debcl role in mitochondrial dynamic during apoptosis involves a
physical interaction between Debcl and Drpl. This interaction may be responsible for Drpl
activation and therefore for mitochondrial fission. In mammals, there is no evidence for a
physical interaction between Drpl and a pro-apoptotic member of Bcl-2 family. However,
Bax participates in Drpl activation by other means. During apoptosis, Bax stimulates Drpl
sumoylation and thus promotes Drpl stable association to mitochondrial membranes.
Moreover, outer mitochondrial membrane permeabilization mediated by Bax allows the
release of DDP/TIMMSa. This protein physically interacts with Drpl (Arnoult et al., 2005)

which stabilizes Drpl at mitochondria where it can induce mitochondrial fragmentation.

Our study also provides a better definition of Rbfl pro-apoptotic activity. Indeed, our results
indicate that Rbfl, through a transcriptional regulation of buffy, can activate Debcl which

plays a crucial role in cell death commitment. In mammals, Bcl-2 family regulations by pRb
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are most of the time transcriptional regulations by pRb/E2F (Bertin-Ciftci et al., 2013;
Bracken et al., 2004; Hao et al., 2007; Hershko and Ginsberg, 2004; Morales et al., 2011;
Zhao et al., 2005). But a recent study demonstrated that pRb induces apoptosis directly at the
mitochondria where pRb binds and conformationally activates Bax(Hilgendorf et al., 2013).
Thus, Bcl-2 family role in the control of apoptosis by Rb seems to be conserved between

species although operating in different ways.

Our data indicate that »bf1 overexpression induces a mitochondrial death pathway involving
mitochondrial fragmentation and ROS production in a debcl-dependent manner. Interestingly
a role of Rbfl/dE2F pathway in the regulation of mitochondrial function has been reported
(Ambrus et al., 2013). Indeed Rbfl/dE2F controls the expression of genes encoding
mitochondrial proteins. This regulation is critical for normal induction of apoptosis in
response to irradiation. In mammals, pRB at mitochondria activates Bax and mitochondrial
apoptosis in response to diverse stimuli (Hilgendorf et al., 2013), which is in agreement with
its tumor-suppressive function. Thus mitochondria seem to play an important role in the death
process induced by Rbfl or its counterpart pRb. Our data highlight an important role of Drpl
in Rbfl-induced apoptosis. In mammals, some data indicate that Bax and Drpl colocalize at
mitochondria during apoptosis (Karbowski et al., 2002) and that Bax and pRb interact in vivo
(Hilgendorf et al., 2013). Thus, it would be interesting to test the role of Drp1 in pRb-induced

apoptosis.

There is increasing evidence that key oncogenes and tumor suppressors modulate
mitochondrial dynamics (Boland et al., 2013) which may be significant for tumorigenesis.
Therefore, it is possible that regulating mitochondrial dynamics may be a useful therapeutic
modality to induce cell death especially in Rh-deficient tumors. According to this idea, BIRO-
1, a cell permeable BH3 peptides, promotes mitochondrial fragmentation in retinoblastoma
cells which leads to cell death (Allaman-Pillet et al., 2014). Understanding how tumor
suppressors modulate mitochondrial dynamics could be a major area of research in order to

improve cancer treatment.
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Materials and Methods

Fly stocks:

Flies were raised at 25 °C on a standard medium. The UAS-rbf1 and vg-Gal4 strains were
generous gifts from J Silber. The en-Gal4 and ptc-gal4 strains were kindly provided by L.
Théodore. The UAS-debcl flies were generously provided by H. Richardson(Colussi et al.,
2000). The following strains were obtained from the Bloomington Stock Center
(Bloomington, IN, USA): buffy"”" (27340), UAS-buffy (32059), debcl™° (27342), debcl®*
buffy™™” (27338), UAS-Sod?2 (24494), Sod2"* (27643), drp1*“***" (13510) and FLAG-FIAsH-
HA-drpl (42208). buffy™”’, debcl™°, Sod2"* and drp1*“”**"° are null mutations (Sevrioukov et
al., 2007; Verstreken et al., 2005). The UAS-RNAi-hep strain (4353R2) was from the
National Institute of Genetics stock center (NIG-Fly, Japan). We used a w''*® fly stock as the

reference strain.

Test of phenotype suppression in the wing:

To test the implication of candidate genes in rbfI-induced apoptosis, the severity of the
notched wing phenotype induced by UAS-rbfI overexpression led by vg-Gal4 driver was
assayed in different genetic backgrounds. For each gene, we verified that the alteration of this
gene expression level (overexpression or mutant) did not induce any wing phenotype. vg-
Gal4>UAS-rbf1 Drosophila females were crossed with males bearing a loss-of function
mutation for the different genes or allowing their overexpression. The progenies of all crosses
were classified according to the number of notches on the wing margin. Wilcoxon tests were
performed as described previously (Brun et al., 2002). We considered the difference
significant when a<107. To test the implication of drpl in debcl-induced apoptosis, the
severity of wing loss of tissue induced by UAS-debcl overexpression led by ptc-Gal4 driver
was assayed in different genetic backgrounds. ptc-Gal4>(UAS-debcl), Drosophila females
were crossed with wild-type males or males bearing a loss-of function mutation for drpl. For
the progenies of all crosses, the distance between veins L3 and L4 was measured
perpendicularity to the sixth sensilla of the dorsal row of the anterior wing margin and plotted
against the distance between the extremity of veins 4 and 5. Student’s t-tests were performed

and results were considered to be significant when a<5%.
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TUNEL staining of imaginal discs:
Third instar larvae were dissected in PBS pH 7.6, fixed in PBS/formaldehyde 3.7%, washed
three times for 10min in PBT (1X PBS, 0.5% Triton). Discs were then dissected and TUNEL

staining was performed according to manufacturer’s instructions (ApopTag Red in situ
apoptosis detection kit, Millipore, Temecula, CA, USA). Discs were mounted in CitifluorTM
(Biovalley, Marne-La-Vallée, France) and observed with a Leica SPE upright confocal
microscope (Leica, Wetzlar, Germany). White patches in the wing pouch (for rbf]
experiments) or in pfc area (for debcl experiments) were counted for at least 30 wing imaginal
discs per genotype. Student’s t-tests were performed and results were considered to be

significant when a<5%.

Immunostaining:

Third instar larvae were dissected in PBS pH 7.6, fixed in PBS-3.7% formaldehyde. Discs

were labeled by incubation overnight at 4°C with anti-Mmp1 (mouse monoclonal antibody,
1/25, SH7B11, DSHB, Iowa, USA) in PBT-FCS (PBS, 0,3% Triton, 10% Fetal Calf Serum).
Incubation with anti-mouse secondary antibody (Alexa Fluor 488 Goat Anti-Mouse IgG
(H+L) Antibody, Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) or with
Streptavidin, Alexa Fluor® 488 conjugate (1/50, Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific)
was carried in PBT-FCS for 2 h at room temperature. After washing in PBT, wing discs were
finally mounted in CitifluorTM (Biovalley) and observed with a Leica SPE upright confocal

microscope.

ROS measurement:

As described in(Bergeaud et al., 2013), MitoSOX (Molecular Probes, Thermo Fisher

Scientific) was used to measure the mitochondrial production of superoxide. Briefly, twenty
wing imaginal discs were dissected in Schneider's Drosophila medium (Fisher Bioblock
scientific, Illkirch Graffenstaden, France), then cells were trypsinized. 5 pM MitoSOX were
added to the cells placed at 37°C. Red fluorescence was then measured by flow cytometry by
analyzing 2000 events per experimental condition. Flow cytometric measurements were

performed using a BD LSRFortessa (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA). Fluorescence
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was induced by the Yellow-Green Laser (561 nm). Red fluorescence was collected with a PE

dectector (emission: 578 nm).

Immunoprecipitation:

Five third instar larvae were dissected in PBS pH 7.6, crushed in lysis buffer (Tris-HCI pH 8
50 mM, NaCl 150 mM, Nonidet P40 1% (NP40), protease inhibitor cocktail (complete Mini
EDTA free, Roche, Boulogne-Billancourt, France)). Cuticles were removed after
centrifugation for 10 min at 1500 rpm at 4°C. An additional centrifugation was realized for 15
min at 6000 g at 4°C in order to eliminate membrane fragments. The supernatant (total
extracts) was recovered and 75ul were incubated with 15 pl of anti-FLAG antibody attached
to agarose beads (Anti-FLAG® M1 Agarose Affinity Gel, Sigma Aldrich, Saint-Quentin
Fallavier France) overnight at 4°C on a rotating wheel. Immune complexes were then washed
five times with lysis buffer and resuspended in loading buffer. Samples were boiled for 5 min

and proteins were subjected to western blotting as described below.

Cell fractionation:

Ten third instar larvae were dissected in PBS pH 7.6, crushed in 400ul of fractionation buffer
(Tris-HC1 pH 8 10 mM, EDTA 10 mM, Sucrose 0,32 M), protease inhibitor cocktail
(complete Mini EDTA free, Roche). Cuticles were removed after centrifugation for 5 min at
750 rpm at 4°C. 15 pl (total extracts) were kept. An additional centrifugation was realized for
10 min at 5000 rpm at 4°C. The supernatant (cytosolic fraction) was recovered. The pellet
(mitochondrial fraction) was washed once with fractionation buffer and then was resuspended
in 350 pl of fractionation buffer. Samples were boiled for 5 min and proteins were subjected

to western blotting as described below.

SDS-PAGE electrophoresis and western blot:
Proteins were separated in 4-20% Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™ Precast Gels

according to the manufacturer’s instructions (BIO-RAD, Hercules, CA, USA) and transferred
onto PVDF membrane (Millipore, Darmstadt, Germany). Blots were incubated with primary
antibodies (anti-HA antibody (1/1000, ab9110, abcam, Cambridge, England), anti-Flag.M2
antibody (1/500, Agilent, Santa Clara, CA, USA), anti-Tubulin (1/500, clone B-5-1-2, Sigma)

and anti-F1-ATPase (B-subunit MS503, MitoScience/abcam, Cambridge, United-Kingdom))
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overnight at 4°C and were then incubated for 1 h with peroxidase-conjugated anti-mouse
antibody (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA). Immunoreactive bands were
detected by Immobilon Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore), visualized and

quantified using ChemiDoc XRS+ system (BIO-RAD).
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Supplementary Figures

The Drosophila retinoblastoma protein, Rbfl, induces a debcl and drpl-dependent

mitochondrial apoptosis.

Amandine Clavier, Vincent Ruby, Aurore Rincheval-Arnold, Bernard Mignotte,
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Figure S1: Rbfl induces JNK activation and ROS production through Debcl.

Quantification by RT-qPCR of mmpl mRNA and gstD/ mRNA in wing imaginal discs from
vg-Gal4, vg-Gal4>UAS-rbf1, vg-Gal4>UAS-rbf1,UAS-RNAi-hep; vg-Gal4>UAS-
rbfl,debcl®?® and ve-Gal4>UAS-rbf1,UAS-sod?2 larvae. Data are normalized against 7p49 and
the mean of three independent experiments are shown. RT-qPCR are performed as described
previously (Clavier et al., 2014, Cell Death Dis 5, ¢1405)

Error bars are the S.E.M. *: Student’s t-test, P<0,05.
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en>rbf1 @B  en>rbf1, drp14co%7s

Figure S2: drpl is required for rbfl-induced JNK pathway activation.

Anti-Mmp! immunostaining (white dots), in wing imaginal discs from en-Gal4>UAS-rbf1 (a)
and en-Gal4>UAS-rbf1,drp1*“"**"° (b) larvae. All discs are shown with posterior to the left.
Scale bar: 100 um.
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I11. Manuscrit n°3 : Des activateurs spécifiques de la voie JNK sont
requis pour activer l'apoptose ou la prolifération compensatoire en

réponse a la surexpression de rbf1
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La voie JNK est une voie de signalisation extrémement conservée chez les eucaryotes. Elle a d’abord été
caractérisée pour son role dans la réponse au stress mais elle assure également des fonctions importantes au
cours du développement (Rios-Barrera and Riesgo-Escovar, 2013) (cf. paragraphe |.B.5 de I'introduction). Chez
la drosophile, cette voie de signalisation est requise pour la morphogeneése des cellules folliculaires, la fermeture
dorsale de I'embryon, la fermeture thoracique pupale, la rotation des disques génitaux, autant d’événements
qui impliquent un changement de forme des cellules (Dobens et al., 2001; Macias et al., 2004; Martin-Blanco et
al., 2000; Noselli and Agnes, 1999; Rousset et al., 2010). Au-dela de cette fonction développementale, la voie
JNK est activée pendant la réparation des tissus en réponse a différents stress cellulaires et cette activation
conduit au déclenchement de I'apoptose et de la prolifération cellulaire. En dépit de ces réles extrémement
variés, les différents effecteurs en amont de la voie convergent pour activer I'unique JNK de drosophile, a savoir
Bsk. Un des challenges de la recherche actuelle est de déterminer quels sont les composants de la voie JNK

impliqués en amont de Bsk dans I'induction d’une réponse cellulaire donnée.

Une forme mutante de Rbfl, modifiée au niveau d’un site putatif de clivage par les caspases appelée
Rbf1P253A 3 été généré au laboratoire ((Milet et al., 2014), cf. article en Annexe). Nous avons mis en évidence

D253A

que I'expression de rbf1 au sein du disque imaginal d’aile induit de la mort cellulaire, ce qui indique que cette

forme mutante de Rbfl conserve la propriété pro-apoptotique de la forme sauvage dans un tissu prolifératif. De

facon intéressante, I'expression de rbf102534

, mais pas celle de rbf1, conduit a la présence de tissu ectopique sur
I'aile adulte, associée a une augmentation de la prolifération cellulaire au stade larvaire. L’apoptose et la
prolifération induite par Rbf1P2>3* dépendent de la JNKK Hep. Ces résultats qui suggéraient un réle de Rbfl dans
le controle de I’homéostasie tissulaire nous ont conduits & poser I'hypothése que Rbf1P2%3* perturbait un

mécanisme de prolifération compensatoire.

Nous avons utilisé les phénotypes induits par rbf1 et rbf1°2>34 pour caractériser les membres de la voie
INK spécifiquement impliqués dans I'apoptose et la prolifération cellulaire. Par le biais de tests d’interaction
génétique, et en utilisant des marqueurs d’apoptose et de prolifération cellulaire, nous avons pu mettre en
évidence que la petite GTPase Racl était impliquée en amont des JNKKKs dTak1 et dMekk1 dans I'activation de
la voie INK aboutissant a I'induction d’apoptose en réponse a la surexpression de rbf1 ou rbf1°?>34, De plus, nous
avons pu mettre en évidence que cette mort cellulaire déclenchait une prolifération en réponse a I'apoptose,
elle-méme dépendante de la voie JNK, mais impliquant des effecteurs différents, a savoir la protéine adaptatrice
dTRAF1 et la JNKKK Slipper. Ainsi, nous avons identifié les membres de la voie JNK impliqués sélectivement dans

I'induction d’apoptose par Rbfl ou dans la prolifération en réponse a cette apoptose.

De facon intéressante, nous avons pu montrer que la surexpression de dtrafl s’oppose a la perte de
tissus induite par rbf1 en stimulant la prolifération en réponse a I'apoptose observée suite a la surexpression de
rbfl. Dans ces conditions, certaines drosophiles adultes présentent un phénotype d’hyperprolifération
comparable a celui observé suite a la surexpression de rbf1°?>**, dTRAF1 semble donc étre un facteur clé du

processus de prolifération en réponse a I'apoptose chez la drosophile.
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En outre, nous avons pu mettre en évidence, en utilisant un systeme inductible par choc thermique, que
I'expression transitoire de rbfl conduit a de la mort cellulaire au sein du disque imaginal d’aile et a une
augmentation de la prolifération en réponse a cette mort. En dépit de I'induction de mort cellulaire au stade
larvaire, les ailes adultes ne présentent aucun phénotype de perte de tissus. Ces résultats soulignent I'existence
d’un mécanisme de prolifération compensatoire en réponse a la mort induite par Rbfl au cours du

développement chez la drosophile.

Les données que nous avons obtenues contribuent donc d’une part, a une meilleur caractérisation des
mécanismes a |'origine de la spécificité de réponse de la voie JNK et, d’autre part, a une amélioration de notre
compréhension du processus de prolifération compensatoire présenté dans la partie I.C de l'introduction.

L’ensemble de ces résultats fait I'objet d’'un manuscrit soumis a « Cell death and differentiation ».
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Title: Two different specific JNK activators are required to trigger apoptosis or compensatory proliferation in
response to Rbfl in drosophila

Running title: Rbfl induces JNK dependent compensatory proliferation
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Abstract:

The Jun Kinase (JNK) signaling pathway responds to diverse stimuli by appropriate and specific cellular
responses such as apoptosis, differentiation or proliferation. The mechanisms that mediate this specificity
remain largely unknown. The core of this signaling pathway, composed of a JNK protein and a JNK kinase
(JNKK), can be activated by various putative JNKK kinase (JNKKK) which are themselves downstream of
different adaptor proteins. A proposed hypothesis is that the JNK pathway specific response lies in the
combination of a JNKKK and an adaptor protein upstream of the JNKK. We previously showed that the
drosophila homologue of pRb (Rbfl) and a mutant form of Rbfl (Rblezs3A

P253A is also able to induce a JNK-dependent abnormal proliferation. Here, we show

) have a JNK-dependent pro-
apoptotic properties. Rbfl
that Rbfl-induced apoptosis triggers proliferation which depends on the JNK pathway activation. Taking
advantage of these phenotype, we investigated the JNK signaling involved in either Rbfl-induced apoptosis or
in proliferation in response to Rbfl-induced apoptosis. We demonstrated that two different JNK pathways
involving different adaptor proteins and kinases are involved in Rbfl-apoptosis (i.e. Racl-dTakl-dMekk1-JNK
pathway) and in proliferation in response to Rbfl-induced apoptosis (i.e. dTRAF1-Slipper-JNK pathway). Using a
transient induction of rbfl, we show that Rbfl-induced apoptosis activates a compensatory proliferation
mechanism which also depend on Slipper and dTRAF1. Thus, these two proteins seem to be key players of

compensatory proliferation in drosophila.

Key words: Apoptosis, Rbfl, JNK, compensatory proliferation, dTRAF1
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Figure 1: rbfl-induced apoptosis triggers cell proliferation and JNK signaling pathway activation in wing
imaginal discs._

(A, E, 1) anti-Ci staining used to visualize the anterior domain in wing pouch imaginal discs from en-Gal4/+ or
en-Gal4/+; UAS-rbf1/+ or en-gald/de2f276Q'; UAS-rbfl/+ third instar larvae. A line indicates the antero-
posterior frontier and the posterior compartment is on the left side.

(B, F, J) Visualization of apoptotic cells by TUNEL staining in wing pouch imaginal discs of previously described
genotypes.

(C, G, K) Visualization of mitotic cells by PH3 staining in wing pouch imaginal discs of previously described
genotypes.

(F’, G’ H’) High magnification from F, G and H. (D, H, L) Merge of anti-Ci, TUNEL and PH3 staining.

(M, N) Visualization of B-Galactosidase in wing pouch imaginal discs from en-Gald/puc-LacZ or en-Gal4/puc-
LacZ; UAS-rbf1/+ third instar larvae.

(O) Visualization of B-Galactosidase and PH3 staining in wing pouch imaginal discs from en-Gal4/puc-LacZ;
UAS-rbf1/+.

(P) Visualization of -Galactosidase and TUNEL staining in wing pouch imaginal discs from en-Gald/puc-LacZ;
UAS-rbf1/+. Arrows showed double labeled cells.




Résultats

Introduction

The tumor suppressor retinoblastoma protein (pRb) is inactivated in a wide variety of cancers’. It plays
important roles in many processes implicated in cell fate decisions such as proliferation, apoptosis and
differentiation. Consistently with its tumor suppressor role, pRb inhibits cell proliferation by controlling the
G1/S transition”. Contrarily to this well characterized role in cell cycle regulation, its role in apoptosis remains
poorly understood. Indeed, pRb has been found to be either pro- or anti-apoptotic3’ #5678 However, we still
do not know the precise conditions which govern pRb properties on apoptosis. To clarify how the status of the
cell impacts the role of pRb in apoptosis regulation, Drosophila has been used as a model organism. The
expression of rbf1 induces apoptosis in proliferative tissues in a caspase-dependent manner, whereas no cell
death is triggered by rbf1l expression in post-mitotic cells’. More recently, this powerful model has allowed to
highlight that a mutant form of Rbfl, at a conserved caspase cleavage site, called Rbf1°>** retains Rbfl pro-
apoptotic properties but is also able to induce an increase in cell proliferation leading to an overgrowth
phenotypew. This last phenotype emphasizes the role of Rbfl in tissue homeostasis regulation and suggests
that Rbf1°*** could stimulate a compensatory proliferation mechanism. The activation of the JNK (Jun N-
terminal kinase) pathway is required for both Rbfl and Rbf1°****-induced apoptosis. Interestingly, INK pathway
is also required for Rbf1°***-induced overgrowth phenotype. Thus, JNK pathway activation can lead to
different effects.

The JNK signaling pathway is highly conserved among metazoans. It plays an important role in different
biological processes such as tissue morphogenesis, wound healing, immune response, programmed cell death
or life spanll’ 2 The INK pathway is a kinase cascade leading to the phosphorylation and activation of the JNK
proteins. The activated JNK translocates to the nucleus where it phosphorylates transcription factors and by
this way modulates transcriptional level of target genes. JNK is activated by JNKKs which are themselves
activated by a great number of JNKKKs™. Another level of complexity lies in the mode of activation of the
JNKKKs which involves different adaptor proteins: small GTPases of the Ras superfamily, kinases (i.e. : Msn) or
scaffold proteins such as Trafl (TNF (tumor necrosis factor) receptor associated factor 1). Despite extensive
progress in the understanding of the JNK pathway, the mechanisms by which the pathway contributes to
pleiotropic effects are poorly defined.

Here, we used Rbfl and Rbf1°****-induced phenotypes to tackle the problem of JNK signaling specificity in vivo.
Firstly, we realized genetic interaction tests based on Rbfl-induced loss of tissue phenotypes to identify JNK
pathway members specifically involved in the induction of apoptosis. In parallel, we used Rbf1°>*-induced
overgrowth phenotypes to determine members of the JNK pathway that are involved in the induction of
proliferation. We identified the specific adaptor proteins and JNKKKs which are either responsible for the JNK
activation leading to apoptosis or to proliferation. Interestingly, the characterization of JNK members specific
effects allowed us to highlight that Rbfl-induced apoptosis triggers proliferation which compensates the loss of
tissue. Transient expression of Rbfl confirms that rbfl-induced apoptosis lead to a JNK pathway-dependent
compensatory proliferation.

Thus, our study revealed the importance of adaptor proteins and JNKKKs to explain JNK pathway specific
response. Moreover, our work identifies specific proteins involved either in Rbfl-induced apoptosis or in
proliferation in response to cell death and may represent new potential targets for cancer treatment.

Results

Both rbfi-induced apoptosis and proliferation in response to apoptosis involve a JNK pathway activation

D253A, a mutant form of Rbfl, induces both apoptosis and an overgrowth

We previously demonstrated that Rbfl
wing phenotype which is associated with abnormal non-cell autonomous proliferation and requires the
activation of the JNK pathway. We postulated that this mutant form of Rbfl could deregulate an
apoptosis-induced proliferation (AiP) mechanism™. To test this hypothesis, we first determined if rbf1-induced
apoptosis is able to promote a compensatory proliferation in vivo. We performed simultaneously a TUNEL
staining to detect apoptotic cells and an anti-phospho-histone H3 (PH3) staining to label mitotic cells in wing

imaginal discs of en-Gal4d/+ and en-Gal4/+; UAS-rbfl/+ third instar larvae. The en-Gal4 driver allows the
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Figure 2: rbfi-induced apoptosis requires the GTPase Racl and the specific kinases dTak1 and dMekk1.

(A) Diagram of the JNK signaling pathway.

(B) Apoptosis induced by rbf1 in vg-Gal4/+; UAS-rbfi/+ third instar larval wing imaginal discs give rise to
notches in adult wings. Adult wing phenotypes are grouped into four categories (wild type, weak, intermediate
and strong) according to the numbers of notches observed along wing margin (adapted from Milet et al. 2010).
(C-E) Comparison of notch wing phenotypes distribution between : (C) vg-Gal4/+; UAS-rbf1/+ and vg-Gal4/
jra 103 UAS-rbf1/+ flies, Wilcoxon test: n= 292, a=1,36 101°, Ws=-6,60; (D) vg-Gal4/+; UAS-rbfi/+ and vg-
Gal4/ UAS-RNAI dtak1; UAS-rbf1/+ flies, Wilcoxon test: n= 278, a. =1,17 10, Ws=-6,22; (E) vg-Gal4/UAS-egfp;
UAS-rbf1/+ and vg-Gal4/ UAS-RNAI racl; UAS-rbf1/+ flies, Wilcoxon test: n= 278, . =1,17 10, Ws=-6,22. Each
experiment presented in C-E was independently performed three times.

(F-1) Visualization of apoptotic cells by TUNEL staining in wing pouch imaginal discs from en-Gal4/UAS-rbf1 or
en-Gal4/ jra*19%; UAS-rbf1/+, or en-Gal4/UAS-RNAi dtak1; UAS-rbf1/+ or en-Gal4/ UAS-RNAI racl; UAS-rbf1/+
third instar larvae. Posterior compartment is on the left side.

(J-L) Comparison of apoptotic cells numbers in the wing pouch imaginal discs between en-Gal4/+; UAS-rbf1/+
and en-Gal4/ jra'A1%9%; UAS-rbf1/+ third instar larvae; between en-Gald/+; UAS-rbf1/+ and en-Gal4/UAS-RNAi
dtak1; UAS-rbf1/+ third instar larvae and between UAS-rbf1/+ or en-Gal4/ UAS- RNAI racl; UAS-rbf1/+ third
instar larvae. Asterisks indicate a statistically significant difference between two genotypes (Student’s test
0<0.05). For each genotype, quantifications were done for 30 third instar larval wing imaginal discs at least.




Résultats

expression of rbfl specifically in the posterior compartment of the wing imaginal disc. So, we used anti-Ci
antibodies to stain the anterior compartment and mark off the posterior compartment (figure 1A and E). As
expected, numerous apoptotic cells were observed in the posterior compartment of en-Gal4/+; UAS-rbf1/+
wing discs, compared with en-Gal4/+ control wing disc (figure 1B, F and F'). Interestingly, an increase in PH3
staining was observed in the rbfl-expressing compartment (figure 1C, G and G') compared with control wing
disc. Moreover we observed TUNEL and PH3 labelling in adjacent cells in en-Gal4/+; UAS-rbf1/+ wing imaginal
disc (figure 1H'). This indicates that cells which proliferate are adjacent to dying cells. We next tested whether
this increase of proliferation is dependent on the presence of apoptotic cells. We had previously shown that
rbfl-induced apoptosis requires the dE2F2 transcription repressor and is inhibited in a heterozygous de2f2
mutant background " Thus, we used the derZmn loss of function mutant to inhibit rbfI-induced apoptosis.
We observed that the inhibition of apoptosis in en-ga/4/dezf27601; UAS-rbfl/+ wing imaginal discs was
associated with a reduction of PH3 staining compared with en-Gal4/+; UAS-rbfl/+ (figure 1J, K). Thus, the
increase in proliferation observed in rbf1 overexpressing discs was trigger in response to apoptosis.

JNK signaling pathway can be associated with both apoptosis and proliferation events. To investigate if the JNK
pathway is activated either in apoptotic or mitotic cells consecutively to rbf1 expression, we use the puc-LacZ
reporter, which monitors JNK activityls. rbf1 overexpression caused an activation of the JNK signaling both in
apoptotic and in proliferative cells, as PH3 or TUNEL positive cells were detected by the presence of p-Gal
staining (figure 1M-P). Thus the JNK pathway is activated in both apoptotic cells and proliferating cells.

Altogether, these data indicate that rbfl-induced apoptosis triggers cell proliferation in response to apoptosis
and that both events were associated with an activation of the JNK signaling pathway.

The specific adaptor dRacl and the kinases dTak1l and dMekk1 are required for rbf1-induced apoptosis

JNK signaling pathway involves a kinase cascade composed of different levels of MAP Kinases (figure 2A). By co-
expressing rbf1 with a bsk-RNAi to disrupt the JNK pathway, we had previously shown that the JNK Bsk was
required for Rbfl-induced apoptosislo. In this study we tested the involvement of JNK pathway effectors using

at least two mutant or RNAi lines per effector. RNAI efficiency has been confirmed previouslyls’ v

. First, to
verify that the Jun-related antigen (Jra) and the Kayak (Kay), transcription factors were necessary, we
performed genetic interaction tests. Indeed, as previously described, the overexpression of rbfl1 with the
vestigial (vg)-Gal4 driver, induces notches along the wing margin whose number is correlated with the amount
of apoptosis in wing imaginal discs of third instar larvae’. Thus, we tested if rbfl-induced adult phenotypes and
rbfl-induced apoptosis were altered in a jra’Alog loss of function mutant heterozygous background. Rbfl-
induced wing phenotypes were classified into four categories according to the number of notches: wild type
(no notch), weak, intermediate and strong (figure 2B). When rbf1 was overexpressed in a jralAlog heterozygous
background, a significant shift of the phenotypes distribution toward weaker phenotypes was observed
compared with overexpression of rbfl alone (figure 2C), showing that jra is necessary for rbfl-induced wing
notches phenotype. To confirm that jra was involved in rbfl-induced apoptosis, we did TUNEL experiments in
wing imaginal disc of larvae expressing rbfl under en-Gal4 driver (figure 2F) and quantified the number of
apoptotic cells, specifically in the posterior domain which overexpressed rbf1. The number of TUNEL-labeled
cells was significantly weaker in en-GaI4/jra’A109; UAS-rbf1/+ wing imaginal disc compared with en-Gal4/+; UAS-
rbf1/+ discs (figure 2F-G and J), confirming that the shift of phenotypic distribution we had observed was
correlated with the amount of apoptosisin larvae. We then assessed the involvement of Kay transcription
factor, as well as Hep and Mkk4 JNKK in rbf1-induced apoptosis. Fly and larvae co-expressing RNAi-kay, RNAI-
hep or RNAi-mkk4 with rbfl were analyzed. The partial depletion of Kay transcription factor or Hep JNKK
suppressed both rbflI-induced notches phenotype and apoptosis, whereas RNAi-mkk4 had no effect on these
phenotypes (table 1). Altogether these results indicate that in addition to Bsklo, Jra, Kay and Hep have a pivotal

role in rbfl-induced apoptosis.
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Table 1: Characterization of the JNK signaling pathway effectors required for rbf1-induced apoptosis



Résultats

The JNK signaling pathway can be activated by a wide range of stimuli involving many adaptor proteins and
IJNKKK (figure 2A). Thus, we have sought if a specific cascade was necessary for rbfl-induced apoptosis. We
used specific RNAi or mutants to probe the role of four JNKKKs and fives adaptor proteins in rbfl-induced
apoptosis. Similar genetic interaction tests and TUNEL stainings were performed. The results obtained are
summarized in table 1. The wing phenotypic repartition, TUNEL stainings and quantification are shown for
dtakl and racl in figure 2D, H, K and E, I, L respectively. We found a significant rescue of rbfl-induced adult
phenotypes and a decrease of rbf1-induced apoptosis for two of the JNKKKs tested, dTakl and dMekk1, and for
only one adaptor protein, Racl (table 1). On the contrary, the alteration of the level of dASK1, Slipper, dTRAF1,
dTRAF2, Dsh and TAB2 had no effect on rbfl-induced notches phenotype and apoptosis. All these results
indicate that a Racl/dTakl-dMekkl/Hep/Bsk JNK pathway is necessary for the activation of Jra-Kay
transcription factors which eventually induce apoptosis in response to rbf1 overexpression in the wing cells.

D253A

The specific adaptor dTRAF1 and the kinase Slipper are required for rbf1 -induced overgrowth phenotype

and rbfl-induced proliferation in response to apoptosis

D253A

The overexpression of the rbf1 mutant form can induce both notches and overgrowth wing phenotype as

shown figure 3A. We had previously shown that the kinase Bsk mediates rbf1D253A

D253A

-induced apoptosis, and is
responsible for rbf1 -induced overgrowthlo. Thus we wondered which kinases and adaptor proteins of the
JNK pathway were involved in these phenotypes. As previously done for Rbfl, we performed genetic
interaction tests, using mutants and RNAi, to disrupt the JNK pathway in vg-Gal4, UAS-rbf1D253A/+
overexpression background. The notches phenotypes were classified and analyzed as described above for wild
type rbfl expression and overgrowth phenotypes were simultaneously counted. Both phenotypes induced by
rbf1D253A were quantified and compared between control and JNK disrupt background. TUNEL stainings were
also performed in parallel in wing imaginal disc for each genotype. The results are presented in table 2 and

D253A IA109

figure 3. Interestingly, when rbf1 was expressed in jra mutant heterozygous background or co-

expressed with a specific RNAi against kay, hep, dtak1, dmekk1 or racl a rescue of the notches phenotype was
observed. In all these contexts, quantifications of TUNEL staining in third instar larval wing imaginal discs
confirmed that the observed shift of phenotypic distribution was correlated with a decrease in the amount of
apoptosis. Thereby, the Racl-dTak1l-dMekk1-JNK pathway which is necessary for rbf1-induced apoptosis is also

D253A

involved in rbf1 -induced apoptosis. As expected, the decrease in apoptosis was associated with a decrease

in overgrowth phenotype, which is in agreement with the hypothesis that overgrowth phenotype is triggered
by some proliferation in response to - rbflozsgA-induced apoptosis. As observed for rbf1-induced apoptosis, the
decrease of the mRNA levels of the genes encoding the JNKK Mkk4, the JNKKK dASK1 and the adaptor proteins

dTRAF2, Dsh and TAB2 had no effect on rbf1D253A
D253A

-induced apoptosis, notches or overgrowth phenotypes.
with RNAI specific to the JNKKK slipper or the adaptor protein dtraf1
significantly enhanced the notches phenotype (figure 3B and E). Interestingly, these shifts toward stronger

Surprisingly the co-expression of rbf1

phenotypes were not associated with a change in apoptosis level but with a rescue of the overgrowth
phenotype (figure 3C-D and F-G). Thus, the reduction of mRNA levels of slipper or dtrafl was able to inhibit
overgrowth phenotype without inhibiting apoptosis. Slipper and dTRAF1 were the only regulators we had

found necessary for rbf10253A-induced overgrowth phenotype but not involved in rbf10253A-induced apoptosis
pathway, suggesting that a dTRAF1/Slipper-JNK pathway is necessary for rbf1D253A-induced proliferation in

response to apoptosis.

To test this hypothesis, we investigated whether Slipper and dTrafl were necessary for rbfl1-apoptosis induced
proliferation. We performed PH3 staining in larval wing imaginal discs of en-Gal4/+; UAS-rbf1/+ in control
background or in a JNK pathway disrupted background, using the specific mutants or RNAi tested above. The
partial depletion of all the effectors necessary for rbfl-induced apoptosis (kay, jra, hep, dtak1, dmekkl1 or racl)
induces a decrease in PH3 staining (table 3), confirming that this proliferation is linked to the apoptosis.
Contrarily, co-expression of a RNAi-slipper or a RNAi-dtrafl with rbf1 significantly reduced proliferation levels
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Figure 3: The kinase Slipper and the TNF associated factor dTRAF1 are required for rbf1°?>34-induced
overgrowth phenotypes but not for rbf1°253A-induced apoptosis.

(A) Wild type wing and overgrowth wing phenotype observed in some fly expressing rbf1°?>34 (adapted from
Milet et al. 2014).

(B, E) Comparison of notch wing phenotypes distribution between vg-Gal4, rbf1P?53A/+ and vg-Gal4, rbf1°2534/
UAS-RNAI slipper (Wilcoxon test: n= 272, a=6,0 10%, Ws=4,54) and between vg-Gal4, rbf1°?>34 /and vg-Gal4,
rbf1b2534 /1. UAS-RNAI dtraf1/+ flies (Wilcoxon test: n= 327, a=8,1 10, Ws=3,34).

(C, F) Comparison of apoptotic cells numbers in the wing pouch imaginal discs between vg-Gal4, rbf1P?>3A/+
and vg-Gal4, rbfiP?534 JUAS-RNAi slipper third instar larvae and between vg-Gal4, rbf1P?>34/+ and vg-Gal4,
rbf1P253A/+- UAS-RNAI dtrafl/+ third instar larvae. Asterisks indicate a statistically significant difference
between two genotypes (Student’s test a<0.05). For each genotype, quantifications were done for 30 third
instar larval wing imaginal discs at least.

(D, G) Frequencies of rbf1P?>34-induced ectopic tissue observed in vg-Gal4, rbf1P?>3A/+ and vg-Gal4, rbf1P?>34 /
UAS-RNA.I slipper flies and in vg-Gal4, rbf1P?>3A/+ and vg-Gal4, rbf1P?>34/+; UAS-RNAI dtrafl/+ flies. Asterisks
indicate a statistically significant difference between two genotypes (Chi? test a<0.05).

Each experiment presented in B, D, E and G was independently performed three times.



Résultats

(figure 4) with no effect on apoptosis (table 1). These results show that a dTRAF1-Slipper-JNK pathway triggers
rbf1 AiP.

Therefore, we demonstrate that two different JNK pathways involving different adaptor proteins and kinases
are involved in rbfl-apoptosis (i.e. Racl-dTakl-dMekk1-JNK pathway) and in rbf1 AiP (i.e. dTRAF1-Slipper-JNK
pathway).

dtraf1 overexpression is sufficient to increase the proliferation triggered by Rbfl-induced apoptosis

D253,

We suggested that rbf1 A overgrowth induced-phenotype results from a deregulation of the AiP mechanism

1% We thus wondered whether an overexpression of dtrafl would be sufficient to enhance rbf1 AiP and thus to

P23 induced overgrowth phenotype. First, to verify that dtrafl overexpression could increase the

mimic rbf1
IJNK pathway activation triggered by rbfl, we quantified by RT-gPCR the mRNA levels of two JNK pathway
target genes: puc and mmp1 (figure 5A). As expected vg-Gal4/ UAS-dtrafl; UAS-rbf1/+ greatly increased puc
and mmp1 expression compared with vg-Gal4/UAS-dtraf1 control. Then, we compared the notches phenotype
of vg-Gal4/+; UAS-rbf1/+ with vg-Gal4/UAS-dtrafl; UAS-rbf1/+ flies. We verified that vg-Gal4/ UAS-dtraf1 flies
showed no particular wing phenotype. dtrafl overexpression triggered a significant shift of rbfi-induced
notches phenotype toward weaker phenotype (figure 5B), indicating that dtrafl expression can partially
suppress rbfl-induced notches phenotype. We performed TUNEL and PH3 stainings to compare en-Gal4/ UAS-
dtrafl with en-Gal4/+ control wing imaginal discs. dtrafl overexpression did not modify apoptosis nor
proliferation levels compared to en-Gal4/+ control (figure 5 C-H). Interestingly, the co-expression of dtraf1 with
rbf1 did not affect rbfl-induced apoptosis (figure 5H, 5K and 50), but significantly increase rbf1 AiP (figure 5I;
5L and 5P). Moreover, some rare overgrowth phenotypes were observed in wing of flies co-expressing rbf1 and
dtrafl (figure 5R). These results show that dtrafl overexpression is sufficient to enhance rbf1 AiP, confirming
that overgrowth phenotypes ensue from an excess of proliferation during wing imaginal discs development.

Rbfl-induced apoptosis activate a compensatory proliferation mechanism that depends on slipper and dtraf1

In our assay with vg-Gal4, notches result from a balance between apoptosis and AiP events as suggested by the

enhancement of the rbf1D253A

-induced notch phenotype by coexpressing slipper or dtrafl specific RNAI. As vg-
Gal4 driver is expressed until the end of pupal development, we thought that apoptosis induced-proliferation
may not be sufficient to compensate the loss of tissue induced at the end of development. Thus, we
investigated whether a transient induction of rbf1 could activate a compensatory proliferation mechanism able
to maintain tissue homeostasis. We used heat shock-Gal4 (hs-Gal4) driver to induce a transient expression of
rbf1 to investigate if this transient induction of rbf1 was able to induced apoptosis and proliferation. Thus, hs-
Gal4/+; UAS-rbf1/+ and hs-Gal4/ + control third instar larvae were shocked at 29°C for 10 hours. Their wing
imaginal discs were dissected 5 hours after the end of the heat shock and stained for TUNEL or PH3, and the
amount of apoptotic or mitotic cells quantified in the wing disc pouch. A significant increase in TUNEL and PH3
stainings was observed in hs-Gal4/+; UAS-rbf1/+ as compared with hs-Gal4/+ control wing discs (figure 6A-B
and D-E), showing that a brief pulse of rbf1 is sufficient to induced apoptosis and AiP in wing imaginal discs.
Interestingly, wings of heat shocked hs-Gal4/+; UAS-rbf1/+ adult flies were normal (figure 6F and O), indicating
that under these conditions the amount of rbfl AiP was sufficient to compensates the cell loss. We then
wondered whether the dTRAF1-Slipper-JNK pathway is involved in this compensatory proliferation. Thus, we
repeated the same experiment by co-expressing RNAi-slipper or RNAi-dtrafl with rbfl by using the hs-Gal4
driver. A significant number hs-Gal4/UAS-RNAi-slipper; UAS-rbf1/+ and hs-Gal4/+; UAS-rbf1/UAS-RNAi-dtrafl
flies presented notched wings (figure 6l, L, O) compared with hs-Gal4/+; UAS-rbf1/+ flies. We performed TUNEL
and PH3 stainings of wing imaginal discs of the same genotypes. The reduction of slipper or dtrafl mRNA level
in wing discs expressing rbfl did not affect the number of apoptotic cells (figure 6G, J, M), confirming that

130



16'0=n '9¢ =U 12'0=p ‘506 =u LP'T=SM ",0L L=n L9y =u
ej-1 -
Josls ON Jo°@ie ON 108)J@ ON cael-IiYNe-SVnN
09'0=" ‘0¥ =u E'0=n '9L¥ =u 18T-=SM ‘.01 0'p=P ‘pEY =U ysp
10848 ON 10848 ON 108418 ON F
0:0L>0 ‘B =U o 0L>=0 ‘g0, =U £0'9-=SM ‘,01 ¥'g=n 'GZ9 =U L OBI-IYNN-SY suisjoud
asealda( anosay anosay : Jojeydepy
L1'0=n gy =u 6€°0=n ‘9¢¢ =u #9'0=SM\ 'G'0=0 ‘6.2 =U BID-/ _
J08JJ3 ON 10848 ON 108)48 ON CIBNP-IYNSH-SVN
Zy'0=P‘gg=u P ) ‘/Gg =u ¥E'e=SM .0} L'8=0 ‘Lge =u 2I10-1 _
108)J8 ON anosay JusWaoueyug Lienp-IYNS-SYI
0l>0 ‘gg =u 0l BL'L=0 ‘glg =u 9/'%-=SM ‘,.0l Z'Z=p ‘ZGE =u
- ’ . auwip-i -
asealda( anosay aNosoy LYeUWp-IYNS-SYI
€2'0=n ‘0 =U +0L €€'7=n '¥6Z =U ¥5'7=SM ', 01 0'9=0 7/ =U
J09Y9 ON anosay JUsWSoUBYUT Jeddjjs-IlYNY-SVYN
8L°0=0 "Ly =u 8p'0=n '0L¢ =u 19°Z-=SM .01 8'8=0 ‘pGE =U } ] SIANFP
10943 ON ILEVIENOIN| 10948 ON IMSYP-IYNS-SYN
0b>D ‘9G =u e 0b>P ‘ZGZ =u 78'G-=SM ",.0} L'}=n ‘g6l =U 10-1 )
asealoa(g anosay anosay LYeIp-IYNY-SYN
€5'0=0 ‘|G =u B7'0=" ‘ZTLT =u 06'0-=SM ‘#'0=0 ‘L0T =u
w-I -
Jos)s ON Jo8lla ON 10848 ON PHHW-IYNS-SYI SISINE
0 0L>0 "Ly =U 0010 'pgg =u L0'G-=SM *,.0L L'9=n ‘g¥E =U ] i
asealoa(g anosay anosay dey-IYNY-SYN
2010 ‘G =U ,01 98'0=0 ‘LLp =U PO'Z-=SM,, 0L L'L=0 /L =u £
ey-i -
asealds( anosay anosay HIVNG-SVIN sl0joe)
0e0b>0 G =u 20L pL'E=0"LLG =U 9G°€-=SM *, 0} G'€=n "L} =u el CO_HQ lIosuel |
asealda(g anosay anosay 604V "
sisojdode jo uoneaueny adAjousyd ymmoibianp adAjouayd yojoN
vesea HAY

(os1p [euibew! Buim) abes |eAle]

(Buim) sbess 3npy

is and

Characterization of the JNK signaling pathway effectors required for rbf1°253A-induced apoptos

overgrowth phenotypes

Table 2



Résultats

Slipper and dTRAF1 are not involved in Rbfl-induced apoptotic cascade. However, a significant decrease of PH3
staining was observed (figure 6H, K, N). These results highlight that Slipper and dTRAF1 are necessary to trigger
the compensatory proliferation in response to Rbfl-induced apoptosis.

Discussion

Compensatory proliferation is one of the main mechanisms that allows the reconstruction of a damaged tissue
after the induction of massive apoptosis in vivo. Indeed, apoptotic cells are able to promote proliferation of the
surrounding cells. This process has been largely studied using "undead cells", in which apoptosis has been
induced but cannot be executed because effector caspases are inhibited by p35 overexpression. However,
there are major differences between undead and genuine apoptotic (that do not overexpress p35) cells.

"18, it is often

Although under p35-expressing conditions JNK activity seems to occur only in "undead cells
necessary both inside and outside the ablated domain during compensatory proliferationlg' 20 Moreover, if Dpp
and Wg are mitogens involved in response to undead cells, the regenerative response can occurred in absence

D253A

of these mitogen521. We had previously reported that rbf1 AiP depends on JNK pathway activation and do

D253A

not involved ngo. Thus, overgrowth phenotypes associated with rbf1 expression constitute a robust

model to screen regulators of AiP without using p35.

If the JNK signaling pathway is essential for AiP, the way it is activated and the specific kinases involved remain
elusive. Recent results, obtained in the eye imaginal disc, have identified specific components upstream of Bsk
involved in the JNK cascade activation in an ey>hid, p35 model of AiP?. This work permitted the identification
of a subset of genes acting upstream of JNK activity including Rho1l. In our model, we have identified a different
set of INK pathway components. Three differences can account for this apparent discrepancy. First, we did not
use p35 to inhibit cell death, second we used another apoptosis inducer (rbf1 versus hid), and third the nature
of the tissue was different (wing versus eye disc). Indeed, the kinases and their protein partners present in the
cells are probably specific of the tissue, which could explain specific responses. Accordingly, the JNK signaling
pathway can lead to a great number of responses including cell death and proliferation depending on the
context. This could be partly explained by the large number of possible kinases, adaptors and ligand/receptor
complexes combinations. Moreover, these families of proteins have unique and overlapping functions, but the
intrinsic properties of the individual family members that confer particular responses to distinct signals remains
elusive. For example the C-terminal regions of Slpr and dTakl contribute to their localization and selective
integration into the appropriate signaling pathways in a context-dependent manner’’.

The originality of our approach is to characterize both the effectors of the JNK pathway involved in apoptosis
and those involved in AiP in response to the same stimulus (Figure 7). This was facilitated by the duality of the

adult phenotypes induced by the rbf10253A

form (notches and overgrowth). In Drosophila, there is a unique JNK,
Bsk. Surprisingly, the same kinase and the same transcription factors Jra and Kay can trigger proliferation or
apoptosis. As expected, we have shown that these events do not occur in the same cells. Nevertheless, this
highlights that the nature and the combination of the kinases activated upstream of Bsk may lead to somehow
different Jra/Kay activation. Alternatively, it could be that Bsk phosphorylation sites might vary depending on

the kinases activated upstream in the pathway.

Bsk can be phosphorylated by the INKK Mkk4 but this event seems restricted to certain particular situation
such as the activation of the JNK pathway by the Eiger (the unique fly TNF) /Wengen complexB. Mkk4 is not
involved in our model suggesting that the activation of the JNK cascade during AiP does not involve Wengen.
Even though, it does not excluded a potential role of Eiger for which a new receptor, Grindelwald (Grnd), has
recently been characterized®*. As Grnd integrates signals from Egr and apical polarity determinants to induce
JNK-dependent neoplastic growth or apoptosis in a context-dependent manner it is a potentially interesting
candidate to test in our model. Another candidate is Diapl which has been shown to poly-ubiquitinylate
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Table 3: Characterization of the JNK signaling pathway effectors required for proliferation induced in

response to rbfl-induced apoptosis




Résultats

dTRAF1”. We have previously demonstrated that rbfl-induced apoptosis involves a downregulation of diap1
expressionm. Interestingly, a decrease of Diap1l level can trigger an activation of the JNK pathwayzs. Thus, the
activation of the JNK signaling cascade involved in Rbf1 AiP could result from a decrease in diap1 mRNA.

Considering the dying cells, we have already showed that rbfl-induced apoptosis involved reactive oxygen
species (ROS) and that the activation of the JNK pathway by Rbfl is a consequence of ROS accumulation
(Clavier et al submitted). Many data report an activation of the JNK pathway depending on ROS. However, all
the factors that regulate this activation are not yet identified. For example, in mammalian cells the JNKKK ASK1
has been extensively characterized as an ROS-responsive kinase. Indeed its activation is regulated by the
protein Trx that has a redox-active site and functions as a reactive oxygen species sensor’” *®, As dASK1 is not
involved in our model we hypothesize that another kinase could be responsible of the activation of JNK
pathway. Elsewhere, the ob/ob mice displayed abnormal glycometabolism, oxidative stress and excessive
expression of Racl in the pancreaszg.

Currently, we do not know how proliferation is induced downstream of the JNK pathway in response to
Rbfl-induced apoptosis. It has been shown that a JNK-dependent activation of Yorkie, the transcriptional
coactivator that is negatively regulated by Hippo signaling, is essential to regeneration-associated growthao.
Other works showed that JNK activation could stimulate non-autonomous JAK-STAT signaling for proliferation
** In the case of an apoptosis-induced proliferation triggered by Dmp53, cell proliferation depends on Notch®.
Thus, each of these pathways constitutes putative effector of apoptosis-induced proliferation in our model.

Our study is the first characterization of JNK effectors involved in apoptosis and apoptosis-induced proliferation
in a same model. AiP is an important general process for homeostasis in multicellular organisms and its
dysregulation can be involved in tumor resistance to irradiation. Thus, elucidating signaling specificity among
JNK pathway in AiP could be of first interest in oncology.

Materials and Methods

Fly stocks:
Flies were raised at 25 °C on a standard medium. The UAS-rbf1 and vg-Gal4 strains were generous gifts from J

Silber. The en-Gal4 strain was kindly provided by L. Théodore. The hs-Gal4 strain was previously
described® . The following strains were obtained from the Bloomington Stock Center (Bloomington, IN, USA):
de2f2”°%" (7436), puc™® (puc-Lacz, 6762), jra™® (3273), UAS-RNAi-rac1 (28985), trafd™"’® (UAS-dtraf1, 17285)
and dsh’ (5298). The UAS-RNAi-kay (v27722), UAS-RNAi-mkk4 (v26928), UAS-RNAI-dtak1 (v101357), UAS-RNAI-
slipper (v106449), UAS-RNAi-dASK1 (v34892), UAS-RNAi-dmekk1 (v25528), UAS-RNAi-dtrafl (v21213), UAS-
RNAi-dtraf2 (v16125) and UAS-RNAi-tab2 (v37553) strains come from the Vienna Drosophila RNAi Center
(VDRC, Vienna, Austria). The UAS-hep-RNAi (4353R2) strain was provided by the National Institute of Genetics
stock center (NIG-Fly, Kyoto, Japan). The UAS-gfp strain (BL35786) and the host line
y,w[1118];P{attP,y[+],w[3’]} (transformant ID 60100) were respectively used as control for TRIP V10 collection
and KK VDRC library. We used a w® fly stock as the reference for all other strain.

Test of phenotype suppression in the wing:

To test the implication of candidate genes in rbfl-induced apoptosis and proliferation, the severity of the
notched wing phenotype induced by UAS-rbf1 overexpression led by vg-Gal4 driver was assayed in different
genetic backgrounds. For each gene, we verified that the alteration of this gene expression level
(overexpression, RNAi or mutant) did not induce any wing phenotype. vg-Gal4>UAS-rbf1l Drosophila females
were crossed with males bearing a loss-of function mutation for the different genes or allowing their
overexpression. The progenies of all crosses were classified according to the number of notches on the wing
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Figure 4: Cell proliferation induced in response to Rbfl-apoptosis requires Slipper and dTRAF1.

(A, C, E) anti-Ci staining used to visualize the anterior domain in wing pouch imaginal discs from en-Gal4/+;
UAS-rbf1/+ or en-Gal4/UAS-RNAI slipper ; UAS-rbfl/+ or en-Gal4/+; UAS-rbf1/UAS-RNAI dtraf1 third instar

larvae. A line indicates the antero-posterior frontier and the posterior compartment is on the left side.

(B, D, F) Visualization of mitotic cells by PH3 staining in wing pouch imaginal discs from the previously

described genotypes.

(G, H) Comparison of proliferation percentage in posterior compartment between wing pouch imaginal discs
from en-Gal4/+; UAS-rbfl/+ and en-Gal4/ UAS-RNAI slipper ; UAS-rbfl/+ third instar larvae or between en-
Gal4/+; UAS-rbfl/+ and en-Gal4/+; UAS-rbf1/UAS-RNAi dtrafl third instar larvae. Asterisks indicate a

statistically significant difference between two genotypes (Chi? test a<0.05).
Each experiment presented in B, and H was independently performed three times.
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margin. Wilcoxon tests were performed as previously described®. We considered the difference significant
when a<107.

To test the implication of candidate genes in rbf1D253A

-induced proliferation, the number of flies presenting
ectopic tissue in the wing was counted in different genetic backgrounds. Chi’ tests were performed and results

were considered to be significant when 0.<5%.

Immunostaining and TUNEL staining of imaginal discs:

Third instar larvae were dissected in PBS pH 7.6, fixed in PBS-3.7% formaldehyde. Discs were labeled by
incubation overnight at 4°C with anti-phospho-histone H3 (rabbit polyclonal antibody, 1/1000, 06-570,
Millipore, Temecula, CA, USA) and anti B-Galactosidase (mouse monoclonal antibody, 1/200, 40-1a, DSHB,
lowa, USA) in PBT-FCS (PBS, 0,3% Triton, 10% Fetal Calf Serum). Incubation with fluorescently labeled Alexa
488, 568 and 647 secondary antibodies (1/500, Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
was carried in PBT-FCS for 2 h at room temperature. After washing in PBT, TUNEL staining was performed
according to manufacturer’s instructions (ApopTag Red in situ apoptosis detection kit, Millipore, Temecula, CA,
USA). Discs were mounted in CitifluorTM (Biovalley, Marne-La-Vallée, France) and observed with a Leica SPE
upright confocal microscope (Leica, Wetzlar, Germany). Wing discs were finally mounted in CitifluorTM
(Biovalley) and observed with a Leica SPE upright confocal microscope.

Quantification of TUNEL and PH3 staining was done in the wing pouch (for rbf10253A

or heat shock experiments)
or in the posterior compartment (for rbfl1 experiments) for at least 30 wing imaginal discs per genotype.

Student’s t-tests were performed and results were considered to be significant when a<5%.

RNAs extraction and RT-gPCR.

Fifty wing imaginal discs per genotype were dissected on ice in serum-free Schneider medium. Total RNAs were
extracted from each sample using the RNeasy Mini kit (Qiagen, Venlo, Netherlands), by following the
manufacturer’s instructions. RT was performed on each sample using 4.8 mg of RNA incubated with random
primer oligonucleotides (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) with Recombinant Tag DNA
Polymerase (Invitrogen), according to the manufacturer’s instructions. Real-time PCR analysis was performed
using the ABI Prism 7700 HT apparatus (Applied Biosystems, Life Technologies). Briefly, PCR was performed
with the ABsolute blue QPCR SYBR Green ROX mix (Abgene, Thermo Fisher Scientific), using 11 ng of cDNA per
RT. Data were normalized against rp49. Three independent RT experiments were performed and the S.E.M was
calculated from these three independent samples.

Heat-shock protocol

Crosses were done at 18°C. Early third instar larvae were placed at 29°C during 10h and then returned to 18°C.
Larvae were collected 5h after the end of the heat shock for immunostaining or larvae stay at 18°C to allow

pupariation and adult wings were observed.
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Figure 5: dtrafl overexpression does not affect Rbfl-induced apoptosis but increases the proliferation and the
overgrowth phenotypes induced in response to Rbf1-

(A) puc and mmp1 mRNA quantification by RT-gPCR in wing imaginal discs. Data are normalized against rp49 and
correspond to the mean of three independent experiments. Error bars are the S.E.M. Asterisks indicate statistical
significant difference between two genotypes (Student’s t-test, P<0,05). (B) Comparison of notch wing phenotypes
distribution between vg-Gal4/+; UAS-rbf1/+ and vg-Gal4/+; UAS-rbf1/UAS-dtraf1 flies. Statistical analysis was
performed using Wilcoxon test: n=324, a=1,25 1013, Ws=-7,76 (C, D, E, F) Ci staining used to visualize the anterior
domain in wing pouch imaginal discs from en-Gal4/+; +/+ or en-Gal4/ UAS-dtraf1; +/+ or en-Gal4/+; UAS-rbf1/+ or
en-Gal4/ UAS-dtraf1; UAS-rbfi/+ third instar larvae. A line indicates the antero-posterior frontier and the
posterior compartment is on the left side. (G, H, I, J) Visualization of apoptotic cells by TUNEL staining in wing
pouch imaginal discs from the previously described genotypes. (K, L, M, N) Visualization of mitotic cells by PH3
staining in wing pouch imaginal discs from the previously described genotypes. (0) Comparison of apoptotic cells
numbers in posterior compartment of the wing pouch between imaginal discs from en-Gal4/+; UAS-rbf1/+ and en-
Gal4/ UAS-dtraf1; UAS-rbf1/+ third instar larvae. Asterisks indicate a statistically significant difference between
two genotypes (Student’s test a<0.05). For each genotype, quantifications were done for at least 30 third instar
larval wing imaginal discs. (P) Comparison of proliferation percentage in posterior compartment of the wing pouch
between imaginal discs from en-Gal4/+; UAS-rbfl/+ and en-Gal4/ UAS-dtrafl ; UAS-rbfl/+ third instar larvae.
Asterisks indicate a statistically significant difference between two genotypes (Chi? test 0<0.05). (R) Overgrowth
wing phenotype observed in some fly co-expressing rbf1 and dtrafl. Each experiment presented in B and P was
independently performed three times
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(A, D, G, J) PH3 staining used to visualize the mitotic cells in wing pouch imaginal discs from hs-Gal4/+ or hs-
Gal4/+; UAS-rbf1/+ or hs-Gal4/UAS-RNAI slipper; UAS-rbf1/+ or hs-Gald/+; UAS-rbf1/UAS-RNAI dtraf1 third
instar larvae.
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(C, F, I, L) Wing phenotypes observed in some fly from hs-Gal4/+ or hs-Gal4/+; UAS-rbf1/+ or hs-Gal4/UAS-
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(M) Comparison of apoptotic cells numbers in the wing pouch of imaginal discs from the previously described
genotypes. Asterisks indicate a statistically significant difference between two genotypes (Student’s test
0<0.05). For each genotype, quantifications were done for 30 third instar larval wing imaginal discs at least.
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previously. Asterisks indicate a statistically significant difference between two genotypes (Chi? test a<0.05).

(0) Frequencies of notches phenotypes observed in genotypes flies described previously. Asterisks indicate a
statistically significant difference between two genotypes (Chi? test a<0.05).
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Discussion

De maniere générale, il est admis que les genes appelés « genes suppresseur de tumeur » régulent
négativement la progression dans le cycle cellulaire et positivement I'induction d’apoptose. L'inactivation de tels
génes est une étape préalable au développement de nombreux cancers. Le gene rb est le premier gene
suppresseur de tumeur a avoir été identifié dans des cellules humaines. De facon cohérente avec son role de
suppresseur de tumeur, pRb inhibe la prolifération cellulaire en contrélant la transition G1/S du cycle cellulaire.
Son r6le dans le contréle de I'apoptose est moins bien décrit et semble plus complexe. En effet, en fonction du

contexte cellulaire, pRb peut avoir des effets pro- ou anti-apoptotiques.

Des études menées au laboratoire sur rbf1 ont permis de mettre en évidence que le réle de rbf1 vis-a-vis
de I'apoptose dépend du statut prolifératif de la cellule. En effet, la surexpression de rbf1, grace au systeme
UAS/Gal4, dans un tissu en prolifération induit de I'apoptose, ce qui n’est pas observé dans un tissu post-
mitotique (Milet et al., 2010). Un role pro-apoptotique de pRb dans des cellules en prolifération a également été
mis en évidence suite a un stress oncogénique ou génotoxique dans des cellules cancéreuses humaines et in vivo
au sein de I'épithélium intestinal de souris (lanari et al., 2009). La capacité de pRb d’induire un processus de mort

cellulaire dans des cellules en prolifération semble donc étre conservée entre différentes especes.

La protéine pRb étant fonctionnellement inactive dans la majorité des cancers humains, il apparait
important de mieux comprendre les bases moléculaires de I'apoptose induite par pRb pour, a plus long terme,
dans un but thérapeutique, envisager de restaurer cette mort cellulaire dans des cellules déficientes pour rb. Les
travaux réalisés au cours de ma thése ont contribué a caractériser les événements moléculaires de I'apoptose

induite par Rbfl dans un tissu prolifératif, a savoir le disque imaginal d’aile.

I. Importance de l'activité transcriptionnelle de Rbfl pour sa

fonction pro-apoptotique

pRb et Rbfl fonctionnent comme des régulateurs transcriptionnels dans de nombreux processus
cellulaires. lls ont la capacité de réguler différents facteurs chromatiniens ce qui leur permet de moduler
I'expression d’un grand nombre de genes cibles ayant des fonctions variées. Les travaux réalisés au cours de ma
these ont permis de montrer l'importance de I'activité transcriptionnelle de Rbfl dans sa fonction
pro-apoptotique en mettant notamment en avant un réle de dE2F2 et du complexe dREAM dans la régulation

transcriptionnelle des genes how et buffy.
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A. Quels sont les partenaires chromatiniens de Rbfl impliqués dans sa fonction

pro-apoptotique ?

Les partenaires physiques les mieux caractérisés de Rbfl sont les facteurs de transcription de la famille
E2F. Chez la drosophile, cette famille comprend deux membres : dE2F1 (Dynlacht et al., 1994; Ohtani and Nevins,
1994) et dE2F2 (Sawado et al., 1998). Ces deux protéines ont un cofacteur commun appelé dDP (Dynlacht et al.,
1994). Nous avons pu mettre en évidence, principalement par I'intermédiaire de tests d’interaction génétique,
que dE2F2 et dDP sont requis pour I'apoptose induite par Rbfl alors que dE2F1 s’oppose a cette mort cellulaire.
Ces résultats peuvent, aux premiers abords, paraitre surprenants. Jusqu’a présent dE2F1 était principalement

décrit comme un facteur pro-apoptotique alors que dE2F2 était considéré comme un gene anti-apoptotique.

En effet, I'expression ectopique de dE2F1 induit de I'apoptose dans différents contextes cellulaires et
différents génes pro-apoptotiques sont activés transcriptionnellement par dE2F1 (Asano et al., 1996; Du et al.,
1996b; Moon et al., 2005; Neufeld et al., 1998; Zhou and Steller, 2003). De plus, en réponse a l'irradiation, dE2F1
favorise I'apoptose des cellules au sein des disques imaginaux d’aile alors que dE2F2 inhibe cette mort cellulaire
(Wichmann et al., 2010). Ces données ont conduit a penser que les facteurs dE2Fs assuraient des fonctions
opposées dans le controle de I'apoptose, dE2F1 et dE2F2 étant respectivement pro-apoptotique et

anti-apoptotique.

En réalité, le réle de dE2F1 vis-a-vis de I'apoptose semble fortement dépendre du contexte cellulaire.
Au sein d’un méme tissu (le disque imaginal d’aile), en réponse a l'irradiation, dE2F1 favorise la mort des cellules
situées, au stade adulte, entre les veines alors qu’il protége celles situées au niveau de la frontiere dorso-ventrale
de cette mort cellulaire (Moon et al., 2005). Des données récentes indiquent, en outre, que dE2F2 est requis
pour la mort de cellules appartenant au systéme nerveux périphérique situées a la marge de I'aile (Rovani et al.,
2012). Ces données sont en accord avec nos résultats indiquant un réle pro-apoptotique possible pour dE2F2
dans certains contextes cellulaires. De méme, des résultats obtenus au laboratoire indiquent que le réle de Rbf1
varie en fonction du contexte. Ces données associées a celles montrant que le role de Rbf1 vis-a-vis de 'apoptose
varie selon le statut des cellules vis-a-vis de la prolifération (Milet et al., 2010), nous permettent de dire que

I’effet de Rbf1, dE2F1 et dE2F2 dans le controle de I'apoptose varie fortement en fonction du contexte cellulaire.

Le complexe dREAM semble également assurer des fonctions variables dans le contréle de I'apoptose.
Ainsi, sa fonction pro- ou anti-apoptotique peut étre corrélée a I'état prolifératif des cellules. Nos résultats
indiquent que le complexe dREAM est requis pour I'apoptose induite par Rbfl dans le disque imaginal d’aile.
Ainsi, le complexe dREAM assure une fonction pro-apoptotique dans un tissu en prolifération. A l'inverse, la perte
de fonction de /in52, un membre du complexe dREAM, ou de rbfl dans les cellules en postérieur du sillon

morphogénétique dans le disque imaginal d’ceil induit de I'apoptose (Bhaskar et al., 2014; Tanaka-Matakatsu et
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al., 2009) ce qui suggéere une fonction anti-apoptotique du complexe dREAM dans des cellules post-mitotiques.
L’apoptose observée suite a la perte de fonction de ces génes est due a une dérépression de la transcription du

géne pro-apoptotique hid (Bhaskar et al., 2014; Tanaka-Matakatsu et al., 2009).

Ce role double des membres des familles Rb et E2F vis-a-vis de I'apoptose est conservé chez les
mammiféeres : les protéines pRb et E2Fs peuvent stimuler |’apoptose ou au contraire protéger les cellules de la
mort cellulaire. Il serait intéressant de déterminer si des modifications post-traductionnelles de ces protéines
peuvent expliquer leurs propriétés pro- ou anti-apoptotiques. Cette hypothése est soutenue par le fait que pRb
et Rbfl sont ubiquitinés (Munro et al., 2012; Raj et al., 2012b) et que cette ubiquitination a un impact important
sur la fonction de régulateur de la transcription de Rbfl (Raj et al., 2012b; Zhang et al., 2014) donc

potentiellement sur sa capacité a induire la mort cellulaire.

De plus, pRb est sujet a des clivages post-traductionnels par les caspases. Ces clivages modulent le réle
de pRb dans le contrdle de I'apoptose (Janicke et al., 1996; Le Floch et al., 2010; Lemaire et al., 2005; Tan et al.,
1997). De fagon intéressante, des données obtenues au laboratoire suggerent que Rbfl est également clivé in
vivo (cf. article en annexe, (Milet et al., 2014)). La surexpression de rbf1°?>*4, une forme de Rbfl mutée au niveau
d’un site putatif de clivage par les caspases, dans un tissu en prolifération induit de I'apoptose comme dans le
cas de I'expression de la forme sauvage de rbfl. Mais les drosophiles surexprimant cette forme mutante
présentent un phénotype d’excés de tissu allaire (Milet et al., 2014). Ces données suggerent que ce site de clivage
putatif de Rbfl reconnu par une caspase pourrait étre impliqué dans la modulation des propriétés de Rbf1 vis-a-
vis du controle de ’homéostasie tissulaire. A la vue de ces différentes données, il est tout a fait possible que des
modifications post-traductionnelles survenant uniquement dans certains contextes cellulaires ou en réponse a
un stress particulier orientent les protéines Rb et E2F vers un rOle pro-apoptotique ou au contraire

anti-apoptotique.

a) Diversité de la régulation transcriptionnelle assurée par le complexe dREAM

Nous avons pu mettre en évidence que le complexe dREAM est impliqué dans la régulation
transcriptionnelle de how et buffy par Rbfl. Des données de la littérature sont en accord avec ce résultat. En
effet, I'inactivation des différents membres du complexe dREAM en cellules de drosophile en culture conduit a
une variation du niveau d’expression de how et buffy (Georlette et al., 2007). Il est important de rappeler que le
role du complexe dREAM dans une fonction biologique particuliere résulte de I'intégration du role propre de
chaque sous-unité du complexe. De fagcon intéressante, comme nous avons pu le montrer in vivo, I'implication
des différents composants du complexe dREAM dans la régulation transcriptionnelle de how et buffy n’est pas

équivalente. En effet, dE2F2, Mip120 et Mip130 sont requis pour la répression transcriptionnelle de buffy induite
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par Rbfl alors que dMyb s’oppose a cet effet. De plus, le role propre de chaque protéine du complexe dREAM
varie selon le gene cible considéré : alors que dE2F2 joue un role répresseur concernant la régulation de
I’expression de buffy, il est converti en un activateur concernant la régulation de I'expression de how. Par ailleurs,
Mip120 et Mip130 sont requis pour la répression de buffy induite par Rbfl alors qu’ils ne semblent pas impliqués
dans la régulation transcriptionnelle de how. Nos données complétent donc les résultats d’'une étude menée a
large échelle par I’équipe de Michael Botchan a partir de cellules de drosophile en culture (Georlette et al., 2007).
Cette étude avait pour but d’identifier des réseaux de genes régulés par le complexe dREAM. Pour cela, ils ont
éteint I'expression des différents membres du complexe dREAM par ARNi et étudié I'effet par microarray sur
I'expression génique. lls ont également caractérisé la localisation génomique des différents membres du
complexe par immunoprécipitation de chromatine. Cette étude révele qu’'une combinaison extrémement
variable de sous-unités du complexe dREAM est impliquée dans la régulation transcriptionnelle des genes cibles
du complexe et que le réle propre de chaque sous-unité varie d’une cible a I'autre. Néanmoins, la composition
du complexe semble étre constante : les régions promotrices des différents genes cibles sont liées par I'ensemble

des membres du complexe dREAM.

b) Réle antagoniste de dE2F2 et dMyb

Nos données étayent également un autre aspect du fonctionnement du complexe dREAM a savoir que
les facteurs dE2F2 et dMyb assurent des fonctions opposées. En effet, nous avons pu mettre en évidence que
dE2F2 est requis pour la répression transcriptionnelle de buffy induite par Rbfl alors que dMyb s’oppose a cette
inhibition. A I'inverse, dE2F2 stimule I'expression de how en réponse a Rbfl alors que dMyb joue un role négatif
dans la régulation de I'expression de ce gene. Ce role antagoniste de dE2F2 et dMyb concernant la régulation de
I’expression génique est en accord avec les conclusions d’une étude transcriptomique citée ci-dessus indiquant
gu’il n’y a pas de chevauchement entre la liste de genes régulés négativement pas dMyb et celle des genes
réprimés par dE2F2 (Georlette et al., 2007). Par contre, d’apreés cette étude, il existe de nombreux exemples de
génes qui sont régulés positivement par dMyb et négativement par dE2F2. Ces données transcriptomiques ont
conduit a penser que dMyb et dE2F2 ont des fonctions antagonistes au sein du complexe dREAM. Toutefois, il a
été récemment mis en évidence que cette régle n’est pas immuable. En effet, la perte de fonction de dmyb
conduit a la survie de certains neurones du systéme nerveux périphérique situés au niveau de la marge
postérieure de I'aile (Rovani et al., 2012). dMyb assure donc une fonction pro-apoptotique concernant la mort
développementale de ces cellules neuronales. De fagon intéressante, ce phénotype de survie neuronale observé
en contexte perte de fonction de dmyb est fortement aggravé dans un contexte double mutant pour dmyb et
de2f2 (Rovani et al., 2012). Ces données indiquent que dE2F2 et dMyb coopérent in vivo pour assurer la mort de
certains précurseurs neuronaux allaires. Il semble donc que dE2F2 et dMyb puissent coopérer ou assurer des
roles opposés concernant la régulation des processus apoptotiques. Les conditions et les facteurs qui influencent

leur role restent a identifier.
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¢) Unréle méconnu d’activation de la transcription pour Rbf1 et le complexe dREAM

Nos données indiquent un réle d’activateur transcriptionnel de Rbfl et dE2F2 concernant la régulation
de I'expression du gene how. Ce réle positif de Rbfl et dE2F2 concernant le controle de I'expression génique
peut paraitre surprenant. En effet, les premiéres études concernant Rbfl, dE2F2 et le complexe dREAM
attribuaient uniquement un réle de répresseur transcriptionnel a ces protéines (Korenjak et al., 2004; Lewis et
al., 2004; Sawado et al., 1998). Toutefois, ces protéines peuvent également stimuler la transcription via une
action directe au niveau de la région promotrice de certains génes cibles (Georlette et al., 2007). Le mécanisme

moléculaire a I'origine de cette activation transcriptionnelle reste a ce jour inconnu.

Chez les mammiféres, pRb peut également assurer un réle d’activateur transcriptionnel dans certains
contextes particuliers, notamment au cours de la différenciation cellulaire (Chen et al., 1996c; Chen et al., 1996d;
Gu et al., 1993; lanari et al., 2009; Novitch et al., 1999; Thomas et al., 2001). Toutefois, le role d’activateur de
pRb ne serait pas forcément direct. En effet, des données suggerent que pRb ne stimulerait pas directement la
transcription mais bloquerait I'action d’un facteur répresseur en interagissant physiquement avec lui (Chinnam
and Goodrich, 2011). Par exemple, pRb peut lier et bloquer I'activité d’EID-1 (MacLellan et al., 2000; Miyake et
al., 2000b). Cette protéine lie et inhibe I'activité de I'histone acétylase p300 qui stimule la transcription en
agissant comme cofacteur de différents facteurs de transcription dont MyoD. Lorsqu’il est lié a pRb, EID-1 est
adressé au protéasome. Ainsi pRb en inhibant I'action de I'inhibiteur d’un coactivateur stimule indirectement la

transcription.

Il est également envisager que pRb puisse activer la transcription en modifiant la structure de la
chromatine. Cette hypothese est soutenue par le fait que la protéine pRb est capable de déplacer RBP2 de
certains promoteurs comme celui de I'ostéocalcine (Chinnam and Goodrich, 2011). Or RBP2 est une histone
déméthylase spécifique de la di- et de la tri-méthylation de H3K4, la triméthylation de H3K4 étant une marque
permissive pour la transcription (Christensen et al., 2007). Le retrait de RBP2 de certaines régions promotrices
en réponse a pRb permettrait donc une activation de la transcription. Par conséquent, il existe certains exemples
détaillant le mécanisme moléculaire d’une activation transcriptionnelle impliquant pRb mais on ne dispose pas

aujourd’hui d’une vue détaillé de cette fonction de pRb.

De facon intéressante, I'équipe de David Arnosti a mis en évidence, chez la drosophile, un
enrichissement du motif DRE (DNA Replication-related Element) au niveau des promoteurs des genes cibles des
facteurs dE2Fs et particulierement au niveau des génes cibles ayant une fonction dans I'apoptose (Acharya et al.,
2012). Ce motif permet le recrutement du facteur de transcription DREF (DNA Replication-related
Element-binding Factor). Ce facteur stimule la transcription d’'un grand nombre de génes et des fonctions
pro-apoptotiques de DREF ont été mise en évidence (Hirose et al., 2001; Vo et al., 2014; Yanai et al., 2014).
Comme rbf1, la surexpression de dref au sein du disque imaginal d’aile induit de 'apoptose a I'origine d’une perte
de tissu au stade adulte (Milet et al., 2010; Yoshida et al., 2001). A la vue de ces données, on pourrait envisager
que la capacité de Rbfl d’activer la transcription implique DREF notamment dans le cas de son réle
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Figure n°65 : Similarité structurale entre les protéines QKI, How et GLD-1

Le domaine KH (K-homology en orange) et les deux domaines adjacents QUA1 et QUA2 sont conservés
entre les trois protéines de la famille STAR présentées ici. De plus, QKI de mammiféres et How de
drosophile possédent un profil d’épissage similaire (trois isoformes). Les isoformes longues (QKI-5 et
How(L)) partagent un domaine HPYQR conservé et un domaine riche en tyrosine (Y rich) qui peut étre
régulé par phosphorylation

Adapté de Volk et al., 2008
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pro-apoptotique. Il serait intéressant de réaliser des tests d’interaction génétique afin de tester si DREF est requis

pour I'apoptose induite par Rbfl dans un tissu prolifératif.

B. Quels sont les genes cibles de Rbf1 importants pour I'induction d’apoptose ?

Nos données indiquent que la protéine de liaison aux ARNm How est requise pour I'apoptose induite
par Rbfl dans les disques imaginaux d’aile. De plus nous avons pu mettre en évidence que cette fonction
pro-apoptotique de How implique une régulation négative du niveau de transcrits du gene anti-apoptotique
diap1 et que cette régulation nécessite la région 3’UTR des ARNm diap1. Par conséquent, bien que How ne soit
pas considéré comme un facteur clé de la machinerie apoptotique chez la drosophile, il semble jouer un réle
crucial dans la capacité de Rbfl d’induire la mort cellulaire. Il existe au moins deux autres exemples dans la
littérature ou How assure une telle fonction pro-apoptotique. En effet, I'équipe de Talila Volk a pu mettre en
évidence que l'isoforme longue de How lie la région 3’UTR des ARNm diap1 ce qui conduit a la dégradation de
ces transcrits. Cette inhibition de diap1 par How(L) est requise pour la mort développementale des cellules de la
ligne médiane au cours du développement embryonnaire. How(L) a également un effet pro-apoptotique dans
les cellules de I'ceil chez la drosophile (Reuveny et al., 2009). |l serait intéressant de déterminer si en dehors de

diap1, How(L) possede d’autres transcrits cibles impliqués dans sa fonction d’inducteur de mort cellulaire.

Il est important de noter que cette fonction pro-apoptotique de How est conservée chez les
mammiferes. quaking (QKI) est I'homologue de how chez les mammiferes. Ce gene code pour au moins 5
isoformes dont QKI-5, QKI-6 et QKI-7 qui différent les unes des autres au niveau de leur région C-terminale
(Figure 65) (Volk et al., 2008). QKI-7 est la seule des isoformes capables d’induire de I'apoptose (Chen and
Richard, 1998; Pilotte et al., 2001). Il a notamment été mis en évidence que QKI-7 induit de I'apoptose dans des
fibroblastes et des oligodendrocytes de rat (Pilotte et al., 2001). On ne connait pas encore les bases moléculaires
de cette fonction pro-apoptotique mais la portion C-terminale de QKI-7 est requise pour I'induction de la mort
cellulaire. De fagon intéressante, il semble que le ratio entre les différentes isoformes de QKl influence le destin
cellulaire. En effet, les isoformes QKI-6 et QKI-5 ont une fonction anti-apoptotique, elles sont capables de
neutraliser QKI-7 en s’hétérodimérisant avec elle (Pilotte et al., 2001). A 'inverse, GLD-1 (defective in germline
development 1), homologue de How chez C. elegans, assure une fonction anti-apoptotique en régulant

négativement cepl (homologue de p53) (Schumacher et al., 2005).

Par conséquent, les protéines de liaison a I’ARN de la famille STAR semblent réguler les phénomeénes
d’apoptose dans différentes especes. L’'effet pro- ou anti-apoptotique dépendrait, d’'une part de I'isoforme

considérée, et d’autre part de I'espéce d’intérét.
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Nous avons pu mettre en évidence que Rbfl et dE2F2 déclenchent I'apoptose en régulant positivement
I’expression du gene how. Toutefois, cette régulation ne semble pas essentielle pour maintenir le niveau basal
d’expression de ce géne puisque I'expression d’ARNi dirigés contre rbf1 ou de2f3 ne module pas les quantités
d’ARNm de how. On ne peut néanmoins pas exclure qu’une telle régulation survienne en réponse a certains types

de stress cellulaires ou suite a divers traitements thérapeutiques.

Chez les mammiféres, pRb assure un rdle pro-apoptotique en réponse a un stress génotoxique. Plus
précisément, suite a un traitement a la doxorubicine (agent induisant des dommages a ’ADN) de cellules de
glioblastomes ou d’ostéosarcome en culture, pRb coopeére avec E2F1 pour induire la transcription de génes
pro-apoptotiques et donc la mort des cellules (lanari et al., 2009). Des études sont actuellement en cours au
laboratoire pour déterminer si la régulation positive de how par Rbfl au cours d’un processus de mort cellulaire
est conservée chez les mammiféres. En effet, Frédéric Canal en post-doctorat au laboratoire est en train de tester
si pRb régule I'expression de gki en réponse a la doxorubicine dans des cellules d’ostéosarcome en culture et les
premiers résultats sont encourageants. Si ces résultats se confirment, les travaux menés chez la drosophile
auront permis d’éclaircir le réle pro-apoptotique de pRb dans des cellules humaines et donc d’avancer dans la

compréhension de sa fonction de suppresseur de tumeur.

A I'heure actuelle le role de buffy dans le contrble de I'apoptose n’est pas encore totalement compris.
Buffy joue un réle double dans la régulation de la mort cellulaire, il peut assurer des fonctions pro- ou
anti-apoptotiques en fonction du tissu considéré et du type de mort cellulaire étudié (Doumanis et al., 2007,
Quinn et al., 2003; Senoo-Matsuda et al., 2005; Sevrioukov et al., 2007; Tanner et al., 2011; Wu et al., 2010;
Yacobi-Sharon et al., 2013). Buffy ne semble pas jouer un réle majeur dans la mort cellulaire développementale
mais il serait requis pour moduler I'apoptose induite par un stress tel que l'irradiation (Sevrioukov et al., 2007).
Nous avons pu mettre en évidence, pour la premiére fois, une régulation transcriptionnelle de buffy au cours du
développement. En effet, la perte de fonction de rbf1 conduit a une augmentation de la transcription de buffy
ce qui indique que Rbfl est requis pour maintenir un faible niveau d’expression de buffy au cours du
développement dans le disque imaginal d’aile. Cette répression transcriptionnelle pourrait participer a la
sensibilité des cellules en prolifération, notamment des cellules du disque imaginal d’aile, a la mort induite par
différents stress. Il serait donc intéressant de déterminer si Rbfl régule I'expression de buffy en réponse a

Iirradiation étant donné le réle de Buffy dans la réponse a ce type de stress cellulaire (Sevrioukov et al., 2007).

Toutefois, il est important de garder a I'esprit que la diminution du niveau d’expression de buffy

sensibilise les cellules a la mort cellulaire mais n’est pas suffisante pour induire de I'apoptose. L’expression d’un
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ARNi dirigé contre buffy n’induit pas de phénotype d’aile et les mouches homozygotes pour une mutation
amorphe de buffy sont viables et ne présentent pas de phénotype visible correspondant a un exces de mort
cellulaire (Sevrioukov et al., 2007). En cela, Buffy est tres différent de Diapl. En effet, la perte de fonction de
diap1 conduit massivement a de I'apoptose (Goyal et al., 2000; Leulier et al., 2006; Lisi et al., 2000; Wang et al.,
1999; Yin and Thummel, 2004). De plus, Diap1 ayant une durée de vie extrémement courte (environ 30 minutes)
(Holley et al., 2002; Yoo et al., 2002), une diminution post-transcriptionnelle du niveau de diapl va avoir un
impact rapide dans la cellule sur le niveau protéique de ce facteur anti-apoptotique. Ainsi, I'activation
transcriptionnelle de how par Rbfl conduit a une diminution du niveau d’ARNm diap1 ce qui aboutit rapidement

a une réduction du niveau protéique de Diapl et donc a une levée de I'inhibition des caspases.

A la vue de ces données, on peut penser que l'activation de how joue un réle plus important, que la
répression de buffy, dans l'induction de la mort cellulaire en réponse a la surexpression de rbfl. Néanmoins,
Debcl et la voie mitochondriale (en aval de buffy) tiennent une place importante dans la mort cellulaire induite
par Rbfl. En effet, la perte de fonction de debc/ sauve fortement de I'apoptose induite par Rbfl. Par ailleurs, des
boucles de rétrocontrdles positives peuvent exister entre la voie mitochondriale en aval de buffy et la voie
dépendante d’une inactivation de Diap1. En effet, au cours de I'apoptose induite par Rbf1, la voie mitochondriale
aboutit a une activation de la voie de signalisation JNK. Or I’activation de cette voie peut conduire a une activation
de la transcription de rpr qui code pour un inhibiteur de Diap1. Ainsi la répression transcriptionnelle de buffy en
activant la voie mitochondriale puis la voie JNK pourrait aboutir indirectement a une inhibition de Diap1 par Rpr.
Donc bien que la perte de fonction de buffy ne constitue pas un évenement suffisant pour induire la mort

cellulaire, la voie de mort mitochondriale semble avoir une place importante dans la mort induite par Rbf1.

Nous avons pu montrer que, chez la drosophile, Rbfl réprime directement la transcription de buffy au
cours du développement. Chez C. elegans, Lin-35 (homologue de pRb) favorise I'apoptose des cellules germinales
en réprimant I'expression de ced-9 (un homologue du facteur anti-apoptotique Bcl-2) (Schertel and Conradt,
2007). Par ailleurs, pRb et E2F1 régulent directement I'expression des genes bcl-2, noxa, bim et puma
appartenant a la famille Bcl-2 (Bertin-Ciftci et al., 2013; Engelmann and Putzer, 2010; Hao et al., 2007; Zhao et
al., 2005). La régulation transcriptionnelle des génes de la famille Bcl-2 par les protéines Rb est donc conservée
au cours de I'évolution. Cette conservation suggére un réle important de cette régulation pour les fonctions
biologiques de pRb. La régulation transcriptionnelle des génes de la famille Bcl-2 par pRb pourrait, au moins en
partie, expliquer son réle dans le contréle de la mort cellulaire et donc indirectement son réle de suppresseur de

tumeurs.
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II.Place de la mitochondrie dans I'apoptose induite par Rbf1l

Un nombre croissant de données dans la littérature indiquent un réle de la mitochondrie, d’une part,
dans le déclenchement de la mort cellulaire chez la drosophile (Abdelwahid et al., 2011) et d’autre part, dans le
controle de I'apoptose assurée par les protéines des familles Rb et E2F (Boland et al., 2013b) que ce soit chez la

drosophile ou chez les mammiféres. Les travaux que nous avons réalisés viennent soutenir ces deux idées.

A. Lien entre voie Rb/E2F, mitochondrie et apoptose

Nos données indiquent I'existence d’une voie mitochondriale en aval de Rbfl déclenchée suite a la
répression transcriptionnelle de buffy. Plusieurs études récentes indiquent des liens étroits entre E2F/Rb, le
fonctionnement de la mitochondrie et le controle de I'apoptose a la fois chez la drosophile et chez les
mammiféres. Par exemple, une étude réalisée en 2013 par I'équipe de Maxim Frolov indique que les facteurs
dE2Fs régulent I'expression de genes codant pour des protéines ayant une fonction mitochondriale (Ambrus et
al., 2013; Minton, 2014). De fagon intéressante, cette régulation semble importante pour le réle des facteurs
dE2Fs dans le controle de I'apoptose. Les cellules du disque imaginal d’ceil mutantes pour ddp sont résistantes a
I'apoptose induite par irradiation (Ambrus et al., 2013; Moon et al., 2005). Pendant longtemps, on a considéré
gue cette résistance était due a un défaut d’induction du programme transcriptionnel d’apoptose du fait d’une
incapacité de dE2F1 de lier I’ADN et d’activer la transcription en absence de dDP. En réalité, les génes
pro-apoptotiques sont correctement activés apres irradiation dans les cellules ddp mutantes (Ambrus et al.,
2013). Par contre, une réduction de I'expression de différents genes ayant une fonction mitochondriale est
observée dans ces cellules et cette réduction est encore plus importante apres irradiation. Cette diminution
conduit a des défauts mitochondriaux (fragmentation du réseau mitochondrial, altération de la production d’ATP
et réduction du potentiel de membrane mitochondriale) qui pourraient expliquer la résistance des cellules
mutantes pour ddp a I'apoptose induite par dommage a I’ADN. Cette hypothése est soutenue par le fait que
I’expression d’un ARNi dirigé contre différents génes cibles des facteurs dE2Fs ayant une fonction mitochondriale
conduit a une altération de la réponse apoptotique aprés irradiation (Ambrus et al., 2013). Ces données
suggerent fortement que I'absence d’activité des facteurs dE2Fs compromet le fonctionnement de la
mitochondrie ce qui est a I'origine d’une réduction de I'efficacité de I'apoptose. Les travaux que nous avons
réalisés permettent de compléter ces données car ils démontrent que Rbfl déclenche I'apoptose en modulant
la dynamique mitochondriale et en induisant un stress oxydant au niveau de la mitochondrie. Par conséquent,
les données de la littérature associées a notre étude soulignent que le statut de la mitochondrie joue un role

crucial dans les processus apoptotiques dépendant de la voie Rbf1/dE2Fs chez la drosophile.
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Il est intéressant de noter que ce lien étroit entre le fonctionnement mitochondriale et I'apoptose
dépendante de la voie Rb/E2F est conservé chez les mammiféres. En effet, dans des cellules d’ostéosarcome
humain, E2F1 lie les promoteurs de génes orthologues de ceux liés par les protéines dE2Fs ayant une fonction
mitochondriale. De plus, une réduction de I'expression de ces génes est observée aprés inactivation de E2F1.
Cette réduction est associée a des défauts de fonctionnement de la mitochondrie et a une résistance a la mort
cellulaire induite par dommage a I’ADN (Ambrus et al., 2013). La mitochondrie semble donc avoir une place

importante dans la fonction pro-apoptotique des protéines Rb et E2F chez la drosophile et chez les mammiferes.

La tres grande majorité des études concernant |'activité pro-apoptotique de pRb et Rbfl se sont
concentrées sur leur capacité a réguler la transcription de génes impliqués dans le contréle de I'apoptose (Attardi
and Sage, 2013). Toutefois, une fonction pro-apoptotique de pRb indépendante de sa fonction de régulateur
transcriptionnel a été récemment mise en évidence. En effet, une partie de pRb se localise a la mitochondrie ou
il peut interagir avec Bax et I'activer ce qui favorise la mort cellulaire en réponse au TNFo et a d’autres
traitements induisant un stress (Hilgendorf et al., 2013). Nous avons montré que Rbfl réprime la transcription
de buffy ce qui participe a I'induction d’apoptose via une voie de mort dépendante de Debcl. Etant donné que la
perte de fonction de buffy n’est pas suffisante pour induire la mort cellulaire, on peut envisager qu’il existe en
plus de la levée d’inhibition de Debcl par Buffy des événements supplémentaires induit par Rbfl aboutissant a
une activation efficace de Debcl. A la vue des données obtenues par Hilgendorf et al., il serait intéressant de
déterminer si, chez la drosophile, Rbfl se localise a la mitochondrie et le cas échéant, s’il module I'action de
protéines impliquées dans le contrdle de I'apoptose en interagissant avec elles au niveau de la mitochondrie.
Des données obtenues par Maxance Ribeiro au cours de son stage de Master 1 suggerent qu’il n’y aurait pas
d’interaction physique entre Rbfl et Debcl. Mais cela n’exclut pas une action mitochondriale directe de Rbfl par

un autre biais qu’une interaction physique avec Debcl.

Plusieurs pistes intéressantes concernant les mécanismes moléculaires a I’origine de I'apoptose induite
par Rbfl et pRb indiquent que la mitochondrie occupe une place centrale dans ce processus. De facon
intéressante, de nombreux oncogeénes ou génes suppresseurs de tumeurs, induisent des voies de signalisation
qui convergent vers la régulation les protéines de la famille Bcl-2 pour controler la sensibilité des cellules a
I"'apoptose au cours de la tumorigenése ou suite a un traitement thérapeutique des cancers (Elkholi et al., 2014;
Green and Kroemer, 2004; Juin et al., 2013). Une caractérisation plus précise de la place de la mitochondrie dans
la régulation de I'apoptose par pRb, mais aussi par d’autres oncogénes ou génes suppresseur de tumeur, apparait

donc importante pour avoir une meilleure compréhension des mécanismes sous-jacents au développement de
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cancer. Ainsi, a plus long terme, des thérapies impliquant I'induction d’une voie de mort mitochondriale dans les

cellules cancéreuses pourraient étre envisagées.

B. Un lien étroit entre dynamique mitochondriale et mort cellulaire

Nous avons pu mettre en évidence que la surexpression de debc/ ou de rbfl déclenche une
fragmentation mitochondriale et que la protéine Drpl est requise pour la mort cellulaire induite par ces deux
génes pro-apoptotiques. Ces données suggerent un role de la dynamique mitochondriale dans la régulation de
I'apoptose. Une fragmentation du réseau mitochondriale dépendante de Drpl est également observée in vivo
au cours de différents phénoménes d’apoptose développementale ou en réponse a différents stress, tel qu’un
traitement a I'étoposide, ou tel qu’une expression ectopique de rpr et hid (Abdelwahid et al., 2007; Galindo et
al., 2009; Goyal et al., 2007; Thomenius et al., 2011). De plus, la perte de fonction de drp1 proteége les cellules de
drosophile en culture de la mort induite par différents stimuli apoptotiques (Abdelwahid et al., 2007; Goyal et

al., 2007).

Toutefois, rien ne permet d’exclure qu’au cours de la mort cellulaire induite par Rbfl ou Debcl, Drpl
assure une fonction pro-apoptotique indépendante de son réle dans la dynamique mitochondriale et que la
fragmentation mitochondriale observée ne soit qu’une conséquence de I'apoptose. Il a d’ailleurs été montré que
Drp1 favorise I'oligomérisation de Bax indépendamment de son activité GTPase qui est, elle, requise pour son
role dans la fission mitochondriale (Montessuit et al, 2010). De plus, l'utilisation d’un inhibiteur
pharmacologique de Drpl, le mdivi-1 (mitochondrial division inhibitor-1) inhibe la libération du cytochrome c
induite par tBid a partir de mitochondries isolées incapables de subir une fission mitochondriale in vitro (Cassidy-
Stone et al., 2008; Lackner and Nunnari, 2010). Ces données suggérent que Drpl est nécessaire pour la
perméabilisation de la membrane externe mitochondriale indépendamment de sa capacité a induire une fission
mitochondriale. Ainsi Drpl peut moduler 'apoptose par une activité différente de son role dans la dynamique

mitochondriale en impliquant les membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2.

Néanmoins, I'expression d’un ARNi dirigé contre marf induit de I'apoptose au sein du disque imaginal
d’aile (Thomenius et al., 2011) ce qui suggére qu’un blocage de la fusion permet de déclencher la mort cellulaire.
Ces données soutiennent un réle de la dynamique mitochondriale dans la régulation des processus apoptotiques

chez la drosophile.

Il serait intéressant de déterminer si le simple fait de s’opposer a la fragmentation mitochondriale
observée au cours de I'apoptose induite par Rbfl, par exemple en surexprimant marf, est suffisante pour inhiber

le processus de mort cellulaire. Un sauvetage du phénotype d’apoptose suite a la surexpression de marf
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constituerait un argument en faveur d’un réle direct de la dynamique mitochondriale dans le contréle de la mort

cellulaire.

Debcl assure une fonction pro-apoptotique dans différents contextes cellulaires (Brachmann et al.,
2000; Colussi et al., 2000; Copeland et al., 2007; Dorstyn et al., 2002; Doumanis et al., 2007; Galindo et al., 2009;
Grusche et al., 2011; Igaki et al., 2000; Kanda et al., 2011; Park et al., 2010; Quinn et al., 2003; Senoo-Matsuda
et al., 2005; Tanner et al., 2011; Yacobi-Sharon et al., 2013; Zhang et al., 2000; Zimmermann et al., 2002) mais
les bases moléculaires de cette fonction sont assez peu décrites. Indirectement, par I'étude de I'apoptose induite
par Rbfl, nous avons pu mieux caractériser le mode d’action de Debcl au cours de I'apoptose. Nous avons pu
montrer qu’au cours de I'apoptose induite par Rbfl, Debcl participe au recrutement de Drpl au niveau de la
mitochondrie, ce qui conduit a une fragmentation du réseau mitochondrial. Debcl et Drpl stimulent la
production d’EAO mitochondriaux ce qui permet, par un mécanisme encore inconnu, |'activation de la voie de
signalisation JNK aboutissant in fine a I'induction d’apoptose. Nos données soulignent donc un lien étroit entre

Debcl et la dynamique mitochondriale.

Ce lien avait été suggéré par plusieurs données de la littérature. En effet, la perte de fonction de debcl
dans des cellules de drosophile en culture augmente significativement le pourcentage de mitochondries
présentant une morphologie anormale observée en réponse a un traitement par un inhibiteur de la chaine
respiratoire mitochondriale (Senoo-Matsuda et al., 2005). De plus, la perte de fonction de debcl ou de buffy
conduit a une modification de la morphologie mitochondriale équivalente a celle observée en contexte perte de
fonction de drp1, lors d’'une induction de la mort des cellules nourriciéres par privation de nutriments pendant
I'ovogeneése (Tanner et al., 2011). En outre, des données indiquent que Debcl module la densité et I'activité
mitochondriale indépendamment de I'apoptose au cours de la morphogenése des dendrites (Tsubouchi et al.,
2009). Toutefois, au cours du développement larvaire, la distribution, le volume et la densité des mitochondries
sont identiques entre des cellules sauvages et des cellules mutantes pour debcl au sein des disques imaginaux
d’aile et des glandes salivaires (Galindo et al., 2009). Ainsi, Debcl pourrait participer au contréle de la dynamique
mitochondriale uniquement dans certains contextes cellulaires et notamment au cours des processus

apoptotiques.

Il est intéressant de noter que ce rdle des protéines de la famille Bcl-2 dans le contréle de la dynamique
mitochondriale est conservé chez les mammiferes (Rolland and Conradt, 2010). Il a, par exemple, été mis en
évidence que Bax joue un role critique dans la fragmentation du réseau mitochondrial qui survient au cours de

I'apoptose (Brooks et al., 2007; Frank et al., 2001).
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Nous avons pu mettre en évidence qu’au cours de I'apoptose induite par Rbfl, il y a un enrichissement
de Drpl a la mitochondrie dépendant de Debcl. De plus, dans un contexte de surexpression de debcl, les
protéines Debcl et Drp1l interagissent physiquement. Cette interaction physique pourrait permettre de stabiliser
Drp1l a la mitochondrie. On peut également envisager que cette interaction conduise a une activation de Drp1l.
Chez les mammiferes, aucune interaction physique entre Drpl et un membre pro-apoptotique de la famille Bcl-2

n’a été mise en évidence mais Bax participe a |’activation de Drp1 par d’autres moyens.

Au cours de I'apoptose, Bax et Drpl colocalisent au niveau des sites de fission (Karbowski et al., 2002).
De fagon intéressante, I'association durable de Drpl avec la membrane externe mitochondriale survenant au
cours de la mort cellulaire est dépendante de Bax et Bak (Wasiak et al., 2007). Plus précisément, Bax et Bak
stimulent la SUMOylation de Drp1 et cette modification post-traductionnelle est corrélée au recrutement stable
de Drpl a la mitochondrie (Wasiak et al., 2007). Par ailleurs, Bax, en induisant une perméabilisation de la
membrane externe mitochondriale, permet la libération dans le cytosol de la protéine DDP/TIMMS8a. Cette
derniere peut interagir avec Drp1 (Arnoult et al., 2005) ce qui permet une stabilisation de Drp1 a la mitochondrie
ou il induit une fragmentation du réseau mitochondrial. Ainsi, par différents mécanismes, Bax stimule le
recrutement de Drpl a la mitochondrie. Ces données laissent entrevoir le fait que des modifications

post-traductionnelles de Drpl peuvent réguler sa fonction.

Chez les mammiferes, Drpl est sujet a de nombreuses modifications post-traductionelles
(phosphorylation, ubiquitination, SUMOylation, S-nitrosylation) qui vont réguler sa fonction (Chan, 2012; Chang
and Blackstone, 2010; Ugarte-Uribe and Garcia-Saez, 2014). Il serait intéressant de déterminer si, chez la
drosophile, Drpl est la cible de modifications post-traductionnelles et, le cas échéant, si ces modifications
interferent, d’'une part, avec sa capacité a induire une fission mitochondriale et d’autre part, avec sa fonction
pro-apoptotique. La phosphorylation est la modification post-traductionnelle la plus décrite de Drpl chez les
mammiféres. La kinase PKA phosphoryle Drpl (humain) sur la sérine en position 637. Cette phosphorylation a
pour conséquence une inhibition de I'activité GTPase de Drp1, un blocage du processus de fission mitochondriale
et une résistance a I'apoptose induite par divers stimuli (Chang and Blackstone, 2007a; Chang and Blackstone,
2007b; Cribbs and Strack, 2007; Jahani-Asl and Slack, 2007). A I'inverse, la déphosphorylation de Drp1 en position
637 par la calcineurin permet I’activation de Drp1 et sensibilise les cellules a la mort cellulaire (Cereghetti et al.,
2008). Ainsi, le statut de phosphorylation de Drp1 sur la sérine 637 semble étre un point de contréle important
pour la régulation de la fonction pro-apoptotique de Drpl. De fagon intéressante, ce site de phosphorylation est
conservé au sein de tous les orthologues de Drpl chez les métazoaires (Cribbs and Strack, 2007). En effet, il existe
un site consensus de phosphorylation par la PKA (cAMP-dependent protein kinase) contenant une thréonine a
proximité du domaine effecteur de la GTPase au sein de la séquence de Drpl chez la drosophile (Figure 66). Etant

donné la forte conservation de ce site, il apparait important de déterminer si le statut de phosphorylation de
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Drp1 varie au cours de I'apoptose induite par Rbf1, et le cas échéant, d’identifier |a kinase et/ou la phosphatase

responsable de ces variations.

Il est également envisageable que les fonctions de Drpl, notamment au cours de processus
apoptotiques, soient modulées par ubiquitination. Au cours de I'apoptose induite par Rbfl, Drp1 est stabilisée a
la mitochondrie, de fagcon dépendante de Debcl, et se retrouve ainsi a proximité de nombreuses ubiquitine ligases
et de différentes enzymes de conjugaison de l'ubiquitine. En effet, I'E3 ubiquitine ligase Diapl est retrouvée
localisée a la mitochondrie au cours des processus apoptotiques (Freel et al., 2008; Sandu et al., 2010). Les
enzymes E2 impliquées dans I'ubiquitination de Diap1 pourraient donc également étre mitochondriales. De plus,
nous avons pu mettre en évidence une interaction entre la protéine mitochondriale Debcl et la protéine a boite
F Slimb ((Colin et al., 2014), voir article en Annexe). Ainsi, il existe une forte concentration d’enzymes impliquées
dans les processus d’ubiquitination au niveau de la mitochondrie ce qui pourrait favoriser I'ubiquitination de
Drpl. On peut envisager différentes conséquences de I'ubiquitination éventuelle de Drpl en fonction du type
d’ubiquitination et de I'enzyme impliquée. Cela pourrait induire la dégradation de Drpl par la voie ubiquitine
protéasome, et donc, s’opposer a la fission mitochondriale et au déclenchement de la mort cellulaire, ou cela
pourrait affecter I'oligomérisation de Drp1, et donc, stimuler, ou au contraire réprimer, la fission mitochondriale.
En outre, cela pourrait fournir un motif d’interaction avec une protéine mitochondriale, interaction qui serait a

I'origine du maintien de la localisation mitochondriale de Drp1.

Par ailleurs, il est intéressant de noter que la surexpression de diap1 blogue le remodelage du réseau
mitochondrial qui survient au cours de la mort des cellules nourricieres pendant I'ovogenése en réponse a une
privation de nutriment (Tanner et al., 2011). Ces données laissent penser que la diminution du niveau de
transcrits de diap1, en réponse a la surexpression de rbf1, pourrait conduire a une modification de la dynamique
mitochondriale. On peut donc envisager que la répression transcriptionnelle de buffy et I'activation de how
coopérent pour induire une fragmentation du réseau mitochondriale et ainsi induire une voie de mort

mitochondriale.

De nombreuses études montrent qu’une fragmentation mitochondriale associée a une perte du
potentiel de membrane mitochondriale précéde la mitophagie (Gomes et al., 2011; Rambold et al., 2011; Twig
et al., 2008). La mitophagie est une forme d’autophagie au cours de laquelle les mitochondries sont
spécifiquement adressées a la dégradation par les autophagolysosomes. Différentes données de la littérature
nous laisse penser que la mort cellulaire induite par Rbfl et Debcl pourrait étre associée a de la mitophagie. En
effet, une étude indique que Debcl et Drpl sont, tous les deux, requis d’une part, pour la mort cellulaire qui

survient au cours de I'ovogenese en réponse a une privation de nutriment et d’autre part, pour le remodelage
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conduira in fine a la dégradation lysosomale.
Adapté de Dorn, 2015
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mitochondrial observé au cours de ce processus de mort cellulaire (Tanner et al., 2011). Des données de cette
étude indiquent que ce remodelage est associé a de la mitophagie, ce qui permet d’envisager un lien entre Debcl,

Drpl et mitophagie.

Par ailleurs, le mécanisme de mitophagie peut impliquer les protéines Pink1 et Parkin (Pickrell and Youle,
2015; Youle and Narendra, 2011). Le mode d’action de ces deux protéines est assez bien décrit chez les
mammiféres (Figure 67). Pinkl est une sérine/thréonine kinase qui s’accumule au niveau de la membrane
externe mitochondriale en réponse a une dépolarisation (Narendra et al., 2012; Narendra et al., 2010). Pink1
phosphoryle la protéine pro-fusion Mfn2 qui une fois phosphorylée sert de récepteur au niveau de la membrane
externe mitochondriale pour I'E3 ubiquitine ligase Parkin (Chen and Dorn, 2013). Ainsi, la protéine cytosolique
Parkin est recrutée au niveau des mitochondries endommagées (Pallanck, 2013). Parkin ubiquitine un certain
nombre de substrats au niveau de la membrane externe mitochondriale dont Mfn2, Mfn1, VDAC et Miro (Chan
et al., 2011; Wang et al., 2011a; Youle and Narendra, 2011). On suppose que cette ubiquitination crée un site
d’ancrage pour des protéines impliquées dans la formation d’autophagosomes. De fagon intéressante, il existe,
chez la drosophile, des interactions génétiques entre drp1, pink1 et parkin. Les drosophiles mutantes pour pink1
ou parkin ont une durée de vie réduite, une sensibilité augmentée a différents stress environnementaux et
présentent une dégénérescence des muscles du vol (Clark et al., 2006; Park et al., 2006; Yang et al., 2006). Les
cellules des muscles du vol présentent une morphologie anormale qui peut étre supprimée par la surexpression
de drp1 ou la déplétion de marf (Deng et al., 2008; Liu et al., 2011; Park et al., 2009; Poole et al., 2008; Yang et
al., 2008). Au vue de ces interactions génétiques, il apparait important de tester I'implication de Pink1 et Parkin

dans la fragmentation mitochondriale et la mort cellulaire induite par Rbfl et Debcl.

En outre, le mécanisme de mitophagie peut également impliquer la protéine BNIP3 (Boland et al.,
2013b). BNIP3 est une molécule adaptatrice qui sert de signal pour la formation des autophagosomes. BNIP3
induit la translocation de Drpl a la mitochondrie et I'expression d’'un dominant négatif de drpl inhibe la
fragmentation mitochondriale et la mitophagie induite par BNIP3 (Lee et al., 2011c). De fagon intéressante, bnip3
est un gene cible de pRb (Tracy et al., 2007) et BNIP3 induit des dysfonctionnements mitochondriaux et de la
mort cellulaire par I'intermédiaire des protéines Bax et Bak (Kubli et al., 2007). On pourrait donc envisager de

tester si Rbf1 régule I'expression de cg5059 (homologue de BNIP3 chez la drosophile).

D’aprés I'ensemble de ces données, il serait intéressant d’étudier si un processus mitophagique survient
en réponse a la surexpression de rbfl1 ou suite a la surexpression de debcl et, si c’est le cas, de déterminer son
implication éventuelle dans I'apoptose induite par ces deux génes en réalisant des tests d’interaction génétique

avec les composants de la machinerie autophagique tels que atg8a.

152






Discussion

C. Role du stress oxydant mitochondrial dans la mort cellulaire induite par Rbf1

Les données que nous avons obtenues soulignent un réle important des EAO dans I'apoptose induite
par Rbfl ou Debcl. Des expériences de cytométrie en flux utilisant du MitoSOX ont permis de montrer que la
surexpression de rbf1 ou de debcl conduit a une augmentation du pourcentage de cellules présentant un niveau
élevé d’EAO. De fagon intéressante, I'expression de sod2, codant pour une superoxide dismutase mitochondriale,
s'oppose a cette augmentation du niveau d’EAO et a I'apoptose induite par Rbfl ce qui suggere que les EAO
participent a l'induction d’apoptose. De méme, différentes études réalisées chez la drosophile montrent une
corrélation entre un niveau élevé d’EAO et une activation des caspases conduisant au déclenchement de la mort
cellulaire (Gupta et al., 2010; Siddique et al., 2008; Zhang et al., 2015). Par ailleurs, I'expression neuronale d’un
ARNi dirigé contre sod2 conduit a une augmentation du niveau d’EAO associé a la perte des neurones
dopaminergiques. Cette perte peut étre sauvée par la délétion H99 a I'état hétérozygote (délétion qui élimine
les trois génes pro-apoptotiques rpr, hid et grim) ce qui suggere que la présence d’un taux élevé d’EAO conduit
a I'apoptose des neurones dopaminergiques par une voie dépendante des RHG (Oka et al., 2015). En outre, la
perte de fonction de selD, un gene impliqué dans la biosynthese des sélénoprotéines, conduit a une accumulation
d’EAO a l'origine de I'apoptose des cellules du disque imaginal d’ceil (Morey et al., 2003). Le mécanisme de
I'induction de cette mort par les EAO a été caractérisé. En effet, un niveau élevé d’EAO conduit a une stabilisation
de la protéine Dmp53 et a la transcription du gene pro-apoptotique rpr. A la vue de ces données, il serait
intéressant de réaliser des tests d’interaction génétiques pour déterminer I'implication de Dmp53 dans la mort
cellulaire induite par Rbfl et Debcl. Par conséquent, les résultats que nous avons obtenus associés a ceux décris

dans la littérature indiquent que les EAO peuvent participer a I'induction d’apoptose chez la drosophile.

La production d’EAO cellulaires est en partie due a une fuite d’électrons au niveau de la chaine
respiratoire mitochondriale. Dans des conditions normales, les EAO sont rapidement éliminés par des enzymes
antioxydantes telles que les SODs ou les catalases. Une dérégulation de la chaine de transport d’électrons peut
conduire a une forte accumulation d’EAO. Dans ces conditions, le systeme de détoxification n’est plus assez
efficace et la présence d’un niveau élevé d’EAO peut avoir des conséquences néfastes pour la survie cellulaire
comme nous venons de la voir. Les données que nous avons obtenues dans un contexte de surexpression de rbf1
suggerent qu’une perturbation de la dynamique mitochondriale pourrait stimuler I'accumulation d’EAO
mitochondriaux. Une telle perturbation de la dynamique mitochondriale peut altérer la chaine de transport

d’électrons, ce qui fournirait une explication pour 'augmentation du niveau d’EAO observée.
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L'idée qu’une altération de la dynamique mitochondriale puisse créer un stress oxydant a I'origine de
I’'apoptose est soutenue par des données de la littérature. Ainsi, la perte de fonction d’opal (un géne pro-fusion)
conduit a une fragmentation du réseau mitochondrial associée a une production d’EAO au sein des cellules du
disque imaginal d’ceil (Tang et al., 2009; Yarosh et al., 2008). Par ailleurs, la surexpression de twins (homologue
du geéne ppp2r2b impliqué dans la pathogenése de |'ataxie spinocérébelleuse de type 12) induit une
fragmentation mitochondriale qui s’accompagne d’une augmentation du niveau d’EAO et de l'activité des
caspases (Wang et al., 2011b). La coexpression de sod2, qui réduit le niveau d’EAQO associées a I'expression de

twins réduit également I’activité des caspases.

De fagon intéressante, au cours de la fermeture dorsale de I'embryon de drosophile, des EAO
mitochondriaux sont générés. Ces EAO induisent une fragmentation mitochondriale dépendante de Drpl qui
permet une activation des caspases a I'origine de la délamination des cellules (Muliyil and Narasimha, 2013). Cela
suggere qu’une boucle de rétrocontréle positive pourrait exister au cours de I'apoptose induite par Rbfl : Drpl
induit une fragmentation mitochondriale ce qui conduirait a une augmentation du niveau d’EAO. Ce niveau élevé
d’EAO pourrait lui-méme conduire a une fragmentation du réseau mitochondrial, I'ensemble de ces événements

participerait a une forte induction d’apoptose.

Les données que nous avons obtenues suggerent que les EAO sont requis pour |'activation de la voie
JNK. Ce résultat n’est pas étonnant étant donné que les EAO constituent un des stimuli majeurs d’activation des
voies MAPKs (Son et al., 2013). De fagon intéressante, une voie proche de celle que nous avons identifiée a été
mise en évidence au sein de cellules neuronales. En effet, la présence de défauts mitochondriaux induits par la
perte de fonction de marf conduit a une augmentation du niveau d’EAO ce qui déclenche I'activation de la voie
INK elle-méme a l'origine de la dégénérescence des neurones (Liu et al., 2015). Ainsi, il semblerait qu’une
perturbation de la dynamique mitochondriale, dans différents types cellulaires, soit associée a une accumulation
d’EAO permettant d’activer la voie JNK. A I'heure actuelle, on ne sait pas exactement comment les EAO stimulent

I'activation de cette voie de signalisation.

Un mécanisme possible d’activation de la voie JNK par les EAO a été identifié dans des fibroblastes de
souris (Kamata et al., 2005). La voie JNK est régulée négativement par différentes phosphatases. La présence
d’EAO convertit la cystéine catalytique de ces phosphatases en acide sulfonique ce qui rend ces enzymes
inactives. L’inhibition de ces phosphatases conduit indirectement a I'activation de la voie JNK. Si ce mécanisme
est conservé chez la drosophile, il permettrait d’expliquer comment les EAO stimulent 'activation de la voie JNK
pour induire la mort cellulaire. Toutefois, Puc (une phosphatase capable d’inactiver la voie JNK chez la drosophile)
déphosphoryle et inactive la JNK Bsk. Par conséquent, une inhibition de Puc par les EAO conduirait a une

activation de la voie directement au niveau de la JNK Bsk. Cela n’expliquerait donc pas I'implication des JNKKKs
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dMekk1 et dTak1, dans I'apoptose induite par Rbfl que I'on détecte par des tests d’interaction génétique. On ne
peut pas exclure que la voie JNK soit activée a différents niveaux en réponse a la surexpression de rbfl. Cette
voie pourrait, d’une part, étre activée par les EAO au niveau de Bsk et d’autre part, au niveau de dTak1 et de
dMekk1 par un mécanisme indépendant des EAO. Il est intéressant de noter qu’une activation de Mekk1 par les
EAO a été décrite chez les mammiféres (Nakano et al., 2006). On pourrait donc envisager une activation de la

voie JNK par les EAO a de multiples niveaux.

I11. La voie JNK : une voie de signalisation aux effets pléiotropes

A. Qu’est ce qui détermine la spécificité de réponse de la voie JNK ?

La voie JNK peut étre activée par de trés nombreux stimuli et régule, suite a son activation, de nombreux
processus cellulaires tels que la prolifération, la différenciation, la morphogenése et I'apoptose (Davis, 2000;
Igaki, 2009; Rios-Barrera and Riesgo-Escovar, 2013; Weston and Davis, 2007). Chez la drosophile, il existe un
grand nombre de protéines susceptibles d’activer directement ou non la kinase Bsk. Un des challenges des
recherches menées actuellement est de déterminer la base moléculaire de la spécificité de réponse de la voie
JNK suite a un stimulus particulier. Par le biais de I'’étude du réle de Rbfl dans le contréle de ’homéostasie
tissulaire chez la drosophile, nous avons pu mettre en évidence un role de la petite GTPase Racl et des JNKKKs
dTakl et dMekk1 dans I'activation de la voie JNK conduisant a une induction d’apoptose. De plus, nos résultats
indiquent que la protéine adaptatrice dTRAF1 et la JNKKK Slipper sont requises pour la prolifération en réponse
a I'apoptose induite par Rbfl. Nos données soulignent donc le fait que I’activation de la kinase Bsk par des

effecteurs différents en amont de la voie JNK conduit a des conséquences différentes.

Des analyses génétiques réalisées avec différents organismes modéles et des études biochimiques
effectuées en culture cellulaire ont révélé que des réponses différentes de la voie JNK nécessitent sélectivement
différentes protéines JNKKKs (Chen et al., 2002; Cronan et al., 2012; Cuevas et al., 2007; Stronach, 2005). L’étude
gue nous avons réalisée vient conforter cette idée. Toutefois, il ne semble pas qu’on puisse en faire une
généralité. En effet, on ne peut pas affirmer que le fait d’activer la voie JNK par I'intermédiaire de Slipper, dans
un autre modele, aura forcément pour conséquence de stimuler la prolifération cellulaire comme nous I'avons
observé dans le cas de la prolifération en réponse a I'apoptose induite par Rbfl. Par exemple, une activation de
la voie JNK via Slipper peut également conduire a une modification de la forme des cellules, notamment au cours
de la fermeture dorsale de I'embryon (Polaski et al., 2006; Stronach and Perrimon, 2002). De plus, Slipper peut
induire une activation de la voie JNK, avec pour conséquence, une modulation du temps de développement
permettant de maintenir 'homéostasie tissulaire en réponse a I'apoptose (Demay et al., 2014). De méme, bien
que plusieurs études indiquent un réle de la voie JNK dans les processus apoptotiques dépendant de dTak1 (Cha

et al., 2003; Geuking et al., 2005; Igaki et al., 2002a; Mihaly et al., 2001; Takatsu et al., 2000; Yang and Su, 2011),
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cette JNKKK peut également réguler la réponse immunitaire innée chez la drosophile en activant la voie JNK
(Buchon et al., 2014; Fernando et al., 2014; Park et al., 2004; Silverman et al., 2003). En outre, il est intéressant
de noter que les JINKKKs dTak1 et Slipper qui assurent des roles différents dans la réponse cellulaire et tissulaire
a la surexpression de rbf1, peuvent coopérer dans la réparation des blessures au sein de |'épiderme larvaire chez
la drosophile (Lesch et al., 2010). Une étude récente indique que les domaines kinases de dTak1 et Slipper ne
sont pas fonctionnellement équivalents. L’expression de ST¥ qui code pour une forme chimérique de Slipper au
sein de laquelle le domaine kinase de Slipper a été remplacé par celui de dTak1, ne permet pas de sauver des
défauts embryonnaires associés a la perte de fonction de slipper contrairement a I'expression de la forme
sauvage de slipper (Stronach et al., 2015). Cela laisse penser que les domaines kinases contribuent a la spécificité

inhérente aux protéines et a la voie dans laquelle elle fonctionne.

A la vue de I'ensemble de ces données, il ne semble pas que la JNKKK impliquée dans I'activation de la
voie JNK soit la seule responsable de la spécificité de réponse. On peut envisager que ce soit la combinaison des
différents acteurs en amont de Bsk, et non uniquement la JNKKK, qui détermine les conséquences de I'activation
de la voie JNK. Il est par exemple possible, que lorsque Slipper est impliqué dans I'activation de la voie JNK en
aval de dTRAF1 cela conduise a de la prolifération cellulaire alors que I'action de Slipper en aval d’une autre
protéine adaptatrice aurait des conséquences différentes. La compréhension des différentes combinaisons
d’acteurs en amont de Bsk pourrait étre la clé pour expliquer la spécificité de réponse de la voie JNK a un stimulus

donné.

B.La voie JNK joue un roéle important dans le processus de prolifération

compensatoire

Bien que différents signaux de stress induisent un fort niveau d’apoptose au sein des tissus, les
organismes possédent souvent la capacité de compenser cette perte cellulaire par un mécanisme de prolifération
déclenché en réponse a l'apoptose (AiP). Lors de cette réponse, les cellules apoptotiques stimulent la
prolifération de leurs voisines (Bergantinos et al., 2010b; Bergmann and Steller, 2010; Fan and Bergmann, 20083;
Kashio et al., 2014; Martin et al., 2009; Mollereau et al., 2013; Morata et al., 2011; Ryoo and Bergmann, 2012).
Un nombre important d’études indiquent un rdle crucial de la voie JNK dans le processus d’AiP (Bergantinos et
al., 2010a; Fan et al., 2014; Herrera et al., 2013; Perez-Garijo et al., 2009; Suissa et al., 2011; Sun and Irvine, 2011;
Warner and Longmore, 2010). Nos résultats démontrent I'importance de la voie JNK et notamment des protéines

dTRAF1 et Slipper dans I'induction d’AiP et sont donc en accord avec les données de la littérature.

Récemment, les composants de la voie JNK impliqués dans I'induction d’AiP en présence de cellules

« undead » ont été identifiés (Fan et al., 2014). Dans cette étude, menée au sein du disque imaginal d’ceil, la
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surexpression de hid dans les cellules antérieures au sillon morphogénique induit de I'apoptose, mais I’'exécution
du programme de mort est bloquée par la coexpression de p35. Dans ces conditions, une augmentation de la
taille de la téte est observée du fait de I'induction de prolifération en réponse a I'apoptose. L’équipe d’Andreas
Bergmann a pu montrer, par la réalisation de tests d’interaction génétique, une implication des JNKKs Hep et
Mkk4, de la JNKKK dTak1 et de la protéine adaptatrice dTRAF2 dans I'AiP, en présence de cellules « undead »,
dans le disque imaginal d’ceil (Fan et al., 2014). Les composants de la voie JNK impliqués dans I’AiP en présence
de cellules « undead » sont différents de ceux que nous avons identifiés pour I'AiP en présence de cellules
apoptotiques induite par Rbfl. Il serait intéressant de déterminer si cette différence est due aux cellules
«undead » ou si elle dépend du signal a I'origine de I'induction d’apoptose. On peut également envisager
I’existence d’'un mécanisme spécifique du tissu considéré. En d’autres termes, il apparait important de tester si
Slipper et dTRAF1 sont requis de fagon systématique pour les processus d’AiP en présence de cellules
apoptotiques « authentiques » en testant par exemple leur implication dans I'AiP en présence de cellules

apoptotiques induite par irradiation.

Il est intéressant de noter qu’en dehors de son réle dans I'induction d’AiP, en réponse a un dommage
tissulaire, la voie JNK induit également un retard de développement larvaire pour maintenir les animaux dans
une phase de croissance (le stade larvaire) et ainsi permettre une compensation de la perte cellulaire
(Bergantinos et al., 2010a; Colombani et al., 2012; Garelli et al., 2012; Worley et al., 2012). La petite GTPase Racl
et la kinase Slipper ont été décrite comme importante pour I'activation de la voie JNK permettant un retard de
développement en réponse a I'apoptose induite par I’expression ectopique de la presinilin dans les cellules du
disque imaginal d’aile (Demay et al., 2014). Il serait intéressant de déterminer si 'apoptose induite par Rbfl est
associée a un retard de développement et, si c’est le cas, de vérifier si les effecteurs de la voie JNK impliqués sont

les mémes que ceux identifiés par Demay et al.

Concernant le role de la voie JNK vis-a-vis de I’AiP un certain nombre de questions subsistent. Par
exemple, les facteurs en aval de la voie JNK impliqués dans I'induction de prolifération en réponse a I'apoptose

ne sont pas clairement identifiés. Toutefois, il existe dans la littérature des pistes de réponses possibles.

Un mécanisme possible pour expliquer I'AiP est que les cellules qui meurent émettent un signal
diffusible pour activer la prolifération des cellules voisines. L' utilisation de cellules « undead » a permis de mettre
en évidence une expression ectopique des morphogenes wg et dpp, a I'origine d’une hyperplasie tissulaire (Huh
et al., 2004a; Kondo et al., 2006; Morata et al., 2011; Perez-Garijo et al., 2004; Perez-Garijo et al., 2005; Ryoo et
al., 2004; Wells et al., 2006). Ces données ont aboutit a un modeéle attractif ou les facteurs Wg et Dpp sécrétés

par les cellules apoptotiques stimuleraient la prolifération des cellules voisines pour compenser la perte de
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cellules. Ce modele est soutenu par le fait qu’une expression ectopique de ces facteurs est également observée
dans les cellules apoptotiques « authentiques » (Perez-Garijo et al., 2004; Ryoo et al., 2004; Smith-Bolton et al.,
2009; Zimmermann et al., 2015). Toutefois, en dépit de cette expression, des données indiquent que Wg et Dpp
ne seraient pas requis pour la prolifération compensatoire (Herrera et al., 2013; Perez-Garijo et al., 2009). De
fagon cohérente avec ces données, des tests d’interaction génétique réalisés au laboratoire indiquent que wg
n’est pas impliqué dans le phénotype d’hyperplasie tissulaire induite par la surexpression de rbf1°%>34 ((Milet et
al., 2014), cf article en Annexe). Les données actuellement disponibles dans la littérature n’accordent donc par

un réle important aux morphogenes Wg et Dpp dans le processus de prolifération compensatoire.

Une implication du facteur Yorkie peut également étre envisagée en aval de la voie JNK pour expliquer
la prolifération observée en réponse a I'apoptose induite par Rbfl. Yorkie (homologue de drosophile de la
protéine de mammifére YAP) est un facteur de transcription requis pour la croissance normale des tissus. Une
surexpression de yorkie conduit a une augmentation de la prolifération cellulaire (Huang et al., 2005). Yorkie est
inactivé par les kinases de la voie de signalisation Hippo. L'induction d’apoptose au sein du disque imaginal d’aile
stimule I'activation de Yorkie dans les cellules survivantes voisines. Cette activation dépend de la voie JNK et
conduit au déclenchement de la prolifération en réponse a la mort cellulaire (Du Toit, 2013; Sun and Irvine, 2011;
Sun and Irvine, 2013). Il est donc tout a fait envisageable que Yorkie soit responsable de la prolifération
dépendante de la voie JNK que I'on observe en réponse a I'induction d’apoptose par Rbfl au sein du disque

imaginal d’aile.

L'intestin de drosophile est un bon modeéle pour I'étude des processus impliqués dans la régénération
d’un épithélium (Andriatsilavo et al., 2013). Lorsque les entérocytes sont endommagés chimiquement ou suite a
une infection, les cellules sécrétent les ligands de la voie JAK/STAT (Upd, Upd2, Upd3) et les ligands de la voie
EGFR (Keren et Spitz) suite a I’activation de la voie JNK (Buchon et al., 2010; Jiang et al., 2009; Xu et al., 2011).
Les voies de signalisation JAK/STAT et EGFR sont donc induites dans les cellules souches intestinales ce qui
permet d’induire une prolifération homéostatique (Buchon et al., 2010; Xu et al., 2011). Il a été récemment mis
en évidence un role de la voie EGFR en aval de la voie JNK dans le phénoméne d’AiP (Fan et al., 2014). A la vue
de ces données, il apparait intéressant de tester I'implication des voies de signalisation JAK/STAT et EGFR dans

la prolifération qui survient en réponse a I'apoptose induite par Rbf1.

Bien que la voie JNK joue un réle important dans I’AiP, on ne sait pas encore aujourd’hui précisément
comment cette voie est activée pour induire de la prolifération cellulaire. Des analyses génétiques et
biochimiques ont permis de mettre en évidence que la protéine Diapl est impliquée dans la dégradation de la
protéine dTRAF1 (Kuranaga et al., 2002). En conséquent, la dégradation de Diapl induite par la protéine

pro-apoptotique Rpr, conduit a la stabilisation de dTRAF1 et ainsi induit I'activation de la voie JNK en aval de
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Figure n°68 : Modeéle de I'apoptose induite par Rbfl dans un tissu prolifératif

Rbfl coopére avec dE2F2 et les membres du complexe chromatinien dREAM pour réprimer la
transcription du facteur anti-apoptotique de buffy. Cette action transcriptionnelle de Rbfl permet de
déclencher une voie de mort mitochondriale aboutissant a I’activation de la voie JNK et a une activation
des caspases. Rbfl est également capable de stimuler la transcription de how ce qui conduit
indirectement a lever l'inhibition exercée par Diapl sur les caspases. L'apoptose induite par Rbfl
déclenche un processus de prolifération compensatoire dépendant de la voie JNK.
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cette protéine. Il est donc envisageable que la diminution du niveau de Diapl induite par Rbfl soit le facteur
déclenchant de la prolifération en réponse a I'apoptose par le biais d’une stabilisation de dTRAF1. Finalement,
on peut se demander si I'activation de dTRAF1 survient dans les cellules apoptotiques et conduit, par un
mécanisme inconnu, a I'activation de la voie JNK dans la cellule voisine déclenchant la prolifération, ou si dTRAF1
est activé dans la cellule voisine de la cellule apoptotique, pour induire sa prolifération. Dans I'optique de la
seconde hypothése, on peut envisager que dTRAF1 soit activée dans la cellule survivante par un signal
extracellulaire impliquant un des couples de récepteurs ligands décrit comme agissant en amont de la voie JNK,
a savoir Egr/Wgn, Grindelwald/Wgn, PVF/PVR et Wg/Fz (Andersen et al., 2015; lgaki, 2009). Des tests
d’interaction génétique utilisant des mutants ou des ARNi dirigés contre ces différents facteurs permettront de

déterminer leur implication dans I’AiP observée suite a 'apoptose induite par Rbf1.

Enfin, on peut également envisager une implication des EAO dans I’AiP. Des données de la littérature
indiquent des liens entre EAO, voie JNK et prolifération. En effet, des défauts mitochondriaux induisent une
production d’EAO a I'origine d’une activation de la voie de signalisation JNK. L’activation de cette voie permet
une augmentation d’Upd (un des ligands de la voie JAK/STAT). Une fois sécrété, Upd induit la prolifération des
cellules voisines (Nakamura et al., 2014; Ohsawa et al., 2012). En outre, chez le poisson zebre, une blessure
conduit a une production d’EAO qui déclenche I'activation de la voie JNK. Cet évenement est impliqué dans la
prolifération compensatoire qui permet la réparation de la blessure (Gauron et al., 2013). Ainsi on peut envisager

que les EAO soient I’élément de la voie d’apoptose responsable du déclenchement de I'AiP.

IV. Conclusion

Au vu de I'ensemble des résultats obtenus, nous pouvons construire un modéle pour expliquer la
fonction pro-apoptotique de Rbfl dans un tissu prolifératif (Figure 68). Suite a sa surexpression, Rbfl coopere
avec dE2F2 et d’autres composants du complexe dREAM pour réprimer la transcription du facteur
anti-apoptotique buffy ce qui conduit indirectement a I'activation de Debcl. Ce facteur pro-apoptotique de la
famille Bcl-2 participe a la stabilisation de la protéine pro-fission Drp1 a la mitochondrie. Une fragmentation du
réseau mitochondrial survient au cours du processus apoptotique induit par Rbfl. Les EAO mitochondriaux, qui
sont augmentées de fagon dépendante de Debcl et de Drp1, participent a I'activation de la voie JNK. La petite
GTPase Racl et les kinases dTak1 et dMekk1 sont impliquées dans I’activation successive des kinases Hep et Bsk.
Finalement, cette voie de signalisation conduit a I'activation des caspases et donc au déclenchement de

I'apoptose.

Rbfl coopére également avec dE2F2 et le complexe dREAM pour stimuler la transcription de la protéine
de liaison aux ARNm How. Cette protéine lie la région 3’UTR des transcrits diapl ce qui conduit a leur
dégradation. Ainsi, indirectement, How permet I’activation des caspases. In vivo, au sein du disque imaginal
d’aile, la voie mitochondriale de mort et I'inhibiteur de caspases Diapl coopérent pour activer les caspases et

induire 'apoptose en réponse a la surexpression de Rbf1.
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Par un mécanisme inconnu, le déclenchement de I'apoptose induite par Rbfl conduit a I'activation de
la voie JNK via la protéine adaptatrice dTRAF1 et la JNKKK Slipper. Ceci permet d’induire de la prolifération

cellulaire pour compenser la perte de cellules induite par Rbf1.

Ces travaux soulignent donc I'importance d’une part de la régulation transcriptionnelle des genes how
et buffy et d’autre part, de I'induction d’'une voie de mort mitochondriale dans la fonction pro-apoptotique de
Rbfl. L’étude du rble de Rbfl dans le controle de ’lhoméostasie tissulaire devrait aider a la compréhension du

réle suppresseur de tumeur de pRb.
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Annexe

L. Annexe 1 : Présentation du systeme UAS/Gal4

A. Le gene gal4 est placé sous contréle d’un inducteur. Ainsi la protéine Gal4 est produite uniquement
dans le domaine d’expression de l'inducteur. Gal4 est un facteur de transcription qui se fixe sous forme de
dimeéres sur les séquences UAS et induit I'activation transcriptionnel du gene placé en aval (géne Y). On peut

donc grace au systéme UAS-Gal4 surexprimer un gene d’intérét Y selon un profil spatio-temporel choisi.

B. Ce systéme peut également étre utilisé pour restreindre I'expression d’un géne d’intérét noté X. Un
transgene constitué de répétitions inversées d’un fragment du géne X a inactiver est placé sous contrdle de
séquence UAS. La fixation de Gal sur ces séquences permet d’activer la transcription. Du fait de la
complémentarité de séquence, on obtient un ARN double brin, qui va étre pris en charge par la machinerie d’ARN
interférence de la cellule. On obtient finalement un court fragment complémentaire d’une portion de ’ARNm X
endogene. L’hybridation de I’ARNi sur 'ARNm X conduit a sa dégradation par clivage. On diminue ainsi

spécifiquement le niveau d’expression du gene X dans le domaine d’expression de I'inducteur.
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II. Annexe 2: Une mutation de Rbfl augmente son activité
pro-apoptotique et permet de dévoiler un nouveau réle vis-a-vis de

I’homéostasie tissulaire
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Abstract

The tumor suppressor retinoblastoma protein (pRb) is inactivated in a wide variety of cancers. While its role during cell cycle
is well characterized, little is known about its properties on apoptosis regulation and apoptosis-induced cell responses. pRb
shorter forms that can modulate pRB apoptotic properties, resulting from cleavages at caspase specific sites are observed in
several cellular contexts. A bioinformatics analysis showed that a putative caspase cleavage site (TELD) is found in the
Drosophila homologue of pRb (RBF) at a position similar to the site generating the p76Rb form in mammals. Thus, we
generated a punctual mutant form of RBF in which the aspartate of the TELD site is replaced by an alanine. This mutant
form, RBFP***A conserved the JNK-dependent pro-apoptotic properties of RBF but gained the ability of inducing
overgrowth phenotypes in adult wings. We show that this overgrowth is a consequence of an abnormal proliferation in
wing imaginal discs, which depends on the JNK pathway activation but not on wingless (wg) ectopic expression. These
results show for the first time that the TELD site of RBF could be important to control the function of RBF in tissue
homeostasis in vivo.
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Introduction

The Retinoblastoma gene, Rb, was first identified as the tumor
suppressor gene mutated in a rare childhood eye cancer, and its
product (pRb) is often functionally inactivated in many human
cancers by mutation or hyperphosphorylation [1,2]. pRb is a
member of the pocket protein family. These proteins possess
specific A and B domains that form the pocket domain, required
for their interactions with many transcription factors or co-factors
in order to modulate the transcription of various genes (reviewed
in [3,4]). One of the major roles of pRb is to inhibit cell cycle
progression by repressing the transcription of genes required for
the G1-S transition, such as ¢yclin E or genes necessary for DNA
synthesis, through binding and regulation of the E2F/DP
transcription factors [5]. In addition, Rb has also been involved
in chromosome dynamics during the M phase (rewieved in [6]).

Besides its roles on cell cycle, pRb regulates a variety of cellular
processes, including angiogenesis, senescence, differentiation and
apoptosis [7,8]. In opposition to its well-established effects on cell
cycle regulation, pRb role in apoptosis appears to be complex.
Indeed, on the one hand pRb inactivation, partly by increasing
free E2F1 DNA binding activity can induce cell cycle S phase
entry and apoptosis, involving p53-dependent or —independent
pathways [9,10], which shows that pRb can be anti-apoptotic. On
the other hand, several studies have shown that pRb can also be
pro-apoptotic in several cellular contexts [11,12,13,14,15,16,17].

PLOS ONE | www.plosone.org

Although it has been shown that pRb localizes to mitochondria
[18] where it induces apoptosis directly [19], little is known about
the mechanisms that regulate pRb apoptotic functions. Many
studies in mammals cells have shown that the pRb protein can be
cleaved at several sites during apoptosis [20,21,22,23.24]. A
cleavage at the C-terminus of pRb generates the pl00®® form
[25], and a more internal cleavage generates two forms: p48"” and
p68Rb [26]. These cleavages are realized by specific caspases at
consensus cleavage sites ending by an aspartate [25,26]. In
addition, we previously described another cleavage of pRb by
caspase 9 at a LExD site, which generates the p76R]’ form [13].
These cleavages are certainly part of a poorly understood
regulation process of pRb functions. Indeed, pRb cleavage can
often be observed when apoptosis is induced by different ways, and
impairing pRb C-terminus cleavage reduces apoptosis [23,27]. We
have shown that p76Rl’ is pro-apoptotic in several human cell lines
[28] but possesses anti-apoptotic properties in rat embryonic
fibroblasts [13]. This discrepancy could be related to a differential
regulation of apoptotic genes by pRb in human versus rodent cells
[29]. Altogether, these results show that cleavage of pRb can exert
specific activities on the control of apoptosis.

Drosophila is a powerful model for genetic studies, which can be
used to better understand apoptosis regulation by pocket proteins,
and modes of regulation of these proteins i vivo. Components of
the E2F/pRb pathway are highly conserved and simpler in
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Drosophila than in mammals. In Drosophila, only one DP (dDP),
two E2F proteins (dE2F1, dE2F2) and two pRb family proteins
(RBF, RBF2) have been described [30,31]. As in mammals, RBF
binds to and inhibits the transcription factor dE2F1 [32], thus
impairing its ability to induce transcription of genes whose
products are necessary for cell cycle progression, like cyclin E
[33]. In Drosophila, loss of function clones for RBF display an
increased sensitivity to irradiation-induced apoptosis [34,35,36],
and an increased level of apoptosis is observed in RBF ™/~
embryos [37]. According to these studies, RBF has an anti-
apoptotic role in Drosophila. Despite this prevalent view, we have
recently shown that RBF can also exert a pro-apoptotic effect in
proliferating cells, in a caspase-dependent manner [38], which is
more in acquaintance with its tumor-suppressor role. Thus, the
complexity of pRb effects on apoptosis is conserved in Drosophila.
In this paper, we identified a TELD site in RBF sequence,
which is most probably equivalent to the LExD site of mammalian
pRb. In order to determine if RBF TELD site can modulate RBF
properties on apoptosis, we generated a mutant form of RBF,
RBF®®* in which the aspartate of the cleavage site, which is
necessary for caspase recognition, is switched into an alanine. We
observed that RBFP#34 expression remains pro-apoptotic in
proliferating cells of the wing imaginal disc, the adult wing
primordium, and that this process depends on the activation of
JNK pathway. Interestingly, RBFP?%4 expression also induces
ectopic proliferation and overgrowth in the wing tissue, which also
depend on the JNK pathway but not on wg ectopic expression.
This overgrowth was never observed when RBF was expressed.
Therefore, mutating the TELD caspase cleavage site modulates
the properties of RBF and affects tissue homeostasis. This result
indicates that RBF cleavage by caspases in vivo could be
important to control its effects on cell fate during development.

Materials and Methods

Fly stocks and breeding conditions

Flies were raised on standard medium. The UAS-RBF and vg-
Gal4 strains were generous gifts from J. Silber. The en-Gal4, ptc-
Gal4 and UAS-EGFP strains were generous gifts from L.
Théodore. The C96-Gal4 strain was a generous gift from F.
Agnes. The UAS-bsk-RNAi strain was a generous gift from S.
Netter. The UAS-mtGFP, UAS-p35 and the hepr75 strains come
from the Bloomington stock center, and the UAS-wg-RNAi strain
comes from the Vienna Drosophila Resource Center. A Canton S
w'**® line was used as the reference strain. All crosses using the
Canton S w'''®, UAS-RBF and UAS-RBFP?>*!(BI8) strains
were performed at 25°C and all crosses using the UAS-
RBF”*4(B2 3) were performed at 21°C to induce production
of similar protein levels. In these conditions both lines exhibit
similar phenotypes.

Generation of transgenic flies

The 7bf full-length ¢cDNA was provided by N. Dyson. We
generated the non-cleavable form of RBF by changing the
aspartate 253 to an alanine. Mutagenesis was conducted with
the Quikchange Site-Directed Mutagenesis kit (Stratagen
#200518) by using sens RBFmut903 5'CTGGACGGAG-
CTGGCATTTCGTCACAATCCG3' and antisens RBFmut903
5'CGGATTGTGACGAAATGCCAGCTCCGTCCAGS' prim-
ers. The Notl/Kpnl insert was then subcloned into the pUAST
vector to produce the pUAST-RBFP2** vector and sequenced to
verify its integrity. The pUAST-RBFP?** construct was injected
into Canton S w’’® fly embryos following standard procedures to
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obtain transgenic Drosophila strains. Independent transgenic lines
were characterized and used for further experiments.

TUNEL staining of imaginal discs

C96-Gal4, vg-Gal4 and ptc-Gal4 females were crossed with
w8 UAS-RBF, UAS-RBFP??4 or UAS-bsk-RNAi males for
apoptosis detection. Wing imaginal discs of the progeny were
dissected in PBS pH 7.6, fixed in PBS/formaldehyde 3.7%,
washed three times for 20 min in PBT (1X PBS, 0.5% Triton).
Discs were then dissected, TUNEL staining was performed
following manufacturer’s instructions (ApopTag Red in situ
apoptosis detection kit, Chemicon), and discs were mounted in
CitifluorTM (Biovalley) and observed with a conventional Leica
DMRHC research microscope using the N2.1 filter. For
quantification experiments, discs were observed with a Leica
SPE upright confocal microscope. White patches in the wing
pouch were counted for at least 30 wing imaginal discs per
genotype. Student’s tests were performed and results were
considered to be significant when a<<5%.

Histochemistry

The following antibodies were used: anti-RBF (rabbit polyclonal
anti-RBF, 1:500, Custom antibody), anti-Wg (mouse monoclonal
antibody, DSHB, clone number 4D4, 1:100), anti-®-JNK (rabbit
polyclonal antibody, 1:500, Promega number V7931). Third instar
larvae were dissected in PBS pH 7.6, fixed in PBS/3.7%
formaldehyde, washed three times for 20 min each in PBT (1X
PBS, 0.3% Triton) and incubated with the primary antibody
overnight at 4°C in PBT/FCS (1X PBS, 0.3% Triton, 10% FCS).
Incubation with the secondary antibody was carried in PBT/FCS
for 2 hours at room temperature. Larvae were then washed thrice
in PBT and placed in PBS/glycerol (1:1) overnight at 4°C. Finally,
discs were mounted in Citifluor ™ (Biovalley) and observed with a
conventional Leica DMRHC research microscope, using the L5
filter to detect green fluorescence, the N2.1 filter for the red
fluorescence.

BrdU labeling of wing discs

pte-GAL4 or en-GAL4 females were crossed with UAS-RBF
and UAS-RBFP?>?4 males, and with w’*/® males for the control.
Larvae were fed for 2 h on medium supplemented with 1 mg/ml
BrdU. They were then dissected in 1X PBS pH 7.6, and fixed in
PBT/formaldehyde (PBS 1X/5% formaldehyde/0.3% Triton X-
100) for 20 min at room temperature, washed three times for
31min in PBT, denatured in 2.2 N HC1/0.1% Triton X-100 by
two 15 minute-long incubations, neutralized with 100 mM sodium
tetraborate (Borax) by two 5 minute-long incubations. For
immunohistochemistry, larvae were blocked by incubation in
PBT/10% fetal calf serum (FCS) for 45 min, incubated with
mouse anti-BrdU monoclonal antibody (1: 200, DSHB) overnight
at 4°C and washed thrice in PBT/FCS. Discs were then incubated
with anti-mouse IgG-FITC (1: 200, Jackson Immuno Research)
and washed thrice in PBT. Discs were mounted in Citifluor ™ and
observed with a Leica SP2 upright confocal microscope.

Results

Generation of RBF®?*3**, a mutant form of RBF affecting a

consensus conserved caspase cleavage site

We have used the CASVM web server [39] to scan the full
length RBF for potential caspase cleavage sites predicted by the
support vector machines (SVM) algorithm [40]. This was done
with the P14P10" window (tetrapeptide cleavage sites with ten
additional upstream and downstream flanking sequences) which
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has the highest accuracy. Using this window, only one caspase cleavage
site was found in RBF (Figure SI1A in File S1). This unique conserved
cleavage site, TELD, fulfills the criteria of substrate specificity reported
for Dronc, the Drosophila homologue of Caspase 9 [41,42].
Furthermore, the TELD sequence is located in position 253 of RBF
in the region containing the LExD site that leads to the generation of
the p76Rb form in mammals [13] and a consensus caspase cleavage
site, LEND, can also been found in the C. elegans homolog at the same
position (Figure S1B in File S1). The conservation of a caspase cleavage
site through evolution suggests a physiological role for RBF cleavage in
this region including in Drosophila.

Using western blot analysis we were unable to consistently
observe a band at the expected apparent molecular weight of the
cleaved form. We explain this difficulty by the incapacity of the
only available antibody to reveal cleaved forms. To by-pass this
problem, vectors allowing the expression of C-terminal HA-tagged
forms of RBF and RBFP’®, the C-terminal part of RBEF expected
to result from a cleavage at the putative caspase site were
transfected into S2 cells. Western blot experiments reveal the
presence of cleaved forms of RBF (Figure S1C in File S1). One of
these has the expected size of RBFP’®. This result shows that RBF
can be cleaved in the TELD region.

As caspases recognize specific motifs ending by an aspartate, we
generated a mutant form of RBF, RBFP**A_ in which aspartate
253 is switched into an alanine. This mutation should impair a
cleavage of the RBF protein at the TELD site by caspases. This
kind of approach was successfully conducted in mammals to
generate a cleavage-resistant form of pRb at a C-terminus
consensus cleavage site by caspases [25]. Indeed, the expression
of the HA-tagged form of RBFP?7% in S2 cells does not seem to
generate the cleaved form (Figure S1C in File S1). In order to
determine if the RBF consensus caspase cleavage site could have a
physiological relevance in regulating RBF functions in vivo, we
generated several independent transgenic fly strains carrying the
RBF?”* mutant form under control of the UAS transcription
regulating sequence.

D253A
F 53

Expression of RBF or RB induces different

phenotypes

To determine if the mutation of the TELD site modifies RBF
activity, we tested if expression of RBF and RBF"?7%4 ¢ould result
in different adult phenotypes. Since the random insertion locus of
transgenes in Drosophila transgenic strains can induce different
expression rates of a same transgene in independent transgenic
strains, we have studied two independent RBFP?* transgenic
strains. The phenotypes were similar for both transgenic lines (data
not shown). To compare RBF and RBFP?74 effects, we first
verified by RT-qPCR and western blot that RBF mRNA level and
full-length RBF protein rates were similar in RBF and RBFP#%4
transgenic strains (Figure S2 in File S1).

Since our previous results have shown that RBF expression is
pro-apoptotic in cycling cells whereas it is not in post-mitotic cells
[38], we used various wing specific drivers allowing an expression
in cycling or non-cycling cells of the wing imaginal disc. In
agreement with our previous results, we observed that RBF
expression in non-cycling cells of the dorso-ventral boundary
(ZNC) did not affect wing development, as adult C96>RBF wings
showed wild type phenotype similar to C96-Gal4/+ control wings
(Fig. 1, A, B). On the contrary, C96>RBF b2334 wings presented
notches at their margin (Fig. 1 C, asterisks) that resulted from
tissue loss. Thus, the mutant and wild-type forms of RBF display
different properties in non-cycling cells, which indicates that
mutating the TELD site modifies RBF properties in these cells.
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We have previously shown that RBF expression in cycling cells,
under vg-Gal4 driver, generates notches in the wing margin,
which result from RBF induced-apoptosis during third larval instar
in the vg-Gal4 expression domain of the wing imaginal disc. To
test the effects of RBFP?7?4 expression in proliferating wing cells,
we also used the vg-Gal4 driver. Expression of RBF under control
of the vg-Gal4 driver led to notches at the wing margin (Fig. 1E,
asterisks) and RBF” 234 conserved this property (Fig. 1 F).
Strikingly, using several independent transgenic strains, we also
observed a phenotype of ectopic tissue next to the hinge of the
wing, in up to 30% of the vg>RBF"*>> flies (Fig. 1F, arrow).
This phenotype is probably the consequence of abnormal cell
proliferation and is specific of the RBFP*>** form as it was never
observed when wild type RBF was expressed at equivalent levels.

Finally, we tested the effects of ubiquitous expression of RBF
and RBFP??" under control of the da-Gal4 driver. Such
expression of RBF at 25°C induced notches on the wing margin
(data not shown). Ubiquitous expression of RBFP?>*4 was lethal
when flies were raised at 25°C as well as at lower temperature
(21°C) to reduce RBFP**** quantity. In contrast, RBF ubiquitous
expression never revealed lethal, even at higher levels when flies
were raised at 29°C.

Altogether, these results show that RBFP?*** properties differ
from RBF properties, both in cycling and non-cycling cells during
development. Therefore, a cleavage of RBF at the TELD site may
be important to regulate its functions in different cellular contexts.

RBFP2>*A induces more apoptosis than RBF in the wing
imaginal disc

We have previously shown that RBF expression in proliferative
cells induces apoptosis, including in the wing tissue. To check if
RBFP?*.induced notch phenotype was also correlated with
apoptosis induction, we performed TUNEL staining on larvae
wing imaginal discs expressing UAS-RBF or UAS-RBF”?*>* under
the control of C96-Gal4 or vg-Gal4 drivers (Fig. 2). The expression
domains of these drivers were visualized in control wing discs by
inducing UAS-mtGFP (Fig. 2AE). In C96-Gal4 and vg-Gal4
control discs (Fig. 2B and F), developmental apoptosis was rare (few
white bright dots). In C96>RBF wing discs (Fig 2 C), TUNEL
staining was similar to control discs, which shows that RBF does not
induce apoptosis in cells of the ZNC, in acquaintance with the
absence of notches in C96>RBF adult wings (Fig 1 B). On the
contrary, in C96>RBF"??" wing discs, some cells located at the
center of the pouch in the zone corresponding to the ZNC were
TUNEL labeled (Fig 2 D, arrows). Similar results were observed
using Acridine Orange (AO) staining (Figure S3 in File SI)
indicating that RBFP#** expression induces apoptosis in  this
region, leading to the appearance of notches in adult wings (Fig 1
C). Invg>RBF and vg>RBFD253A wing discs, apoptotic cells were
observed within the driver expression domains (Fig. 2 G, H white
arrows). Interestingly, RBF did not induce apoptosis at the center of
the pouch in vg>RBF discs (Fig 2 G, arrow head) whercas
RBFP*3 is pro-apoptotic in this area that includes the ZNC.
These observations are coherent with the fact that, contrarily to
RBF, RBF°?** is pro-apoptotic in non-proliferating cells as
observed with the C96-Gal4 driver.

We also tested the effects of RBF and RBFP?4 expression in
cycling cells in a different and more restricted expression domain.
Using plc-Gal4 we drove RBF and RBF D234 expression at the
antero-posterior boundary of the wing imaginal disc. Similar
experiments on pic>RBF and ftC>RBFD 24 wing discs also
showed that RBF and RBFP*” expression was associated with
apoptosis (Figure S4 in File S1), confirming that both forms are
pro-apoptotic in proliferating cells. In these experiments using vg-
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‘A C96-Gal4

C96>RBF C  C96>RBF

.

F vg>RBFP2534
_‘_/ e

Figure 1. RBF and RBFP2°3** induce different phenotypes in adult wings. Transgenes were expressed in non-proliferating cells of the ZNC
during wing development (A-C) or proliferating cells along the dorso-ventral boundary (D-F). (A) C96-Gal4/+ control wings show a continuous wing
margin. (B) C96-Gal4/UAS-RBF adult wings are similar to control wings. (C) In UAS-RB 25341 +: C96-Gal4/+ flies, RBFP?*3# induces notches at the wing
margin (asterisks). (D) vg-Gal4/+ control wings display a continuous wing margin. (E) In vg-Gal4/+; UAS-RBF/+ flies, RBF expression induces notches at
the wing margin (asterisks). (F) In vg-Gal4/UAS-RBFP?>** flies, RBFP?*3# expression provokes not only notches (asterisks) but also the apparition of
hyperplastic tissue in the wing (arrow).

doi:10.1371/journal.pone.0102902.g001

Gal4 and ptc-Gal4 to drive the expression of both RBF forms, it
seemed that more cells were apoptotic in RBFP?7?4 _expressing
discs. To test if RBFP*** induced significantly more apoptosis
than RBF, we have quantified TUNEL staining of vg>RBF or
vg>RBFD253A wing imaginal discs. Staining patches in the wing
pouch were counted for at least 30 imaginal discs per genotype
(Fig 3). We observed that RBFP?*** induced significantly more
apoptosis than RBF (a<<5%).

RBFP?>3A induces increased proliferation of neighboring
cells

In order to check if the overgrowth observed in wings of
RBFP?3 expressing flies was due to an enhanced proliferation,
we performed a BrdU incorporation assay to label cells in the S

C96>GFP C96-Gal4

phase of the cell cycle in wing imaginal discs. As this tissue is highly
proliferative, BrdU incorporation occurred throughout the whole
disc. Only a small population of cells is arrested in the cell cycle
and forms the ZNC, which is situated at the center of the wing
pouch (Fig. 4A,G, white arrows). We used the en-Gal4 driver to
express RBF forms in the posterior part of the discs, allowing the
use of the anterior compartment as an internal control. Over-
expression of RBF and RBF D234\ as visualized by RBF staining
(red) (Fig. 4B, C). The BrdU incorporation profile was similar in
both RBF-expressing and control discs (Fig. 4A,B and D,E). On
the contrary, a more intense BrdU staining was observed in the
most posterior part of discs expressing RBF???4, but also in cells
located near the antero-posterior border, a region that did not
express RBFP#?% in these discs (Fig. 4C, sce arrowheads).

C96>RBF

vg>RBFP%3

Figure 2. RBFP2°3A is pro-apoptotic in the ZNC and induces more apoptosis than RBF in third instar larvae wing imaginal discs. (A, E)
C96-Gal4 and vg-Gal4 expression patterns are visualized by UAS-mtGFP expression in third instar larvae wing imaginal discs. (B-D, F-H) Apoptotic cells
are labeled by TUNEL in wing imaginal discs; specific staining of apoptotic cells corresponds to bright white patches. (B, F) C96-Gal4/+ and vg-Gal4/+
control discs have few apoptotic cells. (C) C96-Gal4/UAS-RBF wing discs are similar to control. (D) Some apoptotic cells are observed within the C96-
Gal4 expression domain in UAS-RBFP?*3*/X: C96-Gal4/+ discs (white arrow). (G, H) Apoptotic cells are observed within the vg-Gal4 expression domain
in vg-Gal4/+; UAS-RBF/+ and UAS-RBFP?>3*/X; vg-Gal4/+ wing discs (white arrows). (G) The white arrowhead indicates a zone at the center of the pouch
where cells are not TUNEL-labeled in vg-Gal4/+; UAS-RBF/+ wing discs. All discs are shown with posterior to the top.
doi:10.1371/journal.pone.0102902.g002
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Control vg>RBF vg>RBFP253A
Figure 3. RBF?53 is more pro-apoptotic than RBF in third
instar larvae wing imaginal discs. Apoptotic cells were visualized
by TUNEL staining of wing imaginal discs of vg-Gal4/+; UAS-RBF/+ or vg-
Gal4/UAS-RBFP?5*A genotypes. TUNEL positive cells in the wing pouch
were quantified. Asterisks indicate a statistically significant difference
between two genotypes (Student’s test, p<<0,05).
doi:10.1371/journal.pone.0102902.9003

Therefore, RBFP?7?* expression specifically induces abnormal
proliferation of cells in a non-autonomous way.

As en-Gal4 is expressed throughout the whole posterior part of
the discs, we used the ptc-Gal4 driver to reduce possible alterations
of the disc morphology when RBFP?74 expressed. In pic>
RBFP?74 discs, RBF”?7? is expressed along the antero-posterior
boundary that crosses the ZNC at its center. Non-cycling cells of
the ZNC do not incorporate BrdU, thus abnormal BrdU staining
in these cells is easy to detect. In ptc>RBF wing discs, BrdU
staining was similar to control discs (Fig. 4G,H). None of the cells
of the ZNC, whether they expressed RBF or not, displayed
abnormal staining (Fig. 4],K boxed areas showing the intersection
of the ZNC with the antero-posterior boundary). On the contrary,
in ‘btc>RBFD253A discs, we observed BrdU-labeled cells within the
ZNC in the posterior side. This abnormal proliferation was
adjacent to RBFP®*_expressing cells (Fig. 4 I,L boxed area). We
observed that these cells localized in the posterior compartment
along the antero-posterior boundary expressed ectopically the
dorso-ventral boundary marker wg, and thus normally belong to
the ZNC (Figure S5 in File S1). Therefore, these observations
suggest that cells of the ZNC that do not express RBFP?** are
induced to proliferate when this mutant form is expressed along
the antero-posterior border of the disc. These results confirm that
RBFP?4 expression is able to induce abnormal proliferation of
neighboring cells, even in a domain in which cells are normally
arrested in the G1 phase of the cell cycle.

It is well established that cells undergoing apoptosis in a growing
tissue promote proliferation of surrounding healthy cells [43],
maintaining tissue homeostasis by a process named apoptosis-
induced proliferation [44,45]. We have observed that both RBF
and RBFP?**4 ¢ould induce apoptosis in proliferating cells and
that RBF?*?4 induced more apoptosis than RBF when expressed
at a similar rate. As RBF?**** enhanced the proliferation rate of
cells adjacent to its expression domains and subsequent wing tissue
overgrowth, we wondered if the apﬁarition of ectopic tissue in the
wing was a specific effect of RBFP??>?4 expression, and not only a
consequence of an increased apoptosis induced by this mutant
form. For this reason, we tested if enhancing RBF-induced
apoptosis could result in tissue overgrowth. As the UAS/Gal4
system efficiency depends on temperature, we increased the
breeding temperature of vg>RBF flies from 25°C to 29°C to
enhance RBF expression. We also elevated the dose of UAS-RBF
by expressing two independent p/UAS-RBF] transgene insertions
in the same flies. Under these conditions, the strength of the notch
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phenotype and the level of AO staining in wing discs were
increased to the same level as what was observed with the
RBFP®* construct, but we never observed ectopic tissue in the
wings (data not shown). Thus, the effect of RBFP*** on
proliferation is specific of this mutant form, which reinforces the
view that RBF cleavage could be necessary to control its activities
in vivo. It suggests that RBFP?** amplifies an apoptosis-induced
proliferation mechanism, leading to an excessive proliferation in
response to apoptosis.

Activity of the JNK pathway is necessary for RBF- and
RBFP%**A.induced apoptosis and for RBFP?**A-induced

overgrowth

The JNK pathway is implicated in both apoptotic and
proliferation processes (reviewed in [46]). Among these processes,
compensatory proliferation allows injured tissues to recover their
original size by inducing ectopic proliferation of surviving cells.
Moreover, in models involving cells induced to die by apoptosis
but kept alive by the caspase inhibitor p35, the so-called “undead
cells” emit persistent mitogen signaling that promotes overgrowth
under control of the JNK pathway [43]. We thus tested if the JNK
pathway was required for RBF- and RBFP****.induced apoptosis
and for RBFP***.induced ectopic proliferation. The active form
of the Drosophila JNK Bsk was stained with an anti-®-JNK
antibody in pte>RBF and pte>RBF*?" wing discs. In pte-Gal4/
+ control discs, we did not detect any specific staining in the pic
domain, which indicates that the JNK pathway is not activated in
this domain during normal development (Fig. 5 A). On the
contrary, in ptc>RBF and ptc>RBFD253A discs, we observed JNK
activation in the ptc-Gal4 expression domain, i.e. at the antero-
posterior border of the discs (Fig. 5 B, C). This activation was
strong in young third instar larvae, and decreased when larvae got
older (data not shown).

To test if the JNK pathway was required for RBF-dependent
apoptosis, we used a p/UAS-bsk-RNAi] transgene to disrupt the
JNK pathway. Under vg-Gal4, the number and size of notches
present at the wing margin is correlated with the amount of
apoptosis [38]. We classified the wing phenotypes into four
categories (wild type, weak, intermediate and strong) according to
the number and size of notches (Fig. 5D, asterisks). In a control
experiment, we verified that wings were wild type in vg>bsk-
RNA: flies (data not shown). We assayed for the strength of the
notch phenotype in wings of vg>RBF flies in presence or absence
of UAS-bsk-RNAi (Fig. 5D). When bsk-RNAi was co-expressed
with RBF, distribution of the phenotypes significantly shifted
toward weaker phenotypes when compared to the expression of
RBF alone (Wilcoxon test, a<<10"'">, n = 540) (Fl% 5D). We also
disrupted the JNK pathway by using the hep™” mutant and
observed that distribution of the RBF-induced notch phenotype
was weaker in the hepﬁj mutant background (data not shown).
These results clearly show that the JNK pathway is involved in
RBF-induced apoptosis.

We also tested if the JNK pathway activation was required for
RBFP**.induced apoptosis and ectopic tissue. We counted the
number of vg>RBFD25 1 flies presenting ectopic tissue in the
wing in the presence or absence of UAS-bsk-RNAi and observed a
strong decrease of their frequency: from 22.1% of vg>RBF b2534
flies to only 1.9% of vg>RBF’*’*, bsk-RNAi flies displaying
overgrowth (Chi? test, o = 8.8E-15) (Fig. 5E). We obtained similar
results  with -Ug>RBFD253“1 flies in a hepr75 heterozygous
background (data not shown). In parallel, we performed TUNEL
staining in vg>RBFD25 o wing imaginal discs in the presence or
absence of UAS-bsk-RNA:i (Fig. 5F), and detected less apoptotic
cells when bsk-RNAt was co-expressed. Thus, similarly to RBF,
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C en>RBFD253A

G ptc-Gal4 - 3Fen | ptc>RBFD2534,: -,

Figure 4. RBFP?**4 expression induces proliferation of neighboring cells. (A-F) From left to right, phenotypes of the larvae are: en-Gal4/+, en-
Gal4/+; UAS-RBF/+ and UAS-RBFP?>34X: en-Gal4/+. (A-C) S phase staining by BrdU (green), and RBF immuno-staining (red). (D-F) BrdU staining (white)
of the discs shown in (A-C). (B, E) In RBF expressing discs, as in the control disc shown in (A,D), BrdU staining is homogeneous in the whole disc,
except in the ZNC (Zone of Non-proliferating Cells) (white arrow). (C-F) In RBFD253A expressing discs, cells surrounding the strong RBF staining exhibit
an enhanced BrdU staining, indicating that these cells have an increased proliferation rate. (G-L) From left to right, genotypes of the larvae are: ptc-
Gal4/+, ptc-Gal4/UAS-RBF, and UAS-RBFP?*A X; ptc-Gal4/+. (G-1) S phase staining by BrdU (green), and RBF staining (red). (J-L) BrdU staining (white) of
the discs shown in (G-I) with enlarged view of boxed area. (G, J) BrdU stammg is homogeneous in the whole disc, except in the ZNC (white arrow). (I-
L) In ptc>RBFP?34 discs, cells within the ZNC that are adjacent to RBFP?°3A expressing cells are labeled with BrdU, indicating an abnormal
proliferation of these cells. All discs are shown with posterior to the top.

doi:10.1371/journal.pone.0102902.g004

13

RBFP®*induced apoptosis depends on the activity of the JNK “undead cells”. Its over-activation in ‘“undead cells” leads to
pathway. ectopic synthesis and secretion of the mitogenic proteins Wg and
In conclusion, we demonstrated that RBF and RBFP?%A

activate the JNK pathway, that this pathway mediates both RBF neighboring cells and overgrowth phenotypes [43]. Since

and RBFP#*' _induced apoptosis, and is responsible for RBFP**induced overgrowth depends on JNK pathway activa-
RBFP®*.induced overgrowth. tion, we wondered if this process was provoked by a similar

mechanism. We thus co-expressed RBF and p35 in wing discs to
RBEP?>3Ainduced overgrowth does not depend on wg generate undead cells depending on RBF-induced apoptosis, and
ectopic expression compare the wg expression pattern in these discs to wg expression

in RBFP®3%A expressing discs. In yg>RBF, p35 flies raised at

As previously indicated, the JNK pathway is essential to both | X
25°C, only one wing observed displayed overgrowth out of 123

RBF**induced overgrowth, and over-proliferation induced by
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ptc>RBF

ptc>RBFD253A
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10% | vg>RBFP253
— .. P
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a=8.8E-15
Strength of the phenotype n=634

vg>BskRNAI

vg>RBFP#53% vg>RBFP#*%, BskRNAI

Figure 5. RBF- and RBFP?*3*A.induced apoptosis as well as RBF??**~.induced overgrowth depend on the JNK pathway activity. (A-C)
Anti-®-JNK staining in young third instar larvae wing imaginal discs. (A) No staining is observed in ptc-Gal4/+ control. (B, C) UAS-RBF/ptc-Gal4 and
UAS-RBFP?*3%/X: ptc-Gal4/+ discs present anti-P)-JNK staining at the dorso-ventral boundary. All discs are shown with posterior to the top. (D) Notch
phenotypes in adult wings of vg-Gal4/+; UAS-RBF and vg-Gal4/+; UAS-RBF/UAS-bsk-RNAi flies are grouped into four categories (wild type, weak,
intermediate and strong) according to the number and size of notches observed on the wing margin (asterisks). Bsk-RNAi partially suppresses RBF-
induced notch phenotypes (Wilcoxon test, a<<10"'°, n=>540). (E) The frequency of RBF°****.induced ectopic tissue growth is strongly decreased in
UAS-bsk-RNAi co-expressing flies (Chi? test, o.=8.8 10 "°). (F) TUNEL-labeling of apoptotic cells in wing imaginal discs; specific staining of apoptotic
cells corresponds to bright patches in wing discs of vg-Gal4/+; UAS-bsk-RNAi/+ (left panel), vg-Gal4/+; UAS-RBFP?3*/+ (center panel), vg-Gal4/+; UAS-
RBFP?>3%/UAS-bsk-RNAI (right panel) larvae. RNAi-mediated knockdown of bsk strongly decreased RBFP****-induced apoptosis. All discs are shown
with posterior to the top.

doi:10.1371/journal.pone.0102902.9005

flies counted. Therefore, even in the presence of p35, RBF does
not seem to induce an overgrowth phenotype that would result

conditions as it has been observed in the presence of “undead
cells”. We used the en-Gal4 driver and compared the Wg staining

from the presence of undead cells. However, at 29°C, more wings
co-expressing RBF and p35 presented overgrowth phenotype (10
wings out of 35), but in such extreme conditions only few flies
hatched. We tested if the Wg pattern was altered in these

PLOS ONE | www.plosone.org

in the control anterior compartment and in the posterior
compartment that expresses RBF. en>RBF wing discs displayed
a wild type Wg pattern similar to what was observed in en-Gal/+
control discs (data not shown). In en>RBF, p35 wing discs, the
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Wg pattern in the posterior compartment is altered when
compared to control en>p35 disc (Figure S6 panel D,E in File
S1). Ectopic patches were observed outside the normal wg
expression domain (Figure S6 panel E, white arrows in File S1)
as was reported in studies of undead cells-induced overgrowth
[47]. In en>RBF">" discs, the wg expression pattern is also
altered, but 1s different from what is observed in en>RBF, p35
discs. We did not observe any ectopic Wg patch in en>RBFP?4
wing discs, but an enlargement of the Wg pattern in the posterior
part of the disc (Figure S6 panel F in File S1). Thus, the wg
expression pattern in en>RBF, p35 and in en>RBF”*?* wing
discs is clearly different.

We also tested if Wg was required for RBFP#**-.induced
overgrowth by using a UAS-wg-RNAi construct. In en>wg-RNAi
wing discs, the Wg staining observed after immuno-detection was
strongly decreased in the posterior compartment, indicating that
this wg-RNA: construct efficiently abolished wg translation (Fig. 6
A, B). We did not observe any significant difference in the
frequency of overgrowth phenotype between -Ug>RBFD253/1 and
1g>RBF"*>>", wg-RNAi flies (Fig. 6 C). Taken together, these
results show that co-expression of RBF and p35 induces
hyperplastic proliferation and wg ectopic expression as described
previously for other pro-apoptotic genes in undead cells. In a
distinct manner, RBFP#** expression seems to induce overgrowth
that would implicate the JNK pathway but not wg ectopic
expression. These results suggest that a mutation of the TELD
sequence of RBF deregulates apoptosis-induced proliferation, in a
JNK-dependent and Wg-independent way.

Discussion

In this study, we have generated transgenic Drosophila strains
expressing a RBFP?”** mutant form under control of the UAS/
Gal4 system. We observed that this form has an increased pro-
apoptotic activity compared to RBF and induces abnormal non-
cell autonomous proliferation. This different effect of RBFP??%4
cannot be explained by a modulation in level of the full-length
RBF protein. In the wing imaginal disc, RBF?#***, but not RBF,
induces apoptosis in non-proliferative cells of the ZNC. One can
hypothesize that RBFP?%4 is more stable than RBF, and that an
increased level of full-length protein in these cells is pro-apoptotic.

%

Frequency

IRV,

en>wgRNAI

35

30

25

20

15

10
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In this model, excessive wild type RBF would be cleaved in cells of
the ZNC in order to maintain a physiological level of this form,
preventing an apoptotic effect of accumulated full-length protein.
However, we have controlled by western blot that levels of RBF
higher than RBFP*** Jevels do not induce apoptosis in cells of the
ZNC (data not shown) which rules out this hypothesis. Moreover,
RBFP34 ubiquitous expression is lethal whereas it is not the case
even for higher levels of wild-type RBF. Therefore, these results
suggest that the mutant form displays specific properties.

Mutation of the TELD site could modify the interactions
between RBF and some of its partners and thus modulate its
activity. This site is located in the N-terminal domain of the
protein. The crystal structure of the Rb N-terminal domain (RbN)
has revealed a globular entity formed by two rigidly connected
cyclin-like folds [48]. By analogy, we can assume that the TELD
sequence of RBF is located in a proteolytically labile linker
important for its conformation and its binding to partners.

Furthermore, the effect of RBFP*** on proliferative tissue
differs from that of RBF, as it can induce abnormal non-cell
autonomous proliferation. We observed that vg>RBF D234 3 dult
wings present an overgrowth phenotype that was never observed
when RBF was expressed, even at high levels. This overgrowth
was correlated to some excessive proliferation induced in wing
imaginal discs by RBFP?** expression.

We hypothesize that the lethality associated with RBFP#%4
ubiquitous expression could be a consequence of this excessive
proliferation. Altogether, our results show that the TELD site is
important for RBF properties, in the control of both apoptosis and
apoptosis-induced proliferation.

Our results suggest that the mechanism involved in the
RBFP®*.induced overgrowth phenotype depends on the JNK
pathway as inhibition of this pathway by expressing bsk-RNA¢ or
in a hep'” heterozygous mutant background abrogated almost
completely RBFP?*induced overgrowth. Nevertheless, a simple
activation of the JNK pathway in the RBFP***induced
overgrowth phenotype is not sufficient to explain the different
effects of RBF and RBFP?**4 on proliferation, as RBF is also able
to induce JNK activation but without any overgrowth phenotype.
The JNK pathway is involved in both RBF- and RBFP#*A
induced apoptosis, thus we cannot exclude that the inhibition of
RBFP***.induced overgrowth phenotype is a consequence of the

en>RBFP253A

[l en>RBF°>** wgRNAI

n=2099
a=0,15

Figure 6. RBF°***A.induced overgrowth does not depend on Wg. (A, B) Anti-Wg staining in wing imaginal discs of control (A) or en-Gal4, UAS-

wg-RNAi third instar larvae (B). No staining is observed in the posterior compartment of discs that express wg-RNAi. (C) The frequency of RB

D253A
F _

induced ectopic tissue growth is not affected in UAS-wg-RNAi co-expressing flies (Chi? test, o =0.15). All discs are shown with posterior to the top.

doi:10.1371/journal.pone.0102902.g006
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decrease of apoptosis in bsk-RNAi expressing and hep’”” contexts.

Indeed, RBFP***.induced overgrowth phenotype could result
from a misregulation of an apoptosis-induced proliferation process.
But this cellular process, by which apoptotic cells promote
proliferation of surrounding living cells, also depends on the
JNK pathway. Similarly in the literature, “undead cells”, which
are kept alive by the caspase inhibitor p35 after induction of
apoptosis by a pro-apoptotic gene, induce non-cell autonomous
proliferation by a persistent activation of the JNK pathway
[43,47,49,50,51]. Since the JNK pathway is essential for
RBFP**.induced overgrowth, it is possible that this cleavage-
resistant form of RBF possesses an increased ability to activate the
JNK in a manner that could enhance the JNK non-apoptotic
functions.

Further investigation will be necessary to clarify the conse-
quences of the JNK pathway activation by RBF and RBFP?**
and why this activation could lead to different phenotypes. One
could also hypothesize that RBF and RBF”**** do not activate the
JNK pathway through the same upstream components, which
could lead to different effects.

We showed that contrarily to what is observed in the presence of
undead cells, RBFP#**A-induced overgrowth does not require Wg
activity. In undead cells, the JNK pathway activation has been
shown to lead to ectopic wg expression that is responsible for the
observed overgrowth [43,47,49,52]. Moreover, the secretion of
Wyg is not limited to undead cells, but also occurs in “genuine”
apoptotic cells [53]. We hypothesized that RBFP#*induced
overgrowth could result from a misregulation of apoptosis-induced
cell proliferation through Wg signaling. We rejected this hypoth-
esis since the inhibition of wg expression with a wg-RNAi
construct, that in our experiment completely abrogates the
detection of wg protein, did not reduce overgrowth. Furthermore,
the wg expression pattern in en>RBFP4 wing discs was
different form the pattern observed in en>RBF, p35 discs that
contained undead cells and displayed typical ectopic patches of
wg-expressing cells. In en>RBFP#?4 and ‘btc>RBFD253A wing
discs, more cells seemed to express wg, leading to an enlargement
or a deformation of the pattern, but we did not observe ectopic
patches of wg expression. This enlargement could be due to
proliferation of wg-expressing cells in response to RBFPZ?4
expression, rather than being a cause of this proliferation as it is
reported in the presence of undead cells. These results show that
RBFP#?* is able to induce ectopic proliferation in a JNK-
dependent manner that does not require wg ectopic expression
and that is therefore different from the characterized mechanism
induced by the presence of undead cells in a tissue.

Altogether, our data show that RBFP34 expression misregu-
lates tissue homeostasis by inducing hyper-proliferation and
overgrowth, in a Wg-independent manner. It has been shown
that regulation of tissue homeostasis by compensatory proliferation
or proliferation in response to massive damage during develop-
ment does not require wg expression [43,54]. One could
hypothesize that RBFP?**.associated overgrowth phenotype
could be the reflection of a misregulation of the compensatory
proliferation mechanism by strongly enhancing proliferation of
neighboring cells. Thus, the identification of RBFP?** partners
could provide a new opportunity to discover regulators of
compensatory proliferation, which molecular mechanisms have
not yet been elucidated. Besides, understanding how RBFP»34
can lead to overgrowth could be of great interest to better
characterize the tumor suppressor effect of the pocket protein
family members.
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Supporting Information

File S1 Figure S1 in File S1. RBF contains a consensus
site of caspase cleavage. (A) RBF sequence was scanned for
potential caspase cleavage site(s) using the CASVM web server
(http://www.casbase.org/). This was done with the P14P10’
window (tetrapeptide cleavage sites with ten additional upstream
and downstream flanking sequences) which have the highest
accuracy. Only one predicted caspase cleavage site was found in
RBF: TELD-253. (B) Amino acid sequences alignment of
retinoblastoma protein homologs. Amino acid sequences of
proteins from H. sapiens (top), C. elegans (middle), D. melanoga-
ster (bottom) were aligned using the Clustal Omega program.
Dashes represent gaps in the sequence. Amino acid sequences
shown in boxes correspond to consensus caspase cleavage sites. (C)
RBF and RBF cleaved forms analysed by Western Blot. Proteins
extracts are made from S2 cells transfected with pActine Gal4
vector or pUAS RBFP7°-HA (RBFP’°-HA), pUAS RBF-HA (RBF-
HA) or pUAS RBFPP**HA (RBFP**A-HA) (Effecten Kkit,
Quiagen). 2.10° cells were cryolysed in PBS pH 7.6 and
homogenized in buffer containing 50 mM Tris-Cl pH =74,
150 mM NaCl, 1% NP40, 1 mM DTT, AEBSF*C. Proteins were
separated in 4-12% Bis-Tris polyacrylamide gels according to the
manufacturer’s instructions (BioRad) and transferred onto PVDF
membrane (Millipore). Blots were incubated with mouse anti-HA
(HA.11, Covance) and rabbit polyclonal anti-Actin (1:500, Sigma).
Arrow shows wholes RBF forms and dotted-line arrow shows
RBIP’°, Figure S2 in File $1. Quantification of RBF and
RBF°?** protein rates and rbf mRNA. (A) RBF and
RBFP*?A protein rates detected by Western blot analysis. Protein
extracts were prepared from embryos carrying the da-Gal4 driver
to induce UAS-RBF and UAS-RBFP?>>4 expressions ubiquitous-
ly. Three genotypes were tested: da-Gal4/+ (control), da-Gal4/
UAS-RBF, UAS-RBF"?”*/+; da-Gal4/+ at 25°C. Actin was used
as a loading control, and an RBF antibody was used to detect RBF
and RBFP?** (rabbit polyclonal anti-RBF,1:500, Custom anti-
body, Proteogenix and rabbit polyclonal anti-Actin, 1:500, Sigma).
Immunoreactive bands were detected by Immobilon™ Western
Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore) with facilities of
ChemiDoc MP System (BioRad). (B) Immunoreactive bands were
quantified using the Quantity One software. Under these
conditions, the level of RBF protein is significantly higher in
embryos expressing UAS-RBF and UAS-RBFD253A than in
control embryos (asterisk, ANOVA, p=7.6E-3); furthermore,
there is no significant difference between RBF and RBFD253A
protein expression levels (ANOVA, p = 0.48). (C) Quantification of
rbf mRNA by RT-gPCR in wing imaginal discs. Fifty wing
imaginal discs per genotype were dissected on ice. Total RNAs
were extracted from each sample using the RNeasy Mini kit
(QIAGEN), RT was performed on each sample using random
primer oligonucleotides (Invitrogen) with Recombinant Taq DNA
Polymerase (Invitrogen). Real-time PCR analysis was performed
using the C1000 Touch™ Thermal cycler (Biorad). Data are
normalized against rp49 and correspond to the mean of three
independent experiments. Error bars are the S.E.M. Asterisks
indicate statistical significant difference between two genotypes
(Student test, p<0,05). Figure $3 in File S1. RBF°**?4 js pro-
apoptotic in the ZNC and induces more apoptosis than
RBF in third instar larvae wing imaginal discs. (A, E)
C96-Gal4 and vg-Gal4 expression patterns are visualized by
UAS-mtGFP expression in third instar larvae wing imaginal discs.
(B-D, F-H) Apoptotic cells are labeled with Acridine Orange in
wing imaginal discs (2 min in 100 ng/ml AO, Molecular Probes);
specific staining of apoptotic cells corresponds to bright white
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patches. (B, F) C96-Gal4/+ and vg-Gal4/+ control discs have few
apoptotic cells. (C) C96-Gal4/UAS-RBF wing discs are similar to
control. (D) Some apoptotic cells are observed within the C96-
Gal4 expression domain in UAS-RBF”??4/X; C96-Gal4/+ discs
(white arrows). (G, H) Apoptotic cells are observed within the vg-
Gal4 expression domain in vg-Gal4/+; UAS-RBF/+ and UAS-
RBFP?7%/X; vg-Gal4/+ wing discs (white arrows). (G) The white
arrowhead indicates a zone at the center of the pouch where cells
are not AO-labeled in vg-Gal4/+; UAS-RBF/+ wing discs. All
discs are shown with posterior to the top. Discs were mounted in
AO and observed with a conventional Leica DMRHC research
microscope using the L5 filter to detect AO fluorescence. Figure
$4 in File S1. RBF??**4 expression at the antero-posterior
boundary of wing imaginal discs induces more apopto-
sis than RBF, but adult phenotypes are similar. (A-C)
Distances between veins 3 and 4 (dv3-v4) were measured at the
posterior third of the wings using the Adobe Photoshop CS3
software, as indicated by the black lines. 20 wings were measured
to estimate the average distance between veins 3 and 4 (dv3-
v4*s.e.m) for each genotype: (A) ptc-Gal4/+ control wings, (B)
ple-Gal4/UAS-RBF flies, (C) UAS-RBFP?"; pte-Gal4 flies.
UAS-RBF as well as UAS-RBFP?>* expression under the control
of pte-Gal4 brings veins 3 and 4 closer. (D) ptc-Gal4 expression
pattern is visualized by UAS-mtGFP expression in third instar
larvae wing imaginal discs. Apoptotic cells are labeled with
TUNEL (E-G) or Acridine Orange (H-J) in the wing imaginal
discs; specific staining of apoptotic cells corresponds to bright
white patches. (E, H) Few apoptotic cells are observed in pic-
Gal4/+ control discs. (F, G, L J) In ptc-Gal4/UAS-RBF and UAS-
RBFP?74 /4, ple-Gal4/+ discs, apoptotic cells are observed
within the ptc-Gal4 expression domain (white arrows). More
apoptotic cells are observed in UAS-RBFP?74/+; pte-Gal4/+
discs. All discs are shown posterior to the top. Discs were observed
with a conventional Leica DMRHC research microscope using the
L5 filter to detect AO fluorescence and using the N2.1 filter to
detect TUNEL. Figure S5 in File S1. RBF??*>* expression
at the antero-posterior boundary of wing discs alters the
Wg pattern. (A-C) anti-Wg (green) and anti-RBF (red) staining
with enlarged views of boxed areas. (A) Wg pattern in control pic-

Gal4/+ wing disc. (B) ptc-Gal4/UAS-RBF discs have the same Wg
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Abstract The ubiquitin—proteasome system is one of the
main proteolytic pathways. It inhibits apoptosis by
degrading pro-apoptotic regulators, such as caspases or the
tumor suppressor p53. However, it also stimulates cell
death by degrading pro-survival regulators, including IAPs.
In Drosophila, the control of apoptosis by Bcl-2 family
members is poorly documented. Using a genetic modifier
screen designed to identify regulators of mammalian
bax-induced apoptosis in Drosophila, we identified the
ubiquitin activating enzyme Ubal as a suppressor of bax-
induced cell death. We then demonstrated that Ubal also
regulates apoptosis induced by Debcl, the only counterpart
of Bax in Drosophila. Furthermore, we show that these
apoptotic processes involve the same multimeric E3
ligase—an SCF complex consisting of three common
subunits and a substrate-recognition variable subunit
identified in these processes as the Slimb F-box protein.
Thus, Drosophila Slimb, the homologue of B-TrCP targets
Bax and Debcl to the proteasome. These new results shed
light on a new aspect of the regulation of apoptosis in
fruitfly that identifies the first regulation of a Drosophila
member of the Bcl-2 family.
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Introduction

The ubiquitin—proteasome system (UPS) is one of the main
proteolytic pathways in the cell. Ubiquitination requires
three specialized enzyme families. The first step of ubiqui-
tination involves a ubiquitin activating enzyme called E1,
which covalently binds a ubiquitin monomer. This activated
ubiquitin is transferred to a ubiquitin conjugating enzyme,
E2. A ubiquitin ligase (E3) then catalyzes the transfer of
ubiquitin to a specific target. A broad diversity of E3 ligases
exists, to cope with the very large number of substrates of the
UPS. E3-dependent polyubiquitination of the substrate can
lead to its recognition by the proteasome—a macromolecu-
lar complex responsible for the degradation of ubiquitin-
tagged proteins into short peptides. The UPS controls many
processes such as the cell cycle or apoptosis by targeting
some of their main regulators.

In mammals, members of the Bcl-2 family are key
elements of the apoptotic machinery (review: [1]). This
multigenic family has about 20 members, which may either
promote or inhibit apoptosis. Members of the Bcl-2 family
control cell death either by inhibiting or promoting mito-
chondrial outer membrane permeabilization. This perme-
abilization is a key step in the execution of the
mitochondrial apoptotic pathway in mammals, as it allows
the release of apoptogenic factors, such as cytochrome c,
from the mitochondrion into the cytosol. This cytochrome c
release is essential for Apaf-1-mediated caspase-9 activa-
tion and cell breakdown.

One of the best described examples of the UPS regula-
tion of Bcl-2 family members-induced cell death in
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mammals is provided by the degradation of the anti-
apoptotic protein Mcl-1. Three E3 ligases have been shown
to target Mcl-1 for degradation via two independent path-
ways. The first of these enzymes, Mule (Mcl-1 ubiquitin
ligase E3) is a HECT domain-containing E3 ligase [2]. It
contains a BH3 domain, also found in members of the Bcl-
2 family, which mediates the physical interaction between
Mule and Mcl-1. Mcl-1 can also be downregulated by
phosphorylation on two serine residues by GSK-3f (gly-
cogen synthase kinase-3f). This hyperphosphorylation of
Mcl-1 leads to its recognition by the F-box protein B-TrCP
[3]. B-TrCP acts within a multimeric RING domain-con-
taining E3 ligase, called SCF complex. The F-box protein
is a variable subunit of this complex responsible for sub-
strate recognition, leading to ubiquitination by the SCF
complex and subsequent degradation by the proteasome.
More recenltly, it has been shown that Trim17-mediated
ubiquitination and degradation of Mcl-1 initiate apoptosis
in neurons [4]. Other members of the mammalian Bcl-2
family are regulated in a proteasome-dependent manner.
Such regulation has been demonstrated for anti-apoptotic
proteins, such as Bcl-2 [5], and pro-apoptotic proteins, such
as Bid [6] and Bim [7]. However, the precise mechanisms
underlying this regulation, including the post-translational
modifications targeting them for UPS-mediated degrada-
tion, and the identity of the E3 ubiquitin ligases involved
remain unclear.

Bax, a multidomain pro-apoptotic member of the Bcl-2
family, is a target of the UPS [8, 9]. Some evidence suggest
that the signal for Bax degradation could be the Akt-
mediated phosphorylation of serine 184 [10-13] and that
the DNA repair protein Ku70 could be involved in Bax
deubiquitination [14]. However, the ubiquitin ligase
responsible for Bax targeting to the proteasome as well as
the regulation of this degradation pathway remain to be
characterized.

Only two members of the Bcl-2 family have been
identified in Drosophila so far, Buffy and Debcl. Both
display a mitochondrial subcellular localization and are
apoptotic regulators, suggesting that mitochondria play an
important role in apoptosis in Drosophila. Buffy was
originally described as an anti-apoptotic Bcl-2 family
member [15, 16], but in some cases it can promote cell
death [17-20]. Debcl (death executioner Bcl-2 homolog),
is a multidomain death inducer [20-24] that can be inhib-
ited by direct physical interaction with Buffy [15]. When
overexpressed in mammalian cells, Debcl induces both
cytochrome c release from mitochondria and apoptosis.
This protein interacts physically with anti-apoptotic
members of the Bcl 2 family, such as Bcl 2 itself, in
mammals. Debcl is involved in the control of some
developmental cell death processes as well as in the irra-
diation response [16, 19, 25].

Most apoptotic processes in Drosophila involve the
initiator caspase Dronc and its adaptor Dark [26]. Dronc
activation is tightly controlled by Diapl. Indeed, loss-of-
function mutations in diapl are often sufficient to induce
apoptosis [27-29]. Diap1 has been widely studied and acts
as an E3 ubiquitin ligase, targeting caspases, including
Dronc, for proteasomal degradation. Diapl is itself targeted
for proteasomal degradation in response to pro-apoptotic
RHG (Rpr, Hid, Grim) protein signaling. Therefore, the
UPS plays a key role in regulating apoptosis in Drosophila
by acting on caspases, IAPs or RHG proteins. However, no
data are available concerning the degradation of Dro-
sophila Bcl-2 family members by the proteasome and the
mechanisms of action and regulation of Debcl and Buffy
remain poorly documented as compared to our knowledge
of their mammalian counterparts [30].

Therefore, we investigated the roles of Bcl-2 family
members in Drosophila, using transgenic flies expressing the
murine bax gene under control of the inducible UAS/Gal4
system [31]. We have previously shown that mammalian
Bax is functional in Drosophila where it interacts with the
cell death machinery to induce an apoptosis involving
mitochondrial events [32, 33]. We have also shown that bax-
induced apoptosis can be antagonized in Drosophila by
overexpressing mammalian bcl-2 [31, 32]. Studies of debcl
demonstrated that both debcl- and bax-induced cell death
share common features. Indeed, the mitochondrion stands as
a key component of debcl- and bax-induced apoptosis and
both trigger two different cell death pathways. The first one is
effector caspase-dependent while the second appears to
resist p35 inhibition, suggesting the existence of an effector
caspase-independent pathway. Bax- and debcl-induced
apoptosis in the wing disc result in a wing phenotype and
partially penetrant fly lethality. To identify suppressors of
bax- and debcl-induced cell death, we screened a library of
gain-of-function mutants [34] for modifiers of these pheno-
types (Colin et al, in preparation). One of the suppressors
identified this way consists in a mutation of the gene
encoding the unique ubiquitin activating enzyme, Ubal.
Studies of this mutant provided insight into the proteasome-
dependent regulation of Bcl-2 family members in Dro-
sophila. We show here that Bax and its counterpart Debcl are
degraded by the proteasome in Drosophila. We identified the
E3 ubiquitin ligase Slimb (SImb), the Drosophila homologue
of B-TrCP, as the regulator of Debcl levels.

Materials and methods
Fly stocks

Flies were raised on standard medium at 25 °C, except
those used for phenotypic suppression tests involving
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vg > bax flies, which were performed at 18 °C. UAS-bax
flies were generated in our laboratory. The yw®, w'’’%, vg-
gal4, hs-gal4 and da-gal4 strains are described in [31, 32].
ptc-gald flies were provided by L. Théodore. UAS—debcl-
HA flies were generously provided by H. Richardson [21].
The slmb mutants simb® and simb*’ were generously pro-
vided by B. Limbourg-Bouchon [35]. The UAS—simb”"—
flag—myc flies were generously provided by T. Murphy. In
this strain, the UAS-sImb"™ transgene expresses dominant-
negative Slmb protein containing five point mutations in
the F-box domain that completely abolish interaction with
SkpA, and includes a 3xFLAG-6xmyc N-terminal epitope
made with the pTFMW vector (Drosophila Genomics
Resource Center; T.D. Murphy, personal communication).
Ubal"""° was generated by mobilizing P[Mae—
UAS.6.11] (P[UY]). Ubal®***7, morgue™"'®* and
pros25FF93! were obtained from Szeged Stock Center.
Ubal*** and skpA®"'#?? were obtained from Bloomington
Stock Center. The 4Ap54 mutant described by T. Szlanka
[36] was generously provided by A. Udvardy. UAS-
PABP-flag flies (#9420) were obtained from Boomington.

Wilcoxon test

vg > bax, vg > rpr and ptc > (debcl), virgins were cros-
sed, in parallel, with the tested mutant and a control strain.
We have previously verified that the presence of a UAS-
GFP transgene does not affect bax- or debcl-induced
phenotypes (data not shown). Therefore, there is no
detectable GALA4 titration in our system. Thus, according to
the genetic background of the tested mutant strains, control
experiments were performed by crossing vg > bax or
ptc > Debcl females with w8 males, except for the
UY**'® mutant strain for which ywc males were used. The
progenies of each of these crosses were classified,
according to the strength of the wing phenotype, into four
phenotypic categories (from wild-type to strong phenotype)
by the same blind observer to avoid changes in categori-
zation. A Wilcoxon test was then used to compare the
distributions of phenotypes between the two lineages (T:
test vs. C: control). Differences in distribution were con-
sidered significant if o < 107>, A positive Ws value indi-
cates enhancement of the phenotype and a negative Ws
value indicates suppression of the phenotype.

Identification of the P[UY] insertion in the UY3010
mutant

For identification of the gene affected in the UY3010
mutant, we used inverse PCR and sequencing of the DNA
flanking the P[UY] element. Inverse-PCR was carried out
as in the BDGP protocol (http://www.fruitfly.org/about/
methods/inverse.pcr.html). We used genomic DNA from

@ Springer

young UY3010 males and Mspl for DNA digestions. The
following primers were used: 5'-GCTTTCGCTTAGC-
GACGTGT-3, 5-CAGATCGTAAGGGTTAATGTT-3/,
5-GAATTGAATTGTCGCTCCGT-3/, and 5'-CTCTCAA
CAAGCAAACGTGC-3'.

Immunostaining

Wing discs were dissected from vg > bax or vg > bax/
Ubal®P%7° third-instar larvae in PBS, pH 7.6 and fixed in
3.7 % formaldehyde. Discs were labeled by incubation for
2 h with anti-Bax A2l antibody (1/200) in 0.3 % Triton
X-100/10 % NGS in PBS (PBT/NGS). After washing in
0.3 % Triton X-100 in PBS, TRITC-conjugate was incu-
bated for 1 h in PBT/NGS. Images were captured with a
conventional Leica DMRHC research microscope, using an
N2.1 filter to detect TRITC fluorescence. The same
exposure time was used for all images.

Immunoprecipitation

Two hundred embryos were collected, dechorionated in
100 % sodium hypochlorite and rinsed in PBS. Embryos
were then collected by centrifugation and washed once in
PBS. Pellets were resuspended in 270 pl of ice-cold
CHAPS buffer (10 mM Hepes pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 %
CHAPS, 1 mM DTT, Pefabloc) and homogenized on ice
with a Wheaton glass homogenizer (until the suspension
became milky). For control immunoprecipitation, 75 ul of
lysate was incubated 4 h at 4 °C with 3 pg of IgG1 before
the addition of 15 pl of protein G-agarose beads overnight
at 4 °C. For anti-Slmb immunoprecipitation, 75 pl of
lysate was incubated overnight at 4 °C with 5 pl of anti-
FLAG M2 agarose beads (Sigma Aldrich). Immune com-
plexes were then washed four times with ice-cold CHAPS
buffer and resuspended in loading buffer. Samples were
boiled for 5 min. and proteins were subjected to western
blotting as described below.

Western blot

Western blotting was carried out with the INVITROGEN
NuPAGE™ system according to the manufacturer’s
instructions, with 4-12 % Bis—Tris Gels and MES running
buffer (50 mM MES, 50 mM Tris base, 0.1 % SDS, 1 mM
EDTA, pH 7.3). Proteins were electrotransferred onto
PVDF membrane (Immobilon™-P, MILLIPORE) in
transfer buffer (25 mM Bicine, 25 mM Bis-Tris, 1 mM
EDTA, pH 7.2). Transfer efficiency was evaluated with
Ponceau-S (0.3 % Ponceau-S, 1 % acetic acid). Mem-
branes were saturated by incubation for one hour with skim
milk before antibody staining.
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Antibodies

Immunostaining was performed with anti-Bax A21 (Santa
Cruz, 1/200) and TRITC-conjugate anti-rabbit (Jackson,
1/200) antibodies. Western blots were probed with anti-
Bax 5B7 or N20 (Santa Cruz, 1/500 or 1/200 respectively),
anti-HA (Babco, 1/1000), and anti-tubulin E7 (DSHB,
1/1000) antibodies. HRP-conjugate anti-mouse or anti-
rabbit antibodies were obtained from Jackson Laboratories
and used at a dilution of 1/10000. Immunodetection was
performed by a chemoluminescence-based method (ECL,
Amersham).

In situ proximity ligation assay (PLA)

Ptc > Debcl-HA,SImb"”N-flag-myc and Ptc > Debcl-HA, P-
abp-flag third instar larvae were dissected in PBS pH 7.6,
fixed in PBS/formaldehyde 3.7 %, washed three times for
5 min in PBT (PBS, 0.3 % Triton). Wing imaginal discs
were then dissected and incubated in PBT/FCS (PBS,
0,3 % Triton, 10 % FCS) at room temperature during
20 min. In situ PLA was performed using the Duolink® kit
(Olink Bioscience) essentially according to manufacturer’s
instructions. Briefly, wing imaginal discs were stained with
primary antibodies overnight at 4 °C. The antibodies used
for Duolink assays and their corresponding dilutions are:
anti-HA antibody (ab9110, abcam®, 1/200) and anti-
flag. M2 antibody (Agilent, 1/200). After washing, wing
imaginal discs were incubated with the secondary oligo-
nucleotide-linked antibodies (PLA probes: anti-Mouse
PLUS and anti-Rabbit MINUS) provided in the kit. The
oligonucleotides bound to the antibodies were hybridized,
ligated, amplified, and detected using a fluorescent probe
(Detection Kit 563). Discs were mounted in CitifluorTM
(Biovalley) and observed with a Leica SP2 upright con-
focal microscope.

Results
Isolation of the UY3010 mutant

The expression of mammalian bax during development
using the vg-gal4 driver—which targets expression to the
wing margin tissue—Iled to an apoptosis-induced variable
notch phenotype in the adult wing (Fig. la—d; [31, 32] ).
Moreover, this excess of apoptosis led to an increase in fly
lethality. We used these phenotypes to screen the mutants
of the P[UY] collection [34], which present a random
insertion of a UAS-containing P-element. Out of the 1475
tested mutants, only 17 modifier genes suppressing bax-
induced apoptosis were identified, showing how stringent
our screen was. One of the suppressors we identified was

the UY3010 mutation. This mutation attenuated both the
wing phenotype and lethality due to bax expression and did
not display any phenotype in absence of bax when driven
by vg-gal4 or ptc-gal4 (data not shown). We carried out a
phenotypic suppression test, validated by the statistical
Wilcoxon test (see “Materials & Methods” section) to
confirm the suppressor effect of this mutation. The result of
this phenotypic suppression test is presented Fig. le. In the
control cross offspring (UbalV""'°C), expressing only
bax, only 3.4 % of the progeny displayed a weak pheno-
type. The percentage of weak phenotypes increased to
41 % of the progeny in the test cross (Ubal”"?"'°T), in
which flies expressed bax in presence of the UY3010
mutation. The Wilcoxon test gave a probability of
5 x 107" for this shift, which is highly significant
(<107%). We conclude that the vg—gal4-mediated induction
of the UY3010 mutation significantly suppresses the bax-
induced phenotype.

Characterization of the UbalY"%0 allele

We carried out inverse PCR on genomic DNA from
UY3010 flies to identify the genes flanking the UY3010
insertion. We sequenced the PCR products and localized
the P[UY] insertion to the 5UTR region of the E1 ubig-
uitin activating enzyme gene, Ubal. The P[UY] was found
to be inserted 258 bp upstream from the translation initi-
ation codon and 554 bp downstream from the transcription
start site in an orientation compatible with Ubal overex-
pression in the UY30/0 mutant in the presence of gal4
(supplementary Fig. 1).

We checked whether gal4 induction led to Ubal over-
expression in the UY3010 mutant, using the hs—gal4 driver
to trigger the UAS-dependent transcription of Ubal (sup-
plementary Fig. 2). As expected, Ubal transcript levels
present a 40 fold increase in heat shocked hs > UbalY¥?°"°
flies compared with UbalY"??? or wild type flies, showing
that the UY3010 mutation leads to UAS/Gal4-dependent
Ubal overexpression.

We investigated whether this overexpression led to
synthesis of a functional form of the Ubal protein. Thus,
we tested its ability to complement the null allele
Ubal*****. The progeny of a genetic cross between flies
carrying the UY3010 mutation and Ubal***** flies, did not
count any Ubal®**1Ubal1V"'° flies (Table 1), showing
that in the absence of Gal4 the UY3010 allele is a loss of
function. In contrast, ubiquitous induction of Ubal using
the da-gal4 driver rescued heterozygous Ubal****/
UbalVP%° flies. Besides, we observed that decreasing
Ubal levels thanks to a background heterozygous for the
Ubal***** null allele failed to modify bax-induced pheno-
types (data not shown). Altogether, these data demonstrate
that UY3010-mediated suppression of bax-induced
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Fig. 1 vg—gal4-mediated
induction of the UY3010
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Ubal overexpression abolishes bax-induced apoptosis

The UY3010 mutant was isolated based on its ability to
suppress bax-induced phenotypes. We tried to reproduce
this suppression by overexpressing Ubal with another
allele reported to overexpress Ubal in a gal4-dependent
manner, the Ubal®*%7 allele [37]. This allele presents a
UAS-containing P-element different from P[UY] but
inserted in the same region. We verified that driving
expression of Ubal®?*” using vg—gal4 or ptc—gal4 did
not lead to any wing phenotype. The Ubal****” allele
allowed a much stronger suppression of the bax-induced
phenotype than UbalV"%°. The UbalV"°'° allele gave
weak phenotypes in about 40 % of cases, but never gave
rise to wild-type wings or wings with only a very small
notch. By contrast, as shown in Fig. 2a, b, c, Ubal®r#7?
gave mostly very weak phenotypes (wings with only a very
small notch in the posterior region of the wing margin) and
wild-type wings. Thus, Ubal overexpression from the
Ubal®"7 allele abolished the notched wing phenotype
almost totally. This stronger suppression indicates that this
allele may produce more Ubal protein than UbalV"%°,
As previously described, bax expression induced apoptosis
and an alteration of wing disc morphology (Fig. 2d, e; [32]).
To test whether Ubal suppression of Bax-induced wing
phenotypes is associated to a decrease of cell death, we stained
apoptotic cells with acridine orange (AO) in third instar larvae
imaginal discs. The number of apoptotic cells was strongly
reduced when Ubal was co-expressed with bax (Fig. 2f, g).
We chose to express bax in the wing disc from the
vg-gal4 driver, because Bax is such a potent death inducer
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that most gal4 drivers induce massive apoptosis leading to
the embryonic death as observed with the ubiquitous da-gal4
driver [31, 32]. As Ubal overexpression efficiently
suppresses bax-induced phenotypes, we tried to prevent
bax-induced lethality by overexpressing the Ubal™*” allele
with the da-gal4 driver. This resulted in the survival of part of
the offspring despite the ubiquitous overexpression of bax
(data not shown). Thus, Ubal overexpression inhibits the
massive wave of apoptosis induced by bax, allowing embryos
to develop to adulthood.

Ubal overexpression suppresses debcl-induced cell
death

Little is known about Debcl regulation in fruit flies and we
decided to investigate whether debcl-induced cell death
was also sensitive to Ubal overexpression. We carried out
a phenotypic suppression test with debcl-expressing flies.
Ectopic debcl expression in the wing disc with the ptc-gal4
driver induced apoptosis along the antero-posterior frontier
(supplementary Fig. 3). In adult wings, this apoptosis led to
the L3 and L4 veins being brought closer together in the
proximal region of the wing and the fusion of these veins at
the anterior crossvein (Fig. 3b, b'). Ubal EP2375 allele
overexpression almost completely abolished this phenotype
(Fig. 3¢, ¢) and increased the percentage of wild-type
phenotypes from 0 to 80 % (Fig. 3h).

UbalV"%"° expression did not significantly suppress
debcl-induced phenotypes (o = 1.8 x 107%). However,
Ubal*"?7 gave efficient phenotypic suppression of debcl.
The difference in the results obtained with these two alleles
could lie in the Ubal protein overproduction capacity of
the two constructs. However, RT-qPCR did not reveal any
significant difference between the Ubal mRNA levels
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Fig. 2 Ubal®"#7 overexpression efficiently suppresses bax-induced
apoptosis a, b vg > bax/Ubal*"*7’ flies. Ubal overexpression leads
to the appearance of wild-type (a) or very weak phenotypes, with only
a small notch (b). ¢ Distribution of the offspring between the strong,
intermediate and weak phenotype categories in vg > bax and

Table 1 Gal4 allowed overproduction of functional Ubal in UY3010
mutant

Ubals3484 Uba] UY3010 da > Uba] UY3010
Ubal53#% Lethal Lethal Viable
UY3010 .
Ubal Lethal Lethal Viable

observed in UbalVY%° and Ubal**%7 strains (data not
shown), possibly as the consequence of a limited number of
cells expressing Gal4 in the imaginal disc when using a ptc

intermediate weak

strength of the phenotype

strong wildtype

vg>bax +
ba 1EP2375

vg>bax +
Ub a 1 EP2375

vg > bax/Ubal***3”° flies. (d, f) Acridine orange stainings on third-
instar larval leg (asterisks) and wing (arrowheads) discs expressing
bax in imaginal wing discs under control of the vg-gal4 driver
(vg > bax) or coexpressing bax and Ubal (vg > bax + Ubal®"?37%).
e, g Nomarsky views of the upper panels discs

driver. Nevertheless, these results show that Ubal over-
expression inhibits the apoptotic processes induced both by
Bax or Debcl.

Proteasome activity modulates bax- and debcl-induced
apoptosis

We have shown that Ubal overexpression inhibits the

apoptosis induced by bax or debcl. Therefore, we investi-
gated the possible role of the proteasome in the regulation
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Fig. 3 Wings from debcl-
expressing flies (a—g) Adult
wings and (a’-g’) magnification
of (a—-g). a, a’ wild-type fly. b
b’ control fly of prc-gald, UAS-
debcl/+; UAS-debcll
+genotype. ¢, ¢') ptc-gald,
UAS—debcl | Ubal®"*7>; UAS-
debcl/+. d, d') ptc-gal4,UAS-
debcl/+; UAS-debcl/Ap54. e, €
pte-gald, UAS-debcl/+; UAS-
debcllpros25EF% £, 1 pre-gald,
UAS-debcl/+; UAS-debcl/
simb™ . g, @ ptc-gald, UAS-
debcl/morgueEP 1184, AS-
debcl/+. h Distribution of the
offspring between the strong,
intermediate weak and wild type
phenotype categories in

ptc > debcl and ptc > debcl/
Ubal®"%7 flies

ptc>debcl

ptc>debcl, Uba15P%=

ptc>debcl, b;'osz5EP93’

ptc>debcl, slmb‘”

ptc>debcl, morgue1e

H ptc>debcl W ptc>debcl, Ubal 7257
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g o< 102
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.

<
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strong

of bax- and debcl-induced cell death, by modifying pro-
teasome activity and assessing the effects of these modi-
fications on apoptotic processes. We carried out phenotypic
suppression tests, using mutants with defective proteaso-
mal subunits. We chose to use the Ap54 mutant, as this
mutant has been well characterized [36] and displays no
wing phenotype. It carries a deletion of the p54/S5a/Rpni10
gene, which encodes a subunit of the 19S regulatory par-
ticle of the proteasome. This subunit links the base and lid
subcomplexes of the 19S regulatory particle. It also acts as
a “receptor” for the 26S proteasome by interacting with
polyubiquitin chains. Szlanka et al. have shown that dele-
tion of p54 in Drosophila activates a regulatory feedback
loop, leading to 26S proteasome overexpression [36]. We
used this mutant to increase proteasomal activity with this
mutant. We also used the pros2557%*! loss of function
allele that carries a mutation affecting negatively the o2
subunit of the 20S core particle of the proteasome and does
not lead by itself to any phenotype when driven by vg—gal4
or ptc—gal4. We assessed the effects of these mutations on

@ Springer
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proteasome activity, by western blot analysis of the deg-
radation of Armadillo, a known target of the proteasome
(Supplementary Fig. 4). As expected, the Ap54 mutant
stimulated the proteasomal activity whereas the
pros255F31 allele inhibited proteasomal activity [38].

The Ap54 mutation shifted the distribution of bax-
induced phenotypes toward weaker phenotypes (Fig. 4,
compare Ap54C and Ap54T). Indeed, the progeny of the
control cross included 49.5 % strong phenotypes and only
0.5 % weak phenotypes, whereas crosses with the Ap54
mutant gave 4.9 % strong phenotypes and 45.7 % weak
phenotypes. By contrast, pros25=°? shifts the phenotypic
distribution toward stronger phenotypes, doubling the
percentage of strong phenotypes with respect to the control
cross (Fig. 4 compare pros25*’ C and T). We can
therefore conclude that enhancing the proteasomal activity
suppresses bax-induced apoptosis, whereas turning it down
increases the rate of bax-induced apoptosis.

We then performed the same experiments with debcl-
expressing flies. As for bax-induced cell death, the Ap54
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Fig. 4 Modulation of bax- A 100% — e
induced wing phenotype D
a Distribution of the offspring 90%
between the strong,
intermediate and weak 80%
phenotype categories. Each bar =1 [ -
represents the progeny of a 4
. 70%
cross between vg > bax flies -
and a control (¢) or a mutant %
(T) strain. Each cross (7) is o 60% |
S o
presented with its control 3] ]
i S 50%
(¢) that takes into account the 3 °
specific genetic background of -S_
the tested strain. The percentage w 40% 1
of phenotypes in each category 2
is shown on the y-axis. b Every & 30% 4
phenotypic test was validated by
the statistical Wilcoxon test. 20% -
The phenotype distribution of
each test cross was compared 10%
with that of the corresponding
control. Differences in 0% ) . m | ) ) |
distribution with a probability
o < 1073 were considered c T c T ¢ T ¢ L ¢ T ¢ T
Sil‘lgniﬁcant; Ws < O.indicﬁes Ap54 Pros25ersst | gkpAEP1az sImb® simb*! morguerss|
phenotype suppression an 1
Ws > 0 indicates phenotype proteasome E3
enhancement; n is the number of
flies counted Estrong Dintermediate @ weak O wild type
B
Ap54 pros25EP931 | skpAEP1423 | gImb? simb*' | morguetFP1184
o 0 3.21x105 | 1.68x107 | 208x107| 1 o4x103 |  7.22x103
Ws | -14.30 417 -5.30 5.25 3.23 2.69
n 578 272 190 236 542 349

mutation was found to suppress debcl-induced apoptosis
(Fig. 5, Ap54C and T) whereas the pros25=" 3! mutation
enhanced this process (Fig. 5, pros25EP 931C and T, shows a
shift from 31.4 % strong phenotypes to 82.7 %). The
suppression of the debcl-induced phenotype by Ap54 is
shown in Fig. 3d, d’ and the enhancement of this phenotype
by pros25F%3! in Fig. 3e, ¢’. Thus, the apoptotic processes
induced by Bax and Debcl are regulated by proteasomal
degradation. Moreover, as increasing the proteasomal
activity suppresses the apoptosis induced by these two
proteins whereas decreasing it enhances cell death, the
regulator degraded in these processes is presumably a pro-
apoptotic molecule.

The Bax and Debcl proteins are degraded
by the proteasome

Some members of the Bcl-2 family in mammals are subject
to proteasome-mediated regulation. We therefore

hypothesized that Bax and Debcl proteins were the pro-
apoptotic regulators degraded by the proteasome in our
system. To test whether the modulation of Bax- and Debcl-
induced cell death involves a direct effect on the level of
these proteins, we performed immunostaining and western-
blot experiments.

First, wing discs of vg > bax third-instar larvae were
labeled with an anti-Bax antibody (Fig. 6a, vg > bax)
revealing a strong staining in the region in which vg drove
gal4 expression (right part of Fig. 6a, i.e. vg—gal4-medi-
ated expression of GFP). High-intensity foci correspond to
cells overexpressing bax. The same immunolabeling was
performed on vg > bax, Ubal®*%7 wing discs, which
coexpress bax and Ubal. Staining of Bax in Ubal®"*7>-
expressing discs was weaker, with fewer foci of bax
overexpressing cells (Fig. 6a, vg > bax, Ubal**??”°). This
suggests that Bax protein levels are lower in discs over-
expressing Ubal. To confirm that the decrease in immu-
nodetection of Bax, when Ubal is overexpressed, is due to
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Fig. 5 Modulation of debcl-induced wing phenotype a Distribution
of offspring between the strong, intermediate and weak phenotype
categories. Each bar represents the progeny of a cross between
ptc > (debcl), flies and a control strain (¢) or a mutant strain (T).
Each cross (T) is presented with its control (¢). The percentage of
phenotypes in each category is shown on the y-axis. b. Every
phenotypic test was validated by carrying out a Wilcoxon test as in
Fig. 4

a decrease in Bax levels and not a loss of epitope acces-
sibility, we carried out a western blotting analysis.

To this purpose, we expressed bax or debcl ubiquitously
in embryos, using the da-gal4 driver with or without
overexpressing Ubal from the Ubal*"?*7 allele. We then
carried out western blotting to determine the amounts of
Bax or Debcl in embryo lysates. When Ubal was over-
expressed (Fig. 6b, da > bax, UbaIEP2375), Bax became
undetectable, even after long exposure times, whereas this
protein was readily detectable in the control extract
(Fig. 6b, da > bax, control). Similarly, as shown Fig. 6c,
Ubal overexpression resulted in a strong decrease in Debcl
protein levels, as a longer exposure time was required to
detect Debcl (data not shown). Moreover, although the
amount of Debcl was decreased by Ubal overexpression,
Ubal had no effect on the relative distribution of Debcl
between cytosol and mitochondria. Debcl remained mainly
detected in the mitochondrial fraction in the presence of
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Fig. 6 Ubal controls the level of Bax and Debcl proteins a Bax
immunostaining on third-instar larval wing discs expressing bax
under control of the vg-gal4 driver (vg > bax) or coexpressing bax
and Ubal (vg > bax + Ubal®?*7°). The panel on the right shows
GFP expression driven by vg—gal4 in the wing pouch, along the
dorso-ventral frontier. b Immunodetection of Bax in a Ubal
overexpression background. Ubal decreases Bax protein quantities
down to an undetectable level. ¢ Immunostaining of Debcl in a Ubal
overexpression background. Ubal reduces the amount of Debcl
protein. b, ¢ Immunodetection of tubulin was used as control

Ubal overexpression (data not shown). We can therefore
conclude that the ubiquitin-mediated regulation of Bax-
and Debcl-induced cell death depended on a decrease in the
level of Bax and Debcl proteins themselves.

The apoptotic processes induced by Bax and Debcl are
regulated by an SCF>™ complex

As E3 ubiquitin ligases confer its specificity to the ubig-
uitination process, we tried to identify the E3 responsible
for the regulation of bax- and debcl-induced cell death.
Many signalization pathways involve SCF complexes.
Thus, we first affected a common component to all SCF
complexes SkpA. Overexpression of skpA using the
skpAEPT#23 4llele under control of vg—gal4 did not affect
wing phenotypes. We thus overexpressed this allele in a
vg > bax background. The progeny overexpressing both
bax and skpA, displayed suppression of the bax-induced
phenotype. The skpA=F’#?? allele shifted the phenotype
distribution toward weaker phenotypes (Fig. 4 skpAZ"7#%
Cand T).

slmb (supernumerary limb) encodes an F-box protein
homologous to mammalian B-TrCP, which is involved in
Mcl-1 recognition in mammals. Slmb contains two func-
tional domains: the F-box domain in the N-terminal half of
the protein allowing assembling into the SCF complex
through interaction with SkpA, and a C-terminal domain
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containing WD40 repeats, allowing interaction with sub-
strates. We used s/mb® -a null allele of slmb which is viable
at 18 °C (i.e. the temperature used for the bax-induced cell
death phenotypic suppression tests)- and simb*’ -a hypo-
morphic allele- to decrease the amount of Slmb [35]. The
simb® loss-of-function allele strongly enhanced the bax-
induced apoptosis-associated phenotype (Fig. 4 simb® C
and T). Indeed, strong phenotypes were significantly more
frequent among the slmb® mutants than in the absence of
this mutation. The simb* allele also enhanced the bax-
induced phenotype, although to a lesser extent (Fig. 4
simb?" C and T). Thus, Slmb most likely targets a pro-
apoptotic regulator to proteasomal degradation in our
system.

To investigate whether the same SCF>"™ E3 ligase was
involved in regulating debcl-induced cell death, we carried
out the phenotypic test with debcl-expressing flies. We
tested the effect of a loss-of-function of simb on debcl-
induced cell death as it is the specific component of the
SCF complex. The slmb® mutant is partially lethal at 25 °C
(i.e. the temperature used for the debcl-induced cell death
phenotypic suppression tests). We thus used the slmb*’
allele for these tests and observed higher levels of debcl-
induced cell death. A shift in the phenotype distribution
from 5 % (simb*’ C) to 50 % of strong phenotypes (simb*!
T) was observed (Fig. 5). This enhancement was charac-
terized by an increase in size of the fusion of the L3 and L4
veins in the region of the anterior crossvein (Fig. 3f, {').
Therefore the SCFS™ E3 ubiquitin ligase is a negative
regulator of bax- and debcl-induced apoptosis.

Finally, as a control, we investigated whether morgue
affected bax- and debcl-induced apoptosis. Like Slmb,
Morgue is an F-box protein but it is involved in the regu-
lation of apoptosis through the targeting of Diapl for
proteasomal degradation. The hypomorphic morgue™"'%*
allele [37] had no effect on the phenotype induced by Bax
or Debcl, as shown Fig. 3g, ¢ for the debcl-induced
crossvein phenotype. As indicated in Figs. 4 and 5, no
significant change in phenotype distribution was observed
in either case (o values of 7 x 107> for bax and
2.4 x 1072 for debcl). We also verified that this allele did
not affect fly phenotypes in presence of vg—gal4 or ptc—
gal4 drivers alone. The lack of effect of morgue suggests
that Morgue is not the F-box protein involved in our sys-
tem. Hence, the effects observed with simb alleles reflect
specific Diapl-independent regulation.

Given that Debcl is sensitive to the proteasome activity
and that a mutation of s/mb enhances the debcl-induced cell
death, we speculated that Debcl physically interacts with
Slmb. We performed two types of experiments with the
aim of characterizing this physical interaction. In agree-
ment with genetic data, Debcl co-immunoprecipitates with
SImb (Fig. 7a). We assessed the occurrence of this physical

1453
A IP
Input Simb Irr
o-myc (SImb) w W
wB
0-HA (Debcl) = s

B

ptc>debcl-HA,
slimbN-flag

ptc>debcl-HA,
pabp-flag

Fig. 7 Debcl and Slmb physically interact in vivo a Embryos
ubiquitously co-expressing SlmeN—ﬂag—myc and Debcl-HA (UAS-
debcl-HA/+ ; da > slmbPN-flag-myc/UAS-debcl-HA) were prepared
as described in “Materials and Methods” section and subjected to
immunoprecipitation (IP) with mouse anti-flag antibodies (SImb) or
IgG1 control (Irr). Western-blot analysis was then performed with an
anti-myc mAb (SImb) or anti-HA mAb (Debcl). The input lane
contains 6 % of the lysate while immunoprecipitates were obtained
from 28 % of the lysate. Debcl co-immunoprecipitates with Slmb.
b Wing discs of Ptc > Debcl-HA, Simb®N-flag-myc and Ptc > Debcl-
HA,Pabp-flag third instar larvae were analysed by use of the
proximity ligation in situ assay to monitor the Debcl/SImb interaction.
As expected, no signal was observed in Ptc > Debcl-HA,Pabp-flag
discs whereas the red dots observed in Ptc > Debcl-HA, Simb®"-flag-
myc indicate SImb/Debcl colocalization

interaction in vivo by using a proximity ligation in situ
assay (Fig. 7b). Red dots are specifically observed in
Ptc > Debcl-HA,SImb""-flag-myc wing discs, indicating
that Debcl and Slmb colocalize within 40 nm. This
approach confirmed that the two proteins can interact with
each other in vivo. Together with our genetic data, these
results show that a SCFS'™ E3 ubiquitin ligase is involved
in Debcl ubiquitination and subsequent proteasomal
degradation.

Discussion

In this paper, using Drosophila as a model for genetic
studies, we report the regulation of bax- and debcl-induced
apoptosis by the ubiquitin—proteasome pathway. The
stimulation of this pathway by overexpressing Ubal, which
encodes the ubiquitin activating enzyme, leads to an almost
complete loss of bax-induced cell death. This regulation
seems conserved through evolution, as debcl-induced
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apoptosis is also regulated in this way. However, since Bax
seems to necessitate Debcl in order to kill Drosophila eye
cells [25], one could wonder whether suppression of Bax-
induced cell death depends on the direct effect of Ubal on
Debcl. Nevertheless, since we have shown that both Bax
and Debcl proteins are degraded when Ubal is overex-
pressed, this seems unlikely unless Debcl stabilizes Bax.

Since Buffy inhibits autophagy in response to starvation
[39], we can hypothesize that Debcl could induce an
autophagic cell death. We have monitored autophagy in
our system by using a UAS-Atg8-GFP transgene [40] and
found that actually no autophagy could be detected upon
Debcl expression (data not shown). Ubal has been shown
in the literature to be required for autophagy and reduction
of cell size in the intestine [41]. We show here that Debcl-
induced cell death in the wing disc is not only suppressed
by Ubal but also by proteasome mutants. These data
suggest that the UPS pathway is the main proteolytic
pathway involved in the suppression of Bax and Debcl-
induced apoptosis by Ubal. However, given that slmb has
been shown to regulate Wg and Dpp pathways [35, 42—44],
we cannot exclude that these pathways are partially
involved in phenotypic suppression.

Studies of the proteasome-dependent regulation of
members of the Bcl-2 family in mammals have only rarely
led to the identification of the specific E3 ligases. We
identified an SCF>"™ complex as the E3 ubiquitin ligase
that regulates the Debcl pathway and may target it to
proteasomal degradation. It would be interesting to deter-
mine whether the mammalian homologue of Slmb, pB-
TrCP, targets Bax to the proteasome in mammalian cells.

Here, we proved Debcl to be a target of the UPS, finding
a new regulation of apoptosis that differs from the control
of Dronc, Drice and RHG protein levels by Diapl. Indeed,
Diapl is a key enzyme that decides of cell fate by
degrading either pro-apoptotic regulators or itself, leading
to either cell survival or apoptosis. Since Diapl levels are
downregulated by the F-box protein Morgue in presence of
Rpr or Grim, we could hypothesize that the Morgue/Diap1
pathway is involved in bax- and debcl-induced apoptosis
regulation. This does not seem to be the case because a
hypomorphic allele of morgue did not increase bax- and
debcl-induced apoptosis (data not shown). Furthermore,
overexpression of diapl does not inhibit bax- and debcl-
induced apoptosis (data not shown). Thus, the proteasome-
dependent regulation we identified is independent of Diap1
and differs from the Morgue/Diap1 regulation of cell death.
The existence of different UPS-modulated cell death
pathways is also supported by the reported absence of
genetic interaction between RHG pathway components and
Debcl [25].

Our results indicate an anti-apoptotic role of Ubal in the
wing tissue. However, two other studies revealed a
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pro-apoptotic role of Ubal in the eye; strong Ubal loss-of-
function alleles lead to apoptosis and compensatory pro-
liferation in the developing eye [45, 46]. As previously
shown in other systems, these processes seem to involve
the RHG/Diapl/Dronc pathway [47, 48]. Hypomorphic
alleles of Ubal have shown opposite effects as they sup-
pressed hid- or grim-induced apoptosis in the eye. These
results are consistent with previous data indicating that
Ubal overexpression, using the Ubal®r#7° allele, increa-
ses RHG-induced apoptosis. In principle, this apparent
contradiction may result from either the cell death signal or
the studied tissue. The use of a GMR-Gal4 driver shows
that Ubal overexpression also inhibits debcl-induced
apoptosis in the eye tissue (data not shown), which sug-
gests that the Ubal effect is specific of debcl-induced
apoptosis. In contrast, rpr-induced cell death is enhanced
by Ubal overexpression in the eye, whereas it is sup-
pressed by Ubal in the wing (data not shown). These
results suggest that Debcl could be involved in rpr-induced
cell death in the wing but not in the eye. RHG proteins are
known to mediate their pro-apoptotic function by stimu-
lating Diapl degradation by the UPS while Debcl is a
direct target of ubiquitination. Therefore, RHG-induced
degradation of Diapl through its ubiquitination by Morgue
could explain the pro-apoptotic role of Ubal in the eye
whereas the anti-apoptotic Ubal function mediated by
SImb in Debcl-induced cell death would rely on Debcl
degradation. By showing that different pro-apoptotic
pathways are regulated by the UPS in Drosophila, our
work suggests that the tissue-dependent effect of the
pleiotropic enzyme Ubal must result from a change in the
balance between UPS pro- and anti-apoptotic effects. We
propose that this change relies on the availability in E3
enzymes, the incoming signals and relative amounts of pro-
and anti-apoptotic regulators of cell fate.
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Abstract

Members of the Bcl-2 family are key elements of the apoptotic machinery. In
mammals, this multigenic family contains about twenty members, which either promote or
inhibit apoptosis. We have previously shown that the mammalian pro-apoptotic Bcl-2 family
member Bax is very efficient in inducing apoptosis in Drosophila, allowing the study of bax-
induced cell death in a genetic animal model. We report here the results of the screening of a
P[UAS]-element insertion library performed to identify gene products that modify the
phenotypes induced by the expression of bax in Drosophila melanogaster. We isolated 17
putative modifiers involved in various function or process: the ubiquitin/proteasome pathway;
cell growth, proliferation and death; pathfinding and cell adhesion; secretion and extracellular
signaling; metabolism and oxidative stress. The Drosophila counterpart of Bax, Debcl, has
been suggested to be essential to bax-induced cell death in fly. Accordingly, most of these
suppressors also inhibit debcl-induced phenotypes, showing that the activities of both proteins
can be modulated in part by common signaling or metabolic pathways. Among these
suppressors, Glycerophosphate oxidase-1 is found to participate in debcl-induced apoptosis

by increasing mitochondrial reactive oxygen species accumulation.
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Introduction

Major executioners of programmed cell death by apoptosis are relatively well
conserved throughout evolution. However, the control of commitment to apoptosis exhibits
some differences between organisms. During mammalian cells apoptosis, various key
pro-apoptotic factors are released from the inter-membrane space of mitochondria (for review,
see [1]). These factors include cytochromec, Apoptosis Inducing Factor (AIF),
Endonuclease G, Smac/DIABLO (Second mitochondria-derived activator of caspase/direct
IAP-binding protein with low PI) and the serine protease Omi/HtrA2. Once released in the
cytosol, cytochrome ¢ binds to the WD40 domain of Apaf-1 and leads to the formation of a
cytochrome c/Apaf-1/caspase-9 complex called "apoptosome", in which caspase-9 (a
cysteinyl aspartase) auto-activates to initiate a caspase activation cascade that will lead to cell
death. Mitochondrial permeabilization is under the control of the Bcl-2 family of proteins.
These proteins share one to four homology domains with Bcl-2 (named BH1-4) and exhibit
very similar tertiary structures. However, while some of these proteins (such as Bcl-2) are
anti-apoptotic, the others are pro-apoptotic and assigned to one of the following sub-classes:
BH3-only proteins (such as Bid) and multi-domain proteins (such as Bax). During apoptosis,
Bax translocates to the mitochondrial outer membrane, undergoes conformational changes,
oligomerizes and finally allows the release of pro-apoptotic factors from the intermembrane
space (review [2]). Anti-apoptotic proteins of the Bcl-2 family oppose this Bax-mediated
mitochondrial release of apoptogenic factors while BH3-only proteins can activate Bax or

inhibit anti-apoptotic proteins of the family.

In C. elegans, activation of the caspase CED-3 requires CED-4, the homologue of
Apaf-1 but no cytochrome c. The Bcl-2 family protein CED-9 constitutively interacts with
CED-4 and thereby prevents the activation CED-3. This repression of cell death is released
upon binding of CED-9 to the BH3-only protein EGL-1, which induces a conformational
change in CED-9 that results in the dissociation of the CED-4 dimer from CED-9. Released
CED-4 dimers form tetramers, which facilitate auto-activation of CED-3 [3]. Although CED-
9 appears bound to mitochondria, these organelles seem to play a minor role in apoptosis in C.

elegans, contrarily to mammals [4].

The role of mitochondria in Drosophila programmed cell death remains more elusive
[1, 5-7]. Cytochrome c does not seem crucial in the apoptosome activation [8, 9], which is
mediated by the degradation of the caspase inhibitor DIAP1 by proteins of the
Reaper/Hid/Grim (RHG) family. The apoptotic cascade appears somehow inverted between
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flies and worm/mammals. In these two last organisms, apoptosis regulators are relocated from
mitochondria to the cytosol. Contrarily, Drosophila apoptosis regulators are concentrated at or
around mitochondria during apoptosis. Indeed, targeting the RHG proteins Reaper (Rpr) and
Grim to mitochondria seems to be required for their pro-apoptotic activity [10-12].
Furthermore, Hid possesses a mitochondrial targeting sequence and is required for Rpr
recruitment to the mitochondrial membrane and for efficient induction of cell death in vivo

[13].

The important role played in Drosophila by the mitochondria in apoptosis is also
suggested by the mitochondrial subcellular localization of Buffy and Debcl, the only two
members of the Bcl-2 family identified, so far, in this organism. Buffy was originally
described as an anti-apoptotic Bcl-2 family member [14, 15], but it can also promote cell
death [16-19]. Debcl (death executioner Bel 2 homolog), is a multidomain death inducer [19-
23] that can be inhibited by direct physical interaction with Buffy [14]. When overexpressed
in mammalian cells, debc/ induces both cytochrome c release from mitochondria and
apoptosis. This protein interacts physically with anti-apoptotic members of the Bcl-2 family,
such as Bcl-2 itself, in mammals. In Drosophila, Debcl is involved in the control of some

developmental cell death processes as well as in irradiation-induced apoptosis [15, 18, 24].

We have previously shown in Drosophila that mammalian Bcl-2 inhibits
developmental and irradiation-induced cell death [25] as well as rpr- and bax-induced
mitochondrial membrane potential collapse [26]. Interestingly, we have shown that bax-
induced cell death is mitigated by loss-of-function (LOF) mutations in genes encoding some
components of the TOM complex which controls protein insertion in the outer mitochondrial
membrane [5]. These results suggest that Bax mitochondrial location remains important for its
activity in Drosophila. Therefore, flies provide a good animal model system to study Bax-
induced cell death in a simple genetic background and look for new regulators of Bcl-2 family

members.

Here, we report the results of the screening of P/UAS]-element insertion (UY1) library,
performed in order to identify modifiers of bax-induced phenotypes in Drosophila. Among
1475 UYi lines screened, 17 putative modifiers were isolated, that include genes involved in
various cellular functions. We also present a more detailed study of one of these modifiers,
UY1039, and show that glycerophosphate oxidase-1 (Gpo-1) [EC 1.1.5.3] participates in

debcl-induced apoptosis by increasing reactive oxygen species (ROS) production.
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Materials and methods

Fly stocks

All strains were raised on standard culture medium at 25°C or 18°C. Generation of
UYi lines was performed by standard P mobilization [27] of a P/Mae-UAS.6.11] [28]. The
driver strains used in this study, are vestigial-GAL4 (vg-GAL4) [25] and patched-GAL4 (ptc-
GAL4) given by L. Théodore. The strains carrying UAS-bax or UAS-bcl-2 transgenes have
been generated in our laboratory and were previously described [25]. The strain carrying two
insertions of UAS-debcl-HA (one on the second and one on the third chromosome) was given
by H. Richardson [20] and recombined with the ptc-GAL4 driver to generate the pct>debcl,
strain. Either y,w" or w'/’® Canton S was used as the control strain according to the genetic
background of the tested lines. The Ubal*"*”’ mutant strain was obtained from the Szeged
Drosophila stock center. Gpo-1"*** [29], Gpo-1*! and UAS-RNAi-Gpo-1 Trip #55319 strains
were obtained from the Bloomington Drosophila Stock Center. The UAS-RNAi-Gpo-1
VDRC KK #110608 strain was obtained from Vienna Drosophila RNAi Center.

Screen for suppressors of lethality

UYi lines including a P-element insertion on the X, second or third chromosome were
tested. Concerning the screening of UYi lines carrying a P-element on the second
chromosome, the survival rate in the progeny was evaluated as follows. Each cross was
performed with 7 virgin females and 3 males. [vg>bax/CyOGFP] virgin female flies were
mated to [UYi/UYi] males when homozygous males were viable or, alternatively, to
heterozygous [UYi/CyO] males. In the first case, the survival rate corresponds to
([vg>bax/UYi] / [UYi/CyOGFP]) while in the case of heterozygous mutant strains it
corresponds to (([vg>bax/CyO] + [vg>bax/UYi]) / [UYi/CyOGFP])).

For UYi lines carrying the P-element on the third chromosome, virgin female flies
[vg>bax/CyOGFP ; +/+] were mated to viable [+/+ ; UYi/UYi| males or, alternatively, to
[+/+ ; UYi/TM3] males. In the first case, the survival ratio corresponds to ([vg>bax/+ ;
UYi/+] / [CyOGFP/+ ; UYi/+]), while in the second case it was (([vg>bax/+ ; UYi /+] +
[vg>bax/+ ; TM3/+]) / ((CYyOGFP/+ ; UYi /[+] + [CYyOGFP/+ ; TM3/+))).

UYi lines located on the X chromosome were screened by crossing virgin [UYi/UYi ;
+/+] or [UYi/FMO0 ; +/+] female flies with [+/Y ; vg>bax/CyOGFP] males. If the mutant line
was homozygous, the survival ratio was (([UYi/+ ; vg>bax/+]) / [UYi/+ ; CyOGFP/+)). If the
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mutant line was balanced with FM0, the ratio was (([UYi/+ ; vg>bax/+] + [FMO /+ ;
vg>bax/+]) / ([UYi/+ ; CyOGFP/+] + [FMO0/+ ; CyOGFP/+])).

For UYi insertions located on autosomes, only crosses giving rise to a progeny of at
least 25 individuals including at least two [vg>bax/UYi] were taken into account. For
mutations of the X chromosome, only crosses giving rise to at least 25 individuals including

at least 20 [UYi/+ ; CyOGFP /+] flies were taken into account.

To study phenotypes and survival, crosses were performed at 18°C and after five days
they were either kept at 18°C or switched to 25°C. Since the survival ratio obtained, when
[vg>bax/CyOGFP] flies were mated to the control y,w* line, never exceeds 70% at 18°C and
35% at 25°C, UYi mutations were considered as suppressors of lethality if the survival rate

was higher than 100% at 18°C or higher than 50% at 25°C.

Classification of the wing phenotypes and the Wilcoxon test

All the lineages were analyzed in parallel with a control progeny and by a blind
observer. Flies were classified according to their wing phenotype (strong, intermediate or
weak) as previously described [26]. For flies showing two different wing phenotypes, the
strongest phenotype of both wings was used for classification. In our screen, we have
analyzed the distribution of graded phenotypes based on their expressivity. The Wilcoxon test
was used to compare the distributions of the phenotypes between two lineages A and B [30].
The sign of the Wsa g value determines whether the distribution A is stronger than B (Ws<0)
or whether the distribution B is stronger than A (Ws>0). We considered the difference

between A and B significant when op.p<107.

Molecular characterization of UYi lines

To characterize the genes identified by screening for bax-induced phenotype
modifiers, the DNA flanking the P/Mae-UAS.6.11] element was isolated by inverse
polymerase chain reaction (PCR), essentially according to the Berkeley Drosophila Genome
Project (BDGP) protocol (http://www.fruitfly.org/about/methods/inverse.pcr.html) and

sequenced. The following primers were used in this study:
“31b” 5’-GCAGTTGATTTACTTGGTTGCTGG-3’,
“OUY76YR” 5°-GGTAAGCTTCGGCTATCGAC-3’,

“32bis” 5’-GCTTTCGCTTAGCGACGTGT-3’,
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“OUY32” 5°-GCTTTCGCTTAGCGACGTG-3,
“OUY76bis” 5’-GTATACTTCGGTAAGCTTCG-3,
“OUYISA” 5’-CTCTCAACAAGCAAACGTGC-3’,
“OUY52” 5°-ACACAACCTTTCCTCTCAACAA-3’,
“OUY33” 5’-GAATTGAATTGTCGCTCCGT-3’,
“OUY31” 5’-ATTGATTCACTTTAACTTGCAC-3".

Sequencing was performed by Genecust (Genopole, Evry, France). Sequences were submitted

to BLAST search in the BDGP database to identify nearby genes.

Quantification of ptc-Gal4>(UAS-debcl),-induced phenotype in the wing

To test the implication of Gpo-1 in debcl-induced apoptosis, the severity of the wing
tissue loss induced by UAS-debcl overexpression led by ptc-Gal4 driver was measured in
different genetic backgrounds. We first verified that the Gpol™”’ LOF mutation did not
induce any wing phenotype by itself. Then, ptc>debcl,, females were crossed with wild-type
males or males bearing a LOF mutation for Gpo-1. For each progeny, the distance between
veins L3 and L4 was measured perpendicularly to the sixth sensilla of the dorsal row of the
anterior wing margin and plotted against the distance between the extremity of veins 4 and 5.

Student’s t-tests were then performed.

TUNEL staining

As previously described [31, 32], third instar larvae were dissected in PBS pH 7.6,
fixed in PBS/formaldehyde 3.7%, washed three times for 10min in PBT (1X PBS, 0.5%
Triton). Discs were then dissected and TUNEL staining was performed according to
manufacturer’s instructions (ApopTag Red in situ apoptosis detection kit, Millipore,
Temecula, CA, USA). Discs were mounted in CitifluorTM (Biovalley, Marne-La-Vallée,
France) and observed with a Leica SPE upright confocal microscope (Leica, Wetzlar,
Germany). White patches in the pfc expression domain were counted for at least 30 wing

imaginal discs per genotype. Student’s t-tests were then performed.

Mitochondrial superoxide measurement

MitoSOX (Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific) was used to measure the
mitochondrial production of superoxide as described in [33]. Briefly, twenty wing imaginal

discs were dissected in Schneider's Drosophila medium (Fisher Bioblock scientific, Illkirch
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Figure 1. — Examples of modified adult wing phenotypes.

(A) Wild-type wing.

(B-D) Adult wings from bax expressing flies. (B) vg>bax, (C) vg>bax/UY3010, (D) vg>bax ; UY3045.

(E-G) Adult wings from debcl expressing flies. (E’-G’) are magnifications of (E-G). (E-E’) ptc>debcl, (F-F’)
ptc>debcl,/UY2669, (G-G’) ptc>debcl,/UY2111.
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Graffenstaden, France), then cells were trypsinized. 5 pM MitoSOX were added to the cells
placed at 37°C. Red fluorescence was then measured by flow cytometry in 2000 events per
experimental condition. Flow cytometric measurement was performed using a BD
LSRFortessa (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA). Fluorescence was induced by the
Yellow-Green Laser (561 nm). Red fluorescence was collected with a PE detector (emission:

578 nm).

Results

A modifier screen for suppressors of bax-induced cell death

We have previously shown that expression of the proapoptotic gene bax induced
apoptosis in the developing eye or wing [25, 26]. Expression of hax under control of the wing
specific vg-GAL4 driver during development led to lethality and notches in the wing of the
surviving escapers. As expected from the temperature sensitivity of the UAS-GAL4
expression system, lethality was more penetrant and wing phenotypes were more severe when
flies were raised at 25°C than at 18°C. This adult wing phenotype was suppressed by bcl-2
expression [25, 26] and by heterozygoty for LOF mutations in genes encoding Tom22 or
Tom?70 [5], indicating that the vg>bax-induced adult wing phenotype is sensitive and thus

amenable to genetic screening.

To gain insight into the molecular mechanism of bax-induced apoptosis and with the
aim of isolating regulators of this process, we designed a genetic screen for modifiers of Bax-
mediated tissue loss in the wing. To ease the screening procedure, we used a strain
recombined for vg-GAL4 and UAS-bax transgenes. Animals heterozygous for vg>bax showed
a strong and scorable notched wing phenotype (Figure 1B, compared to 1A), facilitating the

selection of suppressors rather than enhancers.

A mutagenesis involving the transposition of a P-element containing UAS sequences,
P[Mae-UAS.6.11] has been performed. Genes flanking the 5' end of the transposon could
therefore be transcriptionally regulated by the UAS/GAL4 system and thus overexpressed. The
P-element insertion, per se, could also generate LOF mutations. As part of a consortium of
laboratories, we have produced Drosophila lines with random insertion sites of the P-element
named hereafter UY1 [28, 34, 35]. Thus, a collection of 1475 lines, i.e. 594 with the P-element

inserted on the second chromosome, 775 on the third chromosome and 106 on the X
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Table 1: Identified suppressors of bax-induced wing phenotype.

Concerning UY2564 strain the P element insertion site could not be singled out by reverse PCR and two

insertion sites remain possible.
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chromosome was generated. Males carrying UYi were crossed with vg>bax/CyOGFP females
and their progeny was screened for a rescue of both lethality (at 18°C and/or 25°C) and the
notch phenotype (see Materials and Methods). Examples of wing phenotypes suppression are
shown on Figure 1C and D. 56 UYi lines were selected, corresponding to 3,8% of the

collection (56/1475).

Since the number of flies exhibiting a rescue of the wing phenotype was sometimes
low, we tested the relevance of the suppression of the wing phenotype by a statistical
approach. As previously described [26], expressivity and penetrance of the wing phenotype
are variable in a population of flies of the same genotype. Flies expressing bax in the wing
exhibit a distribution of phenotypes that can be classified into three categories: strong,
intermediate and weak according to the number and size of notches observed along the wing
margin. Therefore, we have used the statistical Wilcoxon test [30] to compare distributions of
phenotypes between the two different types of progenies that express bax with or without the
UYi suppressor. This test defines an o and a Ws value that respectively allow assessment of
whether two distributions are significantly different or not, and which population is composed
of stronger phenotypes. We defined the statistically significant limit as a<10>. Using this
stringent criterion, we identified 24 suppressors of bax acting both on fly survival and wing
phenotype, among the 56 selected UYi lines, corresponding to 1.6% of the collection
(24/1475).

Subsequently, to distinguish possible additive effects from more specific interactions,
all selected UYi lines were crossed with vg-GAL4. Only wild type wing phenotypes, ruling
out an additive effect of UYi and bax transgenes, and thus revealing the specificity of the

genetic interactions between bax and the 24 insertions.

To define if the wing phenotype suppression could be due to a gain (GOF) or a LOF,
we identified the insertion point and orientation of each of the 24 insertions. PCR rescue
experiments were performed and their products were sequenced. We compared the recovered
sequence of the flanking genomic DNA to the Drosophila full-genome sequence database
[36]. We were unable to obtain unambiguous flanking sequence information for 7 isolated
UYi lines, i.e. UY504, UY1220, UY1236, UY1649, UY2303, UY2650 and UY2803. Therefore,
17 putative suppressors of bax-induced apoptosis were identified. The results are presented in
the Table 1, which summarizes the genetic and molecular characterization of the selected

insertions.
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Molecular function / Biological

component

Functional group Strain Gene
processes
Translation repressor activity /
UY1131 brain tumor (brat) ) ) ) )
negative regulation of cell proliferation
Chloride channel activity /
UY4001 clic
response to oxidative stress / apoptosis ?
Cell growth,
proliferation or UY338 CG3126 Choline kinase / unknown
death S-adenosylmethionine-dependent
UY2111 bicoid-interacting protein 3 (bin3) methyltransferase activity / olfactory
behavior
RNA polymerase II transcription factor
UY1615 lola activity /
axon guidance
UY2510 commissureless (comm) Protein binding / axon guidance
Protein binding /
UY2220 comm3
salivary gland cell autophagic cell death
Pathfinding and cell Transcription factor activity / dendrite
UY2669 seratch (scrt) )
adhesion morphogenesis
~ R Receptor binding / nervous system
UY2056 CGi4351
development
; ) Type IV collagen / basal lamina
UY1116 viking (vkg)
component
UDP-glucose 6-dehydrogenase /
[UY3045 sugarless (sgl) . .
T proteoglycan biosynthetic process
Peptidyl dipeptidase activity / protein
Secretion and UY1118 Ance-5 epn ) e . t} s
secretion
extracellular
o UY2364 CG6934/CG6912 Growth factor receptor ?
signaling
Poly-pyrimidine tract binding. mRNA
UY2625 hephaestus (heph)/CG2003 oo L
) ’ binding / Notch signaling pathway
Glycerophosphate oxidase-1/
UY1039 Gpo-1 .
Metabolism and carbohydrate metabolism
oxidative stress . Transketolase activity / pentose-
UY2106 CG8036
phosphate shunt
Ubiguitin o o o
N ) Ubiquitin activating enzyme activity /
proteasome pathway UY3010 Ubiquitin activating enzyme I (Ubal)

proteasome pathway

Table 2: Molecular function of bax-induced wing phenotype suppressors
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Candidate genes were regrouped according to the known or putative molecular
function of their predicted products (Table 2). They are involved in cell growth, proliferation
or death, pathfinding and cell adhesion, secretion and extracellular signaling, metabolism and

oxidative stress, ubiquitin/proteasome pathway.

Study of the effects of bax suppressors on debcl-induced phenotypes

Bax seems to induce cell death in the eye thanks to its interaction with Debcl [24].
Moreover, only few data are reported concerning Debcl regulation and its partners. Therefore,
we decided to test if the identified modifiers of bax-induced cell death could also genetically
interact with debcl.

As for bax-induced cell death, the expression of debc/ in wing imaginal discs during
development induces apoptosis, which leads to a wing phenotype [14]. A very homogenous
adult phenotype was obtained when expressing debcl along the antero-posterior frontier of
wing discs, thanks to ptc-GAL4 driver [37]. Under these conditions, debcl expression brought
closer L3 and L4 veins in the proximal region of the wing, inducing a fusion of these veins in
the region of the anterior cross vein (figure 1E and E'). These phenotypes were due to an

excess of apoptosis [37].

Before testing genetic interactions, all selected UYi insertion were crossed with pfc-
GALA4 flies, to verify that their own overexpression did not give rise to any wing phenotype.
All lines studied showed a wild type wing phenotype when tested with ptc-GAL4. An
exception was UY2669 that exhibited an absence of anterior cross vein but no alteration at the

level of the antero-posterior frontier.

This secondary screen was performed on 15 insertions because two lines were lost (UY1116
and UY1039).We found nine suppressors of debcl-induced phenotype (Table 3). An example
is shown in Figure 1F-F' for UY2669. Four of Bax modifiers had no significant effect and two
led to complex phenotypes of partial penetrance as shown for UY2111 in Figure 1G- G'. Thus,

most of bax-induced apoptosis suppressors also suppressed debcl/-induced apoptosis.

Glycerophosphate oxidase-1 participates in superoxide production during
Debcl-induced apoptosis

The line UY1039 being lost we assumed that the suppressor effect of UY7039 was due to a
LOF mutation in the Glycerophosphate oxidase-1 gene. Given that this gene is involved in the
mitochondrial metabolism, and that numerous Bcl-2 family members act at the mitochondrial

level, Gpol seemed of high interest and we decided to focus on its study. To confirm our
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Strain Gene Insertion effect Wilcoxon test
UYSS8 CG5126 overexpression 0=1.9x10"° n=271
UY1118 Ance-5 overexpression 0=9.5x10®% n=270
UY1615 lola overexpression 0=5.1x107 n=242
§ UY2056 CGI14351 loss of function 0=1.3x1012 n=242
g UY2220 comm-3 loss of function 0=6.3x10° n=250
=]
s UY2510 comm loss of function 0=7.2x10°n=217
UY2564 CG6934/CG6912 loss of function 0=6.6x10"* n=229
UY2669 scratch overexpression o<10 n=241
UY4001 clic loss of function <10 n=306
.;.E‘ :;_,i UY2111 bin-3 overexpression na
g -g UY2625 heph/CG2003 loss of function na
é UY1131 brat loss of function a=0.027 n=216
>
§ UY2106 CG8036 overexpression a=0.027 n=206
E” UY3010 Ubal overexpression 0=0.002 n=247
z UY3045 sugarless overexpression 0=0.512 n=243

Table 3: Effect of Bax suppressors on debcl-induced phenotypes
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hypothesis, we tested whether RNAIi against Gpo-1 or heterozygosity for a Gpo-1 hypomorph
(Gpo-1"°") or an amorph (Gpo1™*) allele, could suppress Debcl overexpression-induced wing
phenotype. Both RNAi and both Gpo LOF heterezogous alleles suppressed debcl-induced
phenotypes but the most complete and fully penetrant suppression was observed in flies
heterozygous for the Gpol™*’ mutation (Figure 2). Therefore, we decided to assess the
apoptosis level in wing imaginal discs of flies heterozygous for Gpol"**’. The number of
TUNEL positive cells in wing discs overexpressing debcl was dramatically reduced by
GpoI™* heterozygosity when compared to discs that are not mutated in Gpo! (Figure 3A-E),

thus confirming that a reduction of Gpo-1 dosage suppresses debcl-induced apoptosis.

Gpo-1 [EC 1.1.5.3], also known as glycerol-3-phosphate dehydrogenase, is encoded
by a nuclear gene and located at the outer surface of the inner mitochondrial membrane. It

catalyzes the reaction:
sn-glycerol 3-phosphate + coenzyme Q10 -> glycerone phosphate + reduced coenzyme Q10

Along with the cytosolic NAD-linked glycerol phosphate dehydrogenase (GPDH), Gpo-1
forms the glycerol phosphate shuttle that catalyzes the interconversion of glycerol phosphate
and dihydroxyacetone phosphate to oxidize cytosolic NADH by transferring reducing
equivalents from the cytosol to mitochondria. Cytosolic GPDH has been shown to protect
mammalian CHO cells against ROS-induced apoptosis [38]. On the opposite, mitochondrial
Gpo-1 has been involved in superoxide production in various species (review: [39]) including
Drosophila [40], which is in agreement with a protective role of a dosage reduction of this
gene. Furthermore, we have observed that debcl overexpression can induce ROS
accumulation thanks to a mitochondrial superoxyde indicator, i.e. MitoSOX. Indeed, debc!/
overexpression increases the proportion of MitoSOX positive cells in the wing imaginal discs
compared to the ptc-gal4/+ control (Figure 3F). Thus, we decided to test whether
heterozygosity for the Gpo-I null mutant could decrease ROS levels produced by debcl
overexpression. A significant decrease of MitoSOX positive cells was observed when debc!/
was overexpressed in a Gpol™?’ heterozygous background when compared to Gpol™*
background (Figure 3F). This result indicates that Gpo-I participates in debcl-induced

apoptosis by increasing ROS production.
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Figure 2

E 3 3
} f 1
27 * * * % * * % *
2 | T T 1 I I ! I T !
25 A
24 -
23 -
22 -
21 -
20 b \\ T T T T T T T T
o“o N N N N Y X \ 9> o
& O & €& ¢ SN N
L & AN & & > & o o
& «&\Q R N © ) A\
© Q \ X ;v \al o o
« & N « ° > bé'o ¥
q 9 Q S ) g J
Qv ! i« ©
& o Q &
<76 782’ «
& &

Figure 2. — Gpo-1 loss of function suppresses debcl-induced phenotypes

Measure of relative distance between L3 and L4 veins in wings from ptc>GFP (Trip Control);
ptc>debcl,, GFP (Trip Control); ptc>debcl,, RNAi-Gpol (Trip); ptc>+ (KK Control); ptc>debcl, (KK Control);
ptc>debcl,, RNAi-Gpo-1 (KK); ptc>+; ptc>debcl,; ptc>debcl, Gpo1?t and ptc>debcl,, Gpo1™322,

Error bars are the S.E.M. *: Student’s t test 0<0.05. **: Student’s t test a<0.01.
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Discussion

This screen provides us with 17 suppressors of phenotypes induced by the expression
of bax under control of the wing specific vg-GAL4 driver (lethality and wing notches). We
cannot exclude the possibility that these suppressors affect GAL4 synthesis or that the
selected insertions titrate the GAL4 transcription factor. However, this seems unlikely since
our number of suppressors is limited (1.6% of the collection). Moreover, we isolated UYi
insertions which were not identified in other screens performed using the same collection [28,
34, 35]. Finally, we have recently reported the specificity of one of the suppressors, UY3010,
which corresponds to a gain-of-function of the Ubiquitin activating enzyme encoding gene
Ubal. 1t is directly involved in the control of Bax and Debcl levels, thanks to the activation of
Bax and Debcl degradation by the ubiquitin/proteasome pathway [37]. We also showed in this
study that Debcl is targeted to the proteasome by the B-TrCP homologue Slimb [37].

We found that 9 of the bax-modifiers also behaved as suppressors of debcl-induced
wing phenotype while 4 showed no significant effect on this phenotype. One possible
explanation for this discrepancy involves the difference in the driver used in each assay (vg-
GAL versus ptc-GAL). Indeed, UY3010 did not significantly suppress debcl-induced apoptosis
while another Ubal overexpression mutant (Ubal*">*") did [37]. Alternatively, although Bax
and Debcl, share similarities in their mode of action and regulation, some signaling pathways
could be specific of bax-induced apoptosis. Indeed, a LOF of brat mitigates neither debcl-
(this paper) nor hid- or Sca3-induced cell death [41].

The brat gene belongs to a group of suppressors which is implicated in cell growth,
proliferation or death. Mutations in this type of genes could compensate cell loss due to
ectopic apoptosis induction. Results observed for this group of modifiers can generally be
easily interpreted with the literature data. UY1131 corresponds to an insertion in the brat (for
brain tumor) gene that could allow the expression of a truncated form of the protein. To check
whether this insertion leads to a LOF or a GOF of brat, we tested the effect of the

characterized LOF allele braf""?

on bax-induced phenotypes. This mutation strongly
suppressed (a=7.3x10") the wing phenotype showing that UY131 is a LOF of brat (data not
shown). Brat belongs to the NHL family of proteins, represses translation of specific mRNAs
[42] and is a negative regulator of cell growth [43-45]. The suppression of bax-induced
phenotypes by a LOF of brat suggests that this gene also regulates cell death, which seems
unlikely according to its inability to suppress other cell death pathways [41]. Alternatively

brat could regulate somehow compensatory proliferation in this system.

242



Figure 3 A B '
ptc>gfp ptc>+
> D

ptc>debcl, f ptc>debcl,, gpo™3??

Number of apoptotic
cells
w
o

pte>+ ptc>debcl, ptc>debcl,,
gpon322

* % * %
I I 1
- I I I
0 T T 1
ptc>+ ptc>debcl, ptc>debcl,,
gpo"322

% of Mitosox positive
cells
[EY
o
|

Figure 3. — Gpo-1 loss of function suppresses debcl-induced apoptosis by limiting mitochondrial ROS
accumulation.

(A) ptc expression domain visualized by GFP fluorescence in a wing imaginal disc.

(B-D) TUNEL staining of wing imaginal discs from ptc>+; ptc>debcl,; and ptc>debcl,, Gpo1™32? wing
imaginal discs.

(E) Quantification of TUNEL positive cells of wing imaginal discs.

(F) Quantification by flow cytometry of MitoSOX staining in larval wing imaginal discs.

Error bars are the S.E.M. **: Student’s t test a<0.01.
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Some candidate suppressors encode proteins involved in secretion or components of
the extra-cellular matrix. The effect of these genes could rely on cell signaling. Change in
levels of secreted proteins could modify cell-extracellular matrix interactions and thus affect

viability via processes similar to anoikis.

Several suppressors are implicated in pathfinding (comm, comm3, scratch and lola).
Two hypotheses can be formulated. Either neurons are of particular importance in bax-
induced phenotypes or a more general role of these proteins in signaling is responsible for
these suppressions. If the neuronal death could explain the decreased survival of bax
expressing flies, it could hardly explain the wing phenotypes. Therefore, these suppressor
genes may have a more general role in signaling and in particular in cell death regulation. For
example, UY2669 corresponds to a GOF mutant of scratch (scrt). This gene is a Drosophila
homologue of C. elegans ces-1, which encodes a snail family zinc finger protein involved in
controlling programmed death of specific neurons [46]. Interestingly, a mammalian
homologue of scratch, named Slug, is involved in a survival pathway that protects
hematopoietic progenitors from apoptosis after DNA damage [47]. Slug also antagonizes p53-
mediated apoptosis by repressing the bc/-2-family pro-apoptotic gene puma [48]. More
recently, a regulatory loop linking p53/Puma with Scratch has been described in the vertebrate
nervous system, not only controlling cell death in response to damage but also during normal

embryonic development [49].

Another possibility is that some extracellular survival and/or death factors could be
affected by these modifiers. For example, sugarless, which was found twice in the screen, has
been shown to interact with several survival pathways such as Wingless, EGF and FGF
pathways that can play a role in defining shape and size of tissues and organs. This result can
be paralleled with the suppressive effect of mutations in hephaestus and lola, both of which
interact with the Notch/Delta signaling. Notably, /lola, a gene encoding a Polycomb group
epigenetic silencer, has been shown to be required for programmed cell death in the
Drosophila ovary [50]. Lola has also been identified for its role in normal phagocytosis of
bacteria in Drosophila S2 cells and as a component of the Drosophila Imd pathway that is key
to immunity [51]. In contrast, Lola is required for axon growth and guidance in the
Drosophila embryo [52]. This indicates that /ola could play a role in cell adhesion and
motility. Accordingly, when coupled with overexpression of Delta, misregulation of
pipsqueak and lola induces the formation of metastatic tumors associated with a

downregulation of the Rbf (Retinoblastoma-family) gene [53].
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Other identified genes are involved in carbohydrate metabolism (Gpo-1 and CG8036
described as a transketolase). This result is in agreement with the evidence that Bcl-2 family
proteins, in addition to their well characterized function in cell death, also play roles in
metabolic processes in particular at the level of energetic metabolism (reviewed in [54]). In
particular, Bcl-2 regulates mitochondrial respiration and the level of different ROS through a
control of cytochrome c oxidase activity [55]. Study of heterologous bax expression in yeast
has provided clues on Bax function in relation to ROS (reviewed in [56, 57]) and yeast LOF
mutants of genes involved in oxidative phosphorylation show increased sensitivity to Bax
cytotoxicity [58]. In agreement, Bcl-xL complements Saccharomyces cerevisiae genes that
facilitate the switch from glycolytic to oxidative metabolism [59]. Furthermore, both the anti-
apoptotic effect of LOF mutations in Gpo-I and the GOF in transketolase genes can be related
to a protective effect against oxidative stress. This result suggests that the cell death process

induced by Bax involves, at least in part, the modulation of different ROS levels.

Indeed, we report here that the suppressor effect of a null allele of Gpo-1 is associated
with a decreased ability of Debcl to induce ROS production. This result is in agreement with
the observation that 70% of the total cellular H,O, production was estimated to stem from
Gpo-1 in isolated Drosophila mitochondria [40]. This enzyme has also been implicated in
ROS production in mammalian brown adipose tissue mitochondria when glycerol-3-
phosphate was used as the respiratory substrate [60] and, more recently, in prostate cancer
cells [61]. In this latter case, ROS production seems to be beneficial to cancer cells, whereas
we show here that it favors cell death in Drosophila wing disc cells. This apparent
contradiction could be related to the abnormal ROS production occurring during the

oncogenic transformation and the shift to a glycolytic metabolism.

In conclusion, this study shows that Bax and Debcl killing activities can be modulated
by common metabolic or signaling pathways, thus suggesting that these proteins share
similarities in their mode of action and/or regulation. Furthermore, these data provide a
substantial resource that will aid our efforts to understand the regulation of pro-apoptotic

members of the Bcl-2 family proteins.
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L'inactivation du géne de susceptibilité au rétinoblastome (rb) est une étape préalable au
développement de nombreux cancers. De facon cohérente avec son rGle de suppresseur de
tumeur, pRb inhibe la prolifération cellulaire. Le réle de pRb dans le contrdle de I'apoptose est plus
complexe et les mécanismes moléculaires sous-jacents a ces fonctions sont peu décrits.

La drosophile posséde un homologue de rb, appelé rbfl. Au cours de ma thése, jai
caractérisé la voie d’apoptose induite par Rbfl dans un tissu prolifératif. J’ai pu montrer que Rbfl
coopere avec le facteur de transcription dE2F2 et le complexe dREAM pour stimuler la
transcription du géne how codant pour une protéine de liaison aux ARN capable d’induire la
dégradation des transcrits de I'inhibiteur de caspases diap1. Par ailleurs, ces protéines répriment la
transcription du gene buffy (géne anti-apoptotique de la famille Bcl-2) et ainsi déclenchent une
voie de mort mitochondriale dépendante de debcl (géne pro-apoptotique de la famille Bcl-2). La
fragmentation du réseau mitochondrial, dépendante de la protéine pro-fission Drpl, favorise
I'accumulation d’especes activées de I'oxygene, a |'origine de |'activation de la voie JNK et in fine
de l'apoptose. Ces travaux précisent le mode d'action des protéines de la famille Bcl-2 de
drosophile. Ils apportent de nouvelles données concernant le réle pro-apoptotique de Rbfl et
devraient permettre de mieux comprendre |'activité suppresseur de tumeur de pRb. Enfin, j'ai pu
montrer que I'apoptose induite par Rbfl conduit a un mécanisme de prolifération compensatoire
et caractériser pour la premiére fois des acteurs spécifiques de la voie JNK impliqués dans ce
mécanisme.

Mots clés : Rbfl, apoptose, prolifération compensatoire, mitochondrie, JNK, Debcl, complexe dREAM, Drp1l

The inactivation of the retinoblastoma susceptibility gene (rb) is a preliminary step in the
development of many cancers. Consistent with its role of tumor suppressor, pRb inhibits cell
proliferation. The role of pRb in apoptosis control is more complex and the molecular mechanisms
underlying these functions are poorly described.

rbf1 is the rb Drosophila homologue. During my PhD, | characterized the apoptosis pathway
induced by Rbfl in a proliferative tissue. | showed that Rbfl cooperates with the dE2F2
transcription factor and with the dREAM complex to stimulate the transcription of how gene
coding for a RNA binding protein able to induce the degradation of diapl caspase inhibitor
transcripts. Furthermore, Rbf1/dE2F2 proteins repress the transcription of buffy (anti-apoptotic
gene of Bcl-2 family) and thus trigger a mitochondrial death pathway dependent of debc/ (pro-
apoptotic gene of Bcl-2 family). A mitochondrial fragmentation dependent of the Drpl pro-fission
protein promotes the accumulation of reactive oxygen species, which in turn causes JNK pathway
activation, leading ultimately to apoptosis. This work clarifies the mechanism of action of Bcl-2
proteins in drosophila. It brings new data about Rbfl pro-apoptotic function and should provide a
better understanding of pRb tumor suppressor activity. Finally, | showed that Rbfl-induced
apoptosis leads to compensatory proliferation and defined for the first time specific actors of the
JNK pathway involved in this proliferation.

Key words : Rbf1, apoptosis, compensatory proliferation, mitochondria, JNK, Debcl, dREAM complex, Drpl
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