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Introduction

La survie des étres vivants repose sur leur capaci’adapter a leur environnement.
Cette adaptabilité s’observe également a I'écradldéa cellule. En effet, des récepteurs a la
surface des cellules, dans le cytoplasme ou méme ldamilieu extracellulaire détectent des
changements environnementaux (e.g. infection, aoriés mécaniques, stress oxydatif,
hormone, pour n’en citer qu'une infime partie). Hatection de ces stimuli active des
cascades de signalisation, qui induisent ou inhiketranscription de géenes spécifiques ou
modifient I'organisation de cytosquelette pour pettne des changements de morphologies
cellulaires drastiques. Ainsi, ces modificationda@hysiologie cellulaire vont permettre aux

cellules de s’approprier leur nouveau micro-envirement et de fournir une réponse adaptée.

La signalisation cellulaire est un mécanisme finetmégulé car, trés souvent, les voies
de signalisation doivent étre maintenues en positt®@FF» en condition basale et, au
contraire, elles doivent étre rapidement activéesréponse aux stimuli, puis a nouveau
éteintes afin de retrouver leur condition d’équiibLa rapidité de réaction repose notamment
sur la réversibilité des modifications post-traduabelles. En effet, les modifications post-
traductionnelles permettent de réguler I'activigéstabilité et la localisation subcellulaire des
protéines. Ces modifications sont trés diversemmsistent en I'ajout de groupes fonctionnels
(e.g. la phosphorylation, I'acétylation, la méthiga...) ou de peptides (e.g. I'ubiquitination,

la sumoylation...) sur la protéine cible.

Dans ce manuscrit, nous nous intéresserons exetasivt au role de I'ubiquitination
dans la régulation de la réponse immunitaire ats garticulierement a son role dans
'endocytose du récepteur membranaire PGRP-LC, igi@rvient dans la détection des
pathogénes. Ensuite, nous éluciderons la fonctienzgmes de déubiquitination dans la

régulation des signaux en aval de ce récepteur.

11



Introduction L’ubiquitination

A.L’ubiquitination

1. L'ubiqguitination

a. L’ubiquitine et les protéines ubiquitin-like (Ubl)

L’'ubiquitine (Ub) est un peptide de 76 acides amii@,5 kDa) présents chez les
eucaryotes. Cette petite protéine a été trés codseau cours de I'évolution puisque
seulement trois acides aminés different de la kvarl’Homme. L’ubiquitination, ou
ubiquitinylation, est le processus qui permetasstn covalente et réversible de l'ubiquitine a
un résidu lysine (K) des protéines cibles (Fig.AL) méme titre que la phosphorylation,
'ubiquitination intervient dans la majorité desopessus cellulaires, comme la dégradation
des protéines par le protéasome, I'endocytose éespteurs et I'activation des protéines
(Haglund and Dikic, 2005; Herrmann et al., 2007erBque l'ubiquitine ne soit présente que
chez les eucaryotes, la superfamille des protéitegUbiquitin like) se retrouve dans tout le
regne du vivant (Maupin-Furlow, 2013). Les Ubl rfopas d’homologie de séquence
particuliere avec l'ubiquitine, mais elles présentgne structure tridimensionnelle commune
et un résidu glycine en C-terminal, dont le grogpeboxyle est le site de liaison au résidu
lysine des substrats par la formation d’une liaisopeptidique (Herrmann et al., 2007). Chez
les eucaryotes, les protéines Ubl, tout comme djuitine, sont impliquées dans de nombreux
processus biologiques, comme la dégradation pratége ou vacuolaire, 'autophagie, la
régulation transcriptionnelle ou la progressioncgiale cellulaire (Vierstra, 2012). Chez les
procaryotes, les protéines Ubl sont principalememliquées dans le transfert du soufre. La
premiere protéine Ubl caractérisée en cellules demmiferes est I1ISG15 (Interferon-
Stimulated Gene 15), qui ressemble a un diméreiglitine (Loeb and Haas, 1994). De plus,
cette famille comprend aussi, entre autres, letépres NEDD88 (Neural cell-expressed,
Developmentally Downregulated 8) et SUMO (Small duhiin-related Modifier) (van der
Veen and Ploegh, 2012). Par la suite, nous nouéresgerons exclusivement aux

modifications impliquant l'ubiquitine.
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Introduction L’ubiquitination
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Figure 1. La réaction chimique d’ubiquitination. Au cours de l'ubiquitination, une liaison
isopeptidique est formée entre le dernier acidenarde I'ubiquitine (glycine 76) et un résidu
lysine de la protéine cible. Il en résulte la fotima d’'une molécule deau. La
déubiquitination est la réaction inverse, qui cstegsen I'’hydrolyse de la liaison isopeptidique.
AA .1 et AAn.ireprésentent respectivement les acides aminés avaptés la lysine destinée
a étre ubiquitinée.

b. Le processus d’ubiquitination

L’'ubiquitination fait intervenir trois enzymes, qwiont agir séquentiellement pour
permettre la liaison isopeptidique entre le dera@de aminé de 'ubiquitine (glycine 76) et
un résidu lysine de la protéine cible. D’abord, @meyme «ubiquitin activating» E1 forme
une liaison thioester avec la glycine terminalel’dbiquitine. Cette réaction nécessite la
consommation d'une molécule d’ATP et induit un dment conformationnel de
'ubiquitine du c6té C-terminal, qui permet sonieation. Ensuite, I'ubiquitine activée est
transférée sur une cystéine du site actif d’ung/mez«ubiquitin conjugating» E2. La liaison
de E2 a l'ubiquitine permet de recruter une «ubiguigase» E3. La E3 va finalement
catalyser le transfert de I'ubiquitine activée d&&la protéine cible (Herrmann et al., 2007;
Pickart and Eddins, 2004; Weissman, 2001) (FigL&$.ligases E3 sont des protéines isolées
ou des complexes multiprotéiques et sont répaeiiesleux classes. La premiére classe est
distinguée par la présence d'un domaine HECT (Hogumls to E6-AP Carboxyl Terminus)
et la deuxiéme par un domaine RING (Really IntémgshNew Gene) finger. Les E3 de type

HECT participent a la réaction catalytique en fantane liaison thioester avec 'ubiquitine,
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Introduction L’ubiquitination

grace a un résidu lysine conservé au sein du dendiECT, et la transfére ensuite sur le
substrat (Pickart, 2001). Ces E3 sont souvent fesnpar une seule grosse protéine. En outre,
les E3 ligases de type RING sont de loin les phendantes dans la nature. Bien qu’'elles
n’'aient aucune activité catalytique intrinsequégesekcoordonnent le transfert de l'ubiquitine
sur le substrat, en s’associant aux ligases E&t jprobable que ces E3s apportent la structure
qui permet de rassembler le site actif de la B2 &tsine acceptatrice du substrat (d'Azzo et
al., 2005) (Fig. 2). L'ubiquitination de certaingtéines nécessite la présence d’'une enzyme
supplémentaire E4 qui favorise la formation de mbsiid’ubiquitine sur E3 (Hoppe, 2005),
tandis que pour d’autres protéines possédant urai@nde liaison a l'ubiquitine (UBD),

l'ubiquitination se fait sans l'intervention d’'u3 (Sorkin, 2007).

1 4;;,,% _\;/O
0

i | NH
0 AMP+PP, 0 Moo E 0 a/:em@ua
Il Il Il Il ™
HECT E3
téd ab\,

Figure 2. Le mécanisme d’ubiquitination.(1) L'ubiquitine libre est activée par la formation
d’une liaison thioester entre I'enzyme «ubiquitotieating» E1 et le domaine C-terminal de
'ubiquitine. Cette réaction nécessite la consonwnatd’'une molécule d’ATP.(2)
L’'ubiquitine est ensuite transférée a une enzyniegiitin conjugating» E2(3) E2 s’associe
avec l'une des nombreuses «ubiquitin ligase» EBadigja lié ou non le substrat destiné a
étre ubiquitiné(4a) Les E3 de type RING permettent le transfert dicect’'ubiquitine de la
E2 au substrat(4b) Au contraire, les E3 aux domaines HECT lient titamement
I'ubiquitine avant son transfert au substrat. (\8ian, 2001)

Ce systeme est construit comme une pyramide ant@leaité accrue, puisque deux E1,
trente-cinq E2 et plus de six cents E3 ont ététifiées chez 'lHomme (Bhowmick et al.,
2013). Ce sont donc les ligases E3 qui vont asslarespécificité de la réaction, en
sélectionnant et activant I'enzyme E2 appropriéeretecrutant le bon substrat. La derniere

étape du processus d’ubiquitination est fortemégulée, par des interactions protéiques et
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des modifications post-traductionnelles (d'Azzoakt 2005). Les enzymes E2 sont elles-
mémes modifiées par les protéines Ubl SUMO (Picktied., 2005; Wolf et al., 2003). Toutes
ces régulations vont assurer une bonne synchramisabcalisation et spécificité de la
réaction d’ubiquitination. Cependant, les mécansnpermettant au complexe E2-E3
d’attacher un type d’ubiquitine précis a la lysim@propriée du substrat ne sont pas encore
bien compris. Des études émergentes proposenteygent les caractéristiques structurales
globales et celles du corps catalytique des enzyEeset E3, qui importent pour le

positionnement optimal et I'ubiquitination de lysgspécifiques (Sadowski et al., 2012).

c. La variabilité des modifications par I'ubiquitine

Plusieurs modifications post-traductionnelles seffectuées a partir de l'ubiquitine
(Fig. 3). La mono-ubiquitination correspond a Batiement d'une seule molécule
d’ubiquitine sur la protéine cible (Hoeller et &Q06). De plus, plusieurs lysines d’'une méme
protéine peuvent étre modifiees par des mono-ulmggi. On parle alors de multi-
ubiquitination (Haglund et al., 2003). Par ailleueemme I'ubiquitine contient elle-méme
plusieurs résidus lysine, les molécules d’ubigeitpeuvent former différentes chaines de
poly-ubiquitine. Les sept résidus lysine (en positb, 11, 27, 29, 33, 48 et 63) de I'ubiquitine
sont donc, en théorie, susceptibles d’étre impBgdéns la formation de chaines de poly-
ubiquitine (Weissman, 2001). Ce sont en tout prerme les chaines d’'ubiquitine K48 et
K63 qui ont été mises en évidence ; puis, une étl@lg@rotéomique globale a partir de
cellules de mammiferes a montré que les chainesétai8nt les plus abondantes et que les
sept résidus lysine de l'ubiquitine étaient impégudans la formation de chaines de poly-
ubiquitine (Kim et al.,, 2011). Plus récemment, désmines linéaires (ou M1) de poly-
ubiquitine ont été mises en évidence chez les mé&mesi Elles consistent en la liaison de la
glycine 76 du coté N-terminal d’'une molécule d'ubtme a la méthionine 1 du coté C-
terminal d’'une autre ubiquitine. Ce type de polyguitination est réalisé par un complexe E3
appelée LUBAC (Linear Ubiquitin Assembly Complentmerich et al., 2011; Tokunaga
and Iwai, 2012). Le complexe LUBAC régule positivarhla voie NF<B, en ajoutant des
chaines linéaires d’ubiquitine sur les lysines 88305 de la kinase NEMO (N&B Essential
Modulator) (Tokunaga and Iwai, 2012).
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Selon le type d’ubiquitination et la longueur démines associés, les protéines cibles
vont avoir différents destins, pouvant aller decti\aation a la dégradation protéasomale
(Rahighi and Dikic, 2012). Ce point sera évoqués gltécisément dans le prochain chapitre

«Le destin des protéines ubiquitinées».

&4t

MonoUb MultiUb

h &

PolyUb K48 PolyUb K63 PolyUb linéaire

Figure 3. Les différentes modifications post-traduttonnelles impliquant l'ubiquitine.
L’attachement d’une seule ubiquitine (Ub) a uneniggK) de la protéine cible correspond a
la mono-ubiquitination (MonoUb). La multi-ubiquiation (MultiUb) résulte de la mono-
ubiquitination de plusieurs résidus lysine. Comritiuitine posseéde elle-méme plusieurs
résidus lysine, une molécule d’ubiquitine peut ien line autre pour former des chaines de
poly-ubiquitine (PolyUb). Selon la position de lsihe de l'ubiquitine impliquée dans la
poly-ubiquitination, il existe différents types @ely-ubiquitination. Les plus étudiées sont la
poly-ubiquitination K48 et K63, ou les ubiquitinesnt liées entre elles respectivement par
leurs lysines 48 et 63. Les chaines de polyUb iliegéaconsistent a I'assemblage d’une
molécule d’ubiquitine sur le groupe amino-termidaine autre. (Tokunaga and Iwai, 2012)

2. Les déubiquitinases

a. L'action des déubiquitinases

L’'ubiquitination est un processus réversible, queutp étre inversé par l'action
d’enzymes appelées deéubiquitinases (DUBs). Les DWBsstituent un large groupe
d’enzymes (environ 90 chez 'Homme) qui cliventliison & I'ubiquitine aprés le groupe
carbonyle (C=0) du résidu glycine 76 (Amerik ancchstrasser, 2004) (Fig. 1). Ces enzymes
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assurent de nombreuses fonctions dans la celluge 4. Tout d’abord, l'ubiquitine est
exprimée sous forme de chaines linéaires de patyditine ou en fusion avec des protéines
ribosomales (Komander et al., 2009a). L’action @etatnes DUBs, comme celles de la
famille des UCHs (Ubiquitin C-teminal Hydrolasesja donc permettre de générer de
l'ubiquitine libre et activee a partir de ces pnésawrs. Par ailleurs, l'ubiquitine peut
complexer de fagon inappropriée avec de petitseétésmucléophiles intracellulaires, comme
les polyamines et la glutathione. Certaines DUBgeruiennent alors pour dissocier
'ubiquitine de ces composants (Amerik and Hoclsstea, 2004). En outre, il a été remarqué
gue les cellules possédaient un pool constant guuimhe (Haas and Bright, 1987,
Swaminathan et al., 1999). Cela s’explique parai due certaines DUBs permettent la
déubiquitination de protéines avant leur dégradatioe qui conduit au recyclage de
'ubiquitine et, donc, au maintien de I'homéostasie l'ubiquitine dans la cellule. Par
exemple, le protéasome est associé a de nombrieudzs Ces DUBs permettent, d’'une part,
de recycler 'ubiquitine avant la dégradation dabssrats ubiquitinés. C’est le cas de Ap-
UCH (Aplysia UCH), qui est associée au protéasomtede la métalloprotéase Rpnll
(Regulatory Particle Non-ATPase 11) appartenaat $olis-unité 26S du protéasome (Berndt
et al., 2002; Hegde et al., 1997). D’autre parsopeptidase T des mammiferes (ou Ubpl4
chez la levure) dissocie les chaines libres d’ubigpiqui pourraient s’associer aux sites de
liaison a l'ubiquitine du protéasome et entrer miee compétition avec les substrats
ubiquitinés destinés a la dégradation (Amerik amdthstrasser, 2004; Hadari et al., 1992).
Pour finir, les DUBs sont aussi un moyen de corrgecifiguement 'ubiquitination d’'une
protéine et, par conséquent, de réguler le destinadprotéine cible dicté par le type
d’ubiquitination associé. Dans ce cas, l'ubiquitigase E3 et la DUB partagent le méme
substrat et ont des actions opposées. Mais, ihessi possible que I'enzyme E3 s’auto-
ubiquitine et que certaines DUBs permettent de reontette modification (Clague et al.,
2012a). A titre d’exemple, l'ubiquitine ligase MDM2Murine Double Minute-2) induit sa
propre dégradation en s’auto-ubiquitinant par dedres K48 et USP2 stabilise la ligase en

hydrolysant les polyméres d’ubiquitine K48 (Stewvanst al., 2007).
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Figure 4. Réles principaux des déubiquitinase (a) L'ubiquitine (Ub) est codée par qua
genes (BC, UBB, UBA52 et UBA80O qui sont exprimés sous forme de précurs
d’ubiquitine. Ce sont des fusions linéaires quisistent en plusieurs copies d’ubiquitine a
une extension en @rminal (en jaune) ou d’'une molécule d’'ubiquitifusionnée avec de
protéines ribosomales rgtéines ribosomales L40 (L) de la s-unité 40S ou S27a (S) de
sousunité 60S). Les déubiquitinases (DUBSs) permeti@igignération d’ubiquitine libre a par
de ces précurseurgb) L'ubiquitination étant parfois un signal de dégraata les DUBs<
peuvent sauver les protéines de la dégradation weneldevant précocement les ubiquitil
associéeqc) Les DUBs peuvent aussi changer le destin ouivité de protéines ubiquitiné.
(d) Les DUBs ont un rdle crucial dans le maintien doclst d'ubiquiine libre. La
déubiquitination des protéines avant leur dégradapermet de sauver l'ubiquitine de
protéolyseet de contribuer a la régénération du pool d’ulige. (e) Le retrait de I'ubiquitine
des substrats peut se faire d'un «seul blocans ce cas, les DUBsuent un role dans

désassemblageed chaines de pcubiquitine.(f) Quelques DUBs seraient capables de ro
les chaines de polybiquitine d’'une protéine pour modifier leur topaghie et, ainsi, échang
un type de signal par un aut(BEomander et al., 2009a)

b. Les familles de déubiquitinas

Les déubiquitinaseson des protéasesparties en cing familles selon leur struc
(Fig. 5). La plus représentée ecelle des Ubiquitin Specific Proteas@s$SFs), puisqu’elle

comprend 55 membreshez 'Hommy, soit plus de la moitié des déubiquitinases te
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(Clague et al., 2012a). Cette famille, tout comralecdes Ubiquitin C-teminal Hydrolases
(UCHSs), Ovarian TUmor proteases (OTUSs) et celleMashado Joseph Disease (MJD), sont
des protéases a cystéine. L'activité enzymatiqueeasdeprotéases repose sur le groupement
thiol d'une cystéine du site actif et résulte efidaration du substrat et par la formation d’'un
intermédiaire covalent entre la DUB et la molédlilébiquitine. Les protéases a cystéine sont
caractérisées par trois résidus (cystéine, higtidat aspartate) qui forment la triade
catalytique. D’autre part, les DUBs de la cinquiéfamille sont des métalloprotéases qui
nécessitent la présence de I'ion?Zet sont nommées JAB1/PAD1/MPN-domain-containing
Metalloenzymes (JAMM). Contrairement aux protéadesystéine, ces DUBs génerent un

intermédiaire non-covalent avec I'ubiquitine (Nijmet al., 2005).
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Figure 5. Structure des domaines catalytiques desng familles de déubiquitinases.Les
domaines catalytiques sont représentés en veubaquitine en bleu. Ces domaines mettent en
évidence la variabilité dans la structure secorddés différentes classes de déubiquitinases.
Les centres catalytiques sont représentés parpteses de Van der Waals (carbone en gis,
nitrogene en bleu, oxygene en rouge, souffre engar@t zinc en violet). Les déubiquitinases
de la famille OTU ont une triade catalytique incdéte puisqu’elles ne possédent pas le résidu
aspartate dans leur site actif. (Nijman et al., 5300

Les Ubiquitin Specific Proteases (USPSs)

Chez la levure, ces enzymes sont communément nosnbiBEs (Ubiquitin specific
Proteases). De facon intéressante, le nombre de Bl&Bgmenté au cours de I'évolution, tout
comme celui des ligases E3 (Semple, 2003), ceupgese une relation intime entre ces deux
types d’enzymes. Malgré une faible similarité dgusice, les études structurales de six USPs
montrent que le repliement du domaine USP esttraservé (Avvakumov et al., 2006; Hu et
al., 2002; Hu et al., 2005; Komander et al., 20R8natus et al., 2006; Reyes-Turcu and
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Wilkinson, 2009). L’activité catalytique des USRpose sur des boites cystéine et histidine
conservées. En revanche, le degré de conservatiatelors du site catalytique est faible,
voire inexistant. Certaines USPs sont présentens sme forme inactive et la liaison a
'ubiquitine va induire un changement conformatiehqui va les rendre actives (Komander
et al., 2009a). Ce changement de conformation é@wiéeactivité pléiotropique et inappropriée

sur 'ensemble des protéines, autres que I'ubioguiti

Les Ubiquitin C-terminal Hydrolases (UCHS)

La famille des UCHs comprend quatre protéines @quiggent une homologie proche
dans leur domaine catalytique. Bien qu’elles a&tatles premieres décrites, leurs fonctions
sont peu connues. Etant donnée leur structure rmeéée ces enzymes cliveraient
généralement de petits substrats (Amerik and Hodsstr, 2004). Ces UCHSs joueraient un
réle dans le recyclage de l'ubiquitine conjuguéefalmn inappropriée a des nucléophiles
intracellulaires et dans I'hydrolyse de précursalbiquitine (Larsen et al., 1998). UCH-L1
est impliquée dans la maladie de Parkinson et ddadies neurodégénératives (Liu et al.,
2002). Par exemple, la mutation ponctuelle 193MJ@EH-L1 entraine une perte partielle de
l'activité hydrolytique de UCH-L1lin vitro et a été associée a une forme familiale de la

maladie de Parkinson (Leroy et al., 1998).

Les Ovarian Tumor proteases (OTUSs)

Cette famille tient son nom du premier geote (ovarian tumoj identifié chez la
drosophile, qui est impliqué dans le développendestovaires de la drosophile (Goodrich et
al., 2004). Ensuite, une approche bioinformatiqeeraduit a I'identification de la famille des
OTUs par homologie de séquence avec le gdnéMakarova et al., 2000). Les protéines de
la famille des OTUs ont d’abord été identifiées amendes déubiquitinases putatives, bien
gu’elles n'aient pas d’homologie de séquence aee®lUBs connues (Balakirev et al., 2003).
L’histidine et la cystéine du site actif sont canges mais le troisieme résidu nécessaire a la
triade catalytique n’a pas été identifié (Nanaalgt2004). Pourtant, des études plus récentes
ont confirmé que certaines OTUs possédaient bieraativité déubiquitinase vitro (Reyes-

Turcu and Wilkinson, 2009). Comme les USPs, les ©B0dnt présentes sous une forme
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inactive et la liaison a l'ubiquitine va leur domnene conformation active (Edelmann et al.,
2009).

Les protéases Machado Joseph Disease (MJD)

Les déubiquitinases MJD sont composées d’'une trentde protéines (Scheel et al.,
2003). La plus étudiée est l'ataxin 3, dont la rtiate est associée a la maladie
neurodégénérative et héréditaire Machado-JosephsgRet al., 2008). En effet, cette
pathologie est causée par I'expansion des moftistés CAG (codant pour la glutamine) dans
le geneataxin 3et la variabilité clinique du phénotype dépendaltaille de cette répétition
(Riess et al., 2008). La repétition de CAG danggéme ataxin 3 entraine un mauvais
repliement de la protéine, ce qui cause la formatitagrégats toxiques pour la cellule
(Kawaguchi et al., 1994). Par ailleurs, l'activitatalytique de l'ataxin 3 a été observge
vitro (Burnett et al., 2003). Son domaine catalytiqueea g’homologie de séquence avec
celui des autres DUBs connues, mais l'arrangeméngmgl de la triade catalytique est
conservé (Mao et al., 2005). Aucun homologue réaidntifié chez la levure, ce qui suggére
gue l'apparition des protéines MJD s’est fait taednent au cours de I'évolution (Nijman et
al., 2005).

Les métalloprotéases aux domaines JAB1/PAD1/MPN OMs)

Les métalloprotéases JAMMs sont présentes dansldouigne du vivant y compris
dans le monde bactérien, bien que les bactérigiossedent pas de molécules d’ubiquitine.
Cela sous-entend que les domaines JAMMs ont adopéactivité déubiquitinase sous la
pression de I'évolution et qu'il est possible qeetaines JAMMs ne possedent pas d’'activité
DUB. Il est aussi probable que les JAMMs bactémsnaient une activité déubiquitinase et
ciblent ainsi les molécules eucaryotes au courdinfection. Par exemple, le facteur de
virulence YopJ (Yersinia outer proteins J), une t&ye protéase deYersinia
pseudotuberculosjsest sécrété dans les cellules humaines par l@nsgsbactérien de
sécrétion de type Il et il va réguler négativeméed voies immunitaires NkB en
déubiquitinant des protéines de la voie, comme TRARAF6 et IxBa (Zhou et al., 2005a).
Par ailleurs, le motif JAMM possede deux résidudidine et aspartate tres conserves, qui

chélatent I'ion ZA" important pour I'activité protéolytique (Komandet al., 2009a). Il est
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intéressant de noter que les JAMMs sont souvelnceEss a de gros complexes protéiques.
Par exemple, Rpnl11/POH1 est une déubiquitinase JAddbbciée a la sous-unité 26S du
protéasome, ou elle clive les chaines d'ubiquitlid®s aux protéines destinées a la
dégradation (Yao and Cohen, 2002). En outre, Ididéitinase AMSH (Associated Molecule
with the SH3 domain of STAM), dont on discuteragpén détail dans la partie «<Endocytose»
de ce manuscrit, est associée a la machinerie EQIgRa voie endocytaire (McCullough et
al., 2006).

c. La spécificité des DUBs

Le génome humain code pour 90 DUBSs, dont 76 satigiiement actives d’'un point
de vue enzymatique, d’apres I'examansilico de la séquence de leur domaine catalytique
(Clague et al., 2012a). Or, les ubiquitine liga&&sseraient d’environ 600 et les substrats
probablement en plus grand nombre encore (lesipestébiquitinées sont estimées a plus de
5000), ce qui pose la question de la spécificité dabstrats pour les déubiquitinases
(Bhowmick et al., 2013; Zhuang et al., 2013). Cezsyemes possedent une specificité variable
a deux niveaux (Fig. 6) : au niveau du type d'uliigation et du substrat ubiquitiné. Il est
tres probable que ce soit la combinaison de lanmaigsance de la cible avec son ubiquitine
ou sa chaine d'ubiquitine associée qui confére plcificité d’'action de chaque DUB.
D’autres mécanismes, comme la localisation etdiiamttion avec des partenaires, peuvent

aussi entrer en jeu pour assurer une spécificisublstrat pour chaque type cellulaire.

La spécificité pour un type d’ubiquitination

Tout d’abord, certaines DUBs montrent une discration ubiquitineversusUbl. Cette
discrimination reposerait sur la partie C-termindge’ubiquitine, qui se différencie des autres
Ubl. Plus particulierement, des travaux biochim&aat montré que les résidus arginine 74 et
glycine 75 de l'ubiquitine étaient déterminants ptaureconnaissance de l'ubiquitine par les
DUBs (Drag et al., 2008). Bien que ISG15 soit uri® &/ec la méme séquence C-terminale
gue l'ubiquitine, USP18 peut cliver des fusionséives de ISG15 mais pas d'ubiquitines
(Malakhov et al., 2002)A contrarig des OTUs virales peuvent hydrolyser a la fois15®t

'ubiquitine des protéines cellulaires (Frias-Stake al., 2007). Ainsi, la spécificité d’'une
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DUB pour une molécule est tres variable et nos amsances actuelles sur les motifs ou les

résidus responsables de la distinction de I'ubiggiau détriment des Ubl sont limitées.

Selon le branchement, la conformation des chaieepatly-ubiquitine different dans
leur conformation (Varadan et al., 2004). En efiet,chaines K48 adoptent une conformation
refermée et compacte, alors que les chaines Kli3éeaires sont plus étendues (Komander et
al., 2009b) (Fig. 7). En outre, la queue C-ternarde I'ubiquitine est flexible, ce qui apporte
une variabilité supplémentaire dans la conformaties chaines d’ubiquitine (Rahighi and
Dikic, 2012). Cela suggére donc que certaines Dalgssent sur des chaines spécifiquias
la reconnaissance conformationnelle des chaindsqiiitine. Par exemple, la discrimination
d’'une déubiquitinase pour un type d’ubiquitinatiparticulier a été observée avec la DUB
endosomale AMSH. En effet, cette enzyme de la fandiés JAMM hydrolyse les chaines
d’ubiquitine K63 mais pas les K4& vitro (McCullough et al., 2006). Toutes les DUBs ne
montrent pas une telle préférence pour une ubigiitin par rapport aux autres et, dans une
méme famille de DUBs, la spécificité vis-a-vis deuohaine de poly-ubiquitine differe. Par
exemple, USP8 hydrolyse indifféeremment les chakK#® et K63in vitro, alors que USP14
semble spécifique des chaines K48 (Hu et al., 28@by et al., 2006). Néanmoins, il est
important de noter que la préférerinevivo peut différer de celle observée vitro car elle
dépend des interactions spécifigues des DUBs.ré ditexemple, I'équipe a observé que la
déubiquitinase dUSP36 de la drosophile est capdibiglrolyser les chaines tétra-ubiquitine
K48 et K63in vitro, alors qu’elle hydrolyse les chaines K63, mais leaschaines K48,

associées a Imid vivo (Thevenon et al., 2009).

D’autre part, certains domaines parfois présenez des DUBs, autres que le site
catalytique, participent a la reconnaissance dénelad’ubiquitine spécifiques ou interferent
avec l'efficacité enzymatique. Par exemple, il @ ébservé que deux isoformes de USP2 et
une forme tronquée ne possédant que son cceurtizptalglivaient a la fois les chaines K48
et les chaines linéaires, mais avec des efficargédifférentes. Le domaine catalytique clive
préférentiellement les chaines linéaires, alorsl'tqgpeforme USP2-2 est plus efficace pour les
chaines K48 (Lin et al.,, 2001). Il est donc probable des séquences hors du domaine
catalytigue contribuent a la sélection et au positement des chaines spécifiques
d’ubiquitine. En outre, les DUBs peuvent posséd= dBDs (Ubiquitin Binding Domain),
dont certains ont une faible affinité pour I'ubitine. De ce fait, nous pouvons imaginer que

la longueur des chaines intervient dans l'affimiténe DUB pour son substrat. En effet, ce
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type de UBDs ne peuvent reconnaitre que des pestéassociées a de nombreuses
ubiquitines, contribuant a 'augmentation de I'atédde la DUB pour son substrat (Fischer,
2003).

La spécificité du substrat

La reconnaissance des protéines cibles par les Dé¢Bfait probablement par des
séquences hors du domaine catalytique. A titreedfgple, un des domaines CAP-Gly de la
déubiquitinase CYLD régule son interaction avec sohstrat NEMO (Saito et al., 2004).
Cependant, comme la majorité des interactions eeuhstrats, les interactions
DUB/protéine ubiquitinée sont faibles et transisir Cela complique lidentification des
cibles des DUB# vivo. Néanmoins, il a été montré chez la levure quspéificité de Ubp2
pour son substrat était strictement dépendanta gesence de la ligase E3 Rsp5, qui assure
la reconnaissance du substrat (Kee et al., 20@bprésence au sein d’'un méme complexe de
la DUB et de la ligase E3 peut ainsi étre un moyen spécifier le substrat et son
ubiquitination. Nous pouvons aussi citer ici le oamarquable de la DUB A20, appartenant a
la famille des OTUs. A20 possede a la fois unevéétdéubiquitinase et une activité ligase
E3, qui régulent ensemble négativement la voiekBHNewton et al., 2008; Wertz et al.,
2004). En effet, I'activation de la voie du réceptau TNF (Tumor Necrosis Factor) entraine
la poly-ubiquitination K63 de la protéine RIP1 (Rptor Interacting Protein 1), nécessaire
pour le recrutement des protéines en aval TAK1 (I @Etivated Kinase 1) et NEMO. A20
hydrolyse les chaines d’'ubiquitine K63 associéR$F et, de plus, agit comme une E3 ligase
en ajoutant des chaines de poly-ubiquitine K48 RUP1, qui vont la cibler pour la
dégradation protéasomale (Newton et al., 2008; Vettal., 2004). Cette double activité
assure la fonction de régulateur négatif de A20.

Il est important de noter que, parfois, les ubigeitigases E3 sont elles-mémes des
substrats des DUBs. L’auto-ubiquitination des E3 tgpe RING est un phénomene
frequemment observé. Par exemple, la ligase NRREurégulin Receptor Degradation
Protein-1) stimule sa propre dégradation par stnigcd’ubiquitine ligase. Il a été montré
gue USP8 s’associe a NRDP1 pour la déubiquitinkr gfabiliser (Wu et al., 2004).
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La régulation des déubiquitinases

La régulation des déubiquitinases est un moyerod&dler a la fois leur activité et leur
spécificité. L’activitéin vitro des DUBs est souvent faible, ce qui laisse penser dgs
mécanismes d’activation sont imposés par le coategliulaire. De plus, le site de liaison au
substrat est parfois inaccessible et la triadelytajae de certaines DUBs est dans une
conformation probablement inactive. Cela laisse spen que des changements
conformationnels sont nécessaires pour I'activéghiquitinase. En effet, comme toutes les
protéines, les DUBs peuvent étre modifiées par meslifications post-traductionnelles.
Plusieurs exemples montrent que la phosphorylgt&r inhiber I'activité déubiquitinase. Par
exemple, lorsqu’elle est phosphorylée, CYLD ne geu$ déubiquitiner son substrat TRAF2
(TNF Receptor-Associated Factor 2) (Reiley et2005). L’activité des DUBs peut aussi étre
modulée par des molécules d’ubiquitine ou des Bbleffet, 'ubiquitination de I'ataxin 3 va
la rendre active (Todi et al., 2009). En outre, owartioutes les protéases a cystéine, les DUBs
sont sensibles au stress oxydant. Une étude ag#apee le peroxyde d’hydrogene empéche
la régulation négative de la voie MB- par Cezanne (Cellular Zinc finger Anti-Ndb),
impactant sur sa capacité a déubiquitiner RIP1quet I'activation de la voie est ainsi
favorisée par le stress oxydant (Enesa et al.,)2@8utres DUBs sont inactivées par clivage
protéolytique (Coornaert et al., 2008; Huang et 2006). C’est le cas, par exemple, de la
déubiquitinase A20 chez I'Homme qui est clivée apsdn résidu arginine 439 par la
paracaspase MALT1 (Mucosa-Associated Lymphoid Es4), lorsque les récepteurs
d’antigenes des cellules T sont stimulés (Coorneteait., 2008). Ainsi, la déubiquitinase A20

ne peut plus réguler négativement la voie -

Comme il a déja été énonceé, les DUBs contiennest WBDs qui participent a la
reconnaissance spécifigue d'un type d’ubiquitimaticCes domaines sont également
nécessaires pour une hydrolyse efficace de I'ubigui Dans certains cas, ces motifs sont
apportés par une protéine extérieure. C'est le pas,exemple, de la DUB endosomale
AMSH qui est activée par l'interaction avec STAMdi&al-Transducing Adaptor Molecule).
Cette derniere possede des UBDs qui participent &dpture du substrat ubiquitiné
(McCullough et al.,, 2006). En outre, linteracticavec des protéines partenaires peut
déclencher une activation allostérigue des DUB®sCle cas de UAF1 (USP1l-associated
factor 1) qui forme des complexes hétérodimériques trois USPs au moins (USP1, USP12

et USP46). Des analysas vitro ont montré que la présence de UAF1l augmentait le
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rendement catalytique de ces trois USPs (Cohn.e2@D9). UAF1 possede un domaine,
appelé WD40, qui est souvent retrouvé dans le®iner partenaires d’autres USPs (Sowa et
al., 2009). Pour étre actives, d'autres DUBs ordobe d’étre incorporées dans des gros
complexes macromoléculaires, comme la sous-uni& di6 protéasome. De tels complexes
servent sdrement d’échafaudage pour la rencontiee das DUBs et leurs substrats
physiologiques ou bien ils peuvent réguler direeeiml’activité catalytique par des
activations allostériques (Komander et al., 200@&pendant, d’autres protéines peuvent, au
contraire, inhiber I'activité déubiquitinase. Chiezlevure, I'enzyme Doa4 est directement
inactivée par Rful (Regulator of Free Ubiquitiniclsal) (Wolf and Petroski, 2009).

D’autre part, le couplage de la localisation etl'detivation d’'une protéine est un
principe fondamental de la biologie cellulaire. iggulation de la localisation cellulaire des
DUBs intervient donc dans le contréle de leur dp#®. En effet, la localisation
subcellulaire détermine la palette de substraisgodition. Par exemple, USP36 se situe dans
le nucléole, dont il régule la structure et la fiime (Endo et al., 2009). Cependant, une autre
étude effectuée chdarosophila melanogastanontre que cette DUB déubiquitine également
la protéine cytoplasmique Imd (Immune Deficiendyhd est impliquée dans une voie de
signalisation de type NkB, qui participe a la réponse immunitaire innéesttactive dans le
cytoplasme (Thevenon et al.,, 2009). Donc, USP36 ea dubstrats nucléolaires et
cytoplasmiques et, selon sa localisation, il pegir &ur I'un ou l'autre. Des travaux
complémentaires de I'équipe montrent que les difftas isoformes de dUSP36 ont des
localisations cellulaires distinctes, qui peuverpliguer cette dualité de fonction (Taillebourg
et al., résultats non publiés). En outre, il amtntré que USP8 est transloqué au niveau des
endosomes, en réponse a 'EGF (Epidermal GrowttoRaou il déubiquitine 'TEGFR (EGF
Receptor) pour favoriser sa dégradation lysosolirdey et al., 2006).
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a Linkage specificity
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d Mono-deubiquitylation
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e Recycling DUBs— UCH and ISOT
Crossover loop @ Ubiquitin
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Figure 6. Différents niveaux de spécificité des déubiquitimses (DUBS) Le processus
d’ubiquitination fait preuve d'une spécificité affdrents niveaux et différentes manie

d’hydrolyser I'ubiquitine ont été reportées. Lescthes représentent le cliva(a) Certaines
DUBs montrent une discrimination pour un t d’ubiquitination particulier. Cette capac

n'est pas restreint a une famille particuliere lrgue famille a des membres qui discrimir

une liaison particuliergb) Le clivage des chaines d’ubiquitine peuvent sesfaita fin (exo

ou au milieu (edo) d’'une chaine de pc-ubiquitine. Les DUBs «endo» doivent loger

molécules d’ubiquitine de chaque c6té du site deage, alors que les DUBs «exo» ne i

seulement qu’une molécule d’ubiquitir(c) Les DUBs peuvent aussi reconnaitre directer

leur substrat, ce qui conduit & une amputation esaut coup. Elles peuvent complétem

déubiquitiner leur substrat ou bien laisser une a-ubiquitination (particulierement dans

cas ou la DUB a une spécificité pour un type déne)a(d) Les protéine monceubiquitinées
peuvent srement étre déubiquitinées par des DWB$esg reconnaissent spécifiqueme(e)

Les membres de la famille des Us sont décrits pour enlever des petites séque

désordonnées en €&rminal de l'ubiquitine (e.g. précurseurs d’'ubtqme). USP5 (ou nomme

aussi ISOT) recycle 'ubiquitine libre a partir deaines de po-ubiquitine non associées a (

protéines. Pourada, cette USP dispose d’'un domaine en doigt de(ZinF-UBP) qui reconnait
le domaine Geerminal libre de I'ubiquitine(Komander et al., 2009a)
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Figure 7. Différences de conformation entre des cliges tétra-ubiquitine K48 et K63.(a)

Les chaines de poly-ubiquitine K48 ont une stricttompacte(b) Au contraire, les chaines
K63 exhibent une structure plus étendue, qui esth@ des chaines linéaires. (Komander et
al., 2009b)

3. Le destin des protéines ubiguitinées

L’'ubiquitination est un moyen de modifier I'actigibu la stabilité de la protéine cible.
Le devenir de la protéine va dépendre du type duibnation et de la longueur des chaines
qui lui sont associées (Fig. 8). La capacité désdia des protéines ubiquitinées a des
domaines UBDs particuliers est la clé pour formes dnteractions protéine-protéine
spécifiques et pour adresser les protéines dangdiffésentes voies qui vont influencer leur

destin.

Le rble le plus connu de l'ubiquitination est cefiés chaines de poly-ubiquitine K48
qui permettent I'adressage des protéines cibles lerprotéasome, ou elles vont étre
dégradées. Cette découverte a valu a Aaron Ciegcagndvram Hershko et Irwin Rose le
Prix Nobel de Chimie en 2004 (Hershko et al., 20@®s chaines K48 doivent étre formées
par au moins quatre molécules d’ubiquitine, pouigdr les protéines vers la sous-unité 26S
du protéasome (Thrower et al., 2000). La dégradapimtéasomale permet d’éliminer les
protéines endommagées et de réguler le temps del’aigres protéines, comme celles
impliquées dans des voies de signalisation, ou rendéassurer un niveau constant de
protéines dans la cellule. Une étude a montré @ueadly-ubiquitination K11 pouvait
egalement diriger les protéines ciblées vers lgdépgmme (Jin et al., 2008). La multi-
ubiquitination et les chaines K63 peuvent cibley peotéines vers un autre processus de
dégradation : la dégradation lysosomale des régeptmembranaires. || semblerait que la

multi-ubiquitination soit nécessaire pour l'intelisation des récepteurs par endocytose et que
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la poly-ubiquitination K63 intervienne lors de li@dsage les récepteurs internalisés vers les
lysosomes (Lauwers et al., 2009). Le réle de I'ultigation dans ce processus est décrit plus
en détails dans la partie «<Endocytose». De faguyuBere, le récepteur Notch non activé est
ubiquitiné par des chaines K29, qui vont entraisar dégradation par les lysosomes
(Chastagner et al., 2008).

L'ubiquitination des protéines n’'est pas seulemamt signal de dégradation
protéolytigue par la voie protéasomale ou lysosemd&ln effet, I'ubiquitination d’une
protéine entraine un changement de conformatiarpeju conduire a son activation et/ou lui
permettre d’interagir avec des protéines partegalar exemple, les chaines K63 et linéaires
permettent I'activation de protéines impliquéessddes voies de signalisation de type ®NB--
(Thevenon et al., 2009; Tokunaga and Iwai, 2012).niono-ubiquitination peut réguler la
fonction des histones et donc, indirectement, Vean d’expression des genes (Hicke, 2001).
Elle intervient également, tout comme la poly-ultigation K63, dans la réparation de
I’ADN en ciblant les histones qui sont alors recoes différentiellement par des complexes
de réparation ou de transcription (Bergink and st#nt2009; Panier and Durocher, 2009).
Pour les autres chaines d’ubiquitine, peu de fonstisont décrites dans la littérature bien
gu’elles aient été détectées par protéomique (Kiad.e2011). Par exemple, il a été montré
que le E3 ligase RinglB s’auto-ubiquitine par degices K6, K27 et K48 et que ces
modifications sont nécessaires pour sa capacitéodofabiquitiner I'histone H2A (Ben-
Saadon et al., 2006).
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Mono_Ub& — Endocytose, régulation des

histones, réparation de ’ADN

Multi-Ub ég: —  Endocytose
g S Transduction du signal,
Poly-Ub kes — endocytose, tri endosomal
réparation de 'ADN
Poly-Ub &I ka8 — Dégradation par le protéasome

Figure 8. Les fonctions des principales modificaties par l'ubiquitine (Ub). La poly-
ubiquitination K48 permet I'adressage de la praéiible vers le protéasome, ou elle va étre
dégradée. Plusieurs types d’ubiquitination sontlipigs également dans I'endocytose des
récepteurs, qui peut conduivéa le tri endosomal a leur dégradation par les lyses Les
chaines K63 et la mono-ubiquitination jouent urerdans la réparation de 'ADN. De plus, la
mono-ubiquitination régule l'activité des histones la poly-ubiquitination K63 contrle
I'activation de protéines impliquées dans des vdesignalisation. (Haglund and Dikic, 2005)
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B.L’'endocytose

1. L'ubiguitination des récepteurs membranaires dans’endocytose

Le transport de protéines membranaires vers ligérde la cellule est réalisé par le
mécanisme d’endocytose, qui induit l'internalisatia’une fraction de la membrane
plasmique. Dans le cas des récepteurs membrankirgs,endocytaire permet le recyclage
des protéines membranaires ou leur envoi dans & de dégradation lysosomale. De
nombreux articles ont mis en évidence le réle déiduitine dans cet adressage. S'il a
d’abord été pensé que seule la mono- ou la muideuination permettait 'endocytose des
récepteurs (Mosesson et al., 2003), il est maintes@mis que les chaines de poly-ubiquitine
de type K63 sont elles aussi un signal pour leetiidosomal (Lauwers et al., 2009). En
revanche, il n'est pas exclu que dautres typeshiduitination soient impliguées dans
'adressage aux lysosomes. Par exemple, I'ubicatibn du récepteur Notch par des chaines
K29 entraine sa dégradation lysosomale (Chastagredr, 2008). L’ubiquitination intervient
a la membrane plasmique pour permettre l'interaiba du récepteur, mais également au
niveau des endosomes précoces pour favoriserparttes corps multivésiculaires (MVBs ou
MVES) (Piper and Lehner, 2011). La déubiquitinattancargo semble, elle aussi, nécessaire
pour poursuivre la voie des lysosomes depuis leksames précoces (Komada, 2008).
L’'ubiquitination de nombreux récepteurs a tyroskmase (RTKs) est catalysée par I'action
de la E3 ubiquitine ligase Cbl (Levkowitz et al99®; Marmor and Yarden, 2004). Ainsi,
l'activité des récepteurs membranaires peut étpelléé par le trafic endocytaire. Parfois,
linternalisation du récepteur est nécessaire &id¢malisation en utilisant les endosomes
comme des plateformes de signalisation (Clague @rsk, 2001; Lund et al., 2010;
McGettrick and O'Neill, 2010) et le plus souverite €onduit & son entrée dans la voie des
MVBs qui aboutit a la dégradation du récepteur dassysosomes (Brou, 2009; Mosesson et
al., 2003).
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2. Le processus d’endocytose

L’endocytose dépendante de la clathrine est la xniégrite actuellement. Elle module,
entre autres, I'endocytose des récepteurs membeanéille débute par la reconnaissance a la
membrane cellulaire d’'un signal de tri lié au cadgstiné a étre internalisé. Ce signal peut
varier d’'une petite séquence linéaire peptidiquetifisn consensus portés par les protéines
membranaires du coté cytoplasmique) a des prot&ngsres réversiblement attachées aux
cargos, comme par exemple I'ubiquitine (Bonifacamal Traub, 2003; Traub, 2009). En effet,
plusieurs domaines de liaisons a I'ubiquitine dgtidentifiés dans les protéines adaptatrices
Epsin associées a la clathrine (De Camilli et241Q2). Au niveau de la membrane plasmique,
la séquestration du cargo est couplée mécaniqgueedat déformation de la membrane
effectuée par des amphiphysines contenant des desmm&@AR (Binl, Amphiphysin, and
Rvs161/167p) (Itoh and Takenawa, 2009). Ce dompéammet l'interaction avec les lipides
membranaires, la dimérisation des amphiphysinedaetéformation de la membrane
plasmique (McMahon and Gallop, 2005). Les amphipigs recrutent la dynamine, qui va
permettre a la vacuole en formation de se détadada membrane. Ainsi, les récepteurs
internalisent depuis la membrane plasmique prihempant via des vésicules enrobées de
clathrine (CCV) (Rao et al., 2012) et sont ensditeyés vers les endosomes précoces (Fig.
9). Il existe également une voie indépendante deldéhrine qui permet aux récepteurs
membranaires de rejoindre les endosomes précocgasmociant aux radeaux lipidiques (Di
Guglielmo et al., 2003).

Au niveau des endosomes précoces, trois destinspemsibles. Le cargo peut étre
recyclé a la membrane plasmique, soit directensmityia des endosomes de recyclage. Le
recyclage n’est pas seulement important pour régul@gbondance des récepteurs
membranaires a la membrane, mais aussi pour l|atribdition spatiale dans des sites
spécifiqgues de la membrane plasmique (Palamidésai.,e2008). A partir des endosomes
précoces, d’autres protéines ou des toxines somtyérs au réseau Trans-Golgien (TGN),
qui va permettre leur relocalisation (BonifacinodaRojas, 2006). Enfin, les protéines
membranaires ubiquitinées vont préférentiellemente éincorporées aux vésicules
intraluminales (ILVs) et suivre la route des MVBdes endosomes tardifs pour finir dans les
lysosomes, ou la membrane des ILVs et le cargo @&yetdégradés respectivement par des
lipases et des protéases lysosomales (Gruenber§tandhark, 2004; Katzmann et al., 2002).

Dans les membranes endosomales, le cargo ubigesingeconnu par la machinerie ESCRT
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(Endosomal Sorting Complex Required for Transpdkatzmann et al.,, 2002) qui va
favoriser son tri jusqu’aux corps multivésiculairésf. le paragraphe «La machinerie
ESCRT»).

L’exemple de I'endocytose du récepteur a 'EGF ¢fepmal Growth Factor) (EGFR)
est le mieux décrit dans la littérature. La voie régepteur & 'EGF est impliguée dans
différents processus cellulaires, comme la mitogénka survie cellulaire, la différenciation et
la migration cellulaire. La reconnaissance du lgyaBGF entraine la dimérisation du
récepteur, son autophosphorylation et son actiwatios’ensuit I'interaction de EGFR avec
'ubiquitine ligase Cbl, qui mono-ubiquitine le egeur sur plusieurs lysines (multi-
ubiquitination). L'EGFR est multi-ubiquitiné, bieque sa mono-ubiquitination semble suffire
a son internalisation (Mosesson et al., 2003). Ds, une étude de spectrométrie de masse a
également montré gu’une fraction significative d8HR est modifiée par des chaines de
poly-ubiquitine K63 (Huang et al., 2006). L'ubiguition de 'EGFR entraine son intégration
dans la voie des MVBs et sa dégradation dans sasdynes, ce qui va réguler négativement
la signalisation dépendante de ce récepteur. Ufomlgtionnement dans la régulation de la
voie de dégradation de 'EGFR ou un EGFR consuatutient actifs sont associés a certains
cancers, comme celui des poumons «non a petitkdesel (Bache et al., 2004; Polo et al.,
2004).
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Lysosomal MNon-ubiguitylated Plasma membrane
membrana protein receptor Ubiguitylated - -

Figure 9. L'internalisation et le tri endocytaire. Les protéines membranaires sont
emmenées a l'intérieur de la cellule et sont eadlitigées dans les endosomes précoces, qui
recoivent également des protéines du réseau tralgge® (TGN). Selon leur nature, les
protéines membranaires vont suivre différents chenertains récepteurs vont étre renvoyes
a la membrane soit directemgiiia), soit via des endosomes de recyclagdé). D’autres,
comme les récepteurs pour les enzymes lysosomaldssotoxines protéiques, vont rejoindre
le TGN (2). Les protéines ubiquitinées vont étre préférdetieent incorporées aux vésicules
intraluminales et passer par les endosomes muttivéges (MVES) et les endosomes tardifs,
pour finir éventuellement dans les lysosomes ogselbnt étre dégradées par des protéases
(3). Au contraire, les protéines de membrane lysosem@uaivent a destination en restant dans
la membrane des MVE%). Les autophagosomes sont aussi capables de fesiamac les
lysosomes pour former les autophagolysosomes, oétreadégradé leur contenu. (Raiborg
and Stenmark, 2009)

3. La machinerie ESCRT

La machinerie ESCRT a été découverte chez la IeSsaoeharomyces cerevisidelle
est composée de quatre complexes (ESCRT-0, -let-Hlll) et de protéines associées,
conservés au cours de l'évolution. Elle permetrlede récepteurs dans les vésicules
endosomales pour former les MVBs (Gruenberg andnstek, 2004). Ces complexes sont
composés de protéines Vps (Vacuolar Protein SQréhgen I'état actuel des connaissances,
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agissent séquentiellement selon leur ordre numempaguir effectuer trois fonctions distinctes.
D’abord, ESCRT-0 séquestre les cargos ubiquitindisr gmpécher leur recyclage et les
concentre dans des microdomaines de la membrams@ndle. Deuxiemement, ESCRT-I et
-1l participent a la déformation de la membrane fiealement, ESCRT-IIl catalyserait le
détachement des invaginations endosomales poureforles vésicules intraluminales

contenant le cargo (Raiborg and Stenmark, 2009) (Fl).

Le complexe ESCRT-0 est le moins conservé au coerkévolution et n'a pas été
identifié chez les plantes (Leung et al., 2008)ism@aut comme chez la levure, il existe chez
les mammiféres et la drosophile. ESCRT-0 est ugrbtdtramére (2:2) composé de deux
sous-unités : Hrs (HGF-Regulated tyrosine kinaskesBate) et STAM (Signal-Transducing
Adaptor Molecule) qui sont colocalisées au niveas dndosomes précoces. Chacune des
sous-unités possede deux domaines de liaison gyuitbe (UBDs), ce qui leur permet de
recruter ensemble les substrats ubiquitinés eitidideur tri dans la voie des MVBs (Lloyd et
al., 2002; Mayers et al., 2011). Ces UBDs lienbiuitine avec une affinité relativement
faible (Fisher et al., 2003; Hirano et al., 2008)nsi, la poly-ubiquitination ou la multi-
ubiquitination, qui augmentent le nombre de molésul’'ubiquitine sur la protéine ciblée,
apparait comme un moyen de compenser cette fdifidtéade ESCRT-0 pour son ligand
(Clague et al., 2012b; Lange et al., 2012). Engyutrsemble nécessaire que l'interaction du
cargo ubiquitiné avec le complexe ESCRT-0 soitléa#tiin d’assurer |'état transitoire de cette
association. Par ailleurs, Hrs posséde egalementaomaines de liaison aux lipides et aux
clathrines, qui lui permettent de retenir le cad@ms des microdomaines de la membrane
(Raiborg et al., 2001). D’autres protéines queMps sont impliquées dans I'endocytose. Par
exemple, I'isoforme Epsl15b, associée a Hrs, ppHid la dégradation de EGFR (Roxrud et
al., 2008).

Le complexe ESCRT-I a un domaine d’interaction aBE&CRT-0 et un autre avec
ESCRT-Il. Contrairement a celles de ESCRT-0, ledémes de ESCRT-I et -ll possedent
seulement un UBD. C’est pourquoi, leur role intentiprobablement une fois que le cargo
ubiquitiné ait été concentré par ESCRT-0 (Raibarg Stenmark, 2009). ESCRT-Il possede
aussi un domaine de liaison lipidique qui lui permiétre rattaché a la membrane. Certaines
études proposent que ESCRT-0, -l et -ll agissentnce un super-complexe, plutét que

séquentiellement (Shields et al., 2009).
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Le complexe ESCRT-Ill est le seul qui ne possede @ domaine de liaison a
'ubiquitine. Cela indique qu’a cette ultime étafiapiquitination de la protéine cible n’est
plus nécessaire a son adressage dans les MVBs, yinne déubiquitination des substrats
est requise pour cette étape. En effet, ESCRTdlilassocié a de nombreuses DUBs, qui
permettraient de déubiquitiner le cargo avant sarée dans les ILVs. Chez 'Homme, les
protéines Vps de ESCRT-IIl sont également appeldésIP (Charged Multivesicular Body
Protein). D’autres protéines interviendraient dénscission de la membrane endosomale.
C’est le cas, par exemple, de 'ATPase Vps4 qurarait une force mécanique conduisant
au désassemblage de ESCRT-Ill et a son détacheneenta membrane, de facon

concomitante a l'individualisation de la vésicudéraluminale (Lata et al., 2009).

Plusieurs études ont montré que certains composanks machinerie ESCRT étaient
régulés par ubiquitination. En effet, les protéides complexes ESCRT contenant des UBDs
sont susceptibles d’étre mono-ubiquitinées (Hickd ®iezman, 1996). En particulier, les
protéines endocytaires Eps15 (Polo et al., 2002;D&lft et al., 1997), STAM et Hrs (Katz et
al., 2002) sont ubiquitinées de facon dépendantia geesence de leur UBD. En outre, les
protéines chimériques Eps15-Ub et Hrs-Ub formeist ldg@sons intramoléculaires dans leur
UBD (Hoeller et al., 2006). Le changement confoioratel qui en résulte rend le domaine
UBD indisponible pour l'interaction avec le cargbiquitiné et, ainsi, inactive les protéines
ESCRT.

Dans le cas de Hrs, son domaine UBD permet detexdauE3 ubiquitine ligase Nedd4,
gui catalyse son ubiquitination et, par conséquahtbe la fonction endocytaire de Hrs (Katz
et al., 2002). Nedd4 est aussi capable d’ubiquitlaeprotéine Epsl5 (Polo et al., 2002;
Woelk et al., 2006), ce qui suggere un role pluségdl de cette ubiquitine ligase dans la
régulation des protéines endocytaires possédanUB&s. Bien que le role principal de la
mono-ubiquitination des protéines aux domaines UBBmble étre I'inhibition de leur
capacité a lier 'ubiquitine, on peut aussi imagidautres changements fonctionnels associés
généralement a [l'ubiquitination, comme la régulatide lactivité enzymatique, la

modification des interactions protéiques ou detalisation cellulaire (Hicke et al., 2005).
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Figure 10. Le tri endosomal des protéines ubiquiti@es par la machinerie ESCRT. (a).e
cargo ubiquitiné est associé a des microdomaicégsien clathrine, liés par ESCRT-0 grace a
son domaine de liaison a la clathrine. ESCRT-Oen#& reconnaissance du carg@a ses
domaines de liaison a 'ubiquitine. Ce complexagutc ESCRT-I, qui lui-méme lie ESCRT-II
pour permettre la déformation de la membrane emdako(b) ESCRT-III est alors mobilisé
par ESCRT-II et forme des filaments en forme deadgs. ESCRT-IIl rassemble le cargo dans
linvagination causée par ses filaments. Pendait¢ éape, le cargo est déubiquitiné par des
DUBSs recrutées par ESCRT-I[t) Les filaments de ESCRT-IIl s’organisent en cerabesqui
contribue a I'invagination de la membrane. Vpsdadésmble ensuite ESCRT-IIl pour assurer
'assemblage des filaments seulement au niveauisteme de la vésicule. (Raiborg and
Stenmark, 2009)

4. Les protéines Rab

Les protéines Rab sont des GTPases impliquées ldatransport vésiculaire des
processus d’exocytose et d’endocytose. Elles fantigs de la superfamille des petites
GTPases Ras. Comme toutes les GTPases, la confumnaas protéines Rab differe selon
gu’elle lie le GTP ou GDP. La conformation activesdorotéines Rab est celle associée au

GTP, qui interagit avec des protéines effectri®srfmark and Olkkonen, 2001).
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Approximativemensoixantt protéines Rab sonbdées par le génome humain et tr
d’entre elles ont été identifiées pour leur fonetians la régulation du trafic endocyte(Fig.
11). Les protéines Rab5 et Rab15 sont les protéirmdsdri interviennent précocemenins
la voie endocytaire. Alors que Rab5 facilite I'imalisation du cargwia les CCV et la
translocation dans les endosomes préc¢(Zerial and McBride, 2001 Rab15 inhibe le

transport des protéines membranaires vers les endasprécoce(Zuk and Elferink, 20C).

Au niveau des endosomes précoces, les protéindméiess au recyclage peuvent ¢

renvoyées a la membrane plasmique soit directedgudrtir de microdomaines conten

Rab4, soitvia des endosomes de recyclage régulés par R(Jones et al., 20(). Dans la

voie de dégradation lysosomale, Rab7 perait le transport du cargo des endoso
précoces vers les endosomes tardifs puis vergdesdmes(Hyttinen et al., 201). Ainsi, les

protéines Rab gouvernent le trafic vésiculairdaradrieur de la cellulet agissnt comme des

plateformes localisées exerc un contréle temporel et spatial sarttansport

RabS
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Figure 11 Le rble des protéines Rab dans la régulation déehdocytose Les protéines
membranaires sont internalisevia des vésicules enrobées de clathrine (CCV). Elles &asi
transportées vers les endosomes précoces (EEgta@sas par la présence de Rab5 et R
Rab4 favorise le recyclage rapide des protéines radmbrane, alors que Rab5 conduit

voie des lgosomes (LYS). Le recyclage a la membrane plasnpgue s’effectuer ausvia
des endosomes de recyclage (RE), caractérisés ggat1R Rab7 facilite le transport c
endosomes précoces vers les endosomes tardifsefLE9nvoi vers le réseau tre-golgien
(TGN) est modéré par Rab9. Autre abrévic: Clathrin Coated Pits (CCP(Stein et al.,

2003)
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5. Les DUBs impliguées dans I'endocytose

L’'ubiquitination des récepteurs membranaires eshénanisme clé dans la régulation
de leur internalisation. Rapidement, des étudegpemnhis d’identifier les ubiquitine ligases
impliquées dans I'endocytose de récepteurs, comiphetQtch/AlP4 (Chastagner et al., 2008;
d'Azzo et al., 2005). En revanche, l'intérét poairble des déubiquitinases (DUBSs) dans la
régulation de I'endocytose est beaucoup plus réddosieurs papiers ont mis en évidence
deux DUBs fortement impliquées dans la régulatienl’dndocytose : AMSH (Associated
Molecule with the SH3 domain of STAM) et UBPY (Uhitjn specific Protease Y, ou aussi
appelée USP8) (Clague and Urbe, 2006). Ces dewrmaszont des rbles différents mais
interagissent toutes les deux avec le domaine Sit3Hlomology 3 domain) de la protéine
endocytaire STAM (Kato et al., 2000; Tanaka et#)99). En outre, d’autres DUBs agissent
comme des régulateurs de I'endocytose mais semldene jour, spécifiques de certains
récepteurs. Ce sont les cas, par exemple, de USR#a USP12 qui seront évoqués dans le
paragraphe «Autres DUBs impliquées dans I'endoeytiss récepteurs» (Liu et al., 2012,
Moretti et al., 2012). Enfin, il est important deter que les récepteur ubiquitinés ne sont pas
les seules cibles possibles de DUBs agissant dandokytose, puisque de nombreux
composants de la voie endocytaire sont égalemenuitinés et donc susceptibles d’étre

régulés par des DUBs.

a. AMSH

AMSH est une DUB appartenant a la famille des nagiedtéases JAMM. Des études
in vitro ont montré que AMSH hydrolyse préférentiellemesg thaines de poly-ubiquitine
K63 plutdt que les chaines K48 (McCullough et2006). Cette enzyme lie a la fois ESCRT-
0, via le domaine SH3 de STAM, et différentes sous-uniés complexe ESCRT-III
(CHMP1, CHMP2 et CHMP3) (Agromayor and Martin-Seoa2006; Komada, 2008). La
présence de STAM permet daugmenter l'activité emaygue de AMSHin vitro
(McCullough et al., 2006). En revanche, la locdisade AMSH au niveau des endosomes
précoces ne dépend pas de son interaction avec SwrEd de son domaine de liaison a la
clathrine (Nakamura et al., 2006). Le role de AM&&hs la régulation de I'endocytose est
encore controversé. L’interaction de AMSH avec E$@Rpourrait lui permettre de
déubiquitiner précocement les récepteurs membemalestinés au tri dans les MVBs et
ainsi, favoriser leur recyclage a la membrane piasen(Fig. 12a). Par exemple, AMSH peut
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déeubiquitiner EGFRn cellulo, apres stimulation par 'EGF (McCullough et alQ02). De
plus, l'extinction de AMSH augmente la dégradation du récepteur EGFR stimulé
(McCullough et al., 2004; McCullough et al., 200€ependant, une étude plus récente
montre que la dégradation de EGFR est, au contialdée par I'extinction dAMSH (Ma

et al., 2007). En outre, dans le cas de lintesadilbn du récepteur a chemokine CXCR4,
AMSH déubiquitine les deux composants de ESCRT43, éi STAM, pour les activer et
favoriser la dégradation du récepteur (Sierra.e28l0) (Fig. 12b).

Finalement, AMSH intervient au niveau du complex8BCRT-IlIl et son activité
permettrait d’empécher la dégradation du récepgagagé dans le tri endosomal (Fig. 12a).
Cette hypothese est renforcée par le fait qu'unamtutatalytique de AMSH inhibe de fagon
dominante, aussi bien la dégradation de EGFR qumlegeonnement du virus HIV, qui
nécessite également la machinerie MVB. L’inhibitida bourgeonnement viral n’est pas
modifiée par la délétion du domaine de AMSH nédesgzour l'interaction avec STAM,
mais dépend plutét du domaine de liaison a CHMP c@mséquence, ce résultat refléte la
compétition entre la protéine Vps4, nécessaire scission des vésicules intraluminales, et
AMSH pour linteraction au complexe ESCRT-IIl (Agnayor and Martin-Serrano, 2006).
De cette fagon, AMSH retarderait la dégradationcdtgo en bloguant temporairement la

formation des MVBs.
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Figure 12. Modeles du réle de AMSH dans la régulath de la dégradation lysosomale
des récepteurs. (a) AMSH est un régulateur négatide la dégradation des récepteurs a
tyrosine kinase (RTKs).AMSH semblerait agir & deux niveaux, d’apres saaraction avec
les complexes ESCRT-0 et ESCRT-III, pour régulegati@ement I'intégration du récepteur
dans la voie des MVBs. |. D’abord, cette enzymerpoufavoriser le recyclage du récepteur
en le déubiquitinant avant son engagement comples tes MVBs. Cela serait permis par le
recrutement de AMSH par STAM, ce qui favoriseraitpdus I'activité DUB de AMSH. Dans
ce r6le, AMSH s’oppose a l'activité des E3 ligag@s ubiquitinent le récepteur, entrainant
son tri endosomal (e.g. Cbl). Il. AMSH peut ausseiférer dans le tri des récepteurs en se
disputant la liaison a ESCRT-IIl avec Vps4, unes fgue le récepteur ait été engagé dans les
vésicules. Cela pourrait empécher la scission dsgules par Vps4. L'entrée du cargo dans
la lumiére des MVBs nécessite qu’il soit déubiquétipar une DUB restant a identifier.
(Clague and Urbe, 2006l) AMSH favorise la dégradation basale du récepteur CKR4

en deéubiquitinant les composants de ESCRT-0L'endocytose constitutive de CXCR4
résulte en son intégration dans les endosomesqagche complexe ESCRT-0, composé de
Hrs et STAM, permet le tri du cargo ubiquitiné de&ta la dégradation. AMSH, recrutée par
le domaine SH3 de STAM, va déubiquitiner les compts de ESCRT-0 et ainsi les activer.
AMSH va, de ce fait, participer a la dégradatiosolgomale de CXCR4. Autres abréviations :
Ubiquitin Interacting Motif (UIM) ; Coiled-Coil (CE; MultiVesicular Body (MVB). (Sierra

et al., 2010)
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b. USP8/UBPY

La déubiquitinase USP8, ou UBPY, est une cystémépse de la famille des USPs.
Contrairement a AMSH, USP8 est capable d’hydrolysessi bien les chaines de poly-
ubiquitine K48 que les chaines K@8 vitro (Row et al., 2006). Comme AMSH, USP8 est
capable de déubiquitiner EGFR et son activité emtigue sur ce récepteur est méme plus
forte que celle de AMSth cellulo (Mizuno et al., 2005). Le réle de USP8 dans la latgn
du trafic endocytaire a été décrit dans plusietwdes mais son niveau d’action est lui aussi

controverse.

D’abord, plusieurs références décrivent USP8 commeggulateur négatif du trafic des
récepteurs dans les MVBS. En effet, USP8 empédhéoai ralentirait) le tri par les
complexes ESCRT entrainant une protection desipestiblées. Cette activité dépendrait
de la formation du complexe STAM-USP8 (Berlin et @D10b; Mizuno et al., 2005) (Fig.
13a). Un autre exemple du role de USP8 comme riegulaégatif est celui de Smoothened
(Smo) chezDrosophila melanogasteiSmo est une protéine transmembranaire qui S’Bssoc
au récepteur membranaire Patched (Ptc) et permétatesduction du signal lorsque le
récepteur Ptc reconnait son ligand Hedgehog (Him),d& réguler la croissance cellulaire et
’lhoméostasie des tissus adultes (Chen and Sth®@9l6). Smo s’accumule a la membrane
cellulaire en réponse a Hh, alors qu’en absencestoheulation, il est en permanence
internalisé et dégradé (Denef et al., 2000). Recenmbnil a été montré que l'internalisation de
Smo dépend de son ubiquitination et que la stinrgiar Hh favorise la phosphorylation de
Smo au détriment de son ubiquitination. En outettecétude montre que USP8 déubiquitine
Smo, favorisant, ainsi, son accumulation a la serfaellulaire. Cette accumulation peut
résulter d’'une atténuation de son endocytose etiane augmentation du recyclage vers la
membrane cellulaire depuis les endosomes précauoedgtriment de I'entrée dans la voie de
dégradation lysosomale (Li et al., 2012). Cettedtlypse implique que USP8 se trouve a
proximité de la membrane plasmique et au niveau etefosomes précoces. Or, si la
localisation cytoplasmique de USP8 n’est pas sigg@f d’un organite particulier, il a
effectivement été observé que cette déubiquitinemevait étre relocalisée au niveau des
endosomes précoces aprés une stimulation par '@G£ino et al., 2005). Par ailleurs, un
mutant catalytique de USP8 est présent constituive dans les endosomes, ce qui mene a
penser que l'activité déubiquitinase de USP8 esessaire pour son détachement de la

membrane endosomale (Row et al., 2006).
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Bien qu’ils aient d’abord décrit USP8 comme un tatgur négatif de la dégradation de
EGFR (Mizuno et al., 2005), Mizuret al ont ensuite montré que le trafic de EGFR vers le
compartiment lysosomal était bloqué par I'extinetaieUsp8(Mizuno et al., 2006). Plusieurs
études ont, par la suite, confirmé que USP8 fagdasiégradation de EGFR (Ali et al., 2013;
Alwan and van Leeuwen, 2007; Niendorf et al., 20R@w et al., 2006). Cela pourrait étre
expliqué par différentes hypotheses. D’abord, Ifectton deUsp8entraine une accumulation
de la forme mono-ubiquitinée inactive de la pratédmdocytaire Eps15. Il a donc été proposé
gue USP8 favorise la déegradation des récepteurdeghiquitinant Eps15 pour libérer ses
domaines UBDs et ainsi I'activer (Mizuno et al.08D. Par ailleurs, l'inhibition d&Jsp8par
RNAIi ou par mutation conditionnelle a égalementitégssociée a une diminution des
composants ESCRT-0. Le niveau de Hrs est ainsiitr@tiu 50%, alors que STAM est
completement dégradée (Niendorf et al., 2007; Rbal.e2006). Or, la perte des protéines
ESCRT-0 suffit a la stabilisation de EGFR dans fileoblastes embryoniques de souris
STAM'/ (Kanazawa et al., 2003). Comme USP8 est capabl@ldlyser les chaines de poly-
ubiquitine K48 et que l'ubiquitination de STAM esigmentée en présence d'un inhibiteur du
protéasome, Rowet al. spéculent que cette enzyme clive des chaines Kd8tésilement
présentes sur STAM pour la sauver de la dégradatiottasomale (Fig. 13b). Cependant,
'ubiquitination par des chaines K48 de STAM n'asp&té prouvée, mais sont fortement
suspectées dans la mesure ou sa dégradation estddépe du protéasome (Row et al., 2006).

Un autre modele d’action de USP8 sur la voie endd®y en revanche, repose sur
'existence d’'une interaction entre USP8 et lestggnes CHMP du complexe ESCRT-III
(Row et al., 2007). Ainsi, il a été montré que USP&ragit avec la protéine HD-
PTP/PTPN23 (His Domain Protein Tyrosin Phospatas& Tyrosine Pospatase type N23)
au niveau de ESCRT-Ill, pour permettre lintégratidle EGFR dans les vésicules
intraluminales (ILVS) et sa dégradation (Ali et, &013). L’interaction et la déubiquitination
du cargo par USP8 favoriserait ainsi I'associationrécepteur a ESCRT-IIl, qui n'a pas de
motif UBD, au détriment de l'association avec lesnplexe ESCRT-0, -l et -Il qui en

possedent au moins un.

Il est intéressant de noter qu’il a été observduaigurs reprises que l'extinction de
Usp8 provoque une accumulation globale de protéinegjuitinées et des aberrations
morphologiques au niveau des endosomes (Mizunb, &086; Niendorf et al., 2007; Row et

al., 2006). La microscopie électronique a permigettitifier que ces structures anormales sont
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des agrégats d’endosomes multivésiculaires caortadtion des ILVs n’a pas été bloquée.
Ces endosomes sont augmentés en nombre et enetagEmblent étre cousus les uns aux
autres. Une grande densité d’électrons a, en eftét,observée dans les régions ou les
membranes endosomales sont jointives (Mizuno e2806; Row et al., 2006) (Fig. 13c).
L’agrégation des endosomes est un phénotype cousatmbservé lorsque le tri endosomal
est perturbé. Par exemple, la sur-expression decélise également ce type de phénotype
(Raiborg et al., 2001). Ce défaut morphologique tpgonc aussi expliquer pourquoi
I'extinction deUsp8empéche la dégradation lysosomale du récepteuRE@HR raison d’un

blocage général de la voie lysosomale.

La difficulté de compréhension du réle de USP8 ecHelle moléculaire, dans la
régulation du trafic endocytaire réside dans lé¢ daie USP8 semble avoir de nhombreuses
cibles. Chez la levur&accharomyces cerevisjde plus proche homologue de USP8 est la
déubiquitinase Doa4 (Degradation Of Alpha 4) (Cagud Urbe, 2006). Doa4 se localise au
niveau des endosomega son interaction directe avec Snf7, une protéinecdmplexe
ESCRT-III (Bowers et al., 2004). Doa4 déubiquities protéines avant leur incorporation
dans les vésicules intraluminales et leur chemimérdans la voie lysosomale (Dupre and
Haguenauer-Tsapis, 2001; Katzmann et al., 2002)d&rs les cellules déficientes poloa4
le niveau d’ubiquitine libre dans le cytoplasmedistinué (Swaminathan et al., 1999). Donc,
Doa4 déubiquitine les récepteurs destinés a laadétjpn lysosomale, ce qui contribue
€également au maintien de I'homéostasie de l'ubingiitotale grace a la libération des
ubiquitines liées aux récepteurs. En outre, Doadiaégalement un réle dans le tri du cargo
endosomal, indépendamment de sa fonction danscielage de I'ubiquitine (Nikko and
Andre, 2007). Malgré la conservation du domainelgdtue et du domaine Rhodanese
catalytiguement inactif, le role de Doa4 differe adui de USP8. En effet, I'inhibition de
Usp8ne diminue pas le stock d’ubiquitine libre en wiels de mammiferes (Row et al., 2006)
et le domaine de liaison a la protéine STAM de ratggne USP8 n’est pas présente chez
Doa4 (Mizuno et al., 2005). De plus, I'extinctioa boa4 ne provoque pas d'aberrances dans

la morphologie des endosomes chez la levure (Anetrék., 2000).
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Figure 13. Différents modeles du réle de USP8 (ouBPY) dans la régulation de
'endocytose. (a) USP8 ralentit la dégradation du écepteur EGFR. Au niveau des
endosomes, EGFR est recruté par le complexe HrdvB€Aest transferé a ESCRT-I pour
poursuivre la voie de dégradation lysosomale (ré\jteUne partie de EGFR ubiquitiné est
transférée a UBPY. EGFR deéubiquitiné va recyclier @membrane endosomale ou rester activé
dans les endosomes (route B). Ensuite, c-Cb1l pewuseau ubiquitiner EGFR, qui est a
nouveau recruté par le complexe Hrs-STAM et reja@néventuellement la route A pour étre
dégradé. Ainsi, la route A permet une dégradatipide de EFGR, alors que la route B ralentit
I'intégration du récepteur dans la voie lysosom@zuno et al., 2005§b) USP8 stabilise la
protéine endocytaire STAM. STAM, comme beaucoup de protéines aux domaindiaiden

a l'ubiquitine (UIM), est ubiquitinée et les DUBspmme UBPY, contrent cette modification.
L’extinction deUBPY par RNAI provoque la poly-ubiquitination de STAM & dégradation
par le protéasome. Contrairement a AMSH, UBPY egiable d’hydrolyser les chaines
d’ubiquitine K48 associées a la dégradation praw@ade. Probablement, UBPY stabilise
STAM en le déubiquitinant, ce qui le sauve de lgrdéation. En ce sens, UBPY est un
régulateur positif de la voie de dégradation lysesie. (Clague and Urbe, 2006%)
L’extinction de UBPY provoque une accumulation de MVBs morphologiquemen
aberrants. Les cellules HelLa qui expriment moins UBPY accuentildes MVBs élargis qui
semblent étre cousus les uns aux autres par @esefilts régulierement espacés et denses en
électrons (fleches), ce qui n'est pas observé tbezellules contréles. (i) Quelques larges
MVBs ont seulement un peu de vésicules interndgr{ague), alors qu’en général, le nombre
Ce défaut dans la morphologie des endosomes sbutietdt I'hypothése que USP8 est
nécessaire au bon déroulement de la dégradatioredegteurs. (Clague and Urbe, 2006; Row
et al., 2006)
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c. Autres DUBs impliguées dans la régqulation de I'ervilose des récepteurs

Bien que USP8 et AMSH soient trés souvent décdatmame les DUBs principales
régulant le processus d’endocytose des réceptdargres déubiquitinases ont été identifiées
dans le contréle de la dégradation de réceptewgsifgpes ou la régulation de protéines

endocytaires.

A titre d’exemple, des études de biologie du dgwedmnent sur I'ceil de drosophile ont
montré que le génkat facets(faf) regule la différenciation des photorécepteurs.ilLde la
drosophile est composé de 800 unités, appelées tdimsa et chaque unité contient 8
cellules photoréceptrices. Chez le mutdiaff, chaque ommatidie posséde trop de
photorécepteurs car la prolifération des celluksexcessive (Fischer-Vize et al., 1992). La
protéine Faf, ou aussi connue sous le nom de USR%ne déubiquitinase de la famille des
USPs (Huang et al., 1995). Des expériences gémstignt ensuite montré que Faf agit dans
la méme voie que la protéine LgF (Liquid Facet)i présente de fortes homologies de
séquence avec la protéine endocytaire Epsin. En, é&f défaut du mutariaf est restauré en
sur-exprimant Lgf (Cadavid et al., 2000). Des ésusteucturales suggerent également que Faf
interagit directement avec Lgf (Taya et al., 19¥%)nc, Faf empécherait certaines cellules de
se différencier en photorécepteurs, en déubiquitidia protéine Lqf de la machinerie
endocytaire. Cela implique que Faf sauve Lgf ddélgradation ou bien, que I'ubiquitination
de Lqgf est nécessaire a son activation et que shiglétination est essentielle pour une
utilisation répétée dans I'endocytose ou permegrdagression a I'étape suivante dans la voie
endocytaire (Carthew and Xu, 2000).

Par ailleurs, USP12 est un autre exemple de DUSsagt comme un régulateur positif
du trafic endocytaire et de la dégradation lysodem&on activité a été spécifiguement
décrite sur le récepteur Notch non activé (Morettial., 2012). La voie Notch a été tres
conservée au cours de I'évolution. Elle permetrdnibie la différentiation, la prolifération ou
la mort des cellules, selon le contexte celluldite repose sur la communication entre des
cellules adjacentes, régulée par la liaison dundgdansmembranaire Delta au récepteur
Notch d’'une cellule voisine (Greenwald and Kov&Q13; Nye and Kopan, 1995). Cette
reconnaissance déclenche une série de modificapiosstraductionnelles et d’événements
qui aboutissent au relargage du domaine solubtaceliulaire de Notch, et sa translocation

vers le noyau pour permettre I'expression de gamlgles (Kopan and llagan, 2009). Si
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'endocytose est cruciale pour la modification dgahd et le transport de Notch activé
jusqu’au noyau, elle I'est aussi pour la dégradatia récepteur non activé (Brou, 2009). En
effet, en I'absence du ligand, Notch est constantriméernalisé et dégradé par les lysosomes,
afin de maintenir une quantité basale de Notch @émbrane. Notch non-induit est poly-
ubiquitiné par des chaines K29, encore rarementitégc par la E3 ubiquitine ligase
Itch/AIP4 qui favorise sa dégradation lysosomalba$agner et al., 2008). Plus récemment,
il a été observé que I'extinction déspl2bloque la dégradation du récepteur Notch non
activé, qui s’accumule au niveau des corps muiituésires, des endosomes tardifs ou des
lysosomes (structures identifiées par la présemcé grotéines Lampl). Ce phénotype ne
résulte pas d’'une activité globale sur la voie eythire car la dégradation de 'EGFR n’est
pas affectée. De plus, I'extinction tspl2entraine une accumulation de Notch ubiquitinég,
qui est encore augmentée par l'extinction géniged'attivateur UAF1 (USP1-associated
factor 1). Au contraire, la surexpression de USPi&is pas celle de son mutant catalytique,
entraine une perte de 'ubiquitination de NotchnBaes résultats suggérent que le complexe
USP12-UAF1 déubiquitine spécifiquement Notch poarnpettre son intégration dans les
vésicules des MVBs et, finalement, sa dégradatanstitutive par les lysosomes (Moretti et
al., 2012).

Le dernier exemple abordé dans ce manuscrit est delrdle de I'isoforme USP2a du
gene Usp2 dans le recyclage du récepteur EGFR. Cette iswfoest surexprimée dans
certains cancers, ce qui est associ€, entre aatie® augmentation de I'expression de genes
impliqués dans la voie endocytaire, comme cewad®ie Rab (Priolo et al., 2006). En outre,
cette déubiquitinase est capable d'interagir agexdthrine, ce qui suggere fortement qu’elle
intervient dans I'endocytose (Graner et al., 20045P2a est localisée au niveau des
endosomes précoces et sa surexpression entraingimneition de l'ubiquitination, de
linternalisation et de la dégradation de EGFR,rsalque la présence du récepteur a la
membrane est augmentée. Ces effets n’apparaissemgtantanément aprés I'ajout du ligand
EGF, ce qui exclut I'hnypothese d’'un effet de USB@ala reconnaissance de 'EGF ou sur la
formation de la CCV (Clathrin Coated Vesicles)est donc fortement probable que USP2a
favorise le recyclage de EGFR a la membrane cekulB’ailleurs, en présence de USP2a, la
colocalisation de EGFR avec le marqueur des endesala recyclage Rabll est meilleure
gue celle du contréle. Donc, USP2a favorise la ogitination de EGFR au niveau des
endosomes précoces et permet ainsi son recyclegsmeémbrane plasmique, au détriment de

son transfert aux lysosomes (Liu et al., 2012).r&manche, on ne peut pas discriminer Si
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USP2a agit directement sur EGFR ou sur un comp@&sdadmachinerie endocytaire.
Finalement, cette étude apporte une hypothése famhed’ expliquer les propriétés
oncogéniques de USP2a car les auteurs observerbtndéation entre I'expression de USP2a
et celle de EGFR dans des cellules tumorales hesaldr, EGFR est un oncogéne impliqué
dans plusieurs processus de tumorigenese (Al Olayaah., 2012; Laurie and Goss, 2013;
Masuda et al., 2012). Cependant, USP2a posseédé&eatatibles oncogéniques, comme la

protéine MDM2, qui peuvent expliquer son pouvoimarigéne (Stevenson et al., 2007).
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C.L'immunité

1. Le systéme immunitaire

a. La réponse immunitaire

La survie des organismes multicellulaires reposdeair capacité a se défendre contre
des pathogenes, grace a leur systeme immunitare2donse immunitaire est divisée en deux

parties : 'immunité innée et 'immunité adaptative

La premiere ligne de défense contre I'invasion aia@genes est la réponse immunitaire
innée (Sato et al., 2009). L'immunité innée estnuécanisme ancien de défense contre les
pathogenes car des modes moléculaires conservédt@rntouvés chez les plantes et les
animaux (Hoffmann et al., 1999). La réponse imnairet innée est initiée par la
reconnaissance du «non-soi» par lI'organisme. Elfsg@de au moins trois composantes : une
réponse cellulaire, une réponse humorale et ureansépépithéliale. Les couches épithéliales
recouvrent la peau, le systeme digestif, les powrginles voies urogénitales. Les tissus
épithéliaux forment une barriere physique sépdemtellules de I'h6te du monde extérieur.
lls apportent ainsi une protection contre des a&jpas environnementales, mécaniques,
chimiques et microbiennes. Les cellules épith&iadebissent des programmes finement
régulés de différentiation et de prolifération, cassurent le renouvellement des tissus
épithéliaux sans compromettre leurs propriétéstiomgelles. Cette tache est particulierement
difficile car ces tissus sont soumis a de nombrewtaques provenant de l'extérieur et
nécessitent une régulation des programmes de dmadibn et de différentiation pour
maintenir une homeéostasie basale apres une bleddereplus, les cellules épithéliales
assurent la régulation de la réponse humorale, gitant ainsi la tolérance des bactéries

commensales colonisant les surfaces épithéliakesp@Pakis, 2012).

La réponse humorale comprend les cascades protgaygtet la sécrétion de molécules
pro-inflammatoires et de peptides antimicrobierss tascades protéolytiques jouent un role
majeur dans les réactions immunitaires car elles/gre étre déclenchées immédiatement,
tandis que les réponses impliguant I'expressiogaies spécifiqgues nécessitent un délai pour
la transcription, la traduction et la sécrétion rgéus et al., 2010). Chez les vertébrés,

I'activation du complément et les cascades de datgn sanguines sont des exemples de
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cascades protéolytiques. En effet, ces systemes$iguept une succession de clivages
protéolytiques par des sérine protéases activetasmembrane des pathogénes rencontrés,
suite & un mécanisme d’opsonisation (Markiewslkil.e2007).

En outre, la reconnaissance du «non-soi» va actiesr voies de signalisation qui
résultent en la sécrétion de peptides antimicragbiéAMPs) et de molécules pro-
inflammatoires. Les AMPs ont été identifiés poudrlecapacité a inactiver les cellules
procaryotes en ciblant un grand nombre de leurgasus physiques ou métaboliques a la
membrane plasmique, a I'extérieur et/ou a l'intérides cellules. Ainsi, les AMPs peuvent
agir en perturbant l'intégrité de la membrane nbeone en formant des pores (cas des
AMPs défensines) ou inhiber, entre autres, lesga®es de transcription et de traduction
(Diamond et al., 2009; Yount and Yeaman, 2013).mhe&cules pro-inflammatoires, quant a
elles, permettent essentiellement d’informer I'enBke de I'organisme de l'infection et de
réguler la réponse cellulaire. Par exemple, leokiyes, comme les chémokines, les
interleukines 1 et 6 (IL-1 et 6) et le TMRTumor Necrosis Factor), sont exprimées en
réponse a l'infection. Les chemokines permettenteteuter les lymphocytes (cellules de
limmunité adaptative) et d’autres cytokines, comiin®, vont les activer (de la Fuente et al.,
2012; Janeway and Medzhitov, 2002).

Par ailleurs, les monocytes, les macrophages, HEhiles dendritiques et les
neutrophiles contribuent principalement a la répoosllulaire, en phagocytant et tuant les
pathogenes. Un autre aspect de la réponse cadlyaivient du relargage par les cellules
immunitaires de cytokines immuno-régulatrices (&g.chémokines CCL2), qui permettent,
entre autres, le recrutement d’autres cellules lsutieu de linfection (phénomene de
chimiotactisme) (Goldszmid and Trinchieri, 2012;h&aten and Medzhitov, 2011). La
réponse immunitaire innée se met en place rapide(eanquelques minutes), puisque les
éléments nécessaires a son activation sont canstiient exprimés et préts a étre mobilisés
a tout moment. Finalement, la sécrétion de cytakatd’activation des cellules phagocytaires

va permettre I'activation de 'immunité adaptative la stimulation des lymphocytes B et T.

La réponse immunitaire adaptative (ou acquise)tn’ebe, présente que chez les
vertébrés et elle s'installe plus lentement (edgues jours). L'immunité innée et la réponse
inflammatoire associée sont strictement requises pon activation. D’ailleurs, la nécessité

d’ajouter un adjuvant pro-inflammatoire dans lescomas pour stimuler la réponse
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immunitaire innée en témoigne (Aguilar and Rodrigu007). L'immunité adaptative fournit
une réponse spécifique d’antigenes étrangarta production d’anticorps spécifiques par les
lymphocytes sélectionnés. De plus, elle comprendmi&moire immunitaire. En effet,
'organisme se rappelle de I'antigene rencontrér péagir plus rapidement, plus intensément
et plus spécifiquement lors des prochaines expositavec ce méme antigéne grace a la

présence de lymphocytes spécifiques (Flajnik anshKara, 2010; Litman et al., 2010).

Il est important de noter que l'immunité innée peutssi conférer une réponse
spécifigue du pathogéne rencontré, voire une mémionmunitaire (Boehm, 2012). Par
exemple, chez la drosophile, I'expression des geptiantimicrobiens differe selon que
I'infection soit réalisée par des champignons, hiestéries a Gram positif ou a Gram négatif
(Lemaitre et al., 1996; Lemaitre et al., 1997). dhif'attacine et la diptéricine apparaissent
plus spécifiqgues des infections par des bactérigSram négatif et la drosomycine est
fortement exprimée en réponse a des champignomestactéries a Gram positif. Ces
différents niveaux d’expression de AMPs en fonctdn type d’infection montrent qu’il
existe une certaine sélectivité du systeme immueitané chez les insectes, qui repose sur la
sélectivité des récepteurs mis en jeu. En outrggios invertébrés ont la capacité de mémoire
immunitaire, pourtant historiguement associéerartiunité adaptative (Kurtz, 2005). C’est le
cas deBombus terrestrigle bourdon terrestre), qui a une réponse immiuaitaeilleure et
plus spécifique apres I'exposition avec un pathegééja rencontré auparavant (Sadd and
Schmid-Hempel, 2006). Une étude chez la drosophmtantre également une mémoire

cellulaire de la réponse&treptococcupneumoniaéPham et al., 2007).

b. Lareconnaissance du «non soi»

La réponse immunitaire innée repose sur l'iderdtfan du «non-soi», c’est-a dire la
reconnaissance de pathogénes. Cela implique lecithpdes cellules hbtes a détecter des
motifs moléculaires conservés, qui sont des predessentiels de la physiologie microbienne
et qui sont absents ou cloisonnés a l'intérieur deltules hoétes (Kumar et al.,, 2011;
Medzhitov and Janeway, 2002). Cette stratégie peantibote de distinguer le «non-soi» du
«S0i» et présente I'avantage de cibler des produitispensables a la survie de I'organisme
pathogene. Ces structures conservées sont appadéBs (Pathogen-Associated Molecular
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Patterns). Les exemples les plus représentés dePBANNt les lipopolysaccharides (LPS) et
les peptidoglycanes (PGN) des bactéries. Les PAMBst produits par tous les
microorganismes, qu’ils soient pathogéniques ou, ebrsont invariants dans une classe de
microorganismes donnée. Cette caractéristique d&sirigine de la reconnaissance d’'une
enorme diversité de microbes a partir d'un nomlastreint de récepteurs (Janeway and
Medzhitov, 2002). De leur cbté, les organismes hdatat développé un ensemble de
récepteurs qui reconnaissent spécifiqguement les PAMIl s’agit des PRRs (Pattern

Recognition Receptors) (Fig. 14).

Les PRRs peuvent étre exprimés a la surface dedluldans les compartiments
intracellulaires ou bien sécrétés dans le systaangusn ou le liquide tissulaire (Mogensen,
2009). Ainsi, bien que la compartimentalisationrfosse des habitats potentiels pour les
pathogenes, elle est aussi un fantastique moyatéginue de défense. Pour atteindre leur
niche, les pathogénes doivent souvent traversesiguits barrieres physiques (membranes
cellulaires) et, a chaque étape, se trouvent dd®sRRiIi vont alerter les cellules hotes de
l'infection (Randow et al., 2013). Certains PRRetszgcrétés, lient les cellules microbiennes
et les marquent ainsi pour leur destruction payktéme du complément ou par phagocytose
(Medzhitov and Janeway, 2002). D’autres PRRs soésemts a la surface des cellules
immunitaires, comme les cellules dendritiques, niescrophages et les neutrophiles. La
détection des PAMPs par les PRRs membranaires nibest rapidement des voies de
signalisation intracellulaires, qui orchestrent uaponse immunitaire efficace et contrblée
dans le temps (Bourgeois et al., 2010). Ces casalsignalisation induisent I'expression de
géenes impliqués dans la réponse immunitaire. Elidiwvent aussi la réponse inflammatoire,
régulée par de nombreuses chemokines et cytokete$acilitent ainsi I'éradication du
pathogene (Kawai and Akira, 2010; Kumar et al., Q0@ I'heure d’aujourd’hui, plusieurs
classes de PRRs ont été découvertes et caracteiibéz les mammiféres, comme les
récepteurs Toll-like (TLRs), RIG-I-like (RLRs), NOlike (NLRSs), les récepteurs au sucre et
les récepteurs d’ADN (capteur cytosolique d’ADN)esCrécepteurs constituent la premiére
ligne de reconnaissance des pathogenes intracedkilau extracellulaires et peuvent détecter
différentes classes de molécules, comme des pestédes lipides, des carbohydrates et des

acides nucléiques (Akira et al., 2006; Kumar et2011).
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Direct activation of
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— ' défenses chez I'hGteLe systeme immunitaire
inné est activé par la reconnaissance des motifs
PAMPs  (Pathogen-Associated  Molecular

’ lonate Patterns) d’'un pathogene par les récepteurs
y oo PRRs (Pattern Recognition Receptors). La
,..f; réponse immunitaire est induite rapidement (de

l'ordre de quelques minutes) et, chez les
vertébrés, elle active, a son tour, la réponse

Hours Days immunitaire adaptative qui se met en place plus
Minutes Days lentement (aprés plusieurs jours). Le systeme
immunitaire adaptatif apporte la spécificité de
N B (O —— la réponse immunitaire (anticorps) et abouti par
_ specificinnate el‘fect_ur class of the adaptive la mise en mémoire de |’agent pathogéne_
Immune res ponse Iimmune response

(Medzhitov, 2007)

c. La réponse immunitaire chez la drosophile

Drosophila melanogastezst un formidable modele pour étudier le systanmaunitaire inne.
En effet, les géenes et les voies de signalisatofadéponse immunitaire innée ont été bien
conservés au cours de I'évolution, de la mouchenammifere (Kornberg and Krasnow,
2000). La mouche du vinaigre ne posséde qu’une osare innée, qui la protége contre un
large spectre de microorganismes, comme en témagneapacité a prospérer dans des
milieux infectés (fruits pourrissants). La réponsenunitaire cellulaire chez la drosophile
dépend des hémocytes produits par la glande lyntpteatCes cellules sont proches des
cellules sanguines de la lignée des phagocytdes ekistent sous la forme d’ilots sessiles
dans l'organisme ou circulantes dans I'hnémolymphe,elles assurent la phagocytose et
'encapsulation des microbes (Hultmark, 2003; Sakdeet al., 2007). La réponse humorale
est principalement activée dans le corps gras drdache, I'analogue fonctionnel du foie
chez 'Homme (Aggrawal and Silverman, 2007). Ekerpet la production rapide de peptides

antimicrobiens, dont la transcription est contrope deux voies de signalisation MNB-
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(Nuclear FacorkB) : les voies Toll et IMD (Immune Deficiency) (Hetand Hoffmann,
2009). Les voies Toll et IMD sont similaires regpeament aux voies TLR et TNF-R (Tumor
Necrosis factor) des mammiféeres (Hoffmann and Reidh 2002). En outre, l'infection
s’accompagne souvent d’'une mélanisation autour rdesobes encapsulés, résultant de
l'activation de la cascade prophénoloxidase (Sadednd Cerenius, 1998). Cette cascade
protéolytique intervient dans I'hémolymphe et résulen la production d’éléments
cytotoxigues comme ROS (Reactive Oxygen Speciedg @hélanine, qui sont probablement
toxiques pour les microorganismes (Cerenius ancei®adl, 2004). Le systeme immunitaire
de Drosophila comprend également une coagulation localisée autes blessures dans la
cuticule (Bidla et al., 2005).

Dans la suite de ce manuscrit, nous nous inté@msseplus particulierement, a la
régulation par ubiquitination des voies de sigmdilis) Toll et IMD, ainsi qu’aux récepteurs
PGRPs (Peptidoglycan Recognition Proteins) impbqudans la reconnaissance des
pathogenes.

2. Les voies de I'immunité

a. Les voies Toll de la drosophile et TLRs des mamrage

La voie Toll a initialement été identifiée par dathles génétiques de genes impliqués
dans le développement embryonnaireDatesophila Ces cribles ont conduit a la découverte
de génes importants pour la formation de I'axe @loentral chez I'embryon, commkoll,
tube pelle cactus I'hnomologue NF«B dorsal et sept génes en amont d@ell (Belvin and
Anderson, 1996; Nusslein-Volhard and WieschausPl98omme NFReB est impliqué dans
immunité des mammiféres et que le papillon det idyalophora cecropiaexprime un
facteur immunitaire NReB-like, il a été progressivement suspecté qu’ilstait un parallele
entre les voies de signalisation du développemsntirgonnaire et I'activation du systeme
immunitaire chez la drosophile (Sun and Faye, 198&@sserman, 1993). Ainsi, en 1996, Toll
a été identifié pour la premiére fois comme unvattiur de la réponse immunitaire chez
Drosophila(Lemaitre et al., 1996; Rosetto et al., 1995).IRauite, des travaux ont permis de

repérer les analogues TLR (Toll-Like Receptors) ligygs également dans la réponse
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immunitaire des mammiferes. Pour leurs travaux learrécepteurs Toll et TLRs, Jules

Hoffmann et Bruce Beutler ont recgu le prix Nobelpdgsiologie et médecine 2011.

Neuf génes codant pour des récepteurs Toll onidé&tétifies dans le génome de la
drosophile et dix TLRs chez I'humain (Medzhitovakt 1997; Tauszig et al., 2000). A part le
récepteur Toll, les autres récepteurs Toll de ¢tsajphile ne semblent pas avoir de rdle majeur
dans la réponse immunitaire. Les récepteurs TollldRs ont une structure moléculaire
commune, avec un ectodomaine principalement comgesaotifs répétés riches en leucine
avoisinant des régions riches en cystéine (Tawsza., 2000). En outre, les récepteurs Toll
de la mouche et IL-1R (Interleukin Receptor-1) defdmille des TLR des mammiféres
partagent un domaine homologue cytosolique, nomik€ (Toll/IL-1R). Ces domaines
interagissent avec des molécules adaptatrices, gaiiwer la signalisation en aval de Toll
(Imler and Hoffmann, 2001). En revanche, contragetrau récepteur Toll de la drosophile,
les récepteurs TLRs des mammiféres ne semblenétpasmpliqués dans le développement
embryonnaire (Kimbrell and Beutler, 2001). Dansysteme immunitaire, la voie Toll de la
drosophile participe a la réponse cellulaire, puiskée contréle, avec d’autres voies, la
prolifération et la densité des hémocytes (Somengt al., 2004; Zettervall et al., 2004).
Mais, la voie Toll joue surtout un réle majeur déséponse immunitaire humorale. En effet,
les infections par des champignons ou des bact@ri&am positif déclenchent indirectement
I'activation de la voie Toll, résultant par la pradion de peptides antimicrobiens. Le peptide
antifongique drosomycine est une cible majeuread@ponse Toll (Aggarwal and Silverman,
2008; Hetru and Hoffmann, 2009).

Activation du ligand Spatzle chez la drosophile :

Contrairement aux récepteurs TLRs chez les mamesifgui reconnaissent directement
différents PAMPs (LPS, PGN, lipoprotéines,...), leggteur Toll de la mouche n’agit pas
comme un PRR, puisgu’il ne reconnait pas direct¢rdes motifs du «non-soi» mais le
ligand Spéatzle (Spz), dont I'activation résulte rBucascade protéolytique effectuée par des
protéines extracellulaires (Schneider et al., 1894éber et al., 2003) (Fig. 15). En effet, Spz
est synthétisé et sécrété sous la forme d’'un pséaurnactif, composé d’'un prodomaine et
d’une région C-terminale (DeLotto and DeLotto, 1p98n condition basale, le prodomaine

de Spz masque la région C-terminale majoritairenisuirophobe. La reconnaissance du
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«non-soi» provoque la protéolyse de Spz par 'er@@RE (Spz-Processing Enzyme), ce qui
entraine un changement conformationnel dévoilanfdeteurs déterminants de Spz pour la
liaison au récepteur Toll (Arnot et al., 2010 ; gagt al., 2006). Selon le modele actuel,
'activation de SPE provient de trois cascades raora selon le type de microorganismes

impliqué dans l'infection.

D’abord, deux cascades de protéases, entrainativéiion de la sérine protéase Grass
(Gram-positive-Specific Serine protease), sontiéeg par les composants de la paroi
cellulaire des champignong-@lucanes) et des bactéries a Gram positif (pepiydane de
type Lysine) (El Chamy et al., 2008). La reconrmns® de$-glucanes de champignons est
effectuée par les PRRs GNBP3 (Gram-Negative Bin#iraein 3) et les peptidoglycanes de
type Lysine des bactéries a Gram positif sont reasrpar le complexe GNBP1/PGRP-SA
(Peptidoglycan Recognition Receptor Protein SA)aeprotéine PGRP-SD (Gobert et al.,
2003; Gottar et al.,, 2006; Michel et al.,, 2001). &mont de Grass, la protéase ModSP
(Modular Serine Protease) joue un role essentiek dantégration du signal depuis la
reconnaissance des PAMPs par les PRRS jusqu’sstada Grass-SPE-Spz (Buchon et al.,
2009).

Une troisieme cascade conduisant a l'activation SRRE impliqgue la protéase
Persephone (PSH), qui devient mature par des esvpgptéolytiques effectués par le facteur
de virulence PR1 sécrété par les champignons odgsafacteurs de virulence bactériens des
Gram positifs (EI Chamy et al., 2008; Gottar et 2006). Par ailleurs, il est intéressant de
noter que, pour la formation de I'axe dorso-venttattivation de Spz résulte d’une cascade

protéolytique indépendante de celles que nous \ederécrire (Cho et al., 2010).
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Figure 15. Les cascades protéolytiques impliquéesals I'activation de Spéatzle (Spz).
Dans la réponse immunitaire, trois cascades deégses conduisent a 'activation de SPE
(Spatzle Processing Enzyme), qui clive la formaéeatde Spz. La cascade Persephone
(PSH) détecte les facteurs de virulence et estétpar les bactéries a Gram positif et les
champignons vivants. Les deux autres cascadesstvies par les récepteurs PRRs (Pattern
Recognition Receptors) qui lient des composants giaroi cellulaire de champignons et de
bactéries a Gram positif. Ces deux cascades coenvieag niveau de ModSP (Modular Serine
Protease) et Grass (Gram-positive-Specific Senatepse), en amont de I'activation de SPE.
Par clivage protéolytique, la partie C-terminale Sz est exposée et, ensuite, Spz est
reconnu par le récepteur Toll, ce qui initie lansijsation intracellulaire. (Valanne et al.,
2011)
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La voie Toll de la drosophile

La reconnaissance de Spz activé entraine probabteimealimérisation du récepteur
Toll (Weber et al., 2005) et Toll activé lie, a styur, la protéine adaptatrice dMyD88
(Myeloid Differentiation primary response gene 8B8ar son domaine TIR (Tauszig-
Delamasure et al., 2002). Grace a cette interad@oprotéine adaptatrice Tube et la sérine-
thréonine kinase Pelle sont recrutées pour formecomplexe hétérotrimérique dMyD88-
Tube-Pelle par des interactiong des domaines DD (Death Domain) (Moncrieffe et al.,
2008). Les protéines dMyD88 et Pelle ne sont pasosact 'une et l'autre ; au contraire,
deux domaines DD distincts de la protéine Tubadiparément dMyD88 et Pelle (Sun et al.,
2002). Ensuite, le complexe oligomérique dMyD88-@4elle induit la signalisation qui
permet la phosphorylation et la dégradation duefacti«B (Inhibitory xB) Cactus. La
dégradation de Cactus dépend de sa phosphorylatawiivité kinase de Pelle est nécessaire
a la phosphorylation de Cactus mais il n'a pas a démontré que Pelle phosphoryle
directement Cactus (Huang et al., 2010; Towb ¢280D1). En condition basale, Cactus lie les
facteurs de transcription NEB (Nuclear FactokB) Dorsal ou Dif (Dorsal-related Immune
Factor), en empéchant leur activation et leur isaibn nucléaire. En conséquence, la
translocation nucléaire de Dorsal/Dif nécessitddgradation de Cactus (Wu and Anderson,
1998) et permet la transcription d'un grand nombee génes gouvernant la réponse
immunitaire, comme celui de taosomycingHetru and Hoffmann, 2009) (Fig. 16a)

Dorsal est un facteur de transcription de la fariel, initialement décrit comme un
morphogéene important dans la polarisation dorsdrakxwvia le contrdle de I'expression de
géenes essentiels dans la différentiation ventExdesal interagit avec Pelle, Tube et Cactus et,
en réponse a linfection, il est transloqué dansdgau et permet I'expression des genes
codant pour des AMPs (Edwards et al., 1997; YangSteward, 1997). En effet, Dorsal peut
activer le promoteur de ldiptéricine in vitro (Gross et al., 1996). D’autre part, Dif ne
participe pas a la formation de l'axe dorso-ventfah revanche, il régule la réponse
immunitaire, notamment dans la larve de drosopkilenteragit avec Cactus vitro (Tatei
and Levine, 1995; Valanne et al., 2011). Dif, maés Dorsal, permet l'induction du géne
codant pour le peptide antifongiqgue drosomycinezdbes mouches adultes, alors que Dorsal
et Dif semblent étre redondants chez les larveméiiee et al., 1996; Manfruelli et al., 1999;
Rutschmann et al., 2000). En outre, Dif et Dorsalyent former des hétérodimeiasvitro
(Gross et al., 1996).
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Le rble de la voie Toll dans I'immunité ne se lienipas a I'expression de peptides
antimicrobiens. En effet, des analyses transcrigfoas ont identifiées au moins 400 génes
exprimés en réponse a une infection bactériennmgique (De Gregorio et al., 2001; De
Gregorio et al., 2002; Irving et al., 2001). Enreutune étude suggere que la voie Toll peut
activer la voie JNK (Jun N-terminal Kinase), poaguler I'expression de genes impliqués

dans la réponse aux blessures septiques (Boutabs 2002).

La voie TLR chez les mammiféres

Chez les mammiféres, tous les TLRs, sauf TLR3, @euinduire une signalisation
dépendante de MyD88 pour permettre I'expressionytiekines pro-inflammatoires (Brown
et al., 2011). En effet, I'activation des récepseldlRs par la reconnaissance de motifs
microbiens (comme les LPS, PGN, lipoprotéines...yaéné I'association de TLR par son
domaine intracytoplasmique TIR avec la protéineptatedce MyD88. Une étude récente a
prouvé que Tube est un homologue de IRAK4, au mi@ineeque Pelle est celui de IRAK1
(Towb et al., 2009). MyD88 interagit avec IRAKi# son domaine DD et, a son tour, IRAK4
active d'autres protéines de la famille IRAK, ddRIAK1 (Brown et al., 2011; Li et al.,
2002). Ce procedé conduit au recrutement et avatcdn de I'ubiquitine ligase TRAF6 (TNF
Receptor-Associated Factor 6) (Brown et al., 20ddlanne et al., 2011). L’'oligomérisation
de TRAF6 entraine son auto-ubiquitination (Wangalet 2001). Chez la drosophile, des
homologues de TRAF ont été identifiés mais ils emldent pas participer a la signalisation
immunitaire (Kleino et al., 2005; Sun et al., 2002hez les mammiferes, TRAF6 transmet le
signal a la kinase TAK1 (TGFActivated Kinase 1) et au complexe de protéineBJA
(TAK1 Binding proteins) (Chen, 2005). Les protéinaslaptatrices TAB2 et TAB3
contiennent chacune un UBD (Ubiquitin Binding Donjaiqui reconnait spécifiquement les
chaines K63 (Kanayama et al., 2004). TAK1 est lmtpde bifurcation entre un signal qui
conduit a la phosphorylation du complexe IKK (vblE-kB) et un autrevia la voie MAPK
(Mitogen Activated Protein Kinase) (Wang et al.02Q) Dans la voie NikB, le complexe de
kinase IKK est composé de trois sous-unité : dKKKKp et IKKy (ou NEMO, pour NFR<B
Essential Modulator) (Silverman et al., 2000). lausunité NEMO est d’ailleurs connue
pour étre modifiée par des chaines de poly-ubiggitk63 et linéaires nécessaires a la
signalisation NR¢B (Tang et al., 2003; Tokunaga and Iwai, 2012; Zletvwal., 2004). Le
complexe IKK phosphoryle la sous-unité inhibitri¢eBa, ce qui conduit a sa poly-
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ubiquitination K48 et a sa dégradation protéasor{@hen et al., 1995; Chen, 2005; Ghosh et
al., 1998). Ainsi, le facteur de transcription vansloquer dans le noyau pour activer la
transcription de cytokines pro-inflammatoire (Figb). Contrairement aux mammiferes, le
complexe IKK de drosophile n’est pas impliqué denphosphorylation et la dégradation de
la protéine tB Cactus (Valanne et al., 2011). Par ailleurssil immportant de noter que les

TLRs peuvent aussi activer une voie de signalinatidépendante de MyD88 pour permettre
la production d’interférons de type | (cf. paradrap<Endocytose du récepteur TLR4 des

mammiféres») (Brown et al., 2011).
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Figure 16. Comparaison entre la voie Toll de la dreophile et la voie des TLR
dépendante de MyD88. (a)Chez la drosophile, l'infection par des champighau des
bactéries a Gram positif entraine le clivage pigt&me de Pro-Spatzle, pour former le
ligand actif Spatzle. La reconnaissance de Spatalde récepteur transmembranaire Toll va
permettre de recruter dMyD88, Tube et Pelle. Damsréle immunitaire, la voie Toll induit
les voies JNK et NkB. Dans la signalisation NEB, la phosphorylation de la sous-unité
inhibitrice kB Cactus est importante pour sa dégradation. fissii¢ alors la translocation des
facteurs de transcription de type NB-Dorsal et DIF dans le noyau, ou ils vont pernecar
transcription de génes essentiels a la réponse mitame, comme celui codant pour le
peptide antifongique drosomycin®) Chez les mammiferes, les récepteurs TLRs sontéacti
par des motifs microbiens, comme les LPS, les P@Ndes lipoprotéines. Ensuite, TLR
recrute MyD88 qui lie IRAK4. IRAK4 recrute des peaies IRAK, comme IRAKL.
L’'ubiquitine ligase TRAF6 est ensuite recrutée @iu-ubiquitine par des chaines K63
(Poly-Ub K63), ce qui va mobiliser la kinase TAK1L s=s protéines adaptatrices TAB2 et
TAB3. A ce niveau, TAK1 peut induire les voies MARKI NF«B. Dans la voie NFkB,
TAK1 phosphoryle le complexe de kinase IKK, donsdas-unité IKK (ou NEMO) est poly-
ubiquitinée par des chaines K63 et linéaires (RidyM1). Le complexe IKK phosphoryle a
son tour la sous-unité inhibitriceBa, ce qui entraine son ubiquitination K48 (Poly-UB#8X

et, en conséquence, sa dégradation protéasomalefikig les facteurs de transcription NF-

kB transloquent dans le noyau pour exprimer des gg@oelant pour des cytokines pro-
inflammatoires.
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b. Les voies IMD de la drosophile et TNF-R des mamm#e

La découverte de la voie IMD a débuté avec l'idergtiion d’'une mutation entrainant
un défaut dans la réponse immunitaire. Ce nouveatanh a été nomménd (Immune
Deficiency (Corbo and Levine, 1996; Lemaitre et al., 19950mme le mutanimd était
toujours capable de produire le peptide antifongidtosomycine, I'existence de deux voies
de signalisation distinctes en réponse aux infastlmactériennes ou fongiques a été suggérée
(Lemaitre et al., 1995). Bien que des préparatidaslipopolysaccharides (LPS) étaient
utilisées pour induire la voie IMD de la drosophilea été montré que cette voie était plutét
activéee par des peptidoglycanes (PGN) de bact&ieGram négatif contaminant les
préparations de LPS (Leulier et al., 2003; Silvernea al., 2000; Werner et al., 2003). Les
PGN des bactéries a Gram neégatif differents de eeGxam positif parce qu’ils contiennent
'acide aminé DAP (acidenéseDiaminopiméliqué en troisieme position, alors que ceux des
bactéries a Gram positif, a I'exception 8acillus subtilis qui active la voie IMD, ont
généralement une lysine a cette position (Kaneld Sitverman, 2005). Cette différence
permet d’expliquer I'activation préférentielle devoie IMD par les bactéries a Gram négatif
(Lemaitre et al., 1997; Leulier et al., 2003). Rdleurs, les mouches portant des mutations
dans le génard7 (Immune Response Deficien}, fui sera par la suite décrit sous la
nomenclatur;GRP-LC ont une expression réduite de peptides antimiensben réponse a
la stimulation par des bactéries a Gram négatibéCét al., 2002; Gottar et al., 2002; Wu et
al., 2001).

PGRP-LC est un récepteur transmembranaire et le B&RP-LC code pour trois
isoformes principales résultant de I'épissage ridtefr (Choe et al., 2002; Werner et al., 2003;
Wu et al., 2001). Ces isoformes formeraient deérbdiméres et les différentes combinaisons
entre les isoformes permettent de créer des réagegpécifiques (Choe et al., 2005). Ce point
sera détaillé dans le paragraphe «Le récepteur nitame PGRP-LC». Contrairement au
récepteur Toll, PGRP-LC est un récepteur PRR, plilssemble reconnaitre directement les
PGN de type DAP, méme si cette interaction n'a gqare été mise en évidence (Kaneko
and Silverman, 2005). Bien qu'il ne posséde pasmidifs de signalisation connus, le
domaine cytoplasmique du récepteur PGRP-LC inités tprobablement la cascade de
transduction du signal (Kaneko and Silverman, 20D8)plus, il a été montré que PGRP-LC

recrute la protéine adaptatrice Imd (Choe et 8052
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Imd est une protéine contenant un domaine DD (DBatmain) et présente quelques
similarités de séquence avec la protéine RIP1 (®Recelnteracting Protein 1) des
mammiféres, notamment au niveau des domaines DDBr¢@ket al., 2001). La protéine RIP1
contient aussi un domaine kinase, qui n'est pasnéie$ pour la signalisation NkB et n’est
pas présent chez la protéine Imd de la drosophifey(et al., 1996). Aprés stimulation par la
cytokine TNFe (Tumor Necrosis Factor), RIP1 et TRAF2 (TNF Reoeptssociated Factor
2) sont recrutées par le récepteur TNF-R1. TRAR2uee E3 ubiquitine ligase au domaine
RING, qui s’associe au complexe E2 Ubcl3/Ueavl1Ar pdaiquitiner RIP1 par des chaines
de poly-ubiquitine K63 (Deng et al., 2000; Kanayaetal., 2004). Néanmoins, des études
plus récentes suggerent que ce sont plutdt leduttibig ligases c-IAP1 et c-IAP2 (cellular
Inhibitor of Apopotosis 1 et 2), recrutées par TRARui induisent la poly-ubiquitination de
RIP1 (Bertrand et al., 2008; Dynek et al., 2010rfdlameev et al., 2007). Ces chaines K63
d’ubiquitine sont hydrolysées par la déubiquitind®¥LD (Knox et al., 2011). Chez la
drosophile, Imd interagit avec dFADD (Fas Assodatta Death Domain), qui se lie a la
caspase DREDD (Death Related ced-3/Nedd2-like imotéHu and Yang, 2000). Le
recrutement de la caspase DREDD et de son adapf&DD provoque le clivage de la
protéine Imd par DREDD (Hu and Yang, 2000; Paquettal., 2010). Ce clivage permet
I'exposition du motif trés conservé IBM (IAP-BindjrMotif) du c6té N-terminal de Imd, qui
entraine I'association de Imd clivée avec 'ubiongtligase E3 DIAP2 (Drosophila Inhibitor
of Apopotosis 2). Ainsi, Imd est poly-ubiquitiné&& par DIAP2 (Paquette et al., 2010). La
déubiquitinase dUSP36 hydrolyse les chaines d'itmguK63 liées a Imd et empéche ainsi

I'activation constitutive de la voie IMD en abserttmfection (Thevenon et al., 2009).

Chez les mammiferes, les formes ubiquitinées del R#t et activent le complexe de
kinase TAB/TAK1, grace aux capacités de TAB2 et BAde lier des chaines d’ubiquitine
K63 par leur UBD (Kanayama et al., 2004). Chezrtssdphile, 'homologue dTAB2 contient
le domaine conservé de liaison aux chaines d’utbnguikK63 et est requis pour la signalisation
IMD (Kaneko and Silverman, 2005). Il est donc pidbaque dTAB2 joue un rble
d’échafaudage similaire. La kinase dTAK1 est némespour I'activation des voies NEB et
JNK/MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases), aprés la statian par des PGN (Boutros
et al.,, 2002; Silverman et al., 2003; Vidal et @001). En effet, dTAK1 est strictement
nécessaire pour l'expression de peptides antimiengsbvia la voie NFxB et pour
'expression d’autres genes de la réponse immuaeitéigulés par la voie JNK, comme ceux

impliqués dans la réparation tissulaire (Galko &ndsnow, 2004; Silverman et al., 2003).
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Comme nous l'avons déja vu, chez les mammifere&II'ést le point de branchement entre
les voies NFR¢B et MAPK. En effet, la protéine humaine TAK1 phbepyle et active
directement le complexe de kinases IKKRIKinase) et MKKG6in vitro (Wang et al., 2001).
En aval de TAK1, la signalisation du TNF-R rejogglle des TLRs, que nous avons déja

décrit dans le paragraphe «Les voies Toll de laapbile et TLRs des mammiferes».

Chez la drosophile, le complexe de kinase IKK agitaval de dTAK1 et est composé
d’au moins deux sous-unités, dliRKou ird5) et dIKK (ou Kenny). La sous-unité diKKde
la mouche est un homologue des sous-unités cagadgihumaines IK& et IKKp (Silverman
and Maniatis, 2001). La cible du complexe dIKK Deosophila est le précurseur NikB
Relish (Rel). Relish, comme les protéines ®dB--p100 et pl05 des mammiféres, est
composée d'un domaine Rel et d’'une partie inhitetikB-like riche en ankirine (Dushay et
al., 1996). La phosphorylation de Relish par dIKi€raine le clivage de la partieB par la
caspase DREDD et le domaine facteur de transanidiexB peut transloquer dans le noyau,
ou il régule I'expression de nombreux genes (Sihar et al., 2000; Stoven et al., 2000). La
protéine kBa des mammiferes est poly-ubiquitinée par des cedfd@& pour étre dégradé par
le protéasome (Chen et al., 1995) (Fig. 17).

La voie IMD régule ainsi, entre autres, I'expressite peptides antimicrobiens comme
l'attacine et la diptéricine (Lemaitre et al., 1995; Lemaitre et al.,, 1997). D&sdes
transcriptomiques ont révélé que cette voie coatdgalement I'expression de 250 génes
impliqués dans la réponse immunitaire et la répa@sstress (De Gregorio et al., 2001; De
Gregorio et al., 2002; Irving et al., 2001). Cepaamtgl contrairement a la voie Toll, la voie
IMD ne semble pas impliquée dans le développemertirygonnaire car la délétion des

éléments de la voie sont parfaitement viables (Ligenand Hoffmann, 2007).
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Figure 17. Comparaison entre la voie IMD de la drogphile et la voie du récepteur au
TNF chez les mammiferes. (a)Chez la drosophile, la voie IMD est activée par la
reconnaissance de DAP-PGN de bactéries a Gramiinpgatle récepteur transmembranaire
PGRP-LC. La protéine Imd est ensuite clivée paralspase DREDD et Imd clivée est activée
par poly-ubiquitination K63 (Poly-Ub K63) catalysdmr l'ubiquitine ligase DIAP2. La
déubiquitinase dUSP36 empéche I'activation cornstgule la voie en hydrolysant les chaines
d’ubiquitine K63 de Imd. Ensuite, la kinase dTAK4&t eecrutéevia son adaptateur dTAB2,
pour activer distinctement la voie JNK et la voié-kB. Dans la voie NkeB, dTAKL
phosphoryle et active le complexe dIKK, qui phospl®a son tour la sous-unité inhibitrice
IxB de Relish.#B phosphorylée est alors clivée par DREDD et l¢ei@cde transcription NF-
kB peut transloquer dans le noyau, pour induirepifession de nombreux genes de la réponse
immunitaire, dont ceux codant pour les peptidesraatobiens attacine et diptéricind) Chez

les mammiféres, le récepteur au TNF (TNF-R) estvagbar la reconnaissance du TiF
exprimée en réponse a des infections microbien@ette activation entraine la poly-
ubiquitination K63 de la protéine RIP1 par les uitige ligases TRAF2 ou clAP1/2. CYLD
est la déubiquitinase capable d’hydrolyser ces ngsaid’ubiquitine K63 pour réguler
négativement la voie du TNF-R. Ensuite, TAK1 et pestéine adaptatrices TAB2 et 3 sont
recrutées pour activer la voie MAPK ou MB- Cette derniére passe par la phosphorylation du
complexe IKK et la sous-unitg¢ (ou NEMO) est poly-ubiquitinée K63 et par des oeai
linéaires (Poly-Ub M1). A son tour, IKK phosphoryle sous-unité inhibitricexBa, ce qui
déclenche son ubiquitination K48 (Poly-Ub K48) et dégradation par le protéasome.
Finalement, les facteurs N&B libérés se dirigent vers le noyau pour activee wéponse
inflammatoire.
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c. La régulation par ubiquitination des voies TolldD de drosophile

Ces derniéres années, les études sur les voiagrddisation Toll et IMD ont montré
gu’elles étaient finement régulées par ubiquitovatiEn effet, nous avons déja évoque
'exemple de la poly-ubiquitination K63 de Imd dgt#e par I'ubiquitine ligase DIAP2 et
hydrolysée par la déubiquitinase dUSP36 (Paquétid.,e2010; Thevenon et al., 2009) (cf.
paragraphe «Les voies IMD de la drosophile et TNBER mammiferes»). Mais, d’autres
études ont permis de suspecter ou de montrerdedel’ubiquitination et de la sumoylation

dans les voies immunitaires IMD et Toll.

L’ubiquitination dans la voie IMD

Tout d’abord, un crible a permis d’isoler deux nttas provoquant une perte de
fonction partielle dans le gerfekpA qui induisent constitutivement I'expression dunge
codant pour le peptide antimicrobien diptéricinens affecter I'expression du peptide
antifongique drosomycine (Khush et al., 2002). CHegz mammiféres et la levure,
’homologue de SkpA est la sous-unité Skpl (S-phiasase-associated protein 1) du
complexe ubiquitine ligase SCF (Skpl/Cullin/F-boxjyi ciblent les substrats vers la
dégradation protéasomale (Zheng et al., 2002). IDg, pes mutations affectant les autres
sous-unités du complexe SCF (Slimp et dCullinl)addrosophile ou le protéasome induisent
également I'expression de digptéricine (Khush et al., 2002). Comme I'extinction génique d
SkpAet Slimp en cellules de drosophile entraine une stabitisatles formes entieres et
clivées de Relish, il est probable que le factesirtrdnscription Relish soit régulé par le
protéasome et donc, hypothétiquement, poly-ubiggiipar des chaines K48. En outre, une
récente étude a identifié dRYBP (Ring and YY1 BmgProtein), qui contient un domaine de
liaison a l'ubiquitine, comme un régulateur négdegfla voie IMD (Aparicio et al., 2013). En
effet, dRYBP est nécessaire pour l'inhibition de peoduction de AMPs en réponse a
l'infection. De plus, des expériences d'épistasiggerent que dRYBP agit en amont ou au
niveau de SkpA. Les auteurs proposent que dRYBEtitome avec SkpA pour favoriser la
dégradation protéasomale de Relish dépendante Be SC

Par ailleurs, comme dans les voies dB--des mammiferes, les homologues de la
drosophile des «ubiquitin conjugating» E2 dUbcldi¢litin conjugating enzyme 13) et
dUEV1a (Ubiquitin-conjugating Enzyme Variant)lsont nécessaires pour l'activation de la
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protéine dTAK1 et du complexe dIKK (Zhou et al.,080). En revanche, I'inhibiteur du
protéasome ne bloque pas l'activation de dIKK étulle structurale du complexe E2
Ubcl3/UEV1a humain et de la levure montre que captexe ne peut assembler que des
chaines de poly-ubiquitine K63 (Stoven et al., 200@nDemark et al., 2001). Chez les
mammiféres, TRAF6, en association avec Ubcl3/UEIayto-ubiquitine, ce qui entraine
son activation et celle de la kinase TAK1 (Dengalet 2000). Chez la drosophile, le plus
proche analogue de TRAF6 est dTRAF2, qui ne seipdeétre un élément essentiel de la
voie IMD. En revanche, des expériences d’épistasiemontré que dUBC13 et dUEV1a
agissent en aval de la protéine Imd mais en an®dTAK1 (Zhou et al., 2005b). Donc, il est
possible que la transduction du signal de la pmetéind a dTAK1 dépende de I'intervention
d’une ubiquitine ligase E3, restant a identifies@ciée au complexe E2 dUbcl13/dUEV1a.

En outre, l'ubiquitine ligase POSH (Plenty Of SH8ntrole les voies IMD et JNK. En
effet, dans des mouches déficientes pROBH l'activation de la voie JNK et I'expression de
génes dépendants de Relish, comatiacine et diptéricine sont retardés et soutenus. Plus
particulierement, le domaine RING de POSH, qui pdsesl'activité ubiquitine ligase, est
essentiel pour l'interruption de l'activation devaie JNK (Tsuda et al., 2005). Les auteurs
ont également observé que POSH interagit avecd&ipe dTAK1, point de branchement
entre les voies NkB et JNK, et qu’elle favorise I'ubiquitination et Hégradation de dTAK1.
Ces résultats sont concordants avec I'observationedrapide interruption de la voie JNK
causée par la dégradation protéasomale de dTAKk @Ral., 2004). De plus, POSH s’auto-
ubiquitine et entraine ainsi sa propre dégradapooiéasomale, ce qui peut renforcer
I'hypothése d’une activité ubiquitine ligase aséecau protéasome (Xu et al., 2003). Donc,
POSH est impliquée dans un mécanisme de rétrodeniépatif des voies JNK et N&B,
probablement en ubiquitinant dTAK1 par des chak#8 et entrainant ainsi sa dégradation

par le protéasome.

Chez les mammiféres, CYLD est une déubiquitinasedagule négativement les voies
du TNF-R, en induisant la déubiquitination des @rws RIP1, TRAF2, TRAF6 et NEMO
(Courtois et al., 2008 ; Wang et al., 2004 ;Cheal €2012). Chez la drosophile, I'expression
défectueuse deCYLD" " mutation delCYLDqui ne permet pas I'expression des transcrits
de ce géne, entraine une résistance réduite aeotioris bactériennes, qui est rétablie par la
complémentation patCYLD Ce résultat peut néanmoins étre la conséquedaedte d’'une

forte altération de la morphologie et de la phymi®# du corps gras des mouches
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dCYLD"® En outre, les mouches homozygad€ LT*®* sur-expriment constitutivement
la diptéricine comparé aux mouches WT, mais aucune différencefisigtive n’est observée
en réponse a l'infection p&t. coli. Par ailleurs, I'expression de diosomycinen’est jamais
affectée par I'expression atCYLD® ce qui suggére que dCYLD ne régule pas la voie
Toll. Par la technique de double hybride, il a @téntré que dCYLD interagit avec Kenny,
'équivalent de NEMO chez les mammiferes, mais @asc les autres éléments de la voie.
Cette interaction a été confirmée par co-immunapitation a partir de lysats de cellules S2
(Tsichritzis et al., 2007). Donc, en faisant legheie avec son réle chez les mammiferes,
dCYLD pourrait réguler négativement la voie IMD &gdrolysant les chaines de poly-

ubiquitine K63 hypothétiquement liées a Kenny.

L’interactome de la voie IMD a souligné que la sytaton régulait également la voie
IMD (Fukuyama et al., 2013). La protéine dUBC9 aese enzyme «SUMO conjugating
enzyme» E2, qui facilite la sumoylation des pratéichez la drosophile. La perte de fonction
de dUBCO9in vivo entraine une sensibilité aux infections garcoli et une diminution de
'expression del'attacine, en réponse a l'infection, confirmant ainsi l'imsnce de la
sumoylation dans la voie IMD. De plus, la sous-@iaitKKp du complexe de kinase dIKK est
modifiée par la protéine ubiquitin-like SUMO. Lanstilation de la voie IMD par dés. coli
tuées par choc thermique entraine une augmentdtos le temps de la sumoylation de
dIKK B, alors que la sumoylation de la forme mutée PBKKL52A reste au niveau des
cellules non-induites. De plus, la perte d’activatde la voie IMD provoquée par I'extinction
dedIKKg est restaurée par la sur-expression de la formeagawIKK3 mais pas par celle de
la forme mutée dIKIR-K152A, in vivo et in cellulo (Fukuyama et al., 2013). Ces résultats

montrent que la sumoylation de dIRkest nécessaire a I'activation de la voie IMD.

L’ubiquitination dans la voie Toll

La protéine Pellino, connue pour interagir avecleRed été identifiée pour étre un
régulateur positif de la voie Toll (Grosshans et #)99). En effet, les drosophiles mutantes
pour Pellino ont une expression réduite drosomycineet survivent moins bien a une
infection par des bactéries a Gram positif (Hagghyeet al., 2010). Comme, chez les
mammiféres, une protéine homologue de Pelle, IRAK11R-Associated Kinase 1), est
poly-ubiquitinée par Pellino, il est supposé quezcha drosophile, Pelle est également
ubiquitinée par Pellino (Moynagh, 2009).
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En outre, 'enzyme dUBC9 est également impliquéesda régulation de la voie Toll
de Drosophila En effet, il a été démontré, dans un premier g&ngoie dUBC9 permet la
sumoylation de Dorsal (Bhaskar et al., 2000). Bhules, dUBC9 empéche la séquestration
de Dorsal par Cactus, permettant a Dorsal d’edi@es le noyau pour induire I'expression de
genes de I'immunité. La sumoylation de Dorsal sedar sa lysine 382 et elle est contre-
balancée par la cystéine protéase Ulpl (Bhaskalr,e2002). Dans cette étude, il est observé
gue dUBC9 est nécessaire a I'expression dirdaomycingen réponse a la stimulation par
LPS. Cependant, une autre étude suggere que dU@@Bbuie a la régulation négative de la
voie Toll. En effet, les mutan@dUBC9 présentent de fortes anomalies dans 'hématopoiese
(sur-abondance de lamellocytes, défauts mitotiquess les tissus hématopoietiques des
larves...) et une expression constitutivedlesomycingChiu et al., 2005). Les défauts des
mutantsdUBC9dépendent de la présence des facteurgBiPorsal et Dif, ce qui suggere un
réle de dUBC9 dans la voie Toll. Ensuite, il a étiservé que dUBC9 est essentiel pour
maintenir un niveau stable de Cactus (Paddibhath ,e2010). Ce résultat est en adéquation
avec le role de la sumoylation deBb chez les mammiféres. En effet, UBC9 catalyse liajo
d’'une protéine SUMO sukBa (Desterro et al., 1998). Alors que I'activation ldevoie NF-
kB est permise par la poly-ubiquitination K48 etdégradation protéasomale deBb, la
sumoylation par UBC9 du méme résidu lysine @Boal bloque sa dégradation et, par
conséquent, augmente la séquestration decBlBans le cytoplasme et contribue ainsi a la
régulation négative de la voie NdB (Desterro et al., 1998; Hay et al., 1999; Taskiral.,
1997).

3. Les protéines PGRPs de la drosophile

Initialement, les protéines PGRPs ont été isoléez ¢e ver a soiBombyx mori par
leur capacité a lier des PGN (Yoshida et al., 1998z la drosophile, les membres de la
famille des PGRPs (Peptidoglycan Recognition Pme)einterviennent en amont des voies
Toll et IMD. Les protéines PGRPs sont les seulesépres «senseurs» de PGN connues a ce
jour chez la drosophile, alors que la détectionRIBdl chez les vertébreés est effectuée par les
récepteurs TLRs, les protéines NODs et les prasé@@RPs (Boneca, 2009; Charroux et al.,
2009; Dziarski and Gupta, 2006; Girardin and Philp2004). Comme nous I'avons déja vu,
les voies Toll et IMD sont stimulées respectivempat des bactéries a Gram positif et a
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Gram négatif. Cette discrimination provient du faie les PGN des bactéries a Gram négatif
contiennent en troisieme position I'acide aminé DARrs que ceux des bactéries a Gram
positif ont généralement une lysine (Lys) a cettsition (Leulier et al., 2003). Il est
important de noter que bien qu’elle soit une baet@Gram positifBacillus subtilispossede
des DAP-PGN et active donc la voie IMD (Leulieragt 2003). La famille des genB&GRP

est conservée des insectes aux mammiferes et imepdjgatre génes chez 'Homme (Kang et
al., 1998; Liu et al., 2001). Chez la drosophiteize génes codant pour des geR€d&kPont

ete identifies (Kurata, 2004; Werner et al., 2000. famille PGRP est divisée en deux
classes, selon que la protéine soit codée par rdesctits courts (PGRP-S), composés
d’environ 200 acide aminés, ou longs (PGRP-L) aaacmoins 400 acides aminés. Des
insectes aux mammiferes, ces protéines ont un denRGRP conservé dans leur région C-
terminale. Ce domaine possede des similarités gigesées avec les amidases lysozymes de
bactériophages, ce qui suggére une origine antestaatérienne de la famille des PGRPs
(Kang et al., 1998). Pour certaines PGRPs de dhigggomme PGRP-SC1 et PGRP-LB, la
fonction amidase est conservée (Kim et al., 2008ljristh and Steiner, 2006). Dans d’autres,
comme PGRP-SA, -SD, -LE ou —-LC, I'absence du résidiiéine critique dans les domaines
PGRPs a entrainé la perte de la fonction enzymatijuest admis que les PGRPs sans
activité amidase servent de récepteurs pour lanreissance de PGN (Maillet et al., 2008).
En dégradant les PGN, les PGRPs ayant une acvitdase pourraient controler I'intensité
de la réponse immunitaire chez la drosophile essagit, ainsi, comme des enzymes de
détoxifications (Bischoff et al., 2006; Zaidman-Rermat al., 2006). Cependant, chez les
mammiferes, cette activité est aussi bactéricidesetessentielle dans la défense contre les
pathogenes (Dziarski and Gupta, 2006). En outre, petéines PGRP-S de drosophile
possedent un peptide signal, qui leur permet dsoeétées, alors que les membres de PGRP-
L possédent un ou deux domaines PGRPs. Aussi EenPGRP-S que les PGRP-L
contiennent une séquence N-terminale unique pol®GRP donné (Charroux et al., 2009).
Par ailleurs, les protéines PGRPs different setan localisation. Elles peuvent étre sécrétées
dans le milieu extracellulaire (e.g. PGRP-SA), meanhires (e.g. PGRP-LC, PGRP-LF) ou
bien intracellulaires (e.g. PGRP-LE).

Chez la mouche, les genB&RP sont exprimés dans les tissus immunitaires, teds g
les hémocytes, le corps gras, l'intestin, la tracegél’épiderme. La majorité des membres de
PGRP-S sont induits en réponse a l'infection baatée, alors que les protéines PGRP-L

sont principalement exprimés constitutivement (Kar&2004). Chez les mammiferes, les
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guatre genePGRPsont exprimés dans les tissus immunitaires, cotann@oelle épiniere, le

foie, 'cesophage et I'épithélium buccal (Liu et @001; Lo et al., 2003).

a. Les protéines PGRP-SA et PGRP-SD

Un crible de mutants a identifie PGRP-SA comme pno¢eine nécessaire a I'activation
de la voie Toll en réponse aux infections par dastdsies a Gram positif (Michel et al.,
2001). Ce phénotype est sauvé par le transfertmibhgnphe sauvage dans le mut®@RP-
SA Cela suggere que PGRP-SA, comme la majorité @&, est sécrétée et qu'elle permet
I'activation de la voie Toll. La protéine PGRP-SAsséde un peptide signal, ce qui conforte
'hypothése de sa sécrétion (Kurata et al., 2086)revanche, la stimulation de la voie Toll
par des infections fongiques n’est pas bloquée tansutantPGRP-SAni celle de la voie
IMD en réponse aux bactéries a Gram négatif (Mietedl., 2001). Ce résultat, d’'une part,
confirme que les voies IMD et Toll sont induites f@gon indépendante et, d’autre part,
prouve que I'activation de la voie Toll par les sipgnons ou les bactéries a Gram positif se
fait par deux mécanismes distincts. En plus derélencomme PRR, PGRP-SA a une activité
carboxypeptidase (Chang et al., 2004). Pour actizevoie Toll, PGRP-SA et GNBP-1
coopeérent pour détecter les bactéries a Gram p(Gibert et al., 2003) (Fig. 15). En effet,
Gobertet al. ont proposé que GNBP-1, qui partage des homolatgeséquences avec les
glucanases, pourrait dégrader par son activitdytigize les PGN de type Lys, pour gu'ils
soient reconnus par PGRP-SA. Par ailleurs, la fonctle PGRP-SA est partiellement
redondante a celle de PGRP-SD (Bischoff et al.4p0D’autres expériences suggerent que
PGRP-SD participent avec PGRP-SA et GNBP-1 a lactiéh de certaines especes de
bactéries a Gram positif, comn&aphylococcus aureusn effet, PGRP-SD favorise la
liaison de PGRP-SA et de GNBP-1 aux PGN et ces pobtéines forment un complexe
(Wang et al., 2008). D’autre part, étant un acéuatde la voie Toll, il est prévisible que
PGRP-SA lie avec une plus grande affinité les P@N\ypbe Lys que ceux de type DAP.
Effectivement, la structure minimale pour l'actiest de la voie Toll par PGRP-SA est
composée de deux unités GIcNAc-MurNAc liées a dasapeptides et covalemment
dimérisées par un interpeptide (Filipe et al.,, 30(=g. 18). Cependant, les DAP-PGN
peuvent aussi stimuler la voie Toll mais de facamin® intense que les Lys-PGN. Il a été
montré que cette activation dépend de PGRP-SAuicest cohérent avec la faible interaction
entre PGRP-SA et DAP-PGN (Charroux et al., 2009ctivation de Toll par les DAP-PGN
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dépend également de PGRP-SD, ce qui n'est pasesaigrpuisque cette protéine a une plus

grande affinité pour les PGN du type DAP que ceuxyge Lys (Leone et al., 2008).

b. La protéine PGRP-LE

L’injection chez des mouches adultes de DAP-PGNs $otme monomeérique, comme
la TCT (Tracheal Cytoxin), ou polymériqgue déclenalnmee forte production de peptides
antimicrobiens (Kaneko et al., 2004). Cette aciivatiépend de PGRP-LE qui reconnait le
DAP-PGN monomérique, et dont le domaine PGRP esét2dans 'hémolymphe (Kaneko
et al., 2006). Il a été observé que le double MIRGRP-LC/PGRP-LEtait plus sensible aux
infections parEscherichia coligue chacun des simples mutants, indiquant que PIGRe*-
PGRP-LE pourraient avoir des réles redondants dangsistance aux infections par des
bactéries a Gram négatif (Takehana et al., 2002)oWre, la sur-expression de PGRP-LE
suffit a activer la voie IMD, de facon dépendanteRGRP-LC (Takehana et al., 2004). Dans
I’'hémolymphe, PGRP-LE active également la cascadta gprophénoloxydase (caractérisée,
entre autres, par la mélanisation) et apparait donecme le point de branchement entre la
voie IMD et cette cascade protéolytique (Kurata,®0rakehana et al., 2002). Ce double role
extracellulaire était inattendu car PGRP-LE ne iemtpas de domaines transmembranaires
prédits ni de peptide signal, ce qui favorise fluitdypothese que PGRP-LE agit de fagon
intracellulaire (Werner et al., 2000). De plus,rbigue PGRP-LE active la voie IMBia
PGRP-LC dans le corps gras, PGRP-LE active la i2 de facon autonome dans les tubes
de Malpighi (jouant un réle équivalent du rein ctez mammiferes) (Takehana et al., 2004).
Cette derniere observation implique donc que PGRRest susceptible d’agir au niveau du

cytoplasme.

Alors que la version de PGRP-LE ne contenant qumieaine PGRP fonctionne dans
le compartiment extracellulaire pour faciliter kconnaissance de PGN par PGRP-LC a la
surface cellulaire, la forme entiere de PGRP-LE agmme un récepteur intracellulaire de
TCT (Kaneko et al., 2006). Ce résultat coincidecdedait que la forme principale de PGRP-
LE identifiee dans I'hémolymphim vivo est le fragment correspondant au domaine PGRP
seul. Le rdle intracellulaire de PGRP-LE ne déppad de PGRP-LC, ce qui suppose que
PGRP-LE a sa propre capacité intrinseque d’interagid’activer les éléments de la voie
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IMD. Cette hypothése est renforcée par la présdhoe domaine conservé RHIM-like (RIP
Homotypic Interaction Motif) dans la séquence deRIPA.E. Ce domaine est essentiel & la
régulation de la voie IMD et est présent dans lenaioe cytoplasmique de PGRP-LC.
Actuellement, il n'est pas évident de comprendrenmoent le TCT rejoint le milieu
intracellulaire pour étre reconnu par PGRP-LE. dupait passer dans la cellule hoéte par
diffusion ouvia I'implication d’'un systeme de sécrétion de typedi bactéries (Charroux et
al., 2009; Izore et al., 2011).

Une autre fonction intracellulaire a été attriblBePGRP-LE : elle est capable de
reconnaitre les DAP-PGN du pathogene intracelkilaisteria monocytogeng&’ano et al.,
2008). Cette reconnaissance est nécessaire podudlion de la machinerie autophagique,
qui est un processus connu de dégradation de pathsgintracellulaires. En outre,
'induction de l'autophagie suite a la détectiors dactéries par PGRP-LE ne dépend pas des
voies Toll et IMD. Cela suppose donc I'existencan# nouvelle voie responsable de cette
fonction (Charroux et al., 2009; Kurata, 2010). £hes mammiféres, les protéines NOD1 et
NOD2, également des détecteurs intracellulaireB@HN, sont impliqués dans I'activation de
'autophagie, en réponse a l'invasion bactériembeofey et al., 2010; Oh and Lee, 2013;

Travassos et al., 2010).

c. La protéine PGRP-LF

PGRP-LF contient une courte queue cytoplasmiquea@8es aminés), un domaine
transmembranaire et deux motifs extracellulaireflRPS (LFw et LFz), qui ont de fortes
similarités de séquence avec les domaines PGRPisafesmes PGRP-LCx et PGRP-LCa.
Les domaines LFw et LFz different dans leurs a#sipour les PGN. En effet, alors que le
domaine z a une affinité pour plusieurs groupe® @&\, le domaine w reconnait seulement
les PGN dE. coli (Persson et al., 2007). De plus, deux études imiigrges ont montré que
le récepteur transmembranaire PGRP-LF lie les DSRHRt est un régulateur négatif de la
voie IMD (Maillet et al., 2008; Persson et al., ZDCEn effet, I'extinction génique d@GRP-

LF in vivo suffit & activer la voie IMD. De plus, la sur-egpsion de PGRP-LF dans les
drosophiles bloque la synthése de peptides antimiiens, aprés une stimulation microbienne
(Malillet et al., 2008). Deux modéeles ont alors gtéposés pour expliquer ces résultats. Le
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premier propose qu’en interagissant avec PGRP-LGRMRRLF empéche la dimérisation
spontanée de PGRP-LC et donc l'activation constgude la voie IMD (Maillet et al., 2008).
Le modéle alternatif suggére que PGRP-LF séquestreGN circulants pour diminuer leur
concentration endogéne et donc l'activation dedie YMD (Malillet et al., 2008; Persson et
al., 2007). Finalement, une étude structurale técerontre que les domaines LFw et LFz,
contrairement aux autres domaines PGRPs, n’ontepsiion d’accueil pour les PGN et, en
conséquence, ne peuvent pas lier directement lé¢ Basbous et al., 2011). Ce dernier
résultat favorise donc I'hypothese d’'une compéiitemtre PGRP-LF et PGRP-LCa pour lier
PGRP-LCx. Cette hypothése est renforcée par ume &ui montre que les ectodomaines de
PGRP-LCx et PGRP-LF interagissent, en présenc®oule TCT (Basbous et al., 2011).

d. Le récepteur immunitaire PGRP-LC

PGRP-LC est une protéine membranaire, qui seratfe eautres, nécessaire a la
phagocytose des bactéries a Gram négatif par lkdeseimmunitaires S2 (Bergeret et al.,
2008; Ramet et al., 2002). De plus, le muR@GRP-LCa une résistance réduite aux bactéries
a Gram négatif et des expériences d’épistasie uredigque PGRP-LC agit en amont de la
protéine adaptatrice Imd. PGRP-LC est donc néaessai’activation de la voie IMD en
réponse aux infections par des bactéries a Graatihéghoe et al., 2002; Gottar et al., 2002;
Ramet et al., 2002). Cette hypothése a ensuiteagtirmée puisqu’une étude a montré que
PGRP-LC était nécessaire a la reconnaissance desHBWN (Kaneko et al., 2004; Leulier et
al., 2003). Plus particulierement, La structure imale de DAP-PGN nécessaire pour
I'activation de la voie IMD par PGRP-LC est GIcNAMurNAc liée a un tri-peptide par une
liaison interne 1,6-anhydro (Stenbak et al., 2004y. 18). Or, comme la sensibilité aux
infections du mutarfPGRP-LCest moins forte que celle du mut&enny(élément de la voie
IMD en aval de la protéine Imd), il a été proposéuq activateur alternatif, par exemple
PGRP-LE, pouvait également induire la voie IMD (taott al., 2002).

Grace a l'épissage alternatif, le géAGRP-LCcode pour au moins trois isoformes
(PGRP-LCa, x et y), qui possedent les mémes domaig®plasmiques en N-terminal et
transmembranaires mais different par leur domakteaeellulaire (Werner et al., 2003). Le
réle de chaque isoforme dans la réponse immunit&ida mouche a été examinée grace a des
ARN interférents spécifiques d’'une isoforme donnéePGRP-LC (Kaneko et al., 2004).
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Ainsi, il a été observé que PGRP-LCx, mais pas PGB® et PRP-LCy, est nécessaire a
I'activation de la voie IMD par I'ajout de PGN pohgérique deE. coli, alors que le PGN
monomeérique TCT requiert la présence des isofo&@RP-LCa et PGRP-LCx pour induire
la voie (Kaneko et al., 2004). En outre, les isofes de PGRP-LC peuvent former entre elles
des homo- ou hétérodimeres et, grace aux divemebinaisons possibles, plusieurs types de
récepteurs de PGN sont créés (Choe et al., 200%kéaet al., 2004). Par exemple, il a été
observé que la présence de TCT, mais pas cell&tkegdlymérique, entraine la dimérisation
des isoformes PGRP-LCa et PGRP-LCx (Mellroth ¢t28l05). Comme PGRP-LCa ne lie pas
les PGN, il est admis que c’est la liaison de PGRR-aux PGN qui induit la formation de
'hétérodimere PGRP-LCx/-LCa (Mellroth et al., 200%e son cbété, 'homodimére de
PGRP-LCx permettrait la reconnaissance de PGN pigume (Kaneko et al.,, 2006). Le
domaine cytoplasmique de PGRP-LC est essentiel [@ofmrmation de dimeéres et il est
nécessaire et suffisant pour initier la voie dealgation IMD (Choe et al., 2005). En outre,
des études structurales ont identifié la sérine 881PGRP-LC comme un acide aminé
indispensable pour I'hétérodimérisation (Changlet2806; Lim et al., 2006). Comme pour
PGRP-LE, un domaine RHIM-like a été identifié démslomaine cytoplasmique de PGRP-
LC (Kaneko et al., 2006). Etonnamment, ce domastenécessaire pour la transduction du
signal mais pas pour linteraction du récepteurcalad, ce qui amene a penser que
l'interaction de PGRP-LC avec Imd n’est pas indiggable a la signalisation. De plus, le
domaine RHIM-like n’est pas essentiel pour I'hnormdrisation de PGRP-LCx, ce qui
suggere que ce domaine permet l'interaction duptéoe PGRP-LC avec un composant

inconnu de la voie IMD indispensable pour la trarcsidn du signal (Kaneko et al., 2006).

En parallele de I'induction de la voie IMD par kconnaissance de DAP-PGN par des
diméres de PGRP-LC, I'équipe du Dr Tang proposenadele ou le clivage protéolytique de
PGRP-LC permet I'activation de la voie IMD. En effids ont observé que le récepteur est
clivé en réponse aux infections par des bactériésaan négatif . coli et Salmonelld mais
pas par les Gram positifStaphylococcys(Schmidt et al., 2008). De fagcon intéressante,
lintégrité de PGRP-LC n’est pas affectée par Eetion naturelle . coli déficientes pour
les protéases (souche BL21) ou tuées par la chéBalmidt et al., 2011; Schmidt et al.,
2008). En outre, PGRP-LC sans son ectodomaine (demaxtracellulaire) est
constitutivement actif en absence d’infection, slque le domaine cytoplasmique seul de
PGRP-LC n’est pas fonctionnel (Schmidt et al., 20@&nsi, la localisation membranaire de

PGRP-LC est nécessaire pour la signalisation deoi@ IMD et/ou I'ectodomaine régule
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négativement la voie pour empér son activation constitutive en absence d’infec
(Schmidt et al., 2008 Cette hypothése permrait d’expliquer en partie comment les vo
immunitaires distingueniies microbes pathogéniques des -pathogéniques (e.g. bactér
commensales), alors gu’ils disposent des mémedaAMPSs. Dans ce cas, le relargage
protéases microbiennepourrat étre caractéristique des microorganismes viraleet
permettrait I'activation de PGFI-LC, et donc de la voie IMD, en réponse a la pathuifé.
Les auteurs imaginent que ces protéases pouraaisst étre impliqguées dans la génératio
DAP-PGN.Ce résultat rappelle le cas de la protéase Persepimpliquée dans la casce
protéolytique activant le ligand Spéatzle. En effeérsephone est clivée par des protéas:
champignons ou de bactéries a Gram pc(El Chamy et al., 20085ottar et al., 200) (Fig.
15).

DA P—type paptidoglycan (mDpm-direct)
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Figure 18. Les structures des différents peptidoglycane Le peptidoglycane (PGN) est |
polymére de N-acétyflucosamin (G) et d’acide N-acétylruramique (M) réticulé par di
petits peptides. La structudes PGI est trés similaire dans toutes les bactéries, elds
différent dans la composition en acides aminéginsbéspece bactérienne. Les bactérie
Gram négatif possedent des PGN de type I(structure de droite)alors que la majoritées
bactéries a Gram positif ont le plus souvent dell B@c une lysine en troisiéme positior
un pont interpeptidique (structure de gauche). Les structuresnmales nécessaires a
reconnaissance des LGN et des DA-PGN respectivement par les féines PGRP-SA et
PGRP-LC sont encerclée&urata et al., 200)
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4. L’endocytose des récepteurs immunitaires

a. Endocytose du récepteur TLR4 des mammiferes

Chez les mammiféres, la localisation subcelluleirée trafic des TLRs dans la cellule
est un mécanisme primordial pour permettre la déteaes ligands par ces récepteurs.
Actuellement, les TLRs sont divisés en deux grougeton leur localisation subcellulaire
(McGettrick and O'Neill, 2010). Dans le premiergpe, TLR1, 2, 4, 5 et 6 sont tous présents
a la surface cellulaire, ou ils détectent des #res lipidiques (LPS, notamment) de bactéries
ou, dans le cas de TLR5, la protéine flagelline.skeond groupe comprend les récepteurs
intracellulaires TLR3, 7, 8 et 9, qui reconnaisdestacides nucléigues. On constate que les
TLRs du premier groupe reconnaissent des marquaurs surface des pathogenes
susceptibles d’étre présents dans le milieu eXtrdaiee, alors que ceux du second groupe
reconnaissent des acides nucléiques provenant @esngs de bactéries ou de virus et
susceptibles d'étre introduits dans le milieu io#tlulaire. Le trafic de certains TLRs peut
egalement empécher une sur-activation de la voisigielisation TLR. A titre d’exemple,
TLR4 reconnait des LPS bactériens et la réactatté&PS varie en fonction de la quantité de
TLR4 a la surface cellulaire. La quantité de TLRénmbranaire dépend de son trafic a la
membrane depuis le Golgi et de son internalisatepuis la membrane jusqu’aux endosomes
(Fig. 19). Au repos, TLR4 est situé dans le Gotgh éa membrane des monocytes humains
(Husebye et al., 2006; Latz et al., 2002). Deseaxute microscopie confocale ont révélé que
TLR4 et des protéines régulatrices oscillent rapielet entre la membrane et le Golgi (Latz et
al., 2002; Thieblemont and Wright, 1999). TLR4 flue entre ces deux compartiments
jusqu’a ce qu’il soit maintenu a la membrane parllBS, pour permettre la signalisatia
MyD88 (Lu et al., 2008). Par ailleurs, Tanima@taal ont observé que le recrutement de LPS
par TLR4 induit la translocation du récepteur aumdasomes précoces (Tanimura et al.,
2008). TLR4 est ubiquitiné et cette ubiquitinatientraine sa dégradation (Husebye et al.,
2006). Mais, le rble de l'endocytose de TLR4 n'g@sts seulement de provoquer sa
dégradation par les lysosomes. En effet, des relbsr plus récentes montrent que
I'internalisation de TLR4 est nécessaire pour ugaalisation plus compléete. L'inhibition de
l'internalisation de TLR4 dans les macrophagespaa d’effet sur la signalisation de la voie
NF-xB (production de cytokines pro-inflammatoinga MyD88) mais abolit la signalisation
par TRAM/TRIF (production d’interférons de type (KWagan et al., 2008). En outre, TRIF,

qui est exprimé de facon diffuse dans le cytosalepos, est relocalisé au niveau des radeaux
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lipidiques de la membrane et des endosomes précagess stimulation par les LPS (Honda
et al., 2004; Tanimura et al., 2008; Wong et &09. De méme, au repos, TRAM est situé a
la membrane et aux endosomes précoces et l'indupto les LPS entraine la translocation

de TRAM membranaire aux endosomes précoces, aatalise avec TLR4 (Kagan et al.,

2008; Palsson-McDermott et al., 2009; Rowe e8I06).
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Figure 19. L’activation des voies de signalisatiopar TLR4 dépend de sa localisation
cellulaire. Au repos, TLR4 oscille entre le Golgi et la memmigraellulaire. L'activation par

les LPS le maintient a la membrane pour activeia NF«xB via MyD88, qui va permettre

la production de cytokines pro-inflammatoires. eaannaissance des LPS entraine également
son endocytose. A partir des endosomes précoceR4 Tactive une autre voie de
signalisation, dépendante de TRAM et TRIF, pouptaduction d’interférons de type 1.
Alternativement, TLR4 peut étre ubiquitiné pourvseaila voie de dégradation lysosomale.

(McGettrick and O’Neill, 2010)

78



Introduction L immunité

b. Endocytose des récepteurs TNF-R des mammiferes

Chez les mammiferes, les activités biologiques dNF Tsont régulées par deux
récepteurs membranaires TNF-R distincts. Contrargra TNF-R1, le récepteur TNF-R2 ne

contient pas de domaine de mort (DD) et ne peutrpasmettre des signaux d’apoptose.

Au méme titre que TLR4, le récepteur TNF-R1 peduire des voies de signalisation
différentes, selon sa localisation subcellulaire. dffet, alors qu’il induit une réponse non-
apoptotique depuis la surface cellulaire en activas voies NFRe¢B et JNK, TNF-R1 est
€galement internalisé et transmets des sighauwamoptotiques depuis les compartiments
intracellulaires (Tchikov et al., 2011). En effapres la liaison du ligand, le domaine DD de
TNF-R1 recrute la protéine TRADD (TNF-R-Associatedath Domain) (Hsu et al., 1996a).
La protéine TRADD va alors fonctionner comme ureggfbrme d’assemblage et le point de
bifurcation de deux voies de signalisation. D’uretpl’interaction de TRADD avec RIP1 et
TRAF-2 conduit a l'activation des voies NdB et JNK, assurant ainsi une réponse pro-
inflammatoire (Hsu et al., 1996b). D’autre part, AIBD peut recruter FADD pour former le
complexe DISC (Death-Inducing Signaling Complex)sa@h tour, FADD recrute la caspase-8
et induit une cascade de signalisation apoptotigoliqguant 'enzyme endo-lysosomale A-
SMase (Acid Sphingomyelinase) (Mahul-Mellier et, 2008; Wiegmann et al., 1999). La
délétion du domaine TRID (TNF-R1 Internalizationrdain) de la queue cytoplasmique de
TNF-R1 empéche linternalisation du récepteur. Despil a été observé que la perte du
domaine TRID empéchait le recrutement par TNF-R4 pi®téines TRADD et caspase-8
mais pas celui de RIP1 et TRAF2 (Schneider-Braatteat., 2004). Donc, l'internalisation de
TNF-R1 est cruciale pour la signalisation apoptstigmais pas pour l'induction des voies
NF-xB et JNK. Finalement, un modéle a été propose, Eaneel la signalisation de TNF-R1
implique 'assemblage de deux complexes de sigatadis moléculairement et spatialement
distincts, qui activent séquentiellement MB-et les caspases (Micheau and Tschopp, 2003).
Dans ce modele, TNF-R1 recrute, a la surface e@lylRIP1, TRAF2 et TRADD dans les
guelques minutes suivant la liaison au TNF. Cess tpyotéines sont ubiquitinées et se
dissocient du récepteur, apres son internalisabDepuis les endosomes, ce complexe recrute
ensuite FADD et la caspase-8 pour former un deuxieamplexe de signalisation. Plusieurs
études confirment I'existence de deux complexessigaalisation spatialement différents
(Edelmann et al., 2011; Neumeyer et al., 2006; Sidaen-Brachert et al., 2006; Schneider-
Brachert et al., 2004).
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Apres la liaison du ligand, le récepteur TNF-R2eintlise également, de maniere
dépendante de la clathrine, colocalise avec la&petRab7, marqueur des endosomes tardifs
et des lysosomes, et entre dans la voie de dégradgsosomale (Fischer et al., 2011). Cette
étude a identifié un motif di-leucine dans le dameatytoplasmique de TNF-R2 nécessaire a
son internalisation. La mutation de ce motif emgé€mternalisation du récepteur mais
n'affecte pas l'induction de la voie N&B, ce qui suggere que l'internalisation de TNF-R2
n’'est pas requise pour cette signalisation. Lesuwastproposent que I'endocytose de TNF-R2

sert principalement a limiter la réponse au TNFqearécepteur.

c. Endocytose du récepteur Toll Beosophila

Chez la drosophile, il a été montré, réecemment,|'gaelocytose du récepteur Toll était
indispensable a son role dans I'embryogéneseneinilinité innée (Huang et al., 2010; Lund
et al.,, 2010). Dans un premier temps, un crible RRA interférents spécifiques de
phosphatases en cellules S2 a permis d'identifiep domme une protéine nécessaire a la
dégradation de Cactus en réponse a une stimulatiotunitaire (Huang et al., 2010). La
phosphatase putative Mop était déja connue poticiper a I'endocytose de 'lEGFR (Miura
et al., 2008). Grace a des expériences dimmunmieence, Huangt al. ont observé que
Mop colocalise avec la protéine endocytaire Hrssdas cellules S2. De plus, I'extinction de
mop inhibe I'activation de la voie Toiin vivo etin vitro (Huang et al., 2010). Des études
d’épistasie suggerent que Mop agit en amont dee RReldMyD88, c’est-a-dire au niveau du
récepteur Toll. Les auteurs ont également remagueéla protéine Hrs était essentielle a la
dégradation de la protéine Cactus. De plus, le®pes Mop au domaine phosphatase putatif
muté ou sans domaine phosphatase permettent tedpwwignalisation de la voie Toll. En
conséqguence, l'activité phosphatase de Mop n’esinpaessaire a l'activation de la voie. Ce
résultat est conforté par le fait que HD-PTP, I'mbogue humain de Mop, ne possede pas
d’'activité enzymatique (Gingras et al., 2009). Pantre, Hrs, Mop et Toll font partie d’'un
méme complexe. Donc, Mop agirait plutdt comme uaptateur qui facilite I'interaction de
Toll avec les composants endocytaires (Huang e2@1.0). Par ailleurs, I'endocytose de Toll
a aussi été décritm vivo dans le développement embryonnaire. En effet, Letndl. ont
observé que Toll10b, la forme constitutivementvacte Toll, transloque de la membrane aux
endosomes précoces (Lund et al., 2010). En otitrkibition de I'endocytose du c6té ventral
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de I'embryon diminue la signalisation de Toll lcmalent et conduit a une accumulation de
Dorsal du c6té dorsal, provoquant une inversion'ae dorso-ventral. Réciproquement,
laugmentation de I'endocytose latéralement pernteet signalisation locale de Toll.

L’endocytose de Toll semble donc fortement corréléme signalisation active. Finalement,
les auteurs proposent que le récepteur Toll trattente signal depuis les compartiments
endocytaires, plutdt que depuis la membrane plasmiginsi, I'endocytose aurait un réle
crucial dans la régulation spatiale de la voie Tetlldans la formation du gradient de

concentration de Dorsal dans le noyau.

5. Immunité innée et pathologies

Nous avons vu que I'immunité innée est un fabuleystéme, qui constitue la premiéere
ligne de défense d’'un organisme hote contre ddsogahes. Cependant, cette réponse doit
étre intiment régulée car une immunité excessiveasre de nombreuses pathologies, comme
les maladies auto-immunes et inflammatoires (Dehetrial., 2011). Par exemple, la maladie
de Crohn est une maladie inflammatoire intestined@isée par une mauvaise régulation de
limmunité innée de lintestin (Hisamatsu et al.008). Cet organe est exposé a de
nombreuses bactéries non-pathogeéniques (flore timaé=) et, en condition normale, Il
maintient son homéostasie sans développer d'inflatimm. En revanche, chez un patient
souffrant de la maladie de Crohn, la réponse arerma I'immunité innée contre la flore
microbienne est probablement responsable de landiion de l'intégrité de I'épithélium de
lintestin. Par ailleurs, les maladies démyéliniegndu systeme nerveux central, comme la
sclérose en plaques, sont des maladies inflammeatairto-immunes (Mayo et al., 2012). Ces
pathologies sont causées par un emballement désn®& immunitaires inné et acquis
(Hanafy and Sloane, 2011; Weiner, 2008). En pdricd’ immunité innée est responsable de
cette maladie en favorisant la différentiation det@nes cellules immunitaire (Thl et Th17),
ce qui conduit & une inflammation aigué et indiiéctement la démyeélinisation et empéche
la remyélinisation (Mayo et al., 2012). La polyaitdn rhumatoide est une maladie auto-
immune causée par des mécanismes immunologiquemplesll La sur-expression locale du
TNFa est fortement impliquée dans la dérégulation deélponse inflammatoire et la

destruction des tissus associés a la pathologieetdl., 2013).
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Il est donc important de comprendre comment I'imit&uinnée est régulée et, plus
particulierement, d’identifier les mécanismes adeppar les cellules immunitaires pour
réguler rapidement et efficacement les voies deasigation NFkB. Au vue des nombreuses
similitudes entre les voies de signalisation imrmires de la mouche et celles des
mammiféres, la drosophile apparait comme un méeueil modéle pour déchiffrer le
fonctionnement de la réponse immunitaire innéeest modes de régulation mis en jeu au
niveau moléculaire. Au cours de ma théese, je me #uiéressée a la régulation par
ubiquitination de la voie de signalisation IMD de drosophile et, plus particulierement, a
I'ubiquitination du récepteur immunitaire PGRP-LGI gemble entrainer son endocytose. J'ali
également participé a un projet qui a permis dlifien les USPs régulant négativement les
voies IMD et Toll, et de comprendre le role de USBRla protéine adaptatrice Imd.
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A.Le récepteur immunitaire PGRP-LC est réqgulé par ubguitination et
endocytose

1. Démarche scientifique et résumé de l'article

Préalablement au début de ma these, I'équipe GeafChs'intéressait aux
déubiquitinases USPs impliquées dans la régulatmra voie immunitaire IMD, chez la
drosophile. L'une des stratégies possibles pour pcendre le role de ces USPs est
d’identifier quels composants de la voie IMD sobfquitinés. Dans cette perspective, j'ai
dans un premier temps observé que le réceptewsntembranaire PGRP-LC était ubiquitiné
(Fig. 2, Viarguest al). Par la suite, jai essayeé de comprendre le pbigsiologique de cette
ubiquitination et d’identifier quelle(s) déubiquitise(s) étaient impliquées dans le contréle de
l'ubiquitination de PGRP-LC.

Tout d’abord, jai observé que PGRP-LC était cdostiement dégradé (Fig. 1A,
Viargueset al). Bien que le protéasome soit 'un des mécanigmiesipaux de dégradation
des protéines ubiquitinées, la stabilité de PGRPf&ait pas affectée par I'inhibiteur
protéasomal MG132 (Fig. 1C, Viargues al). Par ailleurs, I'ubiquitination des récepteurs
membranaires est décrit comme un signal d’endoeytps envoie les récepteurs ubiquitinés
vers la voie endosomale pour finir dans les lys@gnou ils vont étre dégradés par des
protéases (Raiborg and Stenmark, 2009). Dans ldec®GRP-LC, j'ai effectivement observé
gue l'inhibition de I'endocytose précoce par lagire dynasore entrainait une accumulation
de PGRP-LC dans les lysats cellulaires (Fig. 1@r{tieset al). En outre, I'activation de la
voie IMD par I'ajout de PGN favorise la dégradatae PGRP-LC (Fig. 1B, Viarguet al),
qui apparait donc comme un moyen de stopper latitin de la voie IMD apres stimulation.

La déubiquitinase USP8 est connue pour réguleddeytose de nombreux récepteurs
membranaires (Berlin et al., 2010a; Li et al., 20zuno et al., 2006) mais son réle est
controversé. Les études les plus récentes suggpheidt que USP8 favorise I'entrée des
récepteurs ubiquitinées dans les vésicules intiakles des MVBs (Ali et al., 2013). J'ai
donc testé I'effet de l'inhibition d&sp8sur 'ubiquitination du récepteur PGRP-LC, a lasfoi
in vivo etin cellulo. Ainsi, jai observé que I'extinction ddsp8provoque une augmentation
de l'ubiquitination associée a PGRP-LC (Fig. 2, rgigeset al). En revanche, il n’est pas

possible de discriminer si cette augmentation estqmuée par le fait que I'hydrolyse de
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'ubiquitine liee a PGRP-LC ne se fait plus ou bmnelle résulte d’'une accumulation de
PGRP-LC sous une forme ubiquitinée. Dans cettethgse, PGRP-LC ubiquitiné ne pourrait
plus étre dégradé par le systéme endocytaire, ldessent bloqué par I'extinction ddsp8
Bien que moins importante que celle provoquée ‘patithction deUsp8 I'augmentation de
'ubiquitination de PGRP-LC a également été obsemm® éteignant les genes codant pour les

protéines endocytaires Hrs et Rab5 (Fig. 4, Viesgaeal).

L’ensemble de ces résultats convergent vers I'ihgs® que PGRP-LC est endocyté, en
vue d’étre dégradé. A partir de protocoles déjalipsbjai mis au point un protocole
d'immunofluorescence adapté afin de suivre linddigation du récepteur PGRP-LC,
(Froquet et al., 2012; Moretti et al., 2012) (Ane&. Il est basé sur le fait que le tag V5 de la
construction PGRP-LC-V5 se situe du c6té extralzill en C-terminal. Ainsi, I'incubation
des cellules S2 de drosophile (non fixées et nam@abilisées), préalablement transfectées
par la construction PGRP-LC-V5, avec I'anticorpsnaire anti-V5 permet le marquage des
récepteurs PGRP-LC initialement a la membrane (E@®). La température d’incubation
oscille entre 4°C (endocytose bloquée) et 25°Ccflmmplexe PGRP-LC-V5/anti-V5 peut
internaliser), de facon a obtenir une cinétiquentdiinalisation de PGRP-LC. Ensuite, les
cellules sont fixées et l'anticorps secondaire t®&up I'Alexa 488 ne reconnait que les
complexes PGRP-LC-V5/anti-V5 encore ancrés a la lonene (Fig. 20b). Enfin, les cellules
sont perméabilisées avec du triton et I'ajout daticorps secondaire associé a la Cyanine 3
permet I'observation des complexes PGRP-LC-V5/dbtia la fois a la membrane et ceux
internalisés dans le cytoplasme (Fig.20c). Il espartant de garder a I'esprit qu'avec ce
protocole, une diminution ou une disparition dejle@ntité de PGRP-LC a la membrane n'a
jamais été observée. Cela peut s’expliquer paraié due l'anticorps primaire peut
continuellement reconnaitre, en plus du PGRP-L@alement a la membrane, les nouveaux
récepteurs adressés a la membrane pendant linoobdt peut s’agir des PGRP-LC
nouvellement synthétisés et/ou recyclés depuis eledosomes précoces. La limite de
'observation par microscopie confocale provient thit que nous ne disposons pas
d’anticorps permettant de reconnaitre le PGRP-Ldbgéne. De ce fait, les cellules S2 sont
transfectées par une construction PGRP-LC taguée Md@heureusement, le taux de
transfection des cellules S2 est faible et I'exgias de la construction est tres hétérogene
d’une cellule tansfectée a l'autre. En conséquehest difficile de comparer deux conditions

entre elles, a moins que l'effet soit évident. €jgsurquoi, j'ai ensuite adapté ce protocole
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pour quantifier les fluorescences par cytométrimngxe 2). Cette technique apporte la

dimension quantitative qu’il manque a I'observatpar la microscopie confocale.

Anticorps primaire
({Z‘E"ﬁ‘-, 1h4° Cou2b C) a. 4°C T 25°C
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m s N
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Cellules non- c. Cellules
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Coloration des noyaux
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Figure 20. Principe du protocole dimmunofluorescene permettant de suivre
I'internalisation du récepteur membranaire PGRP-LC. Cette expérience tire parti du fait
que le tag V5 de la construction PGRP-LC-V5 se \eoulu c6té extracellulaire. Avant
'ensemencement des cellules S2, les lamelles de doivent étre traitées a la poly-lysine,
pour que les cellules adhérent suffisamm@jtLes cellules S2 transfectées par PGRP-LC-V5
sont incubées avec l'anticorps primaire anti-V5] geconnait les récepteurs PGRP-LC
initialement a la membrane. A 4°C, le processueytdire est réversiblement bloqué, alors
qu'a 25°C, le complexe PGRP-LC-V5/ anti-V5 peuemtliser dans le cytoplasm) Les
cellules sont ensuite fixées et un premier antie@grondaire couplé a I'Alexa 488 ne peut lier
que les complexes PGRP-LC-V5/ anti-V5 restés a kBmbrane.(c) Les cellules sont
perméabilisées et le deuxieme anticorps secondainglé a la Cyanine 3 reconnait a la fois les
complexes PGRP-LC-V5/ anti-V5 a la membrane et cayant internalisés. Pour finir, les
noyaux sont colorés par le Hoechst et les prépastsont observées par la microscopie
confocale.

Grace a ce protocole d’'immunofluorescence adapigyrouvé que le récepteur PGRP-

LC est internalisé. En effet, les cellules incub&esC pendant une heure (condition TO) ont
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un marquage exclusivement membranaire, alors qaeydmts rouges organisés autour du
noyau apparaissent lorsque l'endocytose est per@aisgh°C pendant 5 a 30 minutes
(conditions T5min, T15min et T30 min) (Fig. 5A, Vagueset al). Ces observations sont
confirmées par les résultats de cytométrie qui nemmtque la fluorescence relative Cyanine
5, associée au deuxieme anticorps secondaire gonmait PGRP-LC membranaire et
internalisé, augmente avec le temps d’incubatia26eC (Fig. 5B, Viarguest al). Pour
contrer I’hétérogénéité de la transfection, I'asalya été effectuée sur des cellules exprimant
«moyennement» PGRP-LC-V5, c’est-a-dire sur desileslidont la fluorescence Alexa 488
(celle reflétant seulement PGRP-LC membranaire)cestprise entre fOet 1G. Sur cet
échantillon de cellules transfectées, la fluoreseelyanine 5 moyenne a été normalisée par
rapport a la condition TO. Quatre expériences dagtitjue ont été effectuées et, sur le
diagramme, la moyenne de la valeur relative «flscgace Cyanine 5 moyenne a Tx
normalisée par fluorescence Cyanine 5 moyenne aes0x»eprésentée pour les différentes
conditions (TO, T15min, T30min et T45min).

Le protocole d'immunofluorescence a ensuite étéis@tipour tester l'effet de la
stimulation de la voie IMD sur l'internalisation décepteur PGRP-LC. Ainsi, j'ai remarqué
que, rapidement, la distribution de PGRP-LC memdirann’est plus uniforme quand les
cellules sont induites par du PGN. En effet, ceffgartition membranaire ressemble a une
structure en «collier de perles», qui pourraitéteft I'oligomérisation de PGRP-LC connue
pour étre nécessaire a la transduction du sigmgl §FViargueset al) (Choe et al., 2005). De
plus, lorsque l'endocytose est permise continual@mpendant une heure (T60min),
linduction par les PGN augmente la quantité de P&R internalisé.

Finalement, ces résultats nous conduisent a propmseodele suivant : I'activation de
la voie IMD entraine l'oligomérisation de PGRP-LEnsuite, l'ubiquitination de ces
oligomeéres va déclencher leur internalisation dengytoplasme. Par comparaison avec
d’autres récepteurs ubiquitinés, comme I'EGFR, npoigvons spéculer que, au niveau des
endosomes précoces, USP8 deéubiquitine PGRP-LCvetida ainsi son entrée dans les
MVBs, ou il va suivre la voie de dégradation lysosde. Ainsi, I'endocytose de PGRP-LC
apparait comme un moyen d’éliminer les récepteprésaactivation de la voie et contribue
probablement a stopper I'activité du récepteuréonse a l'infection. Ce mécanisme permet
aussi d'eviter 'accumulation du récepteur ubiqétiqui pourrait s’accumuler sous forme

d’agrégats protéiques ubiquitinés, dont on sailgjgont tres déléteres pour les cellules.
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Abstract

The stability and activity of many membrane receptare regulated by the endocytic
trafficking. Ubiquitination of these receptors issgribed to promote their endocytosis and, in
a number of cases, the deubiquitinating enzyme USPBBPY) regulates their subsequent
lysosomal degradation. Here, we describe a newatgy mechanism of PGRP-LC stability
through the endosomal pathwaynosophila PGRP-LC is an immune receptor activated by
the recognition of Gram-negative bacteria PGN andrd) the immune deficiency (IMD)
pathway. We evidenced that the PGRP-LC degradasiatependent from endocytosis and
promoted by the addition of PGN. Then, we showed BGRP-LC is ubiquitinated and that
blocking endocytic process by silencing genes, sashRab5 and Hrs, provoked an
accumulation of ubiquitinated PGRP-LC in S2 cdliquitination level and endocytosis of
PGRP-LC are likely controlled by USP8, sindep8knockdown in either S2 cells or living
flies provoked an accumulation of ubiquitinated FRGIEC. Subsequently, we developed an
innovative protocol of immunostaining to see theRPE.C internalization. Thereby, we
observed that the activation of the IMD pathwayR$N increased the level of cytosolic
PGRP-LC. Silencingsp8did not block PGRP-LC internalization but led e accumulation

of ubiquitinated aggregates in the cytosol, whidtely results from a blockage of the
degradation process of several membrane receptohsgding PGRP-LC. Our results identify
PGRP-LC endocytosis as a rapid mechanism allowangnternalization and elimination of

ubiquitinated PGRP-LC following an immune challenge

Key words: IMD, PGRP-LC, endocytosis, USP8
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Introduction

The innate immune system detects a wide rangetbbgansvia distinct pattern recognition
receptors (PRRs), triggering the activation of easi defense mechanisms such as
phagocytosis and specific immune signaling [1]. @bgvation of the innate immune system
stimulates the adaptive immunity, relying on lympytes activation upon antigen
presentation and memory of the encountered pathdgenisregulated immunity may be at
the origin of inflammation and severe auto-immumgeases, implying a network of down-

regulatory mechanisms [2-5].

In the fruit fly Drosophila melanogastethe main defense mechanism relies on its innate
immunity, since an adaptive immune response laoksvertebrates [6]. Two conserved
immune pathways are distinguished in flies and lvegult in the activation of different NF-
kB transcription factors, which specifically reg@atmmune response genes expression,
among which antimicrobial peptide encoding genes.tl one hand, the Toll pathway is
activated by the recognition of fungi and Gram-pesi bacteria by circulating PRRs,
inducing the indirect activation of the Toll receptand the expression of a set of
antimicrobial peptide genes, includidgosomycin[7]. On the other hand, the IMD (immune
deficiency) pathway is induced upon the direct igdof DAP-peptidoglycans (PGN),
specific to Gram-negative bacteria and a subs@&@ram positive, by the PGRP-LC receptor
[8, 9]. Then, PGRP-LC triggers the activation cadscaf the IMD pathway, which leads to the
expression of another set of antimicrobial genasluding attacin and diptericin. As in
mammals, Drosophila immune pathways are regulated to avoid an excesshmune

response, which is deleterious to the flies [10-12]

Endocytic trafficking regulates the function of eesd plasma membrane receptors which
mainly internalize from the plasma membrane throwtgthrin-coated vesicles and are
translocated to early endosomes [13]. Then, receptan be recycled back to the cell
membrane either directly or indirectya recycling endosomes, or convey to lysosomes for
proteolytic degradation, through sorting to mulsivellar bodies (MVB) and late endosomes
[14]. The ESCRT (Endosomal Sorting Complex for Bort) machinery ensures several
functions during endocytosis. ESCRT complexes meize@gubiquitinated cargoes, preventing
their recycling and, therefore, promoting their de@tion. They are also instrumental in the
deformation of the endosomal membrane and catahegdinal abscission of the endosomal

invaginations [15]. Hrs (Hepatocyte growth factoegRlated Substrate), in particular, is a
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subunit of the ESCRT-0 complex. Hrs recruits ultigaied proteinssia its two ubiquitin-
binding domains (UBD) [16] and promotes their delgteon through the MVB pathway.
Besides, Rab GTPases serve as crucial regulatorssafular membrane transport. Notably,
Rab5 occurs in early endosomes and takes partencéngo segregation in endosomal

microdomains [17].

Ubiquitination of membrane proteins occurs bothtla¢ cell membrane and at early
endosomes to regulate their internalization ancaetflular sorting [16, 18]. Ubiquitination is
a reversible post-translational modification cotisgsin the linkage of ubiquitin monomers or
polymersvia the free amine group of a lysine (K) in the taggeprotein. Depending on their
nature, ubiquitin moieties can address proteinsefatocytosis, proteasomal degradation or
modify their activity. Conjugation of one or severaono-ubiquitin (multi-ubiquitination)
was first identified to trigger receptors endocigd49]. More recently, K63-linked ubiquitin
chains (K63-polyUb) was described as a signal fatgin sorting into the MVB pathway
[20]: indeed, while mono-ubiquitination of the membe protein Gapl triggers its
internalization, K63-polyUb directs Gapl to the M\¢&thway [20]. The ESCRT-0 complex
has a weak affinity to ubiquitin [21]. Thereforef&polyUb chains or the conjugation of
numerous mono-ubiquitination may strengthen the EBO binding to ubiquitinated
proteins. Protein ubiquitination is counteracteddaybiquitinating enzymes (DUBs) which
hydrolyze ubiquitin from their substrates. USP8(sym of UBPY), in particular, has been
implicated in the endocytic down-regulation of numes receptors, including EGFR
(Epidermal Growth Factor Receptor) and others [Bjwever, the effect of USP8 on EGFR
trafficking is controversial. In some studies, USK&s shown to prevent EGFR degradation
[23, 24] whereas others studies reported that USé&8ases EGFR down-regulation [25-27].

In this study, we showed that endocytic pathwaymmites both the internalization and the
degradation of the PGRP-LC receptor. PGRP-LC ialezation and degradation are notably
stimulated by the addition of PGN, probably allogviior the elimination of activated PGRP-
LC. Ubiquitination of PGRP-LC was evidenced bathcellulo and in vivo, which may
provide the signal for endocytosis and degradat®iencingUsp8or endocytic geneRab5
andHrs led to a strong accumulation of ubiquitinated PARRE indicating that USP8 and
other actors of the endocytic machinery are redufor the degradation of ubiquitinated
PGRP-LC. Moreover, silencing ofJlsp8 did not significantly interfere with the IMD
signaling, suggesting that USP8 acts at the lelvglaxtivated ubiquitinated PGRP-LC, after

the immune signal has been achieved. Subsequemy, visualized the PGRP-LC
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internalization in S2 cells and showed that PGNitamid promotes the immediate PGRP-LC
oligomerization at the cell surface which is thelidwed by an enhanced internalization rate.
Taken together, our results show that PGRP-LC ulmgtion and subsequent endocytosis is
regulated by USP8 and provides a newly describedharesm for the rapid turnover of

PGRP-LC following immune challenge.

Results

Immune stimulation favors PGRP-LC degradation

To assess PGRP-LC receptor turnolgsophilaS2 cells were transfected with V5 tagged
construct and the level of PGRP-LC-V5 in cell lgsatwas determined by western blot
analysis. When S2 cells were treated by the pratgnthesis inhibitor cycloheximide, the
amount of PGRP-LC in lysate decreased compare teated cell lysate (Fig. 1A). This
suggests that PGRP-LC is subjected to a permansrdvier. The amount of PGRP-LC was
then followed at different time after addition ofpiidoglycan (PGN) (Fig. 1B). In
cycloheximide treated cell lysates, the PGRP-LCllgwogressively decreased after PGN
treatment, while PGRP-LC amount stayed unchangedan-treated cells. This result
indicates that the activation of the IMD pathwaiynstiates the degradation of PGRP-LC and

that new receptors are synthetizenovdollowing immune stimulation.

Endocytic but not proteasome activity is required 6r PGRP-LC degradation

Proteasome activity is one of the main cell medrasi allowing for protein degradation.
Therefore, we treated PGRP-LC-V5 transfected SRMB132, a proteasomal inhibitor (Fig.
1C). We observed that the MG132 treatment did eatl Ito the stabilization of PGRP-LC.
Hence, PGRP-LC degradation is mostly independemt foroteasome. Some receptors, such
as EGFR and Notch, are known to be rather degragdéysosomal proteases following their
internalization [28, 29]. To investigate if PGRP-lLi€degraded by endocytosis, transfected
S2 cells were treated by dynasore, a dynamin itdribihe dynamin GTPase is principally
involved in the scission of newly formed vesicl88][ Therefore, dynasore treatment inhibits
endocytosis at early stage, namely during membyaioéeins migrationvia the future
endocytic vesicle. The dynasore treatment sigmtigancreased the amount of PGRP-LC in
cell lysate (Fig. 1C). Interestingly, dynasore tneent also favored the outbreak of high
molecular weight bands that could match to PGRR+lL@imeric complexes (Supp. Fig. 1).
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PGRP-LC is an ubiquitinated receptor controlled bythe deubiquitinating enzymeUSP8

Ubiquitination of a number of plasma membrane pnstées a known tag for their endocytosis
[18, 20, 31, 32]. However, PGRL-LC ubiquitinatiotatsis has not been described yet. To
answer this question, immunoprecipitated PGRP-LCW&s revealed by anti-ubiquitin
antibodies, resulting in a smear, characteristiaglofuitination, for cells transfected by PGP-
LC-V5 compared to control cells (Fig. 2A). Therelwe pointed out that the PGRP-LC
receptor is ubiquitinated. At early endosomes,dbebiquitinating enzyme USP8 (or UBPY)
regulates the MVB sorting of numerous ubiquitinateembrane receptors [18, 23, 33]. So,
we tested the effect of silencifgsp8on the PGRP-LC ubiquitination level. We obtained a
strong increase of ubiquitinated PGRP-LC formsUisp8 silenced cells compare to cells
incubated with control double strand RNA (dsRNA)g(F2A). Similar experiments were
performed with extracts from flies expressing a G&fged PGRP-LC (Fig. 2B). On the one
hand, we observed that the receptor was ubiquithat vivo. On the other hand, we
confirmed that the silencing adsp8in flies led to a strong accumulation of ubiqudtied
PGRP-LC forms. Consequently, we conclude that USiR&tly deubiquitinates PGRP-LC
and/or that it promotes ubiquitinated PGRP-LC todegraded by the endosome-lysosomal

machinery.

In order to evaluate if accumulated ubiquitinateGRP-LC is able to induce immune
signaling, the IMD pathway activation was monitoried Usp8 depleted cells following
immune stimulation. Activation of the IMD pathwayag achieved by adding heat-killéd
coli in the culture medium and was monitored usingAtiacinluciferase(AttA-lug reporter
gene [34]. Interestingly, silencidgsp8did not modify the induction of thattA-luc reporter
gene inE. coli stimulated cells, compared to cells treated withticd dsRNA (Fig. 3). This

result suggests thatsp8silencing leads to an accumulation of inactival@&RP-LC form.

Blocking endocytosis leads to the accumulation ofoiguitinated PGRP-LC

To further assess if the destiny of ubiquitinat€slRP-LC is controlled by endocytosis, we
tested the effect of blocking the endocytosis @aamount of ubiquitinated PGRP-LC forms.
To this aim, S2 cells were transfected with PGRPMZCand incubated or not with dsRNAs
specific to eitherRab5 or Hrs. PGRP-LC was immunoprecipitated from cell lysates
samples were immunoblotted with anti-ubiquitin batlies. Indeed, we noted that silencing
either Rab5 or Hrs increased the amount of ubiquitinated PGRP-LC.(B#, B). These
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results put together argue that endocytosis canti@ degradation of ubiquitinated PGRP-
LC.

PGRP-LC is endocytosed in S2 cells

All the previous results imply that PGRP-LC would mternalized through the endocytic
machinery, then promoting its degradation. So, iregpby published experiments [35, 36],
we developed a protocol to highlight and follow ®@RP-LC receptor internalization in S2
cells transfected with a PGRP-LC-V5 construct (sexthods). Briefly, non-permeabilized
living cells were incubated at 4°C to block endosys and incubated with primary antibodies
(anti-V5), recognizing PGRP-LC-V5 at the cell sgda Internalization of the primary
antibody/ PGRP-LC-V5 complex was then allowed fdo 0 minutes at 25°C, while control
cells were maintained at 4°C. Cells were fixed botpermeabilized before addition of the
secondary antibody coupled to Alexa 488 fluoresat, which only binds to the primary
antibody/ PGRP-LC-V5 complex at the membrane exzlefiace. Cell membranes were then
permeabilized and another secondary antibody linke@yanine 3 was used to detect both

membrane and cytosolic primary antibody in complgth PGRP-LC-V5.

This protocol allowed for the distinction of membea(in green) PGRP-LC to both membrane
and internalized receptor (in red) by confocal mscopy (Fig. 5A). At TO, PGRP-LC was as
expected mainly, if not exclusively, localized hé tcell membrane, while cells incubated at
25°C for 5 to 30 minutes at 25°C displayed both foeme and internalized PGRP-LC (Fig.
5A). The cytosolic receptor was united in organiztdicture, which seemed to migrate

nearby nucleus over time. This observation undethat PGRP-LC is internalized.

In order to quantify the amount of internalized PRP, we also performed a cytometry assay
based on a similar protocol (see methods). Residlf®ur independent experiments were
averaged and showed an increase of Cyanine 5 sigriahction of the time incubation at
25°C (Fig. 5B). This reflects the fact that longmils were incubated at 25°C, the more
PGRP-LC was in the cytoplasm.
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Immune stimulation triggers PGRP-LC internalization

In order to observe PGRP-LC endocytosis in respomseimune stimulation, we used the
same immunostaining protocol in the presence of Pdiixing the primary antibodies
incubation. PGN stimulation significantly modifigde repartition of PGRP-LC at the cell
membrane which, rather to be uniformly distributéolbked like to a “pearl necklace”
distribution, in the five minutes following PGN atidn. It most probably reflects immediate
oligomerization of activated receptors (Fig. 6,t l&§gure). Moreover, one hour of PGN
stimulation at 25°C (T60min) induced a significantrease of cytoplasmic PGRP-LC
compared to uninduced cells (Fig. 6, right figuddgnce, the IMD pathway activation by
addition of PGN provokes a rapid redistribution RERP-LC at the cell membrane and

enhances its internalization rate.

Discussion

Our work identifies a regulatory mechanism of tH@RP-LC immune receptor stability in
Drosophila First, we showed that PGRP-LC is subjected teranpnent turnover and that its
degradation is enhanced by immune stimulation. &#cwe demonstrated that PGRP-LC
degradation occurs independently from the proteasdmt via the endocytic pathway.
Moreover, we pointed out that PGRP-LC is ubiquittthand that ubiquitinated PGRP-LC
level is controlled by the endocytic proteins HrelaRab5, as well as the deubiquitinating
enzyme USPS8, already described to regulate infemimn and stability of numerous
membrane receptors [24, 27]. Finally, we develoge@dapted immunostaining protocol and
evidenced the PGRP-LC dynamic distribution at tleraembrane and trafficking toward the

cytoplasm in response to immune stimulation.

Ubiquitination has been well-documented to occutlifierent endocytic steps. The nature of
ubiquitin moieties involved in this mechanism isetse, including mono-, multi- or various
kind of poly-ubiquitination [19, 20, 37]. Here, veowed for the first time that PGRP-LC is
ubiquitinated bothn cellulo andin vivo. Then, we observed that blocking the MVB pathway
by silencing eithetsp8or endocytic genes increased the amount of ulngied PGRP-LC.
Accumulation of ubiquitinated PGRP-LC was particiylahigh in Usp8 silenced cells
compared tdHrs or Rab5depleted cells. This result suggests that USP&dhwaks ubiquitin
moieties linked to PGRP-LC. In addition, USP8 masoaplay a crucial function in the
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endocytic process of ubiquitinated substrate. Tdgt hypothesis is supported by the fact that
USP8 has been involved in endocytosis of an inargasumber of receptors [18, 22, 26, 38,
39]. FurthermoreUsp8deficient cells exhibit aberrantly enlarged mulsieilar endosomes
colocalizing with enhanced ubiquitination [22, Z5upp. Fig. 2). Consequently, we suggest
that theUsp8depletion disrupts the proceeding of endocytdsa]ing to the accumulation of
ubiquitinated PGRP-LC in endosomes which cannadreed and degraded by the lysosomal
pathway. According to this hypothesis, PGRP-LC uligated forms are specifically

targeted to the endosomal pathway.

In our study, we showed that the activation of ii® pathway by PGN triggered both the
PGRP-LC internalization, as observed by immunoftsoence, and its degradation, as
observed on western blots experiments. The PGRiddgtadation suggests that endocytosis
down-regulates the IMD pathway signaling. Thereig further investigated the USP8
contribution to the regulation of the IMD signalingd we noted that blocking endocytosis by
silencingUsp8 did not significantly interfere with the IMD siglivag, after induction byE.

coli in S2 cells. This result implies thidsp8depletion leads to an accumulation of PGRP-LC
inactive ubiquitinated forms. Another hypothesishiat theUsp8knockdown confines PGRP-
LC into the intraluminal vesicles of MVBs and, ceqgsently, the receptor is not able to
transmit the signal anymore. This last suggessoronsistent with the fact that USP8 acts on
the ESCRT-III level to deubiquitinate EGFR, allogitior its integration in intraluminal

vesicles and its subsequent lysosomal degrad&idn [

On the other hand, although receptors endocytosis fivst described as a degradation
mechanism to down-regulate the signaling pathways icurrently obvious that, in some
cases, receptors internalization also takes paheirsignaling process. For instance, the TNF-
R1 internalization allows for the selectivity oktkignaling pathway induced by this receptor.
Indeed, whereas TNF-R1 induces a pro-inflammatesponse from the plasma membrane,
this receptor also activates a pro-apoptotic siggalpathway from endosomes [40].
Moreover, it was observed that knockdotrs by RNAI prevents the Toll signal-dependent
degradation of Cactus Drosophila[41]. Hrs is present in a complex with the Toll imne
receptor and promotes Toll-dependent signalingcatohg that endocytosis is needed for the
DrosophilaToll immune signaling. The Toll endocytosis wasoatonfirmed to be necessary
for its role inDrosophilaembryogenesis [42]. Unfortunately, our results niid allow us to

discriminate if PGRP-LC internalization takes pant the IMD signaling but rather
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demonstrate its crucial role in PGRP-LC turnovkustavoiding accumulation of inactivated

protein aggregates.

Besides, we observed by immunofluorescence staiiagPGN immune stimulation led to
an immediate redistribution of PGRP-LC receptothat cell surface towards a “necklace”
organization at very early stage of endocytosis §M8 T5min). We propose that these spots
reflects the PGRP-LC oligomerization, which is ddsed to occur following ligand
recognition [43] and which promotes rapid signalngduction trough the Imd scaffolding
complex. Similarly, the high molecular weight bamdserved in dynasore treated cell lysates
by western blots could match to PGRP-LC multimarggesting that activated multimeric
complexes, which are stabilized in dynasore treatts, are the forms addressed to the
endocytic process. This hypothesis implies that P&R oligomers are very stable because
western blot was carried out under denaturing ¢oordi.

According to our results, we suggest that PGN ieduthe PGRP-LC oligomerization,
allowing for the IMD pathway activation. Then, thdiquitination of active PGRP-LC
oligomers triggers their endocytosis, inactivatemmd degradation, possibly contributing to
avoid sustained IMD signaling. In conclusion, waghlighted a new mechanism for the
control of PGRP-LC homeostasis. We show for thst firme that PGRP-LC receptor is
ubiquitinated and endocytosed to be degraded.ignhpitocess, the deubiquitinating enzyme
USP8 promotes the PGRP-LC MVB sorting, most propddy deubiquitinating PGRP-LC
and enhancing its integration in intraluminal véssc of MVBs. How PGRP-LC is
ubiquitinated in response to infection remains weicheined and it would be interesting to
identify both the E3 ligase mediating this effeadaa DUB counteracting the PGRP-LC
degradation in favor of recycling. In addition,ghstudy does not exclude that early step of
PGRP-LC internalization could be necessary for IiM® signaling pathway, before its

inactivation and entry into the lysosomal pathwexysuring its final degradation.
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Experimental procedures

Fly strains

Flies were raised on standard culture medium atod&0°C. Transgenic lines were
constructed in the P{UASt} vector [44]. The line BPAS-Usp8IR} was obtained from
Vienna Drosophila Research Center (VDRC #8931).[#3UAS-PGRP-LCx 77A EGFP}
expressing the PGRP-LCx cDNA CG4432-RA fused to EGHder the control of UAS
regulatory sequences was obtained from Dr. Tand. [#biquitous driver transgene
daughterlessGal4 (daGal4) was obtained from theorBington stock center and was
recombined with the temperature sensitive inhibi@al80ts transgene [47]. Temperature
driven expression of transgenes was achieved kssiomg flies with daGal4, Gal80ts driver
line. Progeny were maintained at 20°C during thestigment and switched at 30°C during 2

days at adult stage to allow the transgene expme$ssfore freezing.

Cell culture and RNA silencing

DrosophilaS2 cells were maintained in Schneiddd®sophilamedium supplemented with
10% heat inactivated fetal cow serum (Invitrog@&i)A templates for dSSRNA synthesis were
generated by PCR using the primers specific to &aget genes. Primers were designed from
Drosophila RNAIi screening center databases (http://www.flyorg; DRSC15876 for
siUsp8 DRSC23710 fosiRab5and DRSC27741 faiHrs) [45]. Purified PCR products were
used as DNA templates fan vitro transcription of RNAI using the MEGAscript RNAItki
(Ambion). Gene silencing was achieved by the adiditf 50 pg of dsSRNA simultaneously to

the DNA transfection (see below).

Monitoring IMD pathway activation in S2 cells

To measure IMD pathway activation, we used the mep@onstructs pAtta-luc [43, 48]. The
Dual-luciferase reporter assay (Promega) was ugeatbbmalizing witpAcluc (Engelet al,
in prep). Simultaneously with dsRNAs, DNA transfentwas performed with 10 ng pfAc-
luc normalisator and 10 pg @Atta-lug 48 hours prior luciferase detection. To actividue
IMD pathway, heat-killecE. coli (2.1F bacterial cells per we)l were added 6 hours prior

dual detection of the two luciferases. Each coaditvas done in triplicates.
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Immunoprecipitation and immunoblotting from cell extracts

To observe PGRP-LC protein expression, S2 cellsl(®0ells) were transfected with 1 pg of
pMT PGRP-LC-V5 or 1 ug of empty vector pMT accoglin standard procedures. The pMT
PGRP-LC-V5 construct was obtained from Dr. Anderpt8] and allows for the expression
of the full-length isoform x of PGRP-LC under mét#tionein promoter. The expression of
PGRP-LC-V5 is activated by the addition of CuS08 f®M 24 hours after transfection.

Gene silencing was achieved by the addition of §@®fudsRNA simultaneously to the DNA
transfection. S2 cells were lysed 48 hours aftardfection. To test the stability of PGRP-LC,
cells were treated by MG132 20 uM (proteasome itdribSigma-Aldrich) or cycloheximide
8mg/ml (protein synthesis inhibitor, Sigma-Aldricloy 4 hours before lysis. To block early
endocytic step, cells were treated by dynasoreNd{dynamin inhibitor, Tebubio) for 1 hour
before lysis [49]. To activate the IMD pathway, pépglycan (PGN, Invivogen) at 80 ng/ml
was added for 5 to 30 minutes in S2 cell culturelimeThe used lysis buffer was {NaCl 150
mM; Triton 0,6%; EDTA 4 mM; EGTA 4 mM,; protease ibhor cocktail 0,5% (Sigma — ref.
P8340); PR619 35 uM (déubiquitinase inhibitor frambubio)}. In order to reveal its
ubiquitinated forms, PGRP-LC-V5 was immunoprecieith by anti-V5 antibodies (Life
Technologies) following standard procedures anceakad with anti-ubiquitin antibodies
(FK2, Enzo Life Sciences). FK2 antibodies recogrim¢h mono- and poly-ubiquitinated
proteins but not free ubiquitin. Western Blots withole cell lysates were revealed with anti-
V5 to detect PGRP-LC-V5 and afiTubulin (internal loading control).

Immunoprecipitation and immunoblotting from fly ext racts

Progeny was maintained at room temperature andated 2 days at 30°C to inhibit Gal80ts
expression and allow Gal4 expression (and subs#guaansgenes expression). About
fifteen flies per genotype were lysed accordingtemdard protocol and PGRP-LC-GFP was
immunoprecipitated by anti-GFP antibodies (Cell f@igng). Ubiquitinated forms of the
receptor were revealed by anti-ubiquitin antibodéesl the level of immunoprecipitated
PGRP-LC was observed with anti-GFP antibodies. WHlilyl extracts were immunoblotted
with anti-GFP to detect PGRP-LC-GFP and $atiubulin (internal loading control).
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Immunofluorescence

The protocol of immunofluorescence was inspirednfrstudies about membrane proteins
trafficking [35, 36]. It is based on the fact thle V5 tag of PGRP-LC-V5 construct is on C-
terminal side, localized in the extracellular spa&eleast 24 hours before immunostaining,
S2 cells (5.10cells per well) were transfected with 50 ng pel wepAc PGRP-LC-V5 and

in silencing experiments, with 2 pg per well of 8&8R Alive cells were incubated with anti-
V5 mouse antibodies for one hour in all. It recagdi PGRP-LC-V5 initially at the
membrane, since cells were not permeabilized y&telils were incubated with anti-V5 (Life
Technologies) at 4°C (blocked endocytosis: TO) diftérent duration at 25°C (permitted
endocytosis: T5min, T15min, T30min), to get a kioetf the PGRP-LC internalization. In
some experiments, PGN 80 ng/ml was added to theapyi antibody to activate the IMD
pathway. Then, on unpermeabilized but fixed calldirst secondary antibody (anti-mouse
Alexa 488, Life Technologies) was used to detetit\&h linked to PGRP-LC-V5 still at the
membrane. After permeabilization, another secondatipody (anti-mouse Cyanine 3, Life
Technologies) was added to highlighted anti-V5 eiséed to both membrane and cytosolic
PGRP-LC-V5. Finally, nuclei were stained by Hoecl&imples observation was done by

confocal microscopy (Leica).

Cytometry

With the aim to quantify the internalization of PG&R, the previous immunofluorescence
protocol was adapted to cytometry experiment. Baoroetry, anti-mouse Alexa 488 was
used to identify membrane PGRP-LC and anti-mousan®g 5 (Life Technologies) labeled
membrane and internalized PGRP-LC. The fluorescesm#éing was performed with Becton
Dickinson FACS Calibur. Statistical analysis wasielon transfected cells which moderately
expressed PGRP-LC (Alexa 488 fluorescence inclimeaeen 1and 16). The Cyanine 5
fluorescence mean of these selected cells was cedhpa function of the time of cells
incubation at 25°C. For each point, Cyanine 5 #goence mean was normalized by the
Cyanine 5 fluorescence mean of TO. This experinvesd independently carried out four

times and we averaged the relative Cyanine 5 feaanece for each condition.
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Figure legends

Figure 1. PGRP-LC degradation depends on endocytasand is promoted by the IMD
pathway stimulation

Drosophila S2 cells were transfected with the esgioe construct PGRP-LC-VBA) After
48h, cells were treated or not by cycloheximideddmi (an inhibitor of protein synthesis) for
4 hours. PGRP-LC-V5 level in the inputs was momitbby immunoblotting with anti-V5
antibodies (LysatesiV5). Anti-p-tubulin antibodies served as internal loading rmnt
(Lysates op-tubulin). The PGRP-LC level in cell lysates desesh by the treatment of
cycloheximide.(B) S2 cells were treated or not by cycloheximide 8mhdor 4 hours. Cells
were lysed at different time (5, 10 or 30 minuteffer addition of PGN 80 ng/ml or not.
Lysates are revealed by anti-V5 and dnatitbulin. The IMD activation by addition of PGN
led to a gradual decrease of PGRP-LC in cell lgsdtaly observable in cycloheximide-
treated cells)(C) S2 cells were treated or not by MG132 20 uM (agasomal inhibitor) for
4 hours or by dynasore 80 uM (a dynamin inhibifor) 1 hour. Lysates were revealed by
anti-V5 and antp-tubulin. PGRP-LC-V5 level was stable in the presenf MG132, while

the dynasore treatment led to an accumulation RRP-GC.

Figure 2. Silencing ofUsp8leads to an accumulation of ubiquitinated PGRP-LC

(A) S2 cells were transfected with the PGRP-LC-V5 eggion construct or the empty vector.
The dsRNAs specific t&Jsp8 (siUspg or a control genes(Ctrl) were also added. S2 cells
were lysed 48 hours after transfection. Lysates ewerecleared and subjected to
immunoprecipitation with anti-V5 antibodies and gquotinated PGRP-LC was revealed with
anti-ubiquitin antibodies (V5 aUb). Presence of PGPR-LC V5 recombinant proteirthén
inputs was assessed by immunoblotting with antexbbodies (LysatesV5). Anti-B-tubulin
antibodies served as internal loading control (kgsaB-Tubulin). Ubiquitinated PGRP-LC-
V5 was highlighted by a smear between 70 and 158 Rbe silencing oUsp8 but not the
siCtrl, led to a strong accumulation of its ubiquitinatedms in S2 cells(B) Flies spent 2
days at 30°C before proteins extraction. Proteitraeks were prepared from control flies
(DaGal4, Gal80ts/+), flies expressing only PGRPGEP (DaGal4, Gal80ts>PGRP-LC-
GFP) or flies expressing both PGRP-LC-GFP and URp@®aGal4, Gal80ts>PGRP-LC-GFP
+ Usp8 IR). PGRP-LC-GFP was immunoprecipitated frélyn extracts with anti-GFP
antibodies and analyzed with anti-ubiquitin antilesd(IrRhGFP aUb) or anti-GFP (IRGFP
aGFP). Fly extracts were revealed with anti-GFP éigsaGFP). In presence of the PGRP-
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LC-GFP, IRRGFPaUb revealed a smear between 100 and 250 kDa, corresponding to PGRP-
LC-GFP ubiquitinated forms. The intensity of this smear was stronger in presence of Usp8 IR

transgene.

Figure 3. SilencingUsp8does not interfere with the IMD pathway signaling

S2 cells were co-transfected withAttA-luc reporter gene angbAc-luc normalisator to
measure the activation of the IMD pathway by heat-kifedcoli. Sequence specific long
dsRNAs were added into the media to silence indicated target genes in triplicates. Histograms
represent the relativattacin expression compared to non-infected cells (NI). Cells treated by
siUsp8did not present a misregulatattacin expression after addition &. coli compare to

the control $iCtrl).

Figure 4. Inhibition of endocytosis by dsRNAs leads to an accumulation of ubiquitinated
PGRP-LC

S2 cells were transfected with the expression construct PGRP-LC-V5 or the empty vector.
The dsRNAs specific to a control gersQtrl), Rab5(A) andHrs (B).were also added. S2
cells were lysed 48 hours after transfection. Lysates were precleared and subjected to
immunoprecipitation with anti-V5 antibodies and ubiquitinated PGRP-LC was revealed with
anti-ubiquitin antibodies (l&v5 aUb). Presence of PGPR-LC-V5 recombinant proteins in the
inputs was assessed by immunoblotting with anti-V5 antibodies (LysdfsAnti-B-tubulin
antibodies serve as internal loading control (Lysat@sTubulin). (A) siRab5increased the
amount of ubiquitin signal associated to PGRP-LC compared to the presesiCariof(B)

siHrs caused also an accumulation of ubiquitin signal when PGRP-LC was

immunoprecipitated, in comparison wWglCtrl.

Figure 5. PGRP-LC is internalized in S2 cells

S2 cells were transfected with the expression construct PGRP-LC-V5 24 hours before
immunostaining(A) Living cells are labeled with the anti-V5 mouse antibodies during one

hour, which recognized initial membrane PGRP-LC. Meanwhile, the cells were incubated at
4°C to block PGRP-LC endocytosis (T0O) and more or less time at 25°C (5 minutes for T5min,
15 minutes for T15min and 30 minutes for T30min) to allow the receptor internalization.

After fixation, unpermeabilized cells were incubated with a secondary anti-mouse Alexa 488
(shown in green) which only recognized the anti-V5-PGRP-LC-V5 complex at the membrane.

After permeabilization of cells membrane, they were incubated with a secondary anti-mouse
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Cyanine 3 (shown in red) which detected the antP@GRP-LC-V5 both at the membrane
and in the cytoplasm. Nuclei were stained by Hoe@di®wn in blue). At TO, PGRP-LC was
essentially at the cell membrane. Then, the molle seayed at 25°C, the more observed is
the red labeling in the cytoplasm. Hence, PGRP4.{ternalized in S2 cells at 25°C, but not
at 4°C. Scale: 5 un{B) The previous immunostaining was carried out, ekdbpt the
secondary antibody used after permeabilizationagapled to Cyanine 5. The point T45 was
also added to the kinetic of the PGRP-LC interaaion. Both Alexa 488 and Cyanine 5
fluorescences were read and statistical analyss peaformed on transfected cells which
moderately expressed PGRP-LC (Alexa 488 fluoreseamduded between $@nd 16). For
each condition, the mean of Cyanine 5 fluorescerfcéhis population was represented
relatively to the mean of Cyanine 5 signal at T@ede results were averaged from four
independent experiments. The Cyanine 5 signal ase@ in function of duration of stay at
25°C.

Figure 6. PGRP-LC internalization is enhanced afteiMD activation

S2 cells were transfected with the expression cottisPGRP-LC-V5 and both membrane and
internalized PGRP-LC was independently labeledhsiicwas already described in the
previous figure. The membrane receptor was showgréen, whereas the membrane and
cytosolic PGRP-LC was represented in red. Nucleevahown in blue. PGN 80 ng/ml was
simultaneously added (+PGN) or not (-PGN) to theary anti-V5 antibodies. The antibody
incubation was set for 1 hour at 4°C and more €8 leng time at 25°C. Cells were incubated
at 25°C for 1 hour (T60min) or for 5 minutes (T5miM0 matched to cells incubated only at
4°C. At TO and T5, the addition of PGN led to a fumiform membrane labeling (a
“necklace” structure) compared to the control with@GN. At T60, the IMD activation

enhanced the PGRP-LC internalization relativelthecontrol without PGN. Scale: 5 um.

Legends to Supplemental Figures

Supplemental Figure 1. Dynasore treatment favors # apparition of high molecular
weight bands

S2 cells were transfected with the expression cocisPGRP-LC-V5. Then, they were treated
by either dynasore 80 uM (a dynamin inhibitor) fohour or not. PGRP-LC-V5 level in the
inputs (unboiled or boiled 5 minutes at 95°C) waiseled with anti-V5 antibodies (Lysates

aV5). Anti-B-tubulin antibodies serve as internal loading aainftysatesafp-tubulin). In the

107



Résultats PGRF-LC est régulé par ubiquitination et endocy

unboiled lysates, high molecular weight bands veesent (*). After boiling the lysates, the
intensity of these bands decreased, while the lBvRIGPR-LC increased.

Supplemental Figure 2. USP8 has a main role in thesceptors down-regulation by
endocytosis

S2 cells were transfected with the expression cocisPGRP-LC-V5. Rabbit produced anti-
V5 antibodies were used to detect PGRP-LC-V5 arlld @eere incubated at 25°C for 30
minutes (T30min) or let at 4°C for one hour (TOheh, the membrane receptor was labeled
by an anti-rabbit Cyanine 5 (shown in pink). Aftalls permeabilization, mouse produced
anti-ubiquitin antibodies were added and recogneaédbiquitinated proteins. Finally, cells
were incubated with both anti-rabbit Cyanine 3 (rhesme and cytosolic PGRP-LC shown in
red) and anti-mouse Alexa 488 antibodies (ubigaigd proteins shown in green). Nuclei
were stained by Hoechst (shown in blue). The sitenof Usp8led to a general accumulation
of ubiquitinated proteins in S2 cytoplasm, whichtchad to green aggregates. These
aggregates did not exclusively colocalize with rinédized PGRP-LC but they were close to
the plasma membrane at TO, whereas they migratedhe cytoplasm at T30min. Scale: 5

pum.
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Figure 1. PGRP-LC degradation depends on endocytosis and isgmoted by the IMD
pathway stimulation (Viargueset al)
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Figure 2. Silencing ofUsp8leads to an accumulation of ubiquitinated PGRP-LC
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Attacin-luciferase screening: effect of siUsp§8 on IMD signaling
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Figure 3. SilencingUsp8does not interfere with the IMD pathway signaling

(Viargueset al)
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Figure 4. Inhibition of endocytosis by dsRNAs leadt an accumulation of ubiquitinated
PGRP-LC (Viargueset al)
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Figure 5. PGRP-LC is internalized in S2 cellgViargueset al)
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before permeabilization
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Figure 6. PGRP-LC internalization is enhanced aftediMD activation (Viargueset al)
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Supplemental Figure 1. Dynasore treatment favors #h apparition of high molecular
weight bands(Viargueset al)
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Supplemental Figure 2. USP8 has a main role in theceptors down-regulation by
endocytosigViargueset al)
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3. Résultats complémentaires

a. Caractérisation de l'ubiquitination de PGRP-LC

Nous avons observé que PGRP-LC était ubiquitinévo etin cellulo (Fig. 2, Viargues
et al). J’ai donc cherché a caractériser le type duiltiigation associée au récepteur. Pour
cela, nous disposons au laboratoire d’anticorpgifigpées des chaines de poly-ubiquitine
K63 ou K48 (ClonesiK63 HWA4C4 etaK48 Apu2, Millipore). L'immunoprécipitation de
PGRP-LC-V5 a été effectuée selon le protocole télams l'article Viargue®t al et les
western blots ont été révélés avec les anticoki8 ouaK48. Bien que l'ubiquitination K63
des récepteurs membranaires soit connue pour @tsggoal pour le tri endosomal (Lauwers
et al., 2009), PGRP-LC ne semble pas étre polyuiting par ce type de chaines (Résultats
non montrés). En revanche, I'hybridation de la meme par I'anticorpsiK48 révele un
«smear» pour les cellules transfectées par PGRNA.QFig. 21). Donc, PGRP-LC est
modifiée, au moins en partie, par des chaines Heumiquitine K48. J'ai donc ensuite testé
I'effet de I'inhibiteur du protéasome MG132 spégifement sur les formes ubiquitinées K48
de PGRP-LC et, de fagon inattendue, ces formes amt gas accumulées de fagon
significative lorsque le protéasome est bloqué .(F&]). Ce résultat suggere que
'ubiquitination K48 de PGRP-LC ne cible pas leepteur vers le protéasome, ou il va étre
dégradé. Cette hypothese est renforcée par lguaitPGRP-LC-V5 n’'est pas stabilisé dans
les lysats cellulaires en présence de MG132 (KigMiargueset al). A I'opposé, dans le cas
du récepteur membranaire Smoothened (Smo) quilBqtiitiné par des chaines K48, le
traitement par MG132 conduit a une accumulationfdeses ubiquitinées K48 de Smo (Li et
al., 2012). Dans cette étude, les auteurs mong@miSmo est a la fois multi-ubiquitiné, pour
entrer dans la voie des endosomes, et poly-ubigui48 pour étre envoyé vers le
protéasome, depuis les endosomes tardifs. Darasldee PGRP-LC, les chaines d’ubiquitine
K48 pourraient contribuer a le cibler vers la veiredosomale. Mes résultats montrent donc
gue PGRP-LC est ubiquitiné, au moins en partiedparchaines de poly-ubiquitine K48 mais
pas par des chaines K63. Comme le profil du «smdaria poly-ubiquitination K48 de
PGRP-LC se distingue de celui obtenu en révélagt an anticorps qui reconnait tous types
d’ubiquitination (FK2, Enzo Life Sciences), nousupgonnons fortement que PGRP-LC est
modifié par d’autre(s) type(s) d’ubiquitination qesstent a déterminer. Malheureusement, par

manque d’anticorps, nous ne sommes pas en mestestde d’autres types d’ubiquitination,
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comme la multi-ubiquitination ou la poly-ubiquitten K29, déja identifiées comme des

signaux d’endocytose (Chastagner et al., 2008).

Empty vector
PGRP-LC-V5
MG132

250kDa

150 kDa

IP aV5

WB ak4g 'O

T5kDa _

50 kDa

75 kDa

IP aV5
WB aV5

50 kDa

T5kDa

Lysates
WB aV5

30kDa

Lysates 50 kDa
WB af-Tubulin

— e .

K48 ubiquitinated
PGRP-LC-V5

PGRP-LC-V35

PGRP-LC-VS5

+~B-Tubulin

Figure 21. La poly-ubiquitination K48

de PGRP-LC ne le cible pas pour la
dégradation protéasomale. L’hybrida-
tion par des anticorps spécifigues des
chaines de poly-ubiquitine K48 montre un
«smear» pour les cellules transfectées par
PGRP-LC-V5. Ce récepteur est donc
ubiquitiné, au moins en partie, par des
chaines K48. L’inhibition du protéasome
par ajout de MG132 n’entraine pas
d’accumulation significative des formes
ubiquitinées K48 de PGRP-LC. Ainsi, la
poly-ubiquitination K48 de PGRP-LC
n'est pas associées a une dégradation
protéasomale.
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b. Effet de I'extinction ddJsp8 Hrs etRab5sur la poly-ubiquitination K48 de

PGRP-LC

L’extinction par RNAi deUsp8 et des protéines endocytairdss et Rab5 entrainent

une augmentation de l'ubiquitination de PGRP-LCg(F2 et 4, Viarguest al). Jai

egalement testé I'effet de ces RNAI spécifiquensemtla poly-ubiquitination K48 de PGRP-

LC (Fig. 22). Comme pour l'ubiquitination totale B&RP-LC, la poly-ubiquitination K48 du

récepteur est augmentée en présencesidep8 siRabb et siHrs comparé aux cellules

incubées avec le RNAI controle. Ce résultat suggeeela dégradation du récepteur PGRP-

LC poly-ubiquitiné K48 dépend du processus endaeyta
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WB aK48
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Figure 22. Les extinctions déJsp8 Hrs et Rab5entrainent une augmentation des formes
ubiquitinées K48 de PGRP-LC.(a) L’'extinction deUsp8 (siUsp§ augmente le signal de
poly-ubiquitination K48 associé a PGRP-LC, en corajgan avec le RNAI controlesiCtrl).
(b) Les extinctions des genes codant pour les pratéamelocytaires HrgsiHrs) et Rab5
(siRabj augmentent la poly-ubiquitination K48 de PGRP-EG ,comparaison avetCtrl.
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c. Effet de I'extinction ddJsp8 Hrs etRab5sur I'internalisation de PGRP-LC

Dans un premier temps, le protocole d'immunofluceese développé a été utilisé pour
tester I'effet de I'inhibition d&Jsp8sur l'internalisation de PGRP-LC. Les cellulesd été
transfectées par PGRP-LC-V5 en présence ou nailJsp8et I'internalisation de PGRP-LC
a été permise a 25°C pendant 0 a 30 minutes (Ba). Zomme les cellules transfectées ont
un comportement hétérogene, il est tres difficeticer des conclusions sur I'effet di@Jsp8
sur I'internalisation de PGRP-LC. En conséquenaeuiilisé la technique de cytométrie pour
guantifier I'internalisation du récepteur en présepu norsiUsp8 L’extinction des protéines
endocytaires Hrs et Rab5 a également était testéewrs de cette expérience (Fig. 23b). Ce
résultat est trés préliminaire car I'expérience Big@ réalisée qu’'une seule fois (ce qui
explique d’ailleurs I'absence de barre d’erreur Burdiagramme). En revanche, pour les
conditions «sans RNAIi» et «avsitJsp8, la fluorescence cyanine 5 est mesurée sur undgra
nombre de cellules (environ 10 000 cellules) tracigfes et exprimant «moyennement» la
construction PGRP-LC-V5 (fluorescence Alexa 488 pose entre 1D et 10).
Malheureusement, les extinctions s et Rab5 semblent trés délétéres et je n'ai pu
sélectionner, au maximum, que 6000 cellules sedanctiteres de fluorescence Alexa 488.
D’aprés l'analyse des résultats de cytométrie,einkle qu'a la foissiRabb et siUsp8
conduisent a une augmentation du signal Cyanic&Sst-a-dire celle de la quantité de PGRP-
LC internalisé, pour la condition T45min. Ce réaylts’il est significatif, suggére que les
extinctions deUsp8 et Rab5bloquent la dégradation de PGRP-LC, qui s’accundales le
cytoplasme. Il serait intéressant de refaire cettpérience en élargissant la cinétique

d’internalisation.
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Figure 23. Effet de I'extinction deUsp8 Hrs et Rab5 sur l'internalisation de PGRP-LC.

(a) Observation par microscopie confocale de I'intksaéion de PGRP-LC en présence ou non
du siUsp8 Le comportement des cellules transfectées epiéssion de la construction PGRP-
LC-V5 sont tres hétérogenes, ce qui rend difficiliaterpréter I'effet dusiUsp8 Echelle : 5
pum (b) Pour contrer cela, jai quantifié I'effet degJsp8 siHrs et siRab5sur l'internalisation
de PGRP-LC, grace a la techniqgue de cytométrie. r€ggltats sont tres préliminaires car
I'expérience n'a été réalisée qu’une seule foisT4omin, la présence de@Usp8et desiRab5
semblent plutét augmenter la fluorescence Cyanineldhc la quantité de PGRP-LC a

I'intérieur des cellules.
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B.ldentification des USPs intervenant dans la voie IND : I'ubiquitination
différentielle de la protéine Imd réqulent son acitité et sa stabilité

1. Résumeé de l'article

Avant mon arrivée, I'équipe avait adapté des tdstiférase en plaque 96 puits
permettant de mesurer, en cellules S2, I'activatleria voie IMD et de la voie Toll apres
induction, respectivement, par I'ajoutEd’ coli ou du ligand Spatzle (Engel, 2009, These
universitaire). Une bibliotheque d’ARN interférefBNAI) ciblant spécifiguement chacune
des DUBs identifiees chez la drosophile a égalerégntonstruite. Ainsi, le crible RNAI a
permis d’identifier trois USPs régulant négativemlenvoie IMD : USP2, USP34 et USP36
(Fig. 1A, Engelet al). De facon intéressante, I'extinction de chacdeeces trois USPs
entraine également une activation constitutive alevdie IMD (Fig. 1B, Engelet al).
L’équipe a préalablement montré que USP36 réguatnéement la voie IMD en hydrolysant
les chaines d'ubiquitine K63 associées a la pretdmd et nécessaires a son activité
(Thevenon et al., 2009). Par ailleurs, parmi lesbifuitinases testées, seule USP34 régule
négativement la voie Toll, en réponse a la stinmhapar Spatzle ou de fagon constitutive
(Fig. 2, Engekt al).

Les résultats des tests luciférases ont été v&iifi&ivo. Pour cela, les ARNs ont été
extraits a partir de mouches transgéniques etlmique de RT-PCR gquantitative permet de
mesurer le niveau d’expression des genes rappsrtiut’induction des voies IMD (genes
codant pour les peptides antimicrobiens attacingipgéricine) et Toll (gene codant pour le
peptide antifongique drosomycine). Comme obteneeadlules S2, I'extinction dé&Jsp34ou
deUsp2dans le corps gras entraine une sur-activatianifisigtive de la voie IMD. En outre,
I'extinction deUsp34dans le corps gras provogue également une inductiostitutive de la
voie Toll (Fig. 3, Engelket al). Par des expériences de double extinction géngyur des
mouches transgeéniques, j'ai observeé que la régulatégative de la voie IMD par USP2 ou
USP34 nécessite la présence de la protéine Imd Figngelet al). La sur-activation de la
voie Toll par I'extinction génique db&sp34 dépend de la protéine adaptatrice MyOB8
cellulo (Fig. 2C, Engeet al).
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Au cours de cette étude, nous nous sommes intéress&dle de USP2 dans la
régulation de la voie IMD. Dans un premier temps siavons observé que USP2 interagit
avec la protéine Imd et, préférentiellement, avwddmaine N-terminal de Imd (Fig. 4A,
Engelet al). Par la technique de Pull-Down, nous avons eofgsgue la moitié N-terminale de
USP2, qui ne contient pas son domaine catalyticeieent plus fortement la protéine Imd
(Fig. 4B, Engelet al). Aprés avoir vérifidn vitro que USP2 est une déubiquitinase active,
nous avons montii@ cellulo etin vivo que I'extinction ddJsp2entraine une augmentation de
'ubiquitination K48 de la protéine Imd. Réciproguent, La sur-expression de USP2, mais
pas celle du mutant catalytique USP2mC (ou USP2difjnue la poly-ubiquitination K48

de Imd, alors qu’elle n'affecte pas 'ubiquitinati&63 de Imd.

La poly-ubiquitination K48 cible Imd pour la dégedihn protéasomale. En effet, on
observe une accumulation conjointe des formes ithiges K48, de la forme entiére et de la
forme clivée de Imd lorsque le protéasome est [dquar MG132. De méme, I'extinction de
Usp2s’accompagne d’'une accumulation des formes poiguitinées K48, entiéres et clivées
de Imd (Fig. 5 et 6, Engat al). Ce résultat est inattendu car comme USP2 hyskeoles
chaines K48 associées a Imd, nous nous attendiaids @ favoriser la dégradation de Imd en
absence de cette enzyme. Au contraire, ce ressilgporte I'hypothese que USP2 est
impliquée dans la dégradation de la protéine Imdeffet, Imd interagit avec la sous-unité
26S du protéasome et cette interaction est fawmseprésence de USP2. De plus, USP2
interagit avec la sous-unité 26S que lorsque I&pre Imd est sur-exprimée (Fig. 6, Engel
al.). Donc, le complexe Imd/USP2 a une plus granfieit#f pour la sous-unité du protéasome
gue chacune de ces protéines seules.

Par ailleurs, nous avons remarqué que I'augmentat@'ubiquitination K48 de Imd
due a l'inhibition deUsp2n’est plus observée apres infection paccoli. De plus, l'infection
entraine également une stabilisation des formegymfuitinées K48, de la forme clivée et
de la forme entiére de la protéine Imd (Fig. 5, éreg al). Ces résultats supposent que,
lorsqu’elle doit étre recrutée pour la cascade igaadisation, la protéine Imd n’est plus

ubiquitinée par des chaines K48 et, en conséqugntle est stabilisée dans le cytoplasme.

En conclusion, cette étude a identifié trois régules de la voie IMD : USP2, USP34 et
USP36, qui régulent négativement la voie de fagormains partiellement dépendante des

eléments de la voie IMD (protéines Imd et RelisRar ailleurs, seule USP34 régule
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négativement la voie Toll et son activité dépend demposants de la voie Toll (MyD88,
Dorsal/Relish). Le réle de USP2 a plus particuligzat été étudié, dans le cadre de ma these.
D’apres les résultats obtenus, cette déubiquitirsmmble fortement impliquée dans la
dégradation de Imd. Nous proposons donc que USP2ep&envoi de la protéine Imd poly-
ubiquitinée K48 vers le protéasome et/ou assudldbiquitination de Imd avant son entrée
dans le protéasome. Il est probable que l'ubigaiiom K48 de Imd assure sa dégradation
permanente par le protéasome, afin d’'empéchei&iin constitutive de la voie en absence
d’infection. En outre, nous montrons que l'infeatientraine une stabilisation des formes
entiére et clivée de Imd, et la perte des formdg-poiquitineées K48 de facon indépendante
de USP2. Cela résulte vraisemblablement du blodagkactivité de l'ubiquitine ligase E3
catalysant I'ubiquitination K48 de Imd, qui restétee identifiée.

2. Article Engel et al. (en préparation)

Title
Identifying ubiquitin proteases acting onDrosophilaimmune signals: differential

ubiquitination of IMD regulates its activity and stability

Elodie Engel*? Perrine Viargués™® Magda Mortiet*3 Emmanuel Taillebourd
Dominique Thevenarf= and Marie-Odile Fauvarqli&®

'Université Grenoble-Alpes, F-38000 Grenoble, France
’CEA, DSV, iRTSV, Biologie & Grande Echelle, F-38@5renoble, France.
]INSERM, U1038, F-38054 Grenoble, France.

*corresponding author: iIRTSV/BGE/Genetics &Chemagaits, CEA-Grenoble, 17 rue des

Martyrs, 38054 Grenoble Cedex, France

Email : marie-odile.fauvarque@cea.fr

One sentence summary:
USP2, USP34 and USP36 regulBt®sophilaNF-kB pathways

124



Résultats USP2 hydrolyse les chaines d’ubiquitine K48 de

Abstract

In Drosophila TOLL and IMD NF«B-like signalling pathways control immune response,
displaying strong similarities with mammalian TLRad TNFR pathways. These immune
signals are regulated by ubiquitination of protemedifying either their activity or their
stability. To investigate how ubiquitin proteaseaynorchestrate signal down-regulation, we
created a RNAI library targeting ubiquitin specificoteases (USP) and ubiquitin carboxyl
hydrolases (UCH) selected in tBeosophilagenome. Screening this librarydrosophilaS2
cells identified USP2 (CG14619), USP34 (CG5794) ar8P36 (Scny/CG5505) as down-
regulators of the IMD pathway, and USP34 as they ardgative regulator of the TOLL
pathway, the three enzymes being required in bottukated and un-stimulated cells. vivo
gene extinction in fat body cells of eithdsp2 or Usp34confirmed their negative regulatory
function on the IMD or TOLL pathways while we preusly demonstrated that USP36
directly prevents IMD activation by hydrolysing IMihked K63 ubiquitin chains. We further
showed that USP2 interacts with IMD and specificaydrolyses IMD linked K48 ubiquitin
chains. Silencinggsp2not only led to the accumulation of K48-ubiquited IMD but also of
full-length and cleaved IMD. We further demonstdatdSP2 requirement in proteasomal
dependent degradation of IMD in unchallenged caoost Strikingly, infection fully
prevented IMD K48 ubiquitination indicating a regidry mechanism inhibiting IMD
degradation in response to immune challenge. Ouik vilous identifies three ubiquitin
proteases required iBrosophila immune response and deciphers the specific actofit
USP2 in the down-regulation of IMD dependent signalthe control of IMD homeostasis.

Key words: USP, IMD, Toll, RNA interference screen
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Introduction

Conjugation of ubiquitin monomers or polymers hasemed as a key mechanism for the
control of the activity or the stability of protaiil]. Whereas lysine 48-linked poly-ubiquitin
chains (K48) trigger proteasomal dependent degadaf proteins, mono-ubiquitination and
various kinds of other poly-ubiquitin chains, inding lysine 63-linked chains (K63), regulate
the activity, conformation or the subcellular lasation of proteins [2-5]. Consequently,
ubiquitination regulates many cellular processeshsas receptor endocytosis, DNA
transcription and repair or signal transductionl(§- In this context, ubiquitin proteases,
which hydrolyse ubiquitin moieties, form a well-gefd family of proteases regulating a wide
range of cellular processes and representing pnognisological targets in human therapies
[11-14]. The Nuclear factor Kappa-B (NdB) - dependent signalling pathways promoting
inflammation, cell growth and innate immune signaise notably regulated by the
ubiquitination of several intermediates includirgaffolding molecules, such as TRAF and
RIP1, and protein kinases complexes such as Nerag, gubunit of thed-B Kinase (IKK)

[3, 13, 15-17]. In addition, the nuclear translomatof NFKB requires its dissociation from
its inhibitor 1kB whose proteasomal degradation is induced by hissphorylation and
subsequent K48-linked ubiquitination [18]. Follogithe identification of CYLD, a growing
number of deubiquitinases have been found to medignsient inhibition of NkB
dependent pathways raising the question of spéaygifiend functional interrelationships

between ubiquitin proteases [19-27].

In Drosophilg two conserved NIkB-like signalling pathways TOLL and IMD contributie a
robust innate immunity by promoting the expressmfnantimicrobial peptide genes in
epithelial cells, circulating blood cells and faidy cells in response to infections [28-30]. The
TOLL receptor is activated by binding of the pras cytokine Spéatzle (SPZ) whose
cleavage depends on upstream extracellular praieobascades initiated by circulating
Peptidoglycan Receptors proteins (PGRPSs) follovihng recognition of various pathogens,
mostly fungi and Gram-positive bacteria [31]. Aetied TOLL associates with adaptor
proteins dMYD88 and Tube, resulting in the activatof the serine/threonine kinase Pelle
leading to phosphorylation and ubiquitination o tkB-like molecule Cactus (CACT), and
to its subsequent degradation by the proteasonje@ZT degradation releases MXB- like
factors, DIF and/or Dorsal (DL), which translocaétethe nucleus [33] and activate a set of

antimicrobial peptides genes includiBgosomycin(Drs) which encodes a potent antifungal
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peptide [31]. The IMD pathway is predominantly aated in response to infection by Gram-
negative bacteria and results in the productionawbther set of antibacterial peptides,
including Diptericin (Dipt) and Attacin (AttA) [33]. This pathway is induced by the direct
recognition of Diaminopimelic (DAP) acids, derivéwm bacterial peptidoglycans via the
transmembrane receptor PGRP-LC/IRD7 which assaciatth the cytoplasmic scaffolding
protein IMD [34]. IMD associated complex mediathee fctivation of TAK1 which activates
Kenny (KEY), theDrosophila KK, and the subsequent phosphorylation of the di#Fhke
factor Relish (REL) [35]. As in mammalian cells,sat of conserved ubiquitin ligases
regulates theDrosophila TOLL and IMD pathways [36-42]. We have previously
demonstrated that IMD is ubiquitinated by K63-lidkabiquitin chains and that the ubiquitin
specific protease USP36 down-regulates signal drast®n by hydrolysing IMD linked K63
chains [43].

Regulation of immune signals by ubiquitin-depender@chanisms at several levels of the
signal transduction cascade prompted us to iderdther ubiquitin proteases acting in
Drosophila immune signals. We selected twenty-one USPs ara ubiquitin carboxyl
hydrolases (UCH) encoding genes and created afispimiary of double strand interfering
RNAs (RNAI). Screening this library in the immunengpetent S2 cells identified USP2,
USP34 and USP36 as negative regulators of the IMibway and USP34 as a negative
regulator of the TOLL pathway, each being requit@dsignal down regulation both in the
presence and in the absence of immune challengduit'er demonstrated here thdgp2or
Usp34 gene extinction in the fat body provoked a couastie deregulation of the IMD
pathway, and of the TOLL pathway in the caséJsp34 indicating that they are requirad
Vivo to prevent constitutive activation of immune sidingl. Biochemical and enzymatic
assays showed that USP2 is an active deubiquiigppainzyme interacting with IMD and
specifically promoting the hydrolysis of IMD linkgd48 chains. Silencingsp2resulted in
the accumulation of K48 ubiquitinated IMD as wedldeaved and full length forms of IMD,
providing a molecular explanation for the observadtivation of IMD signalling.
Interestingly, flies infection fully prevented KAiquitination of IMD allowing for its
stabilisation. We finally showed that in un-chafied condition, USP2 is required to promote
IMD degradation by the proteasome and that blockireg proteasome function resulted in
similar accumulation of K48 ubiquitinated, full kgth, and cleaved IMD, associated with a
constitutive activation of the IMD pathway. Our Wdhus identifies three ubiquitin proteases

required inDrosophilaimmune response and shows the K48 specific deilimgting activity
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of USP2 which down-regulates IMD-dependent signativation by controlling its

homeostasis.

Results

Three USPs prevent IMD pathway activation in S2 céd

We selected twenty-one USPs and two UCHs encodergg in theDrosophila genome
following a blast analysis of ubiquitin proteasetatgic site containing proteins
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov). Each of these gepessesses a close human homolog and has
been named accordingly in this study except fose¢hbaving a previous nomenclature in
Flybase (Suppl. Table 1). A RNAI library was create order to knock-down each of these
ubiquitin protease encoding genesDnosophilaimmune competent S2 cells [44]( Suppl.
Table 1). Activation of the IMD pathway was achidvey adding heat-killedE. coli in the
culture media and was monitored using Atecinluciferase (AttA-lug reporter gene [45].
The Actin-luciferasegene Act-luc) was used for signal normalisation. We have olesktiaat
silencingUsp2 Usp34andUsp36resulted in over-activation of th&ttA promoter whereas
silencing the other USPs or the two UCHdcli and Uchl-L3) encoding genes had no
significant effect (Fig. 1A). This library was thersed to screen fdkttA activation in non-
infected cells. Significant constitutive activatiohthe AttA reporter gene identified the same
three genes (Fig. 1B). Monitorindgsp2, Usp34andUsp36transcripts in RNAI treated cells
showed effectivgene silencing (Suppl. Fig. S1)p-regulation of the IMD pathway idsp2,
Usp34andUsp36silenced cells was strictly dependent on REL fiamcsince co-silencing
Rel with each of these 3 genes fully prevented thegidation of theAttA promoter (Fig.
1C). This screen thus defines USP2, USP34 and US&E36negative regulators of
antimicrobial peptide genes expression acting thindhe IMD pathway.

DrosophilaUSP34 down regulates the TOLL pathway in S2 cells

Activation of the TOLL pathway was induced in SAs¢éhrough the expression of its ligand
SPZ and was monitored by the activation dra-luc reporter construct after normalization
[46]. As described in a previous study [47], weeaed that both DL and REL, but not DIF,
were required for TOLL mediated activation of s promoter in S2 cells (Suppl fig. 2). As
expected, silencing upstream components of the T@dthway, dMYD88 or SPZ, prevented
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the activation of theDrs promoter (Suppl. Fig. S2). In contrast, silencingstream
components of the IMD pathwal GRP-LC, Imd, TABandKey did not affect the induction
level of Drs promoter induced by SPZ, indicating that REL ig tole IMD pathway
intermediate contributing to TOLL-mediated actieatiof the Drs promoter in S2 cells
(Suppl. Fig. S2)Screening the RNAI library in SPZ expressing cetigealed thatUsp34is
the only ubiquitin protease encoding gene whosensihg resulted in a significant
enhancement dDrs promoteractivation compared to control cells (Fig. 2A) Sarly, only
the silencing olUsp34induced theDrs promoter in un-stimulated cells (Fig. 2B). Actinat
of the Drs promoter inUsp34silenced cells was strictly dependent on RB--function
(REL+DL) and on the adaptor protein dMYD88 (Fig.)2@/e conclude that USP34 is the
only ubiquitin protease detected in our screenbiing the TOLL pathway both in stimulated

and un-stimulated cells.

USP2 and USP34 prevent constitutive immune signallg in vivo

To further investigate thie vivo function of USP2 and USP34, we created UAsp2IR and
UAS-Usp34IR transgenic lines expressing inverted repeatD¥IA sequences allowing for
gene silencing in living flieSuppl Fig S3 A,B)Fat body directed silencing of eithdsp2or
Usp34resulted in a significarDipt and AttA activation in the absence of immune challenge
(Fig 3A,B). Similar results were obtained with atlsdencing transgenes (Suppl. Fig S3 C,D).
A significant but modest 3 fold activation Dfs was also observed ldsp34silenced flies in
the assayed experimental conditions (Fig 3B)lencing Imd strongly prevented the
constitutive activation of the pathway induced ligreing eitherUsp2 or Usp34indicating
that their activity requires IMDn vivo (Fig 3A,B). Moreover, over induction of the IMD
pathway was observed idsp2 silenced flies at 3 hours following septic injuayd, as
expected, this activation was fully prevented Imd knock-down flies (Fig 3C). Over-
activation of the IMD pathway itJsp2 silenced flies was further observed at severag tim
points following infection (Suppl Fig S4). Oum vivo study demonstrates that USP2 and
USP34 are required in fat body cells to preventcthastitutive activation of the IMD pathway
whose activity depend on the presence of IMD. Addél investigations will be performed in
the future to further analyse in details USP34 fiomcon Toll and IMD pathways while the
present study focuses on USP2 function on the IiDyay.
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USP2 interacts with IMD

Functional analysis of USP2 suggests that its fanctequires IMD. By using co-
immunoprecipitation assays with tagged construttsansfected S2 cells, we observed that
IMD and USP2 belong to a same protein complex batiWSP2 preferentially interacts with
the N-terminal part of IMD (Fig. 4A). This was alsoe in GST-pull down assays using GST
tagged full length and truncated forms of IMD e)gs@d as recombinant proteins in bacteria
(suppl. Fig. S5). We further map the domain of USR&liating the interaction with IMD by
using two truncated forms of GST tagged USP2. G@Tdown assays showed that the USP2
Nter part retained the recombinant IMD protein tonach higher extent than the Cter part
(Fig. 4B). These results indicate that USP2 intsraceferentially with the Nter part of IMD

through its non-catalytic Nter domain.

Drosophila USP2 is an active deubiquitinating enzyme promotip cleavage of IMD
linked K48 ubiquitin chains

The catalytic domain dbrosophilaUSP2 (USP%) was expressed as a recombinant protein
in bacteria expressing the UBgal fusion protein. This induced a clear cleavafjelb-3-gal
substrate (Suppl Fig S6A). Moreover, the purifieBR2® hydrolysed both synthetic K48 and
K63 tetra-ubiquitin chaing vitro (Suppl Fig S6B). Mutations of the Cys residueicait for
catalysis at position 540 to Ser (C540S) was intced in the USP? sequence and resulted
in a total loss of hydrolysis of either Ubgal fusion protein or tetra ubiquitin chains (Supp
Fig S6A,B). These results indicate tiabsophilaUSP2 protein is an active deubiquitinating
enzyme on mono and various kinds of poly-ubiqustibbstrates vitro.

The full length USP2 was then co-expressed with IM32 cells and ubiquitinated forms of
IMD were revealed with either K48- or K63- polyubitin specific antibodies following IMD
immunoprecipitation. Whereas the level of K63 ulgigated IMD was not modified, the
amount of K48 ubiquitinated IMD was strongly reddiaga USP2-overexpressing cells (Fig.
5A). Reciprocally, K48-linked ubiquitinated IMD asmulated inUsp2silenced cells (Fig.
5B). Moreover, K48 ubiquitinated IMD accumulated dells treated with the proteasome
inhibitor MG132 compared to control cells indicgfithat they are normally degraded by the
proteasome (Fig.5A). Mutating the catalytic cysteh USP2 prevented K48-ubiquitin chains
hydrolysis in both non-treated and MG132-treatdts ¢Eig.5A).

To characterize USP2 enzymatic activity vivo, the endogenous IMD protein was

immunoprecipitated from fly extracts and detectad/estern blots with either K48- or K63-
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polyubiquitin specific antibodies. As observed i &ells, directed fat-body expression of
USP2 resulted in the hydrolysis of IMD-linked K4Bains compared to control flies, while
the amount of IMD-linked K63 chains remained unageh (Fig. 5C). Reciprocally, K48-
linked ubiquitinated IMD accumulated ikisp2 silenced flies (Fig 5D). Therefore, we
conclude thaDrosophilaUSP2 is an active deubiquitinating enzyme prongphipdrolysis of
IMD-linked K48 ubiquitin chains.

Infection inhibits the linkage of K48 chains on IMD

In order to investigate if an immune challenge wouiterfere with the linkage of K48
ubiquitin chains on IMD, we immunoprecipitated #edogenous IMD protein fror. coli
infected flies expressing or not thisp2 silencing transgene. The amount of full length and
cleaved IMD was enhanced i coli infected control flies compared to non-infectedtcol
flies (Fig.5D). Interestingly, K48 ubiquitinationf 8MD was strongly decreased idsp2
silenced flies followinge. coli infection compared to non-infectédsp2silenced flies (Fig.
5D). Disappearance of K48-linked ubiquitinated INtDthe absence of the deubiquitinating
enzyme USP2 indicates that the linkage of K48 ubigahains on IMD is actively prevented

in response to immune challenge.

IMD degradation by the proteasome is controlled byJSP2 and prevents inappropriate
activation of immune signal

K48 chains are well known to act as a tag for pnowegradation by the proteasome.
Accordingly, K48 ubiquitinated IMD accumulated irells treated with the proteasome
inhibitor MG132 compared to control cells (see abawd Fig.5A). We further investigated
the amount of IMD in independent experiments anskoled that blocking the proteasome in
S2 cells, in addition to K48-ubiquitinated IMD, alked to the accumulation of full length and
cleaved IMD compared to non-treated control cefigy.(6A). Strikingly, silencingUsp2
similarly provoked a strong accumulation of botbhasled and full length IMD in both non-
treated and MG132-treated cells. A similar resulisvwobtainedn vivo: fat-body directed
silencing ofUsp2 resulted in the accumulation of endogenous IMOy (6B). Altogether,
these results indicate that USP2 and the proteasmaefunctionally required for IMD

turnover and degradation in non-stimulated cells.

To further investigate the putative role of USP2he proteasomal degradation of IMD, we
assayed for direct interaction of either IMD or 2SRvith the proteasome. Co-
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immunoprecipitation experiments showed that IMDeiatts with the proteasomal subunit
26S (Fig. 6C). This interaction was strongly enfeghin USP2 overexpressing cells (Fig. 6C).
Moreover, while no interaction between USP2 andpitmteasomal subunit 26S was detected
in these assays, both proteins co-immunopreciplitetehe presence of overexpressed IMD
(Fig. 6D). Therefore, the IMD/USP2 complex displags higher affinity towards the
proteasome than IMD or USP2 alone. Taken togetbar, results suggest that USP2
contributes to IMD degradation at the proteasonaelle

To investigate whether accumulation of the IMD pmotobserved upon proteasome inhibition
may functionally result in activation of the IMD tpavay, we blocked proteasomal function
by placing flies expressing two dominant negatpm@teasome subunits at restrictive
temperature (30°C) for 72 hours (daGald> UAS-prd$26 UAS-prog2™ flies) [48].

Monitoring AttA and Dipt expression by Q-PCR revealed a significant adgtivaof the IMD

pathway in these flies (Suppl. Fig.S7). Our ressiisw that IMD turnover is mediated by the
linkage of K48 chains acting as a tag for USP2 mtedi proteasomal degradation of IMD,
thus preventing IMD accumulation and subsequernvatein of antimicrobial peptide genes

expression.

Discussion

In this study, we designed and screened a speRiNAi library targeting Drosophila
ubiquitin protease encoding genes to identify naeglulatory deubiquitinating enzymes of
the Drosophila NFkB like signalling pathways TOLL and IMD. Interegglg, only three
USPs (USP2, USP34 and USP36) were found to bereshfar the negative regulation of the
IMD pathway and only USP34 was identified in theseen to be required for the negative

regulation of TOLL dependent signalling.

Two out of their three human closest homologs, UsR& USP34, were found to play
regulatory functions in NikB dependent signalling in human cells. Indeed, cent study
defined USP34 as a crucial regulator of T-Cell Réme (TCR) dependent lymphocytes
activation, acting as a down-regulator of KB-signalling pathway [49]. In these cells,
although its molecular target remains to be deteeochi USP34 seems to function downstream
of the IKK complex, putatively on proteins regutegi NFKB activity. Similarly, in

Drosophila since USP34 is required for down-regulation & ttvo pathways TOLL and
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IMD, it is tempting to speculate that it would betime on a common downstream component,
such as the NikB-like molecule REL which is required for both IMahd TOLL pathways in
S2 cells. However, activation of thgrs promoter or theAttA promoter inUsp34silenced
cells was also dependent on the receptor bouneipsptdMYD88 and IMD, respectively.
Therefore these upstream molecules may be strietjyired to ensure basal activation of NF-
KB factors which could then be tightly regulated b\5P34-dependent mechanisms.
Alternatively, USP34 may act on other regulatory chanisms required for signal

transduction at the level of membrane receptor daamplexes.

A few studies pointed out a regulatory functiontlté mammalian USP2a isoform on TNFR
dependent activation of NkB pathway. First, silencingUsp2a contributes to TNE&-
dependent hepatocyte survival in mice, presumalnytd an enhanced transcriptional activity
of NF-kB [50]. Second, USP2 was described as a deubigtiitopn enzyme hydrolysing K63
ubiquitinated chains on RIP1 thus preventing ®B--activation while promoting caspase
mediated cell death in response to TN§timulation in human cells [23]. However, a third
study described a conflicting role for USP2a whesencing would rather prevent TNFR

dependent activation of NkB target genes [51].

Using genetic approachesbosophilg we confirmed the requirement of USP2 and USP34
in the down-regulation of immune signatsvivo, whereas the function of USP36 had been
already described as a down-regulator of the IMinpay, acting via the hydrolysis of IMD
linked K63 ubiquitin chains [43]. Further investiges of Drosophila USP2 biochemical
function showed that it interacts with the scafiiofd molecule IMD and specifically
hydrolyses IMD linked K48 ubiquitin chains, thusspliaying a different ubiquitin chains
specificity compared to USP36. While the linkagekéf3 ubiquitin chains on IMD activates
signal transduction [40, 43]; we show here thatlitlleage of K48 ubiquitin chains is a tag for
IMD degradation by the proteasomal machinery. e proteases USP36 and USP2 thus
differentially regulate IMD dependent signallingdatMD stability, respectively. However,
even if they target different ubiquitin chains wipposite functions on IMD activity, they

both contribute to down-regulation of the IMD patyw

It was first rather surprising that while USP2 pades the cleavage of K48 chains on IMD,
its silencing resulted in signal over-activatiomdéed, K48 chains acting as a tag for
degradation by the proteasome, it could have begected that silencindJsp2 by

preventing K48-ubiquitin chains hydrolysis, woulcbmote IMD stabilisation and subsequent
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signal activation. In the opposite, silencing expents revealed that USP2 plays an
important role in IMD degradation: indeed, Wsp2silenced cells, or in flies expressing a
Usp2-IR silencing transgene, K48 ubiquitinated-, full lémgand cleaved- IMD forms all

accumulated indicating a clear blockage of the IMBgradation process. The simplest
explanation for this result is that USP2 targets8 Kibiquitinated IMD to the proteasome
and/or ensures the removal of K48 ubiquitin chabefore IMD degradation by the

proteasome machinery. Reinforcing the hypothesi$J8P2 function in the proteasomal
control of IMD degradation, we showed that IMD natets with the 26S subunit of the

proteasome and that this interaction is signifiga@mhanced in the presence of USP2.

The observed accumulation of full length and cleaf@m of IMD in Usp2 silenced flies
probably contributes to the observed inductionMDtdependent antimicrobial peptide genes
expression. In accordance with this hypothesis,sivewed that blocking the proteasome
though the expression of dominant negative proteassubunits in transgenic flies similarly
resulted in the accumulation of all forms of IMDdaim the ectopic activation of IMD
pathway. Therefore, it is likely that linkage o#& ubiquitin chains on IMD ensures its
homeostasis through a permanent turnover of theeiprolnterestingly, similar constitutive
activation ofDipt expression was previously observed in flies exgingsa dominant negative
26S proteasome subunit which also leads to RELilis@ion in un-infected flies [37].
Therefore, proteasomal activity likely plays an ortant function in immune signal down-

regulation in un-challenged conditions, acting enesal components of the pathway.

Remarkably, the accumulation of K48 ubiquitinatddDl observed inUsp2 silenced flies
fully disappeared following an immune challengenc®Usp2 was silenced in these flies,
disappearance of K48 ubiquitinated IMD cannot lmasequence of USP2 deubiquitinating
activity. Rather, we suggest that the linkage oBHKibiquitin chains by a yet unknown E3
ubiquitin ligase is prevented following infectioRig. 7). In accordance with this hypothesis,
IMD is strongly stabilised in control challengedefi compared to unchallenged flies.
Stabilisation of IMD is in accordance with its cialcrequirement in signal transduction in
response to infection. Therefore, it is likely thethbilisation of IMD results from the
inhibition of a K48 E3 ligase whose activity wowddsure a rapid turnover of the protein in
the absence of immune stimulation and may be btbokeesponse to infection (Fig. 7).

In addition to the NFB pathway, a huge and increasing number of protents pathways

seems to be controlled by USP2, which is also faonide deregulated in many cancers [52-
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61]. Our demonstration of USP2 involvement in thet@gasomal degradation of IMD suggests
a more global function at the proteasome level {i@viously anticipated. It may highlight
new mechanisms of action of USP2 on its targets @modide some explanation for its

tumorigenic function.

Experimental procedures

Cell culture and RNA silencing

DrosophilaS2 cells were maintained in Schneid@t®sophilamedium supplemented with
10% heat-inactivated FCS (Invitrogen). Gene inatidbn was obtained by incubating ug
double strand RNA (dsRNA) for 48h at 26°C with 1(2.S2 cells cultured in 96-well tissue
culture plates (adapted from [44]). DNA templates dsRNA synthesis were generated by
PCR using the primers specific for each target gdasigned from Drosophila RNAI
screening center databases: (http://flyrnai.org] [or Uch-L3) or (http://www.dkfz.de/
signaling2/rnai/ernai.html) (for the 21 USPs, UBIGRP-LC, IMD, Takl, Tab2, Key, Relish,
Dorsal, Dif, Spatzle, dMyd88 and dTRAF2). Purifi®lCR products were used as DNA
templates foin vitro transcription of RNAI using the MEGAscript RNAitKiAmbion).

Monitoring IMD and TOLL pathways activation in S2 cells

To monitor IMD and TOLL pathways activation, weligid the reporter constructpAttA-
luc [63] andpDrs-luc[46], respectively. We further constructed a ndrsaéor pAc-lucwhich
allowed for Dual-luciferase reporter assay (PromeD&lA transfection was performed with
20 pg of @Act-luc normalisator and 2 ng ofAttA-luc or pDrs-luc 48h prior luciferase
detection (ie., simultaneously with dsRNAs). Toate the IMD pathway, heat-kille. coli
(5.10) were added 4 hours prior dual detection of the luciferases. The activation of the
TOLL pathway was induced by transfection of 20 rigpAc-Spatzlegene (simultaneously

with other constructs) [64].

Fly strains and infections

Flies were raised on standard culture medium a€2%tansgenic lines were constructed in
the P{UAST} vector [65]. Inverted repeats bfsp2 and Usp34 were cloned in the PWIZ
vector [66]. The following lines were obtained froDRC: P{UAS{md-IR} (#9253);
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P{UAS-dUsp2-IR(#37930) and P{UASdUsp34-IR (#27517) [67]. Other stocks were
obtained from the Drosophila Bloomington stock eenDirected expression in the fat body
of Usp-IRtransgenes was achieved by crosdiisg-IR flies with the c564Gal4 (c564) driver
line at 25°C [68]. Flies were infected by prickitige thorax with a thin needle that had been
previously dipped in a concentrated overnight eelefE. coli (ODgg #400).

Real-time PCR analysis

Total RNAs were extracted from adult flies usingsalutely RNA Miniprep kit from
Statagene. For real-time PCR analysis, cDNAs wenthsesized with AffinityScript QPCR
cDNA Synthesis Kit (Stratagene). An amount of cDR@uivalent to 0,0Jug of total RNA
was subjected to 40 cycles of PCR amplificationstgtmg of a 10 s incubation at 95°C and
30s at 60°C. Output was monitored using SYBR Greare reagents and the Mx3000P
instrument (Stratagene). All the results were ndized to therpl32 RNA level The primer
sequences were designed using PrimerQuest. (bttpdtdna.com/Scitools/Applications/

Primerquest/)

In vitro deubiquitinating assays

Mutation in the USP2 (USP2C540S) was introduceagu€)uickChange XL Site-directed
Mutagenesis Kit (Stratagene). Wild type or mutatathlytic domains of USP2{AA 475 to
856} were expressed as GST-fusion proteins in toamed E. coli BL21 PlysS. To assess
proteolytic cleavage of ubiquitin, GST-fusion piatewere coexpressed with [Bgal fusion
protein for 4 hours at 28°C in transformEd coli XL1 Blue. Bacteria were lysed in 100uL
Laemmli solution. Samples were subjected to SDS-PAG% gel) and western blotting with
a rabbit anti-Gal antibody (ROCKLAND). To assess proteolytic asage of ubiquitin
tetramers, GST-fusion proteins were induced foodrtat 25°C and purified on Gluthatione
Sepharose 4B (Amersham Bioscience) friancoli lysates prepared in 2 ml of Triton buffer
(150 mM NacCl, 40 mM Tris pH 7.4, 0.6% Triton x 180mM EDTA, 4 mM EGTA, 2 mM
DTT, protease inhibitor cocktail SIGMA, 1 mg/ml logyme). One ug of fusion proteins
fixed on sepharose 4B was incubated with either-8B63-linked polyubiquitin substrates
(Boston Biochem, Inc) in 20 puL of Phosphate buffaline containing 5 mM Mg&l2 mM
DTT for 18 hours at 37° with agitation. Sampleseveubjected to SDS-PAGE (11% gel) and

136



Résultats USP2 hydrolyse les chaines d’ubiquitine K48 de

western blotting with a rabbit anti Ubiquitin-prote conjugates antibody (BIOMOL

International)

Immunoprecipitation and immunoblotting

Co-immunoprocipitation were performed following retiard procedures in S2 cotransfected
cells with 10 pg of Myc tagged full lengtiisp2construct in pAc/HisB vector (Invitrogen)
(dUSP2-Myc) and 10 pg of Vb5-tagged IMD full lengfB4]. Pull Down assay were
performed in S2 cells transfected with the IMD-Mnstruct and lysed after 48h. The lysate
was employed in a GST-USP2 full length, or N-terahitomain {AA 1 to 531} or C-terminal
domain {AA 475 to 856} pull down assays. Pull dowmere blotted with antibody against V5
to detect bound IMD-V5.
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Figure legends

Figure 1: USP2, USP34 and USP36 negatively regulatee IMD pathway

Drosophila S2 cells were co-transfected witpAttA-luc reporter gene andgAc-luc
normalisator to measure the activation of the IMidhgvay in the presence of heat-killEd
coli (A, C) or in the absence of elicitor (B). NI: natected control (A,C). Sequence specific
long dsRNAs were added into the media to silenadicated target genes (indicated
siGeneName). Histograms represent the % of inductmmpared tsiGFP treated control
cells. A. Compared to control cellsiRel prevents théAttA-luc induction byE. coli while
siUsp36, siUsp2or siUsp34results in a significant over-activation éfttA-luc B. Cells
treated withsiUsp36, siUsp2 and siUsp3Ptesent a constitutive activation AftA-lucin the
absence of immune challenge. C. Silendre prevents the effect of silencingsp36 Usp2
and Usp34 as observed in double siRNAs treated cells. One afuthree independent

experiments is shown. Error bars indicate standawiation of technical triplicates.

Figure 2: USP34 is a negative regulator of the Topathway

S2 cells were co-transfected wigbrs-luc reporter gene anglAc-lucnormalisator to measure
the activation of the TOLL pathway in the presenE@Ac-Spz(A, C) or in the absence of
elicitor (B). NI: not induced control (A,C). Sequenspecific long dsRNAs were added into
the media to silence the indicated target genadateld siGeneName). Histograms represent
the % of induction compared td&+P treated control cells (100%) A. Silencitigp34in the
presence opAc-Spzresults in over-activation ddrs-luc. B. Cells treated witlsiUsp34in
absence of elicitor present constitutive activatbbrs-luc. D. Silencing eitherRel+Dorsal)

or Myd88 prevents the constitutive activation Bfs-luc induced by silencindgJsp34 One
representative experiment out of three is showmorEbars indicate standard deviation

between technical triplicates.

Figure 3: USP2 and USP34 prevent constitutive acttion of immune signallingin vivo

Quantitative analysis dDipt, AttA and Drs mRNAs by real-time Quantitative PCR. A,B :
histograms present the fold activation of eachaatdid antimicrobial peptide gene compared
to c564Gal4/+ control flies raised in similar camehs. A. Dipt andAttA expression level in
either c564Usp2-IR (c564>Usp2-IR) or c564sp2IR;Imd-IR/+ (c564>Usp2-IR;Imd-IR)

silenced flies compared to control flies (c564/8).Dipt AttA andDrs expression levels in
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either c564Usp34-IR (c564>Usp34-IR) or c56Wkp34IR;Imd-IR/+ (c564>Usp34-IR;Imd-
IR) silenced flies compared to control flies (c5694/C. Activation of each indicated
antimicrobial peptide gene at 3 hours pg&stcoli infection expressed as a % of activity

compared to infected c564Gal4/+ flies.

Figure 4: USP2 interacts with IMD

A. Drosophila S2 cells were cotransfected with the expressiarstcocts encoding USP2-
Myc and either IMD-V5, or IMD-Nter-V5 or IMD-Cter-¥. Cells lysates were
coimmunoprecipitated with either anti-V5 or anti-Mgntibodies and analysed by western
blot with either anti-Myc or anti-V5 antibodies imglicated. Presence of recombinant proteins
in the whole cell lysate was assessed by westetrobkell extracts with anti-Myc or anti-V5
antibodies. B. S2 cells were transfected with tkgression construct encoding IMD-V5 and
lysed after 48 h. Cells lysates were preclearedsamjected to GST pull down assays using
GST fusion proteins with either the dUSP2{1-531}THrminal part (dUSP2Nter) or the
dUSP2{475-856} C-terminal part (dUSP2Cter) or W3sT alone (GST). Gel was coloured
with Coomassie to visualize GST-fusion proteinghi@input (bottom part).

Figure 5 USP2 hydrolyses IMD linked K48 ubiquitin dains

A. DrosophilaS2 cells were cotransfected with the expressiarstcocts encoding IMD-V5
and either wild type USP2Ac-Usp2 or catalytically inactive mutant USP2C5408A¢-
Usp2C). IMD was immunoprecipitated with anti-V5 antibed and IMD ubiquitinated
forms were detected by western blot with antibodiescific for either K63- or K48-linked
ubiquitin chains as indicated. Presence of IMD he tvhole cell lysate was assessed by
western blot of cell extracts with anti-V5 antibesli Anti-tubulin antibodies served as loading
control. B. Same experiments as in A in the presearcnot of dsRNA silencintysp2 gene
expression (&isp?. C. Endogenous IMD was immunoprecipitated withikmdies raised
against IMD from extracts of c564/+ control, c56URS-USP2} (indicated c564>Usp2) or
c564/P{UAS-USP2C*} (indicated c564>Usp2*) flies. Idnitinated forms of IMD were
detected by western blot with antibodies specific déither K48- or K63- linked ubiquitin
chains. The amount of endogenous IMD proteins vessatied in total fly extracts with IMD
antibodies. Anti-tubulin antibodies served as logdicontrol on total fly extracts. D.
Endogenous IMD was immunoprecipitated with antibsdiaised against IMD from extracts
of ¢564/+ control or c564/P{UA®sp2IR} (indicated c564>Usp2-IR) flies, which were
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Résultats USP2 hydrolyse les chaines d’ubiquitine K48 de

infected or not byE. coli. Ubiquitinated forms of IMD were detected by westélot with
antibodies specific for K48-linked ubiquitin chairihe amount of endogenous IMD proteins
was detected in total fly extracts with IMD antilbesl Anti-tubulin antibodies served as

loading control on total fly extracts.

Figure 6 IMD proteasomal degradation requires USP2

A. DrosophilaS2 cells were transfected by the expression asetstencoding IMD-V5 and
treated by the dsRNA silencirldsp2 gene expression ($sp2 or a dsRNA control. Cells
were incubated or not with MG132 at 20 uM or cyelimide at 8 mg/ml for 4 hours. The
amount of IMD in lysates was revealed with anti-¥btibodies. Anti-tubulin antibodies
served as loading control on whole cells extraBtsEndogenous IMD was revealed with
antibodies raised against IMD from extracts of d%6dontrol or c564/P{UASJsp2IR}
(indicated c564>Usp2-IR) flies. Anti-tubulin antities served as loading control on total fly
extracts. CDrosophilaS2 cells were cotransfected with the expressiarstcocts encoding
IMD-V5 and either USP2 expressing construct (pA@2)sor a control plasmid. IMD was
immunoprecipitated with anti-V5 antibodies and eg@lmous 26S proteasome subunit was
detected. Cells lysates were revealed with antelW8 anti-26S antibodies. DrosophilaS2
cells were cotransfected with the expression coos&ncoding USP2-Myc and either IMD
expressing construct (pAc-IMD) or a control plasmiiSP2 was immunoprecipitated with
anti-Myc antibodies and endogenous 26S proteasaimeng was detected. Cells lysates were

revealed with anti-Myc and anti-26S antibodies.

Figure 7 USP2 and USP36 differentially control IMDubiquitination and signalling

IMD is subjected to a permanent turnover via thekdge of K48 ubiquitin chains and
subsequent proteasomal degradation preventing IbdéDraulation and signal activation. This
pathway is promoted by a yet unknown E3 ubiquitigase and the deubiquitinating enzyme
USP2 which is required for IMD degradation. In r@sge to an immune challenge, the
activity of the E3 ligase would be prevented rasglin the observed IMD stabilisation and
accumulation allowing for immune signal transductand activation. As previously shown,
USP36 deubiquitinates IMD linked K63 chains thugventing signal transduction and
eventually promoting ubiquitin chain editing thrdughe replacement of activating K63

chains by K48 degradative chains [43].
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Résultats USP2 hydrolyse les chaines d’ubiquitk48 de Imc

Legends to Supplemental Figures

Supplemental Table 1: Ubiquitin proteases screenesh IMD and TOLL pathways

All primers were designed from (http://www.dkfz.dighaling2/rnai/ernai.html) except for
*UCH-L3 designed from DRSC (http://flyrnai.org) [p2

Supplemental Figure S1dUSP2, dUSP34 and dUSP36 are inactivated by dsRNA £2
cells

Quantitative analysis dfisp36 Usp2 andUsp34mRNAs by real-time Quantitative PCR in
S2 cells incubated 48 hours with double strandedd R&rgetingUsp36, Usp2or Usp34
(indicated as &isp36 siUsp34and sUsp?.

Supplemental Figure S2: DL and Rel but not Dif medite activation of Drs promoter in

S2 cells

S2 cells were co-transfected wibrs-lucreporter gene anglAc-lucnormalisator to measure
the activation of the TOLL pathway in the preseatpAc-SpZA, B, D) or in the absence of
elicitor (B). NI: not induced control (A,C,D). Seepce specific long dsRNAs were added into
the media to silence the indicated target genadateld siGeneName). Histograms represent
the % of induction normalised isiGFP treated control cells (100%). Compared to cells
treated withsiGFP, silencing Dif did not preventDrs-luc induction bypAc-Spzwhereas
silencing other components of the TOLL pathwBgrsal (DI), Myd88 orSpzinhibited the
induction of the TOLL pathway. Silencing upstreaomponents of the IMD pathwayéy,
dTAK1, dTAB2, Imd or PGRP-@®ad no effect on the induction Birs-luc, except in the
case of the NB-like factor Rel demonstrating that REL is necessary for activatbthe
TOLL pathway by SPZ in S2 cells.

Supplemental Figure S3 : Second RNAI lines shows mune signal deregulation

Quantitative analysis oDipt, Usp2 and Usp34 mRNAs by real-time Quantitative PCR.
Histograms present the fold activation of eachdatlid antimicrobial peptide gene compared
to control flies raised in similar conditions. Asp2 expression level in HS>Usp2-IR (5M)
and in HS>shCG14619 ID37390 compared to contres f{HS/+). BUsp34expression level

in NP1>Usp34-IR (1M) and in NP1>shCG5794 ID2751wpared to control flies (NP1/+).
Dipt expression level in ¢564>shCG14619 ID37390 (C) ebid>shCG5794 1D27517 (D)

compared to control flies (c564/+).
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Résultats USP2 hydrolyse les chaines d’ubiquitine K48 de

Supplemental Figure S4: Silencing USP2 induces owattivation of the IMD pathway at
several time points following infection

Quantitative analysis ddipt andAtta mRNAs by real-time Quantitative PCR. Histogranes th
% of induction of each indicated antimicrobial pdptgene compared to control flies raised
in similar conditions and 3 hours post-infecti@pt andAtta expression level in c564>Usp2-

IR compared to control flies (c564/+).

Supplemental Figure S5 : USP2 preferentially interats with IMD Nter part

DrosophilaS2 cells were cotransfected with the expressiarstcocts encoding USP2-Myc
and lysed after 48 h. Cells lysates were precleargtisubjected to GST pull down assays
using GST fusion proteins with the full length IMibhe IMD N-Terminal part or the IMD C-
Terminal part. USP2-Myc was detected by westerhwith anti-Myc antibodies.

Supplemental Figure S6:DrosophilaUSP2 is an active ubiquitin proteasén vitro

A. GST-fusion proteins were coexpressed withpdJpal fusion protein for 4 hours at 28°C in
transformecE. coli XL1 Blue. Substrate cleavage was analysed by wesletting with anti-
Bogal antibodies. Wild type or mutated catalytic domaf USP2 and wild type catalytic
domain USP34{1933-2459} were expressed as GSTiiugimteins and purified from
transformedE. coli BL21 PlysS. B,C. Purified proteins were incubatath K48- or K63-
linked tetra ubiquitin chains. Substrate cleavage analysed by western blotting with anti-
Ub antibodies. A. Proteolysis of Ulgal results in a shift to a lower weight band. B.
Proteolysis of either K48- or K63-linked tetra uliiin chains results in the accumulation of
ubiquitin monomers. Mutating the catalytic conservesidue Cys to Ser (C540S) in the
dUSP2 sequence (indicated dUSP2C*) prevented ubidwdrolysis (A,B,C).

Supplemental Figure S7 Blocking the proteasome inaes the IMD pathway

Quantitative analysis dDipt and AttA mRNAs by real-time Quantitative PCR. Histograms
present the fold activation of each indicated aithiabial peptide gene compared to
c564Gal4/+ control flies raised in similar conditg Dipt and AttA expression level in
c564>Pros26[1]; Prosbeta[l] flies compared to adrilies (c564/+).
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Figure 1. USP2, USP34 and USP36 negatively regulate the IM@Rxihway

(Engelet al)
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Résultats USP2 hydrolyse les chaines d’ubiquitk48 de Imc
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Figure 3. USP2 and USP34 prevent constitutive acation of immune signallingin vivo
(Engelet al)
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Figure 5 A-B. USP2 hydrolyses IMD linked K48 ubiquiin chains
(Engelet al)
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Résultats USP2 hydrolyse les chaines d’ubiquitk48 de Imc
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Figure 6. IMD proteasomal degradation requires USPZEngelet al)
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DAP-PGN
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Figure 7. USP2 and USP36 differentially control IMDubiquitination and signalling
(Engelet al)
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Résultats USP2 hydrolyse les chaines d’ubiquitk48 de Imc
Human closest  Drosophila G Template Forward and Reverse primer (without  amplicon ID
bomologs gene number T7 sequences)

USPL Uspl CG15817 LD22910 TACATAGCCAACCCGGATG HFAL4155
CACAATGCCTTCGAAGTCC
Usp2 Usp2 CGl4619  SDO42%0 CCAGCAGACCAAGGACACTC HFA20632
GAGCTGCTGCCUGGATCCGCC
USPs Usps CGI2082 Gepomic DNA  CCAGATTIGGTGGCCTTGIC HFAD8244
CTGGCATGCGCAATCIC
USP7THAUSP  Usp7 CGl4%0  LD41613 GTCAGCGTCAACGGGAG HFA18909
CGACGACGGCAGIGTTT
Uses UbpY/ Usps CG5798  Genomic DNA  CAGAACGATGAGCAGTITGGA HFA135876
CCTCGGCTGOGGTTTICATCG
USPI0 Uspl0 CG32479 LD2881s GGACGGATGCGCGAACGAGG HFA08282
CTGGTGCCAGATCTGGGTCA
USPIZUSP46  Uspl2-46 CG7023  RE52890 TACTGGCCGAACGGAATG HFA16175
TTCTGCGCCTCCTGATAA
USPI4 Uspld CG5384  Genomic DNA  TAGTTTCTCCAAACGICTGG HFA02853
CTTGGTGAGCCGACTICC
USPISUSP31  Uspls. CG30421  GH27809 TACCGAAATGATCGACATGG HFAD4428
Usp3l CCAGCCOGAGTCCAAGTCCA
USPI6USP4S  Uspls, CG4165  LD34905 GTATTCCGTGGCTTICTIGT HFA183352
Upds GGICTGGCCGTTIGGTCTGTT
USP30 Usp30 CG3016 LD41827 GTTGCGGCGGCAGATTTAGC HFA18265
CCCTCCAGTGCCATGCTCAC
Use32 Usp32 CG8334  Genomic DNA  GCTGTTTAATACCCAACCACT HFAL0979
AGACCTCAAAGTAGATATAATICT
USP33/USP20  Usp3s, CG840:  LD436<0 TCCGCTGGAGGGCTTICGACA HFA07196
Usp20 TCCGCCACCGAAAGTCCGGT
UsSP34 Usp3d CGi7s Genomic DNA  GCCATGCGACTGATCTICT HFAL3875
CCGCACGATGGTGATCTT
USP38/USP3s  Usp3s CG8830  LD3623l CATCGATAGGTGGTGGAAAG HFA07281
TGCTTATCGAGTGCAATTCA
Usp39 Usp39 CG7288  LD3s070 CATCAAAGCGAACGACTAC HFA20032
GGTAGATCGCATGTGAGGT
CYLD Cyld CG3603  Gepomic DNA  TCAATTATGTCTIGTGACATCAAG HFA02870
TOGGGGCAAGATICTTATIT
Uspe fat facets CGl1945  LD22382 TGACATCCTGAAGCAGAACT HFA16042
TAACCATGTATACGAACGGTC
USP22 /USP51  Net CG4165  LD43l4ar CGCAGGCTGAACTGTTICGT HFAL1378
TCTATTCCGGCTCCOGTTCG
USP36 /[USP42  Scoy/dUsp3&’  CG3505 LD40339 GTGCGTTTGACCAACGGACA HFA10510
Usp3é AGTGGCGTTTIGACGGGAGT
USP47 UbpS<E/ CG35485  LD24783 ACCAGAGTGTACGTATCGC HFALI313
E(var)3-64E TGCGTGTTGGCCATGTTCT

Supplemental Table 1. Ubiquitin proteases screenezh IMD and TOLL pathways
(Engelet al)
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Supplemental Figure S1. dUSP2, dUSP34 and dUSP3&anactivated
by dsRNA in S2 cell§{Engelet al)
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Supplemental Figure S2. DL and Rel but not Dif medite activation
of Drs promoter in S2 cells(Engelet al)
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Supplemental Figure S3. Second RNAI lines shows imume signal deregulation
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Résultats USP2 hydrolyse les chaines d’ubiquitine K48 de
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Supplemental Figure S4. Silencing USP2 induces owaetivation of the IMD pathway at
several time points following infection(Engelet al)
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Supplemental Figure S5. USP2 preferentially interas with IMD Nter part
(Engelet al)
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Supplemental Figure S6DrosophilaUSP2 is an active ubiquitin proteasén vitro
(Engelet al)
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Q-PCR analysis of flies total RNA
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Supplemental Figure S7. Blocking the proteasome inates the IMD pathway
(Engelet al)
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Résultats USP: hydrolyse les chaines d’ubiquitine K48 de P(-LC

C.USP2 hydrolyse les chaines de poly-ubiquitine KA8&MPGRP-LC

1. Effet de I'extinction de Usp2 Usp34et Usp36sur 'ubiquitination de PGRP-LC

Le crible RNAI a identifié trois USPs régulant nggament la voie IMD : USP2,
USP34 et USP36 (Enget al). C’est pourquoi, j'ai testé I'effet de I'extinoth de chacune de
ces trois USPs sur l'ubiquitination totale de PARPet, plus spécifiquement, sur sa poly-
ubiquitination K48 (Fig. 24). Ainsi, j'ai observaig seule I'extinction déJsp2entraine une
augmentation des formes ubiquitinées de PGRP-LCeretparticulier, des formes poly-
ubiquitinées K48. Ce résultat suggere donc que Ug2sur les formes poly-ubiquitinées
K48 de PGRP-LC. Nous avons déja observé que USR2Zspécifiqguement sur la poly-
ubiquitination K48, et non sur les K63, dans le dada protéine Imd. Ainsi, USP2 semble
avoir une spécificité pour les chaines de type K4®@ivo, bien qu’elle hydrolyse aussi bien

les chaines K48 et K@8 vitro (Engelet al).
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Résultats USP2 hydrolyse les chaines d’ubiquitine K48 de P-LC
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Figure 24. Effet de I'extinction deUsp2 Usp34et Usp36sur l'ubiquitination de PGRP-

LC. Parmi les trois USPs candidates testées, seulktinbéon de Usp2 entraine une
augmentation de l'ubiquitination de PGRP-LC. Cettggmentation est plus forte quand la
membrane a été hybridée avec des anticorps spésfides chaines de poly-ubiquitine K48, ce
qui suggere que USP2 agit plutdt sur 'ubiquitioatk48 du récepteur.
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Résultats USP: hydrolyse les chaines d’ubiquitine K48 de P(-LC

2. L’activité déubiquitinase de USP?2 est nécessairel’aydrolyse des chaines K48
de PGRP-LC

Pour mieux décrire le réle de USP2 sur l'ubiquiila K48 de PGRP-LC, jai
eégalement testé la sur-expression de USP2 et dantnghtalytique USP2mC sur cette
ubiquitination (Fig. 25). Dans un premier tempaufjmentation de l'ubiquitination K48 de
PGRP-LC en présence dilJsp2a été nettement confirmée. De plus, la sur-exfmesde
USP2 diminue l'ubiquitination K48 associée a PGRP-lalors que le mutant catalytique
USP2mC a plutét un effet dominant négatif puisgeritraine méme par une augmentation de
lintensité du «smear» d’ubiquitination K48 comparécelui des cellules transfectées par
PGRP-LC-V5 seul. Donc, USP2 favorise, de facon déaete de son activité catalytique,
I'hydrolyse les chaines K48 présentes sur PGRPHIG/pothése la plus plausible est que
USP2 enleve directement ces chaines d'ubiquitine lsurécepteur. Contrairement a la
protéine Imd, la poly-ubiquitination K48 de PGRP-I@ cible pas le récepteur pour la
dégradation protéasomale, puisque ni la forme menti@ celles ubiquitinées K48 sont
stabilisées en présence de MG132 (Fig. 21). Enétpmsce, nous supposons que la
déubiquitination des chaines K48 de PGRP-LC pardJ&mtribue au trafic intracellulaire de
PGRP-LC, soit vers la dégradation lysosomale, \&&i$ le recyclage membranaire, qui n'a

cependant pas encore été mis en évidence.

162



Résultats USP2 hydrolyse les chaines d’ubiquitine K48 de P-LC
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Figure 25. USP2 diminue la poly-ubiquitination K48de PGRP-LC, de facon dépendante
de son activité catalytique.L’extinction de Usp2 augmente la poly-ubiquitination K48 de
PGRP-LC, alors que la sur-expression de USP2 dentette ubiquitination. En revanche, la
sur-expression du mutant catalytique ne diminud’pbguitination K48 de PGRP-LC, mais,
au contraire, elle est augmentée comparée auXeiitexprimant que PGRP-LC-V5. Cela
provient sGrement d’'un effet dominant négatif dutanti catalytique au détriment de USP2
endogene.
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3. USP2 et PGRP-LC font partie d’'un méme complexe

Les résultats précédents indiquent que USP2 déitibigjles chaines K48 de PGRP-LC
et, par ailleurs, nous savons que USP2 agit égalesw Imd. Nous avons alors testé
linteraction de USP2 avec PGRP-LC (Fig. 26). Paala, des expériences de co-
immunoprécipitation ont été menées a partir deulssl transfectées par USP2-Myc et un
vecteur sur-exprimant Imd ou PGRP-LC LC avec uiguétte V5. Les protéines Imd-V5 et
PGRP-LC-V5 co-immunoprécipitent toutes les dewdéabiquitinase USP2 (IBV5-WB
aMyc) et, réciproguement, I'immunoprécipitation deSRR2-Myc emporte également les
protéines Imd et PGRP-LC (EMyc-WB aV5). Donc, USP2 interagit, directement via un
complexe protéique, avec chacune des deux protéEstEses.

USP2-Myc + +
Imd-V5 +
PGRP-LC-V5 ¥ Figure 26. USP2 interagit, directement ou a
SR travers un complexe, avec les protéines Imd
IP aV5 h ~USP2-Mye et PGRP-LC. Les cellules S2 ont été
WB aMyc ] transfectées par une construction USP2-Myc et
deux éléments de la voie IMD fusionnés avec
@ —PGRP-LC-V5 une étiquette V5. L'immunoprécipitation de
IP aMyc ‘ Imd ou de PGRP-LC entraine USP2.
WB aV5s Réciproquement, I'immunoprécipiation  de
- USP2 précipite aussi Imd et PGRP-LC. Ces
Imd-V5 résultats prouvent que USP2 interagit avec Imd
' et PGRP-LC. (Résultats de D. Thevenon)

4. La spécificité de la déubiquitinase USP2

Les effets de USP2 sur le récepteur membranairePPIGRrappellent fortement ceux
obtenus pour la protéine adaptatrice Imd (Erejeél). De plus, nous avons observé que
USP?2 interagit avec au moins deux éléments deiéalMD (Imd et PGRP-LC). Ces résultats
soulevent la question de la spécificité de USPpaetrraient étre cohérents avec un réle
beaucoup plus général de USP2. C’est pourquoiyg@ardeé I'effet de I'extinction desp2
sur la totalité des protéines poly-ubiquitinées @es chaines K48 dans les lysats cellulaires
(Fig. 27). Dans les cellules traitées ou non au B®;Textinction de cette déubiquitinase n’'a
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pas d'effet visible sur la totalité des protéindsquitinées K48. Ce méme résultat a été
observé en révélant avec un anticorps qui reconoafés les protéines ubiquitinéegdJb
FK2) (résultat non montré). Donc, USP2 ne sembke guir un réle général, mais semble

posséder plusieurs substrats appartenant a lageépomunitaire.

Empty vector + + + +

siUsp2 + +

MG132 + ¥
250 kDa '

150 kDa

K48 ubiquitinated

Lysates jo0xna proteins

WB aK48

75 kDa

50 kDa

Lysates 50 kDa -_— e " s - p-Tubulin
WB ap-Tubulin

Figure 27. Effet de USP2 sur la totalité des protees poly-ubiquitinées par des chaines
K48. En présence ou non de MG132, I'extinctionl2 n’entraine pas d’accumulation de la
totalité des protéines ubiquitinées K48, comme eekté observé pour les protéines Imd et
PGRP-LC. Donc, USP2 n’est pas impliquée dans ldidéiination générale des protéines
poly-ubiquitinées par des chaines K48.

5. Effet de I'extinction de Usp2sur l'internalisation de PGRP-LC

Puisque USP2 régule l'ubiquitination du récepte@RIP-LC qui agit comme un signal
d’internalisation (Viargueset al), jai examiné l'effet de [I'extinction deUsp2 sur
linternalisation de PGRP-LC. Dans un premier tepipsprotocole d'immunofluorescence
mis au point a été utilisé pour suivre l'internatisn de PGRP-LC-V5, en présence ou non de
siUsp2(Fig. 28a). Ainsi, il a été observé que le traitamgarsiUsp2semble augmenter un
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peu la quantité de PGRP-LC internalisé, apres gaimis le processus endocytaire pendant
15 minutes a 25°C. Mais, a cause de I'hétérogéniéitia transfection des cellules S2, il est
toujours tres difficile de conclure sur l'effet d'uURNAI. C’est pourquoi, j'ai mesuré par
cytométrie l'internalisation de PGRP-LC, avec onsssiUsp2(Fig. 28b). Ce résultat est tres
préliminaire car I'expérience n'a été menée qu'weele fois (d’ou I'absence de barres
d’erreurs) et les écarts observés sont assez daiblerevanche, la fluorescence Cyanine 5 est
moyennée sur un grand nombre de cellules (10000le®l correspondant a nos criteres de
sélection (fluorescence Alexa 488 comprise entré eéiQF, c’est-a-dire 'ensemble des
cellules transfectées exprimant «de facon raisdendh construction PGRP-LC-V5). Ainsi,

a partir de T30min, la présence diUsp2 augmente la quantité de PGRP-LC dans le
cytoplasme. Ce résultat suggére que USP2 ralemtinloibe l'internalisation du récepteur
membranaire ou bien, au contraire favorise sorutecrent dans la voie des MVBs ou son
possible recyclage a la membrane. Sous cette derhigpothése, I'augmentation de la
guantité de PGRP-LC internalisé refleterait uneumudation de PGRP-LC dans le
cytoplasme. Une récente étude a montré que, danselkiles humaines Hela, l'isoforme
USP2a localise au niveau des endosomes précocgassbcie a 'EGFR, pour maintenir
'activation de la signalisation en aval d'EGFR (L&t al., 2012). De plus, I'extinction de
Usp2aentraine une diminution de la quantité de 'EGHR @embrane et la colocalisation de
'EGFR avec la protéine Rab1l1l, présente dans ldesemmes de recyclage, est augmentée par
la sur-expression de USP2a. Donc, les auteurs peopaue USP2a déubiquitine EGFR au
niveau des endosomes précoces pour favoriser sgolage a la membrane plasmique, au
détriment de son incorporation dans la voie endad®naboutissant a la dégradation
lysosomale. En revanche, dans cet article, lesumitee précisent pas quel type
d’'ubiquitination de EGFR est concernée par l'atdéivenzymatique de USP2, bien qu’ils
montrent que USP2 hydrolyse aussi bien les chd{&set K48in vitro. Or, méme s’il est
principalement modifié par des chaines de polyuwibite K63, EGFR est aussi poly-
ubiquitiné par des chaines K11, K48 et K29, aing gar la multi-ubiquitination (Huang et
al., 2006). Par analogie, nous pouvons spéculeP@RP-LC poly-ubiquitiné par des chaines

K48 est sauvé de la dégradation lysosomale par U&P@rofit d’'un recyclage membranaire.
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a.
PGRP-LC-V35
before permeabilization
PGRP-LC-V5
after permeabilization
Hoechst
TO T15min
o - -
PGRP-LC-V5
+ 5iUsp2
b.

Effect of siUsp2 on the PGRP-LC internalization

N
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Figure 28. Effet de [I'extinction de Usp2 sur linternalisation de PGRP-LC. (a)
L'observation au microscope confocal suggére querksence dwsiUsp2 augmente la
quantité de PGRP-LC cytoplasmique, au temps T15mvlalheureusement, du fait de
I'nétérogénéité des cellules transfectées, il #Btite de tirer des conclusions avec certitude.
Echelle : 5 um(b) Les résultats préliminaires de cytométrie préseme confirment que
I'extinction deUsp2augmente la quantité de PGRP-LC cytoplasmiques emaartir du temps
T30min.
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Par ailleurs, comme pour USP8, 'immunofluoresceted®GRP-LC a été effectuée en
présence ou non agiUsp2et, dans laquelle la totalité des protéines ukbilgges a également
été marquée (Fig. 29). Contrairementsdusp8qui provoque une accumulation de protéines
ubiquitinées dans des structures particulieres {SEm. 2, Viargue®t al), I'extinction de
Usp2 n’entraine pas d’accumulation significative desot@ines ubiquitinées dans le
cytoplasme des cellules S2. Ce résultat confirnhg de western blot ou il a été observé que
la poly-ubiquitination K48 totale dans les lysawlldaires n'était pas augmentée par le
siUsp2(Fig. 27). Donc, USP2 n’agit pas sur la totalies ghrotéines ubiquitinées et ne semble
pas étre impligué dans des processus essentieds phyisiologie cellulaire, comme par
exemple déubiquitiner les protéines poly-ubiquitséK48 avant leur entrée dans le
protéasome. USP2 déubiquitinerait plutét un ensembélsubstrats, comme les composants de

la voie IMD.

PGRP-LC-V5

before permeabilization
PGRP-LC-V5

after permeabilization
Ubiquitinated proteins

Hoechst

T30min

PGRP-LC-V5

PGRP-LC-V5
+ 5iUsp2

Figure 29. L’extinction de Usp2 n’entraine pas d’accumulation significative des
protéines ubiquitinées dans le cytoplasme.’internalisation de PGRP-LC a été suivie grace
au protocole d'immunofluorescence adapté et, pandme occasion, la totalité des protéines
ubiquitinées dans la cellule a été marquée aprisation et la perméabilisation des cellules.
L’extinction deUsp2 contrairement a celle dgsp8 ne conduit pas a une accumulation de
protéines ubiquitinées, ce qui est cohérent avedlgnrelativement spécifique de USP2 sur
ses substrats. Echelle : 5 um.
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Le systeme immunitaire permet aux organismes deléfendre contre des agents
pathogénes. La réponse immunitaire innée condtitygemiere ligne de défense contre les
micro-organismes ; elle est activée par la rec@saaice de motifs du «non-soi» (PAMPS) par
les récepteurs PRRs. Les PRRs vont induire desdesdale signalisation, parmi lesquelles les
voies de type NRkB contrblent I'expression de génes de la réponsaunitaires (e.g.
cytokines pro-inflammatoires, peptides antimicroBiegénes de prolifération cellulaire...).
Ces voies sont finement régulées, afin de perméttne activation rapide en réponse a
linfection, puis le retour et le maintien de I'ébjore basal. Les modifications post-
traductionnelles, comme l'ubiquitination, sont imgpiées dans la régulation des voies de
signalisation NR¢B, puisqu’elles permettent de réguler I'activiig stabilité et la localisation
subcellulaire des protéines. Nous avons décryptéine mécanismes de régulation des voies

NF-xB dépendant de I'ubiquitination, chez la drosophile

Les travaux de I'équipe ont permis d’identifierisr®) SPs régulant négativement la voie
IMD de la drosophile (USP2, USP34 et USP36) etW8f, USP34, régulant négativement la
voie Toll (Engelet al). Au cours de ma these, jai participé a la cnagation de I'activité de

USP2 sur la protéine Imd.

Nous avons observé que la protéine Imd est polgitimée par des chaines K48 qui la
cible vers la dégradation protéasomale. USP2 fagarette dégradation protéasomale de la
protéine Imd. Notre hypothese est que USP2 permetesivoi vers le protéasome et/ou
favorise sa déubiquitination avant son entrée danprotéasome. De fagon intéressante,
linfection entraine une perte des formes poly-uliingées K48 de Imd (de fagon
indépendante de USP2) et stabilise la forme enéefa forme clivée de Imd, suggérant que
la dégradation de Imd est bloquée pour permettresigmalisation. L’équipe avait
précédemment montré que la protéine Imd est palyditinée par des chaines K63,
nécessaires pour la transduction du signal, etlgu#éubiquitinase USP36 hydrolyse ces
chaines K63 (Thevenon et al., 2009). Donc, les denaxéases USP2 et USP36 réegulent
différentiellement la stabilité et I'activité de ¢hh mais toutes les deux contribuent a la

régulation négative de la voie IMD.

Afin de rechercher d’autres niveaux de régulatianljubiquitine, une stratégie possible
est d’identifier quels éléments de la voie IMD satiquitinés. Dans cette optique, jai

observé que le récepteur immunitaire PGRP-LC ataduitiné. J'ai démontré I'existence de
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chaines K48 associées a PGRP-LC, ce qui n'exclitigpgoly-ubiquitination par d’autres
types de chaines ou la multi-ubiquitination. Enr@uPGRP-LC est constitutivement dégradé
par un mécanisme endocytaire, indépendamment dégsame. La stimulation de la voie
IMD par des PGN favorise I'endocytose et la dégiiadade PGRP-LC. Par ailleurs,
I'extinction de Usp8 et des genes codant pour les protéines endocytélre et Rab5
entrainent une accumulation des formes ubiquitine®GRP-LC et, plus spécifiquement,
des formes poly-ubiquitinées par des chaines K48isNbensons que cette accumulation est
due au blocage de la dégradation lysosomale, ceuggose que les formes ubiquitinées de

PGRP-LC sont spécifiguement recrutées vers laenidosomale.

Comme observé pour la protéine Imd, la déubiquendSP2 favorise I'hydrolyse des
chaines de poly-ubiquitine K48 de PGRP-LC. En quii8P2 interagit avec au moins deux
membres de la voie IMD : PGRP-LC et Imd, directenmenau sein d’'un complexe protéique.
Pour autant, un role général sur la totalité desdores ubiquitinées par des chaines K48 a été
exclu car I'extinction ddJsp2 ne modifie pas significativement le profil de Isamble des

protéines ubiquitinées par ce type de chaine @gaosllule.

Par la suite, jai développé un protocole dimmunofescence pour suivre
I'internalisation des récepteurs PGRP-LC depuisiéanbrane plasmique vers le cytoplasme,
par observation au microscope confocal. Grace te dethnique, jai mis en évidence
linternalisation de PGRP-LC. Ensuite, jai remagquue la stimulation par des PGN
entrainait une réorganisation immédiate des réoept®GRP-LC sous la forme d'une
structure en «collier de perles», reflétant probadant I'oligomérisation de PGRP-LC, et
favorise l'internalisation de PGRP-LC. Comme l'olbv&tion par microscopie confocale n'a
pas permis de conclure de facon quantitative sifel d’ARNs interférents ciblantsp2
Usp8ou des génes codant pour des protéines endosytkirprotocole a ensuite été adapté a
lanalyse quantitative par cytométrie. Des expérsn préliminaires suggeérent que
'extinction de Usp8 Usp2 ou Rab5 entraine une accumulation de PGRP-LC dans le
cytoplasme. Nous supposons que cette accumulagsolte d'un blocage de la voie
endosomale conduisant aux lysosomes, ou, alteemagint, dans le cas de USP2 et USPS, il

est possible que ce soit le recyclage de PGRP4a@reembrane qui soit bloqué.
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A.Discussion et Perspectives

1. L'ubiqguitination de PGRP-LC

J'ai montré que le récepteur immunitaire PGRP-LCuésquitiné, au moins en partie
par des chaines K48, et dégradé par la voie lysalgom I'heure d’aujourd’hui, ce sont
plutét la multi-ubiquitination et la poly-ubiquitition K63 qui sont décrits comme des
signaux d’endocytose. Plus récemment, il a été rdomie la poly-ubiquitination K29 du
récepteur Notch entrainait sa dégradation consttyiar les lysosomes (Chastagner et al.,
2008). De plus, plusieurs exemples de récepteulgymiquitinés K48 existent dans la
littérature. Par exemple, le récepteur Smo est faifamulti-ubiquitiné, pour entrer dans la
voie des endosomes, et poly-ubiquitiné K48 pous étrvoyé vers le protéasome depuis les
endosomes tardifs (Li et al., 2012). De plus, été observé que le récepteur IFNAR1 (IFN-
o/ Receptor 1) est poly-ubiquitiné par des chaine® &4K63 et ces deux types de chaines

sont requises pour l'internalisation et la dégriahadiu récepteur (Kumar et al., 2007).

Par ailleurs, nous soupgonnons que PGRP-LC soitifidodar d'autres formes
d’ubiquitination. J'ai testé la poly-ubiquitinatidf63 et il ne semble pas que PGRP-LC soit
modifié par ce type de chaines. Les anticorps Bgaes contre les autres chaines de poly-
ubiquitine n’étant pas disponibles, je n'ai pasyeux caractériser I'ubiquitination de PGRP-
LC. Un des aspects les plus intéressants pour potgsce travail serait d’identifier
l'ubiquitine ligase E3 qui catalyse I'ubiquitinaticde PGRP-LC et de comprendre comment
est régulée l'ubiquitination du récepteur immuméagn réponse a l'infection. Une étude de
spectrométrie de masse pourrait éventuellementgigerde déterminer quelle(s) ubiquitine
ligase(s) E3 et quel(s) type de chaines d’ubigaisiont associés a PGRP-LC, dans différentes
conditions (e.g. stimulation par des PGN).

2. Caractérisation de I'endocytose de PGRP-LC

Afin de comprendre plus facilement ou se font kegutations de la voie IMD sur le
récepteur, il est essentiel de bien maitriser f@ges du trafic endocytaire de PGRP-LC. Pour

répondre a cette question, on pourrait envisagerffettuer le protocole
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d'immunofluorescence, en co-marquant PGRP-LC eféemdihtes protéines de la voie
endocytaire (Rab5 ou Hrs pour les endosomes précBab7 pour les endosomes tardifs, le
LysoTracker ou Lampl pour les lysosomes...). Par @kemle co-marquage avec le
LysoTracker ou la protéine Rabl11, caractéristiqeeahdosomes de recyclage, permettrait de
savoir si l'internalisation de PGRP-LC conduit nresagrement a sa dégradation lysosomale
ou s'il peut étre recyclé a la membraria les endosomes de recyclage. Par la suite, il sera
alors possible d’observer guelle étape de I'endsgytde PGRP-LC est perturbée par I'ajout
d’'un RNAI spécifiqgue. En outre, une observationl'dgernalisation du récepteur sur des
cinétiques plus longues (e.g jusqu’a 4 heures) perait de tester si la totalité de PGRP-LC
internalisé est dégradée.

3. L'ubiquitination de PGRP-LC est-elle nécessaire aan internalisation ?

J'ai observe, d'une part, que PGRP-LC était ubingéitet, d’autre part, qu’'il était
internalisé. De plus, le blocage du processus egpdioe par extinction génique entraine une
accumulation de PGRP-LC ubiquitiné. En revanche es@ériences ne prouvent pas de facon
certaine que c’est l'ubiquitination de PGRP-LC gidclenche son internalisation. Afin de
tester cette hypotheése, il serait intéressant diétda localisation d’'un PGRP-LC qui ne peut
plus étre ubiquitiné : est-il localisé exclusivermen la membrane ou peut-il toujours
internaliser ? Comme la drosophile ne possede gusenle enzyme «ubiquitin activating» E1
(Ubal), jai voulu tester I'extinction par RNAI dgbal sur l'internalisation de PGRP-LC.
Cependant, par western blot, j'ai observé que ibexibn deUbal par deux RNAI différents
ne diminue pas la quantité totale de protéinesuitimges dans les lysats cellulaire (résultats
non montrés). Notre hypothése est que le traitempansiUbal est trés délétere pour les
cellules et que nous sélectionnons les cellulesagivent & s’adapter, par exempleg une
stabilisation renforcée de la protéine Ubal. L'ayiossibilité pour bloquer l'ubiquitination
de PGRP-LC est de muter toutes ses lysines, dusnmushes présentes dans le domaine
intracellulaire. Stratégiquement, il faudrait cormoer par muter les cing lysines, qui sont tres
probablement ubiquitinées selon la prédiction Barimatique (Annexe 4, Fig. 34).
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4. Roéle de USP2 dans le trafic endocytaire de PGRP-LC

USP8, Hrs et Rab5 sont des protéines impliquées ldaprocessus endocytaire. Donc,
'accumulation de PGRP-LC ubiquitiné causée par lahibition peut s’expliquer par le
blocage du trafic endocytaire. En revanche, USR2 pdas de rble général connu dans
'endocytose, mais j'ai pourtant observé que sominetion génique conduisait a une
accumulation des formes poly-ubiquitinées K48 deRP&.C. D'apres les expériences
préliminaires de cytométrie, il semblerait que tiegtion deUsp2 augmente la quantité de
PGRP-LC internalisé dans le cytoplasme. Ce réspkait étre la conséquence soit d'un
blocage de lincorporation de PGRP-LC dans la \emdosomale, soit d’'une diminution de
son recyclage a la membrane. Or, l'isoforme USP@abiduitine EGFR au niveau des
endosomes précoces pour favoriser son recyclagerembrane (Liu et al., 2012). Dong, il
est tentant de spéculer que USP2 déubiquitine mgale PGRP-LC pour le sauver de la
dégradation lysosomale et permettre sa réintégraida membrane plasmique. Afin de
vérifier cette hypothese, il faudrait regarderastblocalisation entre PGRP-LC et le marqueur
des endosomes de recyclage Rabl1l est augmentéésenge de USP2. Une autre stratégie
est de regarder par cytométrie la variation deuantjté de PGRP-LC a la membrane dans le
temps, en bloquant la synthése protéique par leltggimide. De cette fagon, on s’affranchit
du PGRP-LC nouvellement synthétisé et les variatide la quantité du récepteur a la
membrane proviennent de son internalisation et/eusdn recyclage. Enfin, on pourra
regarder si ces variations sont modifiées par laegpression ou I'extinction génique de
USP2.

5. L’endocytose est-elle nécessaire a la signalisatide la voie IMD ?

La question essentielle soulevée par cette étudeecoe le lien entre I'endocytose de
PGRP-LC et la signalisation de la voie IMD. En gffeinternalisation des récepteurs
membranaires a longtemps été considérée comme wennobarréter la signalisation en
permettant leur dégradation. Mais, de plus en glm$ormations suggerent que beaucoup de
récepteurs sont actifs pendant ou apres leur @isation et que la signalisation continue le
long de la voie endocytaire. Par exemple, I'endosgtdu récepteur Toll de la drosophile est
strictement nécessaire a la signalisation. Dantiosr cas, comme celui du TNFR-1 des

mammiféres, l'internalisation intracellulaire assua sélectivité des signaux activés. Donc,
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'endocytose contréle la signalisation cellulaie®, couplant et intégrant différentes cascades
de signalisation, a la surface de vésicules endoegt afin de contréler la qualité, I'intensité,
la distribution et la durée de la signalisation.

Dans un premier temps, nous avons observé, a ptasieprises, que l'extinction de
Usp8n’induit pas une activation constitutive ou une-aativation de la voie IMD. Ce résultat
peut s’expliquer par le fait que, lorsqUsp8 est éteint, PGRP-LC peut étre accumulé sous
une forme ubiquitinée inactive qui n’est plus cdpate signaler ou bien que ce récepteur est
déja engagé dans les vésicules intraluminalesettgé étape, la transduction du signal par
PGRP-LC ne peut plus avoir lieu. En outre, jailégent observé, par le test luciférase,
I'effet de I'extinction des genes codant pour last@ines endocytaire Hrs et Rab5 et,
malheureusement, aucun résultat significatif eraeyctif n'a été observé. Cela provient
srement du fait que la présence didrs et siRab5est tres délétére pour les cellules S2,
comme il a été observé lors des expériences denéjtie. Par la suite, il serait intéressant de
mesurer par RT-gPCR l'activation de la voie IMDest-a-dire I'expression dattacine et de
la diptéricing dans des mouches transgéniques,Hos ou Rab5 ont été éteints. Cette
expérience devra étre faite a partir de mouchesiéés par pigdre ou non-infectées. De plus,
il est possible que les étapes précoces de I'endeeysoient nécessaires a la transduction du
signal de PGRP-LC, alors gu’'une fois engagé damstelosomes précoces, PGRP-LC est
destiné a étre dégradé pour réguler négativemenbita IMD. C’est pourquoi, il faudrait
egalement tester 'effet du dynasore, un inhibitéerla dynamine intervenant précocement
dans I'endocytose (détachement de la vésicule épratte clathrine de la membrane

cellulaire), sur I'activation de la voie IMD.

Par ailleurs, la protéine PIMS (PGRP-LC-interactingibitor of IMD Signaling), ou
aussi nommeée Pirk ou Rudra, est un régulateur ifiélgata voie IMD. L’expression du géene
pims est induite en réponse a l'infection par des bestéa Gram négatif et, dans l'intestin,
son expression basale repose sur la présencefldeel@ommensale, permettant d’éviter une
activation inappropriée de la voie. De plus, lat@iree PIMS interagit avec PGRP-LC, PGRP-
LE et Imd (Aggarwal et al., 2008; Kleino et al.,08) Lhocine et al., 2008). De facon
intéressante, il a été observé que PIMS changeclisation subcellulaire de PGRP-LC
(Lhocine et al., 2008). En effet, la présence déFentraine une réorganisation de PGRP-LC

de la membrane vers des structures organiséedajpiagme. Donc, il est probable que PIMS

176



Conclusion etPerspective

favorise l'internalisation de PGRP-LC, et, pourgpas, sa dégradation dans les lysosomes,

ce qui serait cohérent avec son role de régulatégatif de la voie IMD.

B.Conclusion générale

La régulation négative de la réponse immunitaitecegiale, afin d’éviter une réponse
excessive et maintenue dans le temps. En effefhotebreuses pathologies, comme les
maladies auto-immunes et inflammatoires, sont &ssca une dérégulation du systéme
immunitaire. Au cours de ma thése, je me suis éstFe aux mécanismes de régulation
négatifs impliquant l'ubiquitine dans les voies inmitaires IMD et Toll de la drosophile.
Dans un premier temps, nous avons identifié tréigbejuitinases (USP2, USP34 et USP36)
régulant négativement la voie IMD et une seule U3®P34, régulant négativement la voie
Toll. De plus, nous avons montré que la déubigastin USP2 favorise la dégradation
protéasomale de la protéine Imd poly-ubiquitinée g@s chaines K48, alors que USP36
hydrolyse les chaines K63 nécessaires a l'activadie la protéine Imd. Par ailleurs, jai
observé que le récepteur immunitaire PGRP-LC étaifuitiné, au moins en partie par des
chaines K48, et qu'il était endocyté et probablandégradé dans les lysosomes. De plus, la
déubiquitinase USP2 favorise I'hydrolyse des formek/-ubiquitinées K48 de PGRP-LC.
Ces résultats nous amenent a proposer le mod&nsyiour I'endocytose de PGRP-LC (Fig.
30). La reconnaissance des DAP-PGN par le réceptearbranaire PGRP-LC entraine son
oligomérisation et son ubiquitination, par des nkai de poly-ubiquitine K48 et,
probablement, par d’autres types de chaines. Luitie ligase catalysant I'ubiquitination du
récepteur reste a étre identifiée. L'ubiquitinataen PGRP-LC déclenche son internalisation.
Au niveau des endosomes précoces, PGRP-LC peugréntda voie de dégradation
lysosomale ou, au contraire, étre recyclé a la mangoplasmique. Comme cela a été montré
pour EGFR, il est tentant de spéculer que USP2 igeitine PGRP-LC au niveau des
endosomes précoces pour favoriser son recyclagerddit de sa dégradation lysosomale.
Cette hypothése serait cohérente avec les réspitélisninaires de cytométrie obtenus en
présence dsiUsp2 Pour finir, bien que I'endocytose ait longtemps ébservée comme un
moyen de dégrader les récepteurs membranairedipii@r la signalisation, il est maintenant
évident qu’'un récepteur peut induire la signalsatiout le long de son internalisation. Dans
certains cas, comme ceux des récepteurs TLR-4 EtR'N I'endocytose permet la sélectivité
des voies de signalisation et les endosomes sont die fabuleuses plateformes de
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signalisation. A la suite de cette thése, il sena@$ intéressant de comprendre le réle de
I'internalisation de PGRP-LC dans la voie de siggadion IMD : depuis quel compartiment

cellulaire et a quel moment se fait la transductlarsignal ?

Bactéries Gramr

/

\/ b\ /
PGRP-LC _ _ ___________ > % ]
Activation i. -

Ubiquitin Endocytosis ™~ Sy
ligase? IMD
signaling ?

Lysosomal ./’\ Unknown Ub

degradation? eece Poly-Ub K48

Figure 30. Modele d’endocytose du récepteur immureiire PGRP-LC. La reconnaissance
de DAP-PGN par le récepteur PGRP-LC entraine sigoraErisation et son ubiquitination,
au moins en partie par des chaines de poly-ubnguik48, par une ubiquitine ligase E3
inconnue. L'ubiquitination de PGRP-LC déclenche semdocytose et sa dégradation
lysosomale, impliguant la déubiquitinase USP8stlmossible que USP2 déubiquitine PGRP-
LC au niveau des endosomes précoces, afin de $avoson recyclage a la membrane
cellulaire, au détriment de sa dégradation palykssomes. La transduction du signal peut se
faire depuis la membrane cellulaire, mais aussiiddps compartiments intracellulaires.
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Annexes Protocole d'immunofluorescen

Annexe 1. Protocole d'immunofluorescence pour suie l'internalisation du

récepteur PGRP-LC

Ensemensement (JO) :

Déposer une lamelle stérile au fond des puits dplague 4 puits. Penser a prévoir au
moins une plaque par condition d’internalisatioffédente.

Traitement des lamelles a la poly-lysifmour faire adhérer les cellules S2) : Ajouter
500 pl de poly-lysine 0,001% (solution commercial@,01% a diluer au 1/idans de
'eau stérile). Incuber les plaques a 37°C pendamtmoins, 5 minutes. Enlever la
poly-lysine et faire un lavage au PBS 1X stérilaisker sécher les lamelles sous la
hotte.

Ajouter 500 pl par puits d’une solution &x@llules/ml

Incubation 24h a 25°C

Transfection (J1) :

Enlever le milieu et ajouter a chaque puits : 2@ transfectine + 50 ng de plasmide
total + 2 pg de RNAI si nécessaire + 100 ul de DSMis réplicats par condition de
transfection.

Incubation 5-6h a 25°C

Ajouter 400 pl de sérum 15% par puits

Incubation & 25°C sur la nuit (si pas de RNAI) emgant 48h (si présence de RNAI)

IF (J2): rester a 4°C (chambre froide)

Se mettre a 4°C (chambre froide du labo) et enlé&vexurnageant des cellules. On
peut supposer que la saturation n’est pas nécegsailes cellules sont déja dans du
sérum.

Ajouter 300 ul ¢anticorps primaire froid dilué dans [EDSM+ Sérum 10% (anti-V5
dilué au 500 pour garder les cellules vivantes.

Incubation a 4°C pour bloquer I'endocytose et, éasincubation a 25°C pour la série
correspondante. Le temps d’incubation a 25°C vaoer obtenir une cinétique
d’internalisation et la durée totale d’incubatiovea 'anticorps primaire est d’'une
heure.
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Trois lavagessuccessifs au PBS 1X froid (sans tween car peuetrles cellules).
Incubation pendant 10 minutes a 4°C, avec agitation

Fixation : mettre 300 pl/puits de PFA 4% dilué dans du PBS 1X

Incuber 10 minutes a température ambiante saretiagit

Enlever le liquide sous la sorbonne avec une et le PFA est toxique

3 lavages successifau PBS 1X : 500 ul/puits, agitation 2-3 minutete@pérature
ambiante, puis on enleve le liquide et on recommenéau premier lavage, enlever le

liquide sous hotte avec pipette car il reste dase de PFA. Pour les 2 autres lavages,
enlever avec pompe sous-vide a la paillasse).

A partir de maintenanprotéger la plaque de la lumiérea cause des anticorps secondaires et
du Hoechst

208

Ajouter 300 pl/puitsd’anticorps secondaireanti-mouse alexa 488 dilué au 1/1000
(pour cellules) dans du serum de cheval 5% PBSricdibation 1 heure a température
ambiante, avec agitatiomarquage de PGRP-LC membranaire

Trois lavagessuccessifs avec 500 pl/puits de PBS 1X. Agitagbimcubation a RT
pendant 10 minutes entre chaque lavage.

Perméabilisation : ajouter 500 pl/puits de Triton 100X 0,5% dans dBSP1X.
Incuber & RT sous légere agitation pendant 5'.

3 lavages successitsu PBS 1X avec 500 ul/puits, agitation 2-3 mindtésmpérature
ambiante.

Ajouter 300 pl/puitsd’anticorps secondaireanti-mouse cyanine 3 dilué au 1/1000
dans du sérum de cheval 5% PBS 1X. Incubation ehauempérature ambiante,
avec agitationMarquage de PGRP-LC membranaire et internalisé

Trois lavages successifs avec 500 pul/puits de PBS 1X tween 0Agitation et
incubation a RT pendant 10 minutes entre chaquav

Coloration du noyau avec du Hoechst dilué au 1/1608ans du PBS 1X (300
pI/puits). Incubation pendant 5 minutes a tempéeatimbiante, sans agitation. Ne
surtout pas laver aprés le Hoechst.

Montage lame-lamelledans le milieu de montage Dako

Observation par microscopie confocale
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Annexe 2. Protocole pouta quantification de l'internalisation de PGRP-LC
par cytométrie

Ensemensement (JO) :

- Dans une plaque 12 puits, ajouter 1 ml/ puits d'smiation & 4.19cellules/ml

- Incubation 24h a 25°C

Prévoir, au moins, les témoins suivants:
- Témoin de cellules non transfectées (sans apsgaimaire et sans anticorps secondaire)

- Témoin cellules transfectées avec que les seaesdaans primaire)

Transfection (J1) :

- Enlever le milieu et ajouter a chaque puits : 4@ kransfectine + 100 ng de plasmide
total + 4 ul de RNAI (si nécessaire) + 200 pul deMDS

- Incubation 5-6h a 25°C
- Ajouter 800 pl de sérum 15% par puits

- Incubation a 25°C sur la nuit (si pas de RNAI) emgant 48h (si présence de RNAI)

Préparation des échantillons pour le FACS (J2) : rester a 4°C (chambre froide)

Le FACS a disposition ne lit pas bien la Cyaninéo3 peut prendre la fichorinitrine, PE-
Cyanine 5 ou la Cyanine 5 a la place). J'ai dormisiha Cyanine 5 pour marquer PGRP-LC
apres perméabilisation des cellules.

- Enlever le milieu et ajouter 300uladiticorps primaire froid dilué dans IeEDSM+
Sérum 10% (anti-V5 dilué au 50) pour garder les cellules vivantes. Pour les
témoins négatifs, ne mettre que du Sérum 10% d&h8 (83ans anticorps primaire).

- Incubation a 4°C pour bloquer I'endocytose et, @asincubation a 25°C pour la série
correspondante. Le temps dincubation a 25°C vaoer obtenir une cinétique
d’internalisation et la durée totale d’incubatiovea 'anticorps primaire est d’'une
heure.

- Reprendre les cellules avec ces 300 ul d’anticdifpsher et transvaser dans une
plague 96 puits, a fond arrondi. Centrifuger 5 rnesua 1200 rpm et enlever le
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surnageant en retournant la plaque d’'un coup setessus de l'évier et I'essuyer
doucement sur un papier absorbant.

- Un lavageau PBS 1X froid : Ajouter 200 ul PBS 1X froid/miisans tween car peut
trouer les cellules). Centrifuger 5 minutes a 120 et enlever le surnageant en
retournant la plaque d’'un coup sec au-dessus der’ét 'essuyer doucement sur un
papier absorbant.

- Fixation : mettre 100 pl/puits de PFA 4% dans du PBS 1X.
- Incuber 10 minutes a température ambiante saretiagit

- Un lavageau PBS 1X: Ajouter 200 pl de PBS par-dessus lA. RFentrifuger 5
minutes a 1200 rpm et enlever le surnageant enrmredat la plaque d’'un coup sec au-
dessus de I'évier et 'essuyer doucement sur urepapsorbant.

A partir de maintenanprotéger la plague de la lumiérea cause des anticorps secondaires

- Reprendre les cellules par 100 pl/puitanticorps secondaireanti-mouse Alexa 488
dilué au 1/1000dans du sérum de cheval 5% PBS 1X ou 100 pl/peitBBS sérum
de cheval 5% pour les témoins sans anticorps meraioea Incubation 30 minutes a
température ambiante, avec agitatiglarquage de PGRP-LC membranaire

- Un lavageau PBS 1X: Ajouter 200 pl PBS 1X/puits par-deskaisticorps (sans
tween car peut trouer les cellules). Centrifugenifutes a 1200 rpm et enlever le
surnageant en retournant la plaque d’'un coup sedessus de I'évier et I'essuyer
doucement sur un papier absorbant.

- Perméabilisation : ajouter 200 pl/puits de Triton 100X a 0,5% dand”@®S8. Incuber
a RT sous légére agitation pendant 5'. Centrifigerinutes a 1200 rpm et enlever le
surnageant en retournant la plaque d’'un coup sedessus de I'évier et I'essuyer
doucement sur un papier absorbant.

- Unlavageau PBS 1X (sans tween car peut trouer les cejludgsuter 200 pl/puits de
PBS 1X. Centrifuger 5 minutes a 1200 rpm et enlsuenageant

- Ajouter 100 pl/puitsd’anticorps secondaireanti-mouse Cyanine 5 dilué au 1/1600
dans du sérum de cheval 5% PBS 1X ou 100 ul/peitPBS sérum de cheval 5%
pour les témoins sans anticorps cytoplasmique.blation 30 minutes a température
ambiante, avec agitatioMarquage de PGRP-LC membranaire et internalise

- Un lavage au PBS 1X tween 0,1% : ajouter 200 pul/puits pasde I'anticorps.
Centrifuger 5 minutes a 1200 rpm et enlever le ageant en retournant la plaque
d’'un coup sec au-dessus de 'évier et I'essuyeceiment sur un papier absorbant.

- Reprendre les cellules par 300 pl de PBS 1X etrendfins des tubes Falcon adaptés a
la quantification au FACS.
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Annexe 3. Les systemes «UAS-GAL4» et «UAS-GAL4, GADts»

Parmi les nombreux outils génétiques mis a disjposithez la drosophile, le systeme
«UAS-GAL4» permet d’induire ou d’éteindre un géramsl un tissu donné (les ailes, le corps
gras, les hémocytes...), dans seulement quelquesesetiu de facon maitrisée (aprés un choc
thermique, par exemple). Ces manipulations génétsigant été rendues possibles par
l'utilisation de I'élément transposable P modifitnade permettre l'intégration stable de

genes d'intéréts.

L’élément transposable P autonome est composéqieisées inversées répétées en 5’
et 3, nommées aussi les «pieds» de I'élémentd® qtiatre exons codant pour la transposase,
nécessaire a la transposition et a la régulatida deobilité de I'élément P. Un élément P non
autonome ne posséde pas le gene codant pour $pbsase et sa mobilité ne peut se faire que
si un autre élément P autonome, ou une autre s@uiecemide ou élément P non mobilisable),
est présent pour fournir la transposase. Les dhilésips ont tiré profit des propriétés de
I'élément P, pour insérer aléatoirement un transgfams I’ADN chromosomique des noyaux
des cellules germinales, depuis un vecteur plasjpnédi

Le transgene est un élément P non autonome poss#emrpieds» en 5’ et 3’, de la
séquence que l'on souhaite intégrer (e.g. cDNA,.t.)Xd'’ean marqueur de transgénése :
typiguement les geneswhite (w) ou yellow (y). Ce marqueur permet de suivre
phénotypiquement I'insertion de I'élément P dangdeome dans une souche mutanteou
y"". Afin de produire une lignée transgénique, dewsmiides différents sont injectés au pole
postérieur d'un ceuf de drosophile agé d’enviroralth30 (embryon au stade blastoderme
syncitial avant la formation des cellules germisald.’un des vecteurs porte le transgéene et
lautre, la source de transposase. Ainsi, le transgest intégré aléatoirement et de facon
stable dans le génome de certains gametes de yemtldans la descendance de I'adulte qui
en résulte, les individus transgéniques serontcseéfmés grace au marqueur phénotypique
porté par le transgéne, dans notre cas, le @géite, responsable de la couleur rouge des yeux
de la drosophile.

Dans le cadre de cette these, jai utilisé le syst&UAS-GAL4», qui nécessite la

combinaison de deux éléments P (Brand and Perrid@98) (Fig. 31). Le premier élément
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P{GAL4} possede le géne codant pour le facteurrdascription GAL4 de levure, en aval
d’'un promoteur de nature variable (tissu spécifiqgmeluctible...). Le deuxiéme élément
P{UAS-géned’intérét} porte le gene d'intérét et les séquences régoésrUAS reconnues
par GAL4. Ainsi, le croisement d’'une lignée pilopgrtant P{GAL4}, et d’'une lignée cible
P{UAS-gened’intérétt permet, dans la descendance F1, I'expressionete gl'intérét dans
les mémes conditions que celle @al4. Le gene d'intérét peut étre un cDNA, qui va alors
étre sur-exprimé, ou des séquences inversées edpéfecifiques, qui vont permettre
I'extinction génique d’'un gene cible. Il existe Egaent des banques de lignées ou I'élément
P{UAS} inséré en amont d'un géne endogéne pernaiplession du gene en présence de
GALA4.

Sur-expression du cDNA

Lignée pilote

cars M

Promoteur tissu spécifique
Promoteur inductible (choc thermique)

Lignée cible % Extinction

Figure 31. Le systéme «UAS-GAL4»La lignée pilote comprend le gene codant pour la
protéine GAL4 de levure, sous la régulation d’'uonpoteur spécifique (tissu-spécifique ou

inductible). La lignée cible posséde le cDNA d'uamg cible (pour la sur-expression) ou des
séquences répétées inversée spécifiqgue (pournaixi génique), en aval de la séquence
régulatrice UAS. Le croisement d’'une lignée pilaeec une lignée cible résulte en une
descendance F1 qui exprime spécifiquement GAL4. Gy alors se fixer sur les séquences
UAS et permettre I'expression du cDNA ou des ségesmepétées inversees.
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Dans certains cas, comme celui de la sur-expres&d®GRP-LC, I'expression du gene
d’intérét peut étre létal au stade larvaire et ascmouche d’intérét au stade adulte n’est
obtenue. C’est pourquoi, j'ai utilisé le systemeA8JGAL4, GAL80ts», qui repose sur le fait
gue GALS8O inhibe réversiblement GAL4 et, donc, eamgél'expression du géne d’intérét
(Fig. 32). Comme GALS80 est thermo-sensible, sa a@omition est modifiee a 30°C, il ne
peut plus inhiber GAL4 et le gene d'intérét peue &xprimé. En conséquence, il est possible
d’induire I'expression du géne d’intérét apresdesies critiques du développement.

Promoteur
ubiquitaire

C = /C = J

Figure 32. Le systeme «UAS-GAL4, GAL8O0ts»La lignée pilote comprend le géne codant
pour la protéine GAL80, sous l'effet d’'un promotauriquitaire, et le géne codant pour la
protéine GAL4 en aval d’'un promoteur ubiquitairearl® la descendance F1, a 18°C,
I'expression de GALS8O inhibe GAL4, qui ne peut plas séquences régulatrices UAS. En
revanche, a 30°C, la conformation de GAL80 estrédtéet ne peut plus inhiber GAL4. La
protéine GAL4 se lie alors aux séquences UAS poduire I'expression du cDNA (pour la

sur-expression) ou des séquences répeétées invépsées extinction génique).
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Annexes PGREF-LC

Annexe 4. Les transcrits du genédPGRP-LC et la séquence protéigue de
PGRP-LC RA (ou PGRP-LCx)

Carte des transcrits de PGRP-LC (CG4432) d’apres le site http://flybase.org/

3L
L L L L 1 1 1 1 1 1 1 1 1

9330k 9331k 9332k 9353k 9334k 9335k 933'6I< 9357k 9338k 933%k 9340k 9341k 9342k 9343k
Gene Span
PGRP-LA PGRP-LC PGRP-LF
[ [ - —
Transcript
PGRP-LA-RO PGRP-LC-RO PGRP-LF-Rf
e L] O—1 {3 H 1> 0o
PGRP-LA-RE PGRP-LC-RA
- HT = [, Oo—1 1 H—1=>
PGRP-LA-RG PGRP-LC-RC
I B t  E] E— 3 O ey
PGRP-LA-RF PGRP-LC-RG
T [, —1 1 TH—
PGRP-LA-RC PGRP-LC-RB
e r {5 I— (I 1>

PGRP-LC-RH

I 1 1 — 1>

PGRP-LC-RE
O

Figure 33. Carte des transcrits du gen®GRP-LC(CG4432).L'épissage alternatif du géne
PGRP-LC résulte en sept transcrits. Le transcrRP<£C-RA correspond a l'isoforme PGRP-
LCx, qui reconnait, lorsqu’il oligomérise, les P@Miltimériques. Le transcrit PGRP-LC-RB
est lisoforme PGRP-LCa, qui n’est actif que s’isteassocié a PGRP-LCx pour la
reconnaissance des PGN monomérique. Le transciRPPIGC-RC correspond a I'isoforme
inactif PGRP-LCy. (Schmidt et al., 2008; SteinerD02, Werner et al.,, 2003)
(http://flybase.org/)
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Séquence protéique de PGRP-LC RA (ou PGRP-LCx) etr@diction des lysines (K)
ubiquitinées :

N-ter MPFSNETEMSQCSNARRVNDPLTGR{NCSTSSTDSGVILNDNVAAFRPEET
KDRGTGEGQFQE SEE<TESKRISVEHTVNITTENVGKTSSPAVSIRSTTISVVSIDDN
AIDSSSIDSDSEAEAEDYTVQ LGHQVTYPPNSSHLRDLNQGLTVISRHVAPGEAAVP
PPNPLEAGIVAKQILNGNLAVATPTSPAGGATQGIGSIALTNSTDVTFGDKIFYEGPVT
IQQFLIDNRDKWK PGEGPAGGQDNPAFNGGPSTNGSAPGHEDPAQTPPICPFLPNT
VGRKAVTVIVVEVTLTELLGIVLEATTTINLFGKTLNQTDLDVIDNSTLVILK VAEWGG
RPAKRMLDAQQLPINRVVISHTAAEGCESREVCSARVNVVQSFHMDSWGWHIGYN
FLVGGDGRVYEGRGWDYVGAHTKGYNRGSIGISFIGTFTTRKPNERQLEAQLLLQE
GVRLKKLTTNYRLYGHRQLSATESPGEELYKIIKKWPHWSHEIC-ter

Légende :

Domaine cytoplasmique(commune pour les isoformes PGRP-LCa, y et x)&93
Domaine transmembranaire (commune pour les isoformes PGRP-LCa, y et X)&20 a
Domaine extracellulaire187 aa

K : Lysine tres probablement ubiquitinée (Score > (B5)

K : Lysine probablement ubiquitinée (0,70 < Score ©,85)

Figure 34. Séquence protéique de PGRP-LCx.e domaine cytoplasmique est surligné en
gris, le domaine transmembranaire en vert et |tmteaine en jaune. Les lysines (K) trés
probablement ubiquitinées sont en rouge et celledgblement ubiquitinées en orange
(d’apreés le site UbPred.org). Abréviations : acidesnés (aa)
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Annexe 5. Taillebourget al., 2012.

Dans cet article, jai contribué principalementnslde cadre d’'un stage et de fagon
moindre au cours de ma thése, a la mise au poipratocole d'immunofluorescence sur le

corps gras larvaire. C’est pourquoi, j'ai fait leoex de placer cet article en annexe.

The deubiquitinating enzyme USP36 controls selecev autophagy activation by
ubiquitinated proteins.

Emmanuel Taillebourg, Isabel Gregoire, Perrine §lias, Anne-Claire Jacomin, Dominique
Thevenon, Mathias Faure and Marie-Odile Fauvar(@84.2).Autophagy 8:5, 767-779
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The deubiquitinating enzyme USP36 controls
selective autophagy activation
by ubiquitinated proteins
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Initially described as a nonspecific degradation process induced upon starvation, autophagy is now known also to be
involved in the degradation of specific ubiquitinated substrates such as mitochondria, bacteria and aggregated proteins,
ensuring crucial functions in cell physiology and immunity. We report here that the deubiquitinating enzyme USP36
controls selective autophagy activation in Drosophila and in human cells. We show that dUsp36 loss of function
autonomously inhibits cell growth while activating autophagy. Despite the phenotypic similarity, dUSP36 is not part of
the TOR signaling pathway. Autophagy induced by dUsp36 loss of function depends on p62/SQSTM1, an adaptor for
delivering cargo marked by polyubiquitin to autophagosomes. Consistent with p62 requirement, dUsp36 mutant cells
display nuclear aggregates of ubiquitinated proteins, including Histone H2B, and cytoplasmic ubiquitinated proteins; the
latter are eliminated by autophagy. Importantly, USP36 function in p62-dependent selective autophagy is conserved in
human cells. Our work identifies a novel, crucial role for a deubiquitinating enzyme in selective autophagy.

Introduction

Autophagy is a generic term, which describes the lysosomal
degradation of cytoplasmic material. Three different types of
autophagy occur: (1) macroautophagy, in which autophagosomes
engulf portions of cytoplasm and eventually fuse with lysosomes;
(2) microautophagy, in which lysosomes directly sequester cyto-
solic components; and (3) chaperone-mediated autophagy, in
which unfolded proteins are translocated to lysosomes. Macro-
autophagy, hereafter referred to as autophagy, is the major
lysosomal degradation pathway in cells. It is involved in several
physiological and pathological processes such as cellular home-
ostasis, cell survival, development, neurodegeneration, cancer and
defense against infections." Originally described as a nonspecific
degradation process limited to bulk cytosol in response to
starvation, recent research has identified selective autophagy
pathways for the targeting of specific substrates to autophagy,
including senescent organelles, bacteria, viral proteins and
aggregated proteins.””’

The overall molecular mechanisms of autophagy are relatively
well understood, due to the discovery of yeast autophagy-related
genes (azg) and the core autophagy machinery in all eukaryotic
cells from yeast to humans.** During autophagy, a phagophore is
formed under the control of the autophagosome formation

complex which includes the class IIT P(I)3-kinase (VPS34) and

BECLIN 1 (the ortholog of yeast ATGG6)."”'"" Elongation of
this membrane involves two conjugation systems. The first
system results in the association of the cytosolic microtubule-
associated protein 1 light-chain 3-1 (LC3-I) with phosphatidyl-
ethanolamine to generate a lipidated LC3-II form. The second
system forms the ATG12-ATG5-ATG16 macromolecular com-
plexes. Both conjugation systems contribute to the completion of
the double-membrane-containing autophagosomes which then
fuse with lysosomes to generate the degradative single-membraned
autolysosomes.

Autophagy is induced upon starvation through a pathway
dependent on the TOR (target of rapamycin) kinase.'>'? Under
nutrient-rich conditions, the TOR pathway is activated, which
prevents activation of the Ser/Thr kinase ATGI in yeast or
ULK1/2 (the orthologs of ATG1) in mammalian cells. Nutrient
privation and rapamycin treatment downregulate TOR kinase
activity, which results in activation of the ATGI kinase to induce
autophagy.

Recent studies identified ubiquitination as a key signal for
selective autophagy. Ubiquitin functions as a tag targeting pro-
tein aggregates, bacteria and mitochondria to autophagic
degradation.'* The first evidence for the role of ubiquitination
in autophagy came from the p62/SQSTMI protein identified
as an adaptor for delivering cargo marked by polyubiquitin to
autophagosomes.'>'® p62/SQSTM1 binds to polyubiquitinated
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protein cargo via a ubiquitin-associated (UBA) domain and to
the autophagy machinery via a LC3-interacting region (LIR). It
thus functions as a bridge between polyubiquitinated cargo and
autophagosomes. Two other proteins, NDP52 and NBR1, were
described later, and found to have similar functions to p62/
SQSTM1."”'* Recently ALFY (autophagy-linked FYVE domain)
was shown to orchestrate the assembly of autophagosomes to
p62/SQSTM1-captured cargo by binding to phosphatidylinositol
3-phosphate (PtdIns(3)P), ATG12-ATG5-ATG16 complex, LC3
and p62."7*°

The mechanisms responsible for the ubiquitination of specific
autophagy substrates remain largely unknown except for mito-
chondria, which have been shown to be polyubiquitinated on
VDACI by the PARKIN E3 ubiquitin ligase.”" It is likely that
ubiquitination of other substrates for selective autophagy is
achieved by specific, unknown E3 ligases and highly regulated
by deubiquitinating enzymes. These enzymes remove ubiquitin
residues from ubiquitinated substrates and function as antagonists
of E3 ligases.”” Some of them may regulate the ubiquitination
status of selective autophagy substrates. We previously demon-
strated that in Drosophila the deubiquitinating enzyme dUSP36
acts as a negative regulator of the NF«B dependent immune
deficiency (imd) pathway and deubiquitinates the IMD protein.*
dUsp36 (also known as emperors thumb and scrawny) was
independently shown to be required for apoptosis regulation®
and for stem cells maintenance through deubiquitination of the
Histone H2B protein.”® ‘We report here that dUsp36 loss of
function inhibits cell growth and activates autophagy. Although
these phenotypes are the hallmark of TOR pathway mutants, we
show that dUsp36 is not part of this signaling pathway.
Autophagy induced by dUsp36 loss of function is not the cause
of the observed growth defects and strictly depends on the p62
adaptor protein. This suggests that dUSP36 prevents the induc-
tion of selective ubiquitin-mediated autophagy. Accordingly,
dUsp36 inactivation results in nuclear aggregates of ubiquitinated
proteins, including ubiquitinated Histone H2B. Cytoplasmic
ubiquitinated aggregates are also formed during dUsp36 inactiva-
tion, and eliminated by autophagy. This USP36 requirement to
prevent selective autophagy is conserved in human cells: silencing
of hUSP36 triggers autophagy via a p62-dependent pathway.
Our work identifies for the first time a crucial role for a
deubiquitinating enzyme in selective autophagy inhibition.

Results

Usp36 loss of function inhibits larval growth and activates
autophagy. We previously reported that dUsp36 null mutants
are lethal at larval stages.”” To examine the cause of this
lethality, larvae homozygous for a null 4Usp36 mutation™ were
collected. Compared with wild-type larvae (Fig. 1A, left), mutant
larvae displayed a significantly reduced size without gross
morphological defects (Fig. 1A, middle), and eventually died,
5 d after egg laying (AEL). Larval length measurements at
different time points after hatching showed that 4Usp36 mutant
larvae grew more slowly than wild-type larvae (Fig. 1B). This
growth defect is specific to dUsp36 loss of function mutants since
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it can be completely rescued by ubiquitous expression of the
dUSP36 protein (Fig. 1A, right).

Constitutive activation of autophagy has been reported to cause
growth defects in larvae.”® Thus, we monitored autophagy by
staining the larval fat body with the Lysotracker Red dye that
identifies acidified lysosomes and autolysosomes.'? Due to the low
baseline level of lysosomal activity in well-fed early third instar
larvae (4 d AEL), this dye did not accumulate in fat body cells of
wild-type larvae (Fig. 1C). However, in age-matched dUsp36
mutant larvae, numerous acidified lysosomes were observed in the
fat body cells suggesting robust autophagy activity (Fig. 1D).

dUsp36 function is cell autonomous. We next asked whether
the role dUSP36 plays in cell growth and autophagy is cell
autonomous. We induced clones of 4Usp36 null mutant fat body
cells using the MARCM system,” which enables the targeted
expression of transgenes in cells that have undergone mitotic
recombination. In a first set of experiments, we generated
homozygous 4Usp36 null mutant cells that expressed nuclear
GFP. These cells were much smaller than their heterozygous
neighbors (relative cell size = 0.09, Fig.2A and F) and were
positive for LysoTracker staining (Fig.2B). In a second set of
experiments, we modified MARCM to allow for the expression
of the GFP-LC3 reporter gene following mitotic recombina-
tion.”® This reporter encodes a fusion protein between green
fluorescent protein and human LC3.* The expression of GFP-
LC3 is diffused in the cytoplasm when autophagy is not induced.
However GFP-LC3 is recruited to autophagosomes upon auto-
phagy induction by starvation or rapamycin treatment.'* This
experiment revealed that, in mid third instar larvae, 96% of
dUsp36 null mutant cells contained autophagosomes compared
with 3% of wild-type cells (n = 49 and 69 cells, respectively;
p < 0.0001, Fig.2C and E). Finall, MARCM induced
expression of the dUSP36 protein in 4Usp36 mutant cells
restored cell size and autophagy to wild-type levels (Fig. 2D-F).
We have also performed clonal analysis in the wing imaginal disc
and observed that 4Usp36 mutant clones are smaller than wild-
type clones (Fig. S1), indicating that 4Usp36 function is also
required in mitotic tissues. Taken together, these results clearly
demonstrate that the deubiquitinating enzyme dUSP36 is
required cell autonomously to promote cell growth and/or
proliferation and to prevent autophagy activation.

dUSP36 does not function in the TOR pathway. In
Drosophila, inhibition of the TOR pathway, either by rapamycin
treatment or genetic mutations prevents cell growth and activates
autophagy.'”® The TOR kinase independently controls cell
growth partly through the S6 Kinase (S6K) and autophagy
through the ATGI kinase. The phenotypic similarities between
TOR and dUsp36 loss of functions suggested that both proteins
may be involved in the same signaling pathway, and that dUSP36
may act upstream or at the level of TOR.

As a readout of TOR pathway activity we first monitored the
levels of active phosphorylated S6K (P-S6K) in age-matched larvae
(Fig. S2A). In young second instar (48 h AEL) larvae we observe
no difference between control and 4Usp36 silenced larvae whereas
a decrease in P-S6K is observed in mid-L2 (60 h AEL) dUsp36
silenced larvae. We think that this late decrease is a consequence
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Figure 1. dUsp36 null mutation impairs organismal growth and activates autophagy. (A) Wild-type (left), dUsp36 null mutant (middle,
dUsp36°%/dUsp36*) and rescued (right, UAS-dUsp36/+; daGal, dUsp36*#/dUsp36°%) larvae. (B) Larval length measurements at different time points.
Continuous line: wild-type larvae, dotted line: dUsp36 null mutant larvae. Fluorescent microscope imaging of unfixed fat bodies from wild-type

(C) or dUsp36 null mutant larvae stained with Lysotracker Red (red) and Hoechst 33342 (blue). Scale bar: 10 pm.

of the growth inhibition; indeed, a decrease in P-S6K is also
observed by inhibiting the dATAD3A mitochondrial protein,
which is required for cell growth independently of the TOR
pathway. Furthermore comparison of P-S6K levels between 48 h
AEL control larvae and 60 h AEL 4Usp36 silenced larvae (which
have approximately the same size) does not display significant
differences. These results thus suggest that dUsp36 loss of
function does not directly inhibit the TOR pathway

In order to get functional data we expressed various activators
of the TOR pathway in dUsp36 mutant cells by MARCM
and examined their ability to rescue dUsp36 phenotypes. We
expressed insulin receptor (InR), AKT1 or RHEB proteins, each
of which is sufficient to activate the TOR pathway and to increase
cell size.'>?* Strikingly, none of these proteins rescued the size
defects of dUsp36 mutant cells indicating that dUSP36 does not
act upstream of RHEB, the most downstream component of the
TOR pathway tested (Fig.2F and Fig. S2C-E). Since RHEB
is a direct activator of the TOR complex, these results suggest
that dUSP36 may act either at the level of TOR activation or
independently of the TOR pathway. Overexpression of the TOR
kinase has detrimental effects® and thus could not been assayed
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directly, so we attempted to rescue the 4Usp36 mutant pheno-
type by expressing the TOR substrate S6 Kinase (S6K). Over-
expression of this kinase has been shown to partially rescue the
cell growth defect of 47OR mutant cells.”” In contrast, we
observed that SOK overexpression did not rescue the cell growth
defect of dUsp36 mutant cells indicating that dUSP36 does not
function upstream of S6K (Fig. 2F and Fig. S2F). Together, these
results indicate that dUSP36 is not part of the TOR pathway.
Cell growth defects and autophagy activation are not
mediated by the IMD pathway. Our previous work identified
dUSP36 as a negative regulator of the IMD pathway.”®> We
showed that dUSP36 interacts with and deubiquitinates the
IMD protein. dUsp36 silencing results in the constitutive
activation of this NFxB dependent signaling pathway and
consequently of the connected JNK pathway. Therefore, we
asked whether the cell growth inhibition and autophagy activa-
tion that we observed upon dUsp36 silencing would depend on
inappropriate activation of the IMD pathway. We used the
FLPout GAL4/UAS method®* to clonally activate expression of
the GFP-LC3 reporter and transgenes containing specific inverted
repeats (IR). This induced RNAi-dependent gene silencing in
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Figure 2. Clonal analysis of dUsp36 function in the fat body. dUsp36 null mutant cells expressing nuclear GFP were generated by MARCM and stained
with Alexa 546-phalloidin (red) and DAPI (blue) (A) or Lysotracker Red (red) (B). MARCM was also used to express the GFP-LC3 autophagy reporter

in dUsp36 null mutant (C) and rescued cells (D). (E) Quantification of autophagy in wild-type, dUsp36 mutant or rescued cells. Autophagy was considered
to be activated in a particular cell if at least one GFP-LC3 vesicle was observed. Bracketed numbers represent the number of individual cells
examined. (F) Quantification of the relative cell size of dUsp36 mutant, rescued cells, and of dUsp36 mutant cells expressing various members

of the TOR pathway. Area measurements of mutant cells relative to surrounding wild-type cells are shown. (**p < 0.001, independence chi-square test).
Genotypes: (A and B) y,w,hsFLP/+; Cg-Gal4, UAS-GFPnls/+; FRT80 dUsp36“**/FRT80 TubGal80 (C) y,w,hsFLP/+; Cg-Gal4, UAS-GFP-LC3/+;

FRT80 dUsp36*/FRT80 TubGal80 (D) y,w,hsFLP/UAS-dUSP36; Cg-Gal4, UAS-GFP-LC3/+; FRT80 dUsp36***/FRT80 TubGal80. Scale bar: 10 pum.

GFP-LC3 expressing clones. When dUsp36-IR transgene was
used in mid third instar larvae to silence dUsp36, we observed
localization of GFP-LC3 to autophagosomes in more than 30%
of the knocked-down cells (Fig. 3B and C), compared with 96%
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of the null mutant cells (Fig. 2E). This result indicates that RNAi-
mediated dUsp36 silencing results in a hypomorphic phenotype.
As RNAi-induced phenotypes are known to require more time to
develop, autophagy activation was also monitored in late third
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instar larvae. At this developmental stage autophagy is activated
in wild-type cells®® and we detected autophagosomes in 20% of
them (Fig.3G). In contrast, we observed that more than 80%
of the knocked-down cells contained autophagosomes (Fig.3D
and G). We also observed that dUsp36-IR expressing cells
displayed a strong size reduction (Fig. 3D and H). These results
show that silencing 4Usp36 by RNAi recapitulates the null
mutant phenotype.

Co-expression of the dUsp36-IR transgene and of an imd-IR
transgene, which had been previously shown to efficiently inhibit
imd gene expression,” did not significantly modify the level of
autophagy induction (Fig. 3G) or the cell size reduction (Fig. 3H),
compared with cells expressing only the dUsp36-IR transgene.
These results indicate that autophagy activation and cell growth
inhibition induced by 4Usp36 silencing are not caused by the
activation of the IMD pathway or the connected JNK pathway.

Cell growth inhibition and autophagy activation. Over-
expression of the autophagy regulator ATG1 in fat body cells
has been shown to strongly activate autophagy and cause cell
growth inhibition.”® Thus, we considered the possibility that
autophagy activation in 4Usp36 mutant fat body cells might lead
to the observed growth defect. To test this hypothesis, autophagy
was inhibited in dUsp36-IR expressing cells by co-expressing an
RNAI transgene targeting Azg5," an obligatory component of the
autophagy machinery. We observed that cells expressing dUsp36-
IR and Arg5-IR showed a dramatic reduction of autophagy activity
(Fig. 3E and G). This result indicates that autophagy induced by
dUsp36 silencing requires Azg5 function. We then looked at the
relative size of cells expressing dUsp36-IR alone or in combination
with Arg5-IR. We found no significant differences in the size of
cells (Fig. 3H). Thus, we conclude that autophagy inhibition does
not significantly rescue the size of dUsp36 silenced cells.

We also expressed the dUsp36-IR transgene in the fat body of
wild-type or Azgl null mutant larvae which further confirmed that
prevention of autophagy induction in dUsp36-IR expressing cells
does not modify the cell growth defect (Fig. $3). Altogether, our
findings show that the cell growth inhibition induced by dUsp36
loss of function is not a consequence of autophagy activation.

Conversely, we asked whether cell growth inhibition per se
could trigger autophagy. To this end, we inactivated the
dATAD3Al belphegor (bor) gene® which encodes a mitochondrial
protein required for cell growth.? FLPout mediated expression of
an RNAi construct targeting dATAD3A resulted in cell size
inhibition in the same range as 4Usp36 inactivation (Fig. 3H).
However, none of the JATAD3A knockout cells showed GFP-
LC3 recruitment to autophagosomes (n = 38, data not shown).
This result indicates that cell growth inhibition is not sufficient
to activate autophagy and suggests that dUSP36 plays a specific
role in preventing autophagy activation.

Autophagy induced by dUsp36 inactivation requires the
p62/Ref(2)P protein. The p62 adaptor protein has been identi-
fied as a key component of selective autophagy.'® The Drosophila
62 homolog, refractory to Sigma P (ref(2)P), shares similar
functional motifs®**” and has been shown to play a major role
in the formation of ubiquitin-positive protein aggregates in the
Drosophila adult brain.”® To address the question of genetic
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interactions between dUsp36 and r¢f(2)P, we used two refl2)P
loss-of-function alleles: 7eff2)P?, which lacks the PB1 domain
required for multimerization and formation of protein aggregates
and 7ef{2)P®, which lacks the UBA (ubiquitin-associated)
domain required for binding to ubiquitinated proteins.”” ref(2)P
homozygous mutants are viable and do not show any develop-
mental defects except male sterility.” Compared with wild-type
larvae, dUsp36 null larvae are developmentally delayed and, at
96 h AEL, they are in 2nd larval instar whereas wild-type larvae
are in 3rd larval instar (Fig. S4). However, they do not exhibit
significant larval lethality before this time point (Fig.4A). In
contrast, most of the 7¢f{2)P, dUsp36 double mutant larvae
have died by 96 h AEL (Fig. 4A). This strong genetic interaction
is observed with the two r¢f{2)P alleles and prompted us to
investigate the role of 7¢f{2)P in autophagy induced by dUsp36
inactivation.

We first performed Lysotracker staining. The pattern of the
few surviving double mutants revealed a striking difference
compared with that of 4Usp36 mutant larvac (Fig. 4B and C).
Double mutant fat body cells showed either a complete absence
of lysosomes (Fig. 4C, arrow) or a juxta-nuclear accumulation of
Lysotracker-positive structures (Fig. 4C, arrowhead). To confirm
this result at the cellular level, we performed Lysotracker staining
on clones of dUsp36 null mutant cells generated either in a wild-
type or in a 7ef{2)P* mutant background (Fig.4D and E). The
autolysosomes observed in dUsp36 mutant cells were not present
in the 7ef(2)P; dUsp36 double mutant cells. This result suggests
that the p62/Ref(2)P protein is required for autophagy in dUsp36
mutant cells.

We then directly looked at autophagy by using the FLPout
method to clonally activate expression of the GFP-LC3 reporter
and of RNAI transgenes targeting dUsp36 and/or ref{2)P. We
observed that clones of cells co-expressing the 4Usp36-IR and ref
(2)P-IR transgenes showed a significant reduction of autophagy
activity compared with cells expressing 4Usp36-IR alone (Fig. 3F
and G). We have also quantified autophagy in white pre-pupae,
a stage during which nonselective autophagy is strongly activated
in fat body cells (Fig. S5). As expected, compared with wild-type
(WT) cells, Atg5-IR expressing cells have reduced autophagy
activity. This was not the case with 7¢f{2)P-IR expressing cells in
which the autophagy levels are not modified. This indicates that
Ref(2)P is not required for nonselective autophagy but specifically
contributes to autophagy induced by dUsp36 loss of function.
Lastly the relative cell size is not significantly modified by ref{2)P
inactivation (Fig.3H) further indicating that cell growth defects
are independent of autophagy induction in 4Usp36 mutant cells.

The role of 7¢f{2)P was also confirmed in a 4Usp36 null mutant
background. For this, the MARCM system was used to drive
expression of GFP-LC3 and 7¢f{2)P-IR in dUsp36 null mutant
cells. We observed that ref{2)P silencing significantly inhibited
autophagy induced in dUsp36 null mutant cells (Fig. S6). Taken
together, these results show that the p62/Ref(2)P protein
contributes to autophagy induced by 4Usp36 inactivation.

dUsp36 loss of function leads to the accumulation of
ubiquitinated proteins in both the nucleus and the cytoplasm.
We have shown that autophagy in 4Usp36 mutant cells is
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Figure 3. Autophagy activation in dUsp36 silenced cells depends on Atg5 and ref(2)P. (A-C) Mid third instar larvae. Expression of the GFP-LC3 autophagy
reporter was clonally activated in fat body cells alone (A) or in combination with a dsRNA trangene targeting dUsp36 (B) using the FLPout method.

(C) Quantification of autophagy in cells expressing GFP-LC3 alone (WT) or in combination with the dsRNA trangene targeting dUsp36 (dUsp36-IR).

(D-H) Late third instar larvae. The FLPout method was used to express the GFP-LC3 reporter and the dUsp36-IR transgene alone (D) or in combination with
the Atg5-IR (E) or ref(2)P-IR (F) transgenes. (G) Quantification of autophagy in wild-type cells, in cells expressing the dUsp36-IR transgene alone, or in
combination with the imd-IR, Atg5-IR or ref(2)P-IR transgenes. (H) Quantification of the relative cell size of cells expressing the dATA3A-IR transgene or
the dUsp36-IR transgene alone or in combination with the imd-IR, Atg5-IR or ref(2)P-IR transgenes. (A, B and D-F) Confocal sections of fixed fat bodies
stained with GFP (green), Alexa 546-phalloidin (red) and DAPI (blue) are shown. G, H: Bracketed numbers represent the number of individual cells
examined. (** = p < 0.001, independence chi-square test). Genotypes: (A) y,w,hsFLP/+; UAS-GFP-LC3/+, Ac > CD2 > Gal4/+ (B) y,w,hsFLP/+;
UAS-GFP-LC3/UAS-dUsp36-IR, Ac > CD2 > Gal4/+ (D) y,w,hsFLP/+; UAS-GFP-LC3,UAS-dUsp36-IR/+, Ac > CD2 > Gal4/+ (E) y,w,hsFLP/UAS-Atg5-IR;
UAS-GFP-LC3,UAS-dUsp36-IR/+, Ac > CD2 > Gal4/+ (F) y,w,hsFLP/+; UAS-GFP-LC3,UAS-dUsp36-IR/UAS-ref(2)P-IR, Ac > CD2 > Gal4/+. Scale bar: 10 pm.

dependent on the p62/Ref(2)P protein, a key component of
ubiquitin-targeted autophagy. This suggests that, in the absence of
the deubiquitinating enzyme dUSP36, ubiquitinated substrates
accumulate and induce selective autophagy. We found that
ubiquitinated proteins were readily detected in the nucleus of
the dUsp36 mutant cells (Fig. 5A). They formed dense dots in
close association, but not colocalized with DNA. Importantly,
MARCM induced expression of the dUSP36 protein in 4Usp36

mutant cells prevented the apparition of these nuclear aggregates
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(Fig. 5B). This indicates that ubiquitinated proteins accumula-
tion results from dUsp36 loss of function. The dUSP36
deubiquitinating enzyme has been shown to deubiquitinate the
histone H2B in both Drosophila embryo and stem cells.”” In
accordance with a role in H2B ubiquitination, 4Usp36 mutant
fat body cells accumulated ubiquitinated H2B in their nuclei
(Fig. S7). These results show that dUSP36 is required to prevent
nuclear accumulation of ubiquitinated proteins, among which the
histone H2B was identified.
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By contrast with the nucleus, ubiquitinated proteins were not
readily observed in the cytoplasm of 4Usp36 knockout cells
(Fig.5A and C). We hypothesized that their elimination by
autophagy may have prevented their detection. Indeed, autophagy
inhibition using the Azg5-IR transgene revealed the presence of
numerous ubiquitinated proteins in the cytoplasm of dUsp36
silenced cells (Fig. 5D). Previous work showed that autophagy
inhibition induced accumulation of ubiquitinated aggregates in
the Drosophila®® and mouse*"** central nervous system. In con-
trast, this was not observed in Azg5 silenced larval fat body cells
(data not shown). This indicates that the observed ubiquitinated
proteins are not due to autophagy inhibition by itself, but rather
to dUsp36 loss of function. Our observations thus show that
dUsp36 loss of function results in the accumulation of ubiquiti-
nated proteins, in both the nucleus and the cytoplasm where they
are permanently eliminated by autophagy.

As we had shown that the Ref(2)P/p62 protein contributes to
autophagy induced by 4Usp36 inactivation, we asked whether
it accumulates in 4Usp36 mutant cells. We first addressed this
point by overexpressing a Ref(2)P-GFP fusion protein in WT and
dUsp36-IR expressing cells (Fig.6A and B). We observed that
Ref(2)P-GFP accumulates as dots in WT cells and that the size
and intensity of these dots were greatly enhanced in dUsp36
knockdown cells. To rule out the possibility that this result
might be due to Ref(2)P-GFP overexpression, we then used an
anti-Ref(2)P antibody to study expression of the endogenous
Ref(2)P protein. In WT and dUsp36-IR expressing fat body cells,
the Ref(2)P protein was detected at very low levels (Fig. 6C). In
contrast, in cells co-expressing dUsp36-IR and Atg5-IR, larger
Ref(2)P-positive dots were observed (arrows, Fig.6D). This
indicates that accumulation of ubiquitinated proteins in dUsp36
mutant cells is correlated with accumulation of Ref(2)P and
supports our conclusion that the p62/Ref(2)P protein is required
to target ubiquitinated proteins induced upon dUsp36 inactiva-
tion to autophagy degradation.

Human USP36 is required for p62-dependent autophagy
inhibition. Human and Drosophila USP36 show 37% identity
in their catalytic domain and share two conserved domains at
their N and C-terminal parts.”>** The human USP36 protein
was described to function in the nucleolus where it deubiquiti-
nates fibrillarin,”® but its role in autophagy is unknown. We
asked whether human USP36 would also be required to prevent
autophagy activation in cultured cells. We used specific short
interference (si)-RNA to reduce AUSP36 expression in GFP-
LC3 Hela cells.” We observed a drastic increase of GFP-LC3
dots, corresponding to GFP-LC3-containing autophagosomes
in siUSP36-treated cells compared with siControl-treated cells
(Fig. 7A, C and F). As observed in Drosophila, #USP36 inactiva-
tion does not inhibit TOR pathway activity as judged by levels
of P-S6K and P-4EBP (Fig. $2B). An increase in the lipidated,
autophagosome-associated form of LC3 (LC3-II) was also
observed in siUSP36-treated cells (Fig. 7D). Reduction of ATG5
expression was used as a control of autophagy induction and
strongly prevented autophagosome formation (Fig.7B and F).
Furthermore, as observed in Drosophila, reduction of ATGS5
expression strongly prevented autophagosome formation in
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hUSP36 silenced cells (data not shown). We next determined
if autophagosome detection subsequent to siUSP36 treatment
was the result of an increased autophagic flux or an accumula-
tion of basal autophagosomes due to the inhibition of their
degradation. First, we found that, in contrast to siA7G5,
siUSP36 treatment did not lead to accumulation of endogenous
p62/SQSTM1 (Fig.7E). Next, we analyzed autophagy in the
presence of bafilomycin A; (BAF), an inhibitor of autolysosome
acidification. We found that BAF treatment further increased
the total number of GFP-LC3 puncta observed in siUSP36-
treated cells as compared with siControl (Fig.7G). We also
observed a clear colocalization of GFP-LC3 and p62 indicating
that USP36 dependent autophagy results in p62 recruitment to
autophagosomes (Fig. S8A and S8B). Finally, we observed a
partial colocalization of the endogenous LC3B protein with the
lysosomal marker LAMP-1 (Fig. S8C and S8D) indicating that
autophagosomes induced upon AUSP36 inactivation are bona
fide autophagosomes capable of fusing with lysosomes. This
result strongly supports that reduced expression of USP36
induces de novo autophagosome formation.

We next tested whether autophagy induced by silencing
hUSP36 depends on p62. We found that GFP-LC3 Hela cells
cotransfected with siRNAs targeting AUSP36 and p62 displayed
reduced number of autophagosome compared with single
siUSP36-transfected cells (Fig. 7H). Together, these results show
that autophagy induction upon AUSP36 silencing depends on
the p62 protein. Thus, the function of hUSP36 in autophagy
is conserved between Drosophila and human cells and relies on
the expression of p62.

Discussion

Our work identifies USP36 as a deubiquitinating enzyme that
inhibits selective, p62-dependent autophagy in Drosophila and
human cells and which is further required for cell growth in
Drosophila.

We found very reminiscent phenotypes between dUsp36 and
dTOR mutants. The TOR pathway regulates autophagy induc-
tion upon starvation in human and in Drosophila cells."® This
pathway has also been shown to control cell growth in Droso-
phila.®® These similarities raised the possibility that USP36 is
required for activation of the TOR pathway. However, monitor-
ing TOR pathway activity in Drosophila larvae and in human
cells did not convincingly implicate USP36 in this pathway.
Moreover, in Drosophila epistastasis experiments indicate that
dUSP36 is not part of the TOR pathway. Thus, our results
strongly suggest that USP36 does not function in the TOR
pathway.

We next considered different hypotheses to account for the
growth defect of 4Usp36 mutant cells. First, dUSP36 is a negative
regulator of the IMD pathway,” suggesting that the constitutive
activation of this pathway may impair Drosophila normal
development as previously shown in other tissues.* Second,
constitutive autophagy activation following dUsp36 inactivation
may directly inhibit cell growth.”® However, silencing either
Imd or Atg5 does not rescue the growth defect of dUsp36 mutant
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Scale bar: 10 pm.

cells, which rules out these two hypotheses. This led us to
consider other mechanisms to explain the cell-growth defects
induced by dUsp36 loss of function. It has been shown that
hUSP36 regulates nucleolar structure and function in human
cells.® If this function is conserved in Drosophila, it could
account for the growth defect of 4Usp36 mutant cells as a result
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of a general diminution of protein synthesis and metabolism.
However, when we examined fibrillarin nucleolar protein
expression by immunofluorescence as well as the levels of rRNA
transcription by quantitative RT PCR, we did not observe any
evidence of nucleolar dysfunction in 4Usp36 mutants (data not
shown). In contrast, we observed the accumulation of ubiquiti-
nated proteins and in particular of the ubiquitinated form
of the known dUSP36 substrate H2B in the nucleus of the
mutant cells. This likely reflects profound defects in the chro-
matin structure of 4Usp36 mutant cells. These defects may
interfere with gene expression and potentially inhibit cell growth.
Further investigations are needed to determine whether the
aberrant ubiquitination of histone H2B contributes to defective
cell growth of dUsp36 mutant cells.

Next, we characterized the role of the deubiquitinating
enzyme USP36 in autophagy. In both Drosophila and human
cell lines we observed accumulation of GFP-LC3 positive vesicles
when Usp36 was knocked down. These vesicles were dependent
on the presence of ATG1 and ATGS5 indicating that they are
bona fide autophagosomes. This was confirmed using an anti-
LC3B antibody to detect the endogenous LC3 protein: we
observed anincrease of the lipidated form of LC3 and of the
number of autophagosomes following USP36 inactivation in
human cell lines. Accumulation of autophagosomes could be
due either to de novo autophagosomes formation or to inhibition
of autophagosomes maturation. In Drosophila, the increase
in autophagosomes number was correlated with an increase of
lysosomes. In human cells, normal degradation of the autophagy
substrate p62 and partial colocalization of autophagosomes with
the lysosomal marker LAMP-1 were observed. Moreover,
bafilomycin A;, an inhibitor of autolysosome acidification, did
not block the effects of hUSP36 inactivation on autophagy.
These results indicate that the whole autophagy flux is activated
in the mutant cells. Thus, USP36 inhibits upstream events of
the autophagosome formation complex. In order to depict the
molecular involvement of USP36 in the autophagy flux regula-
tion, we tested the ability of USP36 to interact with several
autophagy-related proteins involved in this process. Through a
yeast-2-hybrid assay, we did not identify interactions between
hUSP36 and either ATG3/4/9/10/12, LC3, BECLIN 1, or
VPS34 (data not shown). However, we showed that autophagy
induced by Usp36 knockdown required the p62/SQSTMI1
adaptor protein in both Drosophila and human cells. This result
implies that Usp36 knockdown induces selective ubiquitin-
mediated autophagy. The involvement of p62 suggests that
ubiquitinated substrates accumulate following Usp36 inactivation.
These ubiquitinated proteins may then be selectively recognized
and aggregated by p62, and ultimately targeted to autophago-
somes. This hypothesis is supported since cytoplasmic ubiquiti-
nated proteins and p62 itself accumulated in dUsp36 mutant cells
in which autophagy is inhibited. Therefore, autophagy is required
to degrade ubiquitinated proteins accumulating upon 4Usp36
loss of function. Proteasome inhibition is known to promote the
accumulation of ubiquitinated proteins and activate autophagy.*
However, USP36 is unlikely to directly interfere with proteosomal
function. Indeed, despite extensive proteomic analysis of the
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Figure 5. Ubiquitinated proteins accumulate
in dUsp36 mutant cells and are eliminated
by autophagy. Confocal sections of fat body
cells stained with nuclear GFP (green),

the FK2 monoclonal antibody detecting
ubiquitinated proteins (red), and DAPI
(blue). dUsp36 null mutant cells generated
by MARCM (A, A) and dUsp36 RNAi silenced
cells generated by FLPout (C, C’) accumulate
nuclear ubiquitinated protein aggregates.
These aggregates are not observed in
rescued cells (B, B’). Cytoplasmic ubiquiti-
nated protein aggregates are observed
upon autophagy inhibition in Atg5; dUsp36
double knockout cells. Genotypes: (A, A) y,w,
hsFLP/+; Cg-Gal4, UAS-GFPnls/+; FRT80
dUsp36“**/FRT80 TubGal80 (B, B) y,w,hsFLP/
UAS-dUsp36; Cg-Gal4, UAS-GFPnls/+;

FRT80 dUsp36“**/FRT80 TubGal80 (C, C) y,w,
hsFLP/+; UAS-GFPnls,UAS-dUsp36-IR/+, Ac >
CD2 > Gal4/+ (D, D) y,w,hsFLP/UAS-Atg5-IR;
UAS-GFPnls,UAS-dUsp36-IR/+, Ac > CD2 >
Gal4/+. Scale bar: 10 pm.
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Figure 6. The Ref(2)P/p62 protein accumulates in dUsp36 silenced cells. Confocal sections of fat body cells after FLPout induced expression of

the Ref(2)P-GFP fusion protein in wild-type (A) or dUsp36 knock-down cells (B). The size and intensity of Ref(2)P-GFP dots are enhanced by dUsp36 inactivation.
Expression of the endogenous Ref(2)P protein in fat body cells expressing the dUsp36-IR transgene alone (C) or in combination with Atg5-/R (D) shows that,
as ubiquitinated proteins, the endogenous Ref(2)P protein accumulates in Atg5; dUsp36 double knockout cells. Genotypes: (A) y,w,hsFLP/+; UAS-Ref(2)P-GFP/+,
Ac > CD2 > Gal4/+ (B) y,w,hsFLP/+; UAS-Ref(2)P-GFP,UAS-dUsp36-IR/+, Ac > CD2 > Gal4/+ (C) y,w,hsFLP/+; UAS-GFPnls,UAS-dUsp36-IR/+, Ac > CD2 > Gal4/+
(D) y,w,hsFLP/UAS-Atg5-IR; UAS-GFPnls,UAS-dUsp36-IR/+, Ac > CD2 > Gal4/+. Scale bar: 10 pm.

proteasome, USP36 has never been described as a proteosome
associated deubiquitinating enzyme. In metazoans, the three
proteasomal deubiquitinating enzymes are RPN11 (also known as
POHI1), USP14 (the S. cerevisiae ortholog of which is known as
Ubp6), and UCH37 (also known as UCH-L5).“ Alternatively,
we propose that USP36 is required for the deubiquitination of
specific, as yet unknown, autophagy substrates thereby regulating
their targeting to autophagosomes (Fig. S9). Identification of
these substrates will provide a better understanding of the
molecular mechanisms involved in the selective elimination of
autophagy substrates mediated by p62.

Our study demonstrates that by preventing accumulation of
ubiquitinated proteins, USP36 inhibits selective autophagy and
thus identifies for the first time a deubiquitinating enzyme
controlling activation of selective autophagy. Interestingly, a
genome-wide siRNA screen in human cells has recently identified
two deubiquitinating enzymes, USP19 and USP24, as negative
regulators of autophagy under normal nutritional conditions.*”
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The mechanisms by which these two deubiquitinating enzymes
negatively regulate autophagy remain to be elucidated. This
suggests that USP36 may not be the only deubiquitinating
enzyme acting as an inhibitor of selective autophagy and that the
interplay between ubiquitination and deubiquitination partici-
pates in selective autophagy regulation.

Materials and Methods

Drosophila stocks and clonal analysis. Flies were reared at
25°C on standard cornmeal-yeast medium. 4Usp36"*, a null
dUsp36 allele, and the UAS-AUsp36 transgene are described in
Thevenon et al.*® The strains required for clonal analysis and the
UAS-InR, UAS-Aktl and UAS-S6K transgenic lines are from the
Bloomington Stock Center. The strains required for FLPout and
the UAS-Rbeb transgenic line were from Dr. Leopold’s laboratory.
The RNAI transgenes, except UAS-Atg5-IR, were obtained from
the Vienna Drosophila RNAi Center. The UAS-GFP-LC3
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Figure 7. The reduced expression of USP36 induces p62-dependent autophagy in human cells. Confocal section of GFP-LC3-Hela cells transfected
with control siRNA (A), or siRNA targeting either ATG5 (B) or USP36 (C). Western blot analysis of LC3 (D) and p62 (E) expressions in total cell lysates.
(F-H) Quantification of GFP* vesicles per cell profile. Comparison of siControl, SiATG5 and siUSP36-transfected cells (F), of siControl and siUSP36-
transfected cells treated with bafilomycin A; (BAF, G) and of siControl, siUSP36, sip62 and siUSP36+sip62-transfected cells (H). Results are expressed
as the relative fold induction of dots number in siATG5 or siUSP36, sip62 or siUSP36+sip62-treated cells compared with control cells for 3 individual

experiments (**p < 0.01, *p < 0.05, Student’s test).

transgene was provided by Dr. H. Stenmark. The UAS-Arg5-IR
and UAS-Ref{2)P-GFP transgenes and the null azg! allele azg1"?”
were obtained from Dr. T. Neufeld. The Ref{2)**? and Ref{2)**
mutant alleles were obtained from Dr. S. Gaumer.

For clonal analysis in the fat body, 0-6 h embryos were
subjected to heat-shock for 1 h at 37°C and resulting female
L3 larvae were dissected at the indicated time point. For the
FLPout GAL4/UAS method, spontancous activation of the
GALA4 transcription factor has been reported®® and allows for
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the induction of GAL4 expressing cells without heat-shock.
Female L3 larvae were dissected at the indicated time point.

Immunocytochemistry and microscopy. Lysotracker staining
was performed on unfixed larval fat bodies as described in Scott
et al.”” Images were obtained with a Zeiss Axiovert 200M
microscope.

For immunocytochemistry, lateral lobes of larval fat bodies
were dissected in PBS and fixed for 30 min in 4% paraformalde-
hyde. For quantification of cell size and autophagy levels,
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after rinsing in PBS, samples were incubated overnight at 4°C
in 2 U/ml Alexa Fluor 546 Phalloidin (Invitrogen, A22283).
For antibody staining, samples were blocked for 1 h in PBS,
0.1% Triton X-100, 5% normal goat serum and then incubated
overnight at 4°C with the FK2 monoclonal antibody (Millipore,
04-263) diluted 1:10,000, with the anti-ubiquitinated Histone
H2B antibody (Millipore, clone 56) diluted 1:500 or with
the anti-Ref(2)P antibody™ diluted 1:500. After mounting in
DAPI containing Vectashield (Vector Laboratories, H-1200), the
samples were imaged with a 40x or 63x magnification (oil
immersion) using a Leica TCS SP2 confocal microscope and the
LCS software. Cell size was quantified as the ratio between the
areas of a GFP" cell and of neighboring GFP" cells.

GFP-LC3-Hela cells were fixed with 4% paraformaldehyde
and analyzed using a Zeiss Axiovert 100M microscope equipped
with the LSM 510 system and observed with a magnification
of 63% (oil immersion). The number of GFP* vesicles per cell
profile was enumerated from one single plan section per cell. The
number of GFP* vesicles was counted using 100 to 200 cells for
each independent experiment.

Bafilomycin A; for flux experiments was purchased from
Sigma (Sigma, B1793). GFP-LC3 HeLa cells were treated for
5hrs with 100 nM of bafilomycin.

Human cells and antibodies. Hel.a and GFP-LC3-HeLa cells
were maintained in RPMI 1640 supplemented with 0.5mg/mL
gentamicin, 2mM L-glutamine and 10% fetal calf serum. Anti-
actin (A2066), anti-LC3B1(L7543) and anti-ATG5 (A0856) were
purchased from Sigma. Anti-p62 (sc-28359) was purchased from
Santa Cruz biotechnology. Anti-rabbit HRP (NA 934) was

References 8.

purchased from Amersham Biosciences. Anti-LAMP1 (555798)
was purchased from BD Pharmigen.

Small interfering RNA experiments. Smartpool si-ATG5, si-
p62, si-USP36 and control si-RNA were from Dharmacon. 2.10°
Hela or HeLa-GFP-LC3 were plated in 6-well plates 24 h prior
to transfection with 100 pmol si-RNA using Lipofectamine
RNAIMAX (Invitrogen, 13778-100) according to manufacturer’s

instructions.
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L’ubiquitination et le trafic endocytaire régulent la réponse
immunitaire de la drosophile

Le systeme immunitaire inné repose sur la déteai®mmotifs microbiens et I'activation de réponses
adaptées, parmi lesquelles les voies de signalisdiépendantes des facteurs tNB-jouent un réle primordial.
Ces voies sont finement régulées afin d'éviter igponse immunitaire excessive et soutenue damsripst qui
peut causer de nombreuses pathologies, comme lasliegmauto-immunes et pro-inflammatoires. Au cales
ma thése, j'ai élucidé certains mécanismes de aigaldes voies de signalisation MB; Toll et IMD, chez la
drosophile, qui reposent sur l'ubiquitination deotgines et leur dégradation par la voie endocytairele
protéasome.

L'ubiquitination réversible des protéines est unedification post-traductionnelle qui permet de dégu
leur activité, leur stabilité et leur localisatiubcellulaire. En particulier, I'ubiquitination degcepteurs
membranaires peut servir de signal d’endocytoske etégradation lysosomale. Chez la drosophileidepteur
PGRP-LC reconnait spécifiquement le peptidoglyd®@N) bactérien de type acide diaminopiméliqueetit
la voie de signalisation IMD. J'ai montré que PGRP-est ubiquitiné, internalisé et dégradé par lé&evo
endocytaire. Dans ce processus, jai identifié &e rmajeur de la déubiquitinase USP8 qui contr@le |
dégradation de PGRP-LC ubiquitiné. J'ai aussi migeéidence que la stimulation de la voie IMD pa RGN
augmente l'internalisation et la dégradation de P&R, assurant I'élimination des récepteurs apteslg voie
IMD ait été activée. En outre, j'ai participé a ddgades visant a comprendre le role des déubiqsitin USP2,
USP34 et USP36, préalablement sélectionnées pariié comme des régulateurs négatifs des voies ey
Toll. Mes résultats ont notamment contribué & mengue USP2 agit principalement au niveau de |&pre
adaptatrice Imd, en permettant I'hydrolyse de $@8res d'ubiquitine K48 et sa dégradation par td#garsome.
Finalement, j'ai observé que USP2 interagit égalerazec PGRP-LC et favorise I'hydrolyse des chaké3
associées a ce récepteur, bien que dans ce cigriedation des formes poly-ubiquitinées K48 de P&ER ne
dépende pas du protéasome, mais des protéinevdie landocytaire Hrs, Rab5 et de la déubiquitinaSes.
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[ Ubiquitination and endocytic trafficking regulate the
Immune response irDrosophila

The innate immune system relies on the recognitibrinon-self’ and on the activation of adapted
responses, among which NMB- signaling pathways play a crucial role. Thesdwwalys are tightly regulated, in
order to prevent an excessive and sustained immesonse, responsible for several pathologies, sisch
autoimmune and pro-inflammatory diseases. DuringRhip thesis, | elucidated sonmrosophila regulatory
mechanisms of NkB pathways, Toll and IMD, which rely on protein gbitination and their subsequent
degradation by the endocytic pathway or proteasome.

Reversible ubiquitination of proteins is a postasiational modification, regulating their activittheir
stability and the subcellular localization. In pewtar, ubiquitination of membrane receptors catigger their
internalization and their subsequent lysosomal aldgion. InDrosophila, the PGRP-LC receptor specifically
recognizes diaminopimelic acid containing peptigogh (PGN) and induces the IMD signaling pathway. |
proved that PGRP-LC receptor is ubiquitinated, rimatized and degraded by the endocytic pathwajythim
process, | identified the major role of the USP&higquitinating enzyme, which controls the degramtatof
ubiquitinated PGRP-LC. Besides, | showed that tMD Istimulation by PGN enhances the PGRP-LC
internalization and its degradation, ensuring rémspelimination once the IMD pathway has beenvattd.
Moreover, | took part to studies, aiming to undamst the role of USP2, USP34 and USP36, previowgcted
by the team as negative regulators of the IMD an@iédl pathways. In particular, my results showkdttUSP2
principally acts at the Imd level, allowing for thgdrolysis of its K48 poly-ubiquitin chains and jiroteasomal
degradation. Finally, | observed that USP2 alseratts with PGRP-LC and favors the hydrolysis oRPA.C
associated K48 chains, whereas the degradatior8fpg6ly-ubiquitinated PGRP-LC is independent frdra t
proteasome, but rather depends on the Hrs and BRatiécytic proteins and on the USP8 deubiquitinating
enzyme.
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