N

N

Mitochondrie et stress énergetique: voies de
signalisation et adaptations cellulaires

Valérie Desquiret

» To cite this version:

Valérie Desquiret. Mitochondrie et stress énergetique : voies de signalisation et adaptations cellulaires.
Biologie cellulaire. Université d’Angers, 2008. Francais. NNT: . tel-00433520

HAL Id: tel-00433520
https://theses.hal.science/tel-00433520
Submitted on 19 Nov 2009

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00433520
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE D'’ANGERS Année 2008
N° d’ordre 866

MITOCHONDRIE ET STRESS ENERGETIQUE :
VOIES DE SIGNALISATION ET ADAPTATIONS CELLULAIRES

THESE DE DOCTORAT

Spécialité : Biologie Cellulaire

ECOLE DOCTORALE D’ANGERS

Présentée et soutenue publiqguement
le : 28 avril 2008
a : Angers
par : Valérie DESQUIRET

Devant le jury ci-dessous :

M. Pascal FERRE(Rapporteur), Professeur, Université de Paris 6

M. Jean-Louis GUEANT (Rapporteur), Professeur, Université de Nancy

M. Jean-Yves LE GUENNEC(Examinateur), Professeur, Université de Tours
M. Patrick RITZ (Examinateur), Professeur, Université d’Angers

M. Gilles SIMARD (Examinateur)Maitre de Conférences, Université d’Angers

Directeur de these : M. Yves MALTHIERY, Professeur, Université d’Angers

Nom et coordonnées du laboratoire : Unité INSERM U84, Laboratoire de
Biochimie et Biologie Moléculaire, CHU, 4 rue Larrg/, 49033 ANGERS
Cedex 01

ED 363






REMERCIEMENTS



Je remercie vivement Messieurs Pascal Ferré et Jean-Louis Guéant d’avoir accepté
d’étre rapporteurs et de donner de leur temps pour juger ce travail. Je vous prie de

croire en ma profonde reconnaissance.

Je remercie Monsieur Jean-Yves Le Guennec d’avoir accepté de faire partie du jury et
de m’avoir formée sur la technique de mesure de la concentration intracellulaire en

calcium ainsi que pour ses précieux conseils et le temps qu’il a accordé a ce travail.

Je remercie Monsieur Gilles Simard pour ses conseils, son aide et son encadrement.
Je le remercie également pour la disponibilité et la patience dont il a fait preuve

pendant ces trois années et pour avoir accepté d’étre examinateur de ce manuscrit.

Je remercie Monsieur Patrick Ritz pour avoir accepté de faire partie du jury ainsi que
pour le soutien qu’il a apporté a ce travail, le temps qu’il a consacré a ce projet et ses

précieux conseils scientifiques.

Je remercie Monsieur Yves Malthiery pour m’avoir accueillie dans le laboratoire de
Biochimie et Biologie Moléculaire ainsi que pour ses nombreux conseils, son soutien et

son encadrement tout au long de ce travail.



Je remercie Angers Loire Métropole pour m’avoir financée pendant ces trois années
de these.

Je remercie Madame Christiane Guillouzo pour m’avoir fourni les cellules HepaRG et
Madame Denise Glaise pour m’avoir formée a leur culture.

Je remercie Damien Roussel et Dominique Loiseau pour la partie «découplage par le
DNP» du projet. Damien, tes connaissances, ton enthousiasme et ton dynamisme
m’ont donné gotit a la recherche, merci.

Je remercie Josseline Hodbert pour sa formation en culture cellulaire et pour sa
gentillesse.

Je remercie Naig Gueguen pour le temps qu’elle a consacré a ce projet. Ta gentillesse,
ta disponibilité, tes connaissances, ton investissement et ta rigueur scientifique m’ont
vraiment aidé tout au long de ce travail, merci.

Je remercie Céline Wetterwald et Anais Planconneau pour leur aide précieuse pour
les dosages de complexes ainsi que pour leur bonne humeur malgré les longues séries
de tubes ...

Je remercie Mélissa Flamment, Louis Gourdin, Caroline Jacques, Julie Poirier,
Julien Royer et Mireille Wertheimer, les colocataires de la fac qui ont, grace a leurs
conseils et leur bonne humeur, rendu ces trois années (et quelques mois...) de these
tres agréables.

Je remercie tous les membres du laboratoire de Biochimie et Biologie Moléculaire
pour leur aide et soutien: Agnes, Anne, Arnaud, Aurélie, Carole, Chadi, Christelle,
Christine, Dany, Delphine, Dominique, Frédérique, Gyasi, Jean-Fred, Jean-Luc,
Laetitia, Marc, Marie-Anne, Mathilde, Matthieu, Mélanie, Nadege, Pascal, Patrice,
Patrizia, Philippe, Soazig, Virginie et tous les techniciens d’'UF2.

Enfin, je remercie aussi ceux qui m’ont soutenu aussi en dehors du labo, ceux qui
savent dire les mots qu’il faut au moment ou il faut, ceux qui sont toujours la pour moi
et pour qui je serai toujours la aussi : Papa, Maman, Manon et Dilette et tout le reste
de la grande famille. Papou, ta curiosité et ta gentillesse ont toujours été un exemple
pour moi, j’aurais tellement aimé que tu sois aupres de nous aujourd’hui.

Je dois aussi remercier le laboratoire a un titre beaucoup plus personnel, celui de
m’avoir permis de rencontrer celui dont le soutien quotidien, le dynamisme et la « zen
attitude » m’ont donné I’énergie nécessaire pour mener a bien ce projet. Jean-
Francois, merci beaucoup pour tout le bonheur que tu m’apportes et tout ce que nous

partageons tous les deux.



A Maman et Papa,
A Jean-Francois,

A Manon et Dilette,
A ma famille,

En mémoire de Papou,



« La phrase la plus excitante a entendre en science, celle qui annonce de nouvelles
découvertes, n’est pas euréka (j’ai trouvé) mais plutot tiens, c’est marrant ... ».
Isaac Assimouv.



ABREVIATIONS



Abréviations

ADH : hormone antidiurétique

ADN : acide desoxyribonucléique

ADP : adenosine 5°-diphosphate

AIF: apoptosis inducing factor

AMP: adenosine 5-monophosphate

AMPK: adenosine monophosphate kinase

ARN: acide ribonucléique

ATF;: activating transcription factor 2

ATP: adenosine 5’-triphosphate

BSA : albumine bovine

CBG : corticosteroid binding globulin

CCCP : carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone
cGR : récepteur cytosolique aux glucocorticoides
COX : cytochrome c oxydase

CREB : cAMP response element binding

CREF : corticotrophin releasing factor

CS : citrate synthase

DAG : diacylglycérol

DNP : 2,4 Dinitrophénol

EORs : especes Oxygénées réactives

FAD : flavine adenine dinucléotide

FADH.: : flavine adenine dinucléotide hydrogénée
FCCP : carbonylcyanide-p-trifluorométhoxyphénylhydrazone
GABP : GA-binding protein

GR : récepteur aux glucocorticoides

GRE : élément de réponse aux glucocorticoides
GRU : unité de réponse aux glucocorticoides
GePase : glucose-6-phosphatase

HIF1 : hypoxia-inducible factor 1

HNF4-A: hepatic nuclear fator 4-A

HSD (11p) : hydrosteroide deshydrogénase
HSP : heat shock protein

IP3: inositol triphosphate



MAPK: mitogen activated protein kinase

mCICCP : identique au CCCP

MEF2: myocyte-specific enhancer factor 2

MERRF: myoclonus epilepsy associated with ragged-red fibers
MELAS: Mitochondrial myopathy, encephalopathy, lactic acidosis, and stroke
mGR : récepteur membranaire aux glucocorticoides

MR : récepteur aux minéralocorticoides

NAD* : nicotinamide-adenine dinucléotide

NADH : nicotinamide-adenine dinucléotide hydrogéné
NFAT : facteur nucléaire des cellules T activées

NFkB : facteur de nécrose de tumeur

NLS : signal de localisation nucléaire

NO : monoxyde d’azote

NOS : NO synthase

NRF;: nuclear respiratory factor 1

NRF3: nuclear respiratory factor 2

OXPHOS : phosphorylation oxydative

PEPCK : phosphoenolpyruvate carboxykinase

PGC1 : PPAR gamma coactivateur 1

PiP.: phosphatidyl inositol bisphosphate

PPAR vy: peroxysome proliferator-activated receptory

PTP: pore de transition de perméabilité

Sp1 : specifity protein 1

TFAM : facteur de transcription mitochondriale A

TIM : transporteur de la membrane interne mitochondriale
TOM : transporteur de la membrane externe mitochondriale
TORC: transducer of regulated CREB activity

UCP: protéine découplante

VDAC: porine ou voltage dependent anion channel

YYau: facteur de transcription Yin Yang 1
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L’équipe INSERM U694 développe un axe de rechestlrela régulation de la conversion
énergétique mitochondriale dans différents modélesstress métaboliques tels que la
restriction calorique, la cachexie cancéreuse bypkErmétabolisme induit par le traitement
par les hormones glucocorticoides.

Les conséquences fonctionnelles mitochondrialesl'tdgermétabolisme induit par les
glucocorticoides ont été étudiées sur un modélatdeaité par dexaméthasone (Dureasl,
2003, Roussett al, 2003). Ces travaux ont permis de montrer, auaniviles mitochondries
isolées de foie, une diminution de l'efficacité kdeconversion énergétique mitochondriale
associée a une augmentation de la fuite de proBesstravaux ayant mis en évidence I'action
découplante de la dexaméthasone dans les mitodghsHtdpatiques, la question principale de
mon projet de thése était de savoir si ce phénornemespondait a un effet non spécifique
direct de I'hormone (modification de I'environnenbdipidigue membranaire...) ou bien un
effet spécifique impliquant la voie classique deegiteur aux glucocorticoides.

La premiere partie de ma thése consiste en unee éiildliographique du métabolisme
énergétique mitochondrial et ses régulations aus l'analyse des voies d’action des
glucocorticoides et de leurs effets sur le fonct@ment mitochondrial.

La deuxiéme partie décrit le matériel et les médtisogue nous avons employés pour la partie
expérimentale de ce projet.

La troisieme partie expose les travaux que noussaweenés sur le métabolisme cellulaire et
mitochondrial des cellules HepG2 (lignée cellulagsue d’'un hépatocarcinome humain) dans
deux situations de stress cellulaire touchant pasticulierement la mitochondrie : le
découplage artificiel induit par un composé chimeiqle 2,4 dinitrophénol ou DNP) et le
traitement par glucocorticoides. Dans le premigclar nous avons montré que le découplage
mitochondrial était initiateur d’adaptations cedlmeés pouvant compenser cette diminution
d’éfficacité de conversion d’énergie mitochondridi®us avons ensuite montré que ce stress
induit par les glucocorticoides activait gradueksn différentes voies de signalisation
aboutissant a des effets a court terme (non gén@msjcet a long terme (génomiques) sur la
mitochondrie. Au cours de ce travail, nous avoreniifié le récepteur membranaire aux
glucocorticoides comme un élément important daimstidition des effets rapides de ces
hormones sur la mitochondrie (article 2). Le trise article s’interesse plus particulierement
aux effets non génomiques des glucocorticoideg@itdes voies de signalisation impliquées
dans ces effets. L'augmentation intracellulairecdieium par relargage du calcium des stocks

ainsi que l'activation calcium-dépendante de lagne p38MAPK ont été identifies comme



des éléments clés de cette cascade conduisant ffetg enitochondriaux rapides des

glucocorticoides.

Une derniere partie expose un travail complémentaffectué sur la lignée HepaRG, une
lignée cellulaire présentant des caractéristiqueslifférenciation proches des hépatocytes
primaires (C. Guillouzo, INSERM U522, Rennes). Nawsns analysé le fonctionnement de
la chaine respiratoire mitochondriale de ces adluen mesurant leurs parametres
respiratoires dans différentes conditions de dfiération. Nous avons également étudié
limpact du traitement par glucocorticoides sur gewameétres. Les premiers résultats
montrent que cette lignée réagit différemment aitedment par glucocorticoides par rapport
aux cellules HepG2. Des études complémentairesodewdéterminer les raisons de ces

divergences.
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I. Métabolisme énergétique cellulaire.

Pour assurer toutes ses réactions métaboliquegntleése et de dégradation ainsi que ses
nombreux processus physiologiques, la cellule aibete produire sa propre énergie a partir

des nutriments apportés par I'alimentation.

Glucides: la glycolyse est une série de réactions enzymeas, se déroulant dans le cytosol
de la cellule, conduisant a la dégradation d'undémue de glucose pour fournir deux
molécules de pyruvate, deux NADH, deux protonseeixdnolécules d’ATP.

Lipides: les acides gras sont activés en acyl-coA dangttesol. Ces derniers pénétrent dans
la mitochondrie et servent de substrats a la bégdation. Cette voie métabolique permet la
coupure successive du dernier groupement-CHs de la molécule d’acyl-coA. Ainsi, a
chaque cycle, une molécule de NADH et de FABbIt produites.

Acides aminés la dégradation de ces molécules n'apporte qoe d€s besoins énergétiques
de l'organisme. Ces réactions conduisent a desupsodinaux différents selon le statut
nutritionnel. En période de jelne, les acides amiant servir de base a la formation de
glucose et de corps cétoniques, alors qu’a I'ébarny ils vont donner des triglycérides qui
seront stockés. Ainsi, le catabolisme des acidemémmest au carrefour des voies de la
néoglucogeénese, de la cétogénese et de la lipagénes

Ces dégradations primaires, en conditions anaé&ropemettent la production d’'une quantité
restreinte d’ATP, la forme d’énergie directementilisable par les cellules. Cependant,
lorsque la cellule est en conditions aérobiesmésabolites que ces voies générent (acétyl-
COA, pyruvate ...) et les équivalents réduits (NADHFADH,) peuvent étre utilisés par la
mitochondrie pour fournir une quantité d’ATP nettrh supérieure. En effet, le pyruvate
peut entrer dans la mitochondrie et étre transfagmacétyl-coA. Cette molécule sert de base
aux réactions du cycle de Krebs qui génere a san3anolécules de NADH, 1 FADH2
CO, et une molécule d’ATP par molécule de pyruvates éguivalents réduits formés par les
réactions décrites ci-dessus servent de donneétsctfons aux complexes de la chaine
respiratoire mitochondriale permettant ainsi laxfation d’environ 32 molécules d’ATP par
molécule de glucose consommeée.

Dans une cellule eucaryote normale, environ 90e%8é&hergie nécessaire est fournie par la
mitochondrie (Rolfe et Brown, 1997). Dans les deButumorales en revanche, cet eéquilibre
métabolique peut étre modifié. En effet, une augatam de la glycolyse (par stimulation de
la transcription des genes codant pour les enzyleette voie notamment I'isoforme 2 de

’hexokinase et la phosphofructokinase 1) est tetée dans la plupart des types cellulaires
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cancéreux par rapport au tissu sain. Ainsi, OttabMay, en 1930, a observé que les cellules
cancéreuses possedaient un métabolisme différentceltules saines avec une utilisation
accrue de la glycolyse pour produire de I'énergiéma en présence d’oxygene. Cette
caractéristique sera appelée par la suite « I'&fatburg » (Pedersen 2007). Pour autant, la
glycolyse n'est le seul fournisseur d’ATP de ceButes, en effet, dans certains types de
tumeurs, I'apport d’énergie est réalisé de manégiae par la glycolyse et la phosphorylation
oxydative (hépatomes de Erlisch et cellules de @ada sein MCF7 par exemple). Il existe
méme certaines tumeurs dites oxydatives dans Idsg|liénergie est fournie majoritairement
par la mitochondrie comme les mélanomes ou les aytames (Moreno-Sanchezt al,
2007). Ainsi, les cellules tumorales n'ont pas ypet métaboliqgue bien défini mais se
positionnent plutét sur une échelle allant d’un abétisme exclusivement glycolytique a un

fonctionnement essentiellement oxydatif.

II. Meétabolisme énergétique mitochondrial.

A. La mitochondrie : structure.

La plupart des cellules humaines contiennent eb@@ et 2000 mitochondries, mais ce
nombre varie en fonction du type cellulaire et desoins énergétiques. Par exemple, dans le
foie les mitochondries représentent 20% du voluiytesolique alors que dans le muscle
cardiaque, ce volume peut atteindre 40%. Les gisbubuges matures, eux, n’en possedent
pas. Les mitochondries sont en mouvement contimiagls la cellule et subissent des
phénomenes de fusion et de fission tres régulésl§d3a2006). Elles se déplacent également
dans les zones tres demandeuses en énergie (zomecfd@ire par exemple) au moyen de
protéines associées au cytosquelette. Lorsqu’unechtndrie est sous forme isolée, deux

compartiments, délimités par deux membranes, ssmguent (cf. figure 1).

- 'espace intermembranairec’est un espace étroit d’environ 100

angstroms dont la composition est trés proche dle de cytosol. Il contient une forte
concentration en protons qui lui conferent une ghaositive.

- la matrice: compartiment interne de la mitochondrie, ellelesiege de
nombreuses voies métaboliques telles que le cylerebs ou I'oxydation des acides gras et
contient donc toutes les enzymes nécessaires @ees voies. Elle renferme également
I’ADN mitochondrial, des mitoribosomes et des AR&ltdansfert. L'ADN mitochondrial, une

molécule d’environ 16 kilobases, est circulairedépourvu d’introns et d’histones. Chaque
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mitochondrie possede un nombre variable de come®tdADN qui code notamment pour 13
protéines composantes de la chaine respiratoicehundriale.

- la membrane externec’est une bicouche lipidique composée d’environ

50 % de protéines et 50% de lipides. Cette membadaepropriété d’étre perméable grace a
la présence d’'une protéine transmembranaire, VD¥@tdge-Dependent Anion Channel).
Elle forme un canal qui laisse passer les moléadil@se taille inférieure a 10 kDa (anions,
cations, pyruvate, acides gras et nucléotides gp@mple). Les molécules de poids
moléculaire supérieur a 10 kDa, possédant un sidimressage mitochondrial, peuvent
traverser la membrane au niveau de complexes ditaipmn constitués par une zone
d’accolement entre la membrane externe et int€eée membrane contient des translocases
(TOM : Translocase of the Outer Membrane) qui péiené le transport des grosses
protéines.

- la_membrane interne sa composition differe des autres membranes

biologiques. Elle contient environ 80 % de protéiee seulement 20 % de phospholipides. A
cause de sa composition lipidique particuliere h@ic en cardiolipine ou
diphosphatidylglycérol, qui intéragit avec certangrotéines de la chaine respiratoire et
détermine leur bonne orientation et leur activigdle est tres peu perméable aux ions et le
passage de molécules a travers cette membranesit@dagprésence de transporteurs. Ainsi,
les principaux transporteurs sont FANT (qui échalidTP mitochondrial en échange d’ADP
cytosolique), le cotransporteur de phosphate imogge/proton, le symport pyruvate/proton,
la navette du glycérol-3-phosphate, la navette m@spartate, le transporteur du citrate, la
carnitine-acylcarnitine translocase. Les protéisest importées grace a un systeme de
translocases, les TIM (Translocase of the Inner blame). La membrane interne possede de
nombreux replis qui forment les crétes mitochondsiaDes études tomographiques (Dimroth
et al, 2000, Hunteet al, 2000) ont permis de montrer que ces crétes rpastla méme
composition que la membrane interne. Elles seraerigit reliées a la membrane interne par
des jonctions de crétes d’environ 30 nm de diam&ikkersonet al, 2003). C’est au niveau
de ces crétes que sont préférentiellement enchéss&omplexes de la chaine respiratoire

mitochondriale et 'ATP synthase, responsable dedauction d’ATP.

B. La mitochondrie : fonctions.

La mitochondrie est en effet le principal fournissd’ATP dans les cellules eucaryotes. Les
réactions de phosphorylations oxydatives réalisk®s la membrane interne mitochondriale



permettent la transformation de I'énergie contedaes les nutriments en énergie utilisable

par la cellule : 'ATP.

Le systeme de phosphorylation oxydative est compdsé la chaine respiratoire
mitochondriale (quatre complexes protéiques, euria® composes de différentes sous-
unités codées soit par le génome nucléaire soilepgenome mitochondrial) et de 'ATP
synthase.

1. Fonctionnement.

La dégradation des nutriments permet de fournia &Haine respiratoire des équivalents
réduits sous forme de NADH +'Ht de FADH. Ces molécules sont réoxydées par transfert
de leurs électrons sur un accepteur final: l'oxyge Cette étape est réalisée par
l'intermédiaire d’'une chaine de transport sur ldiguies électrons vont transiter en fonction
de leur potentiel d’oxydo-réduction. Ainsi, le NARyant une faible affinité pour les
électrons, sa forme réduite, le NADH, peut facilamperdre deux électrons. L'oxygéne
moléculaire posséde une tres forte affinité poardkectrons et capture facilement ceux des
autres molécules. Il va donc s’établir le long @ehaine respiratoire un gradient de potentiels
d’oxydoréduction et les électrons vont transiternd@écules a faible potentiel (tels que le
NAD" qui a un potentiel de — 320 mV) vers des molécalést potentiel (tels que I'oxygéne
qui a un potentiel de + 816 mV) (cf. figure 2). Aiveau des complexes I, Il et IV, le
transfert des électrons s’accompagne d’'un pompagpratons de la matrice vers I'espace
intermembranaire, générant ainsi une force protdrnogoqui est la somme du gradient de pH
et du potentiel membranaire d’environ -150 mV (riégdu coté matriciel). Ce gradient
électrochimique est ensuite utilisé par I'ATP swsh pour la phosphorylation de 'ADP en
ATP. L'ATP ainsi formé est alors exporté dans ldoepl grace a la translocase des
nucléotides adényliques (ANT). Ce phénomeéne estake de la théorie chimioosmotique
émise par Peter Mitchell en 1961. Dans ce procedsxydation des substrats est donc

couplée a la synthese d’ATP par la force protonizetr(cf. figure 3).

2, Composition.

Le complexe t ou NADH:ubiquinone oxydoreductase est la preen@&mzyme de la chaine
respiratoire. Il catalyse le transfert de deux tétes du NADH a l'ubiquinone, couplé a la
translocation de quatre protons au travers de lenbrene, ce qui participe a la force
protonmotrice (Sazanov, 2007). Cette enzyme edtitoée d’environ 45 sous-unités (Carroll

et al, 2006), la plupart (38) sont codées par le génooweaire, tandis que 7 autres sont
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codées par le génome mitochondrial. Avec son paidculaire de 980 kDa environ, elle

constitue I'un des plus gros complexes protéiguembranaires. Le domaine hydrophile de
ce complexe contient le site de liaison du NADH]d&ine mononucléotide qui est le premier
accepteur d’électrons et huit ou neuf centres Beffg (FeS) constituant le centre catalytique
de I'enzyme (Sazanov, 2007). Le systeme de pomgageprotons est quant a lui localisé
dans la partie membranaire du complexe (Yagi etsiad-Yagi, 2003). Ce complexe étant
une source majeure de production d’espéces oxygégaéaetives (ou EORS), les mutations le
touchant conduisent a diverses pathologies neuémdégtives (Schapira, 1998). De plus, les
EORs produits par ce complexe peuvent endommag®N’ mitochondrial et étre une des

causes du vieillisement (Balabanal, 2005).

Le complexe Il ou succinate deshydrogénase joue un role immpodans la mitochondrie

puisqu’il fait a la fois partie de la chaine reapiire et du cycle de Krebs (Briegeal, 2005).

Il est composé de quatre sous-unités (A a D). bes-sinités A et B constituent le domaine
hydrophile de I'enzyme dépassant dans la matricelifaque les sous-unités C et D
constituent le domaine d’ancrage du complexe damsdmbrane interne mitochondriale. Les
guatre genes codant pour ces quatre sous-unitépddre du génome nucléaire. Ce complexe
qui oxyde le succinate en fumarate peut cependkams certaines conditions, fonctionner
dans le sens inverse. Ce phénomeéne cause, paplexdéons de conditions hypoxiques, une
augmentation de la production d’EORs dans les ®aiss pulmonaires (Paddenbesgal,
2003). De plus, dans certains tissus tels que ilg ta quantité de complexes Il est
particulierement élevée par rapport a certainees@nzymes matricielles (la citrate synthase
par exemple). Dans ce cas, la succinate deshydwsgétélivre aux ubiquinones une quantité
d’électrons supérieure a ce que le cytochrome d peumsporter ce qui favorise une
suroxydation des ubiquinones. Ce phénoméne petdieat un flux réverse d’électrons au
travers du complexe | (Brieret al, 2005), entrainant une réduction plus importargecel
complexe, ce qui favorise la production de EORs Béfauts d’'activité de ce complexe ont
été corrélés au développement de pathologies négeoératives telles que l'ataxie de
Friedrich (Rotiget al, 1997), la maladie de Huntington (Butterwoethal, 1985) ou certaines
encéphalopathies infantiles rares (Bourgeebral, 1995). Des mutations de sous-unités du
complexe Il ont également été décrites a plusiegpsises comme un facteur important de
tumorigénése (Baysal, 2006). De méme, une diminuti® I'activité du complexe Il a été

corrélée a une augmentation de la prolifératidhulegre associée a la formation de tumeurs



(Gimenez-Roqueploet al, 2001) via lactivation du facteur HIF1 responsabtle
'augmentation de la glycolyse et de I'angiogendses les tumeurs.

Le complexe 1l : ou ubiquinol cytochrome c réductase contient trguagroupes

prosthétiques redox actifs : 2 cytochromes b €b hy,), le cytochrome cet un centre
Fer/Soufre. Ce complexe est composé de 11 soussymidtéiques parmi lesquelles les sous-
unités lll, IV et V constituent les groupes redles 8 autres sous-unités ne comportant pas de
groupement prosthétique. La majorité de ces soiiésuast codée par le génome nucléaire,
seule la sous-unité comprenant les cytochromest lcaeee par le génome mitochondrial
(Borisov, 2002). Cette enzyme catalyse le transfiertdeux électrons de l'ubiquinol au
cytochrome c. Cette étape est associée au tramfettprotons de la matrice vers I'espace
intermembranaire grace au cycle Q décrit par Mitdh875). Ainsi, des électrons dérivant de
I'oxydation de I'ubiquinol sont recyclés par leesitbiquinol réductase de cette enzyme ce qui
permet le pompage des protons. Des défauts padietomplexe Ill ont été identifiés chez
des patients atteints de déficiences hépatiquesateles et du syndrome de Leigh
(Leshinsky-Silveret al, 2003).

Le complexe 1V: ou cytochrome c oxydase appartient a la supdiéagies oxydases a

héme-cuivre. Son isoforme humaine est composé& dgeus-unités dont trois (COX |, COX
Il et COX Ill) sont codées par le génome mitochdad(Borisov, 2002). Le site actif
binucléaire de cette enzyme est composé d’'un nbgae de haut spin (héme a3) associé a
un ion cuivre (CuB). En plus de ce centre binuckda cytochrome ¢ oxydase possede un
héme de bas spin (héme a) et un autre centre c(@ud). Les électrons cédés par le
cytochrome c entrent dans ce complexe protéique lgparentre cuivre CuA puis sont
transférés successivement a ’lhéme a puis au difebaucléaire ou s’effectue la liaison de
'oxygéne et sa réduction en eau (Abramson e8D]1). Durant cette étape, 4 protons sont
consommeés et 4 autres sont transloqués de la matees I'espace intermembranaire
(Wikstrom et Verkhovsky, 2007). Des défauts d’atdivde cette enzyme ont été associés au
développement de différentes myopathies (Holt et1889, Rahman et al., 1999, Zeviani et
al., 1991), mais également a des dysfonctionnemueipsitiques (Edery et al.,, 1994) et a
plusieurs types d’encéphalopathies telles querdrsyne de Leigh (Adamet al, 1997, Lee,
W. T. et al, 1996, Ohneet al, 1990, Savastet al, 2001).

L’ATP synthase est composée de deux sous-complexes (figuleadpartie i est insérée

dans la membrane interne mitochondriale et condeg protons depuis I'espace

intermembranaire vers la matrice. Cette partiezdbe mammifere est composée de 5 sous-
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unités (A6, b, c, d et Oligomycin Sensitivity Coméd Protein). Le segment, lest matriciel,
au contact de la membrane interne et utilise ledigra de protons pour convertir TADP en
ATP et vice versa. Il est composé de 5 sous-ufiteB, v, 6, € dans un ratio 3,3,1,1,1). Des
protéines accessoires (e, f, g et F6) sont égalkeraseociees a ce complexe. Le
fonctionnement de ce dernier repose sur les soitsun (au nombre de 10) de la partie F
qui, connectées a la sous-unitéde K agissent comme un rotor qui utilise le passage des
protons a travers le stator (sous-unités A6, bt @®CP) pour fonctionner. La sous-unjté
cause, quant a elle, un changement conformatiatared le trimére circulaire de sous-unités
etp de la partie Fet permet ainsi successivement la liaison de I'AIDB la réaction avec le
phosphate inorganique pour générer I'ATP et erfirelargage de I'ATP (Schaat al, 2001).
Des mutations dans les genes codant pour des sdas-ule ce complexe (notamment la
sous-unité F6) ont été reliees au développementpatbologies telles que le NARP
(neuropathie, ataxie et rétinite pigmentaire, Holal, 1989) ou le syndrome de Leigh (Tsao
et al, 2001).

Les supercomplexesles expériences de co-précipitations de complegde microscopie

électronique et d’électrophorese sur gel « bluéveat ont permis de mettre en évidence
I'existence, dans la membrane interne mitochorglridlunités fonctionnelles composées de
« supercomplexes » regroupant plusieurs complegda dhaine respiratoire (Bianost al,
2004, Boumanet al, 1998, Dudkinaet al, 2005, Schafeet al, 2006). La formation de ces
structures est rendue possible grace a la présencardiolipines (Zhang, Met al, 2005).

Quatre associations principales ont été retrouvées

 dimeres d’ATP synthase (Arnoldt al, 1998). Les monomeéeres d’ATP synthase
interagissent exclusivement au niveau des domahtesnembranaires. Giraudt al. et
Paumarcet al. (2002) ont émis I'hypothése que cette dimérisatied ATP synthase pouvait
servir a stabiliser les crétes mitochondriales guesdes mutations dans des sous-unités
concernées par cette dimérisation entrainaient désorganisation de la structure de la
membrane interne mitochondriale.

» supercomplexe 1V i, (Cruciatet al, 2000). Le premier modéle structural de ce
supercomplexe a été obtenu chez la levure et mgogedeux monomeéres de complexes IV
sont associés a un dimére central de complexd peut également exister des assemblages
entre le complexe Il et un seul monomere du corel¥.

e supercomplexe I+1}l (Dudkina et al, 2005). Dans ce modéle, a été constatée une

association latérale entre un dimere de compldkes Ia partie membranaire du complexe |.
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* supercomplexe I+1}1V 34 (Schaferet al, 2006, Schagger, 2002). Ces complexes
représentent le plus grand assemblage de comp@X&3H0S et sont eégalement appelés
« respirasomes ». Comme pour le supercomplexe, Hdllicomplexe Il est latéralement
associé avec le bras membranaire du complexed ebrhplexe IV stabilise 'ensemble en
interagissant a la fois avec la partie membrardureomplexe | et en s’associant de maniére
latérale avec le complexe llI.

La formation de ces supercomplexes semble avoiimpertance physiologique puisque ces
structures pourraient augmenter la vitesse defagdndes électrons, avoir un réle régulateur
sur le fonctionnement de la chaine respiratoiréuencer la structure des crétes de la
membrane interne, augmenter la stabilité des compleet enfin augmenter la capacité
d’insertion des protéines dans la membrane interitechondriale (Boekema et Braun, 2007).
Ces interactions ont cependant été, pour la méjadentifiées par des expériences de co-

immunoprécipitation et la fonctionnalité de cesistiuresin vivodoit encore étre démontrée.

La phosphorylation oxydative mitochondriale faitngd intervenir un ensemble de réactions
enzymatiques et constitue un processus qui, pnatibnner de maniére optimale, nécessite

des régulations fines a différents niveaux.

III. Régulation du fonctionnement de la phosphorylation

oxydative mitochondriale.

Le besoin en ATP des cellules varie en fonctiortrduail qu’elles doivent fournir (cellules
musculaires) et des voies métaboliques activéemlméogenése pour les cellules hépatiques
par exemple). Les mitochondries doivent donc faudes quantités d’ATP variables en
fonction du besoin cellulaire. Trois moyens de ajatdr a ces besoins ont été récapitulés par
Devin et Rigoulet (2007). Le premier consiste a ifiedle fonctionnement global de la
chaine respiratoire. En effet, dans des conditi@ssiles, la chaine respiratoire ne fonctionne
pas a son maximum de capacité et possede doncésaese lui permettant d’ajuster son
fonctionnement au plus proche des besoins delidedle second moyen consiste a modifier
un ou plusieurs des éléments excercant un congidiele fonctionnement de la chaine
respiratoire mitochondriale (par exemple par desamgmes de phosphorylation, Kadenbach,
2003). Ainsi, des modifications d’activité des cdexgs | et/ou IV aboutissent a une
modification de I'équilibre de la phosphorylatiorydative. La troisieme solution concerne

une adaptation a plus long terme qui requiert uodification de la quantité d’enzymes de la
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chaine respiratoire dans la cellule (biogénéseamitodriale), en gardant constante l'activité
de chaque composant. Dans ce cas, la quantité ytenzst donc déterminante pour le

fonctionnement de la chaine respiratoire.

A.  Variation de la phosphorylation oxydative.

La phosphorylation oxydative peut étre régulée @xdaveaux : le taux de synthése d’ATP

(et donc le taux de respiration) et I'efficacitéaddte synthése d’ATP (Kadenbach, 2003).

1. Controle de la respiration mitochondriale.

Le taux de synthése d’ATP varie en fonction de sdifisation par un mécanisme de
rétrocontrble nommé « controle respiratoire ». @énomene a été défini a I'origine comme
la stimulation de la respiration de mitochondreslées en présence d’ADP (état 3) puis par
son inhibition apres la conversion d’ADP en ATRa{ét). La théorie chimiosmotique permet
de I'expliquer puisque I'ajout d’ADP stimule le faionnement de I'ATP synthase, ce qui
s’accompagne d’'une augmentation de consommatiorgrddient de protons par cette
derniere. La diminution de ce gradient stimule sllerfonctionnement des pompes a protons

mitochondriales et donc la respiration (Kadenbaéigg).

2, Controle de Pefficacité de synthese d’ATP.

L’efficacité de la synthése d’ATP est définie parduantité d’ATP produite par molécule
d’oxygéne consommeée (rapport ATP/O). Ce paramétre woit par modification de la force
protonmotrice (découplage extrinseque) soit parifivation de I'efficacité de pompage des
protons (découplage intrinséque).

a. Découplage extrinseque.

Le découplage extrinseque correspond a une augtioentie la perméabilité membranaire

aux protons et aux cations et donc a une diminuiorgradient de protons a travers cette
membrane. La fuite de protons a l'origine de ceodptage peut étre basale, c’est-a-dire
influencée par les propriétés physicochimiquesadeémbrane ou inductible. Dans ce dernier
cas, elle dépend alors de la présence de factartisybiers (protéines découplantes ou acides

gras notamment).

La fuite basale Dans les mitochondries fonctionnelles, la redpn et la synthese d’ATP

sont couplées par la force protonmotrice. Cependanttouplage n’est pas parfait et une
partie des protons pompés retourne dans la matacesimple diffusion au travers de la
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membrane interne et ne sert donc pas pour la pbodption de 'ADP. L'intensité de cette
fuite est variable et les mécanismes a l'origineelte perméabilité partielle de la membrane
interne mitochondriale ne sont pas entierementiagdsc Ainsi, Brandet al. (1992) ont émis
I’hypothese que l'augmentation de la fuite de pnstonduite par les hormones thyroidiennes
pouvait s’expliqguer par une augmentation de la aam@f de la membrane interne
mitochondriale. La composition en acides gras dmdéanbrane semble aussi jouer un réle
dans la fuite de protons. En effet, Bobyleataal. (1997) ont démontré que l'intensité de la
fuite de protons est proportionnelle a la quardé@éardiolipines. De plus, Pehowich (1999) a
montré que la composition des phospholipides, notanm leur teneur en acides gras de la
famille n-6 et n-3 influencait la perméabilité memataire (plus le rapport n-6/n-3 est haut,
plus la fuite de protons est élevée). Cette fuie plotons basale est importante
physiologiquement puisqu’elle serait responsable38% de la respiration basale dans les
hépatocytes (Branelt al, 1994) et représenterait environ 20% du métabelidmbase chez le
rat (Rolfe et Brown, 1997).

La fuite inductible: depuis la fin des années 1980, une famille @arére de protéines a été

identifiée : les UCP (Uncoupling Proteins). La prem isoforme, UCP1 a été découverte
dans le tissu adipeux brun et est impliquée datiselanogénése (Lin et Klingenberg, 1980).
Les isoformes UCP2 a UCP5 ont ensuite été ideasif#ans différents tissus sur la base de
leur homologies de séquence avec la protéine UOEBPR : Fleuryet al, 1997, UCP3 : Boss

et al, 1997, UCP4: Macet al, 1999, UCP5: Yuet al, 2000) . L’'activité¢ découplante
d’'UCPL1 est expliquée par sa capacité a transpdeiprotons surtout lorsque des molécules
d’acides gras se lient & cette protéine. L’acticaéalytique de cette protéine n’est pas encore
clairement élucidée puisque certains auteurs péggahs’agit réellement d’'un transporteur
de protons activé par les acides gras alors quérd®asuggerent qu’elle permet le retour des
acides gras vers I'espace intermembranaire sousefanionique alors qu’ils ont traversé la
membrane sous forme protonée pour atteindre laigeatritochondriale (mécanisme de flip
flop). Une activité de transport de protons a égalet été identifiée pour les protéines UCP2
et UCP3 (Jaburekt al, 1999) et leur expression dans des cellules demif@mes permet un
découplage. Cependant, dans ces expériences,olnps sont nettement surexprimées par
rapport & leur niveau physiologique et la présedeece mécanismén vivo n'est pas
compléetement établie. Un réle dans la limitation ldeproduction d’'EORs par la chaine
respiratoire a été proposé pour les protéines UGR2CP3. Ainsi, des souris dont le géne

codant soit pour UCP2 soit pour UCP3 a été inagirésentent une production d’EORS plus
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importante que les souris controles (Arsenijatial, 2000, Vidal-Puiget al, 2000). Brancet

al. (2004) ont proposé un modele selon lequel les Us@Rrraient répondre a une
augmentation de la production matricielle d’ionpexydes en induisant un découplage
modéré (« mild uncoupling ») dans ces cellules.eBat, quand le potentiel de membrane
mitochondrial est élevé, a cause d’une augmentaliola force protonmotrice, la production
d’ions superoxyde augmente (Turrens, 1997), lamisien du gradient pourrait donc servir a
diminuer la production de ces EORs. Le concept éeoadplage modéré a été émis par
Skulachev (1996) et stipule que ce dernier peutiredune augmentation assez faible de la
conductance de la membrane interne mitochondriale pgotons, ce qui a pour effet de
diminuer l1égerement le potentiel de membrane edioénuer ainsi la production de EORs.
Echtayet al.(2002) ont montré que les UCP, ne contrblaientgeatement la production des
EORs, mais étaient également la cible de ces aemidinsi, les auteurs démontrent que les
ions superoxydes sont capables d’activer les presélUCP1, 2 et 3 par un mécanisme
dépendant des acides gras. Une autre cible dessei@R en effet les acides gras, qui comme
les EORs participeraient a I'activité découplargecds protéines (Garliet al, 1998, Jezekt

al., 2004).

D’autres protéines ont un réle dans ce découplaggeneeque. Ainsi, Branet al. (2005) ont
montré que des souris chez lesquelles le géne tquaam Iisoforme 1 de 'ANT a été
inactivé présentent une conductance membranaieihahdriale diminuée de 50 % dans le
muscle. lls ont montré également que la surexpres$e I'ANT dans les mitochondries de
drosophile augmente la perméabilité membranaire pratons. De méme, Shabaliea al.
(2006) ont montré que I'’ANT participait pour unede proportion a la fuite basale dans les
mitochondries du tissu adipeux brun et proposentmoudéle selon lequel 'ANT1 est
responsable de cette fuite basale et que 'ANT2lkesbt impliquée dans la partie de la fuite
induite par les acides gras qui est dépendanttAte | Le transporteur glutamate/aspartate
pourrait également intervenir dans la fuite incduletipar les acides gras en transportant ces
derniers (Wojtczak et Wieckowski, 1999).

Le découplage artificiel par des découplants chiresg Aprés la description par Loomis et

Lipman, en 1948, des propriétés découplantes ddi@i#ophénol, la capacité de nombreuses
autres molécules a induire un découplage a été mtédeo Ainsi, par exemple, les dérivés
phénylhydrazone tels que le CCCP (carbonylcyanigeitorophénylhydrazone) ou le FCCP
(carbonylcyanide-p-trifluoromethoxyphénylhydrazonejont de puissants découplants

capables d’agir a des concentrations beaucoupf@hies que le DNP, ce sont les composés
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les plus classiquement utilisés pour dissiper, driére expérimentale, le gradient de protons.
Tous ces découplants sont en fait des acides ougesifaibles avec une charge négative
délocalisée, ce qui leur confere une forte hydroptie. Cette charge leur permet de
traverser plus facilement les membranes biologiguasmolécule chargée négativement est
transloquée au niveau de l'espace intermembrar{alrargé moins négativement que la
matrice) ou elle capte un proton. Le découplantgm® retourne alors dans la matrice ou il
relargue son ion H(cf. figure 5). Le gradient électrochimique créé [aachaine respiratoire

est ainsi dissipé et ne sert pas a I'ATP synthamse fa phosphorylation de 'ADP. Il en

résulte donc un découplage entre les oxydatiote gtoduction d’ATP (Kadenbach, 2003).

De méme, certains antibiotiques, utilisés commepbores (tels que la valinomycine et
lionomycine) sont capables de dissiper le gradimtprotons au niveau de la membrane

interne mitochondriale.

b. Découplage intrinseque.

Le découplage intrinseque est défini par une ditlonude I'efficacité des pompes a protons,
c'est-a-dire une diminution de la stcechiométrie tqme/électrons ou protons/ATP. Ce
patinage (ou slipping) peut en théorie se prodpaer chacune des pompes a protons de la
chaine respiratoire mais en pratique, seuls lesmigges au niveau du complexe IV et de
'ATP synthase se sont révélés comme ayant uneifisgion physiologique. Ainsi, la
diminution de la stcechiométrie protons/électronsii@eau du complexe IV a été retrouvée
par de nombreux auteurs (Babcock et Wikstrom, 1@@pjtanioet al, 1991, Capitaniet al,
1996, Ferguson-Miller, 1996, Murphy, M. P. et Braa887, Papat al, 1991, Pietroboret

al., 1981). Le mécanisme précis de ce phénomene cepsindant pas clairement déterminé
mais semble impliquer la structure de sortie ddgm® de cette enzyme (Capitared al,
1996, Yoshikawa, 2003). Ainsi, Capitargbal.(1996) émettent I'hnypothése qu’il existe deux
voies de transferts des électrons impliquant ou lhi@me a et selon la voie empruntée, la
stoechiométrie proton/électron est variable. De m@mpompage des protons par des sites de
plus faible potentiel et séparés du site de rédnale I'oxygene semble jouer un réle dans la
diminution de la stoechiométrie protons/électrongpéPet al, 2006). Ce patinage du
complexe IV peut également étre influencé selonideormes tissus-spécifiques des sous-
unités composant cette enzyme (notamment les sutéswla, Vlla et VIII, Huttemanret

al., 2000). En ce qui concerne I'ATP synthase, lenaafe se produit au niveau de la partie F
lieu de transduction entre I'énergie mécaniquedadarret I'énergie électrochimique (Junge

al.,, 2001). La quantité de sous-unités c est variablen les especes et il semble que ce
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nombre de sous-unités influence la stoechiométatops/ATP et donc l'efficacité de I'ATP
synthase (Kadenbach, 2003).

Outre la steechiométrie protons/électrons, le fonciement des complexes de la chaine
respiratoire  peut étre influencé par des régulationtelles que des

phosphorylations/déphosphorylations (Kadenbach3R00

3. Phosphorylation de sous-unités de complexes de la chaine

respiratoire.

A ce jour, au moins 25 kinases et 8 phosphatageit@iocalisées dans la mitochondrie. Elles
représentent a peu prés toutes les familles desdésnat phosphatases, ce qui montre la
diversité des régulations possibles du fonctionmgmmaitochondrial (cf. figure 6). Les
principales protéines kinases localisées dans l&igeaou dans la membrane interne
mitochondriale sont des tyrosines kinases (Src, [Bym par exemple, Sahat al, 2005),
PKA, difféerents isoformes de PKC, AKT (Horbinski &hu, 2005) et la pyruvate
déshydrogénase kinase. Le complexe pyruvate déesigulase, méme s’il ne fait pas partie, a
proprement parler, de la chaine respiratoire mdodnale, est important pour le
fonctionnement de cette derniere puisqu’il lui futiune partie des équivalents réduits sous
forme de NADH. Ce complexe posséde, dans sa saté&seyrtrois sites de phosphorylation
sur des résidus sérine (Dadtl al, 1987). La phosphorylation de ces sites par {eavate
déshydrogénases kinases (4 isoformes tissus sp@sji inactive le complexe. Cette
modification peut étre réversée par des phosphaf@ssoformes dont I'activité est calcium-
dépendante) qui rendent alors le complexe actihgftad, 1991).

Parallelement a la présence de protéines kinasas e mitochondries, environ 60
phosphoprotéines mitochondriales ont été idengfi@@@agliarini et Dixon, 2006). Parmi
celles-ci, 18 sont des sous-unités des quatre edmplde la chaine respiratoire et de I'ATP
synthase (cf. figure 7). La régulation de I'acivides complexes | et IV été la plus étudiée.
Scaccoet al. (2000) puis Papa (2002) ont montré que la sougWNIDUFS4 du complexe |
pouvait étre activee par phosphorylation par latgne PKA et désactiveée par
déphosphorylation par une phosphatase calcium dépém Une autre protéine phosphorylée
a été recemment identifiée dans le complexe | deambndries de cceur de beeuf, il s'agit de
la sous-unité MWFE (Chen, Rt al, 2004) qui présente 80% d’homologies avec la preté
humaine NDUFA-1. Cette protéine joue un rble imaotrtdans 'assemblage des sous-unités

du complexe | codées par le génome mitochondrialgffal, 1999).

-17 -



Le complexe IV de la chaine respiratoire est égafdra cible de phosphorylations par PKA.
Ainsi, Bender et Kadenbach (2000) ont montré gunnibition allostérique ATP-dépendante
de la cytochrome c oxydase pouvait étre activée gdassphorylation et inhibée par
déphosphorylation calcium-dépendante. Le résidmes@n position 441 dans la sous-unité |
du complexe IV a été identifié comme le site degpihorylation/déphosphorylation. En effet,
ce résidu étant situé a la face externe de la mambinterne mitochondriale, il peut étre
atteint par les kinases de I'espace intermembrar(aiee, l.et al, 2002). Ce processus de
phosphorylation du complexe IV pourrait servir aimenir un potentiel de membrane
mitochondrial assez bas pour optimiser le fonctemnent de la phosphorylation oxydative
(Ludwig et al, 2001). Un autre site de phosphorylation par PK&éidentifié dans la sous-
unité 1 du complexe IV sur le résidu tyrosine ersipon 304 (Lee, l.et al, 2005). Le
cytochrome c de cceur de beeuf possede egalemeitée we phosphorylation par les tyrosine
kinases qui ressemble tres fortement a celui déaris le complexe IV (Lee, ét al, 2006).

De plus, Miyazakiet al. (2003) ont montré que la protéine kinase src pibuwtee localisée
dans les mitochondries d’ostéoclastes et qu’eli¢ éapable de phosphoryler la sous-unité I
de la cytochrome c oxydase. Dans ces cellulestiMisz du complexe IV est corrélée
positivement a l'activité de la kinase src. L'igdtion de fibroblastes de souris ou les génes
codant pour les kinases de la famille src ont ét&tivés, a permis de montrer qu’une
déficience en src entraine une diminution de RKat&tide la cytochrome ¢ oxydase (Miyazaki
et al, 2003). Enfin, la cytochrome ¢ oxydase peut égat@reétre phosphorylée par la PKC
Ogbi et Johnson (2006) ont démontré que dans lexytgs cardiaques de nouveaux nés, la
phosphorylation de la sous-unité IV du complexepf PKG augmentait I'activité de cette
derniere. Les auteurs relient cette activationeffdt bénéfique du préconditionnement sur
l'ischémie reperfusion et proposent que cette atim permette d’améliorer I'efficacité du
transfert d’électrons du cytochrome ¢ a I'oxygepeca une période d’ischémie. Cela aurait
deux effets bénéfiques : aider a maintenir le gmatdde protons mitochondrial et réduire la

production d’EORSs par les complexes | et .

L’ATP synthase peut également étre la cible de phagylation sur différents sites. Ainsi,
chez la levure, sept sous-unités de cette enzymneepe étre phosphorylées (Reinders et al,
2007). Chez I'Homme, Hojlunet al.(2003), ont identifié, dans le muscle squelettiquetre
formes phosphorylées différentes de la sous-yndé la partie Fde I'ATP synthase. Lee J.

et al. (2007) ont également retrouvé une forme phospéerge cette sous-unité dans les
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plantes et ont montré que cette phosphorylatioruiinte recrutement de la protéine
mitochondriale 14-3-3 qui, en se liant a cetteagghosphorylée, inhibe la synthese d’ATP.

La chaine respiratoire mitochondriale peut étreibée de modifications post-traductionnelles

rapides mais peut également subir des modificati@mscriptionnelles a plus long terme.

4. Controle transcriptionnel.

La chaine respiratoire mitochondriale requiert lession de genes encodés a la fois par le
génome nucléaire et le génome mitochondrial (Taanrh899). Le nombre de genes codés
par le génome mitochondrial étant restreint etbdm arrangement des sous-unités des
complexes de la chaine respiratoire nécessitanexpeession coordonnée, l'intervention de
facteurs régulateurs codés par le génome nucléav@re cruciale (Scarpulla, 2006). Ces
facteurs transcriptionnels clés peuvent étre ctass® deux catégories: les facteurs de
transcription qui gouvernent I'expression du génomaochondrial (ARN polymérase
mitochondriale, le facteur de transcription et daintenance de I’ADN mitochondrial :
TFAM, des facteurs spécifiques de transcriptionFBIM et TFB2M et un facteur de
terminaison de transcription : MTERF) et les fatewicléaires qui contrélent I'expression
des génes de la chaine respiratoire codés pamtgenucléaire (facteurs de transcription
qui se lient sur les promoteurs de genes ciblesfférents coactivateurs tels que PGC-1). Du
fait de cette double origine des protéines de Einghrespiratoire, un stress causé par une
altération du fonctionnement de cette derniére maainer la mise en place d'un dialogue
inter-organites mitochondrie/noyau conduisant aasteation coordonnée de la transcription

des deux génomes.

B. Le dialogue mitochondrie/noyau: régulateur important du
métabolisme mitochondrial.

L’expression des genes codant pour les sous-udéda chaine respiratoire mitochondriale
est régulée transcriptionnellement par une com&imaide facteurs de transcription
spécifiqgues. Ainsi, l'expression des genes nua&aircodant pour des protéines
mitochondriales et les phénomenes de réplicatemmgtiription de ’ADN mitochondrial sont
coordonnés grace a l'intervention de ces facteerdranscription. Les principaux facteurs
décrits sont :

- Spl et YY1: ces facteurs généraux de transcripegxprimés de facon ubiquitaire,
appartiennent a la famille des protéines a doigtide et jouent un réle dans la régulation de

I'expression de nombreux génes dont certains daastis de la chaine respiratoire. Ainsi par
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exemple, le degré de phosphorylation du facteur gmirrait influencer I'expression de
certains genes codant pour des sous-unités delaechespiratoire mitochondriale (Goffart et
Wiesner, 2003, Lenkat al, 1998) mais les effets de la surexpression deacedr sur la
mitochondrie demeurent controversés et I'implicatiirecte de ce facteur dans la biogénese
mitochondriale reste encore a étudier. Le facteMi Youe un rdle dans I'expression de la
majorité des sous-unités de la cytochrome c oxydbesekaet al, 1998, Lescuyekt al,
2002). Cependant, le role de ce facteur semblérdift selon les genes, ainsi, il stimule la
transcription de la sous-unité Vlic de la COX (Seeét Grossman, 1997) mais de maniere
opposée, il réprime I'expression de la sous-unikédé cette méme enzyme (Basual,
1997).

- NRF1 : ce facteur a été identifié pour la premi®is par Evans et Scarpulla (Evans
et Scarpulla, 1989) comme le principal activateamgcriptionnel du géne du cytochrome c de
rat. Par la suite des éléments de liaison a NRE&tértrouvés dans le promoteur de plusieurs
géenes codant pour des sous-unités de la chainieategp mitochondriale ainsi que dans le
promoteur du gene de la delta amino levulinate lregd (une enzyme de la matrice
mitochondriale intervenant dans la synthése dem#éjeet dans le promoteur de genes
impliqués dans la réplication de la transcriptiom IADN mitochondrial (pour revue :
Garesse et Vallejo, 2001). Par son large réle delaéeur transcriptionnel, NRF1 est un
elément majeur des processus de biogénese mitathlend

- GABP/NRF2 : ce facteur se fixe sous forme deatéére sur le promoteur de
plusieurs sous-unités de la cytochrome ¢ oxydaségele ainsi leur transcription (Scarpulla,
2002).

Les facteurs NRF1 et NRF2 régulent en aval deutetas impliqués dans la réplication et la
transcription mitochondriale : TFAM et MRP, pernagitt ainsi une expression coordonnée
des genes nucléaires et mitochondriaux afin d'assun fonctionnement mitochondrial
correct.

En plus de ces facteurs, de nombreux coactivatetes/iennent dans ce dialogue du noyau
vers la mitochondrie. Ainsi, par exemple, PGL{PPARy-co-activator 1) est un important
régulateur de la transcription des facteurs NRFINBF2 et active également certains
récepteurs hormonaux tels que le récepteur aux dmes thyroidiennes ou aux
glucocorticoides. C’est un facteur essentiel dan®gulation coordonnée du programme de
biogénése mitochondriale et du métabolisme cefrilé@méoglucogénese lors du jelne par

exemple).
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Ainsi, de nombreux facteurs coordonnent I'exprassies genes codés par les deux génomes
(nucléaires et mitochondriaux) afin de permettreassemblage fonctionnel des protéines de
la chaine respiratoire. Cependant, la voie de comcation entre le noyau et la mitochondrie
n’est pas a sens unique et lors de dysfonctionnesnmeitochondriaux, un dialogue rétrograde
peut étre mis en place.

La signalisation rétrograde mitochondriale est woée de communication initiée par la
mitochondrie vers le noyau influencant de nombreusenctions cellulaires dans les
conditions physiologiques et pathologiques (ButovAeadhani, 2004). Il s’agit d’un
processus adaptatif qui permet d’ajuster le méisinel cellulaire lors de changements du
statut fonctionnel de la mitochondrie. Il a été tigatierement étudié chez la levure
Saccharomyces cerevisiaé différentes études ont permis d’établir un nedie régulation
impliquant les protéines RTG. La voie rétrogradells étudiée fait intervenir le gene CIT2
codant pour une citrate synthase peroxysomale ltdoqiression est augmentée 50 a 60 fois
suite a un dysfonctionnement mitochondrial (Liaa, X et al, 1991). Trois régulateurs
positifs (Rtglp, Rtg2p et Rtg3p, Liao, X. et Buto¥®93) et quatre régulateurs négatifs de
cette voie (Mks1 : Dilovat al, 2002, Lst8p : Liwet al, 2001, Bmhlp et Bmh2p : Liet al,
2003) ont été identifiés par la suite. Brievemeputand la voie RTG est inactive, Rtglp et
Rtg3p phosphorylé sont séquestrés dans le cytoplatwrsqu’il est activé, Rtg3p est
déphosphorylé sous le controle de Rgt2p et entmes da noyau avec Rtglp ou ils
s’assemblent sur le promoteur de genes cibles\aamid’'un site appelé R box (Butow et
Avadhani, 2004). Une signalisation mitochondriakgalement été mise en évidence dans les
cellules de mammiféres grace a I'utilisation delfutes p° déplétées en ADN mitochondrial.
En effet, plusieurs études (Marusiehal, 1997, Wang, H. et Morais, 1997) ont montré que
ce modeéle présentait une augmentation de la ggadtRRNm codant pour différentes
protéines mitochondriales. Le dialogue rétrogradesdles cellules de mammiféeres a été
initialement décrit dans les rhabdomyoblastes C2 i8was et al, 1999) puis dans les
cellules de cancer du poumon A549 (Amutlearal, 2002). Ainsi, dans ces études, un stress
mitochondrial est généré (soit par dissipation thdgnt de protons par le découplant FCCP
et la valinomycine, soit par inhibition du fonctimement de la chaine respiratoire par ajout
d’antimycine ou d'azide soit par déplétion pargetle '’ ADN mitochondrial par traitement
avec le bromure d’éthidium). Les auteurs montrene @es traitements induisent une
augmentation de la concentration intracellulaire @lcium et une augmentation de
'expression de genes codant pour des protéinesigu@es dans la signalisation par le

calcium telles que le récepteur de la ryanodine réticulum sarcoplasmique ou la
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calcineurine. L’expression de facteurs de transomptels que NFATc et ATF2 ainsi que
'expression du géene codant pour la sous-unité ¥blal cytochrome ¢ oxydase sont
également stimulées (Biswas al, 1999). Lorsqu'ils utilisent des cellulg§ ayant subi une
réversion, c’'est-a-dire ayant retrouvé un taux dMADnitochondrial a peu pres similaire a
celui des cellules contréles, les augmentationpi&ssion ne sont plus retrouvées. Ces
adaptations ont donc bien été mises en place auitdress appliqué a la mitochondrie. Une
diminution de la quantité dADN mitochondrial de 2025% étant suffisante pour activer
cette voie, I'étude de son implication dans diffdées pathologies semble étre importante.
D’autres médiateurs ont été proposés pour la nmgeaee de ce dialogue rétrograde et le réle
des EORs a été notamment étudié par Poyton et MTEI896). Ainsi, les auteurs décrivent
une augmentation de la production d’EORs suite adysfonctionnement de la chaine
respiratoire mitochondriale, ces EORs pouvant pasuite servir de seconds messagers et
aller activer différents facteurs de transcriptiane telle activation a déja été décrite pour le
facteur NikB. Les EORs causent en effet la dissociation duedénfiormé par NEB et son
inhibiteur kB. Deux protéines NEB actives s’organisent alors en diméres et migdans le
noyau. Les dimeres se fixent ensuite sur le proamotkes genes cibles et activent leur
transcription (Baeuerle et Henkel, 1994). De méRezuki et al. (1998) ont traité des
fibroblastes humains par un inhibiteur du compldkée la chaine respiratoire (antimycine)
et montrent que le taux de transcrits des geneantqubur le cytochrome b ef augmente
aprées 24 heures de traitement. Cette stimulatitncesélée a une augmentation de la
production de KO, au bout de 3 heures dans ces cellules. Ainsguesurs suggéerent que les
cellules peuvent répondre a un dysfonctionnementiénéo de la chaine respiratoire en
augmentant I'expression des génes mitochondriauwnueiéaires probablement par un

mécanisme impliquant les EORs.

Le monoxyde d’azote (NO) a également été évoquémmmediateur du dialogue rétrograde
(Nisoli et Carruba, 2006). Ainsi, la production N® par les NOS synthase entraine une
inhibition de la chaine respiratoire par inhibitioompétitive de la cytochrome ¢ oxydase
(Cleeteret al, 1994). D'un autre co6té, le traitement de cellybes des donneurs de NO

entraine une augmentation de la biogénese mitociadmdvia une augmentation de la
transcription d’'un coactivateur clé de cette voRGCXu (Kelly et Scarpulla, 2004). Ainsi,

cette dualité dans le r6le du monoxyde d’azoteaérufi candidat particulierement intéressant

pour l'initiation d’un dialogue mitochondrio-nucliéa.
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La signalisation rétrograde active certains génasgjoeurs spécifiques des tumeurs tels que
la cathepsine L (une protéase de la matrice exinéaiec), TGH et I'épiréguline (un ligand

du récepteur de I'EGF). Cette signalisation indégalement des changements dans la
structure cellulaire et notamment la formation tteicgures ressemblant a des pseudopodes
qui sont souvent retrouvées dans les tumeurs ameforti pouvoir invasif. Ces données
montrent que le dialogue rétrograde mitochondrigangoue un réle dans les modifications

phénotypiques et dans la progression des cellulesrales (Butow et Avadhani, 2004).

Si de nombreux médiateurs potentiels de cette ksgiian mitochondriale ont été évoqués, le
calcium semble jouer un réle particulierement int@oir puisque ce second messager permet
I'activation de la transcription de nombreux génesn seulement ceux impliqués dans la
biogénése mitochondriale mais également ceux jouwantrble dans d’autres fonctions
biologiques dont 'homéostasie calcique (Bisvedsal, 1999). De plus, le calcium joue un
réle particulierement important dans la mitochoadpuisque, outre son role de réserve
calcique, la mitochondrie possede également plisienzymes dont I'activité est régulée

directement ou indirectement par le calcium.
C. Calcium et mitochondrie.

1. Microdomaines calciques mitochondriaux.

La mitochondrie des cellules de mammiferes jouer@la important dans le stockage et
’lhoméostasie du calcium. Le transport mitochoridtiacalcium a été mis en évidence dans
les années 1960. Les premiéres études ont conduit paradoxe, a savoir une forte
accumulation de calcium dans les mitochondriesesofonctionnelles associée a une faible
affinité des systemes mitochondriaux de captageatitium (Dhalla, 1969). La séquestration
de cet ion par les mitochondries ne paraissait doag possible dans des conditions
physiologiques. Cette discordance apparente a dapegté résolue en partie grace a la mise
en évidence de microdomaines de forte concentraiooalcium (Rizzuteet al, 1998) qui
fournissent ce dernier aux systemes d’import deiwal qui seront décrits dans le paragraphe
suivant. Ces microdomaines calciqgues semblent genefo dans des zones ou les
mitochondries sont situées a proximité des lieuxalargage du calcium par le réticulum
endoplasmique (Csorda&s$ al, 1999). Ces domaines de haute concentration cal@guvent
egalement étre formés par couplage fonctionneédatsysteme d’'import mitochondrial et les
canaux d’entrée du calcium de la membrane plasm{Rirzuto et al, 1999). Une autre

hypothése a été avancée pour expliuer ce paradtikeport de calcium par les
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mitochondries pourrait étre modulé par des progswubles qui orientent le calcium vers la
mitochondrie suite & une stimulation par un ageni§tette voie d’action a notamment été
démontrée pour certains isoformes de BKE( (Pintonet al, 2004) mais les mécanismes

précis de ce mode de régulation n'ont pas encéraléntifies.

2, Transporteurs calciques mitochondriaux.

L’acces du calcium cytosolique a la matrice nétedsi passage de deux membranes : la

membrane externe et la membrane interne mitochaledri

a. Passage de la membrane externe.

La membrane externe mitochondriale contient degpres qui forment de larges pores (les
porines) tels que le canal sélectif des anionsagekdépendant (VDAC). Une étude menée
par Rapizziet al, en 2002 a montré que la surexpression de l'isodoll de la protéine
VDAC facilitait le transfert du calcium du réticutuendoplasmique vers la mitochondrie,
montrant ainsi une corrélation entre le nombre @énps enchassées dans la membrane et la
séquestration mitochondriale de calcium. De plusb&dkaiet al. (2006) ont démontré en
2006 que la protéine VDACL1 et la membrane extetaeerd capables d’interagir avec le
récepteur de I'lP du réticulum endoplasmique ¢R) ainsi qu'avec d’autres protéines
chaperonnes pour former un complexe de jonctiorear@s deux organelles facilitant ainsi le

transfert du calcium.

Une fois la membrane externe traversée, les iomsuoa s’accumulent dans l'espace
intermembranaire. Compte tenu du caractere impdriméie la membrane interne, ces ions

doivent emprunter différents systemes de transjpanis atteindre la matrice.

b. Mécanismes d’entrée du calcium dans la matrice mitochondriale.

L’uniport calcique mitochondrial Le potentiel membranaire mitochondrial négadihéré par

la force protonmotrice conduit le calcium a entlans la mitochondrie par un transporteur
électrogénique, l'uniport localisé dans la membrarterne mitochondriale. Ce transporteur
possede un site d’activation ainsi qu’un site degport (Gunter et Pfeiffer, 1990). La vitesse
de transport du calcium requiert un certain sesli€dncentration en calcium et en dessous de
200 a 300 nM, le calcium n’est pas transloqué dansitochondrie par ce mécanisme. |l
transporte les cations avec différentes affinitésif dans I'ordre décroissant d’affinité :
Cad">Sr>Mn?">B&">Fe*>La®>" (Vainio et al, 1970). Cet uniport peut étre activé a de

faibles concentrations en calcium par des concgmisaphysiologiques de polyamines telles
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gue la spermine (Nicchitta et Williamson, 1984) snaussi par la taurine (Paleti al, 1999).

I est inhibé par les nucléotides triphosphates cavpar ordre d'efficacité :
ATP>CTP>UTP>GTP (Litsky et Pfeiffer, 1997). Les iiniteurs pharmacologiques les plus
utilisés pour étudier cet uniport sont le ruthénited, un cation hexavalent qui se lie aux
glycoprotéines et les ions lanthanides (Reed etd&yg 1974). Méme si I'implication de cet
uniport dans la séquestration du calcium a étérecta@nt démontrée, les essais pour
caractériser les protéines qui le composent saidsessez infructueux. Une étude récente de
Trenkeret al, (2007) a néanmoins montré que les protéines UR2CP3 jouent un réle
dans l'uniport. Ainsi, dans cette étude, les agaunontrent que la surexpression d'UCP2 et
UCP3 dans des cellules endothéliales et les ligmédslaires HeLa, HEK293 et At20
entraine une augmentation de la séquestration Idairmasuite a la stimulation par I'tP
L’effet inverse a été obtenu dans des cellules tagtn transfectées avec un siRNA dirigé
contre UCP2 et UCP3. Pour conforter leur hypothése auteurs ont montré que dans les
cellules Hela, qui n’expriment que l'isoforme 3 ldeprotéine UCP, I'expression artificielle
d’'UCP2 prévient la diminution de séquestration deiom induite par I'inactivation d’'UCP3.
De plus, dans des souris dont le gene codant pG#2LA été inactivé, I'uniport calcique est
absent. Enfin, leur dernier argument pour soutémir hypothése concerne les possibles
analogies entre les UCPs et l'uniport. Ainsi, cesxdprotéines peuvent étre activées par les
acides gras et inhibées par les nucléotides (EsttvBrand, 2005, Jezek, 1999, Jezek, 2002,
Litsky et Pfeiffer, 1997). Cet uniport ne permepeerdant pas a lui seul d’expliquer la totalité
des mécanismes d’'import du calcium dans la mitodiennotamment les situations ou le
calcium est capté trés rapidement pendant lessepuwl calciques. Un autre mode d’import
rapide a donc été décrit dans le foie, dans leeaeret dans le cceur : le mode d’'import rapide
ou RaM (Gunteet al, 2000).

Le RaM (Rapid Mode) : Sparagnat al. (1995) ont généré des « pulses » calciques qui
s’apparentent a ceux retrouvigs vivo et ont mesuré l'incorporation du calcium dans les
mitochondries isolées. lls ont démontré que le®chibndries peuvent séquestrer le calcium

tres rapidement, pour une période courte. Ainsijuwedifférencie le RaM de 'uniport, c’est

la vitesse de captation du calcium qui s’effectés tapidement au début du « pulse » pour le
RaM. Pour ce dernier, I'import de calcium est irhtkes rapidement aussi, et aprés quelques
secondes seulement, seul I'import par I'uniportadstervé. L’hypothése a donc été émise que
le calcium induit par le « pulse » se lie sur we sixterne et inhibe rapidement le RaM. En

effet, des « pulses » de 350 nM de calcium pentlantlO secondes suffisent a inactiver le
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RaM et une diminution de la concentration en cafcia 100 nM est nécessaire pour la
dissociation du calcium sur le site et la réacibratdu RaM. Ce mode rapide d’'import de
calcium est inhibé par les découplants mitochondriqui dissipent le gradient de proton
suggérant que, comme l'uniport, le RaM se sertadi®iice protonmotrice pour fonctionner.
De méme, le ruthénium red inhibe le RaM dans lemes£gammes de concentration que
'uniport. Aux vues de toutes ces similitudes emddeux mécanismes d’import, la question
de savoir si le RaM n’est pas seulement une cordtom alternative de I'uniport peut étre
posée. La réponse n’est pas encore claire etldsalement, la purification, la caractérisation

et le séquencage de cet uniport permettront dehea réellement.

Mode d’entrée insensible au ruthénium rddenker et al (2007) grace a I'utilisation deiss

KO pour UCP2, ont mis en évidence un mode d’'implaricalcium insensible au ruthénium

red. Ce mode a également été mis en évidence ahevure par la méme équipe. Cependant,
il faut noter que de tres fortes concentrationsutnénium red réussissent a atténuer I'import
de calcium par cette voie. La présence d'unipousifiés pour expliquer ce phénomene n’est

donc pas exclue.

c. Mécanismes de sortie du calcium hors de la mitochondrie.

Efflux de calcium sodium-dépendaiNCE) : ce mécanisme est prédominant dans les

mitochondries de cceur, de muscle squelettique eedeau. Cet échangeur sodium/calcium
électrogénique, transporte 3 Naour 1 C4" et utilise la force protonmotrice pour fonctionner
(Bernardi, 1999). Il existe de nombreux inhibitepmur ce transporteur : trifluoropipérazine
(Hayat et Crompton, 1985), diltiazem (Rizzwbal, 1987), vérapamil (Wolkowicet al,
1983), clonazepam (Chiesi al, 1987) et amiloride (Jurkowitzt al, 1983).

Efflux de calcium sodium-indépendant (NICE}e mécanisme est dominant dans le foie, le

rein, le poumon et le muscle lisse. Il transpogeibns C&, SF* ou Mrf* depuis la matrice

vers I'espace intermembranaire contre le gradidt®chimique calcique. Ce transport est
électroneutre mais il n'a pas été mis en évideneecation spécifique susceptible d’étre
échangé ni d’anion cotransporté. C’est pour celd gusouvent été caractérisé comme un
échangeur actif G&2H" qui est saturé & trés faible concentration enwal@t qui relargue

le calcium extrémement lentement (Bernardi, 198@&u d’inhibiteurs sont connus pour ce
transporteur excepté le cyanure (Wingrove et Gua@86) et de tres fortes concentrations de

ruthénium red (Wingrove et Gunter, 1986).
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Le pore de transition de perméabilité (PTR& stress oxydant peut permuter le mode

d’'import de calcium d’un régulateur physiologiquers un signal de mort cellulaire. En effet,
lors d’'un stress oxydant ou d’'une agression mitadnale, la captation de calcium peut
induire l'ouverture d’'un large pore dans la membramnterne mitochondriale ; le pore de
transition de perméabilité (Duchen, 2000). Ce msteformé par I'association de différentes
protéines concentrées au niveau des sites de toatdie la membrane externe et la
membrane interne (cf. figure 8). Les protéinesmeées clairement dans ce complexe sont la
porine, I'ANT et la cyclophiline D. Les protéinegopapoptotiques Bid, Bax semblent
également impliquées (Crompton, 1999). La forte naemfation de la concentration
intracellulaire en calcium ainsi que la déplétiom ATP, le stress oxydant et la forte
concentration en phosphate inorganique ont été némimour activer 'ouverture de ce pore
(Bernardiet al, 1999). En effet, par exemple, le calcium en ajessant avec la cyclophiline
D permet l'ouverture du PTP (Basso al ., 2005). Ichas et Mazat (1998) ont identifié la
possibilité d’ouverture transitoire du pore permaettle relargage du calcium, la dissipation
temporaire du gradient de proton et la dépolansatitochondriale. Ces auteurs proposent
gue le passage d'un état d’ouverture transitoirepdre a un état totalement ouvert soit
contr6lé par le calcium et que la liaison du cattisur le PTP conduise au gonflement
mitochondrial.

Les mécanismes d'influx et d’efflux du calcium séemb étroitement liés au fonctionnement
de la chaine respiratoire mitochondriale puisquwitdisent la force protonmotrice qu’elle

génere. En retour, le calcium régule en de nombpeints la fonction mitochondriale.

3. Roles du calcium dans le fonctionnement mitochondrial.

Effets du calcium sur la morphologie mitochondrialea morphologie et la motilité

mitochondriale sont affectées par le calcium. Ainsie augmentation de la concentration
intracellulaire en calcium entraine la transloaatite la protéine Drpl initiant la fission qui

résulte en une fragmentation du réseau mitochdr@iackenridgeet al, 2003).

Effets du calcium sur le métabolisme mitochondrial signalisation calcique mitochondriale

apparait comme un élément fondamental dans leG@erdu métabolisme mitochondrial. En
effet, cet ion peut moduler l'activité de différentenzymes importantes pour le
fonctionnement mitochondrial. Ainsi, McCormack eeribon (1980) ont montré que 3
enzymes du cycle de Krebs pouvaient étre activéesepcalcium. En effet, la pyruvate

déshydrogénase est activée par une étape de déphgafion calcium dépendante alors que
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la NAD'-isocitrate deshydrogénase et la 2-cétoglutaratbydifogénase sont, quant a elles,
activées directement par le calcium. Une augmemtatie la concentration matricielle en
calcium stimule donc I'activité de ces trois desioggnases conduisant a une augmentation
de la concentration en NADH qui sera utilisé pachaine respiratoire pour synthétiser de
I'ATP. Des composants directs du systéme de phagfation oxydative ont également été
identifiés comme des cibles du calcium. C’est le d@a I'ATP synthase dans le cceur (Territo
et al, 2000), de 'ANT dans le foie (Moreno-Sanchedzal, 1995) et du complexe Il de la
chaine respiratoire (Murphy, A. Nt al, 1990). Une régulation a long terme de la synthese
d’ATP mitochondriale par le calcium a été décrisr gouaville et al (1999). Ces auteurs
montrent non seulement qu’une élévation temporméréa concentration mitochondriale en
calcium peut stimuler la production d’ATP mais @gaént que cette stimulation dépend de la
disponibilité en substrats et qu’elle perdure jugqune heure apres que l'augmentation
transitoire de la concentration en calcium aitieu.lLes auteurs mettent donc en évidence un
mécanisme de mémoire mitochondriale permettans @g@nites de répondre a une demande
soutenue en ATP. En outre, Robb-Gaspral. (1998) ont montré que I'activation de la
pyruvate deshydrogénase par le calcium était bighaset comprenait une premiere phase
d’activation concomitante a 'augmentation de aaitimitochondrial puis une seconde phase
beaucoup plus longue. Ces observations laissergepejue la pyruvate deshydrogénase
pourrait étre un bon candidat pour expliquer lenoimééne de mémoire mitochondriale.
Jouaville et al. (1999) proposent une autre hypothese pour expligeephénomene et
évoquent la possibilité d’activation (ou d’inhiloiti) calcium dépendante d’'une des étapes de
la phosphorylation oxydative ; c’est-a-dire quechdcium pourrait induire un changement
conformationnel d’'une enzyme, ce qui modifieraitn sactivit¢ a long terme. Un tel
changement a été démontré dans les mitochondriesede ou un facteur inhibiteur de 'ATP
synthase existe sous forme de dimeres. Sous Enfle du calcium, ce dimere se dissocie et
ne peut plus inhiber 'ATP synthase, 'augmentatdinla concentration mitochondriale en
calcium induit donc une levée d'inhibition du foilectnement de I'ATP synthase d’ou une
augmentation de la production d’ATP (Harris et DE891). Enfin, le fonctionnement de la
chaine respiratoire est influencé par le volumerigiat. Or, Halestrap (1989) ayant montré
gue le calcium augmentait ce volume, un lien pearicdétre établi dans ce sens entre le
calcium et le fonctionnement de la chaine resgmatd.e calcium régule également le
fonctionnement de différents transporteurs de lanbrane interne mitochondriale qui
possedent des sites de liaison du calcium. Lespgmateurs calcium dépendants sont divisés

en 2 groupes : les transporteurs aspartate/glugamtaies transporteurs ATP-Mg/Pi. Les
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transporteurs «aralar » et «citrine» font partle la famille des transporteurs
aspartate/glutamate composant la navette malasefasp Les transporteurs ATP-Mg/Pi,
guant a eux, échangent I'ATP cytosolique contrpHesphate inorganique mitochondrial et
sont impliqués dans la régulation du contenu mitadnial en ATP suite a la stimulation par
différentes hormones. Ces transporteurs sont d#gipes intégrales de la membrane interne
mitochondriale a 6 segments transmembranaires stédent tous un site de liaison au
calcium situé sur la face externe de la membrategrnia mitochondriale (Satrusteget al,
2007). Le calcium lié sur le transporteur stimubectivité de ce dernier en favorisant la

réaction de transport.

Le calcium est aussi un régulateur avéré de l'aétide différentes protéines kinases et
phosphatases. Or, il existe de nombreuses protéwagéiicielles qui sont susceptibles d’étre
phosphorylées ou déphosphorylées par ces enzymesltium pourrait donc aussi réguler le
métabolisme mitochondrial indirectement en favarisdétat de phosphorylation de
différentes protéines matricielles.

Effets du calcium sur le phosphoprotéome mitoch@ahdiHopperet al. (2006) ont identifié

par électrophorese bidimensionnelle de nombreusesphoprotéines présentes dans la
matrice de mitochondries de cceur de porc en répansege stimulation par le calcium. Le
phosphoprotéome matriciel comprend des sous-udééshacun des complexes de la chaine
respiratoire, de 'ATP synthase, des enzymes dlecge Krebs, de la béta oxydation des
acides gras et du systéme antioxydant. Ainsi, leilca module le métabolisme énergétique
mitochondrial a tous les niveaux : approvisionnehgnsubstrats par le cycle de Krebs et la
béta oxydation, fonctionnement des complexes dehkine respiratoire mitochondriale,
détoxification des EORs. Pour ce qui est de cettaidre fonction, I'impact du calcium est
assez contradictoire selon les études. Certainsuautrapportent qu’une séquestration
excessive de calcium dans la mitochondrie stimalprbduction d’EORs (Rego et Oliveira,
2003, Reynolds et Hastings, 1995) alors que d’aygtemsent que le calcium, en diminuant le
potentiel membranaire mitochondrial, entraine umairdition de la production d’'EORs
(Starkovet al, 2002, Votyakova et Reynolds, 2001).

De maniere réciproque, les EORs peuvent régulemiéostasie calcique, ces intéractions
pouvant a la fois moduler le signal calcique de igr@nphysiologique mais aussi, dans

certains cas, conduisant a I'apoptose.

-29 -



Effets du calcium sur les mécanismes apoptotiglesnitochondrie joue un réle central dans

I'induction ou 'amplification des processus menantapoptose. Un des éléments clés de
cette voie est le relargage du cytochrome c et’Alé I(apoptosis inducing factor) dans
'espace intermembranaire (Kroemnedral, 1995, Yang, Jet al, 1997). Le cytochrome c ainsi
relargué et I'AIF activent alors la caspase 3 ddiitectement soit indirectement. Le
gonflement mitochondrial induit par I'ouverture gare de transition de perméabilité suite a
une surcharge calcique peut entrainer la « fude molécules telles que le cytochrome c¢ hors
de la mitochondrie et déclencher ainsi I'apoptagerdle du calcium dans I'ouverture du PTP
et dans le déclenchement de I'apoptose est avéilesamécanismes qui gouvernent cette

action restent encore a définir.

La mitochondrie n'est donc pas simplement l'usinergétique de la cellule mais aussi un
composant actif et finement régulé du métabolisnelulaire capable d’adapter son
fonctionnement a la variation de la demande en ADR seulement par une modification
directe de l'efficacité de conversion énergétiquéoamondriale mais également par
I'établissement d’'un dialogue rétrograde vers lgamoaboutissant a des modifications de la

guantité de protéines qui composent la chaineradspie.

La mitochondrie a été montrée comme étant la cilderégulation par de nombreuses
hormones parmi lesquelles les hormones glucocadsoqui interviennent dans de nombreux
processus cellulaires et métaboliques et aboutisserla mise en place d'un état
hypermétabolique au niveau corps entier. Les vaiestion des glucocorticoides sont
complexes et requierent la mise en place séquiengelcoordonnée de différentes voies de

signalisation intracellulaire.

IV. Les glucocorticoides : définition.

A.  Synthese des glucocorticoides.

Les glucocorticoides sont synthétisés par le catereénalien a partir du cholestérol. Ils sont
ensuite sécrétés dans la circulation sanguineesportés soit sous forme libre soit liés a une
molécule d’albumine ou de transcortine égalememngelie CBG (corticosteroid-binding
protein). La production de corticostéroides esiuaricée par I'apport alimentaire, le degré
d’activité mais surtout la survenue d’'un stressniBayet al, 2000). Elle est sous dépendance
de l'axe hypothalamo-hypophysaire et suit un rythoreadien (production maximale le

matin). Ainsi, I'hypothalamus secréte du CRF (@mtiiopin releasing factor) qui stimule la
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sécrétion d’ACTH par I'hypophyse antérieure, cetltermone stimulant elle-méme la

production de corticostéroides par les glandessales (Blum et Maser, 2003). Une fois
libérés, les corticostéroides vont exercer un cémtrole négatif sur leur propre sécrétion en
inhibant la production de CRF et d’ACTH (cf. figud®

B. Les 11fHSD.

Chez 'Homme, le cortisol (glucocorticoide endogemst le substrat de I'enzyme (L1
hydroxystéroide déshydrogénasepiD). Ces enzymes appartiennent la famille desohlco
deshydrogénases a courte chaine. Elles possedeltjugs régions hautement conservées
notamment un domaine d’ancrage responsable déolealisation microsomiale, un domaine
de liaison a différents cofacteurs et un domairtalgiéque. Deux isoformes existent et sont
responsables de I'interconversion du cortisol (f®mutive) et de la cortisone (forme inactive)
(Krozowski 1999). La 1AHSDy, in vivo, agit surtout comme une réductase en transforfaant
cortisone inactive en cortisol actif alors que EBHSD, possede uniquement une activité
deshydrogénase et inactive le cortisol en cortisbams les tissus cibles, ces deux enzymes
servent a contrbler finement la quantité de cdrtiswacellulaire disponible (Tomlinson et
Stewart, 2001, cf. figure 10). L'isoforme AHSD; est exprimée dans de nombreux tissus tels
gue le foie, le tissu adipeux, les gonades, leteegnuscles lisses et la peau. LEH3D, est
présente surtout dans les épithéliums tels queolenpn et dans le placenta. Ces enzymes
jouent un réle clé dans la régulation de I'acti@s dlucocorticoides et une dérégulation tissu-
spécifique de leur activité a été associée au dppeiment de pathologies telles que I'obésité
(Desbrierest al.,2006) ou I'hypertension (Hatakeyamal, 2001).

C.  Les glucocorticoides de synthese.

Des formes synthétiques dérivant des glucocorteithturels ont été élaborées notamment
afin d’augmenter leur durée d’action et leur spéité. La 9 alpha-fluoro-11 béta,17 alpha,21-
trinydroxy-16 alpha-méthylprégna-1,4-diene-3,20rdi@mu dexaméthasone (cf. figure 11) est
couramment utilisée en clinique notamment pour gexpriétés anti-inflammatoires et

immunosuppressives. Sa puissance d’action estam# fois supérieure a celle du cortisol.

V. Les glucocorticoides : effets physiologiques.

Les glucocorticoides interviennent dans le contddenombreux processus physiologiques
tels que les réactions inflammatoires et immuretgite maintien de ’homéostasie cellulaire

et le métabolisme cellulaire.
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A. Role immunosuppresseur et anti-inflammatoire.

Les glucocorticoides affectent la production desléoues majeures responsables de
linflammation (les prostaglandines) par trois widistinctes. Tout d’abord, ils stimulent
'expression de I'annexine-1 dans les neutrophilette molécule, par son interaction avec la
phospholipase A cytosolique, est capable d’inhiber la libératicacttle arachidonique et
donc la production de prostaglandines notammenm@a&t al, 2005). Les glucocorticoides
activent également la transcription de la MAPK pitegase-1 (Morand, 2007), un inhibiteur
de la Jun N-terminale kinase (JNK). Or, cette kinest un médiateur important de la réponse
inflammatoire, puisqu’une fois stimulée, elle aetile facteur de transcription AP-1. Ce
dernier se fixe alors sur les éléments de réporiRd Aitués sur les promoteurs de géenes
proinflammatoires et active leur transcription. lgdacocorticoides, en inhibant JNK-1 ont
donc un role inhibiteur sur les genes proinflamnnaso(cytokines, collagénases, molécules
d’adhésions, métalloprotéinases ...). Ce mécanisiailition est décrit comme le principal
réle anti-inflammatoire des hormones glucocortiesigBarnes, 1998). Enfin, ces hormones
bloguent & la fois l'activité transcriptionnelle dacteur NikB et le rendent inactif par
interaction protéine/protéine et empéchent ainprdaluction de molécules proinflammatoires
telles que les cytokines, les chémokines ou laooygigénase 2, une enzyme indispensable
pour la production de prostaglandines (cf. figu®. l1Les glucocorticoides, a des doses
physiologiques, ont également un réle immunomoedulaen intervenant a la fois au niveau
de la réponse immunitaire innée et des réponsesumbaires acquises cellulaires et
humorales. En effet, les glucocorticoides inhibdiictivation des macrophages, la
présentation de I'antigene, perturbent 'assembthgeecepteur a la surface des lymphocytes
T (TCR) et induisent une réorientation de la répoimmunitaire en inhibant la réponse
cellulaire au profit de la réponse humorale. Cespgpétés immunomodulatrices des

glucocorticoides sont tres utilisées en cliniquerpe traitement des maladies auto-immunes.

B. Controle de ’homéostasie cellulaire.

Les glucocorticoides jouent un rdle important dens2gulation du tonus des vaisseaux, de
l'intégrité endothéliale et de la perméabilité dapie, notamment au cours des situations de
stress pour maintenir la vasoconstriction induie lps catécholamines (Yang, S. et Zhang,
2004). De plus, au niveau rénal, les glucocortiesithfluencent I'équilibre hydrique en
accroissant l'excrétion d'eau et en augmentant deention du sodium et I'excrétion

potassique par levée d’inhibition de I'ADH.
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C. Role sur le métabolisme cellulaire.

La régulation du métabolisme énergétique cellulasesous la dépendance de nombreuses
hormones (insuline, glucagon, hormones thyroidisnpe parmi lesquelles les
glucocorticoides, responsables d’'une augmentat®ria consommation d’énergie corps
entier et d’'une élévation du métabolisme de basdldB et al, 1995). Ces variations
métaboliques induites par les glucocorticoidesntisemaintenir un stock d’énergie suffisant
en favorisant la néosynthése de glucose dans deafgartir de précurseurs non glucidiques
(lipides, acides aminés ...). Ces hormones contr@ent les principales voies métaboliques,

anaboliques et cataboliques, dans différents tidsumaniére coordonnée.

1. Néoglucogenese.

La néoglucogenese est le processus de synthéseiasagde novoa partir de précurseurs
non glucidiques tels que le lactate, le pyruvasdahine ou le glycérol qui se produit surtout
dans le foie et de maniére minoritaire au niveaialrét intestinal. Cette voie métabolique,
trés importante pour le maintien de concentratiasmatique en glucose lors de situations de
stress métabolique (le jelne par exemple), estwoeiforte dépendance hormonale. En effet,
outre sa régulation par l'insuline ou le glucagelte est la cible des glucocorticoides qui
exercent a la fois un effet direct et permissifeatte voie (Jonest al, 1993). Ce second effet
se traduit par la modulation glucocorticoides-délamte de la sensibilité hépatique au
glucagon et aux catécholamines et par un approwvisiment accru de substrats issus de la
protéolyse musculaire et de la lipolyse hépatidyes. effets directs des glucocorticoides sur la
néoglucogenese sont surtout des modifications ebgiession de génes codant pour des
enzymes clés de cette voie métabolique. Ainsi,plesnoteurs de la phosphoénolpyruvate
carboxykinase (PEPCK), I'enzyme responsable derdastormation de I'oxaloacétate en
phosphoénolpyruvate, et de la glucose-6-phosphé&tiéase), la derniere enzyme de la voie
qui hydrolyse le groupement phosphate du glucoghe®phate pour donner le glucose,
contiennent une unité de réponse aux glucocoreésofGRU) formée de deux sites de liaison
a 'ADN pour le complexe hormone/récepteur aux gtarticoides et des éléments de
fixation pour différents cofacteurs (Cassued al, 2005). La fixation du complexe
glucocorticoides/récepteur sur le GRU entraine astvation de la transcription des genes
codant pour ces enzymes et ainsi une augmentagola chéoglucogenése. Cependant, le
promoteur de la G6Pase contient également un étémeégatif de réponse aux
glucocorticoides (NnGRE), qui sous l'effet des gharticoides inhibe la transcription du gene

de la G6Pase (Vander Koat al, 2005). La régulation de la néoglucogenese par les
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glucocorticoides n’'obéit donc pas a la loi du toutrien mais constitue plutét une réponse
graduelle et finement régulée. En effet, la préseacla fois d'éléments activateurs et
inhibiteurs de la transcription dans le promotees dénes de la néoglucogenése permet ainsi
une plus grande flexibilité et une meilleure régolade la réponse. Les glucocorticoides ont
également une action stimulatrice sur la pyruvaaebaxylase, enzyme de la matrice
mitochondriale a activité ligase responsable deolaversion du pyruvate en oxaloacétate et
sur la fructose-1,6-bisphosphatase qui déphosphdeyfructose-1-6 bis phosphate (Joees
al., 1993). Ces deux enzymes sont régulées récipragntemvec deux enzymes de la
glycolyse (pyruvate déshydrogénase et phosphokinztee) et vont étre activées ou inhibées
selon la concentration en ATP.

En outre, les glucocorticoides régulent la glycadyse hépatique (Bolleat al, 1998). Sous
linfluence de stimuli hormonaux, le glycogene siické dans le foie et sert de réserve de
glucose pour les autres tissus. Les enzymes diboiiime du glycogene permettent au foie
de détecter les variations de glucose sanguimst de mobiliser ou stocker le glycogene en
fonction des besoins périphériques. Les hormonasogbrticoides inhibent la glycogene
phosphorylase et activent la glycogene synthaserit@ant ainsi le stockage hépatique du

glycogéne.

2, Protéolyse.

L'effet catabolique des glucocorticoides est trearqué au niveau musculaire ou ces
hormones induisent une diminution de la synthéstémue et une augmentation de leur
dégradation (Tiaet al, 1996), les acides aminés ainsi libérés pouvams aervir de substrat

a la néoglucogenese hépatique (cf. figure 13). Deobes principales de dégradation
protéigue sont décrites dans les cellules animbbkesoie majoritaire est celle dépendante du
protéasome, elle fait intervenir des enzymes sigéie$, les ubiquitines ligases qui ciblent les
protéines pour la dégradation en les conjuguanin@ chaine de poly-ubiquitines. Les
protéines ainsi marquées sont alors dégradéespantéasome 26S qui les clive en petits
polypeptides (Argile®t al, 1999). Ce processus ATP dépendant est spéciigéoitement
régulé. Le calcium joue un rdle important dansecettie car il peut activer des calpaines, des
cystéine-protéinases intracellulaires capables étgadler de nhombreux substrats (enzymes,
protéines de structure et de signalisation). Leors#e voie est la dégradation protéique
lysosomiale. Elle concerne plus particulieremeatdeotéines endocytées et membranaires et
fait intervenir des enzymes protéolytiques, lehepsines. Cette voie, peu spécifique, est
surtout utilisée pour dégrader les protéines avee uwlurée de vie longue. Les
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glucocorticoides ciblent surtout la voie protéasomdépendante en entrainant une
augmentation de la transcription de l'ubiquitinedet génes codant pour des sous-unités du
protéasome (Auclaiet al, 1997). Cependant, les glucocorticoides ayaneégat un impact
sur la concentration intracellulaire en calciurhypothése d’un réle de ces hormones dans la

protéolyse calcium dépendante a été émise (Hassalgal, 2005).

3. Lipolyse.

L'impact des glucocorticoides sur le métabolisnmdlgue n’est pas clairement établi. En
effet, certaines études montrent que les glucawdés augmentent la lipolyse par des effets
directs (augmentation de l'activité de la lipopm&é lipase) et des effets indirects (en
facilitant I'effet lipolytique des catécholaminefans le tissu adipeux (Pedersaral, 2003).
Les acides gras ainsi déstockés seraient alorspwaiés par voie sanguine jusqu’au foie ou
ils seraient catabolisés par la béta-oxydation dournir de I'énergie et des équivalents
réduits a la néoglucogénese. L'excédent d’acetyh canduit par l'augmentation de
'oxydation des acides gras pourrait alors serérbase a la formation de corps cétoniques
(Fernandes-Figares, 2004). A l'inverse, d’'autrefeans décrivent une inhibition de la béta-
oxydation des acides gras a courtes chaines etrmegehaines ainsi qu’'une diminution de
la sécrétion des lipides par les glucocorticoidestéronet al., 1997, Dolinskyet al., 2004),

ces modifications pouvant étre impliquées dan®iebppement de la stéatose hépatique.

Quelles que soient les modifications mises en édegeles glucocorticoides semblent plutét
jouer un réle plutét indirect sur le métabolisnmdique.

4. Insulinorésistance.

Un taux trop élevé de glucocorticoides a été odrrdhns de nombreuses études au
développement d’une résistance a l'insuline, préoédinstallation du diabete de type II.

Plusieurs hypotheses ont été émises quant au rséwmeliant les glucocorticoides et
linsulinorésistance, cependant, les résultats smtvent discordants et paraissent tissu-
dépendants. Il semble que les glucocorticoidescerérd’'une part des effets inhibiteurs
directs sur les kinases des cascades intracedislativées par le récepteur a l'insuline (P 3-
kinase et AKT surtout), entrainant ainsi une masg/giropagation du signal insulinique
(Lowenberget al, 2005) et d’autre part des effets indirects dukaagmentation de la

néoglucogenese hépatique qui induit ainsi une igyypegmie. Cet effet hyperglycémiant des
glucocorticoides est également un élément impodana programmation foetale induite par

ces hormones. En effet, le traitement par glucomides durant la phase fcetale résulte chez
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'adulte en une activation permanente de I'expmsgie I'enzyme de la néoglucogenése
PEPCK. La transcription de ce géne est sous dépeadde facteurs de transcription

hépatiques de la famille HNF (Hepatic nuclear fgctOr, il existe plusieurs isoformes de

HNF exprimées differemment au cours du développémgmsi, les isoformes foetales

HNF4A 7/8 laissent peu a peu la place aux HNF4A2Z, &s formes retrouvées chez I'adulte.
L’exposition foetale aux glucocorticoides entraime ahangement précoce des isoformes
foetales vers celles adultes entrainant ainsi ugmentation de I'expression du gene PEPCK
(Nyirendaet al, 2006).

VI. Les glucocorticoides : voies d’action au niveau cellulaire.

Les glucocorticoides font partie des hormones &tés Ces hormones liposolubles sont
connus pour influencer la transcription de génbkesipar une entrée du complexe hormone
récepteur dans le noyau. Cependant, ces effetsmignes, nécessitant quelques heures pour
se mettre en place ne permettent pas d’expligudaaine des effets des stéroides qui
apparaissent dans les secondes suivant I'ajotihharione. L’hypothese d’effets rapides, non
génomiques des stéroides a donc été évoquée guligquex ces effets a court terme (Bragtn

al., 1995). Il est maintenant admis que les voies tibaccellulaires des stéroides sont

multiples, tissus dépendantes et conduisent aftis differents (cf. figure 14).

A.  Effets génomiques des glucocorticoides.

L’action génomique des glucocorticoides reposd’siieraction entre le complexe récepteur
cytosolique aux glucocorticoides/hormone et desiedces spécifiques d’ADN contenues
dans le promoteur des génes cibles (cf. figure 15).

1. Les mécanismes d’action.

Lorsque le récepteur aux glucocorticoides (GR)trpes lié a I’hormone, il réside dans le
cytosol sous forme d'un complexe avec les protéctemperonnes HSP90, HSP70 et des
immunophilines telles que FKBP51 (Grad et PicaBf)7). La fixation du ligand sur le site de
reconnaissance a I’'hnormone induit des changementsmnationnels du récepteur permettant
la dissociation des chaperonnes et dévoilant ainsignal de localisation nucléaire (NLS).
Sous l'action de protéines de transport telles lguéacteur ATP-stimulated translocation
promoter (ASTP), (Isohashi et Okamoto, 1993), leglexe hormone/GR est transloqué dans
le noyau de la cellule. Les récepteurs, alors tgmFe en dimeres, peuvent se fixer sur des
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régions cis-régulatrices spécifiques (appelées dghrticoid Response Element: GRE)
situées dans le promoteur des génes cibles. Letepoent de coactivateurs, chargés de faire
le lien entre le complexe GR lié a 'ADN et les tlaars généraux de transcription, permet
'activation de la transcription des genes concerige nombreux coactivateurs ont été
identifiés a ce jour parmi lesquels le facteur SRESteroid Receptor Coactivator-1,
interagissant avec le domaine de liaison du ligded)facteurs CBP (des protéines qui lient le
facteur CREB se fixant sur les éléments de répar®MPc des génes cibles, Kamet al,
1996) ou encore la protéine p300. Ces trois pregeipossedent une activité histone
aceétyltransférase facilitant 'accés de '’'ADN arachinerie de transcription en décompactant
la chromatine (Bannister et Kouzarides, 1996, Ogryat al, 1996, Spenceet al, 1997). Il
existe également certains génes dont I'expressisin a@ contraire réprimée par les
glucocorticoides. Deux mécanismes ont été évoqoes médier cette répression (Meyadr
al., 1997) :

* laliaison du GR sur un nGRE (negative Glucocoritid®esponse Element) entrainant
le déplacement de liaison a I'ADN de facteurs dgmdcription actifs par des facteurs de
transcription inactifs.

* [linteraction protéine-protéine du GR avec d’auti@steurs de transcription tels que le
facteur général de transcription AP-1 (Activatedt®in-1), NkkB (Nuclear FactokB), Smad
(Sma and Mad-related Protein) et STAT (Signal Tdacson and Activator of
Transcription). L'effet anti-inflammatoire des gheorticoides meédié par MB décrit dans le

paragraphe IlA passe surtout par cette voie.

2, Le récepteur aux glucocorticoides (GR).

L’ADNc codant pour le GR humain a été cloné poupremiére fois en 1985 par Weinberger
et al. puis identifié ensuite sur le chromosome 5031A3®( et Cidlowski, 2005). L'épissage
alternatif des transcrits codant pour le GR pemteegjénérer deux isoformes du GR possédant

des caractéristiques différentes (Falkensteial, 2000) :

* le GRu composé de 777 acides aminés est responsable fid¢s @enomiques
classiques des glucocorticoides décrits ci-desiscsmprend 10 exons qui s’étendent sur 110
kb. Deux motifs en doigt de zinc, codés par lenexd et 4, sont impliqués dans la liaison a
'ADN. Deux domaines transactivateurs (AF1 et ARt codés respectivement par les
exons 2 et les exons 5, 6, 7, 8 et @ P. Les 5 exons codant pour le domaine AF2

comprennent également le domaine de liaison dundigd.BD). Des sites de liaison a
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différents facteurs de transcription ont été retésudans le promoteur de GRparmi lesquels
les facteurs généraux de transcription AP-1, NEdng et al, 1990), AP-2 (Nobukunét al,
1995), Sp1l et les éléments de liaison de facteRISBC(CAMP Responsive Element Binding
Protein, (Zonget al, 1990), YY1 (Ying-Yang 1, Breslin et Vedeckis, 9B) et NkB
(Garsideet al, 2004).

* le GR3 composé de 742 acides aminés differe dex @R ses 15 derniers acides
aminés c-terminaux. Il ne lie pas les glucocortiesi (Hollenberget al, 1985) et ne module
pas la transcription des génes cibles des gludoodes (Giguereet al, 1986). Cette
isoforme a été associée au développement de r&sstaix glucocorticoides dans diverses
pathologies comme I'asthme ou la polyarthrite rhioitee (Chikanza, 2002, Golew al,
2006).

D’autres formes tronquées du GR ont été retroudéas des cellules de myélome et ont été
associées au développement de la résistance atocglticoides de ces cellules (de Laege
al., 1999, Sanchez-Vegat al, 2006). Outre ces variations d’épissage, le GR pehir des
modifications post-traductionnelles qui vont modden activité (Zhou et Cidlowski, 2005).
Ainsi, Bodwell et al. (1991) ont identifié 7 sites phosphorylés dan§&R de souris puis 5
sites phosphorylés ont été retrouvés par Ismafiaabbedian (2004) dans le GR humain. Les
principales kinases qui seraient impliquées danph&momene sont les MAPK (Mitogen-
Activated Protein Kinases), CDK (Cyclin-Dependenhases), GSK-3 (Glycogen Synthase
Kinase-3) et JNK (c-Jun N-terminal Kinase), (Itehal, 2002). La phosphorylation du GR
serait un processus dynamique en réponse a difsesémuli tels que la liaison du ligand, la
phase du cycle cellulaire ou I'état physiologiges dellules (Zhou et Cidlowski, 2005). Une
étude de Wang, 2t al. (2002) montre que I'état de phosphorylation depéeur influence
sa localisation subcellulaire (cytosolique ou natk) ainsi que son activité modulatrice de
transcription génique. Cependant, ces données aondiscordance avec d’autres études
antérieures (Mason et Housley, 1993, Websteal, 1997, Yudt et Cidlowski, 2001) et
importance de ces sites de phosphorylation dawdivité du récepteur n’a pas encore été

clairement déterminée.

Wallace et Cidlowski (2001) ont également identgagr bioinformatique des sites potentiels
d’ubiquitination dans le GR. Ainsi, la séquence@R contient un site PEST, reconnu par les
enzymes E2 et E3 d'activation de l'ubiquitine (Raget al, 1986). Ce site semble étre

important pour la dégradation du GR en se compbptiaiablement comme un site accepteur

de l'ubiquitine, il reste cependant a déterminercsisite est recrutén vivo lors de la
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dégradation effective du GR. Le GR pourrait égalensebir des sumoylations, un processus
proche de [l'ubiquitination impligué dans la régidat de certaines interactions
protéines/protéines, de la stabilité protéique etl'dctivité transcriptionnelle (Freiman et
Tjian, 2003, Mulleret al, 2001, Wilson et Rangasamy, 2001). En effet, detuxles de Le
Dreanet al.et Tianet al.(2002) montrent que le GR peut étre sumoylé nesigffets de cette

modification sur l'activité du GR montrés dans éasdes sont contradictoires.

3. Le récepteur aux minéralocorticoides (MR).

Le récepteur aux minéralocorticoides fait partidadé&amille des récepteurs aux stéroides, |l
est exprimé préférentiellement dans les épithéliz@on et du néphron distal (Bastl al,
1992, Marver, 1984) et dans plusieurs régions dtesye nerveux central dont I'lhippocampe
(De Kloet et al, 1998). Le MR possede de nombreuses homologieststales et
fonctionnelles avec le GR. L'aldostérone, minérafticoide, se fixe avec une trés forte
affinité sur le MR et tres faiblement sur le GR. ¢a@tisol, quant a lui, ligand du GR, peut
egalement se lier au MR avec une affinité comparabire supérieure a celle du GR. Le taux
de cortisol circulant étant nettement supérieureluicd’aldostérone, le MR pourrait étre
toujours occupé par les glucocorticoides. Il exgggpendant un systeme de « protection » du
MR puisque, dans les cellules épithéliales, IBHSD?2 est exprimée (Krozowskt al, 1999,
Wright et Paine, 1995). Elle transforme ainsi Ietisol actif en cortisone inactive et empéche
I'activation du MR par les glucocorticoides. Lesigicorticoides de synthese, tels que la
dexaméthasone possédent une tres forte affinité Ipad@R et une trés faible affinité pour le
MR. Malgré des possibles interactions entre cex dgpes de récepteurs, le GR apparait
comme le principal médiateur des effets génomigies glucocorticoides. Grace a ses
nombreux sites de fixation pour des facteurs dastid@ption ainsi que ses probables
modifications posttraductionnelles, le GR exerce eliéets variés en fonction des tissus et de
différentes conditions physiologiques. Cependants leffets transcriptionnels des
glucocorticoides ne permettent pas d’expliquer ttes phénomenes modulés par ces
hormones notamment ceux qui se produisent quelsgesndes seulement aprés l'ajout de
’hormone, il existe donc d’autres mécanismes rd@guirs notamment des effets non

génomiques, a court terme des glucocorticoides.

B.  Effets non génomiques des glucocorticoides.

Contrairement aux effets génomiques des glucocidis, les effets non génomiques sont

caractérisés par une insensibilité aux inhibiteler$a transcription (actinomycine D) ou de la
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traduction et sont mis en place quelques secondeglgues minutes apres l'incubation avec
I’'hormone. Ces effets ont été tres souvent repaldés la littérature depuis les vingt derniéres
annees, cependant, les mécanismes sous-tendaftatesont de différentes natures, mettant
en relief 'nétérogénité de l'action non génomigdes glucocorticoides. Dans le but de
clarifier ces différents effets, une classificatem@té établie lors du « First Meeting on Rapid
Response to Steroid Hormone » a Mannheim en Allemagn 1998 (Falkensteiet al,

2000). Les effets rapides des stéroides ont éigédien deux catégories :

» A les effets directs ou I'hormone exerce uneaactiropre.
* B : les effets indirects ou I'action rapide nécest partenariat de I'hormone avec un
autre agoniste.

Chacune de ces deux catégories a alors été detisdeux grands types d’effets :

* les effets non spécifiques dans lesquels aucurpteioen’est impliqué, ce sont les
propriétés physico-chimiques de I'hormone (lipobdité par exemple) qui sont prises en
compte.

* les effets spécifiques ou une interaction spéadffitjgand/récepteur est mise en jeu.
Ces effets spécifiques sont eux-mémes divisés ex sldon la nature du récepteur impliqué.
Il s'agit soit du récepteur stéroide nucléaire sitase soit d'un autre type de récepteur

(notamment couplé aux protéines G).

1. Les effets rapides, non spécifiques, des glucocorticoides.

Ces effets apparaissent en quelques secondeslapi@mistration de fortes concentrations
d’hormones et semblent résulter d’interactions ai@e entre les glucocorticoides et les
membranes biologiques. Par exemple, la méthylpsetbie ainsi que d'autres

glucocorticoides sont capables d’inhiber des cdaraationiques a travers la membrane
plasmique. Ainsi, ces hormones peuvent inhiberékction immunitaire aiglie en inhibant
'augmentation de la concentration intracellulaere calcium dans les leucocytes (Buttgereit,
2000). Cependant, ces effets ne permettent pagplitjgrr la tissu-spécificité de I'action des
glucocorticoides puisque ces hormones peuventés8nsdans n’'importe quelle membrane

biologique.
2, Les effets spécifiques rapides des glucocorticoides.

Les récepteurs qui interviennent dans ces effeta génomiques spécifiques des
glucocorticoides ne sont pas clairement élucidésxastence de récepteurs spécifiques pour
médier ces effets non génomiques est toujours@antsée.
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a. Effets dépendants du GR intracellulaire classique.

Certains effets des glucocorticoides sont caraé®mpar leur insensibilité aux inhibiteurs de
la transcription et de la traduction couplée avee gensibilité aux antagonistes du GR
montrant I'implication d’'un mécanisme dépendantGRi (Stellato, 2004). Koukouritalet al.
(1996) ont montré qu’un tel mécanisme est impliqaas I'inhibition de la polymérisation de
I'actine G induite par 15 minutes de traitement geexaméthasone (100 nM) dans des cellules
d’endomeétre humain. Ce mécanisme est inhibé pamtegoniste du GR (RU486) mais pas
par un inhibiteur de la transcription (actinomycbp Les auteurs démontrent également que
cet effet est réversé par I'ajout de forskolineg umolécule qui stimule la production d’AMPc.
La cascade proposée pour expliquer la diminutiompalgmeérisation de l'actine G par la
dexaméthasone impligue donc la fixation de la dedthasone sur le GR, qui
indépendamment de son action transcriptionneltajrdie la quantité d’AMPc et inhibe ainsi

la polymérisation de l'actine.

Un autre exemple de ce mécanisme est donné parziHdbghadamet al. (2002) qui
montrent que le traitement de cellules endothd&iblemaines avec de la dexaméthasone (100
nM) entraine une augmentation de l'activitt eNOSD(Nynthase endothéliale) par un
mécanisme non génomique mais dépendant du GR. ffeétapparait des 10 minutes de
traitement et augmente jusqu’a 30 a 60 minuteg atigint un maximum et redescend a une
valeur basale en environ 24 heures. Les inhibiteursGR (RU486), de la protéine Pi3K
(Wortmaninn et LY294002) et de la eNOS (L-NAME) tleent I'activation de eNOS par la
dexaméthasone, alors que l'actinomycine D, est sffies sur cette activation. Les kinases
Akt et GSK-3, situées en aval de Pi3K sont égalenmepliquées dans ce phénomeéne. Ainsi,
la dexaméthasone via sa liaison sur le GR recautei3K par un mécanisme non identifié
mais ne nécessitant pas d’activation de la trgoison. La cascade de signalisation impliquant
Akt et GSK-3 est alors mise en place et aboutit stimulation de I'activité de la eNOS. Il en
va de méme pour I'expression des récepteurs auanopEs dans les éosinophiles qui est
stimulée par les glucocorticoides. La voie d’actd#crite par Ten Hovet al. (2006) pour
expliqguer ce phénomene est l'activation de la neitegctivated protein kinase-activated
protein kinase 2 (MKK2) par le complexe hormone/@Rtte protéine phosphoryle et active
la p38MAPK qui a son tour phosphoryle et augmerggptession des récepteurs aux
opsonines a la surface des éosinophiles. Ces egsmpbntrent qu’en plus de son action

transcriptionnelle, le GR est impliqué dans deseteffrapides non génomiques des
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glucocorticoides. Les voies en aval du GR sontuagges et selon la protéine recrutée ou la
voie de signalisation empruntée vont conduire aeffess tres différents.

b. Effets dépendant d’'un récepteur membranaire.

Grace a leur caractere liposoluble, les glucoawidies diffusent librement au travers de la
membrane plasmique et se fixent sur leurs récepiatracellulaires. Cependant, I'utilisation
de composeés stéroides couplés a l'albumine boBISA) qui ne peuvent pas traverser la
membrane a permis de mettre en évidence l'existeleceécepteurs membranaires aux
hormones stéroides, parmi lesquels des réceptaulismt les glucocorticoides. Si I'existence

de ces sites est avérée, leur nature et leur ré@spfait encore I'objet de controverses.

a. GR membranaire apparenté au GR cytosolique.

Au début des années 1990, plusieurs équipes omiifidedes sites de liaisons aux
glucocorticoides sur la membrane plasmique d’héytds de différentes espéces (rats :
Allera et Wildt, 1992, Grotet al, 1993, Howellet al, 1989, Lackneet al, 1998, Quellest

al., 1988, Wright et Paine, 1995; souris : Truebal, 1989 et cellules d’hépatome humain :
Daufeldt et al, 2003). Toutes ces études mettent en évidence fixagion des
glucocorticoides sur la membrane plasmique, cepgddapécificité ainsi que la fonction de
ce récepteur different selon les études. Ces sitegnbranaires de fixation aux
glucocorticoides ont été trouvés dans d’autregagisetamment dans I'utérus ou une premiere
étude de Giannopoula al. (1983) évoquait cette hypothése confirmée pareduah. (1996).
Plusieurs études ont également porté sur le GR magraibe (MGR) des cellules immunitaires
notamment des lymphocytes dans lesquels Cheet, &. et Gametchiet al. (1999) ont mis
en évidence a plusieurs reprises I'existence ddlunécepteur. Gametchat al. ont caractérisé
plus précisement le mGR présent dans les lymphecyeace a l'utilisation d’anticorps
dirigés contre le GR cytosoligue (cGR), ils ont détné que le site de fixation aux
glucocorticoides situé sur la membrane plasmigueelglaphocytes s’apparentait & un cGR
modifie. Cependant, les analyses par western kbt kes anticorps anti cGR montrent que le
MGR possede plusieurs isoformes dont certainesuorgoids moléculaire beaucoup plus
haut que le GR cytosolique. Les auteurs retrougemtombreuses homologies entre le cGR et
le mGR puisqu’un élément de liaison a 'ADN ideniga celui du cGR est présent dans la
séquence du mGR (Gametchtual, 1991) et qu’un site potentiel de phosphorylatgogte
retrouvé dans la forme membranaire du GR. De mEmmaGR peut interagir avec différentes

protéines chaperonnes du cGR telles que HSP70 9B G owellet al, 1999). Cependant,
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importance et le role de ces caractéristiguessdarfonction du mGR restent a déterminer.
La spécificité de ligand du mGR est, en revanches large que celle du cGR, notamment en
ce qui concerne la progestérone qui est liee pam@R avec plus daffinité que la
dexaméthasone. La fonction du mGR est encore psoueoméme si la présence du mGR a
pu étre corrélée dans les lymphocytes a une augtimmtle la sensibilité a I'apoptose induite
par les glucocorticoides.

. GR membranaire différent du GR cytosolique.

L’expression du mGR au niveau du systeme nervemtrale a également fait I'objet de
nombreuses études (ffrench-Mullen, 1995, ldaal, 2002, lwasaket al, 1997, Lou et Chen,
1998, Qiuet al, 1998). Dans ces études, les effets rapides desairticoides observés ont
ete reliés a I'activation de récepteurs couplés @oxéines G (RCPG). Ainsi l'inhibition de
I'activité des protéines G (par utilisation d’'umadogue non métabolisable du GTP, le GFP-

S ou la toxine pertussique) entraine une disparitde certains effets rapides des
glucocorticoides (inhibition des canaux calciquetivas par le voltage) dans les neurones de
I'hippocampe, de la racine dorsale des gangliordass les cellules de phéochromocytomes
PC12. Le type de protéine G couplée au RCPG valom de type cellulaire et peut avoir une

action stimulatrice (protéine Gs) ou inhibitricedqggine Gi).

Une autre hypothése a été émise par Allera et Wlfl92) quant a la nature du site de
fixation membranaire aux glucocorticoides. En effas auteurs ont mis en évidence la
présence d’'un importeur de glucocorticoides sunéanbrane plasmique des hépatocytes de
rats. Ce complexe protéique serait chargé du toahsies glucocorticoides bioactifs vers le
cytosol. Sa spécificité est beaucoup plus large aglie du cGR puisque des stéroides non
glucocorticoides tels que les estrogenes et lagstégpne se lient sur I'importeur alors que ce
ne sont pas des ligands du cGR. Ce complexe puet&gmble par ailleurs étre couplé a deux
protéines G de 75 et 52 kDa.

Quel que soit le type de récepteur impliqué, latfon de I’hormone glucocorticoide sur la
membrane plasmique entraine l'activation de cascade signalisation intracellulaire
aboutissant, dans la majorité des cas deécrits tEnpublications, a la modulation des

propriétés d’ouverture de canaux ioniques.

y. Voies de signalisation activées par les glucocorticoides.

. PKA : la protéine kinase A (PKA) est une protéine cytepiegue composée de deux

sous-unités régulatrices et de deux sous-unitédytigties. Elle fait partie de la cascade de
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signalisation intracellulaire induite par la progiGs. En effet, la fixation de 'hormone sur
un RCPG couplé a une protéine Gs permet 'actinati® cette derniére. La sous-unité alpha
activée recrute I'adenylate kinase qui catalysgdiblyse de 'ATP en AMPc. L'AMPCc ainsi
formé se fixe sur les sous-unités régulatricesad@lA et permet la libération des sous-unités
catalytiques et leur activation. Les cibles de phaosylation par la PKA sont nombreuses et
incluent des enzymes de la glycolyse, de la lipotsde la néoglucogenese. Cette protéine a
ete identifiee comme étant impliquée dans certaiifedss rapides des glucocorticoides. Ainsi,
par exemple, la synthese et la libération rétragrdds endocannabinoides induite par les
glucocorticoides dans les neurones paraventrieslaont régulées par la voie AMPc/PKA
(Malcher-Lopeset al, 2006). De méme Haet al. (2005) ont montré que PKA participait a
l'inhibition rapide de l'influx de calcium ATP dépdant induit par les glucocorticoides dans
les cellules de neuroblastome.

. PKC : cette protéine fait partie de la cascade intralzetkiinduite par la protéine Gq.
L’activation de cette protéine permet le recrutentenla phospholipase C qui, en hydrolysant
le phosphatidyl inositol bisphosphate (PiP2), weder la diacylglycérol (DAG) et I'inositol
triphosphate (IP3). Le DAG est responsable deiVatibn des protéines kinaseslG famille
des protéines kinases C (PKC) est composée delaslisoformes qui peuvent étre divisées
en trois sous-groupes :

- les PKC classiquesy; B1, B2, ¥

- les PKC nouvellesg, €, 1, 0,

- les PKC atypiquesg, A

Cette classification est basée sur la nécessitéotheteurs différents pour I'activation de
protéines kinases et sur leur localisation tisselgDekker et Parker, 1994). Ainsi, les
isoformes conventionnelles de PKC peuvent étrevéesi par le calcium alors que les
nouvelles PKC et les PKC atypiques y sont inseesildles PKC peuvent jouer un réle dans
la régulation des fonctions membranaires commegtplation négative de récepteurs, la
modulation de canaux ioniques ainsi que I'hydrolges phospholipides générant des seconds
messagers lipidiques (Harveyal, 2002). Une étude de Kajitd al. (2001) démontre que les
isoformes conventionnelles et atypiques de PKC somdliguées dans la résistance a
linsuline induite par la dexaméthasone dans dgsoagtes en culture. En effet, le traitement
par dexaméthasone induit une relocalisation de BKCytosol vers la membrane plasmique
de ces cellules. La protéine PKC membranaire aigtivée phosphoryle le substrat du
récepteur a linsuline (IRS1) sur les résidus ®eret thréonine et inhibe son activité

(Bossenmaieet al, 1997). De méme, l'inhibition de la réabsorptianghosphate au niveau
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des tubules rénaux proximaux de lapin induite pardlucocorticoides implique I'activation
de la phospholipase C et de PKC (Petrlal, 2001).

. MAPK : les protéines de cette famille sont un composa#rgl pour coordonner
les signaux générés par de nombreux médiateues mirextracellulaires. La phosphorylation
spécifigue des MAPK permet la transmission du sigmaaval et I'activation notamment
d’autres protéines kinases, de facteurs de tratgoriou de protéines du cytosquelette (Cobb
et al, 1996). Les glucocorticoides sont capables deecdlesctivation rapide des MAPK
(p3BMAPK, JNK et ERK1) dans les neurones de I'hgmpupe et les cellules de
phéochromocytome PC12 via un mécanisme dépenddit@gLi, 2001). Une fois activées,
les MAPK peuvent étre transloguées dans le noyaewient directement, ou indirectement,
par l'intermédiaire d’autres protéines kinases,gporyler les facteurs de transcription, des
coactivateurs ou des protéines nucléosomales &iemder ainsi I'accessibilité de la
chromatine pour le complexe d’initiation de la sarption (Hazzalin et Mahadevan, 2002).
L’activation des MAPK par les glucocorticoides est mécanisme non génomigque mis en
place rapidement, indépendamment du cGR. Cependamtfois activée, cette protéine peut
agir sur la transcription des génes cibles. Lagimet MAPK semble donc au carrefour entre
les actions non génomiques et génomiques des gldmmides, phénomene défini par Chen,
Y. Z. et Qiu (2001) comme une conséquence génomdjekets non genomiques des
glucocorticoides. Ce concept d'intrication des sogEnomiques et non génomiques est
retrouvé dans différents modéles.

C. Interactions entre le récepteur membranaire aux glucocorticoides
et les effets génomiques.

Des interactions entre les effets non génomiquegéabmiques ont été décrites pour de
nombreux types de stéroides tels que les cestrgganpsogestérone, la vitamine D et les
glucocorticoides. Ces observations ont donné nassau concept de MISS (Membrane-
Initiated Steroid Signaling, cf. figure 16). En ¢gi concerne les glucocorticoides, ce
phénomene a été étudié surtout par Dautidid. (2003) sur des hépatocytes de rats. Dans ce
modéle, les auteurs émettent I'hnypothése quededsitfixation aux glucocorticoides situé sur
la membrane plasmique sert d'importeur aux gludimmides (et a d'autres hormones
stéroides qui ne se fixent pas sur le cGR). Une det import acheve, le cGR serait alors
recruté et transloqué dans le noyau (avec ou sgasd) pour activer la transcription des

genes cibles. Cependant, ils n’excluent pas lailpibss qu’apres fixation de 'hormone sur le
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site membranaire, ce complexe hormone/importeur sodocyté en entier et migre en
connexion avec le cGR vers le noyau. Des questmssistent quant a la séquence
d’évenements liant la fixation des glucocorticoides la membrane et l'activation de la
transcription, notamment le réle de deux isoforrdesprotéines G de 52 et 75 kDa dont
lactivité est modulée par les glucocorticoides.s Liateractions effets génomiques/non
génomiques des stéroides ont été surtout étudi@esles cestrogenes. Ainsi Zhang, D. et
Trudeau (2006) ont proposé un modele d’interactiemise les voies d’action initiées par le
récepteur membranaire aux cestrogenes (mMER) etdptetir nucléaire (nER). La fixation de
’hormone sur le récepteur membranaire est capakileduire différents modules de
signalisation dont les trois principaux sont Ra¢REK-MAPK (Driggers et Segars, 2002),
Src-Pi3K-Akt-eNOS (Segars et Driggers, 2002) et FICC-AMPc-PKA (Malyalaet al,
2005). Apres l'activation de ces difféerentes voiss facteurs transcription tels que CREB ou
AP-1 sont induits et vont activer la transcriptiadl® génes cibles ne contenant pas
nécessairement un site de fixation pour le nERpIDs, le mER exerce un effet modulateur
sur le nER en interagissant directement avec a@etepu avec ses coactivateurs (Zhang, D.
et Trudeau, 2006). Compte tenu de I'existence dianeme membranaire du récepteur aux
cestrogenes et aux glucocorticoides ainsi que dedbreoises similitudes entre les voies de
signalisation activées par ces deux hormones, ¢ min place d’'un mécanisme identique a
celui décrit par Zhang et Trudeau pour les cestregén réponse aux glucocorticoides semble

tres probable.

Toutes ces voies d’actions des glucocorticoidesdigéques et non génomiques) concourent
a réguler les grandes fonctions physiologiquesidscdans le paragraphe Il. Parmi celles-ci,
la régulation du métabolisme semble particulierenmaportante puisque ces hormones sont
responsables a la fois de I'établissement d’'unhgtaermétabolique particulierement observée
lors de situations pathologiques entrainant uneaéten du taux circulant de glucocorticoides
tels que le sepsis (Allary et Annane, 2005) ou dahexie (Morleyet al, 2006) et de
I'installation d’une insulinorésistance précédantéveloppement du diabéte de type Il (Qi et
Rodrigues, 2007). Les glucocorticoides requierenmhcdune augmentation des besoins
energeétiques cellulaires (Kellendoekal, 2002). La mitochondrie, responsable de 90% de la
production d’ATP dans les organismes eucaryotearajfpdonc comme une cible privilégiée
des glucocorticoides.
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VII. Les glucocorticoides: actions sur le métabolisme

énergétique mitochondrial.

sy sr

L’'impact du traitement par glucocorticoides a dt@@ dans différents types cellulaires. Les
résultats obtenus dans les différentes études aminine variation du fonctionnement de la
chaine respiratoire mitochondriale suite au trageirpar glucocorticoides mais les effets de
ces hormones sont soit stimulateurs soit inhib#tele la phosphorylation oxydative selon le

tissu étudié, le temps et l'intensité du traitement

A. Effets des glucocorticoides sur le fonctionnement de la chaine

respiratoire mitochondriale.

1. Rats traités par glucocorticoides.

La fonction énergétique mitochondriale de ratsésapar glucocorticoides a été trés étudiée
depuis les trente derniéres années. La majoritegetudes a été réalisée sur le foie puisque
cet organe est le siege de voies metaboliquesnfilegencées par les glucocorticoides telles
gue la néoglucogenése ou la synthése des trigigserDe plus, cet organe contribue a lui
seul pour 20 a 30% de la dépense énergétique eotEs chez 'Homme (Ramsest al,
2000). Bien que divergentes sur les substratsésilainsi que sur la durée de traitement, ces
études rapportent une diminution de I'efficacitélaghosphorylation oxydative (Jaei al,
1991, Kerppola, 1960, Kimbergt al, 1968, Roussekt al, 2003). Ainsi de précédents
résultats obtenus dans notre équipe (Roussehl, 2003) montrent que l'injection de
dexaméthasone (1,5 mg par kg et par jour) pend@nirS résulte en une augmentation de la
fuite de protons d’environ 40% dans les mitochaslde foie. Une étude publiée récemment
par Arvier et al. (2007) montre que, dans les mitochondries de e¢s traités par
dexaméthasone, la quantité d’ANT est augmentéemet €hypothése que ce phénoméne

participe a 'augmentation de la fuite de protamduite par les glucocorticoides.

L'effet découplant des glucocorticoides avait déja retrouvé dans les thymocytes par
Buttgereit et al. (1994) ou une analyse par top down de thymocytasés par

methylprednisolone montre que les glucocorticoidelibent fortement les réactions
d’oxydation des substrats et augmentent la patadeite de protons. Dans cette étude, ils
eémettent I'hypothese que ces effets sont non spées et résultent de linsertion des
hormones dans la membrane plasmique perturbantlamgropriétés physicochimiques de

cette derniere ainsi que l'activité des protéines yg sont enchassées. La diminution des
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courants sodiques et calciques au travers de |labnag@ plasmique pourrait donc expliquer

la moindre utilisation d’ATP pour maintenir les ppes ioniques et la concentration

intracellulaire en calcium. De plus, des effet®dis sur la membrane interne mitochondriale
pourraient expliquer 'augmentation de la perméghdux protons et le découplage partiel de
la phosphorylation oxydative qui en découle. Cependd’autres études sur des cellules
d’hépatome traitées par dexaméthasone, montrent lgsieglucocorticoides possedent

egalement des effets spécifiques sur la mitochenelni induisant la transcription de genes
codant pour des sous-unités de la chaine respeatoiochondriale. De méme, des récepteurs
aux glucocorticoides ont été localisés dans ceanites dans plusieurs types cellulaires et
pourraient ainsi réguler la transcription des gedesgénome mitochondrial (Scheller et

Sekeris, 2003).

2, Effets génomiques sur le fonctionnement de la mitochondrie.

Plusieurs études, réalisées dans différents typldaires, ont montré que le traitement par
glucocorticoides affecte I'expression de certaigmneg codant pour des sous-unités des
complexes de la chaine respiratoire. Ainsi, danlen de rat, Rachamimt al. (1995) ont
montré que la dexaméthasone induit une augmentatiea transcrits des génes
mitochondriaux COXI, COXIl et COXIIl et du génomaatéaire COXIV. Van ltallie a publié
en 1992 des travaux réalisés sur des cellules dthépe ou il trouve que la dexaméthasone
augmente de 3 a 4 fois la transcription du gene ICE0¢Mé par le génome mitochondrial mais
pas celle du gene COXVa codé par le génome nueléaieberet al. (2002) ont mené une
étude en contradiction avec la précédente en nmirgige I'effet de la dexaméthasone sur la
transcription des genes codant pour la chaine regspe est spécifique au muscle
squelettique et requiére la participation du cGR.mécanisme par lequel se produit cette
stimulation reste encore peu connu. Cependanst itlairement établi que certains genes de
la chaine respiratoire, codés par le génome mitwdted, possédent dans leur promoteur une
séquence GRE (COXI, COXIl et COXIII, loannetial, 1988). De plus, des sites de liaison
pour les facteurs de biogénése mitochondriale NRFE-NRF-2 ont été retrouvés dans le
promoteur de certains génes codant pour des satéswalu complexe I, I, IV et de 'ATP
synthase (Scheller et Sekeris, 2003). Pour les twoes thyroidiennes, une telle stimulation
de la transcription par l'intermédiaire de NRF-Eta@ démontrée (Weitzat al, 2003), en

revanche pour les glucocorticoides, aucune répamgsése n'a eté apportée a ce jour.
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B.  Présence de récepteurs aux glucocorticoides dans la mitochondrie.

Plusieurs études ont décrit la présence d'un réoemmux glucocorticoides situé dans les
mitochondries de différents types cellulaires (fdéerat : Demonacast al, 1993, cerveau de
rat : Moutsatsouet al, 2000, cellules de gliome de rat: Koufat al, 2003, cellules
d’ostéosarcome, de cancer du col de l'utérus efpditocarcinome humains : Psarra, A.e¥l.
al., 2005). Koufaliet al. (2003) ont étudié la localisation dynamique du @&Rs les différents
compartiments intracellulaires de cellules de gkode rat suite a la stimulation par la
dexaméthasone. Dans des conditions basales, lesGstge essentiellement dans le cytosol
et le noyau et environ 10 % du contenu en GR dade®est localisé dans les mitochondries.
Suite a la stimulation par I'agoniste (dexamétha$oihs’ensuit une diminution d’environ 50
% de la quantité de GR cytosolique. Ce phénoméhaa®mpagné d’'une augmentation
similaire de la quantité de GR nucléaire montraahba translocation du récepteur suite a
I'ajout de I’hormone, ce phénomene est observaptésa3 minutes de traitement. Les GR
contenus dans la mitochondrie effectuent aussinuigeation vers le noyau suite a I'ajout de
dexaméthasone mais ce phénoméne est plus lena quanslocation cytosoliqgue et demande
environ 20 minutes. Les auteurs montrent égalemeaatce phénomene nécessite d’avoir un
environnement cellulaire intact puisque le traiteamele mitochondries isolées par
dexaméthasone n’entraine pas une telle translocaie phénoméne de migration du GR de
la mitochondrie vers le noyau ne semble pas s’apegmer de perturbations de la
perméabilitt membranaire mitochondriale. En revanclte phénoméne induit des
modifications de la transcription de genes codésl@ayénome mitochondrial puisque le
nombre de transcrits du gene COXI est augmenté auitraitement par dexaméthasone. Les
auteurs émettent I’hypothése d’un rble répresseua dranscription du GR lorsqu’il n’est pas
lié a 'hormone. Une fois activé, sa translocatmmrmettrait alors la transcription des génes
mitochondriaux contenant I'élément de réponse duzogorticoides. L’autre hypothése pour
expliquer cet effet serait que le GR existe a f'gtactif dans les mitochondries et qu’une fois
activé, il puisse interagir avec le promoteur deseg mitochondriaux. Cette augmentation de
la transcription des génes mitochondriaux s’accaneeait d’'une stimulation de la
respiration a I'état 3 sur mitochondries isoléess Btudes menées par Psatal. (2005 et
2006) sur les cellules d’'ostéosarcome Sa0S2 epdthéarcinome HepG2 ont montré qu’en
plus de sa localisation cytosolique et nucléages Ry était présent dans les mitochondries de
ces deux types cellulaires. Le BR’est en revanche pas retrouvé dans cet orgdrates ces
études, les auteurs proposent plutdt une trangdocdtt GRu dans la mitochondrie suite a la

liaison de 'hormone et une activation de la tramion des genes mitochondriaux apres
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fixation du complexe hormone/récepteur sur le premode ces génes. Les mécanismes
seraient donc identiques a ceux employés dans yaunavec fixation de facteurs de
transcription servant de coactivateurs puisquesides potentiels de fixation pour des facteurs
généraux de transcription et d’autres intervenaarisdles processus d’inflammation, de
prolifération cellulaire ou de biogénese mitochdaldr ont été retrouvés dans le génome
mitochondrial (Solakidi et Sekeris, 2003). De pligs, facteurs AP-1, CREB, NEB et p53
ont déja été localisés dans la mitochondrie (PsdBraet al, 2006). Les processus de
régulation de la transcription nucléaire et mitauteale de génes codant pour des sous-unités
de la chaine respiratoire suite au traitement phrcogorticoides sont coordonnés
temporellement et spatialement. Ces résultatselaissn effet penser que la transcription des
genes codant pour les sous-unités de la chaingatesge puisse étre régulée directement par
'action des GR sur le génome nucléaire et mitodniah et en paralléle par I'induction de
facteurs de transcription mitochondriaux qui ne tvaffecter que secondairement la

transcription mitochondriale.

VIII. Position de la problématique du travail de thése.

La mitochondrie, afin d’adapter son fonctionnemaria demande en énergie de la cellule,
subit des ajustements fins. Ainsi, le gradient d#gms est I'un de ces éléments régulés en
fonction des besoins énergétiques cellulaires et’a@evironnement hormonal. Mais ce
parameétre est également initiateur de signaux deadula cellule a s’adapter a certains
dysfonctionnements mitochondriaux. Nous avons adwdsi d’aller plus loin dans I'étude de
cette dualité d’'effets du gradient de protons, etirpcela, nous avons développé deux
modéles :

- le découplage artificiel par dinitrophénol (DNBgrmettant de déterminer les
adaptations cellulaires découlant d’'une dissipatiogradient de protons mitochondrial

- le traitement par les hormones glucocorticoides, exemple de régulation
hormonale du gradient de protons, afin d’étudier meécanismes mis en jeu lors de ce
phénoméne.
La mesure des parameétres fonctionnels mitochondr{eespiration cellulaire, mesure de
I'activité des complexes de la chaine respiratpité)ude de la régulation transcriptionnelle
des genes codant pour des sous-unités de la alesjmieatoire ainsi que la détermination des
éléments clés de signalisation intracellulaire gissant a ces effets mitochondriaux ont
permis ainsi de confirmer I'importance du gradidatprotons dans la réponse cellulaire a un

stress mitochondrial.
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MATERIEL ET METHODES

-51 -



I. Matériel biologique et réactifs.
A.  Cellules.
Cellules HepG?2 La lignée HepG2 a été obtenue a partir d'un héaabinome humain

(ATCC HB 8065). Elle est cultivée en milieu RPM&4D (PAA, Les Mureaux, France)
supplémenté avec 10% de SVF (Institut de bioteayies Jacques Boy, Reims, France), 1%

de glutamine, 100U/ml de pénicilline, 100 pg/ml dé&eptomycine et 0,25 pg/ml
d’amphotéricine B (Institut de biotechnologies laxiBoy, Reims, France). Les cellules sont
cultivées dans des flasks de 25 ou 75 @nsont utilisées pour expériences lorsqu’elles

atteignent environ 75 % de confluence.

Cellules 143 B La lignée 143 B dérive d’un ostéosarcome humainG&TCRL 8303).

Les cellules sont cultivées et utilisées dans Ié&mnas conditions que les cellules HepG2
excepté le milieu RPMI 1640 qui est remplacé p&MEM F-12 (Institut de biotechnologies

Jacques Boy, Reims, France).

Cellules HepaRG La lignée cellulaire HepaRG a été établie a padtr cellules

d’hépatocarcinome prélevées chez une patiententattde I'hépatite C (Gripoat al, 2002).
Elle nous a été fournie par I'équipe INSERM U522Rimnes (Madame Guguen-Guillouzo).
Ces cellules sont pluripotentes et proliferent jugqconfluence, apres quoi elles se
différencient en hépatocytes et cellules biliaitgges sont cultivées en milieu de prolifération
composé du milieu William’s E (Gibco, InvitrogenaiBley, Angleterre) supplémenté avec
10% de SVF (Fetaclone II, Hyclone, Perbio ScieReebiere, France), 1% de glutamine,
100U/ml de pénicilline et 100 pg/ml de streptomegc{PAA, Les Mureaux, France). 5pg/ml
d’insuline de pancréas bovin et 50 nM d’hydrocantis hemisuccinate (Sigma Aldrich, Lyon
France) sont également ajoutés dans le milieu HereulLes cellules sont cultivées jusqu’a
confluence (environ deux semaines), le milieu étanbuvelé tous les deux jours. Lorsque la
confluence est atteinte, au milieu de prolifératiest ajouté 2% de DMSO (milieu de
différenciation afin de favoriser au maximum laf@iénciation de ces cellules). Ces cellules
sont cultivées pendant quinze jours, et atteigrensi une différenciation optimale en

s’organisant en hépatocytes, cellules et canaiaires.
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B.  Réactifs pour incuber avec les cellules en culture.

2,4 Dinitrophenol (Sigma Aldrich, Lyon France).

Une solution a 50 mM est préparée en dissolvari )8 de 2,4 dinitrophenol dans 1 ml
d’éthanol absolu. Cette solution est ensuite @ltgrace a un filtre de 0,2 um (Corning,
Shiphol-Rijk, Pays-Bas) afin de la rendre stéglée se conserve pendant 1 mois a -20°C. Le

jour de traitement, cette solution est diluée d@aF dans le milieu de culture des cellules.

Dexaméthasone-21-phosph@tierck, Lyon, France).

La solution stock est fournie sous forme d’ampoukes4 mg/ml soit 78 mM.
Extemporanément, 20 ul de cette solution sont égoat 760 pul de PBS pour obtenir une
concentration de 2 mM. Une dilution au ¥ puis al0Qf est effectuée dans le milieu de

culture avant le traitement. La solution stock @eserve pendant 3 mois a 4°C.

Dexaméthasone-hemisuccinate-BSi@raloids, Rhode Island, Etats-Unis).

Dix milligrammes de dexaméthasone-BSA sont disstaus 308 ul de DMSO de maniére a
obtenir une solution a 500 uM qui se conserve @ueats pendant 6 mois a -20°C. Le
mélange est longuement vortexé jusqu’a dissolut@npléete de la poudre. Cette solution est

diluée au 1/1000dans le milieu de culture.

Dexaméthasone-21-Mesylatgteraloids, Rhode Island, Etats-Unis)

Une solution a 50 mM est préparée en dissolvamhd2ians 513 pl de DMSO. Elle peut étre
conservée pendant six mois a -20°C. Cette solutiére est ensuite diluée au 1/190is au

1/1000 dans le milieu de culture au moment du traiterdestcellules.
Mifépristone(Sigma Aldrich, Lyon France)

Afin d’'inhiber de maniere efficace le récepteur glixcocorticoides, la mifépristone doit étre
dix fois plus concentrée que la dexaméthasone. ddhdion de 5 mM de mifépristone est
donc utilisée. Pour ce faire, 2 mg sont dissous @31 ul d’éthanol absolu. Cette solution est
stable pendant 3 mois a -20°C. Au moment du tratemla mifépristone est diluée au

1/100G dans le milieu de culture.
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Actinomycine QCalbiochem, Merck chemicals, Nottingham, Angleterr

Une solution mere a 5mg/ml est préparée en dissbfang dans 1 ml de DMSO. La solution
ainsi préparée est diluée au®l#fin d’obtenir la solution a 1 mg/ml utilisée pdartraitement
des cellules. La solution mere peut étre conseeméaiquots pendant 3 mois a -20°C.

In_solution™ Bisindolylmaleimide I(Calbiochem, Merck chemicals, Nottingham,

Angleterre).

La solution est fournie a une concentration de InthgCette solution est diluée au 1/800
dans le milieu de culture afin d’obtenir une concation finale de 3 puM. La solution

commerciale de bisindolylmaleimide se conserve &mae20°C une fois aliquotée.

Protein kinase A inhibitor 14-22 amide€albiochem, Merck chemicals, Nottingham,

Angleterre).

Deux milligrammes de cet inhibiteur sont reprisOLil de milieu de culture. Cette solution
est diluée au 1/f0(concentration de 50 pM) puis au 1/10@@&ns la boite de culture de
maniére a obtenir une concentration finale de 50 Ibdvisolution mére se conserve 3 mois a -

20°C en aliquots.
U73122(Calbiochem, Merck chemicals, Nottingham, Angleterr

Cing milligrammes sont dissous dans 1,09 ml d’éhabsolu de maniere a obtenir une
concentration de 10 mM. Cinquante microlitres d#ecsolution sont dilués dans 950 pl
d’éthanol absolu (concentration de 500 uM). La totufille ainsi préparée est diluée au
1/100G dans le milieu de culture au moment du traitemémat. solution concentrée se

conserve pendant 6 mois a -20°C.
GDPAS (Calbiochem, Merck chemicals, Nottingham, Angleterr

Afin d’obtenir une solution & 20 mM, 10 mg de GE&sont dissous dans 1,05 ml de milieu,
cette solution est stable 6 mois a -20°C en algudhe dilution au 1/106@ans le milieu de

culture est effectuée juste avant le traitement.
SB20219(QSigma Aldrich, Lyon France).

Une solution mére a 10 mM est préparée en dissb¥ang de SB202190 dans 900 ul de
DMSO puis est diluée au 1/1006ans le milieu de culture servant a lincubation abt

inhibiteur. La solution stock est stable pendamntds lorsqu’elle est conservée a -20°C.
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II. Mesure de la respiration cellulaire sur cellules entiéres

non perméabilisées.

A.  Principe de la technique.

La respiration mitochondriale des cellules est m@sypar polarographie avec une électrode a
oxygene type « Clark » (Rank Brothers Ltd, Camlejdingleterre) sur des cellules intactes
utilisant leurs substrats endogenes et ceux cositgans le milieu de culture pour respirer.

Principe de I'électrode de Clark :

Elle est constituée d'une cathode en platinium ‘einel anode en argent. Lorsqu’une
différence de potentiel de -0,6 V est appligué&lettrode de platinium se charge
négativement par rapport a celle en argent et ehagpiécule d’'oxygéne dissoute dans le
milieu diffuse a travers la membrane de Téflon psibe aux gaz, et est réduite a la cathode

selon la réaction suivante :

02 + 4H+ + 4é—> 2H20

Une oxydation se produit de maniére concomitattznade :

4Ag + 4Cl— 4AgCl + 4é

L’équation bilan de la réaction peut donc se réswuas la forme :

4Ag + 4CT + O, + 4H" — 4AgCl + 2H,0

Le courant ainsi généré est proportionnel a la eotmation en oxygene dissous.

Les résultats sont visualisés sur une table tracemiis forme de tracés de décroissance du
courant en fonction du temps. La constante de a#uar de 'oxygéne (406 nmoles/ml)

permet de transformer ces résultats en consommeatiaxygéne/minute.
La consommation d’oxygéne peut étre déterminéé&éreints états :

* routine : respiration basale de la cellule.

» oligomycine: respiration insensible a I'ajout d’oligomycinénKibiteur de I'ATP
synthase), il s’agit donc d’'une respiration en ¢bos non phosphorylantes, qui n’est
pas couplée a la synthese d’ATP.

 FCCP: le gradient de protons est dissipé pas a pasmpparotonophore (le FCCP). La

respiration ainsi mesurée est controlée par leesystd’ oxydation et reflete donc la
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capacité maximale de fonctionnement de la chaiepiraoire dans des conditions

découplées.
La mesure de ces difféerents parameétres permet ltailcde deux rapports de contrble
respiratoire. Le RCR est le quotient de la capaaspiratoire maximale (FCCP) et de la
respiration non couplée a la synthése d’ATP (oligame). |l traduit la part de la capacité
maximale de la chaine respiratoire nécessaire pampenser la fuite de protons. Le RCRp
ou RCR phosphorylant est obtenu en soustrayamslairation oligomycine de la respiration
de routine et en divisant ce résultat par la rasipin FCCP. Il représente la part de la capacité
de la chaine respiratoire utilisée pour synthétider TATP dans des conditions de

fonctionnement normales de la chaine.

RCR = Oligomycine/FCCP
RCRp = (Routine — Oligomycine/FCCP)

B. Réactifs.

Milieu + 5% SVF + 2mM glutamine

Réactif Concentration finale Volume
Milieu de culture 94 mi
SVF 5% 5ml
Glutamine & 200 mM 2mM 1ml

Milieu + 2mM glutamine

Réactif Concentration finale Volume
Milieu de culture 99 ml
Glutamine a 200 mM 2 mM 1ml

Oligomycine (Sigma Aldrich, Lyon, France).

Une solution a 6 mg/ml est préparée en dissolvang2i'oligomycine dans 500 pl d’éthanol

absolu. Cette solution est stable pendant un m&ee.

- 56 -



FCCP (Sigma Aldrich, Lyon, France).

Quatre milligrammes de mCICCP sont dissous danqu®d&thanol absolu. La solution a 20
mM ainsi préparée est diluée au f/tlans I'éthanol absolu et peut étre conservée pénaa

mois a -20°C.
Antimycine A (Sigma Aldrich, Lyon, France).

Deux milligrammes d’antimycine A sont repris pami d’eau distillée. Cette solution a

2mg/ml est stable pendant un mois a -20°C.
C. Protocole.

1. Préparation des cellules.

Une flask de 75 cfm 75% de confluence (environ 30 millions de cefijlde cellules est
trypsinée. Les cellules sont reprises par 10 mindeeu + 5% SVF + 2mM glutamine. Un
comptage cellulaire est effectué en triplicat seflutle de Mallassez. Les cellules sont
centrifugées pendant 5 minutes a 900 rpm puis let @ellulaire est repris par 10 ml de
milieu + glutamine 2 mM. Un volume correspondarii anillions de cellules est préleve et
mis dans un tube a centrifuger. Le reste serviara des culots secs pour les manipulations
pouvant étre effectuées sur cellules congeléedigu@ de 5 millions de cellules est
centrifugé pendant 5 minutes a 900 rpm. Le surmdgest €liminé et le culot est repris par

500 pl de milieu + glutamine 2 mM.

2, Mesure de la respiration par polarographie.

Avant la premiere mesure, I'électrode est calitafe d’obtenir des valeurs de 100% et 0%
d’'oxygéne. Pour le 100%, la consommation d’oxygese mesurée sous agitation, cuve
ouverte avec du milieu + glutamine. Lorsque ledrast bien stable, le 100 % d’oxygéne est
réglé sur I'appareil. Le 0% oxygene est realisé ljggout de 2mg de sulfite de sodium, un
agent réducteur qui va peu a peu consommer I'oxygdmtenu dans le milieu et donner la
valeur du 0% d’oxygene. Apres cet étalonnage, Ve cle mesure est rincée trois fois a I'eau
distillée et les 500 pl de suspension cellulairgpprée précédemment y sont introduits. Le
bouchon est fixé sur la cuve et la consommationydjene est mesurée. Lorsque la pente est
réguliere (environ 3 a 5 minutes), 1ul de la soluti’oligomycine a 6mg/ml est ajoutée. Un
autre ajout d'1l pl d’'oligomycine permet de s’assuyee ce réactif est bienen concentration
saturante. Ensuite, des ajouts successifs de 0.8eFCCP permettent d’effectuer une

titration. En effet, il convient de déterminer lancentration optimale en FCCP nécessaire
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pour stimuler de maniere maximale la chaine respiea Au-dela d'une certaine
concentration, le FCCP a un effet toxique sur Etules et inhibe la respiration. Une fois
cette concentration optimale dépassée (souventsagjeut de 600 a 800 nM), 2ul
d’antimycine A & 2 mg/ml sont ajoutés. Ce réacsif iehibiteur du complexe Ill permettant
de mesurer la consommation d'oxygene qui n'est gdae a la chaine respiratoire
mitochondriale. La valeur de cette respiration egspnce d’antimycine A sera retranchée a

toutes les autres mesures afin d’exprimer spéafitgnt la respiration mitochondriale.

3. Dosage de la concentration en protéines dans les échantillons.

Apres la mesure de la respiration en présence idigoine A, 400 pl de la suspension
cellulaire sont prélevés dans la cuve et centrdugéndant 5 minutes a 1500 rpm. Le
surnageant est éliminé et le culot est resuspeads 400 ul de NaCl. Un aliquot de 20 ul de
cette solution est prélevé et ajouté a 80 pl delNdi@ition a 1/5). Deux fois 30 pl de cette
solution diluée sont prélevés et placés dans deubest a hémolyse. Une méthode
colorimétrique utilisant I'acide bicinchoniniquetesilisée pour doser les protéines dans ces

échantillons.

Le principe de ce dosage est similaire a la métlledeowry et repose sur la formation d’ions
Cu' & partir d’ions Ct" par les liaisons peptidiques des protéines. Les U forment un
complexe violet avec I'acide bicinchoninique en ditions alkalines, ce qui permet de suivre
directement la réduction des ions’Cen CU par les protéines par lecture de I'absorbance a
562 nm en spectrophotométrie. La concentrationépoe de I'échantillon est calculée a
l'aide d’'une courbe étalon obtenue avec des coraet@ms connues d’albumine bovine (0,25
et 0,50 mg/ml).

Pour chaque échantillon, 600 pl de mélange deisnlkd + B (1 volume de B pour 49

volumes de A) sont ajoutés aux 30 pl de suspemsihmaire diluée précédemment.

La solution A est composée d’acide bicinchoninigida solution B contient du sulfate de
cuivre. Pour la gamme étalon, deux tubes conteB@ntl de solution d’albumine bovine a
0,25 mg/ml et 600 ul du mélange A + B et deux tudnesc 30 pl d’albumine bovine a 0,50
mg/ml et 600 pl de mélange A + B sont préparés. damntillons et la gamme sont mis a
incuber pendant 30 minutes a 37°C puis sont treésfdans des microcuves a usage unigue
(CML, Nemours, Frange Les cuves sont placées dans le spectrophotoni&trermo

Scientific, Perbio, Brebiéres, Francet 'absorbance est lue a 562 nm.
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La détermination de la concentration en protéireesdes échantillons permet d’exprimer les

résultats de polarographie en nmoles fiinutes/milligrammes de protéines.

III. Mesure du potentiel membranaire mitochondrial par

cytométrie en flux.

A.  Principe de la technique.

Les cellules sont incubées en présence de BB (3, 3'-dihexiloxacarbocyanine iodide). Ce
fluorochrome est un cation lipophile, sensible altage, qui s’accumule sélectivement dans
les mitochondries lorsqu’il est utilisé a faiblencentration. La fluorescence des cellules est
lue par cytométrie en flux et les cellules mortestsexclues par marquage a l'iodure de
propidium. La fluorescence obtenue est proportideneau potentiel membranaire
mitochondrial, plus ce dernier est élevé, plulade va s’accumuler dans la mitochondrie.

B. Réactifs.

Tampon PBS, 5% SVF, KCI 50 mM

Réactif Concentration finale Masse a peser
PBS 1X 95 ml

SVF 5% 5 mi

KCI 50 mM 372,5 mg

Sonde DiOG(3) (Calbiochem, Nottingham, Angleterre).

Cinquante milligrammes de sonde sont repris parl d’éthanol absolu pour obtenir une

concentration de 87,3 mM, cette solution peut éreservée trois a quatre mois a -20°C.

Le jour méme, 2 ul de cette solution mere sonttépa 2,18 ml de PBS, 5%SVF, KCI 50
mM, la concentration en DiQ@st alors de 80 uM. Une autre dilution au 1f8ns le PBS,
5% SVF, KCI 50 mM est effectuée en début de maaimn de maniére a obtenir une
solution de DiOGa 100 nM.

Oligomycine (Sigma Aldrich, Lyon, France).

Une solution mére d’oligomycine a 5 mg/ml est prépaen dissolvant 2,5 mg d'oligomycine
dans 500 pl d’éthanol absolu. Cette solution edtlstpendant un mois a -20°C.
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En début de manipulation, cette solution mére séel au 1/500dans le PBS, 5% SVF, KCl
50 mM.

mCICCP (Sigma Aldrich, Lyon, France).

Quatre milligrammes de mCICCP sont dissous dangu®d8&thanol absolu. La solution a 20

mM ainsi préparée peut étre conservéee pendant isxana0°C.

Extemporanément, cette solution mére est dilué&/40CF dans le PBS, 5% SVF, KCI 50
mM pour donner une solution de mCICCP a 200 uM.

lodure de propidium (Sigma Aldrich, Lyon, France).

Deux milligrammes d’iodure de propidium sont reppar 400 pul d'eau distillée. Cette
solution a 5mg/ml est stable pendant six mois 8G2Wne dilution au 1/10dans de I'eau

distillée est effectuée a chaque début de manipulat

C. Protocole.

1. Préparation des cellules.

Une flask de 25 cfa 75% de confluence (environ 15 millions de cefijige cellules HepG2
est trypsinée. Les cellules sont reprises par 1@enPBS, SVF 5%, KCI 50 mM. Le KCI
utilisé dans ces expériences est nécessaire pqoladiéer la membrane plasmique et
accentuer ainsi la spécificité du fluorochrome plaumitochondrie. Un comptage cellulaire
est effectué en triplicat sur cellule de Mallasdezs cellules sont centrifugées pendant 5
minutes a 900 rpm puis le culot cellulaire estigepar 1ml/million de cellules de PBS, 5%
SVF, KCI 50 mM.

Cent microlitres de cette suspension cellulairegiea-dire 0,1 million de cellules) sont

déposés dans les puits d’'une plaque 96 puits.

2, Incubation avec les réactifs.

Apres dépot des 100 pl de suspension cellulairepitaoplaque est centrifugée pendant 5
minutes a 1500 rpm. Le surnageant est éliminégrararsement de la microplaque. Le culot
cellulaire est incubé en présence des réactifs $etoconditions suivantes :

a. cellules seules :
Les cellules sont incubées seulement en présent@@e@! de PBS, 5% SVF, KCl 50 mM
sans fluorochrome afin de détecter I'autofluoreseastes cellules.
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b. cellules + DiOCs :
Les cellules sont incubées en présence de 25 nM@E; (25 ul de la solution a 100 nM) et
75 ul de PBS, 5% SVF, KCI 50 mM. Cette conditiopéxmentale a pour but de détecter

spécifiguement la fluorescence de la sonde RIOC

c. cellules + DiOCs + oligomycine :
Les cellules sont incubées en présence de 25 nDI@E; et de 5 pg/ml d’oligomycine (50
pl de la solution a 10 pg/ml) gsp 100 ul de PBS, S¥%-, KClI 50 mM. L’oligomycine
permet d’inhiber 'ATP synthase et permet ainsi digtecter le potentiel membranaire
mitochondrial nécessaire pour compenser la fuitepadons au travers de la membrane

interne mitochondriale.

d. cellules + DiOCs + mCICCP :
Les cellules sont incubées en présence de 25 NM@E; et de 10 uM de mCICCP (20 ul de
la solution a 200 uM) gsp 100 ul de PBS, 5% SVF] B@ mM. L'ajout du protonophore
MCICCP permet de dissiper le gradient de protonia eieembrane interne mitochondriale et
donne ainsi un reflet de l'incorporation non spécié du fluorochrome dans d’autres

compartiments cellulaires.

La microplaque ainsi préparée est incubée pendaniniutes a 37°C. Elle est ensuite
centrifugée pendant 5 minutes a 1500 rpm et leagigant est éliminé par renversement.
Deux rincages par 100 ul de PBS, 5% SVF, KCI 50 wdnt effectués. La suspension
cellulaire est transvasée dans des tubes de tra(B3teminique Dutscher, Brumath, France).
Trois microlitres d’iodure de propidium a 0,5 mg/sunt ajoutés dans chacun des tubes sauf
ceux destinés a lire 'autofluorescence des cal@@endition cellules seules). Les tubes sont
conservés dans l'obscurité et la fluorescencewsirhmédiatement par cytométrie en flux
(FACScan, Becton-Dickinson, Le Pont-De-Claix, Frgnce

3. Lecture de la fluorescence par cytométrie en flux.

Dans le tube contenant les cellules est placéeaigudlle qui aspire la suspension cellulaire.
Cette derniére traverse une source d’excitationirlaose et diffracte la lumiére selon
plusieurs axes. La lumiéere diffractée dans l'axgyl@inférieur & 12°) est proportionnelle a la
taille de la cellule (FSC : forward scatter). Celjai est diffractée a 90° est un reflet du
contenu cytoplasmique de la cellule (granulosit8CSSide scatter). Ces signaux optiques
sont alors integrés par le logiciel d’analy§ell Quest Softwarket un graphique de FSC en

fonction de SSC est tracé ou chaque cellule eséseptée par un point.
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La sonde DiOg est excitée a une longueur d’'onde de 488 nm palaser argon et la
fluorescence est collectée a 511 nm. L'intensitéutgescence de chaque cellule est ensuite

représentée en fonction de sa taille sur un graghiq

Un histogramme monoparamétrique de la fluorescestensuite réalisé et permet d’obtenir

la fluorescence moyenne de chaque population ddesel

La fluorescence de l'iodure de propidium est coleca 610 nm et toutes les cellules mortes

qui fluorescent a cette longueur d’onde sont éeartie I'étude.

La fluorescence obtenue en présence de RIOMCICCP est retranchée a celle du DiOC
seul ou de DiOg + oligomycine. Les résultats obtenus sont alorsreffet du potentiel
membranaire mitochondrial en conditions phosphotgla (DIOG seul) ou non
phosphorylantes (DiO£C+ oligomycine). En conditions non phosphorylantesgradient de
protons est seulement utilisé pour compenser k& fle protons, le potentiel membranaire
mitochondrial est donc supérieur a celui obtenu cemditions phosphorylantes. La
fluorescence en présence d'oligomycine doit dome 8upérieure a celle en présence de
DiOCs seul.

IV. Dosage de lUactivité de la NADH ubiquinone réductase

(complexe I) sur cellules.

A.  Principe de la technique.

La technique de mesure de l'activité du complexstladaptée a partir de celle décrite par
Kuznetsov et Gnaiger (Mitochondrial Physiology Netk8.15 (2003).

La réaction enzymatique catalysée par le complest la suivante :

NADH + H* + ubiquinone— NAD" + dihydroubiquinone

Lors de cette réaction, le NADH, qui absorbe lai&mma 340 nm, est oxydé en NADun

composé qui n'absorbe pas la lumiere a cette lamgliende.

Lors de la mesure spectrophotométrique, la dimamuti'absorbance du NADH a 340 nm est

donc suivie et sera proportionnelle a I'activitéatumplexe | de la chaine respiratoire.
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B. Réactifs.

Tampon KH,PO, 100 mM, pH 7,4(Sigma Aldrich, Lyon, France).
1,36 g de KHPQO, sont dissous dans 100 ml d’eau distillée et leegHajusté a 7,4 avec du
KOH 5N. Ce réactif, une fois aliquoté, se consgr@edant 6 mois a -20°C.

Ubiquinone-1 (Sigma Aldrich, Lyon, France).

Dix milligrammes d’ubiquinone-1 sont repris par 1 d¥thanol absolu et constituent une
solution stock a 39,9 mM. Avant chaque expéried€®®, ul de cette solution sont ajoutés a
1,398 ml d’éthanol absolu pour obtenir une conediain de 2,5 mM. La solution stock est

stable pendant un mois a -20°C mais doit étre géatéle la lumiere.
NADH (Roche, Rosny-sous-bois, France).

Une solution a 15 mM de NADH doit étre préparéemyioranément en dissolvant 11,5 mg
de NADH dans 1ml d’eau distillée. La solution déiite conservée sur glace et protégée de la

lumiere.
Azide de sodium (NaN) (Sigma Aldrich, Lyon, France).

Cet inhibiteur inhibe spécifiquement le complexed¥ la chaine respiratoire. Soixante cing
milligrammes d’azide de sodium (Ngh\sont dissous dans 1 ml d’eau distillée. La sofua

1M ainsi préparée se conserve pendant 6 mois &-20%aliquots.
Roténone(Sigma Aldrich, Lyon, France).

Cet inhibiteur est spécifique du complexe |. Unkitson de roténone a 0,5 mM est préparée
en reprenant 1,97 mg de roténone par 10 ml d'uamgé 50% éthanol/50% DMSO. Une fois

aliquotée, cette solution peut étre conservée peridaois a -20°C.
Cyanure de potassium (KCN)(Sigma Aldrich, Lyon, France).

Cet inhibiteur est spécifigue du complexe IV de dhaine respiratoire. Vingt-six
milligrammes de cyanure de potassium sont dissans 800 ul d’eau distillée pour obtenir

une concentration de 0,5 M. La solution se conspevelant un mois a -20°C.

Tampon A (tampon de reprise des cellules)

Ce tampon est commun au dosage de tous les coraplexXa chaine respiratoire.
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Réactif Concentration finale] Masse a peser
Saccharose 250 mM 8,56 g

Tris base 20 mM 242,28 mg
EDTA 2mM 58,45 mg

BSA 1 mg/mi 100 mg

gsp 100 ml d’eau distillée
pH 7,2 avec HCI5 N

C. Protocole.

1. Préparation des cellules.

Ce protocole est réalisé a partir de culots secsetleles (au moins 2 millions de cellules)
conservés a -80°C. Le culot, une fois décongetéegsis par 50 pl par million de cellules de
tampon A et placé pendant 3 minutes dans l'azoigde. Le culot est ensuite rapidement
décongelé au bain-marie a 37°C. Cette étape padidelater les cellules. La suspension
cellulaire est ensuite centrifugée a 16000 g pend@arsecondes et le culot est repris par du
tampon A (250 pl par million de cellules). Les ok sont transvasées dans un tube Kimble
en verre lui-méme placé dans un bécher contenafda diace. La sonde du sonicateur est
introduite dans le tube jusqu’au centre du liguedeprenant garde a ne pas toucher les bords
du tube. La suspension cellulaire est alors soumnige cycle de sonication de 6 x 5 secondes
avec 30 secondes de repos entre chaque cycle efnrerdire le complexe | de la chaine

respiratoire plus accessible.

2, Mesure de ’activité du complexe I par spectrophotométrie.

Le dosage de l'activité du complexe | doit étrdis@guste aprés sonication des cellules.

Le mélange réactionnel est préparé dans des tobesre :

Réactif Volume Concentration finalge
KH,PO; 100 mM 815 ul 80 mM
Ubiquinone-1 40 pl 0,1 mM
Azide de sodium 2 ul 2 mM
KCN 2 ul 1 mM

Chaque dosage est effectué en duplicat. Ce mélkestgmcubé pendant 5 minutes a 37°C.

Cent vingt-cing microlitres de la suspension celhd (soit 0,5 million de cellules) sont
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ajoutés puis la réaction est déclenchée par I'ajel20 pl de NADH 15 mM. Le mélange est
ensuite rapidement transvasé dans des microcuusage uniguedML, Nemours, Frange

Les cuves sont placées dans le spectrophotomBaekihan U 640B, Beckman Coulter,
Roissy CDG, Frangehermostaté a 37°C et la cinétique de diminutle’absorbance a 340
nm est suivie pendant 2 minutes. Sans stopperctarée 4ul de roténone sont ajoutés dans
chaque cuve et aprés homogenéisation avec le ¢@bsprbance est suivie a nouveau
pendant deux minutes. Au bout de ce temps, un hajmet de 2 pl de roténone est effectue
et la réaction est suivie pendant deux minutedetaure est ensuite arrétée et les pentes de

décroissance sont notées :

* la pente initiale avant I'ajout de roténone
* la pente apres le premier ajout de roténone

* la pente apres le second ajout de roténone

3. Calcul de P’activité du complexe I.

L’activité du complexe | est calculée en utilisenformule suivante :

ADO(-R) —ADO(+R) y 10°

AS(cell) =
| X enapH X SINADH Ocellules

ADO(-R) : delta DO par minute mesurée avant addition déiime
ADO(+R) : delta DO par minute mesurée aprés une des adslitie roténone en prenant I'inhibition
la plus forte (delta DO la plus faible)

I : longueur de traversée du faisceau optique ersai: 1

ENADH : coefficient d’extinction du NADH & 340 nm et gh#4, en mM.cmi?, soit 6,22
SnADH : nombre stoechiométrique du NADH dans I'équateria réaction, soit : 1
Ocellules : quantité de cellules ajoutée dans le mélaégetionnel soit : 0,5 million

Les résultats ainsi obtenus sont exprimés en nvmal@nillion de cellules.
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V. Dosage de Pactivité de la succinate ubiquinone réductase

(complexe II) sur cellules.

A.  Principe de la technique.

La technique de mesure de I'activité du complexestl adaptée a partir de celle décrite par
Jamest al. (Biochem J., 1996).

La réaction enzymatique catalysée par le compleast lla suivante :

FADH, + ubiquinone— FAD + ubiquinol

Lors de cette réaction, le succinate réduit 'ubiqne en ubiquinol. Le dosage fait intervenir
une seconde réaction impliquant un composé chimideecouleur bleue, le DCPIP
(dichlorophenolindophenol) qui absorbe la lumier60® nm. Ce dernier va étre réduit par
I'ubiquinol-2 formé lors de la réaction précéderte.DCPIP perd alors sa couleur bleue et
n'absorbe plus de lumiére. La réaction pour dos@omplexe Il va donc consister a suivre la
diminution de I'absorbance du DCPIP a 600 nm, edllétant proportionnelle a l'ubiquinol

formé.

B. Réactifs.

Tampon KH,PO,4 100 mM, pH 7,5(Sigma Aldrich, Lyon, France).
1,36 g de KHPQO, sont dissous dans 100 ml d’eau distillée et leegHajusté a 7,5 avec du
KOH 5N. Ce réactif, une fois aliquoté, se consgr@edant 6 mois a -20°C.

Ubiquinone-1 (Sigma Aldrich, Lyon, France).

Dix milligrammes d’ubiquinone-1 sont repris par 1 d¥thanol absolu et constituent une
solution stock a 39,9 mM. Avant chaque expéried€®®, ul de cette solution sont ajoutés a
1,398 ml d’éthanol absolu pour obtenir une conediain de 2,5 mM. La solution stock est

stable pendant un mois a -20°C mais doit étre géatéle la lumiere.
Acide succinique(Sigma Aldrich, Lyon, France).

Une solution a 500 mM est préparée en dissolvaan2§ d’acide succinique d’abord dans 1
ml d’eau distillée puis, apres ajustement du pHaaéc du KOH 5M, 1 ml d’eau distillée est

ajouté. La solution se conserve en aliquots pentiambis a -20°C.
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EDTA (Sigma Aldrich, Lyon, France).

Pour préparer la solution d'EDTA a 20 mM, 14,89 digDTA sont d’abord dissous dans 1
ml d’eau distillée puis le pH est ajusté a 7 aved@®H 5M et enfin 1 ml d’eau distillée est

ajouté pour compléter. La solution est stable peh@amois a -20°C.
Cyanure de potassium (KCN)Sigma Aldrich, Lyon, France).

Cet inhibiteur est spécifique du complexe IV. UpiBon a 10 mM est préparée en reprenant
6,4 mg de cyanure de potassium par 10 ml d’eaillékstUne fois aliquotée, cette solution

peut étre conservée pendant 1 mois a -20°C.
Albumine bovine sans acides gras libre€Sigma Aldrich, Lyon, France).

Deux cent cinquante milligrammes d’albumine bovéoat dilués dans 5 ml d’eau distillée.

La solution a 50 mg/ml ainsi préparée est stabhelaet 6 mois a -20°C.
Dichlorophenolindophenol (DCPIP)(Sigma Aldrich, Lyon, France).

Le jour méme, 5,80 mg de DCPIP sont repris par 8’adu distillée et la solution a 4 mM est
placée a 37°C jusqu’a utilisation.

Triton X100 (Sigma Aldrich, Lyon, France).

Le triton est conservé a 4°C. La veille des mamipoihs, il est placé a température ambiante.

Puis, une solution a 10% est préparée en diluamtde triton X100 dans 9 ml d’eau distillée.

Ce réactif se conserve pendant 6 mois a -20°C.
Antimycine A (Sigma Aldrich, Lyon, France).

Il s’agit d’'un inhibiteur du complexe Ill. Le comte du flacon (10 mg) est dissous dans 1 ml
d’éthanol absolu et peut étre conservé pendantid me20°C. Une solution diluée a 1mg/ml
est préparée en prélevant 100 pl de cette solatiéne et en les ajoutant a 900 ul d’éthanol

absolu.
Rotenone(Sigma Aldrich, Lyon, France).

Ce réactif est un inhibiteur du complexe I. Dewtligrammes de roténone sont repris par
2ml d’'un mélange volume a volume d’éthanol absolDMSO. Cette solution & 2,5 mM se
conserve 1 mois a -20°C en aliquots.
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Thénoyltrifluoroacétone (Sigma Aldrich, Lyon, France).

Une solution a 40 mM est préparée en dissolvanirgj8le thénoyltrifluoroacétone dans 1 mli

d’éthanol absolu, elle peut étre utilisée pendamiod aprés stockage a -20°C.
C. Protocole.

1. Préparation des cellules.

Ce protocole est réalisé a partir de culots secsetleles (au moins 2 millions de cellules)

conservés a -80°C. Le culot, une fois décongetéegsis par 50 pl par million de cellules de

tampon A (composition : cf dosage de I'activité cmplexe 1) et placé pendant 3 minutes
dans l'azote liquide. Le culot est ensuite rapident&congelé au bain marie a 37°C. Cette
étape permet d’éclater les cellules. La susperstinlaire est ensuite centrifugée a 16000 g
pendant 30 secondes et le culot est repris pat 88 fampon A par million de cellules.

2, Mesure de I’activité du complexe II par spectrophotométrie.

Le dosage de I'activité du complexe Il doit étralige juste aprés préparation des cellules.

Le mélange réactionnel est préparé dans des tnbese :

Réactif Volume Concentration finale
KH,PO; 100 mM 500 pl 50 mM
Eau distillée 160 pl
EDTA 5 ul 0,1 mM
Albumine bovine 20 pul 1 mg/mi
Cyanure de 200 pl 2mM
potassium
Roténone 4 ul 10 uM
Antimycine A 4 ul 2 uM
Acide succinique 40 pl 20 mM
DCPIP 16 pl 64 UM
Triton 10X 2 ul 0,02 %

Chaque dosage est effectué en duplicat. Ce mélkestgmcubé pendant 2 minutes a 37°C.
Vingt cing microlitres de la suspension cellulajseit 0,5 millions de cellules) sont ajoutés
puis la réaction est déclenchée par 'ajout de [2@ybiquinone-1 a 2,5 mM. Le mélange est
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ensuite rapidement transvasé dans des microcuusage uniguedML, Nemours, Frange
Les cuves sont placées dans le spectrophotomBeekihan U 640B, Beckman Coulter,
Roissy CDG, Frangethermostaté a 37°C et la cinétique de diminutienl’absorbance du
DCPIP a 600 nm est suivie pendant 1 minute 30. Sdopper la lecture, 5ul de
thénoyltrifluoroacétone sont ajoutés dans chaque etiaprés homogenéisation avec le cbne,
'absorbance est suivie a nouveau pendant 1 miBQitd_a lecture est ensuite arrétée et les

pentes de décroissance sont notees :

» la pente initiale avant I'ajout de thénoyltriflu@wetone

» la pente aprés ajout de thénoyltrifluoroacétone

3. Calcul de P’activité du complexe II.

L’activité du complexe Il est calculée en utiliséaformule suivante :

ADO(-T) —ADO(+T) 10°
AS(cell) = X —
| X epcpip X S\DCPIP Ocellules
ADO(-T) : delta DO par minute mesurée avant addition dadltrifluoroacétone
ADO(+T) :delta DO par minute mesurée apres addition deofigifluoroacétone

I : longueur de traversée du faisceau optique ersai: 1

E€ocrip : coefficient d’extinction du NADH & 600 nm et g5, en mM-.cm™, soit 19,1
Shoceip : nombre stoechiométrique du DCPIP dans I'équad® la réaction, soit : 1
Ocellules : quantité de cellules ajoutée dans le mélangetiodmel soit : 0,5 million

Les résultats ainsi obtenus sont exprimés en nvmal@nillion de cellules.

VI. Dosage de Uactivité de Uubiquinol cytochrome c

réductase (complexe III) sur cellules.

A.  Principe de la technique.

La technique de mesure de I'activité du complexedt adaptée a partir de celle décrite par
Rustinet al. (1993).
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La réaction enzymatique catalysée par le compliest la suivante :

Cytochrome ¢ oxydé + ubiquineb cytochrome c réduit + ubiquinone

Le dosage consiste a suivre la réduction du cytmohrc oxydé a 550 nm. En effet, le
cytochrome c réduit absorbe la lumiére a 550 nmmcd@pparition de la forme réduite du
cytochrome c entrainera une augmentation de I'absae a 550 nm qui sera proportionnelle

a l'activité du complexe |ll.

B.  Réactifs.
Tampon KH,PO, 20 mM, pH 7,8(Sigma Aldrich, Lyon, France).

272,2 mg de KpPO, sont dissous dans 100 ml d’eau distillée et leeptijusté a 7,8 avec du
KOH 5N. Ce réactif, une fois aliquoté, se consgr@edant 6 mois a -20°C.

EDTA (Sigma Aldrich, Lyon, France).

Pour préparer la solution d'EDTA a 20 mM, 14,89 digDTA sont d’abord dissous dans 1
ml d’eau distillée puis le pH est ajusté a 7 aved@®H 5M et enfin 1 ml d’eau distillée est

ajouté pour compléter. La solution est stable peh@amois a -20°C.
Cyanure de potassium (KCN)Sigma Aldrich, Lyon, France).

Cet inhibiteur est spécifique du complexe IV. UpiBon a 10 mM est préparée en reprenant
6,4 mg de cyanure de potassium par 10 ml d’eailléistUne fois aliquotée, cette solution

peut étre conservée pendant 1 mois a -20°C.
Albumine bovine sans acides gras libre§Sigma Aldrich, Lyon, France).

Deux cent cinquante milligrammes d’albumine bovéoat dilués dans 5 ml d’eau distillée.
La solution a 50 mg/ml ainsi préparée est stabhelaet 6 mois a -20°C.

Antimycine A (Sigma Aldrich, Lyon, France).

Il s’agit d’'un inhibiteur du complexe Ill. Le comte du flacon (10 mg) est dissous dans 1 ml
d’éthanol absolu et peut étre conservé pendantid me20°C. Une solution diluée a 1mg/ml
est préparée en prélevant 100 pl de cette solatiénre et en les ajoutant a 900 ul d’éthanol

absolu.
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Rotenone(Sigma Aldrich, Lyon, France).

Il s’agit du’n inhibiteur du complexe |. Deux mdliammes de roténone sont repris par 2ml
d’'un mélange volume a volume d’éthanol absolu et3OM Cette solution a 2,5 mM se

conserve 1 mois a -20°C en aliquots.
Cytochrome ¢ oxydé(Acros Organics, Halluin, France).

Une solution & 1mM est préparée en dissolvant 13dmgytochrome ¢ dans 1 ml d'eau

distillée. Cette solution doit étre préparée la jm@&me et conservée sur glace.

Décylubiquinol.
Le décylubiquinol est préparé a partir de décyluligne, un analogue de I'ubiquinone.

Pour cela, 20 mg de décylubiquinoielu-bio, La Perray-en-Yvelines, Frahs®nt dissous
dans 4,77 ml d’éthanol absolu pour obtenir une eptration de 23 mM. Le spectre de
'ubiquinone oxydée est réalisé en diluant 10 wibifjuinone dans 1 ml d’éthanol et en lisant
'absorbance entre 250 et 350 nm. Un pic a 275doim apparaitre avec une absorbance

d’environ 2,6.

A partir de ce moment, toutes les étapes doivart &alisées en placant la solution de

décylubiquinone a I'obscurité dans un tube entoer@apier d’aluminium.

La solution de décylubiquinone est réduite par quet cristaux de borohydrure de sodium
(Sigma Aldrich, Lyon, Frangeuis 30 ul d’acide chlorhydrique fumant (a 37%i)tsajoutés.

Le tube est bouché avec un parafilm percé d’un paur permettre aux gaz produits par la
réaction de s’échapper. Lorsque la solution estldotent décolorée, elle est centrifugée
pendant 15 minutes a 4000 rpm. Le surnageant pattrélans deux tubes en verre et dans
chacun sont ajoutés 2,5 ml de tampon,RE; 100 mM / Sorbitol 250 mM pH 7,4 et 1 ml de
cyclohexane. Le tube est bouché avec un parafihcép#un trou et agité fortement. Les deux
solutions sont regroupées dans un méme tube etfugées pendant 10 minutes a 1000g. La
phase supérieure (organique) est recueillie dartshaet mise a I'obscurité. L'extraction de
la phase inférieure est répétée deux fois pargegar 1 ml de cyclohexane et centrifugation
a 1000g pendant 10 minutes. Les phases organiguésegroupées et évaporées sous azote.
Le tube contenant I'extrait sec est pesé sur ufenba de précision puis repris par 2 ml de
cyclohexane et aliquoté par 50 ul dans des tubegrovials » Agilent Technologies, Massy,
Francg. Les tubes sont alors mis a évaporer sous azotehpuchés rapidement et mis a

'obscurité a -80°C. Le tube ayant contenu l'extsec est pesé a nouveau et son poids est
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retranché a celui en présence de l'extrait seccateul permet de déduire la masse de
décylubiquinol contenu dans chaque microvial. Leytidiquinol ainsi préparé peut étre

conserveé pendant 3 mois.

Le jour de la manipulation, reprendre un microyiar de I'éthanol absolu. Le volume
d’éthanol sera calculé en fonction de la masseédgldbiquinol contenu dans les vials de

maniére a obtenir une concentration de 25 mM.
C. Protocole.

1. Préparation des cellules.

Ce protocole est réalisé a partir de culots secsetleles (au moins 2 millions de cellules)
conservés a -80°C. Le culot, une fois décongetéegsis par 50 pl par million de cellules de
tampon A (composition : cf dosage de l'activité @mplexe 1) et placé pendant 3 minutes
dans l'azote liquide. Le culot est ensuite rapident®congelé au bain marie a 37°C. Cette
étape permet d’éclater les cellules. La suspenstinlaire est ensuite centrifugée a 16000 g

pendant 30 secondes et le culot est repris pat 88 tampon A par million de cellules.

2, Mesure de I’activité du complexe III par spectrophotomeétrie.

Le dosage de l'activité du complexe Il doit étéalisé juste aprés préparation des cellules.

Le mélange réactionnel est préparé dans des tnbese :

Réactif Volume Concentration finalge
KH,PO, 20 mM 500 pl 10 mM
Eau distillée 307 ul
EDTA 100 pl 2 mM
Albumine bovine 20 pl 1 mg/ml
Cyanure de potassium 24 ul 240 pM
Roténone 2 ul 5 uM
Cytochrome ¢ oxydé 40 pl 40 uM

Pour chaque échantillon, deux séries de tubes eficdti sont préparées. Une série est
incubée telle quelle et dans l'autre, 4 ul d’Antoime A a 1mg/ml sont ajoutés. Ce mélange
est incubé pendant 2 minutes a 37°C. Cinq micedlitle la suspension cellulaire (soit 0,1

million de cellules) sont ajoutés puis la réactiest déclenchée par I'ajout de 2 pl de
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décylubiquinol a 25 mM. Le mélange est ensuitedapient transvasé dans des microcuves a
usage uniqgueGML, Nemours, Frande Les cuves sont placées dans le spectrophotometre
(Beckman U 640B, Beckman Coulter, Roissy CDG, Faheemostaté a 37°C et la cinétique
d’augmentation de I'absorbance du cytochrome ciré&lb50 nm est suivie pendant 66

secondes. La lecture est ensuite arrétée et lésgpsont notées :
* la pente des tubes sans Antimycine A

» la pente des tubes avec Antimycine A

3. Calcul de P’activité du complexe III.

L’activité du complexe 11l est calculée en utilisda formule suivante :

ADO(-A) —ADO(+A) 10°
AS(cell) = X —
I X Scytcx S’]cytc qCE”UleE
ADO(-T) : delta DO par minute mesurée sur les tubes saimyxine A

ADO(+T) : delta DO par minute mesurée sur les tubes av@myine A

I : longueur de traversée du faisceau optique ersoin: 1

Ecytc : coefficient d’extinction du cytochrome ¢ rédait550 nm et pH 7,8, en miMem?, soit
18,5

Shgyie : nombre stoechiométrique du cytochrome c dapiition de la réaction, soit : 1

Ocellules : quantité de cellules ajoutée dans le mélanggiogmel soit : 0,1 million

Les résultats ainsi obtenus sont exprimés en n/malenillion de cellules.

VII. Dosage de Uactivité de la cytochrome c oxydase

(complexe IV) sur cellules.
A.  Principe de la technique.
La réaction enzymatique catalysée par le complest la suivante :

Cytochrome c reduit + ¥2 ©— cytochrome ¢ oxydé + }O

Le dosage consiste a suivre I'oxydation du cytocteoc réduit a 550 nm. En effet, le

cytochrome c réduit absorbe la lumiere a 550 nmgcda disparition de la forme réduite du
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cytochrome c entrainera une diminution de I'absoceaa 550 nm qui sera proportionnelle a
l'activité du complexe IV.

B. Réactifs.

Tampon KH,PO, 100 mM, pH 6,5(Sigma Aldrich, Lyon, France).
1,36 g de KHPQO, sont dissous dans 100 ml d’eau distillée et leegHajusté a 6,5 avec du
KOH 5N. Ce réactif, une fois aliquoté, se consgr@adant 6 mois a -20°C.

Albumine bovine sans acides gras libre€Sigma Aldrich, Lyon, France).

Deux cent cinquante milligrammes d’albumine bovsoat dilués dans 5 ml d’eau distillée.

La solution a 50 mg/ml ainsi préparée est stabhelaet 6 mois a -20°C.
Laurylmaltoside (Fluka, Sigma Aldrich, Lyon, France).

Pour preparer une solution a 125 mM, 63,83 mg deg/limaltoside sont dissous dans 1 ml

d’eau distillée. Une fois aliquotée, cette solutssh stable pendant 1 mois a -20°C.
Cytochrome ¢ oxydé€(Sigma Aldrich, Lyon, France)

Une solution a 1mM est préparée en dissolvant 8jg2de cytochrome ¢ dans 300 pl de
tampon KHPQ, 100 mM pH 6,5. Cette solution doit étre prépasur méme et conservée

sur glace.

Cytochrome c reduit.

Ce dernier est préparé a partir de la solutionytlechrome ¢ oxydé décrite ci-dessus. Pour ce
faire, 250 pl de cytochrome ¢ oxydé 1 mM sont dildans 4,75 ml de tampon KPO, 100
mM pH 6,5.

Deux cuvettes contenant 1 ml de cette solution pparées. Dans une deux cuvettes, 5 mg
de cristaux de ferricyanure de potassium sont épopbur obtenir une solution 0% reduite.
Dans l'autre cuvette, 5 mg de sulfite de sodiunmt sgoutés, une solution de cytochrome c

100 % réduit est ainsi obtenue.

Les densités optiques de ces deux solutions sestdb50 et 560 nm. Le rapport 550/560 nm
doit étre proche de 1,16 pour la solution 0% deicgdn et compris entre 7,1 et 10 pour la
solution 100% de réduction. Si tel est le cas, fouechette de Do nm pour obtenir 92 a

97% de réduction est calculée selon la formuleasu# :

*  92% de réduction : ((D&onm red- DOss0nm oy X 0,92) + DQs0nm ox
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*  97% de réduction : ((D&onm red- DOss0nm oy X 0,97) + DQs0nm ox

* Vingt microlitres de solution 100% réduite sontw@s a la solution de cytochrome ¢
oxydée diluée et la DO est lue a 550 nm. Cetteatioér est répétée jusqu’a I'obtention
d’'une DO comprise dans la fourchette déterminédessus. Si la valeur de DO est
supérieure a celle de 97% de réduction, il fautbmenencer la préparation du
cytochrome c réduit.

C. Protocole.

1. Préparation des cellules.

Ce protocole est réalisé a partir de culots secsetleles (au moins 2 millions de cellules)
conservés a -80°C. Le culot, une fois décongetéegsis par 50 pl par million de cellules de
tampon A (composition : cf dosage de I'activitéadumplexe 1).

2, Mesure de ’activité du complexe IV par spectrophotométrie.

Le mélange réactionnel est préparé dans des tnbgastique :

Réactif Volume Concentration finale
KH,PO; 100 mM 200 pl 20 mM
Eau distillée 455 ul
Albumine bovine 20 pl 1 mg/ml
Cytochrome c reduit 300 pl 15 uM

Pour chaque échantillon, les mesures sont effesteéeduplicat. Ce mélange est incubé
pendant 3 minutes a 37°C. Cing microlitres de Igpsuasion cellulaire (soit 0,1 million de
cellules) sont ajoutés puis la réaction est débléagar I'ajout de 20 pl de laurylmaltoside a
125 mM. Le mélange est ensuite rapidement transyasg des microcuves a usage unique
(CML, Nemours, Frange Les cuves sont placées dans le spectrophotor(i@eekman U
640B, Beckman Coulter, Roissy CDG, Frgntkermostaté a 37°C et la cinétique de
diminution de I'absorbance du cytochrome c rédb@ nm est suivie pendant 90 secondes.
La lecture est ensuite arrétée et la pente eseénoté

3. Calcul de I’activité du complexe IV.

L’activité du complexe IV est calculée en utiliséenformule suivante :
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ADO 10°
AS(cell) = X —

I X €cyte X Sheyte Ocellules

ADO : delta DO par minute mesurée pendant 90 secondes

I : longueur de traversée du faisceau optique ersait: 1

€cytc : coefficient d’extinction du cytochrome ¢ rédait550 nm et pH 7,8, en miMem?, soit
18,5

Sheyte : nombre stoechiométrique du cytochrome c darmmééon de la réaction, soit : 1

Ocellules guantité de cellules ajoutée dans le mélangeioémetl soit : 0,1 million

VIII. Dosage de Uactivité citrate synthase (CS) sur cellules.

A.  Principe de la technique.

La citrate synthase est la premiere enzyme du cgeleKrebs, elle catalyse la réaction

suivante :

Acetyl coA + oxaloacetate + J@ — citrate + coOA-SH

Le dosage fait intervenir I'acide 5,5’-dithiobis-itrobenzoique) ou DTNB. Le DTNB réagit
avec les groupements thiols (SH) du coA-SH formésda réaction ci-dessus et forme du
COATNB et du TNB. Ce dernier est un composeé jaumeatysorbe la lumiere a 412 nm. Le
dosage consiste a suivre la formation de TNB amth2 L'augmentation de I'absorbance a

412 nm sera donc proportionnelle a 'activité deiteate synthase.

B.  Réactifs.

Tampon Tris 1M pH 8,1 (Sigma Aldrich, Lyon, France).

12,1 g de Tris-base sont dissous dans 100 ml diesillée et le pH est ajusté a 8,1 avec de

I'HCI 5N. Ce réactif, une fois aliquoté, se congependant 6 mois a -20°C.

Acide 5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoique) (DTNB)(Sigma Aldrich, Lyon, France).

Deux milligrammes de DTNB sont dilués dans 5 mtatapon Tris 1M. La solution a 1mM
ainsi préparée n’est utilisable que pendant unei-teRmmée et se conserve a l'abri de la

lumiére.
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Acétyl CoA (Sigma Aldrich, Lyon, France).

Pour préparer une solution a 30 mM, les 25 mg akeoft d’acetyl coA sont dissous dans 1,03
ml d’eau distillée. Cette solution est stable pemda mois a -20°C. Le jour de la
manipulation, cette solution est diluée au 1/3jentant 1 ml de la solution mere a 2ml d’eau

distillée.
Oxaloacétate(Sigma Aldrich, Lyon, France)

Avant chaque manipulation, 6,6 mg d’oxaloacetatg sdués dans 5 ml d’eau distillée afin

d’obtenir une solution & 10 mM.
Triton X100 (Sigma Aldrich, Lyon, France).

Le triton est conservé a 4°C. La veille des mamipoihs, il est placé a température ambiante.
Puis, une solution a 10% est préparée en diluamtde triton X100 dans 9 ml d’eau distillée.

Ce réactif se conserve pendant 6 mois a -20°C.

C. Protocole.

1. Préparation des cellules.

Ce protocole est réalisé a partir de culots secsetleles (au moins 2 millions de cellules)
conservés a -80°C. Le culot, une fois décongeléepsis par 50 pl par million de cellules de

tampon A (composition : cf dosage de I'activitéadumplexe I).

2. Mesure de I’activité de la citrate synthase par spectrophotométrie.

Le mélange réactionnel est préparé dans des tabgastique :

Réactif Volume Concentration finale
DTNB 150 pl 150 mM
Eau distillée 755 pl
Acétyl coA 30 pl 300 uM
Oxaloacétate 50 pl 500 uM
Triton 10X 10 pl 0,1 %

Pour chaque échantillon, les mesures sont réalisgeduplicat. Ce mélange est incubé
pendant 2 minutes a 37°C. Cing microlitres de Ispsuasion cellulaire (soit 0,1 million de
cellules) sont ajoutés pour déclencher la réactiom. mélange est ensuite rapidement

transvasé dans des microcuves a usage unighi,(Nemours, Frange Les cuves sont
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placées dans le spectrophotométBeckman U 640B, Beckman Coulter, Roissy CDG,
Francg thermostaté a 37°C et la cinétique d’augmental®iiabsorbance du TNB a 412 nm

est suivie pendant 60 secondes. La lecture esiterstétée et la pente est notée.

3. Calcul de P’activité de la citrate synthase.

L’activité de la citrate synthase est calculée #isant la formule suivante :

ADO 10°
AS(cell) = X —
| X ernB X ShTnBe Qcellules
ADO : delta DO par minute mesurée pendant 90 secondes

I : longueur de traversée du faisceau optique ersoin: 1

E1ne : coefficient d’extinction du DTNB réduit & 550 rehpH6,5, en mM.cmi, soit 13,6
Shrne : nombre stoechiométrique du cytochrome c damgiéiéon de la réaction, soit : 1
Ocellules : quantité de cellules ajoutée dans le mélangetiodmel soit : 0,1 million

Les résultats ainsi obtenus sont exprimés en nvmalenillion de cellules.

IX. Préparation de membranes plasmiques a partir de
cellules HepG2 et incubation en présence de dexaméthasone-
FITC.

A.  Principe de la technique.

Cette technique consiste en l'isolement de membpangartition en deux phases aqueuses.

Elle repose sur des centrifugations successivasde@milieux de densités différentes.
B.  Réactifs.

PBS-EDTA 5 mM.

Une masse de 146,12 mg d’EDTA est dissoute dansril@i PBS 1X. Le pH est ajusté a
7,4. La solution ainsi préparée est filtrée avediltre de 0,2 M sous hotte a flux laminaire
afin de rendre cette solution stérile.
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Tampon 1.

Réactif Concentration finale Masse a peser
Hepes KOH 10 mM 238,3 mg
KCI 15 mM 111,8 mg
Mg-Acetate 1,5mM 21,3 mg
Dithiothréitol 1mM 15,4 mg

gsp 100 ml HO, pH 7,5

Tampon 2.
Réactif Concentration finale Masse a peser
Hepes KOH 80 mM 953,2 mg
KCI 135 mM 503,2 mg
Mg-Acetate 8,5 mM 60,5 mg
Dithiothréitol 1mM 7,7 mg

gsp 50 ml HO, pH 7,5

Tampon 3.

Réactif

Concentration finale

D

Masse a peser

KH,PO,

200 mM

1,3606 g

gsp 50 ml HO, pH 7,2

Tampon 4.
Réactif Concentration finale Masse a peser
KHoPO, 5mM 64,1 mg
Sucrose 250 mM 8,5570 g
DEAE-Dextran 6,6 % (w/w) 6,0110 g
Percoll 20 % (v/v) 20 ml

gsp 100 ml HO, pH 7,2

Tampon 5.

Réactif

Concentration finale

N

Masse a peser

Na,COs

1ImM

8,4 mg

gsp 100 ml HO, pH 7,2

Ces cing tampons peuvent étre conservés pendanbism 4°C.
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Dexaméthasone-FITC(Molecular Probes, Invitrogen Cergy-Pontoise, Frahc

Ce composé est extrémement sensible a la lumares manipulation doit étre réalisée dans

I'obscurité.

Une solution mére a 5 mM est préparée en dissoleafiacon de 5 mg dans 1,19 ml de
DMSO. Extemporanément, cette solution est dilué&/a00 afin d’obtenir une concentration
de 500 uM. Une dilution au 1/198era ensuite réalisée dans la boite de culture.

C. Protocole.

1. Préparation des cellules.

Afin de réaliser ces manipulations, trois centdiamk de cellules HepG2 sont nécessaires.
Les cellules sont donc cultivées dans des flasks78ecn? jusqu’a atteindre 80 % de
confluence. Deux flasks environ sont nécessairas @atenir cette quantité de cellules.

Les cellules ne sont pas trypsinées afin de neig@ser de cliver le récepteur membranaire
avec la trypsine. Elles sont seulement décollédsuwtesupport par une incubation en PBS-
EDTA 5% pendant 20 minutes. Elles sont ensuitelt&es et centrifugées a 3000 rppm
pendant 10 minutes. Le surnageant est jeté eldé allulaire est placé sur glace avant de

procéder a la purification des membranes.

2. Purification des membranes.

Le culot cellulaire préparé précédemment est resupdans 15 ml de tampon 1 et placé sur
glace pendant 10 minutes afin de lyser les celllledysat est ensuite centrifugé pendant 10
minutes a 3000 rpm a 4°C. Le culot est repris parl 2le tampon 1 puis potterisé avec un
potter verre/verre (2 fois 20 allers-retours). Deullilitres de tampon 2 sont ajoutés et
’lhomogénat est centrifugé a 1000 rpm pendant Itutas a 4°C afin d’éliminer le noyau et
les cellules non broyées. Le surnageant est prélesentrifugé pendant 30 minutes a 10000 g
a 4°C. Le culot est resuspendu dans 2 ml de tarfBpBeux tubes sont préparés et placés sur
glace : un contenant 14 ml de tampon 4 et 2 mhdgon 2 (deux phases se forment) et un
autre contenant 14 ml de tampon 4 et 2 ml de kdtxpréparé ci-dessus. Les 2 phases sont
homogénéisées par 40 inversements de tube puigfugéés pendant 5 minutes a 750 g
(4°C) en utilisant un rotor a godets libres. La gghaupérieure est récoltée et la phase
inférieure est réextraite deux fois avec 2 ml depan 3. Finalement, les trois phases

supérieures sont regroupées, diluées dans 5 mampon 5 et centrifugées pendant 30
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minutes a 10000 g a 4°C. Le culot obtenu contiestrhembranes purifiées. Les membranes

peuvent se conserver une journée a 4°C.

3. Incubation avec la dexaméthasone-FITC.

Les membranes purifiées obtenues ci-dessus sonsagmans 1 ml de tampon 5 et sont
distribuées par 100 ul dans des tubes eppendorinidrolitre de dexaméthasone-FITC est
ajoutée dans les tubes a I'obscurité. Afin de igrijue la dexaméthasone-FITC se fixait bien
sur les mémes sites que la dexaméthasone, uneatimulavec 500 nM de dexaméthasone
non fluorescente et 500 nM de dexaméthasone-FI&t€ etalisée. De plus, pour montrer que
la dexaméthasone-FITC se fixait sur des sites fpées (et ne s’intercalait pas seulement
dans la membrane), des essais de déplacementsodestience ont été réalisés en coincubant
la dexaméthasone-FITC avec 500 nM de dexaméthd&BAesu en préincubant pendant 10

minutes avec 500 nM de dexaméthasone-mesylate.

Une gamme de dexaméthasone-FITC a été réaliséencemant des membranes avec

différentes concentrations de dexaméthasone-FI€GQdhM a 50 uM).

Les extraits membranaires sont incubés pendantitOt@s sous agitation avec ces réactifs

puis les tubes sont centrifugés pendant 30 mirautig¥)00 g a 4°C.

Le surnageant est placé dans les puits d’'une niamop 96 puits noire adaptée pour la
lecture en fluorescence. Le culot membranairejsqqar 100 pl de tampon 5 y est également
placé. La fluorescence est lue dans chaque pditegu lecteur de fluorescence Mithras 640
(Berthold TechnologigsLa sonde FITC est excitée a 490 nm et la flzeese est lue a 520

nm.

La fluorescence due a la liaison de la dexamétlasondes sites membranaires est calculée
de la maniere suivante : F = fluorescence culdtubiescence surnageant + fluorescence

culot).

X. Extraction des ARN totaux a partir de cellules.

A.  Principe de la technique.

Cette technique repose sur I'accrochage sélecsif ARN totaux sur une colonne de silice.
L'utilisation d’'un tampon fortement concentré etsggermet I'accrochage de plus de 100 pg

d’ARN d'une taille pouvant atteindre 200 bases. Uremiere étape consiste a lyser
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mécaniquement les cellules puis a inhiber les RNak@ns un tampon de guanidine
thiocyanate trés dénaturant. Les lysats sont aléposés sur colonne de silice et les ARN
sont retenus alors que les contaminants sont ékrf®, les ARN sont décrochés de la

colonne et élués (cf. figure 17).

B.  Protocole.

1. Lyse des cellules.

Les cellules sont conservées en aliquots de 5amdllen culots secs a -80°C. Le culot, aprés
décongélation, est repris par 600 pl de tampon Birftenant du thiocyanate de guanidium.

Le mélange est homogéneéisé en vortexant les tlleeb/sat est ensuite transféré dans les
colonnes QIlAshredder afin d’éliminer les agrégdtdes débris cellulaires. Pour cela, les

colonnes sont placées sur un tube collecteur dt camtrifugées pendant deux minutes a
10000 g.

2. Extraction des ARN totaux.

Six cent microlitres d’éthanol a 70% sont ajoutédysat et cette préparation est transférée
sur des colonnes RNeasy placés sur des tubestealieet centrifugés a 10000 g pendant 15
secondes. L'éluat est jeté et aprés ajout de 700epiampon RW1 (contenant une petite
guantité de thiocyanate de guanidium) au dessie ctdonne, une nouvelle centrifugation de
15 secondes a 10000 g est effectuée pour laveidare. Deux lavages avec centrifugation
sont ensuite effectués avec le tampon RPE pourir@imies contaminants. Une derniére

centrifugation est effectuée a vide, sans tampam lawer totalement I'exces de tampon RPE.

3. Elution des ARN totaux.

Les ARN totaux retenus dans la colonne sont éluws 50 pl d’eau RNase-free par
centrifugation a 10000 g pendant 1 minute. Les Afetdux ainsi élués sont aliquotés et

conservés a -80°C.

4. Mesure de la concentration en ARN.

La densité optique des échantillons est lue a 26Qlongueur d’ondes d’absorption des bases
purigues et pyrimidiques) et a 280 nm (longueund® d’absorption des protéines) afin de

s’assurer de la pureté des échantillons.
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Sachant gu’'une unité de densité optique corresppndl0 pg d’ARN simple brin, la
concentration en ARN contenue dans les échantilfmag étre calculée a partir de leur

absorbance a 260 nm.

XI. Reverse transcription.

A.  Principe de la technique.

La reverse transcription consiste a synthétisdrAdaN a partir d'une matrice d’ARN. Cette
étape est réalisée grace a lI'enzyme rétroviralersevtranscriptase (MMLV : Moloney-
Murine Leukemia Virus). Cette technique est réaligéace au kit Advantage ® RT-for-PCR

Kit (Clontech, Saint-Germain-en-Lay, France
B.  Protocole.

Un volume correspondant a 1 pug d’ARN est utilisé.|lBau DEPC est ajoutée pour obtenir
un volume de 12,5 pl. Un microlitre d’amorces hegeas est ajouté et le mélange est chauffé
a 70°C pendant 2 minutes. Les tubes sont immédeateplacés sur glace pour stopper la

réaction. Un mélange réactionnel est ensuite pé&panme suit :

Pour un tube : - Tampon de réaction 5X : 4 pl

- Mélange de dNTP (10 mM de chaque) : 1 ul

- Inhibiteur de RNases recombinantes : 0,5 pl

- Reverse transcriptase MMLV : 1 pul
Le tampon de réaction est un tampon Trs-HCI 50 pNB,3 contenant 75 mM de KCI et 3
mM de MgCl}, cofacteur indispensable a la réaction de trapison.

Le volume réactionnel est donc de 6,5 pl, le voluréeessaire doit étre calculé pour n+1

tubes.

Ce mélange est ajouté dans chacun des tubeségickion de réverse transcription est réalisée
en incubant les tubes pendant 1 heure a 42°C.dciioé est ensuite stoppée par 5 minutes de
chauffage a 94°C. Cette étape permet égalemenhiloén les éventuelles DNases. Les
échantillons sont ensuite dilués au £/56n ajoutant 80 pl d’eau DEPC. Aprés

homogénéisation, les ADNc ainsi synthétisés songelés a -80°C en aliquots.
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Une PCR avec les amorces G3PDH fournies dans Ipekit-étre réalisée pour vérifier la
qualité des ADNCc synthétisés.

XII. RT PCR quantitative.

A.  Principe de la technique.

Cette technique permet I'amplification de la séaqeed’ADN cible et la quantification de
'amplicon formé grace a l'utilisation d’'une sonfligorescente. La sonde fluorescente utilisée
lors de ces manipulations est le SYBR green 1 gliesa toutes les molécules d’ADN double
brin en émettant une fluorescence détectable aBR1 a fluorescence émise, détectée par un
spectrofluorimeétre, sera proportionnelle a la qward’ADN double brin synthétisé. Cette
technique permet une détection assez sensiblepeteranais comme la sonde se fixe de
maniére non spécifique a tous les fragments d’ADNIbée brin, les diméres d’amorces
peuvent également étre détectés et conduire aunestisnation de la quantité de I’ADN cible
(cf. figure 18).

B.  Protocole.

1. Préparation des standards.

Afin de pouvoir analyser de maniere quantitativeiplification du géne d’intérét, il est
nécessaire d’'établir au préalable une gamme de modd copies connues d’amplicons du
gene cible. Pour cela, une PCR classique estééalig | d’ADNc sont ajoutés a 15 pl d’'un
meélange d’amorces (2ul d’amorces sens et antis@@snaM chacune et 11 ul d’eau) et a 23
pul du mélange de PCR (4 pl de tampon 10X, 2,5 tMd€l, a 25 mM, 4ul de dNTP a 2
mM, 12 ul deau DEPC et 0,5 ul de I'enzyme Taqg pwyase). Les ADNc sont d’abord
dénaturés a 94°C pendant 3 minutes puis 35 cyaesléhaturation 94°C 30 secondes,
hybridation au Tm du couple d’amorces 30 seconglesgation a 72°C pendant 30 secondes
et enfin 72°C pendant 10 minutes. Les ADN amgiént purifiés sur colonr(éligh Pure
Product Purification kit, Boeringhergt sont quantifiés a la fois par lecture de lasdén

optique des ADN double brins a 260 nm et par gfieation sur gel d’agarose a 2,5%.
Le nombre de copies dans les échantillons estléajcéce a la formule suivante :

1 pg d’ADN de 1000 paires de bases correspond 2 904 copies.
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Les échantillons sont dilués pour obtenit®1€opies/pl. La gamme est ensuite réalisée par

dilutions successives de cet échantillon.

2, PCR quantitative.

Le mélange réactionnel est préparé pour n+1 tubesmprend 9 pl d'eau DEPC, 4 ul de
master mix 5X (composé d’ADN polymérase et de ladsoSYBR Green 1) et 2 ul d’'amorces
sens et antisens a 10 mM chacune. Ce mélangeaestéré dans les capillaires de verre
Light-cycler® préalablement refroidis a 4°C. Deuicrnlitres d’ADNc y sont ajoutés et les
tubes sont placés dans le carrousel du Light-agclee programme consiste en une étape de
préincubation de 95°C pendant 5 minutes puis 4%esyd’amplification (composés chacun
d’'une phase de dénaturation a 95°C pendant 1 sequud d’'une phase d’hybridation aux
Tm des amorces 10 secondes puis d’'une phase dationg 72°C pendant 10 secondes). La
fluorescence est mesurée de maniere ponctuellefia e I'étape d’élongation de chaque
cycle d’amplification. Elle permet ainsi d’établine courbe de quantification représentant la

fluorescence en fonction du nombre de cycles.

Afin de s’assurer de la spécificité des produitsPdeR amplifiés, une courbe de fusion est
réalisée aprés la phase d’amplification. Elle cetesen une étape de dénaturation ponctuelle a
95°C puis une hybridation a 65°C pendant 60 semieenfin une étape de fusion avec
élévation progressive de la température jusqu’'&3ir incrément de 0,1°C par seconde. La
fluorescence est lue en continu pendant cette éterphase de fusion. L'établissement de la
courbe de fusion (fluorescence en fonction deetapérature) permet de discriminer les
diméres d’amorces et les produits de PCR spécHique

Pour chaque manipulation, un témoin négatif (neeswant pas d’ADNc mais de I'eau) est
effectué pour s’assurer de I'amplification séleetidu gene d’intérét. La quantification est
faite grace au rapport du nombre de copies du giéae sur le nombre de copies d’'un géne
de référence dont le nombre de copie est connu yaxigr peu en fonction des conditions

expérimentales (ici 'ARP : Acidic Ribosomal Pratki

3. Vérification des produits d’amplification par migration sur gel
d’agarose.

Afin de s’assurer que les produits amplifiées cqoeglent bien au géne d'intéret, les
capillaires sont placés a I'envers dans des tuppsrelorf et centrifugés a 5000 rpm pendant
une minute. Les échantillons sont ensuite dépaségetd d’agarose a 2,5% dans un tampon
TBE 1X pH 8,3. La taille des bandes obtenues pect&phorese est comparée a celle du
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marqueur Phi X. La présence d’'une seule bandeaillaattendue confirme bien la spécificté

d’amplification du géne d’interét par Light-cycler®

XIII. Western blot.

A.  Principe de la technique.

Cette technique permet de déterminer la présent& gue la quantité d'une protéine
contenue dans un échantillon. Elle est basée stgclannaissance d’'un motif antigénique
d’'une protéine par un anticorps primaire (monodanapolyclonal). Cet anticorps est a son
tour reconnu par un anticorps secondaire (IgG rp#tiBque) couplé a la péroxydase. La
révélation du complexe antigene/anticorps primai¢orps secondaire se fait par

chimioluminescence.

B. Réactifs.

Tampon A.
Réactif Concentration finale Masse a peser
NacCl 134 mM 783,1 mg
KCI 5mM 37,3 mg
NaHP O, 0,7 mM 9,9 mg
Tris base 2,5 mM 30,3 mg

gsp 100 ml HO, pH 7,5

Tampon B.
Réactif Concentration finale Masse a peser
NacCl 10 mM 58,4 mg
MgCl, 1,5mM 11,2 mg
Tris base 10 mM 121,1 mg

gsp 100 ml HO, pH 7,5
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Tampon C.

Réactif Concentration finale Masse a peser
Sucrose 2M 68,4600 g
EDTA 35 mM 1,2284 g
Tris base 50 mM 605,7 mg

gsp 100 ml HO, pH 7,5

Tampon Tris-SDS pH 8,8

Réactif Concentration finale Masse a peser
Tris-base 1M 12,12 g
SDS 30 mM 0,869

gsp 100 ml d’eau distillée
pH 8,8 avec de I'HCI 5N

Tampon Tris-SDS pH 6,8

Réactif Concentration finale Masse a peser
Tris-base 300 mM 3,639
SDS 30 mM 0,86 g

gsp 100 ml d’eau distillée
pH 6,8 avec de I'HCI 5N

Tampon d’échantillon

Réactif Concentration Masse a peser
finale
Tampon Tris-SDS pH 6, 25 % 25 ml
SDS 70 mM 29
Glycérol 10 % 10 mi
Bleu de bromophénol 1 ¢ 0,1 % 0,1 mi
2BMercapto Ethanol 5% 5mi

gsp 100 ml d’eau distillée

Tampon d’électrophorese 10 X

Réactif

Concentration finale

N

Masse a peser

Tris-base

272 mM

32,95 g
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Glycine

1,92 M

144,09 g

SDS

35mM

10,09 g

gsp 1000 ml d’eau distillée

pH 8,3 avec de I'HCI 5N

Diluer au 1/10juste avant utilisation

Tampon de transfert

Réactif Concentration finale] Masse a peser
Tris-base 20 mM 2,409

Glycine 150 mM 11,21 g

Ethanol 20 % 200ml

gsp 1000 ml d’eau distillée

pH 8,3 avec de I'HCI 5N

Solution de coloration des gels

Réactif Concentration finale Masse a peser
Acide acétique glacia 10 % 100 ml
Ethanol 50 % 500ml

gsp 1000 ml d’eau distillée

Solution de décoloration des gels

Réactif Concentration Masse a peser
finale
Acide acétique glacial 10 % 100 ml
Ethanol 30 % 300ml

gsp 1000 ml d’eau distillée

Tampon TBS 10X

Réactif Concentration finale Masse a peser
NaCl 1,37 M 80,06 g
KCI 2,7 mM 0,20 g
Tris-base 25 mM 3,02 ¢

gsp 1000 ml d’eau distillée

pH 7,4 avec de I'HCI 5N

A diluer au 1/10juste avant utilisation
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Ajouter 1 ml de Tween 20 (Sigma Aldrich, Lyon, Fecah

C. Anticorps.
Nom Fournisseur Concentration finale
ANT Mitosciences 1/1000
COX | Mitosciences 1/1060
COX IV Mitosciences 1/20060
VDAC Mitosciences 1/1500

D. Protocole.

1. Préparation des échantillons.

Une quantité de 100 millions de cellules est netesspour réaliser I'extraction des

mitochondries. Les cellules sont trypsinées etiseprdans 10 ml de PBS-10% SVF puis sont
centrifugées a 900 rpm pendant 5 minutes. Le adthtlaire est repris par 20 ml de tampon
A et la suspension cellulaire est centrifugée pehBaninutes a 2500 rpm a 4°C. Le culot est
resuspendu dans 12 ml de tampon B, un tampon hyigoi® et laissé pendant 10 minutes sur
glace. Les cellules sont ensuite lysées par psdt@on avec un potter verre/verre (40

allers/retours) puis 2 ml de tampon C sont ajoaté$ysat. Apreés centrifugation a 2500 rpm

pendant 4 minutes a 4°C, le surnageant est consetgé&ulot est repris par 12 ml de tampon
B et 2 ml de tampon C puis a nouveau centrifug@@apm, 4 minutes, 4°C). Les surnageants
sont regroupés et centrifugés a 14 000 rpm perantinutes, les culots cellulaires obtenus

sont enrichis en mitochondries.

Pour le western blot, les mitochondries sont regridans 96ul d’eau additionnée de 4 pl
d’antiprotéases 25 XComplet&" Protease inhibitor cocktail tablets, Roche, Mannhe

Allemagne).

La concentration en protéines est alors dosée’'é&chantillon selon la méthode utilisant
I'acide bicinchoniniqugBC Assay protein quantification kit, Uptima, Inteim, Montlucon,

France. Pour cette technique, I'échantillon est dilué14L0™ puis 30 pl sont prélevés et
ajoutés a 600 pl du mélange acide bicinchoniniglfete de cuivre. Des standards
d’albumine bovine a 0,25 et 0,50 mg/ml sont prépaié la méme maniere et serviront
d’étalon. Chaque dosage est effectué en dupligatesA30 minutes d’incubation a 37°C, la

densité optique de chaque tube est lue a 562 nm.
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Un volume équivalent a 30 pg de protéines mitochates est alors prélevé dans
I'échantillon et de I'eau distillée est ajoutéenadiobtenir un volume final de 14 ul (volume
maximal pouvant étre déposé dans un puits). Cengélast dilué au demi par ajout de 14 pl

de tampon d’échantillon.

Afin de dénaturer les interactions protéiques, é&amge est ensuite chauffé a 100°C pendant
10 minutes puis conservé sur glace a 4°C jusquépdtdsur gel (sauf lorsque I'on veut
detecter la protéine COXI car cette derniere asdibée a la chaleur, dans ce cas, I'échantillon

ne doit pas étre chauffé a plus de 40°C).

2, Préparation du gel d’acrylamide.

La concentration d’acrylamide a utiliser dans levgeie selon la taille des protéines d’intérét.
Dans nos expériences, le poids moléculaire degipest a étudier allant de 19 a 35 kDa, un
gel de séparation a 12,5 % d’acrylamide a étésatilPour deux gels, 12,5 ml de tampon Tris-
SDS pH 8,8 ont été ajoutés a 10,4 ml d’acrylamideks a 30% Bio-Rad, Hercules, Etats-
Unis) et a 2 ml d’eau distillée. La polymérisation ¢ectylamide est alors déclenchée par
ajout de 250 ul de persulfate d’ammonium a 10%eell2,5 pul de TEMEDHKurobio, Les
Ulis, France. Le gel est alors immédiatement coulé entre g#agues de verre et la surface
de chaque gel est lissée par ajout d’lml d’isopmopaPendant la polymérisation, le gel de
concentration (a 3% d’acrylamide) est préparé. lela, 5 ml de tampon Tris-SDS pH 6,8 et
1 ml d’acrylamide stock sont mélangés a 4 ml d'distillée. Aprés polymérisation du gel de
séparation (environ 30 min), I'isopropanol estréepar renversement du systeme de coulage
des gels. Cent microlitres de persulfate d’ammonatri0 pl de TEMED sont ajoutés au
meélange du gel de concentration et ce derniemastédiatement coulé au dessus du gel de
séparation et les peignes sont mis en place. Ajasinutes de polymérisation, le systeme
de coulage est démonté et les gels sont placés ldansve d’électrophorése. Cing cents
millilitres de tampon d’électrophorése sont ajowgase et autour des deux gels et les peignes

sont retirés.

3. Dépot des échantillons et migration.

Cette étape a pour but de séparer les protéinegathesitilons selon leur poids moléculaire.
Apres dénaturation, les 14 pl d’échantillon sorga$®s dans les puits. Un marqueur de poids
moléculaire est utilisé comme référence pour suiaremigration PageBlue™ Protein
Staining Solution, Euromedex, Souffelweyersheiranég. La cuve d’éléctrophoresdini

Protean 3 system, Bio-Rad, Hercules, Etats-Jpst fermée et reliée au générateur. Une

-90 -



premiére migration de 20 minutes a 100V est al@atigée afin de concentrer les échantillons
dans le gel de concentration. Cette étape estesparn une seconde migration d'’1h30 a 140V
afin de permettre une bonne séparation des prat@ndonction de leur poids moléculaire.

Lorsque le front de migration atteint le bas dy gemigration est stoppée.

4. Transfert sur membrane de nylon.

Cette étape permet le transfert des protéines moesedans le gel sur une membrane de
nylon. La membran¢Hybond" — P Membrane Optimized for Protein Transfert, Asham
Biosciences, Bucks, Angleterest placée pendant 15 secondes dans un bainmbétidasolu
afin d’étre ionisée puis rincée 5 minutes dans’e&ul distillée puis équilibrée 30 secondes
dans le tampon de transfert. Pendant ce temp®l lesg démoulé et placé dans I'appareil de
transfert (Owl Separation system, Portsmouth, Argle) sur 3 épaisseurs de papier buvard
(Whatman, Maidstone, Angleterre) imbibé de tamperrensfert. La membrane est déposée
délicatement sur le gel et a son tour recouvertelalex épaisseurs de papier buvard. Le
transfert des protéines sur les membranes estralalisé par application d’un courant de 260
mA pendant 55 minutes. Apres ce temps, l'efficadagéransfert est vérifiée par la coloration
des protéines restées sur le gel grace a deux saieessifs dans une solution de coloration
puis de décoloration. La disparition sur le gel desides des protéines de faible poids

moléculaire dans le marqueur révéle égalementamsfert efficace.

5. Saturation des membranes.

Afin de saturer les sites de fixation non spéc#isjua membrane est placée dans une solution

de saturation (TBS-0,1% Tween-5%lait écrémé) sgitateon pendant une nuit a 4°C.

6. Incubation avec ’anticorps primaire.

La membrane est rincée 3 fois 5 minutes dans und&iTBS-Tween 0,1% puis placée dans
une poche a hybridation. Sept millilitres de TBSeBn 0,1%-Lait 1% contenant I'anticorps
primaire dilué a la concentration voulue sont asuet la pochette a hybridation est

thermosoudée et placée sous agitation pendantt8rhgerature ambiante.
Si I'anticorps primaire utilisé est celui anti-ANTE, lait est remplacé par 1% de BSA car les

protéines du lait inhibent la fixation de I'antipgrsur sa protéine cible.

7. Incubation avec I’anticorps secondaire.

Apres trois ringages de 5 minutes en TBS-Tween Pla¥embrane est incubée en présence

de l'anticorps secondaire dirigé contre les IgG l@mticorps primaire et couplé a la
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peroxydase. Cet anticorps est dilué au 1/200@ds une solution de TBS-Tween 0,1%-lait

1%. La membrane est placée sous agitation a tetnp&@mbiante pendant 2h.

8. Révélation.

L’hybridation des anticorps sur la membrane a ét€lée par chimioluminescence avec le kit
ECL Plus Amersham Apres incubation avec I'anticorps secondairan&mbrane est rincée
2 fois dans le tampon TBS-Tween 0,1% et 1 fois résgnce de TBS seul, le tween pouvant
inhiber la révélation. Un mélange contenant 5 mladeolution 1 du kit ECL Plus et 50 pl de
la solution 2 est déposé uniformément sur la mengrdpres 5 minutes d’incubation,
'excés de réactif est retiré de la membrane enhémbrane est placée dans I'appareil de
détection biorad (ref). Différents temps d’expasitsont réalisés jusqu’a obtention de bandes

d’intensité satisfaisante mais pas saturante.

9. Quantification.

L'intensité des différentes bandes est quantifié&ce au logiciel quantity one (ref). Les
résultats concernant la protéine d’'intéret sontmabisés par rapport a la quantité d'une

protéine de référence (ici VDAC).

XIV. Mesure de la concentration intracellulaire en calcium

par microfluorométrie.

A.  Principe de la technique.

Cette technique repose sur la mesure de la fluemescémise par une sonde sensible au
calcium. La sonde utilisée pour ces expérienceseeBURA-2/AM (Sigma Aldrich, Lyon,
France) un dérivé de 'EGTA, un chélateur de calciums’dgit d’'une sonde ratiométrique
gui posséde deux longueurs d’'ondes d’absorptiamnggli’elle est libre ou fixée au calcium
(380 nm pour la sonde libre et 340 nm pour la sdiggeau calcium). Par contre, le FURA-
2/AM émet a une seule longueur d’onde: 510 nmfi{gfire 19). La sonde utilisée est sous
forme acétométhylester, ce groupement permet andesde diffuser librement a travers la
membrane plasmique. Cependant, sous cette fornsmnide est insensible au calcium et |l
faut que ce groupement soit clivé par les esténaseEsentes dans le cytoplasme pour que la

sonde puisse se lier au calcium (cf. figure 20)cakeul du ratio de fluorescence émise a 510
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nm suite a une excitation a 340 et 380 nm permetdéerminer les variations de

concentrations intracellulaires en calcium en famctlu réactif ajouté.

B. Réactifs.

Tampon PSS 2 mM Ca

Réactif Concentration finale Masse a peser
NaCl 140 mM 8,180 g
KCI 4 mM 0,300 g
MgCl, 1 mM 0,095 g
NaHPOy 0,33 mM 0,040 g
Hepes 10 mM 2,380¢
Glucose 11,1 mM 2,000 g
CaCl 2 mM 0,294 g

gsp 1000 ml d’eau distillée
pH 7,4 avec du NaOH 1M

Tampon PSS 0 mM Ca

Ce tampon est préparé de facon identique au PS8 Easauf qu’il n’y a pas de Call
Thapsigargine(Sigma Aldrich, Lyon, France).

Une solution stock de thapsigargine a 1 mM estgrépen reprenant 5 mg de thapsigargine
par 1,53 ml d’éthanol et aliquotée par 10 ul a €QCette solution est stable pendant 3 mois.

Avant chaque manipulation, un aliquot est dilud A4D0C dans du PSS.
lonomycine (Sigma Aldrich, Lyon, France).

Un milligramme d’ionomycine est dissous dans 714@IDMSO de maniere a obtenir une
solution & 10 mM. Cette derniére est diluée au Adfidans le PSS extemporanément. La

solution stock se conserve pendant 1 an a 4°C.
FURA-2/AM (Sigma Aldrich, Lyon, France).
Cette sonde étant sensible a la lumiére, toutestdges seront réalisées dans le noir.

Un milligramme de sonde est repris par 900 pl deSGMce qui constitue une solution stock
a 1mM. Cette derniere est aloiquotée par 10 ptioekée a I'obscurité a -20°C ou elle peut se
conserver pendant 1 a 2 mois. Avant chaque matipuojaun aliquot de FURA-2/AM est
repris par 1 ml de PSS pour obtenir une conceatrditnale de 10 pM.
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C. Protocole.

1. Préparation des cellules.

Deux jours avant la manipulation, les cellules samgemencées dans des cupules a fond en
verre de 35 mm de diameétre (Fluorodishes, Word i§loec Instruments, Stevenage,
Angleterre) a une densité de 0,05 million de ceiypar cupule et placées dans I'étuve a 37°C
et 5% de CQ Aprés deux jours, le milieu est retiré et ledutes sont incubées a température
ambiante, dans I'obscurité, pendant 45 min en paesele 1 ml de FURA-2/AM a 10 pM.
Pour enlever la sonde en exces, les cellules sm#as par 1 ml de PSS et laissées pendant

20 minutes a I'obscurité pour permettre la compiigtestérification de la sonde.

2. Mesure de la fluorescence des cellules.

La cupule est placée sur la platine du microscopersé(Nikon Eclipse TE2000-5, Nikon,
Champigny-sur-Marne, Francefpres mise au point, une cellule isolée est sélerée en
diminuant I'ouverture du diaphragme de champ. Dutanpériode d’expérimentation, un
syteme de perfusion et d’aspiration, amené jusiét@ de la cellule sélectionnée, permet de
renouveler en continu le milieu et d’apporter difigts inhibiteurs. Une lampe 75 W a arc de
Xénon couplé a un monochromate(€Cairn Optoscan, Cairn Research, Faversham,
Angleterre)permet d’exciter alternativement la cellule a 3830 nm pendant 50 ms toutes
les 8 secondes. Cette lumiere d’excitation estjéiéia travers un objectif & immersion & huile
d’ouverture numérique 4, (Nikon Plan Apo, Nikon, Champigny-sur-Marne, Fe@h La
fluorescence émise par la cellule est redirigém\ets un filtre 510 + 20 nm par un systeme
de miroirs dichroides et collectée par le tube pmadtiplicateur. Le signal analogique ainsi
généré est transformé en signal digital par agmvertisseur (Digidata 1322A, Axon
Instruments, Molecular Devices, Sunnyvales, Etats)piloté par le logiciel Clampex 9.2

(Axon Instruments, Molecular Devices, SunnyvalestseJnis) (cf. figure 21).

Le bruit de fond est déterminé a la fin de chaguysseence en mesurant la fluorescence sur
un champ dépourvu de cellules, les valeurs ainsennies seront retranchées a celles
précédemment mesurées sur la cellule. De méme,defig’assurer que la dexaméthasone
ajoutée dans la solution de perfusion n’entraipag une modification de la fluorescence, un
enregistrement a été effectué sur des cellules cimrgées avec le FURA-2/AM. La
fluorescence étant alors identique au bruit de ftamdiexaméthasone ne modifie pas en elle-
méme la fluorescence de la cellule. Une fois lesures acheveées, les données sont analysées

sur le logiciel Clampfit 9.ZAxon Instruments, Molecular Devices, Sunnyvalegsenis).
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RESULTATS ET DISCUSSION
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Article n°1

Dinitrophenol-induced mitochondrial uncoupling in vivo
triggers respiratory adaptation in HepG2 cells.

Valérie Desquiret, Dominique Loiseau, Caroline Jacques, Olivier Douay, Yves
Malthiery, Patrick Ritz et Damien Roussel.

Biochimica and Biophysica Acta-Bioenergetics.

2006 Jan, 1757(1) : 21-30
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Introduction de Particle n°1.

Un des sujets du laboratoire est I'étude de la ladigm de la conversion énergétique
mitochondriale dans des situations de perte despwaontaires et involontaires parmi
lesquelles le modéle d’hypercatabolisme chez ldgraité par dexaméthasone. Les premiers
résultats ont montré que 5 jours de traitementdpaaméthasone entrainaient une diminution
d’efficacité de conversion énergétique mitochoridriaassociée a une augmentation
significative de la fuite de protons dans les ntitmwdries de foie de rat (Dumasal, 2003,
Roussekt al, 2003).

La fuite de protons apparait comme un élémentralenie régulation de I'homéostasie
métabolique cellulaire. Il semble en effet, quepb&énomeéne ait un caractére bénéfique en
diminuant la production d’espéces réactives deyfgxne (EORs) notamment dans le foie ou
I'ajout d'un découplant entraine une diminution ldeproduction de peroxyde d’hydrogéne
(Ganote et Armstrong, 2003, Okudgal, 2002). La fuite de protons pourrait ainsi congtit
une stratégie cytoprotective (notamment dans ler &tele cerveau) au cours de situations de
stress oxydant comme lors du diabéte (Nishikawaraki, 2007), de l'ischémie reperfusion
(Ganote et Armstrong, 2003) ou de l'athérosclér@anc et al, 2003). Cependant dans
d’autres modéeles cellulaires tels que les fibrdblasil a été montré que le traitement par un
agent découplant (FCCP) inhibe la prolifératioriutaire et induit une sénescence cellulaire
prématurée observée des douze jours apres le dalraitement. Ce vieillissement précoce
semble étre lié & une augmentation de la produdiie®Rs. Il apparait donc que l'impact de
la fuite de protons est dépendant du tissu coresidérsi que de lintensité de cette fuite.
Lorsque la fuite de protons est trop importantege¢ I'augmentation de la respiration
mitochondriale ne peut plus compenser le retourpde®ns dans la matrice mitochondriale,
le potentiel membranaire mitochondrial s’effondopbgnomene trés délétere pour la cellule.
Cette dissipation du potentiel membranaire mitodniah a été montrée comme impliquée
dans les stades précoces de I'apoptose, dansnsemtaideles comme I'apoptose induite par le
resveratrol dans les cellules de colon (Mahyar-Rwesh al, 2001) ou par I'antigéne T du
virus SV40 dans les embryons de rat (Vayssiral, 1994). Dans certains systemes, la
diminution drastique du potentiel membranaire niitowrial a été associée au relargage du
cytochrome c (Mignotte et Vayssiere, 1998) ainsadiactivation du facteur proapoptotique
AIF (Larochetteet al, 1999, Pardet al, 2001). Le potentiel membranaire mitochondrial est
donc un parameétre qui doit étre hautement réguie diéviter la survenue de l'apoptose.

Lorsque la mitochondrie est soumise a un stresabukfue, elle peut initier une voie de
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signalisation rétrograde vers le noyau permettéonsda transcription de différents géenes
nucléaires dont certains codant pour des soussudéda chaine respiratoire mitochondriale
et a plus long terme entrainer une biogenese nutwbiale (Biswaset al, 1999). Les
éléments constitutifs de cette voie ont été traédiés dans des modeles de levures mais, dans
les cellules eucaryotes, de nombreux facteurs tte geie n'ont pas encore été identifiés,
bien que la voie calcium/calmoduline ait été claiemt montrée comme importante pour ce
dialogue.

Aux vues de ces données, il nous est apparu isgared’étudier I'impact d’'une augmentation
artificielle de la fuite de proton (découplage m@dénduit par le 2,4 dinitrophénol) sur le
fonctionnement de la chaine respiratoire mitochiahelret le métabolisme cellulaire dans
deux lignées cellulaires possédant des orientat@tboliques différentes. Pour ce faire,
nous avons traité les cellules HepG2 (cellules phib@écarcinome possédant un métabolisme
plutét oxydatif) et les cellules 143 B TKcellules d’ostéosarcome a meétabolisme plus
glycolytique) par différentes doses de 2,4 diniti@mol (DNP). Nous avons montré que trois
jours de découplage mitochondrial dans les celldiesG2 induisaient une augmentation de
la capacité oxydative ainsi qu’une augmentatiotadeanscription de COXIV et ANT3, deux
génes nucléaires codant deux protéines mitochdedrimpliquées dans la phosphorylation
oxydative et le transport de I'ATP. La consommatamglucose et la production de lactate
restaient inchangées montrant que les adaptatiesscdllules HepG2 a un découplage
chronique permettaient une production efficaceositinue d’ATP par la mitochondrie sans
besoin de stimuler la glycolyse. Dans les cellld8B en revanche, le découplage ne
modifiait pas la capacité oxydative mais augmengagdonsommation de glucose ainsi que la
production de lactate et de pyruvate. Dans ceslles|l malgré une forte stimulation du
meétabolisme glycolytique, la croissance cellula@tait fortement ralentie par le découplage.
Nous montrons ainsi que les adaptations cellulares découplage mitochondrial different
selon le type de métabolisme prédominant dans d#gles et nous mettons en évidence
gu’une augmentation de la fuite de protons peustitorer un signal bioénergétique interne
pouvant initier, de maniére coordonnée, une adtimates genes nucléaires et mitochondriaux
codant pour des sous-unités de la chaine respeat@ qui permet aux mitochondries de ces

cellules de s’adapter a un tel stress métabolique.
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Abstract

Here, we show that 3 days of mitochondrial uncoupling, induced by low concentrations of dinitrophenol (10 and 50 uM) in cultured human
HepG2 cells, triggers cellular metabolic adaptation towards oxidative metabolism. Chronic respiratory uncoupling of HepG2 cells induced an
increase in cellular oxygen consumption, oxidative capacity and cytochrome ¢ oxidase activity. This was associated with an upregulation of
COXIV and ANT3 gene expression, two nuclear genes that encode mitochondrial proteins involved in oxidative phosphorylation. Glucose
consumption, lactate and pyruvate production and growth rate were unaffected, indicating that metabolic adaptation of HepG2 cells undergoing
chronic respiratory uncoupling allows continuous and efficient mitochondrial ATP production without the need to increase glycolytic activity. In
contrast, 3 days of dinitrophenol treatment did not change the oxidative capacity of human 143B.TK ™ cells, but it increased glucose consumption,
lactate and pyruvate production. Despite a large increase in glycolytic metabolism, the growth rate of 143B.TK ™ cells was significantly reduced by
dinitrophenol-induced mitochondrial uncoupling. We propose that chronic respiratory uncoupling may constitute an internal bioenergetic signal,
which would initiate a coordinated increase in nuclear respiratory gene expression, which ultimately drives mitochondrial metabolic adaptation

within cells.
© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Human cell line; Mitochondria; Energy metabolism; Cytochrome-c oxidase; Glycolysis

1. Introduction

Mitochondrial oxidative phosphorylation produces most of
the energy in aerobic living system by coupling respiration
with the production of ATP. Respiration refers to the transfer
of electrons from substrates to oxygen, a process that creates
an electrochemical proton gradient across the inner mito-
chondrial membrane. The energy stored in this proton motive

Abbreviations: ANT, adenine nucleotide translocator; ARP, acidic ribosomal
phosphoprotein; COX, cytochrome ¢ oxidase; DNP, 2,3-dinitrophenol; FBS,
fetal bovine serum; FCCP, carbonyl cyanide-p-trifluoromethoxyphenylhydra-
zone; NRF1, nuclear respiratory factor-1
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force is then used either by ATP synthase to synthesize ATP
or by other proteins to drive ion and substrate transport. In
addition, the electrochemical proton gradient can also be
dissipated by proton leak reactions through either basal or
inducible proton conductance pathways [1]. Inner mitochon-
drial membrane proton leakage is an ubiquitous phenomenon
that diverts energy from ATP synthesis to thermogenesis,
thereby modulating the yield of ATP synthesis in the
mitochondria. It has been estimated that proton conductance
accounts for a high proportion of cellular metabolic rate [1—
3], causing up to 20% of standard metabolic rate in rats [2].
Accordingly, increased energy expenditure through increased
mitochondrial proton leak has been proved to represent a
treatment for obesity [4]. Mitochondrial proton conductance
may also represent a mechanism for the regulation of
mitochondrial reactive oxygen species production [5—8],
mediators of oxidative cell damage. In association with this
function, it has been suggested that mitochondrial proton leak
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might play a protective role in atherosclerosis [9,10] and in
the pathophysiology of diabetic complications [11]. Several
other studies also support the role for mitochondrial
uncoupling in the regulation of numerous other cellular
metabolic functions such as calcium signaling [12,13], lipid/
glucose metabolism [14—17] and beta cell glucose sensing
[18]. These findings therefore suggest that mitochondrial
proton leak might play a role in cellular metabolic
homeostasis, which includes, but is not restricted to, the
regulation of oxidative phosphorylation efficiency and heat
production.

Recently, some independent studies have provided data,
although scarce, suggesting that mitochondrial uncoupling
constitutes an internal metabolic signal triggering mitochon-
drial biogenesis that could culminate in an adaptation of
metabolic cell characteristics [19-21]. The aim of this work
was to further characterize the role of chronic mitochondrial
uncoupling in regulating cellular oxidative capacity and the
possible cross-talk with the nuclear transcription factor and
respiratory gene expression. We investigated the effect of 3
days of mitochondrial uncoupling induced by 2,4-dinitrophe-
nol (DNP) on substrate metabolism, respiratory capacity,
mitochondrial membrane potential and on the expression of
nuclear respiratory factor-1 (NRF1) and the nuclear genes that
encode mitochondrial proteins (COXIV, ANT2 and ANT3) in
human HepG2 and 143B.TK™ cell lines. These two human
cell lines were chosen as they differ in their energetic
background, with HepG2 cells being more oxidative and
thereby being less dependent on glycolytic ATP as a source
of energy compared to 143B.TK cells. We found that
uncoupling induced increased oxidative capacity in HepG2
cells, but not in 143B.TK ™ cells. This was associated with an
upregulation of HepG2 nuclear gene encoding COXIV and
ANT3 proteins. The intracellular signaling pathways poten-
tially involved in the reported causal link between mitochon-
drial uncoupling and adaptive changes in cellular respiratory
function are discussed.

2. Materials and methods

2.1. Cell lines and growth conditions

The HepG2 human hepatoma cell line was grown in RPMI 1640 medium,
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 2 mM L-glutamine,
penicillin G (100 U/ml), streptomycin (2 mM) and amphoptericin B (0.25 pg/
ml). The osteosarcoma-derived cell line (143.TK") was grown in DMEM F12
with 10% FBS, 2 mM L-glutamine and the same antibiotics as used for
HepG2 cells. Cells were seeded at a density of 15,000 cells per ml in a 20 ml
flask were grown at 37 °C in a humidified atmosphere (5% CO,—-95% air) for
7 days in medium only (control) or in medium containing either 10 pM or 50
nM DNP. As DNP was made in ethanol solution, we used an experimental
control condition, in which cells were grown in medium supplemented with
ethanol (108 mM) only. Every 24 h (from J1 to J7), cells were collected by
trypsinization and resuspended in PBS containing 5% FBS. An aliquot of
each flask (control, ethanol, DNP 10 pM and DNP 50 uM) was colored using
erythrosine to test cell viability. Then, three independent countings were done
for each experimental culture condition. No differences in cell viability were
found between DNP-treated and control cells, reinforcing the fact that the two
concentrations of DNP used in the present work were not toxic towards
HepG2 and 143B.TK" cell lines [22].

Doubling time was determined for each culture condition (control, ethanol,
DNP 10 pM and DNP 50 pM) using the exponential phase of the proliferation
curve [log(cell number)=/ (day of culture)] as follows:

Doubling Time = (72 — T'1)/[In(cell number at 72 /cell number at 7'1)/In(2)]

where (72 —T1) is the duration of the exponential phase.

2.2. Measurement of oxygen consumption and FCCP titration of
respiration in intact cells

After 3 days of culture, control and DNP-treated HepG2 and 143B.TK" cells
were collected by trypsinization and washed once in RPMI (HepG2) or DMEM
(143B.TK") containing 5% FBS and 2 mM L-glutamine. Two aliquots of each
experimental condition were removed for cell counting. Then, the remaining cell
suspensions were centrifuged (110 g for 5 min) and the pellet resuspended at a
final concentration of 10x 10° cells per ml (HepG2) or 5x 10° cells per ml
(143B.TK") in 500 pl of the same medium supplemented with 2 mM L-
glutamine (without FBS, DNP or ethanol) and previously air-equilibrated at
37 °C. The supernatants were collected and stored at —80 °C until assayed.
The suspension was immediately transferred to the 1 ml chamber of a Clarke-
type oxygen electrode (Rank Brothers Ltd.) maintained at 37 °C using a
recirculating water bath and connected to a BD12E recorder model (Kipp and
Zonen). Basal endogenous coupled respiration rate of cells was determined by
measuring the linear rate of oxygen consumption, then oligomycin (12 pg/ml)
was added and the non-phosphorylating respiration rate recorded. After
recording the non-phosphorylating respiration rate, FCCP was added sequen-
tially at different concentrations (ranging from 100 to 1000 nM for HepG2 cells
and from 50 to 600 nM for 143B.TK"), and the uncoupled respiration rates
measured. This titration was done because the uncoupling activity of FCCP in
intact cells is biphasic, as shown in Fig. 1 for both hepatoma HepG2 and
osteosarcoma 143B.TK™ cell lines. Therefore, we systematically achieved such
a titration in order to determine the optimal FCCP concentration that gives
maximal uncoupled respiration rate for each experimental condition.

Finally, myxothiazol (10 pM) was added to allow the measurement of non-
mitochondrial oxygen consumption rate in cells. Myxothiazol inhibited rates
were equally low in both untreated cell lines (6£2% of basal). In other words,
mitochondria accounted for 94+2% of basal respiration in both untreated
HepG2 and 143B.TK" cell lines, and its contribution to total cell respiration rate
was not significantly affected by DNP treatment (93+2% in 10 pM DNP-treated
and 92+2% in 50 uM DNP-treated cells compared with 90+3% of control
ethanol cells), excluding the possibility that non-mitochondrial oxygen
consumption rates differed between experimental conditions. The oxygen
solubility of the media was assumed to be 406 nmol O/ml. After recording
the respiration rates, 400 pl of cell suspensions were collected from the
chamber for total protein determination using the bicinchoninic acid procedure,
with bovine serum albumin used as standard (BC Assay kit®, Montlugon,
France).

Mitochondrial respiratory control ratio of cells was calculated as the ratio of
oxygen consumed by mitochondria in the presence of FCCP to that in the
presence of oligomycin, taking into account the myxothiazol rate [(Veccp—
Vingxo)/ (Votigo = Vimyxo)]- To determine the respiratory activity of mitochondria in
intact cells, we expressed the basal endogenous respiration rate of mitochondria
as a fraction of their maximal respiration [(Vyasa1 = Vinyxo)/ (Veccp = Vinyxo) -

2.3. Measurement of mitochondrial membrane potential in intact
cells

Cells were grown as already described for the oxygen consumption
experiments. Three days after seeding, cells were collected by trypsinization and
washed in PBS with 10% FBS. The cells were then resuspended in PBS, FBS
5%, 50 mM KCI and incubated with 20 nM cationic fluorescent dye DiOC6(3)
in a 96-well plate (100,000 cells per well) for 30 min. In some wells, oligomycin
(5 pg/ml) or mCICCP (10 uM) was added before incubation, either to inhibit
ATP synthesis or to dissipate the proton gradient. After washing, the cells were
set in tubes containing propidium iodide (8 pg/ml) to check membrane integrity.
The fluorescent intensity was read using a flow cytometer (Becton-Dickinson).
Laser excitation of DiOC6(3) was at 484 nm and emission was read at 511 nm.
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Fig. 1. Representative FCCP titration curves of non-phosphorylating oxygen consumption rate in HepG2 (%) and 143 B.TK™ cells (+). After endogenous respiration
rate measurement and the addition of oligomycin (12 pg/ml), small amounts of FCCP were sequentially added in the polarographic chamber and a titration curve was

drawn. See Materials and methods for further details.

Propidium iodide fluorescence was detected at 610 nm. Fluorescence analysis
was performed using Cell Quest software.

2.4. Mitochondrial enzyme activities

Cytochrome ¢ oxidase and citrate synthase activities were measured using
standard spectrophotometric techniques [23]. The measurement of cytochrome ¢
oxidase activity was performed in cells following three freezing/thawing cycles,
by measuring decrease in absorbance resulting from the oxidation of reduced
cytochrome ¢ at 550 nm. Citrate synthase activity was measured in the same
cells following the change in optical density of 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoic
acid) at 412 nm. The activity of complex I (NADH:Ubiquinone oxidoreductase)
was determined by monitoring the oxidation of NADH at 340 nm as described
by Kuznetsov and Gnaiger [24]. Briefly, a pellet of 5 x 10° cells was resuspended
in 250 pl PBS, froze in liquid nitrogen for 3 min. Then, frozen suspension was
thawed and centrifuged at 16,000xg for 30 s. The pellet was resuspended in PBS
at a final concentration of 1 x 10° cells per ml and sonicated on ice. An aliquot of
the resultant suspension was added to a K-phosphate buffer containing 0.3 mM
NADH, 0.1 mM Ubiquinone-1, I mM KCN and 2 mM NaN3, pH 7.4 and the
change in optical density of NADH was followed at 340 nm. After 120 s,
rotenone (1 pM) was added to measure rotenone-insensitive activity of the
preparation. Complex I activity was calculated as the total complex I activity
minus the rotenone-insensitive activity.

2.5. RNA analysis and quantitative real-time RT PCR

Total RNA was extracted from frozen pellets of cells cultured for
polarographic measurements (as described above) using the RNeasy Kit
(Quiagen). Reverse transcription of 1 pug total RNA was performed in a total 20
ul volume. First, RNA was denaturated at 70 °C for 2 min with oligo dT (20
pmol). Then, 5% reaction buffer (50 mM Tris—HC], pH 8.3, 75 mM KCl and 3
mM MgCl,), dNTPs mix (0.5 mM each), recombinant RNase inhibitor (1 U/pl)
and MMLYV reverse transcriptase (200 units/mg RNA) was added.

Samples were finally incubated at 37 °C for 1 h and 5 min at 94 °C. 30 pl of
DEPC (treated with diethyl pyrocarbonate and autoclaved) water was added to
the reaction mixture to obtain a final 50 pul reaction volume (RT for PCR Kkit,
Clontech). cDNA previously synthesized were purified using the High Pure
PCR Product Purification Kit (Boerhinger, Mannheim, Germany). Amplifica-
tion products were then separated by gel (2.5% agarose) electrophoresis, stained
with ethidium bromide, visualized and quantified using an integrating camera
and analysis software (Molecular Analyst). Simultaneously, spectrophotomet-
rical quantification was done by measuring optical density of samples at 260 nm
(double strand DNA absorbancy wavelength) and 280 nm.

The levels of transcripts for adenine nucleotide translocator 2 (ANT2),
ANT3, cytochrome c oxidase subunit [V (COXIV) and NRF1 were evaluated by
quantitative real time RT PCR, using LightCycler™ (Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim, Germany) and LightCycler-RNA Amplification Kit
SYBR Green I (Roche). Standard PCR products were generated by amplifying
cDNA templates. Amplified fragments were then electrophoresed on agarose
gels to confirm their expected size. Transcript levels were expressed in relation
to that of acidic ribosomal phosphoprotein (ARP). PCR was performed using the
following primers : ARP : 5'-CGA CCT GGA AGT CCA ACT AC-3’ (forward)
and 5’-ATC TGC TGC ATC TGC TTG-3' (reverse), ANT2 : 5-GCT TGT GTA
TGA TGA AA-3’ (forward) and 5-AGA AAA CTG GTC AGA TGA AA-3’
(reverse), ANT3 : 5’-TCG AGA AAT TCC AGT TGT CTT T-3’ (forward) and
5’- AGA ACA CGA CTT GGC TCC TAC A-3’ (reverse), COXIV : 5'-TTG
GCA AGC GAG CAA CC-3’ (forward) and 5’-TTC TCC TTC TCC TTC AAT
GC-3’ (reverse), NRF1 : 5'-ATC TAT CCG GAA GAG GCA AC-3’ (forward)
and 5'-GTG TTC TGC CAG AGC AGA CT-3’ (reverse).

2.6. Western blot analysis

Cells were grown, collected and counted as described above for the oxygen
consumption experiments. Pellets of 5x 10° cells were stored at —80 °C until
used for western blot analysis. Frozen cells were lysated by an hypoosmotic
shock (resuspension of the pellet in 96 pl of DEPC water and 4 ul of
antiproteases). Protein concentration was determined by the Bio-Rad DC protein
Assay kit (BioRad, Hercules, CA, USA). Whole-cell lysates were boiled for 10
min at 100 °C. Twenty micrograms of total protein were separated on a 12.5%
SDS-polyacrylamide gel and electroblotted to a PVDF membrane (Amersham
Biosciences, UK). Membranes were saturated with 5% non fat milk dissolved in
TBS-Tween 0.1% (pH 7.4, NaCl 137 mM, KC1 2.7 mM, Tris 23 mM, Tween 20
0.1%) for 1 h at room temperature and incubated overnight at room temperature
with monoclonal mouse anti-COXIV (1:5000 Interchim, Montlugon, France)
and anti-VDAC (1:2500 Calbiochem, San Diego, USA). Membranes were then
washed three times in TBS-Tween 0.1% and incubated with horseradish
peroxidase-conjugated rabbit anti-mouse secondary antibody (1:10,000) for 1
h at room temperature. The immunoreactive proteins were visualized with
enhanced chemiluminescence (ECL Western Blotting Detection Reagents,
Amersham Biosciences, UK). Band intensities were quantified with Quantity
One software (Bio-Rad).

2.7. Analysis of glucose, lactate and pyruvate

Glucose and lactate concentrations in the culture media were determined by
spectrophotometry, using appropriate enzymatic kits (Boerhinger, Mannheim,
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Germany) on a Hitachi-Roche apparatus (Roche Diagnostics GmbH, Man-
nheim, Germany). Pyruvate concentration was determined by measuring NADH
concentration decrease in presence of the lactate dehydrogenase enzyme using
spectrophotometry at a fixed wavelength of 340 nm. Glucose consumption and
lactate and pyruvate production were normalized to total cellular protein content,
as determined by the bicinchoninic acid assay kit (Uptima, Interchim,
Montlugon, France) with bovine serum albumin as standard.

2.8. Statistical analysis

Statistics were performed by a one-way analysis of variance (ANOVA). A
Scheffe’s F' test was subsequently used to test for differences between means.
Statistical significance was recognized at P<0.05. Values are presented as
means+S.E.M.

3. Results
3.1. Determination of cell growth

Fig. 2A shows that the total number of cells harvested after 7
days of culture did not differ between each experimental growth
condition, suggesting that the proliferation rate of the HepG2
cell line remained unaffected by DNP treatment. This is
confirmed by the fact that the doubling time of DNP-treated
cells was similar to that of control cells (Fig. 2A, inset).
Nevertheless, cells incubated in the presence of 50 uM DNP split
up more slowly than control cells until 3 days after seeding,
however, they then recovered the same proliferation rate as the
control. Contrary to the HepG2 cell line, osteosarcoma-derived
human cell line (143B.TK") proliferation was inhibited by DNP
treatment (Fig. 2B). The doubling time (Fig. 2B, inset) further
indicated that the more DNP-induced mitochondrial uncoupling,
the less 143B.TK  grew. Thus, unlike HepG2 cells, 143B.TK™
cells were not able to recover normal growth when incubated in
the presence of DNP. However, it is important to note that this
inhibitory effect of DNP on 143B.TK  cell proliferation was
reversible, and when uncoupled cells were seeded again, without
DNP, they grew at a rate similar to control cells (data not shown).

3.2. Glucose, lactate and pyruvate metabolism

Fig. 3 shows the effects of DNP treatment on glucose (panels
A and B), lactate (panels C and D) and pyruvate (panels E and F)
metabolism in both HepG2 (panels A, C and E) and 143B.TK™
cells (panels B, D and F). In HepG2 cell line, glucose
consumption (Fig. 3A), lactate (Fig. 3C) and pyruvate
production (Fig. 3E) were not significantly different between
control and uncoupled cells. In 143B TK ™ cells, contrary to the
HepG?2 cell line, glucose consumption (R=0.79, P<0.0001) and
lactate production (R=0.91, P<0.0001) increased linearly with
the intensity of DNP-induced mitochondrial uncoupling, reach-
ing + 150% more in 50 uM DNP-treated 143B TK ™ cells than in
ethanol control cells, for both glucose consumption (P<0.05,
Fig. 3B) and lactate production (P<0.05, Fig. 3D). Lactate
production was also significantly and linearly related to glucose
consumption (R=0.96, P<0.0001). The slope of the regression
line was 1.73, which means that 87% of the glucose consumed
was converted to lactate by glycolysis. This is calculated from
the ideal maximal value of 2 for the ratio of lactate production/
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Fig. 2. Determination of cell growth. Cells were cultured for 7 days in control
conditions (open circles), or in the presence of ethanol (open triangles), or
treated with 10 uM DNP (gray triangles) or 50 uM DNP (black triangles). Every
day, one flask was counted three times for each culture condition. After 7 days, a
proliferation curve was drawn for HepG2 cells (A) and 143B TK™ cells (B) and
the doubling time determined for each culture condition with the exponential
phase of the curve. Values are expressed as means+S.E.M. for n=2 independent
cell preparations.

glucose consumption, as in glycolysis 1 mol of glucose is
converted into 2 mol of lactate. Finally, pyruvate was consumed
by 143B.TK ™ cells, except for cells incubated with DNP 50 uM,
in which case pyruvate was produced in large amounts (Fig. 3F).

3.3. Mitochondrial membrane potential

The results shown in Fig. 4 are expressed as the percentage
of cell fluorescence in relation to the fluorescence of ethanol
control cells. In the two cells lines, mitochondrial membrane
potential significantly decreased after cells were grown with
DNP 10 uM for 3 days (—37% in HepG2 cell line and —23% in
143B TK™ cell line). When cells were grown in the presence of
DNP 50 pM, a slight but not statistically significant 24%
depolarization was noted in HepG2 cells (P=0.08), whereas a
significant 11% increase in fluorescence signal was found in
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Fig. 3. Measurement of glucose, lactate and pyruvate concentrations. Three days after seeding, supernatant of cells in culture was removed and glucose (panels A and
B), lactate (panels C and D) and pyruvate concentrations in media (panels E and F) were measured in both HepG2 (panels A, C and E) and 143B.TK— (panels B, D
and F) for ethanol control cells (white bars), and for cells cultured in the presence of 10 uM DNP (gray bars) or 50 pM DNP (black bars). Values are expressed as

means+S.E.M., n=5 per group. *P<0.05 compared with control ethanol.

143B.TK " cells (P<0.05), suggesting a hyperpolarization of
the membrane potential within cells.

3.4. Respiratory parameters of intact cells

The rates of basal endogenous respiration and FCCP-induced
maximal respiration were approximately 50% and 75% higher in
untreated HepG2 cells than in untreated 143B.TK  cells (18.0+
1.6 and 35.6+3.5 natom O/min mg protein in HepG2 cells
versus 12.1£0.8 and 20.3+1.5 natom O/min mg protein in
143B.TK" cells, respectively). We also noted a higher
oligomycin-insensitive respiration rate in HepG2 (7.4%0.8
natom O/min mg protein, P<0.05) than in 143B.TK cells

(5.3+0.5 natom O/min mg protein). However, respiratory
control ratio of HepG2 cells was not significantly different
from that of 143B.TK , and in the basal state, mitochondria of
both cell lines operated at an average of 56+4% of maximal
respiration.

Table 1 shows the effects of DNP treatment on the rates of
basal endogenous respiration, oligomycin-insensitive respira-
tion and FCCP-induced maximal respiration in both HepG2 and
143B TK ™ cell lines. The rate of basal endogenous respiration
was significantly increased by approximately 30% in HepG2
cells treated with 50 uM DNP, an effect that was linearly
correlated with DNP concentrations (R=0.49, P<0.05). Simi-
larly, FCCP-induced maximal respiration rates significantly
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Fig. 4. Determination of mitochondrial membrane potential. Fluorescence of
ethanol control (empty bars), DNP 10 pM (gray bars) and DNP 50 uM (black
bars) cells pre-stained with DiOC6 (3) (20 nM) was determined by flow
cytometry. Residual fluorescence emitted in the presence of 10 uM mCICCP was
subtracted from the fluorescence of cells incubated with DiOC6(3) (20 nM) and
oligomycin (5 pg/ml). Data is expressed as the percentage of fluorescence
intensity of ethanol control values and expressed as means+S.E.M. for n=3
independent cell preparations measured in duplicate. *P<0.05 compared with
ethanol control.

increased in HepG2 cells following 3 days of DNP treatment
regardless of the concentration used, suggesting an overall
stimulation of HepG2 respiratory capacity in response to DNP-
induced mitochondrial uncoupling. Finally, DNP treatment did
not significantly increase either the oligomycin-insensitive
respiration rate of HepG2 cells nor any of the oxygen
consumption rates (basal, oligomycin or FCCP) in 143B.TK™
cells. In fact, FCCP-uncoupled respiration rate of 143B.TK™
cells was rather decreased following 3 days of culture with DNP
50 uM, at least when compared with cell grown in the presence
of 10 uM of DNP (—38%, P<0.05). Consequently, the
respiratory control ratio of 143B.TK ™ cells was lower following

Table 1
Oxygen consumption rates of control ethanol and dinitropenol(DNP)-treated
cells

Cell lines Respiratory Treatments
parameters Ethanol ~ DNP 10 uM  DNP 50 M

HepG2 Basal respiration  15.1+0.7  16.9+0.7 203+1.5%*
+oligomycin 6.5+0.6 7.9+0.8 8.1+0.8
+FCCP 26.6+2.4  41.4+32% 445+2.8%
RCR 49+0.4 53+1.0 5.9+0.5

143B.TK"  Basal respiration 9.7+0.6 11.7+1.1 10.4+0.6
+oligomycin 5.0+04 6.5+0.7 6.2+0.3
+FCCP 21.7£1.7  30.0£3.6 17.4+1.7
RCR 5.5+0.9 5.1+0.7 3.2+04

Oxygen consumption rates were measured by polarography in the basal
condition, in the presence of oligomycin (+oligomycin), and after the addition of
FCCP (+FCCP). Respiration rates are expressed in natom of oxygen/min mg of
protein. Respiratory control ratios (RCR) were calculated as the ratio between
FCCP and oligomycin respiration rates, taking into account the myxothiazol rate.
For more details see Materials and methods. Values are expressed as
means+S.E.M. for n=5 independent cell preparations measured in duplicate.
* P<0.05 compared with ethanol control treatment.

3 days of treatment with DNP 50 uM compared with either
ethanol control (—42%, P<0.05) or 10 pM DNP treated cells
(—37%, P=0.07) (Table 1). In the basal state, we calculated that
mitochondria of 143B.TK  cells treated with 50 uM of DNP
operated at 60+6% of maximal respiration, a mitochondrial
respiratory activity slightly higher than that observed in ethanol
control (43+5%, P=0.07) or 10 uM DNP-treated cells (42+
6%, P=0.05). In contrast, DNP treatment did not significantly
alter respiratory control ratios of HepG2 cells (Table 1) nor the
proportion of maximal respiratory activity used by mitochondria
in intact cells (55+3% in ethanol control, 43+5% in 10 uM
DNP-treated, 45+4% in 50 uM DNP-treated cells).

It must be emphasized here that all the respiratory parameters
above were obtained in the absence of DNP, as cells were
harvested and washed with incubation medium without DNP
before experimental data were recorded. Hence, these results do
reflect a true metabolic adaptation of cells to DNP-induced
chronic mitochondrial uncoupling which is distinct from an
acute effect of DNP on cell respiration.

3.5. Mitochondrial enzyme activities

Table 2 reports the enzymatic activities of citrate synthase
and cytochrome ¢ oxidase of HepG2 and 143B.TK" cells for
each experimental condition. Both mitochondrial enzyme
activities were not affected by experimental conditions
regardless of the cell line used, except for the enzymatic
activity of COX, which was significantly increased in HepG2
cells cultured with DNP 50 uM (P<0.05). Table 2 also shows
that the enzymatic activity of complex I in HepG2 cells was
unaffected by the experimental conditions.

3.6. Expression of ANT3, COXIV, ANT2 and NRF1 genes

In HepG2 cells, 3 days of DNP treatment at 50 uM resulted in
a marked induction of ANT3 and COXIV expression, whereas
no significant change in both ANT2 and NRF1 mRNA levels
was detected. Interestingly, a significant increase in COXIV
mRNA levels was also detected in HepG2 cells after 3 days of
incubation with only 10 pM DNP. In 143B.TK" cells, none of
the expression of the four genes considered was significantly
affected following 3 days of DNP treatment, regardless of the
concentration used (Table 3).

Table 2
Enzymatic measurements of cytochrome c¢ oxidase, citrate synthase and
complex [ activities

Cell lines  Enzymes Treatments
Ethanol DNP 10 uhM  DNP 50 uM
HepG2 Cytochrome ¢ oxidase 37.3+6.9 38.1£6.9 51.4+33*
Citrate synthase 305.4+14.4 2942+17.8 319.2+32.2
Complex I 11.0£3.2 5.3+0.6 6.2+2.5
143B.TK™ Cytochrome ¢ oxidase = 20.2+4.2 26.1£2.3 21.6£1.4
Citrate synthase 200.7+£36.1 238.0+20.7 160.6+23.3

Cytochrome c oxidase, citrate synthase and complex I activities were determined
by enzymatic measurements. Results are expressed in nmol/min mg of protein.
* P<0.05 compared with ethanol control treatment.
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Table 3

Quantification of COXTV, ANT3, ANT2 and NRFI transcript levels

Cell lines  Genes Treatments

Ethanol DNP 10 pM DNP 50 uM

HepG2 COXIV 0.09+0.02 0.19£0.02* 0.18+0.04*
ANT3 0.27+0.04 0.28+0.03 0.57+0.06*
ANT2 0.29+0.01 0.29+0.05 0.32+0.01
NRF1 0.0031+0.0002  0.0050+0.0003  0.0020+0.0010

143B.TK”~ COXIV 0.08+0.02 0.10+£0.01 0.08+0.0
ANT3 0.06+0.00 0.06+0.01 0.06+0.01
ANT2 0.63+0.02 0.63+0.05 0.65+0.02
NRF1 0.0062+0.0010  0.0053+0.0021  0.0041+0.0022

Total RNA was extracted from cells following 3 days of culture in the presence
of ethanol, 10 uM DNP or 50 uM DNP. After reverse transcription, quantitative
RT PCR was performed to determine the level of gene transcripts as described in
Materials and methods. Transcript levels were standardized with mRNA level of
ARP gene. Values are expressed as means+S.E.M. for n=3 independent cell
preparations measured in duplicate.

* P<0.05 compared with ethanol control.

3.7. Expression of COXIV protein

In HepG2 cells, the level of COXIV protein was significantly
increased in HepG2 cells cultured with DNP 50 pM but not with
DNP 10 uM (Fig. 5). In contrast, DNP treatment (10 or 50 uM)
did not succeed in elevating COX protein level in 143B.TK™
cells (data not shown).

4. Discussion

The current work provides evidence that chronic mitochon-
drial uncoupling may constitute an internal bioenergetic signal
that ultimately drives metabolic adaptation of HepG2 cells
towards oxidative metabolism.

Indeed, we found that 3 days of DNP-induced mitochondrial
uncoupling in HepG2 induced an increase in the rates of basal
endogenous and FCCP-induced maximal oxygen consumption
(Table 1), and in cytochrome ¢ oxidase activity (Table 2).
Additionally, the unchanged activity of citrate synthase suggests
that the increased respiratory activity of uncoupled HepG2 cells
did not result from an increased mitochondrial content, as the
change in the activity of this marker enzyme of the citric acid
cycle is widely accepted as being reliable and a valid indicator of
changes in mitochondrial volume density [25]. This increased
oxidative activity was associated with an upregulation of
COXIV and ANT3 gene expression (Table 3), two nuclear
genes that encode mitochondrial proteins involved in oxidative
phosphorylation processes. Interestingly, the COXIV transcript
level has been previously reported to increase in 3T3-L1
adipocytes after 10 h of incubation with 150 pM DNP or in
mature adipocytes from transgenic mice expressing UCP1 in
their white adipose tissue [20]. Furthermore, the increased
COXIV transcript levels reported herein was associated with an
increased COXIV protein expression (Fig. 5) showing that the
reported increase in cytochrome ¢ oxidase activity involves
increased enzyme content. Villani et al. [26] have shown that
there is a low reserve of COX activity in vivo in the respiratory
chain of a variety of human cell types, including HepG2 cells.

This suggests that the in vivo control of respiration by COX is
much tighter than has been assumed on the basis of experiments
carried out on isolated mitochondria. In this regard, the present
increase in the activity of COX has some significance for the
overall capacity of mitochondrial oxidative phosphorylation in
uncoupled HepG?2 cells. Furthermore, the increase in the rate of
FCCP-induced maximal oxygen consumption strongly suggests
that other mitochondrial sites within the substrate oxidation
pathways (e.g., respiratory chain complexes other than complex
I (see Table 2), substrate dehydrogenases, substrate transport
systems) are involved in DNP-induced metabolic adaptation of
HepG2 cells. All these data clearly demonstrates that HepG2
cells develop their mitochondrial oxidative capacity in response
to chronic mitochondrial uncoupling, a metabolic adaptation that
allows HepG2 cells to produce energy efficiently to keep on
growing (Fig. 2A), without the need to increase glycolytic
activity (Fig. 3A and C).

As mentioned above, glucose consumption was not signif-
icantly changed in HepG2 cells following 3 days of DNP-
induced mitochondrial uncoupling. However, mitochondrial
membrane potential was depressed in uncoupled cells (Fig. 4), a
situation where mitochondria, and by extension cells, should
increase there substrate consumption. This relative discrepancy
results from our choice to focus the present study on the effects
of respiratory uncoupling upon glucose and glycolytic bypro-
ducts (lactate and pyruvate) rather than on oxidative substrate,
namely glutamine that was also present in the culture media (see
Materials and methods section). For this reason, the possibility
cannot be excluded that glutamine, for instance, was indeed
preferentially oxidized by uncoupled cells. This would be in line
with previous observations showing that overexpression of
uncoupling protein in cultured cells favours oxidative substrate
(e.g. fatty acid) versus glucose oxidation [14,15]. Although we
cannot substantiate this hypothesis, it should be noted that the
present study clearly shows that chronic respiratory uncoupling

2.5

2.0+

COX IV-1t0-VDAC ratio

0.5
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Fig. 5. Expression of COXIV protein in HepG2 cells. HepG2 cells were cultured
in the presence of ethanol (white bar), 10 pM DNP (gray bar) or 50 pM DNP
(black bar) for 3 days. Cellular extracts were subjected to Western blotting using
VDAC and COXIV antibodies followed by densitometric quantitation of both
proteins. Values are expressed relative to ethanol control ratio as means+S.E.M.
for n=4 independent cell preparations measured in duplicate. *P<0.05
compared with ethanol control.
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of HepG2 cells by dinitrophenol leads to compensatory up-
regulation of mitochondrial oxidative capacity.

Contrary to HepG2 cells, 3 days of DNP treatment did not
change the oxidative capacity of 143B.TK cells, instead it
increased their glycolytic metabolism. Thus, in 143B.TK ™ cell
lines, DNP treatment significantly increased glucose consump-
tion (Fig. 3B) and lactate production (Fig. 3D) in a dose
dependent manner. The strong positive correlation between
glucose consumption and lactate production with a ratio lactate/
glucose of almost 2:1 (measured by the slope of the regression
line equation), indicating that most of the glucose uptake into
uncoupled 143B.TK™ cells is reduced down the glycolytic
pathway to produce energy. Nevertheless, despite this stimula-
tion of glycolytic metabolism, the growth rate of 143B.TK™
cells was very sensitive to mitochondrial uncoupling, being
significantly reduced by DNP treatment (Fig. 2B). Interestingly,
treatment of 143B.TK™ cells with 50 pM DNP induced a slight
but significant increase in the mitochondrial membrane
potential which corresponded with a large stimulation of
glycolysis and a drastic slow proliferation rate downwards.
These results would be consistent with the fact that glycolytic
ATP, the principal source of energy in 143B TK ™ cells, may
supply the energy for maintaining mitochondrial membrane
potential and cell proliferation [27]. In the presence of 50 uM
DNP, glycolysis may therefore not succeed in producing
enough ATP to allow 143B.TK™ cells to grow efficiently
while maintaining their mitochondrial membrane potential.
Compared to HepG2 cell, our results show that the high

sensitivity to DNP-induced uncoupling in 143B.TK" cells may
be linked to their inability to develop mitochondrial energetic
pathway to synthesize ATP.

The dual genomic organization of the mitochondrial
oxidative phosphorylation complexes, which includes cyto-
chrome ¢ oxidase, implies that any adaptive change in
mitochondrial characteristics must involve the coordinated
expression of genes originating from both nuclear and
mitochondrial genomes [28]. Therefore, the reported adaptive
increase in mitochondrial oxidative activity of HepG2 in
response to chronic respiratory uncoupling strongly suggests
that a signaling pathway must originate from mitochondria,
followed by the triggering of specialized transcription factors
that initiate a coordinated increase in nuclear respiratory gene
expressions (Fig. 6). Among the transcription factors, nuclear
receptors and coactivators that regulate the expression of
nuclear genes encoding mitochondrial proteins, NRF1 is the
only one for which expression had been studied in response to
respiratory uncoupling so far [19,20]. These studies reported
that respiratory uncoupling increased the expression of NRF1 in
HeLa cells 16 h after inducible expression of UCPI1 [19] or in
3T3-L1 adipocytes incubated for 10 h with 150 uM DNP [20].
However, no significant change on NRF1 mRNA levels was
observed in mature adipocytes isolated from 7-month-old
transgenic mice expressing ectopic UCP1 in their white fat
[20]. As far as our study is concerned, the levels of NRF1
mRNA were not significantly changed in HepG2 cells incubated
for 3 days with either 10 pM or 50 uM DNP, despite an adaptive

DNP three days

Mitochondria
to nucleus
crosstalk

Intracellular
signaling
pathways

A1 Respiration activity
ACOX capacity

AANT3 mRNA
ACOXIV mRNA

Fig. 6. Schematic diagram of the effect of chronic respiratory uncoupling on HepG2 cell metabolism. Three days of respiratory uncoupling induced by dinitrophenol
(DNP) upregulates the expression of COXIVand ANT3 genes and COXIV protein leading to increased mitochondrial oxidative activity in HepG2 cells. This metabolic
adaptation of uncoupled HepG2 cells results from mitochondrial cross-talk with the expression of nuclear respiratory genes, implies that intracellular signaling
pathway(s), followed by activation of specialized transcription factors initiates a coordinated expression of nuclear respiratory genes. At the onset of respiratory
uncoupling, at least two rapid events have been described that could form part of the initial signaling process leading to activation of various transcription pathways: (1)
lower cellular energy charge and the attendant increase in cytosolic AMP/ATP ratio [31,32] and (2) an increase in cytosolic calcium concentration [12,33]. The former
event is known to activate AMP-activated protein kinase [31,34,35], and the second event can activate a number of kinases (e.g. calcium/calmodulin-dependent protein
kinases, conventional protein kinase C) and phosphatases (e.g., calcineurine). These events would ultimately alter the expression of transcription factors and nuclear
coactivators toward an adjustment in mitochondrial metabolism within cells [36—38].
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increase in mitochondrial respiratory capacity (present study).
The relative discrepancy between these studies may simply
reveal the early molecular event that leads to mitochondrial
differentiation or proliferation in response to changes in cellular
bioenergetics. The hypothesis postulates that respiratory
uncoupling triggers the immediate expression of NRF1 (within
a few hours), followed by the up-regulation of NRF1-sensitive
genes, such as d-aminolevulinate synthase [19], cytochrome ¢
and other nuclear genes required for respiratory chain expression
and function [29]. This would contribute to the cellular energy
metabolism adaptation and subsequent normalization of the
initial signaling event that had induced NRF1 expression.
Additionally, the increased COXIV transcript levels found in
uncoupled cells (present study, see also [20]), a gene that is not
sensitive to NRF1 [29,30], further suggests that other transcrip-
tion factors, in particular NRF2 in this case, are likely to be
involved in the stimulation of mitochondrial differentiation by
respiratory uncoupling. We are currently working on this
hypothesis in order to clarify whether the mitochondrial
respiratory adaptation reported herein could be related to the
early expression of NRF1 and other transcriptional activators
(NRF2, mtTFA) and coactivators (PGCI1, PRC). Finally, the
present study provides evidence that modifications in mito-
chondrial bioenergetics influences the expression of nuclear
genes which would in turn regulate mitochondrial characteristics
and therefore cellular metabolism, at least in HepG2 (Fig. 6).
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Figure 22.
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Résultats complémentaires de Particle n°1.

Figure 22: Consommation de glucose, production dadtate et de pyruvate dans les
cellules HepG2 aprés 10 heures, 24 heures, 48 hesied 72 heures de traitement par 10

ou 50 uM de DNP.

Les concentrations en glucose et en lactate ontd@sées dans le milieu de culture des
cellules HepG2 traitées par DNP (10 et 50 uM) pendtfférents temps (10 heures, 24
heures, 48 heures et 72 heures) par spectrophatenast utilisant les kits de dosages
commercialisés paBoeringher, Mannhein, Allemagnéa concentration en pyruvate a été
dosée en mesurant la consommation en NADH danédmédlon par I'enzyme lactate
deshydrogénase. Pour cela, I'absorbance des dttata été lue a 340 nm (longueur
d’'ondes d’absorption du NADH). Les résultats oré &pportés a la quantité de cellules
présentes dans les boites de culture ainsi qurapge&e culture.

Figure 23 : Courbes de croissance et temps de doahient des cellules 143B cultivées en
présence de 10 et 50 uM de DNP.

Les cellules 143B ont été ensemencées a JO a noertation de 0,3 million de cellules par
flask de 75 crh De JO & J3, les cellules ont été cultivées eiemitontrole ou avec de
I'éthanol (solvant du DNP) ou présence de diffea@sntoncentrations de DNP. A J3, soit le
milieu est remplacé par le méme milieu que de JB digure A : contrdle, éthanol, DNP 10
UM ou DNP 50 pM) ou par du milieu controle (figuBd. De J4 a J7, les milieux sont
renouvelés chaque jour. Les temps de doublementétintcalculés conformément a la
meéthode décrite dans la partie matériel et méthddd&article. Chaque jour, trois comptages

indépendants ont été réalisés pour chaque condi@amlture.
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Résultats et discussion de ’article n°1.

Dans cette étude, nous montrons que les cellulp&RPlesoumises a un stress mitochondrial
(découplage chronique par 50 uM de DNP), dévelappear métabolisme oxydatif
mitochondrial pour pallier la diminution d'efficaéi de synthese d’ATP induit par le
découplage sans stimulation visible de la glycobges 72 heures de culture (consommation
de glucose et production de lactate identique alixles contréles). Il faut noter cependant
gue lorsqu’on mesure ces parametres en cinétipues 40 heures, 24 heures, 48 heures et 72
heures de culture en présence de DNP (figure 22pbserve un pic de consommation de
glucose et de production de lactate aprés 24 halgedécouplage mitochondrial dans les
cellules HepG2, la production de pyruvate est, taagile, inférieure dans les cellules traitées
par 50 uM de DNP par rapport aux cellules contr@xEs résultats nous laissent penser que la
glycolyse est stimulée de maniére précoce dansdigles HepG2 traitées par 50 uM de
DNP. Aprés 3 jours de traitement, une stimulatienal capacité respiratoire mitochondriale
semble se produire via une activation de la trapison de genes nucléaires codant pour des
protéines importantes pour le fonctionnement dehkine respiratoire mitochondriale (ANT3
et COXIV). Cette augmentation des transcrits COXBY correlée, pour les cellules traitées
par la plus forte dose de DNP avec une augmentdtda quantité de protéine COXIV ainsi
gu'avec une augmentation de l'activité de la CO¥uP10 uM de DNP en revanche, bien
gue la quantité de transcrits COXIV soit signifieatment augmentée par rapport aux cellules
contrbles, le taux de protéines COXIV n'est quebl&anent augmenté (non significatif,
p=0.08) et I'activité COX est inchangée par rapgart cellules contréles. En outre, dans les
cellules HepG2 traitées par 10 uM de DNP, le pakmhembranaire mitochondrial est
inférieur a celui des cellules contréles, ce quidtea prouver que la stimulation du
métabolisme oxydatif dans ces cellules ne panpasta compenser totalement le découplage
induit par le DNP. De méme, la glycolyse n’est ptismulée par 10 uM de DNP dans les
cellules HepG2. Les cellules traitées par une ¢dse forte de DNP (50 M) sont, quant &
elle, capables de compenser totalement le décariphagpchondrial par une stimulation de
l'activité ainsi que de la quantité de la cytocheom oxydase ainsi que de ’ANT3. Nous
émettons donc I'hypothése que, dans ces cellidedydfonctionnement mitochondrial induit
par le traitement chronique par DNP entraine laereis place d’un dialogue rétrograde entre
la mitochondrie et le noyau ayant pour but d’actieetranscription de genes OXPHOS codés
par le génome nucléaire permettant le développethentétabolisme oxydatif.

Lorsque cette étude a été réalisée, les facteudialogue rétrograde mitochondrie/noyau
étaient tres peu connus ((Biswa$ al, 1999, Butow et Avadhani, 2004, Erol, 2005,
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Giannattasioet al, 2005). Depuis, ce dialogue a été tres étudié (kinal, 2006, Liu et
Butow, 2006, Parlet al, 2006, Rohagt al, 2007, Schieke et Finkel, 2006, Schroeeleal,
2007) et plusieurs protéines y participant ontidéntifiées. Ainsi, Rohast al. (2007) ont
récemment étudié I'impact du traitement par FCC® (M et 200 uM) pendant différents
temps (16 heures, 24 heures et 72 heures) surtibatiéme de fibroblastes en culture. Les
auteurs ont démontré que suite a un découplagenigae mitochondrial, un mécanisme
compensateur impliqguant PGG-Est mis en place et permet ainsi de limiter lacitx du
découplage. Ainsi, aprés 16h de découplage, lesdriéss des génes codant pour des sous-
unités des complexes de la chaine respiratoire (CBRATPase et cytochrome c) ainsi que
le facteur de biogénese mitochondrial NRF1 étaaeigmentés dans les cellules découplées.
L’induction de la transcription de ces génes néteda mise en place d'un signal de
dysfonctionnement initié par la mitochondrie emteait une sortie de calcium du réticulum
endoplasmique. Cette augmentation de la concemiratiytosolique en calcium est
indispensable a la cascade de signalisation et gteémla fois l'activation de la voie
CREB/TORC (Tranducer of Regulated CREB Proteins$iajue de 'AMPK, ces deux voies
aboutissant a I'augmentation de la transcriptionP@C-Ii et de ses cibles en aval de la
cascade. Le découplage mitochondrial aboutit dams dce modele a une stimulation de la
biogénése mitochondriale des 16 heures de traitepaer-CCP.

Dans notre modeéle, le découplage induit pendamtuBsjpar 10 a 50 uM de DNP sur les
cellules HepG2 ne semble pas entrainer d'augmentde la masse mitochondriale. En effet,
nous n’avons pas observé d’augmentation de ladrgtisn de NRF1, un facteur important
impliqué dans la stimulation de la biogénése mibochiale ni de variation de lactivité
enzymatique de la citrate synthase, une enzymeaie#is souvent utilisée comme marqueur
de la masse mitochondriale. De méme, nous n'avaasopservé de variation de la quantité
de VDAC (porine), protéine mitochondriale. Un mdisane tel que celui évoqué par Rohas
et al. impliquant PGC-& ne semble donc pas intervenir dans notre modétauties études
ont montré une augmentation de transcription ddetacNRF1 suite & I'induction d'un
découplage mitochondrial (Li, Bt al, 1999, Rossmeigdt al, 2002). Cependant, dans toutes
ces études, le temps de découplage ne dépasseb gemurkes, nous ne pouvons donc pas
exclure, dans notre modéle, une augmentation peédecla transcription de NRF1 qui
n'apparait plus aprés trois jours de culture, ilagation des genes en aval (tels que les génes
OXPHOS) ayant déja eu lieu. De plus, la transaiptilu gene nucléaire CQX(que nous
trouvons stimulée dans notre modele) est sous dépen, non pas de NRF1 mais de NRF2

(GABP), un autre facteur de biogénese mitochorelpalssédant des sites de fixation dans le
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promoteur de différents genes OXPHOS (COX IV, COXbATP synthasp par exemple).
Dans notre systeme, il ne semble pas se produiee activation de la biogénese
mitochondriale globale (comme retrouvé dans lededude Li, Bet al, 1999, Rossmeigst

al., 2002 et Rohast al, 2007) mais plutét une stimulation spécifigue dénes codant pour
des sous-unités de la chaine respiratoire (COXIVABIT3) afin de compenser le
dysfonctionnement mitochondrial induit par le DNEette différence peut peut-étre
s’expliquer par le fait que les doses de DNP éiss dans notre modéle refletent un
découplage modéré (mild uncoupling) alors que lesed utilisées dans ces études sont
supérieures a toutes les doses décrites commeatisdiotalement le gradient de protons
(souvent1 a5 uM de FCCP, Johnson-Cadetedll, 2007, Palmeirat al, 1996).

Une augmentation de I'expression de 'ANT a dég@identifiée dans les muscles de patients
atteints de MERRF ou de MELAS présentant des defautniveau de la chaine respiratoire
mitochondriale (Heddiet al, 1993), les auteurs proposent que cette augmemtate
'expression de différents genes important poumétabolisme oxydatif mitochondrial (dont
ANT1) soit un mécanisme compensateur du dysfoneéorent mitochondrial retrouvé dans
ces deux pathologies. De méme, plusieurs publica{iBeharet al, 2005, Li, K.et al, 1995)
ont montré que dans des cellules dépléetées en Ad¢mondrial (Rho®) possédant donc une
chaine respiratoire déficiente, la transcripti@s deénes COXIV et ANT est stimulée par
rapport aux cellules contrdles. Ces résultats damic dans le sens de notre modele ou un
dysfonctionnement de la phosphorylation oxydativeitoohondriale entraine une
augmentation de la transcription des génes OXPHI® gpmpenser ce déficit.

Le mécanisme moléculaire permettant d’expliquetecstimulation de la transcription des
genes OXPHOS par un mécanisme autre que la vasiglee de biogénese mitochondriale
n'a pas encore été élucidé. Plusieurs classesatieufa de transcription peuvent influencer
I'expression des genes OXPHOS : les facteurs geréfa1 (Lenkaet al, 1998), Spl (Zaid

et al, 1999) et MEF2 (Ojukeaet al, 2002) ou encore les éléments OXBOX (présents
uniquement dans les cellules musculaires) et REB@Xquitaires, sensibles au statut redox
des cellules, Chungt al, 1992). Cependant, aucun d’entre eux n’'a clairérééh identifié
dans la mise en place du dialogue rétrograde Entrétochondrie et le noyau. Le facteur Spl
retient cependant plus particulierement notre @tercar difféerentes études ont montré son
implication dans la modulation de la transcriptd@s géenes ANT et COX (dont COXIV). Or,
nous avons montré que ces genes étaient surexpsimitésau traitement par DNP dans les
cellules HepG2. L’état de phosphorylation de céfacsemble étre déterminant pour son réle

d’activateur transcriptionnel (Goffart et Wiesne2003) ainsi il semble activé par
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phosphorylation par certaines isoformes de PKC aiup@8MAPK (D'Addarioet al, 2006,
Zhanget al, 2006). Or, le découplage par DNP a été décritngeran élément activateur de
p38MAPK notamment dans le muscle squelettique (Tahaal, 1997) et dans les
cardiomyocytes (Pelletieet al, 2005). Bien qu’il n'y ait pas encore de données s
'activation de p38MAPK par le découplage dansde fces éléments nous permettent de
postuler que l'activation de la cascade p38MAPHKtesau découplage mitochondrial permet
la phosphorylation de différents facteurs dont §pilactive ensuite la transcription de ses
géenes cibles parmi lesquels certains génes impgsertaour le métabolisme oxydatif
mitochondrial (ANT et COX par exemple). Parmi lééngents intervenant dans le dialogue
retrograde mitochondrie/noyau, 'augmentation dedacentration intracellulaire en calcium
semble jouer un role clé (Arnouéd al, 2002, Biswast al, 1999, Butow et Avadhani, 2004,
Erol, 2005, Rohast al, 2007). Biswaset al. (1999) notamment ont montré que I'induction
d'un découplage dans les cellules musculaires C2€1tPainait une augmentation de la
concentration intracellulaire en calcium ainsi aquéuactivation de la calcineurine. Cette
phosphatase calcium-dépendante ainsi activee fdewt activer NFAT (un facteur de
transcription connu pour contrdler I'expression gemses des cytokines dans les lymphocytes
mais pouvant aussi moduler I'expression de genes dautres tissus tels que le muscle ou le
tissu adipeux) qui sera transloqué dans le noyawexetcera sa fonction d’activateur
transcriptionnel. Or, Santimt al. (2001) ont montré que NFAT, une fois dans le ngyaut
s’associer avec le facteur Spl et induire la tnapison des genes cibles. Une telle cascade
d’activation pourrait ainsi relier la mise en pladdun dialogue rétrograde (entre la
mitochondrie et le noyau) et 'augmentation derénscription des genes COXIV et ANT3
gue nous retrouvons dans notre modele. Ces difEgemies sont résumeées sur la figure 24.
Les éléments en bleu sont ceux que nous avonséétddins notre article. Les éléments en
rouge et vert sont les deux hypothéses que nouttagdmaegour expliquer 'augmentation de
'expression d’ANT3 et COXIV que nous trouvons daisre modele.

Afin de tester ces hypotheses, il serait intérdssiams un premier temps de quantifier
'expression de Spl ainsi que son état de phosfaimny suite au traitement des cellules
HepG2 par le DNP. Si I'activation de ce facteurdsmnontrée dans notre modéle, il pourrait
étre intéressant d’inhiber les protéines PKC, oalgiine et p38MAPK (respectivement par
I'ajout de bisindolylmaleimide, de deltamethrinedetSB202190 dans le milieu de culture en
plus du DNP) afin d’étudier leur implication daractivation de Spl. Ces mesures devront
étre réalisées a plusieurs temps apres I'ajouthde Bfin de déterminer le temps nécessaire a
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la mise en place de ce dialogue (les temps cheisis 10 heures, 24 heures, 48 heures et 72
heures).

Dans les cellules 143B, a métabolisme plus glyapht que les cellules HepG2, le
découplage mitochondrial s’Taccompagne d’une fditawation de la glycolyse représentée
dans nos résultats par une augmentation de 2 &i& donsommation de glucose et une
production de lactate multipliee par 4. En outransl ces cellules, le découplage n’induit
aucune variation du métabolisme oxydatif mitochaldjpas de variation de la respiration
cellulaire ni de I'expression des genes OXPHOS}teJerte stimulation de la glycolyse dans
les cellules 143B découplées s’accompagne d'unéndiian drastique de la prolifération
cellulaire (temps de doublement deux fois supéraenrcellules contrdles). Cependant, il faut
noter que cette inhibition est réversible (figuB) 2ar si on replace les cellules 143 B traitées
pendant trois jours par DNP dans un milieu contrélles retrouvent un temps de doublement
identique aux cellules contréles. Nous avons dants éhypothése que la stimulation du
meétabolisme glycolytique induit par le découplagesices cellules ne suffit pas a pallier le
manque de synthése d’ATP par la chaine respiratuiechondriale et est donc délétére pour
la croissance cellulaire. Un phénoméne similaiteretsouvé dans les cellules Rho° dont la
production d’ATP repose uniquement sur la glycolytequi possédent une croissance
nettement ralentie par rapport aux cellules coes@King et Attardi, 1989, Piecho# al,
2006). En plus de la quantité d’ATP produite trafbe pour maintenir le taux de croissance,
la diminution de prolifération dans les cellulespldécées en ADN mitochondriale a été
corrélée, dans d’autres modéles, a la stimulatemfaghosphorylation du facteur CREB par
la calmodulin-dependent kinase IV (CAMKIV), une &se induite suite a 'augmentation de
la concentration intracellulaire en calcium. L’ibhion de la prolifération par CREB passerait
par la phosphorylation, et donc I'activation dest@ines p53 et, en aval, p21 qui inhibe
I'activité des kinases cyclines dépendantes (CDKinduit un arrét du cycle cellulaire en
phase G1 (Piechotet al, 2006). Plusieurs publications ont montré une agation de la
transcription du facteur CREB lors d’'un découplaggochondrial (Biswaset al, 2005,
Piechotaet al, 2006, Roha®t al, 2007) mais Rohast al. ont relié son activation a une
augmentation de la biogénése mitochondriale. Dasscéllules 143B, nous ne retrouvons
aucune variation des transcrits des genes OXPHIO&mble donc peu probable que le
facteur CREB soit impliqué dans l'inhibition de pfération de ces cellules lorsqu’elles sont
découplées. La seule production d’ATP d’originecglytigue ne suffit pas a assurer la
croissance cellulaire d’autant qu’une partie desémdes de glucose est sans doute dérivée

vers la voie des pentose phosphates pour prodesr@utléotides.
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Une des questions que soulevent ces résultate estvir pourquoi les cellules 143B ne sont
pas capables d’induire une augmentation de la drgmi®n des genes OXPHOS pour
compenser le dysfonctionnement mitochondrial inghais le DNP ? L’hypothése que nous
émettons est qu'un des facteurs de transcriptian rpus avons cités dans le paragraphe
concernant les cellules HepG2 est manquant ou aiindans les cellules 143B. Une étude
publiée par Duborja¢t al. en 2002 a montré que, dans les cellules 143B t&siéotalement
en ADN mitochondrial, la quantité de transcrits demes OXPHOS codés par le génome
nucléaire n'était pas différent des cellules paimst (Duborjalet al, 2002). Nos résultats
vont dans ce sens puisqu’aucune variation de lasdrgption de COXIV et ANT3 n’est
observée dans les cellules traitées par DNP. Ammsi,défaut de coordination entre la
transcription nucléaire et mitochondriale peut p&uoe expliquer I'absence de stimulation du
métabolisme oxydatif suite a un dysfonctionnemeibchondrial dans ces cellules. De plus,
certaines études (Szczepanowskal, 2004, von Kleist-Retzovet al, 2007) ont identifié
des défauts de I'homéostasie calciqgue mitochoredriilins les cellules 143B. Ainsi, les
auteurs montrent que dans ces cellules, les mitoties ne participent que tres peu a
’lhoméostasie calcique intracellulaire, incorporantrelarguant des quantités tres faibles de
calcium. L'augmentation de la concentration inthat&ire en calcium ayant été décrite
comme un élément clé de la voie de signalisatitrogéade permettant a la mitochondrie,
lorsqu’elle est soumise a un stress métaboliqustidriler I'expression des genes OXPHOS
codés par le génome nucléaire, les défauts d’haamiescalciqgue mitochondriale décrits dans
les cellules 143B pourraient expliquer la non-adtgh de ces cellules au découplage.
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Figure 24 : Schéma récapitulatif des résultats obtais dans I'article n°1 (fleches pleines)
ainsi que des voies possibles de dialogue rétrogeadnis en place dans ces cellules
(fleches en pointillés).
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Articles n°2 et 3
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Introduction des articles n°2 et 3.

Les résultats précédents obtenus sur les celliddéédas par DNP ont permis de montrer que
les cellules HepG2 soumises a un stress mitochalnoendant trois jours sont capables de
mettre en place des adaptations afin de déveldppemétabolisme oxydatif.

Le but du travail présenté dans ce deuxieme a#icli initialement d’étudier, sur cette méme
lignée cellulaire, les conséquences mitochondridles autre stress métabolique reconnu, le
traitement par glucocorticoides. En effet, plusseétudes ont montré que le traitement par
glucocorticoides induit un état d’hypermeétabolisii@evation du métabolisme de base,
Brillon et al, 1995, Minet-Quinarckt al, 2000). Ces variations métaboliques induites gsr |
glucocorticoides visent a maintenir un stock d’'@resuffisant en stimulant notamment la
protéolyse musculaire et la néoglucogenése hémafitpnest al, 1993, Tiaoet al, 1996).

De plus, les glucocorticoides modifient le métadrak oxydatif mitochondrial (hotamment au
niveau hépatique). En effet, de nombreuses étudesremt une diminution de I'efficacité de
la phosphorylation hépatique dans les mitochondtéefoie de rats traités par ces hormones
(Janiet al, 1991, Kerppola, 1960, Kimberg al, 1968, Roussedt al, 2003). Outre leur role
régulateur dans ces processus, les glucocorticaidieeencent également la sensibilité a
l'insuline (Qi et Rodrigues, 2007) et la productidautres hormones dont la leptine (Lerario
et al, 2001) et la triiodothyronine (T3) (Reyret al, 2005). La T3, notamment, a été
identifiée comme un régulateur important du métisbwé oxydatif mitochondrial, stimulant
la respiration mitochondriale a court et a longmter (Wrutniak-Cabelloet al, 2000,
Wrutniak-Cabelloet al, 2001) et augmentant la fuite de protons dansm#schondries
hépatiques (Harperet al, 1993). On peut se demander si l'effet découpldas
glucocorticoides observé sur les mitochondries éeol de foie de rats traités par
glucocorticoides est di aux glucocorticoides euma®ou a leur effet stimulateur sur un
autre élément (par exemple la production de T3}mkme régulateur du métabolisme
énergétique mitochondrial. Afin de déterminer s ggucocorticoides ont une action propre
sur le fonctionnement mitochondrial, nous avongéries cellules HepG2 par différentes
doses de dexaméthasone et nous avons mesuré l@atiesp cellulaire, le potentiel
membranaire mitochondrial ainsi que la quantitga#éines COXIV et ANT. Nos résultats
(cf figure 25 et 26) montrent que cing jours datéraent par 500 nM de dexaméthasone
entrainent une augmentation de la respiration dgine (respiration endogene), de la
respiration insensible a I'oligomycine (respiratioon couplée a la synthése d’ATP) ainsi que

de la respiration découplée (capacité maximale adehaine respiratoire). En outre, le
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potentiel membranaire mitochondrial en conditionsn nphosphorylantes (en présence
d’oligomycine) est diminué dans les cellules test@par dexaméthasone. Enfin, comme lors
du traitement par DNP, la quantit¢ de COXIV et ANM$t augmentée dans les cellules
incubées en présence de dexaméthasone. Afin deigasle la spécificité de ces effets, nous
avons traité les cellules HepG2 a la fois par 500 a¢e dexaméthasone et 5 uM de
mifépristone (ou RU486) un inhibiteur du récepteuracellulaire aux glucocorticoides. Les
résultats montrent que la stimulation de la capao#spiratoire des cellules (respiration
découplée) est bien dépendante du récepteur ititdage aux glucocorticoides (cGR) mais,
de maniere surprenante, 'augmentation de la ratsmir de routine et de celle insensible a
I'oligomycine restait supérieure a celle des cebutontrbles. Dans le but d’expliquer ces
effets non cGR dépendants, nous nous sommes Bd8realx autres voies d’actions des
glucocorticoides et notamment a celles passantpaécepteur aux glucocorticoides dans la
membrane plasmique. Ce récepteur a été identifis déférents tissus (dont les reins, le
cerveau, le foie ainsi que les lymphocytes (Gamegttal, 1999, Gucet al, 1995, Howellet

al., 1989, Quelleet al, 1988) et est surtout décrit comme impliqué dass dffets non
génomiques a court terme des glucocorticoides €Fask al., 2006). Cependant, bien
gu’encore soumis a controverse, son réle dansflets ggénomiques des glucocorticoides a
été mis en évidence dans différents modeles (Ddtugelal, 2003, Truebaet al, 1989). De
nombreux points d’interrogation subsistent quar @ature de ce récepteur (identique au
cGR, récepteur couplé aux protéines G ...) ainsi smespécificité de substrats (certains
auteurs ont montré que le mGR pouvait lier nonesaaht des glucocorticoides mais aussi
certains dérivés de la progestérone et des cesew@Paufeldtet al, 2003, Truebaet al,
1989). Ces éléments rendent ainsi plus difficilensae en évidence dans les effets des
glucocorticoides. Son implication est souvent déméenpar des moyens indirects tels que
I'utilisation de dérivés stéroides couplés a la B§Ai ne peuvent pas traverser librement la
membrane plasmique). Aux vues de ces données, axauss choisi de nous focaliser plus
particulierement sur les voies impliquées danselésts mitochondriaux du traitement par
glucocorticoides. Pour cela, nous avons traité deBules HepG2 avec 500 nM de
dexaméthasone pendant 10 minutes (pour étudiefflets a court terme) et 8 heures (effets a
plus long terme). Gréace a l'utilisation de diffé®emhibiteurs et dérivés de la dexaméthasone,
nous avons pu montrer que la mitochondrie était faik la cible d’effets a court terme , non
génomiques et MGR dépendants, de la dexaméthasmiejue d'effets génomiques a long
terme médiés pour partie par le mGR et par le cGR.
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Pour la suite de notre travail, présenté dansdlarh®°3, nous nous sommes focalisés sur les
effets non génomiques des glucocorticoides et agass voulu déterminer plus en détail les
éléments clés de la signalisation en aval du récemouplé aux protéines G conduisant aux
effets sur la mitochondrie.

Parmi les effets rapides des glucocorticoides t#dans la littérature, une modification de la
concentration intracellulaire en calcium est tr@svent rapportée (Haet al, 2005, Loechner

et al, 1999, Nambaet al, 2002, Pricemart al, 2006, Takahaslet al, 2002, Tonget al,
2004, Yaoet al, 2007). Or, ce second messager étant tres largartibse dans les cellules
pour la transduction du signal a partir des réeegptenembranaires, nous nous sommes, dans
un premier temps, intéresseés a l'activation deoia protéine Gg/phospholipase qui aboutit a
laugmentation de la concentration intracellulage calcium. Nous avons montré que le
traitement des cellules HepG2 par 500 nM de dexaaséne pendant dix minutes induisait
une activation de cette voie qui entraine une aunggien de 80% de la concentration

intracellulaire en calcium par rapport aux celludestroles.
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Abstract

Glucocorticoid treatment is often linked to increased whole-body energy expenditure and hypermetabolism. Glucocorticoids affect
mitochondrial energy production, notably in the liver, where they lead to mitochondrial uncoupling reducing the efficacy of oxidative
phosphorylation. However, the signaling pathways involved in these phenomena are poorly understood. Here we treated HepG2 cells
with dexamethasone for different times and, by using different combinations of inhibitors, we showed that dexamethasone treatment
leads to recruitment of two main signaling pathways. The first one involves a G-protein coupled membrane glucocorticoid binding site
and rapidly decreases complexes I and II activities while complex III activity is upregulated in a pP38MAPK dependent mechanism.
The second one implies the classical cytosolic glucocorticoid receptor and triggers long-term transcriptional increases of respiration
rates and of complex IV activity and quantity. We concluded that mitochondria are the target of multiple dexamethasone-induced
regulatory pathways that are set up gradually after the beginning of hormone exposure and that durably influence mitochondrial
oxidative phosphorylation.
© 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

It has been thought for a long time that thyroid
hormones are the main regulator of mitochondrial
energy production (Menezes-Ferreira & Torresani,
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1983). Recent findings show that others hormones
(steroids, leptin, insulin) may also regulate the efficiency
of mitochondrial oxidative metabolism. Among them,
glucocorticoids have been shown to interfere with mito-
chondrial energy production because of their modulating
role in many physiological processes requiring increase
in energy expenditure (immune function, homeostasis,
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stress response and cellular differentiation, Scheller &
Sekeris, 2003). In liver (which contributes to 20-30% of
resting energy expenditure in humans, Ramsey, Harper,
& Weindruch, 2000), a 5 days treatment of rats with
a synthetic glucocorticoid (dexamethasone) has been
shown to induce energy wastage in isolated liver mito-
chondria (Arvieretal.,2007; Dumas et al., 2003; Roussel
et al.,, 2003). Moreover, glucocorticoid can steadily
modify respiratory chain activity by increasing transcrip-
tion of nuclear and/or mitochondrial-encoded oxidative
phosphorylation genes (Kadowaki & Kitagawa, 1988;
Van Itallie, 1992).

Taken together, this accumulating evidence supports
the idea that glucocorticoids are key regulators of energy
metabolism, influencing directly mitochondrial respira-
tion and oxidative phosphorylation.

Despite its importance, the cellular mechanism lead-
ing to mitochondrial effect of glucocorticoid remains
poorly understood. According to the classical model
of steroid action, glucocorticoids enter the cell pas-
sively by diffusion through the lipid membrane and are
bound to the cytosolic glucocorticoid receptor (cGR).
This induces allosteric modifications enabling the hor-
mone/receptor complex to bind to the glucocorticoid
response element (GRE) of target genes and to mod-
ulate their transcription (Mangelsdorf et al., 1995).
However, some steroid responses (such as rapid feed-
back of neuroendocrine function, Di, Malcher-Lopes,
Marcheselli, Bazan, & Tasker, 2005) do not fit this
classical genomic model of steroid action in particu-
lar the short-term effects that occur immediately after
glucocorticoid administration. It has been proposed that
an additional membrane receptor might initiate non-
genomic phenomena.

Glucocorticoids have been shown to bind to hepa-
tocyte membrane suggesting the existence of a specific
membrane located glucocorticoids receptors. Moreover,
it has been proposed that the receptor (mGR) may partic-
ipate in various non-genomic actions of glucocorticoids
and also plays a role in nuclear transcription as the ini-
tiating element of membrane-initiated steroid signaling
(Trueba, Ibarrola, Ogiza, Marino, & Macarulla, 1991).

We recently reported that dexamethasone treatment
specifically affects mitochondrial energy metabolism
in the liver (Arvier et al., 2007; Dumas et al., 2003;
Roussel et al., 2003). Here, we aimed at discriminat-
ing the involvement of those two types of binding sites
in mitochondrial effects of glucocorticoids. For this pur-
pose, we observed the functioning of respiratory chain
after a short time (10 min) and a longer dexametha-
sone treatment (8 h) on HepG2 cells. Our results show
that a G protein-coupled membrane receptor is involved

in rapid effects of glucocorticoid on HepG2 mitochon-
drial oxidative metabolism but also that the response to
dexamethasone is more complex and leads to the coordi-
nated activation of mGR and cGR for long-term effects.

2. Materials and methods
2.1. Materials

RPMI 1640, L-glutamine and antibiotics were
obtained from Gibco, Cergy-Pontoise, France; FBS
from Biochrom, Berlin, Germany; dexamethasone
from Merck, Lyon, France; dexamethasone-BSA and
dexamethasone-mesylate from Steraloids, London, Eng-
land. Mifepristone and actinomycin D were bought from
Sigma-Aldrich, Lyon, France.

2.2. Methods

2.2.1. Cell line and growth conditions

The HepG2 human hepatocarcinoma cell line was
grown in the RPMI 1640 medium, supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS), 2mM L-glutamine,
penicillin G (100 U/ml), streptomycin (2mM) and
amphoptericin B (0.25 pg/ml). Cells were grown in
a 75cm? flask either in a control medium or in a
medium supplemented with 500 nM of dexamethasone,
for 10min or 8h at 37 °C in a humidified atmosphere
(5%C02-95% air).

To test whether the addition of dexamethasone in the
culture media triggers a change in HepG2 cell growth,
a growth curve was constructed over a 5-day period.
No difference was observed between dexamethasone-
treated cells and controls proving the non-toxicity of the
quantities of dexamethasone used in this study (data not
shown).

Before the experiments, we performed respiration
rates measurements with different concentrations of dex-
amethasone (50 nM, 500 nM and 5 uM). We chose to use
500nM of dexamethasone because it was the minimal
concentration inducing mitochondrial effects.

2.3. Incubation with mifepristone, actinomycin D,
dexamethasone-BSA and dexamethasone-mesylate

Cells were grown for 4 days in the culture media
(medium was renewed every 2 days); on the 5th day,
medium was replaced either with control medium or
with medium supplemented with 500nM of dexam-
ethasone or 500nM of dexamethasone-BSA. For the
latter experiments, control medium used was supple-
mented with DMSO (vehicle of dexamethasone-BSA).
To determine pathways involved in mitochondrial effects
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of dexamethasone, we used the GR-antagonist mifepris-
tone (5 wM) and the transcription inhibitor actinomycin
D (1 pg/ml). Inhibitors concentration used in those
experiments where chosen according to the literature.
A concentration of 10 uM of mifepristone has been
shown to have no intrinsic agonist activity in hepatoma
cells and to inhibit completely the transactivating action
of dexamethasone. The authors concluded that a 10-
fold excess of mifepristone over dexamethasone was
sufficient to antagonize glucocorticoid-induced trans-
activation (Honer et al., 2003). In our experiments,
we respected the 1-10 ratio and we used 5 pM of
mifepristone to antagonize the effect of 500 nM of dex-
amethasone. The concentration of actinomycin D was
chosen to fully inhibit transcription but not to induce an
increase in cell apoptosis.

Another dexamethasone derivative coupled with a
mersalyl group (dexamethasone-mesylate) was used in
our model to inhibit both membrane and cytosolic gluco-
corticoid binding sites. This compound reacted with thiol
thanks to its methylsulfonate-group and bound cova-
lently to glucocorticoid receptors. Thus, by inhibiting
the reversibility of the interaction between dexametha-
sone and its receptor, dexamethasone-mesylate exerted
antiglucocorticoid activity (Daufeldt, Klein, Wildt, &
Allera, 2006).

2.4. Detection of a glucocorticoid membrane
binding site in HepG2 cells

Plasma membranes were isolated following the
method of aqueous two-phase partition described by
Navas, Nowack, and Morre (1989) on a pool of 300
millions of HepG2 cells.

Membranes collected by centrifugation (10000 g,
30 min), were diluted in 1 mM NaHCO3 buffer, divided
into 100l in microcentrifuge tubes and incubated
with dexamethasone-FITC. To ensure the specificity
of dexamethasone-FITC binding, incubation with dexa-
methasone-mesylate was performed 10-min before
adding dexamethasone-FITC to enable dexamethasone-
mesylate irreversible binding on glucocorticoid recep-
tors. A range of dexamethasone-mesylate (from 50 nm
to 10 wM) was performed to determine the concentration
which abolish the maximum of dexamethasone-FITC
binding.

All incubations were performed in the dark. Tubes
were centrifuged (10000 g, 30 min). Supernatant was
kept on ice and the pellet was resuspended in 1 mM
NaCO3 buffer. Samples were transferred in black 96-
well microplates for fluorescence measurement (Nunc,
Wiesbaden, Germany).

Dexamethasone-FITC was excited at 490 nM and flu-
orescence was read at 520 nM with a fluorescence reader
(Mithras LB940 Reader, Berthold, Thoiry, France).

Autofluorescence of all reagents and of membranes
was determined and subtracted to dexamethasone-FITC
fluorescence when necessary.

Specific membrane binding of dexamethasone-FITC
was calculated as a ratio of the fluorescence contained in
membrane pellet and the total fluorescence of the sample
(pellet + supernatant).

Dexamethasone-FITC fluorescence (0.3140.03)
can be displaced by non-fluorescent dexamethasone
(0.22 +0.02, p <0.05) and by the non-permeant dexam-
ethasone derivative dexamethasone-BSA (0.17 £ 0.04,
p<0.05). Dexamethasone-mesylate  significantly
inhibits the binding of dexamethasone-FITC (0.20 &+
0.04, p<0.05) which clearly suggest the presence
of a glucocorticoid binding site in HepG2 plasma
membrane. As Dexa-mesylate is known to inhibit
membrane and cytosolic glucocorticoid receptors,
residual fluorescence found in Dexa-mesylate + Dexa-
FITC cells cannot be due to presence of cytosolic
glucocorticoid receptors contaminants and can be
explained by non-specific dexamethasone-FITC bind-
ing with plasma membrane. Moreover, the role of the
classical cytosolic glucocorticoid receptor (cGR) on
dexamethasone binding on plasma membrane can be
excluded as mifepristone (a ¢cGR inhibitor) does not
decrease the amount of dexamethasone-FITC bound to
plasma membrane (0.28 £ 0.02). Results are expressed
as mean=+ S.E.M. of six experiments performed in
duplicate.  Dexamethasone-FITC, dexamethasone,
dexamethasone-BSA and dexamethasone-mesylate
were used at 500 nM and mifepristone at 5 wM.

2.5. Incubation with dexamethasone and inhibitors

HepG2 cells were cultured as described herein.
Before dexamethasone treatment, hepG2 cells were
incubated during 30 min with the following inhibitors—
p38MAPK inhibitor: SB202190 (10 uM), PKC
inhibitor: bisindolylmaleimide 1 (BIM, 3 uM) and
PKA inhibitor 14-22 amide (PKAi, 50 nM). SB202190
were from Sigma—Aldrich, Lyon, France. Bisindolyl-
maleimide [ and PKA inhibitor 14-22 amide were bought
from Calbiochem (Merck chemicals, Nottingham, UK).

2.6. Measurement of oxygen consumption and
FCCEP titration of respiration in intact cells

Respiration rates were measured in intact HepG2
cells. The cells were collected by trypsinization, washed
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once in RPMI containing 5% FBS and 2mM L-
glutamine, and centrifuged (110 x g for 5Smin). The
pellet was resuspended at a final concentration of
10 x 10% cells per ml in 500wl of RPMI supple-
mented with 2mM L-glutamine (without FBS) after
air-equilibration at 37 °C. The suspension was imme-
diately transferred to the 1-ml chamber of a Clarke-type
oxygen electrode (Rank Brothers, Cambridge, England)
maintained at 37 °C. Respiration rates were measured as
described elsewhere (Desquiret et al., 2006). The routine
respiration rate of cells was determined by measuring
the linear rate of oxygen consumption, which reflects
the aerobic metabolic activity of cells with physiological
substrates in culture media. Oligomycin (12 pg/ml) was
then added to determine the non-phosphorylating res-
piration rate. The uncoupling respiration rate was also
recorded by stepwise addition of FCCP (100-700 nM)
up to the optimal concentration representing the max-
imal capacity of the respiratory chain. Finally, the
non-mitochondrial oxygen consumption rate was deter-
mined by adding antimycin A (4 pwg/ml). The total
protein content was determined using bicinchoninic
acid, with bovine serum albumin used as the standard
(BC Assay kit®, Montlucon, France). Phosphorylat-
ing control ratios were calculated using the expression:
RCRp = (Routine-Oligo)/FCCP, which represents the
fraction of the respiration rate used to synthesize ATP
(Hutter et al., 2004).

2.7. Determination of enzymatic activities

All assays were performed on cell lysates, ther-
mostatically maintained at 37 °C, using a Beckman
spectrophotometer. All cells were resuspended in the
cell buffer containing 250 mM saccharose, Tris 20 mM,
EDTA 2mM, BSA 1 mg/ml, pH 7.2 (50 wl/10° cells).

To measure the activity of respiratory complexes
I and II, the cells were first disrupted by freez-
ing in liquid nitrogen, followed by rapid thawing at
37 °C. The cells were then centrifuged (2 min, 800 x g),
resuspended in the cell buffer (250 ul/10° cells). For
complex I measurement, an additional sonication step
is required (6 x 5s with an MSE sonicator). Com-
plex I activity was immediately assayed on cell lysate
(0.5 x 10% cells) in a KHyPO,4 buffer (100mM, pH
7.4), containing 1 mM KCN, 2 mM NaN3, and 0.1 mM
ubiquinone-1. After incubation for 5 min, the reaction
was started by adding 0.3 mM NADH and the rate
of disappearance of NADH was monitored at 340 nm.
Rotenone (5 M) was then added to determine the back-
ground rate, and the activity was calculated using the
value: enapu=6.22mM~Lem~L. Complex II (succi-

nate ubiquinone reductase) activity was measured as
described elsewhere (James, Wei, Pang, & Murphy,
1996), excepting that the background rate was measured
by the addition of thenoyltrifluoroacetone (200 uM).
Complex III was measured after the frozen-thawing
cycle as described in (Rustin, Chretien, et al., 1994).
Complex IV (cytochrome c oxidase) activity and citrate
synthase (CS) activity were assayed following (Rustin,
Lebidois, et al., 1994).

2.8. Western blot

Cells were grown as described above for the oxy-
gen consumption experiments. Five days after seeding,
the cells were treated by dexamethasone (500 nM) and
mifepristone (5 M) and actinomycin D (1 ng/ml), col-
lected by trypsinization and counted. Then, 100 millions
cells aliquots were centrifuged (800 rpm, 5 min). Mito-
chondria were isolated as described by Cui, Yoon,
Schinazi, and Sommadossi (1995).

Isolated mitochondria were resuspended in buffer
containing 10 mM NaCl, 1.5 mM MgCl,, 10 mM Tris,
pH 7.5 and antiproteases cocktail was added. Pro-
tein concentration was determined by the Bio-Rad DC
protein Assay (BioRad, Hercules, CA, USA). Ten micro-
grams of protein was electrophoretically size separated
on a 12.5% SDS-polyacrylamide gel and then trans-
ferred onto a PVDF membrane (Amersham Biosciences,
UK) by placing the gel in a blotting buffer (pH 8.3,
Tris 20mM, glycin 150 mM, ethanol 20%) and apply-
ing a 260 mA current for 1 h. Membranes were saturated
with 5% non-fat milk dissolved in TBS-Tween 0.1%
(pH 7.4, NaCl 137mM, KCI 2.7mM, Tris 23 mM,
Tween 20 0.1%) at 4 °C overnight and incubated with
diluted monoclonal mouse anti-COXI and anti-COX IV
(1:1000 and 1:5000, Mitosciences, Montlugon, France)
and anti-VDAC (1:2000 Calbiochem, Merck Chemi-
cals, Nottingham, United Kingdom) antibodies at room
temperature for 2h. Membranes were then washed
three times in TBS-Tween 0.1% and incubated with
horseradish peroxidase-conjugated rabbit anti-mouse
secondary antibody (1:20,000) for 2 h at room tempera-
ture. Finally, after three washes in TBS-Tween 0.1% and
onein TBS, the immunoreactive proteins were visualized
with enhanced chemiluminescence.

2.9. Statistical analysis

A non-parametric Mann—Whitney test was used to
compare the treated groups and the controls. Differ-
ences were considered significant at p <0.05. Results are
expressed as mean £+ S.E.M.
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Fig. 1. Enzymatic activities of the respiratory chain complexes of
cells treated by dexamethasone. The activities of complexes were
measured on frozen pellets of control cells (open bars) and 10-min
dexamethasone-treated cells (black bars) after a freezing/thawing cycle
for complexes II and III and an additional sonication for complex I.
The activities of complex IV and of citrate synthase were measured
immediately after resuspension of the centrifugation pellet in the cell
buffer. Results are the ratio of complex activity and citrate synthase
activity. They are expressed in percentage of activity of control cells.
n=4 in duplicate. *p <0.05 compared with control cells.

3. Results
3.1. Rapid, non-genomic effects of dexamethasone

3.1.1. Effects of 10 min of dexamethasone treatment
on the enzymes of the respiratory chain

Fig. 1 shows enzymatic activities of NADH:
ubiquinone oxidoreductase (complex I), succinate dehy-
drogenase (complex II), ubiquinone:cytochrome c
oxidoreductase (complex III) and cytochrome c oxidase
(complex IV) of HepG2 cells after a 10 min dexametha-
sone treatment.

These results are presented after normalisation with
citrate synthase (CS) activity, a marker of mitochondrial
quantity, measured on the same cell samples. CS activity
was identical in control and 10-min dexamethasone-
treated cells (data not shown).

Short time dexamethasone treatment induced a dras-
tic decrease in complex I (—60% compared to control
cells) and complex IT (—75%) maximal activities. On the
contrary, complex III activity was enhanced by dexam-
ethasone treatment (+100%). Activity of complex IV was
not modified by the 10-min dexamethasone incubation.

Some rapid effects of glucocorticoid have been cor-
related with binding of hormone to a membrane-bound
form of glucocorticoid receptor and downstream acti-
vation of a G protein-coupled receptor (GPCR). To
investigate if dexamethasone-induced changes of respi-
ratory chain complexes activities were mediated by such
a pathway, we preincubated HepG2 cells with a non-
metabolizable GDP analogue (GDPBS) for 20 min and
we added 500 nM of dexamethasone for a 10 min addi-

tional incubation. Control cells used in this study were
HepG2 cells incubated only with the inhibitor GDPBS.
There was no significant difference between activities of
control and control + GDPBS cells. We found that inhi-
bition of G protein activation prevented the decrease of
complexes I and II activities and the increase in com-
plex III activity triggered by dexamethasone short-term
treatment (Fig. 2).

Downstream of G protein activation, activation of dif-
ferent protein kinases families have been described in
mediating rapid glucocorticoid effects. Therefore, we
tested the involvement of p38MAPK, PKC and PKA in
rapid dexamethasone effects on the respiratory chain.
Bisindolylmaleimide I (PKC inhibitor) fully prevent
complex I decrease and complex III increase triggered
by dexamethasone but only partially prevent the drop
in complex II activity (Fig. 3B, p=0.08 compared with
control + BIM treated cells). Inhibition of p38MAPK
prevented the inhibitory effects of dexamethasone on
complexes I and II activity and the stimulation of com-
plex III (Fig. 3). By contrast; complexes II and III
activities were still modified by dexamethasone in PKA
inhibitor treated cells and, although not statistically sig-
nificant, complex I activity tended to be decreased in
dexamethasone + PKA inhibitor cells (p =0.07).

3.1.2. Respiration rates of 10 min
dexamethasone-treated cells

Fig. 4 shows respiration rates of HepG2 dexame-
thasone-treated cells. Short time incubation of cells with
dexamethasone did not modify routine respiration rate.

Complex | Complex I Complex Ili

Fig. 2. Enzymatic activities of the respiratory chain complexes of cells
treated with dexamethasone plus GDPBS. After a 20 min preincuba-
tion with GDPRS, cells were treated during 10 min with 10 uM of
GDPRS alone (open bars) or with 500nM of dexamethasone plus
10 M GDP@S (black bars). Complexes II and III activities were mea-
sured on cell lysate after a freezing/thaw cycle. For complex I activity
a sonication step was necessary before enzymatic measurement. Cit-
rate synthase activity was measured immediately on cell suspension.
Results are expressed in percentage of activity of control cells. For
dexa+GDPBS condition (black bars), the control was cells treated
with the same amount of GDPBS but without dexamethasone (open
bars). n=4 in duplicate. *p <0.05 compared with control cells.
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Fig. 3. Activity of complexes of the respiratory chain after addition of
kinases inhibitors. HepG2 cells were first cultured during 10 min with
10 uM of SB202190 (p38MAPK inhibitor) or with 3 wM of Bisindolyl-
maleimide (PKC inhibitor) or 50nM of PKA inhibitor 14-22 amide.
After this incubation half of the flasks were treated for 10 min with dex-
amethasone (black bars on the graph) and the other half were left with
the inhibitor only (control cells: open bars on the graph). Activities of
complexes I (panel A), IT (panel B) and III (panel C) were measured on
frozen pellets and normalized with citrate synthase activity. Results are
expressed as percentage of control + inihibitor cells. n=4 in duplicate,
*p <0.05 compared with control + inhibitor cells.

Oligomycin-insensitive respiration of dexamethasone-
treated cells was slightly decreased compared with
control cells whereas the capacity of the respiratory chain
(uncoupled) respiration was significantly increased.

3.2. Long-term effects of dexamethasone

3.2.1. Effects of 8 h dexamethasone treatment on the
enzymes of the respiratory chain

To test the involvement of membrane and cytosolic
glucocorticoid binding sites in mitochondrial dexam-
ethasone effects, we incubated HepG2 cells with a
cGR inhibitor (mifepristone), or with a dexamethasone
derivative specific of mGR (dexamethasone-BSA) or
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Fig. 4. Respiration rates of HepG2 cells incubated for 10 min with
dexamethasone. Cells were incubated for 10 min with 500nM of
dexamethasone and routine, oligomycin insensitive and uncoupled res-
pirations were measured on a 5 million cells suspension. Respiration
rates (dexamethasone-treated cells: black bars) are expressed as per-
centage of control cells (open bars). n=6. *p <0.05 compared with
control cells.

with dexamethasone-mesylate which impedes dexam-
ethasone binding on GR. Respiratory chain complexes
activities were then measured on frozen pellets of HepG2
treated cells.

The drastic decreases in complexes I and II
activities observed after a 10-min dexamethasone incu-
bation were maintained after 8 h of treatment. The
membrane-impermeant derivative dexamethasone-BSA
also triggered decreases in complexes I and II activi-
ties (Fig. 5, panels A and B, respectively). Inhibition of
cytosolic glucocorticoid receptor with mifepristone did
not prevent decreases in complexes I and II activities.
The increase in complex III activity which was present
after a 10-min dexamethasone treatment disappeared in
8-h dexamethasone-treated cells (Fig. SC). Dexa-BSA
tended to increase complex III activity however this
increase was not statistically significant. Incubation with
both dexamethasone and mifepristone did not modify
activity of complex III. Complex IV maximal activity
was increased in dexamethasone-treated cells (+70%
compared with control cells, Fig. 5D). This increase
was not retrieved when a membrane-impermeant form
of dexamethasone (dexa-BSA) was used. Moreover, this
increase was sensitive to inhibition of cytosolic GR
since when cells were cultured with dexamethasone and
mifepristone, complex IV activity was similar to control
cells. When incubated with dexamethasone and actino-
mycin D, an inhibitor of transcription, the increase in
complex IV activity was abolished (data not shown).

To confirm the involvement of protein synthesis in
the increase of complex IV activity after dexametha-
sone treatment, we performed a western blot analysis of
both a nuclear encoded (COXIV) and a mitochondrially
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Fig. 5. Enzymatic activities of the respiratory chain complexes of cells
treated for 8 h by dexamethasone derivatives or dexamethasone plus
inhibitors. Cells were incubated during 8 h with 500 nM of dexametha-
sone alone or with 500 nM of dexamethasone coupled to BSA or with
500nM of dexamethasone plus 5 wM of mifepristone. The activities
of complex I (panel A) and complexes II and III (panels B and C) were
measured on frozen/thawed cell suspension. The activities of complex
IV (panel D) and of citrate synthase were measured immediately after
resuspension of the centrifugation pellet in the cell buffer. Results are
the ratio of complex activity and citrate synthase activity. They are
expressed in percentage of activity of control cells. n=4 in duplicate.
*p <0.05 compared with control cells.

encoded (COXI) complex IV subunits. Dexamethasone
treatment triggered a 70% increase in COXIV quantity. It
was inhibited by mifepristone and actinomycin D treat-
ment emphasizing the necessity of cGR recruitment for
this transcriptional effect of dexamethasone. COXI (a
mitochondrially encoded COX subunit) was slightly but
not significantly modified by dexamethasone (Fig. 6).

3.2.2. Effects of 8 h dexamethasone treatment on the
respiration rates of HepG?2 cells

Fig. 7A shows respiration rates of control and
dexamethasone-treated HepG2 cells. Routine, oligo-
mycin-insensitive and uncoupled respiration were
increased after long term dexamethasone treatment
(p <0.05 compared with control cells). Incubation with
dexa-BSA also increased routine and oligomycin insen-
sitive respiration rates but not uncoupled respiration
(Fig. 7B). Results of dexamethasone-BSA treated cells
were compared with control cells treated with DMSO
(the vehicle used to dissolve dexa-BSA). This solvent
induced a slight decrease of all respiration rates (—10%
compared with untreated control cells). Dexa-BSA is
a component which cannot passively cross the plasma
membrane, so to exert its intracellular effect; this com-
pound needs to interact with a membrane-bound protein.

To ensure that the effect of dexa-BSA on the res-
piration rates was not due to residual free molecules
of dexamethasone, we used a mersalyl-coupled dexam-
ethasone derivative (dexa-mesylate) which irreversibly
bound with glucocorticoid receptors and severely
impeded their activities. We observed that membrane
glucocorticoid receptor inhibition with dexa-mesylate
prevented increases in respiration rates obtained after
dexa-BSA treatment (Fig. 7B, hatched bars).

In HepG2 cells coincubated with dexamethasone and
mifepristone, the stimulation of routine and oligomycin-
insensitive oxygen uptake persisted (p <0.05 compared
with control cells treated with mifepristone, Fig. 7C).
Mifepristone alone did not modify respiration rates (data
not shown). However, these stimulations were totally
abolished when transcription was inhibited with 1 pwg/ml
of actinomycin D (routine respiration was even slightly
decreased). Control condition was represented by the
respiration rates of control cells treated only with acti-
nomycin D (Fig. 7D).

These modifications affected the respiratory fraction
dedicated to ATP synthesis. Thus, the phosphorylating
respiratory control ratio (RCRp), which represents the
fraction of the respiratory chain capacity used for ATP
synthesis, was decreased only in dexamethasone-treated
cells compared with control cells (—40%, Fig. 8) but was
not affected when cGR was inhibited by mifepristone or
when actinomycin D was added.

4. Discussion

Here, we highlight the double origin of mitochondrial
effects of dexamethasone. We found that a short time
dexamethasone treatment (10 min) decreases activities
of complexes I, IT and increases activity of complex III
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Fig. 6. Quantification of COXI and COXIV proteins after dexamethasone treatment. Western blotting was performed on mitochondria isolated from
HepG2 cells treated with 500 nM of dexamethasone (8 h), mifepristone (5 wuM) and actinomycin D (1 ng/ml). Primary monoclonal antibodies were
used to detected COXI (35 kDa), a mitochondrially encoded subunit of cytochrome ¢ oxidase, COX IV (18 kDa, nuclear-encoded) and a-Tubulin
(60kDa) as reference protein. COXI and COXIV quantities were normalized with a-Tubulin quantity. (A) Representative blot, (B) Bar graph of
n=4 experiments in duplicate, open bars represent COXI/tubulin ratio and black bars COXIV/tubulin ratio. Results are expressed as percentage of
control cells treated with the same amount of inhibitor than dexamethasone treated cells. *p <0.05 compared with control cells.

of the respiratory chain. A longer treatment (8 h) induces
an increase in mitochondrial respiratory chain capacity
(increase in complex I'V activity and quantity) associated
with a decrease in oxidative phosphorylation efficiency.
To go further, we studied the different pathways that
could mediate the mitochondrial effects of dexametha-
sone.

4.1. Short-term non-genomic dexamethasone effects

In our model, we observed rapid effects of dexametha-
sone on respiratory chain enzymes activities which were
present as soon as 10 min of dexamethasone treatment
(Fig. 1). Indeed, short term dexamethasone treatment
induced a drop in complexes I and II activities and an

increase in complex IIT activity. The decrease in the activ-
ities of complexes I and II after synthetic glucocorticoid
treatment has already been retrieved (Martens, Peterson,
& Lee, 1991) and it was proposed that dexametha-
sone acted on the iron—sulfur center between complex
I and coenzyme Q, decreasing the maximal activity of
complex I, and on succinate transport, thereby inhibit-
ing complex II. However, those hypotheses described
a direct unspecific effect of the hormone. It did not
fit with our model since rapid dexamethasone effects
were inhibited by the pan G, protein antagonist GDPS
underlying the involvement of a membrane glucocorti-
coid receptor G-protein coupled in those effects (Fig. 2).
To ensure that GDPRS entered in cells, we preincubated
HepG2 cells with this inhibitor before dexamethasone
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Fig. 7. Respiration rates of cells treated for 8 h by dexamethasone
derivatives or by inhibitors (mifepristone or actinomycin D). (A) Cells
were incubated for 8 h with 500 nM of dexamethasone (black bars)
or in control condition (open bars). Results are expressed as percent-
age from control cells = S.E.M. n=6. *p <0.05 compared with control
cells. (B) Cells were incubated for 8 h with 500 nM of dexamethasone-
BSA (black bars) or with DMSO, the solvent of dexamethasone-BSA
(open bars). Hatched bars represent cells incubated first during 20 min
with 500nM of dexamethasone-mesylate and then during 8 h with
dexamethasone-BSA. Results are expressed as percentage from control
cells treated by the same amount of DMSO + S.EM. n=6. *p<0.05
compared with control cells + DMSO. n=6. (C) Cells were incubated
for 8 h with 500 nM of dexamethasone and 5 M of mifepristone (black
bars) or only with mifepristone (open bars). Results are expressed as
percentage from mifepristone-treated cells £ S.E.M. n=6. *p<0.05
compared with mifepristone-treated cells. (D) Cells were incubated
for 8 h with 500 nM of dexamethasone and 1 ng/ml of actinomycin D
(black bars) or only with 1 ng/ml of actinomycin D (open bars). Results
are expressed as percentage from actinomycin D-treated cells = S.E.M.
n="6. *p<0.05 compared with actinomycin D-treated cells.

treatment as described in other studies (Frangos, Huang,
& Clark, 1996; Lewerenz, Letz, & Methner, 2003;
Pietrobon, Soria, Dominguez, Monclus Mde, & Fornes,
2005; Qi, Qiu, Xiao, & Chen, 2005). Evidences of
membrane binding sites have been identified for the
majority of steroid hormones but the nature of this site
varied with studies (a non-nuclear location of the clas-
sical receptor, an unknown receptor or other receptors

Moore, 2000; Guo, Chen, Xu, & Fu, 1995; Orchinik,
Matthews, & Gasser, 2000). There is increasing evi-
dence that some rapid effects of glucocorticoid are
mediated by GPCR and subsequent activation of intra-
cellular second messengers and protein kinases (Maier
et al.,, 2005; Moore, Orchinik, & Lowry, 1995). In
the liver, a membrane-glucocorticoid receptor has been
retrieved and two G-protein isoforms (75 and 52 kDa)
have been demonstrated to be involved in function of this
receptor (Daufeldt et al., 2006). Although second mes-
sengers and downstream kinases activated by binding
of glucocorticoid on this membrane site are numer-
ous and seem to vary with the tissue and the function
considered, PKC, PKA and p38MAPK are the main
classes of kinases described as involved in glucocor-
ticoid rapid effects (Han, Lin, & Chen, 2005; Park,
Taub, & Han, 2001; Qi et al., 2005). In our study, we
demonstrate that PKC and especially p38MAPK are
important intracellular mediators of those effects on
mitochondrial metabolism (Fig. 3). Those results are
in accordance with Li (2001) who showed that treat-
ment of PC12 cells with corticosterone resulted in a
rapid activation of p38 and JNK protein kinases involv-
ing a membrane receptor and PKC-dependent. Such
proteins can directly influence mitochondrial respira-
tory chain functioning. Indeed, all those kinases have
been found in mitochondria where they can participate
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in the regulation of oxidative metabolism and in the
initiation of apoptotic processes (Gomel et al., 2007;
Pagliarini & Dixon, 2006). PKA is present both on the
outer membrane and in the inner compartment of rat
cardiomyocytes mitochondria (Sardanelli et al., 2006)
and, in the later, it is responsible for an increase in the
oxidation of FAD and a decrease in mitochondrial mem-
brane potential by increasing ROS production (Nagasaka
et al., 2007). PKC can be translocated to mitochondria
(Wang, Biswas, Prabu, & Avadhani, 2006) and, once
activated, decreases the activity of NADH-ubiquinone
oxidoreductase. p38MAPK has also recently been found
in cardiac mitochondria (Baines et al., 2002; Wall et al.,
2006) and seems to decrease oxidative phosphorylation
and ROS generation in heart mitochondria (Wall et al.,
2006). In our model, p38MAPK seems to be in the cen-
ter of the regulatory pathway leading to modification of
mitochondrial respiratory chain activity after short-term
dexamethasone treatment.

Surprisingly, despite of the drop in maximal activ-
ities of complexes I and II, the overall functioning of
the respiratory chain was not affected by since maximal
respiration rate tented to be increased after 10 min of
dexamethasone treatment (Fig. 4). However, it has been
shown (Rossignol et al., 2003) that it exist a threshold
effect below which the complex defect is not traduced
in functional defect. For example, James et al. (1996)
showed on various cell lines that mitochondrial respira-
tion was impaired only when the inhibition of complex I
was greater than 85%. We hypothesize that the increase
in complex III activity could be a compensatory mecha-
nism set up to cope with the decrease in complexes I and
IT activities.

4.2. Long-term genomic dexamethasone effects

Mitochondria respiratory chain was also the target
of long-term genomic glucocorticoid effects as shown
by the increases in routine, oligomycin-insensitive and
FCCP respiration rates (Fig. 7). Indeed, those increases
were inhibited by actinomycin D underlying that those
effects were transcriptional. Although those effects were
all genomic, the initiating mechanism seems to differ.

4.2.1. Membrane initiated genomic effects

Routine and oligomycin-insensitive respiration rates
were similarly increased in cells treated either with
free dexamethasone or with dexa-BSA (Fig. 7). To
ensure that, in our model, the membrane initiated effects
that we found were not mediated by non-specific side
effects of dexa-BSA; we performed a first 10-min dexa-
mesylate incubation in order to impede both membrane

and cytosolic glucocorticoid receptor functioning before
adding dexa-BSA. As preincubation with dexa-mesylate
totally prevent dexamethasone-BSA effects, we can con-
clude that dexa-BSA effects on respiratory chain were
GR mediated. Moreover, we can exclude a possible bind-
ing of dexa-BSA on cGR because, when coincubation
with dexa-BSA and cGR antagonist mifepristone was
performed, dexa-BSA-induced respiration rates stimu-
lations were still present.

Mechanisms underlying those membrane-initiated
genomic effects are not well defined. On the one hand,
possible internalization of the mGR has been evocated
(Daufeldt et al., 2006) and in other hand some stud-
ies reported that mGR can activate downstream kinases
which interact with transcription factors (Li, 2001; Qi
et al., 2005) suggesting that it can participate in the
genomic effects of glucocorticoid in parallel with the
classical cytosolic receptor (Chen & Qiu, 2001). A study
of Kino et al. (2005), demonstrates that intracellular GR
can interact with the G protein (3 and co-migrate either in
the nucleus where it suppress the transcriptional activity
of GR or in plasma membrane where it could modu-
late the G protein-dependent downstream effectors. On
light of those elements and of results presented in this
article, membrane-initiated glucocorticoid signaling and
genomic effects are not totally independent events but
rather components of interdependent signaling pathways
leading to intracellular modifications set up gradually
after glucocorticoid exposure.

4.2.2. Cytosolic glucocorticoid receptor dependent
effects

The stimulation of the respiratory chain overall capac-
ity (respiration FCCP) was present only when the
cytosolic GR was activated by the free dexamethasone.
This latter can be related to the increase in complex
IV enzymatic activity which was also cytosolic GR
dependent. It appears that this enzyme is the key reg-
ulator of respiratory chain activity in HepG2 cells. It
has been shown in HepG2 cells, by Piccoli, Scrima,
Boffoli, & Capitanio (2006) that, in uncoupled condi-
tions, complex IV possesses a low capacity of reserve
but exerts a large control on endogenous respiration
rate. The fact that, in our model, the part of phos-
phorylating respiration was decreased (Fig. 8) could
explain this increase in complex IV activity in order to
compensate the decrease in oxidative phosphorylation
efficiency. Complex IV activity increase is a transcrip-
tional mechanism inhibited by actinomycin D treatment.
This implies a coordinated stimulation of transcription
of both nuclear and mitochondrial genomes. Glucocorti-
coid has already been found to activate the transcription
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of genes encoding subunits of the respiratory chain com-
plexes (Kadowaki & Kitagawa, 1988; Rachamim et al.,
1995; Van Itallie, 1992; Weber et al., 2002) but results
varied with the treatment duration, the glucocorticoid
used and the tissue considered. Molecular mechanism
involved in those effects is poorly understood. In our
model, the quantity of cytochrome ¢ oxidase subunit IV
protein, which is encoded by the nuclear genome, was
significantly increased in dexamethasone-treated HepG2
cells (Fig. 6).

It has been established that several mitochondrial-
encoded cytochrome c oxidase subunits genes (COX I,
COX T and COXIII) contain in their promoter sequences
showing strong similarities with glucocorticoid response
element (GRE) (Ioannou, Tsawdaroglou, & Sekeris,
1988). Moreover, Psarra et al. (2005) have identified the
o isoform of the glucocorticoid receptor in mitochon-
dria of HepG2 cells. However, in our model, although
slightly increased, COXI quantity was not significantly
increased by dexamethasone treatment.

As COXIV subunit has recently been reported to
play an important role in cytochrome ¢ oxidase assem-
bly and in the control of oxidative phosphorylation (Li,
Park, Deng, & Bai, 2006), we could hypothesize that,
in HepG2 cells, the increase in COXIV quantity after
dexamethasone treatment could account for the increase
in respiratory chain capacity after dexamethasone treat-
ment.

The results presented in this paper extend our knowl-
edge on the molecular mechanisms of glucocorticoids
action on mitochondrial energy production of HepG2
cells. They point out that rapid glucocorticoid actions
on mitochondria are mediated via membrane-associated
receptors and that some transcriptional effects of GC
may require transport of the hormone across the plasma
membrane also by a membrane receptor. It remains to be
determined whether the membrane associated signaling
mechanisms are mediated by one or more membrane
associated receptors and how the membrane initiated
actions of glucocorticoids may provide an additional
mechanism for the regulation of gene transcription in
HepG2 cells. Daufeldt et al. (2006) have proposed that,
in hepatocytes, the interaction of glucocorticoid with
a membrane receptor initiates signal transduction via
the nuclear receptor but a precise description of cellular
events linking mGR and the cGR is still missing.

Data have emerged from several laboratories to
suggest that acute physiological effects of glucocor-
ticoids are mediated by actions associated with the
plasma membrane. Here we demonstrated that one of
the major functions of glucocorticoids, the regulation
of energy metabolism also involved membrane asso-

ciated glucocorticoid receptors coupled to downstream
G protein-dependent signaling cascades in hepatocarci-
noma cells. Since mitochondria are the principal source
for ATP production with glycolysis, the physiological
function of this regulation has to be clarified. In the
immune system, a correlation between the quantity of the
membrane bound receptors and the ability to induce lym-
phocytolysis has been reported leading to consider the
process as a mechanism of negative feed-back regulation
(Tryc et al., 2006). In the liver, membrane glucocorti-
coid binding sites have been described both in primary
rat hepatocytes (Daufeldt, Lanz, & Allera, 2003) and
in hepatoma cells Hep3B, (Jain, Li, Kumar, & Sehgal,
2005) but, in this tissue, the functional relevance of the
pathway needs to be investigated in details.
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Résultats complémentaires de Particle n°2.

Figure 25.
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Figure 26.
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Légendes des figures des résultats complémentaires de

Particle n°2.

Figure 25: parametres respiratoire des cellules Hep2 traitées pendant 5 jours par 50
ou 500 nM de dexaméthasone.

Les cellules HepG2 ont été traitées pendant 5 jpars$0 (barres grises) ou 500 nM (barres
noires) de dexaméthasone. A: les respirations algtine (endogéne), insensible a
'oligomycine (non couplée a la synthese d’ATP)découplée (capacité maximale de la
chaine respiratoire) sont mesurées sur cellulagreatnon perméabilisées. n=6 en duplicate,
*:p<0.05 par rapport aux cellules contrle (bartdanches). B: rapport de contréle
respiratoire en conditions phosphorylantes. Il Brprla part de la capacité maximale de la
chaine respiratoire utilisée pour synthétiser d&TIP. Il est calculé en retranchant la
respiration non phosphorylante de la respirationral&ine (ce qui donne la part de la
respiration de routine couplée a la synthese d’AGtR®n divisant ce résultat par la respiration

découplée. n=6 en duplicate, * :p<0.05 par rapaoxtcellules contréles.

Figure 26: potentiel membranaire mitochondrial descellules HepG2 traitées pendant 5
jours par 50 ou 500 nM de dexaméthasone.

Les cellules HepG2 ont été traitées pendant 5 jpars$0 (barres grises) ou 500 nM (barres
noires) de dexaméthasone. Les cellules ont étdéssuensuite en présence du fluorochrome
DiOC6(3), un cation lipophile dont I'intensité dedrescence est proportionnelle au potentiel
membranaire mitochondrial. L'intensité de fluoresm® de cette sonde est ensuite lue par
cytométrie en flux. n=4 en duplicate, *: p<0.05 papport aux cellules contrdles (barres
blanches).

Figure 27: quantité de protéines COXIV et ANT dansles cellules traitées pendant 5
jours par 50 ou 500 nM de dexaméthasone.

Les cellules HepG2 ont été traitées pendant 5 jpars$0 (barres grises) ou 500 nM (barres
noires) de dexaméthasone. La quantité de protédi@slV et ANT a été déterminée par
Western blot (Anticorps monoclonaux Mitosciencesgéne, Etats-Unis). A : quantification
de COXIV par rapport & VDAC, B : quantification d par rapport a tubuline. n=6,

* :p<0.05 par rapport aux cellules controles (bawkanches).
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SUMMARY.

Over the last years, a growing number of studie® iacused on rapid non genomic effects
of glucocorticoids. Although the involvement of @mbrane glucocorticoid receptor has been
shown for many of those effects, the exact natdirthis receptor and signaling pathways
activated differ with the studies and the tissuesttered. Here, we have focused on rapid
mitochondrial effects of the synthetic glucocoritc@examethasone. We show that those
effects are mediated by a Gq protein-coupled recephd that downstream increase of
intracellular calcium concentration and p38MAPKiation are required for mitochondrial

rapid effects of dexamethasone.
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1. INTRODUCTION.

Glucocorticoids play a regulating role in variouathways including immune function,
homeostasis, stress response and cellular diffatiemt [1]. According to the classical model
of steroid action, glucocorticoids enter the cedisgively by diffusion through the lipid
membrane and bind to the cytosolic glucocorticeiceptor (cGR). This triggers dissociation
of chaperon proteins revealing the nuclear locabmasignal (NLS). The hormone/receptor
complex is translocated to the nucleus where, dfileding to the glucocorticoid response
elements (GRE) on target genes, it modulates ttramscription [2]. However, some
glucocorticoids effects appear within seconds afi@mone administration and cannot be
explained by transcriptional modifications. Althdugliscrepancies appear in described
pathways, many studies report the involvement ditemhal membrane glucocorticoids
binding sites which might initiate nongenomic phewma by activation of different
intracellular kinases [3-6].

Such a binding site has been described on the plasembrane of hepatic cells (isolated
hepatocytes and hepatoma cell lines) [7-10]. Treeterature of the “receptor” is not clearly
established, several studies reporting that itnisismform of the cytosolic glucocorticoid
receptor [11,12] while others favor the hypothedist G Protein Coupled Receptor (GPCR)
[13-17]. We have recently shown that mitochondrespiratory chain of HepG2 cells is the
target of such non genomic effects that imply a &HT8]. Downstream of this membrane
glucocorticoid binding site, different intracellulaignaling pathways have been described
such as cAMP/PKA [19], phospholipase C/PKC [20] a3@MAPK [21]. In this work, we
aimed at determining which of these pathways arelued in rapid effects of dexamethasone
in the mitochondria of HepG2 cells. We show thatxaeethasone-induced rapid
modifications of respiratory chain complexes atig are mediated by a calcium/p38MAPK-

dependent pathway.
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2. RESULTS.

a. Dexamethasone activates a Gq protein dependerlisign

We have previously shown the involvement of a GR©ORpled glucocorticoid binding site in
short term mitochondrial effects of dexamethasdmmego further on the characterisation of
this membrane site, we measured Gq protein aativaiter 10 minutes of dexamethasone
treatment. Figure 1 shows that IP1 concentratiohiqfiv was the reflect of Gq protein
activation) was increased of 57% in HepG2 cellateé with 500 nM of dexamethasone
compared with control cells (p<0.05).

b. Dexamethasone increases intracellular calcium cdrai@®n.

Gq protein activation has often been linked to@ase in intracellular calcium concentration
via IP3 dependent intracellular calcium release. iMerefore measured the intracellular
calcium concentration after treatment of HepG2scelith dexamethasone. As shown on
figure 2 (panel A), during dexamethasone perifusiamtracellular calcium increased
progressively during 6 minutes, reached a maximainev (170 % of control cells infused
only with PSS) and stayed high for the rest ofrtreasure. Addition of GOJS, to inhibit G
protein activity (panel B), of U73122 to inhibit EL activity (panel C) or
bisindolylmaleimide to inhibit PKC activity (panBl) in dexamethasone perifusion prevented
the increase in intracellular calcium concentratiorderlying a role for G protein-coupled
receptor, phospholipase C and PKC in this stimuatit should be noticed that for G protein
inhibition, cells were preincubated twenty minugth GDR;S before the experiment.

c. Dexamethasone-induced intracellular calcium ineaasolves intracellular calcium

stores release.
To determine the origin of intracellular calciunciease triggered by dexamethasone, we
incubated HepG2 cells in a calcium free medium Rrppnted with dexamethasone. In those
cells, dexamethasone still induced an intracellglaicium increase showing that calcium

release of intracellular stores was involved (fegd). Moreover, depletion of endoplasmic
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reticulum (ER) stores by addition of 1 uM of tha@sigin 8 minutes before and during
addition of dexamethasone resulted in a rapid asgeof intracellular calcium after
dexamethasone addition but this increase was &ainand returned to basal level within 3
minutes. Those results show that dexamethasoneeddoalcium increase is a biphasic
mechanism: a first rapid “ER-independent” increasd then a long -lasting “ER-dependent”
increase (figure 3).

d. Mitochondrial effects of dexamethasone are calcimth p38MAPK dependent.

To test the involvement of the intracellular cafoiuncrease in dexamethasone-induced
changes in respiratory chain complexes activitiéspG2 cells were incubated either with
chelator of calcium alone (1 pM of BAPTA-AM) or iititor of P38MAPK (10 pM
SB202190) or both with inhibitor/chelator and dexdinasone. Results presented table 1
showed that treatment with BAPTA-AM modified comypleactivity. Indeed, chelation of
intracellular calcium significantly increased thaiaty of complex | (+31% compared with
control cells, p<0.05. p38MAPK inhibitor did not modify complexes adties. The
incubation of HepG2 cells once with dexamethasond BAPTA-AM or SB202190
prevented all dexamethasone-induced variationsnmptexes activities (table 2).

e. p38MAPK is a downstream effector of the intrhdat calcium increase induced by

dexamethasone.

Figure 4 shows that dexamethasone treatment irese#ise phosphorylated form of
p38MAPK (p<0.05 compared with control cells). Timsrease was prevented by incubation
with p38MAPK inhibitor SB202190 validating the sffegity of this inhibitor. Treatment
with BAPTA-AM or BIM (PKC inhibitor) totally abolibed the activation of p38MAPK
emphasizing the role of the increase in intracaflutalcium increase triggered by

dexamethasone in p38MAPK activation.

3. DISCUSSION.
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In a previous study, we have shown that a ten-raimigxamethasone exposure of HepG2
cells induced activation of a GPCR-initiated pathiwkeading to modifications of
mitochondrial respiratory chain complexes actigit{@8]. The present study enables to go
further on intracellular pathways involved on thasgéochondrial dexamethasone effects. We
showed that Gqg protein activation triggered an a@mse of the intracellular calcium
concentration within five minutes after the additiof hormone (figure 2). Calcium has
previously been described as an important medadtaapid GC effects in brain-derivated and
lymphoblastic cells but studies reported eitherearéase [22] or an increase [19,23] in
intracellular calcium concentration after GC treatm In our model, dexamethasone induced
a biphasic intracellular calcium stores releasstl§i a rapid ER-independent intracellular
calcium release and secondly a prolonged ER calocalease (figure 3). We can exclude that
the first calcium increase was due to incompletgpsigargin-induced ER-emptying since a
preliminary eight-minute incubation in absence afeenal calcium was performed with
thapsigargin alone to empty ER calcium store amdréintroduction of calcium outside the
cells induced an influx of calcium through CRAC t@aot shown). Moreover, the fact that
this increase was transient and of high amplitudefioned that this increase was ER-
independent.

Apart from the ER, involvement of other organitasintracellular calcium homeostasis has
been described [24]. Indeed, X al. have shown that outer nuclear membrane contained
calcium pumps that were related to the sarcopladsnmdoplasmic calcium ATPase (SERCA)
family [25]. As, in liver, the calcium pumps areigusimilar as the ER one [26], we can
hypothesize that thapsigargin also inhibit nuckrarelope calcium pumps excluding a role of
this organite in the ER-independent calcium inae&®lgi apparatus, which contained both
SERCA-type and golgi-specific thapsigargin-insamsitype of calcium pumps [27,28], and
mitochondria also play an important physiologiaalerin intracellular calcium homeostasis

[29]. In our model, the intracellular calcium inase was involved in dexamethasone-induced
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mitochondrial respiratory chain defects thus thpdtlgesis of an implication of mitochondria
in the ER-independent calcium increase was prietlegMoreover, as ER-mitochondria
interactions have been described as pivotal irctimtrol of calcium signaling notably in the
control of ER calcium release [30], this early raliondrial calcium release could be involved
in the activation of the long lasting ER calcium biligzation. However, we can not exclude
that golgi apparatus plays a role in initial catoiuelease and further studies using specific
organite-targeted calcium-probes would be necessaryletermine the exact origin of
calcium. Calcium ions are important modulatorghaf mitochondrial oxidative metabolism
since they have been identified as activators oéethKrebs cycle enzymes (pyruvate
dehydrogenase, 2-oxoglutarate dehydrogenase and M&bitrate dehydrogenase) [29] and
by this way increased the amount of NADH supply tloe respiratory chain. This second
messenger can also directly modulate respiratorginchfunctioning by activating
mitochondrial kinases and phosphatases which targest mitochondrial respiratory chain
complexes subunits [31]. On the contrary, few @isdieport the impact of mitochondrial
calcium release in oxidative metabolism and thisné\has often been linked to the outcome
of apoptosis [32]. Indeed, mitochondrial perme#piliansition pore (PTP) can release large
amounts of calcium leading to cell death. HoweW¥rP opening can also be transient and
allow diffusion of small molecules such as calciioms and protons [33]. This transient PTP
opening has been thought to participate in the hadidn of calcium-sensitive ion channels
such as the IP3 receptor (IP3R) of the ER [34]obhbndrial calcium release could therefore
constitute the initiating signal of the ER calciugiease. Moreover, it has been shown that
decreased levels of mitochondrial calcium can belired in mitochondrial dysfunctions. For
example, defects in mitochondrial calcium homedstdsave been found in several
mitochondrial disorders including complex | defivdg [35]. However, in our model, calcium
does not seem to be directly involved in mitochaaldeffects of dexamethasone but rather

appears as the initiating event of the intracelldascade since inhibition of downstream
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p38MAPK totally inhibits the modifications of resatory chain complexes activities induced
by dexamethasone. Studies have yet reported aapivole for calcium in p38MAPK
activation and a link with mitochondrial metaboliskvright et al. have shown that raising
intracellular calcium concentration in rat epitrt@dris muscles results in activation of the
calcium/calmodulin protein kinase CAMK2 which actiges p38MAPK [36]. This protein
kinase downstream interacts with PG&&hd promotes mitochondrial biogenesis. This study
emphasizes the determinant role of p38MAPK in tbgulation of energetic metabolism.
p38MAPK and PKC have also been shown to be involwvedhe control mitochondrial
calcium uptake [37]. Furthermore, p38MAPK seemsdiectly influence mitochondrial
respiratory chain functioning since this proteinsheecently been found in cardiac
mitochondria and seems to decrease oxidative plogiption and ROS generation [38].
Altogether, those elements point p38MAPK as the tkkeyliator of short term mitochondrial
effects of dexamethasone (figure 4), at the cresisoof calcium signaling and of
mitochondrial functioning.

Those results are in accordance with a previoudystd Li et al [39] which showed that
treatment of PC12 cells with corticosterone resulte a rapid activation of p38 and JNK
protein kinases involving a membrane receptor a0@-Bependent.

The exact mechanism of p38MAPK-dependent variatbrrespiratory chain complexes
activities (direct phosphorylation of complexes-sutits, conformational changes of enzymes
...) remains to be determined.

Taken together, the results presented in thisystmable to further show the critical role of
the intracellular calcium and p38MAPK signaling ishort time mitochondrial

dexamethasone-induced effects.

4. MATERIAL AND METHODS.

Material.
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RPMI 1640, L-glutamine and antibiotics were obtdifi®m Gibco, Cergy-Pontoise, France;
FBS from Biochrom, Berlin, Germany and dexamethas@mom Merck, Lyon, France.
FURA-2/AM and SB202190 were from Sigma-Aldrich, loyoFrance. IP1-ELISA kit was
from Cisbio, Bedford, USA. Bisindolylmaleimide IKR inhibitor 14-22 amide, GDFS and
U73122 were bought from Calbiochem (Merck chemidststingham, UK).

Methods.

Cell line and growth conditions.

The HepG2 human hepatocarcinoma cell line was grasvdescribed in [18]. Medium was
renewed every two days. On the fifth day, mediuns weanoved and cells were treated with
500 nM of dexamethasone for 10 minutes. Cells wlega harvested, counted and frozen on
pellets until enzymatic measurements.

Protein Gq activation measurement.

Protein Gq activation was measured using IP1-ELkEAom Cisbio. This kit is based on the
detection of IP1, one of the major products of mpiasidyl inositol cascade which
concentration is tightly correlated with Gq proteictivation by agonist. Briefly, HepG2 cells
were seeded in a 24-wells plate at one million ®)l.\Whe next day, medium was removed
and was replaced by stimulation buffer supplementedot with 500 nM of dexamethasone.
This buffer contained lithium chloride salts toyeat IP1 degradation in samples. Cells were
incubated during one hour at 37°C and were thesdlysr 30 minutes at 37°C with 50 ul of
2.5% lysis buffer provided in the kit. Fifty micrt@rs of cell lysate were transferred to ELISA
microplate wells and incubated during 3 hours vpitimary IP1 antibody and HRP-coupled
secondary antibody. HRP substrate TMB was addeszt aftwash step and a 30 minutes
incubation was performed in the dark. One hundrextaliters of stop solution were added in
each well and optical density was read with a ptateer (Mithras LB940 Reader, Thoiry,

France) at 450 nm with a background correction2&t Bm to correct imperfections of the
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plate. An exponential titration curve was drawn determine IP1 concentration in the
samples.

Measurement of [C4] ¢,: using FURA-2/AM.

HepG2 cells were seeded in 35 mm of diameter gtaserslips (Fluorodishes, Word
Precision Instruments, Stevenage, England) at sitgeof 50.000 cells per dish and were
grown in the RPMI 1640 medium, supplemented witPolf@tal bovine serum (FBS), 2mM
L-glutamine, penicillin G (100 U/ml), streptomycigmM) and amphotericin B (0.25 pg/ml).
The day of the experiment, cells were loaded withuM of Fura-2/AM at room temperature
for 45 minutes in PSS buffer (140 mM NaCl, 4 mM KCImM MgCbh, 330 uM NaHPQ,, 2
mM CaCp, 10 mM Hepes, 11.1 mM glucose, pH 7.4). Cells weashed once with 1 ml of
PSS to remove the excess of FURA-2/AM, washed twitie PSS and incubated 20 minutes
to allow the complete de-esterification of the dyklorescence intensity of FURA-2/AM was
measured as described in [40]. Briefly, the coverslas placed on the stage of a Nikon
Eclipse TE2000-5 inverted microscope (Nikon, Chagnpisur-Marne, France) and perifused
with PSS medium. A 60 X Nikon Plan Apo oil immensimbjective was used for
epifluorecence measurement. Cell preparation wastegk every two seconds at two
excitations wavelengths (340 and 380 nm) for 50bys 75 W xenon lamp coupled to a
monochromator (Cairn Optoscan, UK). A photomuléplitube was used to detect the
fluorescence emission at 51020 nm. The analogitasithat it generated was converted to
digital signal by a Digidata 1322 A converter (Axdnstruments, Molecular Devices,
Sunnyvales, Etats-Unis) at a sampling frequencg kHz and analysed using Clampex 9.2
(Axon Instrument). Background fluorescence wasrdateed at 340 and 380 nm at the end of
each experiment switching to an area of the coyefide of cell. Data were analysed with
Clampex 9.2 software (Axon Instruments).

Determination of enzymatic activities.

All assays were performed on cell lysates as desdrin [18]

- 150 -



Quantification of the phosphorylated form of p38MKAP

HepG2 cells were cultured as described herein.rBafexamethasone treatment, hepG2 cells
were incubated during thirty minutes with the fallag inhibitors: p38MAPK inhibitor:
SB202190 (10 puM), PKC inhibitor: bisindolylmaleinsid (BIM, 3 uM) or intracellular
calcium chelator: BAPTA-AM (1 uM). Cells were hasted and lysed in cell lysis buffer (10
mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1vhNaF, 20 mM NgVOy,, 1%
Triton X-100, 10% glycerol, 0.1% SDS, 0.5% sodiureoxiycholate, 1mM PMSF and
antiprotease cocktail, pH 7.4) during 30 minutesitaxing at 10 minutes intervals. Cells
lysates were centrifuged 10 minutes at 13 000 rp#°@. Supernatant containing proteins
was stored at -80°C until the assay. PhosphoryaB8#APK were assayed with the
PhoshoDetect™ p38 MAP Kinase (pTfpThr'®) ELISA kit (Calbiochem, Merck
chemicals, Nottingham, UK) according to the mantufiser’s instructions.

Statistical analysis.

A non-parametric Mann-Whitney test was used to ammpreated groups and controls.
Differences were considered significanpaD.05.

Results are expressed as mean + sem.
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7. TABLES

Table 1: Enzymatic activities of complexes I, Il ad Il of the respiratory chain of control HepG2 cells treated with calcium chelator
(BAPTA-AM) or p38MAPK inhibitor (SB202190).

Cells were incubated during 30 minutes either intid medium or in medium supplemented with 1 uMB&PTA/AM or with 10 pM of
SB202190. Results are normalised by the activityhef citrate synthase and are expressed as pegeeotecontrol cells activities. n=4 in

duplicate. *: p<0.05 compared with control cells.

Control Control + BAPTA Control + SB202190
Complex | 100.00 + 2.99 131.90 +6.67 ¥ 89.31 £11.99
Complex Il 100.00 + 14.78 79.95+9.41 81.02 +15.84
Complex Il 100.00 + 19.65 133.82 +23.43 161.92 +42.77
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Table 2: Enzymatic activities of complexes I, Il ad Il of the respiratory chain of HepG2 dexamethasoe-treated cells.
Complex activities were assayed on cell lysatesr affrozen/thaw cycle and after six cycles ofe fseconds of sonication for complex |. Results
presented on this table are normalised by theigctV the citrate synthase and are expressed@agmRge of control + inhibitor cells activities.

n=4 in duplicate. *: p<0.05 compared with contells,§: p<0.05 compared with dexamethasone treated cells.

w/o inhibitor + BAPTA +SB202190

Control Dexa Control Dexa Control dexa
Complex | 100.00 + 2.99 4978 +6.81 * 100.00 * 5.05 109 45 +1 6.82 100.00 + 13.43 129 60 + 2754
Complex Ii 100.00 + 14.78 21.66 +4.46 * 100.00 + 11.77 89.13 + 6.43 100.00 + 19.54 93.18 + 21.44
Complex Il 100.00 + 19.65 211.52 +67.68 * 100.00 * 17.50 67.98 + 058 ° 100.00 * 26.41 12861 +8.61 °

- 157 -



8. FIGURES LEGENDS.

Figure 1: IP1 concentration measurement in HepG2 demethasone treated cellslP1
concentration in HepG2 cells treated with 500 nMdekamethasone was determined by
ELISA with IP1-ELISA kit Cisbio kit. Results are pressed in nmol of IP1/million of cells.
Open bars represent control cells and black baxandethasone treated cells. *: p<0.05
compared with control cells, n=8 in duplicate.

Figure 2: Intracellular calcium concentration of HepG2 cells.Cells were loaded with 5 pM
of FURA-2/AM. Results are expressed as percentageit@l fluorescence of FURA-2/AM
loaded cells in a physiological buffer (PSS). A:xa®ethasone-treated cells, B:
dexamethasone + 20 uM GP®, C: dexamethasone + 0.5 uM of U73122, D: dexamsetie

+ 3uM of Bisindolylmaleimide. n=5 independent expents.

Figure 3: Characterisation of intracellular calcium stores involvement in
dexamethasone-induced intracellular calcium concerdtion increase. Representative
graph of intracellular calcium measurement in catcifree media supplemented or not with
thapsigargin Results are expressed as percentage of the ifitcakescence ratio of FURA-
2/AM loaded cells in a calcium-free physiologicalffer (PSS 0 Ca). Cells were incubated in
PSS 0 Ca + 500 nM of dexamethasone to study thmuoalrelease of intracellular stores
(black diamonds) or in PSS 0 Ca + 500 nM of dexhasine +1 pM thapsigargin to
determine the ER-independent calcium release (fiiaygles). The ER-dependent calcium
release (open circles) was obtained by mathemasiabatracting of the ER-independent
calcium increase from the total intracellular catciincrease. n=5 independent experiments.
Figure 4: Quantification of the phosphorylated formof p38MAPK. HepG2 cells were first
cultured during ten minutes with 10 puM of SB2021pB8MAPK inhibitor) or with 1 uM of
BAPTA-AM (calcium chelator after de-esterificationy with 3uM of Bisindolylmaleimide

(PKC inhibitor). Phosphorylated form of p38MAPK wadstected by ELISA test. n=8 in
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duplicate, *: p<0.05 compared with control cels,p<0.05 compared with dexamethasone-

treated cells.
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9. FIGURES.
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Résultats et discussion des articles n°2 et 3.

Les résultats de larticle n°2 montrent que la chitandrie est une des cibles des effets
spécifigues du traitement par glucocorticoides. dffet, dans les cellules HepG2, ces
hormones affectent le fonctionnement mitochondriabn seulement par des effets
génomiques, classiques, impliquant le récepteuradetiulaire aux glucocorticoides mais
€galement par un mécanisme faisant intervenir we@ de fixation membranaire aux
glucocorticoides couplé aux protéines G. Ces effetsglucocorticoides sur la mitochondrie
sont mis en place graduellement. Ainsi, apres l10utes d’incubation, on observe une
diminution de l'activité des complexes | et Il eteuaugmentation de I'activité du complexe
[l par un mécanisme non transcriptionnel initig f@fixation de la dexaméthasone sur un
« récepteur membranaire couplé aux protéines Gimpmiquant les protéines p38MAPK et
PKC. Apres huit heures de traitement par dexameéttggsviennent s’'ajouter des effets
transcriptionnels aboutissant a une stimulatiotadmpacité respiratoire mitochondriale ainsi
gu’a une augmentation de I'activité du complexe Bvfin, la quantité de protéines COX IV
et ANT est augmentée par un traitement a long tegranelexaméthasone. De plus, apres huit
heures de traitement par dexaméthasone, on obseevaliminution de I'efficacité de la
phosphorylation oxydative puisque, bien que la cié@arespiratoire mitochondriale soit
augmentée suite au traitement par glucocorticoildepart de cette capacité utilisée pour
synthétiser de 'ATP (RCRp) est diminuée de 40%.

La diminution d’efficacité de conversion énergétgmitochondriale suite au traitement par
glucocorticoides a déja été retrouvée dans plusieullications (Jaret al, 1991, Kerppola,
1960, Kimberget al, 1968, Roussett al, 2003), mais, les mécanismes impliqués dans ce
phénomene n’étaient pas clairement définis. Difftae études ont montré une augmentation
de la fuite de protons induite par le traitement gexaméthasone, expliquant en partie la
diminution d’efficacité de la phosphorylation oxyda. Cependant, des travaux menés
récemment dans notre équipe (Arviet al, 2007) ont permis de montrer, dans les
mitochondries de foie de rat traité pendant 5 jopes dexaméthasone, que certes la
dexaméthasone augmentait de maniére significatevefuite de protons a l'état IV
(consommation d’oxygéne non couplée a la synth€#dR} mais que lorsque les
mitochondries étaient placées dans un état plusiglogique (entre I'état Ill, & concentration
saturante en ADP et I'état 1V), la synthese d’AT&téaugmentée sans diminution du rapport
ATP/O.

Dans notre modele de cellules HepG2 traitées pmamdéthasone, la part de la capacité

respiratoire utilisée pour synthétiser de 'ATP (RE est diminuée dans les cellules traitées
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par dexaméthasone, laissant penser que I'efficdeitéynthése d’ATP est inférieure a celle
des cellules controles. Cependant, ce rapport mmtigue (RCRp = [Routine-
Oligo]/Découplée) est calculé a partir de la déféze entre la respiration de routine et celle
insensible a l'oligomycine (état IV), ce qui donaee idée de la part de la respiration de
routine utilisée pour synthétiser de 'ATP. Or,’'édt IV, la respiration mitochondriale est
utilisée pour compenser la fuite de protons. Dams cellules traitées par dexaméthasone,
cette fuite de protons étant augmentée, la regpiratécessaire au maintien du potentiel
membranaire mitochondrial est donc plus important& respiration insensible a
I'oligomycine augmente donc plus que la respiratien routine, d’ou une diminution du
parametre (Routine-Oligomycine). De plus, la dexéiasone entraine une augmentation de
la quantité de protéine COXIV, reliée a une auggm de I'activité maximale du complexe
IV ainsi qu’a une augmentation de la capacité dechaine respiratoire (respiration
découplée). Cette augmentation de la respiraticcougiée dans les cellules traitées par
dexaméthasone entraine donc une diminution suppkaine du RCRp dans ces cellules.
Nous pouvons donc penser que ce calcul mathématngyere la difféerence d'efficacité de
phosphorylation oxydative entre les cellules cdaéet dexaméthasone puisque les trois
parametres qui le composent sont modifiés suitaatement par dexaméthasone. De plus,
les mesures de respiration sur cellules entierénensi elles sont un meilleur reflet des
conditions physiologiques, ne nous permettent pascahtréler finement la quantité de
substrats et d’ADP fournis a la chaine respiratetrae nous permettent donc pas une étude
aussi précise de la relation entre respiratioyrthese d’ATP.

L'étude d’Arvier et al. sur mitochondries isolées de foie de rats trgpgrsdexaméthasone et
celle que nous avons menée sur cellules HepGZ2drmipar ce méme glucocorticoide
rapportent une augmentation de la quantité d’ANifesau traitement par dexaméthasone. Ce
transporteur situé dans la membrane interne mitwdinae, en permettant I'import de 'ADP
cytosolique en échange d’ATP formé par I'ATP systhastimule donc la production d’ATP
mitochondriale. La régulation de la transcriptianad géne par les glucocorticoides a été tres
peu étudiée. En revanche, il a été décrit uneraetbivatrice de la triiodothyronine (T3) ainsi
gue des cestrogenes sur I'expression de différsotsrmes de 'ANT (Dummleet al, 1996,
Luciakovaet al, 2000, Portmart al, 2000). Il a été proposé qu’un élément de répanise
T3 soit présent dans le promoteur du gene ANT2 taasgquence de cet élément n'a jamais
ete clairement identifiee. D’autres auteurs postulgue les hormones thyroidiennes
influenceraient non pas la transcription mais #biité des ARNm de 'ANT (Portmaet al,

2000). De nombreuses analogies dans les voiesgdé&ti&n peuvent étre trouvées entre les
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hormones thyroidiennes et les glucocorticoides.sNmuvons donc raisonnablement penser
gu’un mécanisme proche de celui observé avec lpuisse expliquer 'augmentation d’ANT
dans notre modele suite au traitement par dexasutiea Dans les cellules HepG2 traitées
par glucocorticoides, nous retrouvons une augnientde la quantité de protéines COXIV.
Des variations d’activité ou de quantité de sousésrdu complexe IV suite au traitement par
glucocorticoides ont été montrées dans plusieudest(Djouadet al, 1994, Kimberget al,
1968, Rachaminet al, 1995, Van ltallie, 1992, Webeat al, 2002). Bien que certains
résultats soient tissus-spécifiques, la majorit mlelications montrent une augmentation de
la transcription de certaines sous-unités du coxepl¥. Nous avons montré dans l'article
n°l, qu’'un dysfonctionnement mitochondrial (DNPyuit, dans les cellules HepG2, une
augmentation de la transcription du gene COXIV gaallier ce déficit. Or, la dexaméthasone
augmente la fuite de protons, nous émettons dogpdthése que la transcription de COXIV
est augmentée suite au traitement par dexaméthdsosenotre modeéle afin de compenser le
découplage mitochondrial. Une étude transcripgétlen par puce a ADN, des genes
différentiellement exprimés dans le foie de raitérpar dexaméthasone par rapport au foie de
rat tétmoin a été réalisee par Matthieu Arvier (pidiroligo) afin de déterminer plus
précisément les causes de ce gaspillage d’énergigt iau niveau de la mitochondrie par la
dexaméthasone. Les résultats de ce travail de soggen cours de publication.

Pour ce qui est de Iimpact de la dexaméthasonelesuautres complexes de la chaine
respiratoire, tres peu de données sont disponibles. étude rapporte que le traitement par
methylprednisolone inhibe la respiration liée &ydation du NAD dans les mitochondries de
foie probablement en agissant sur le centre feffls@mu une protéine de liaison au coenzyme
Q du complexe | (Martenst al, 1991). Les auteurs montrent également une dinoimake la
respiration en succinate et relient cela a unebitibn du transport du succinate. Les effets
d’inhibition de l'activité des complexes | et Il gunous montrons suite au traitement par
dexaméthasone dans les cellules HepG2 apparagsentrt terme et font intervenir un site
de liaison membranaire aux glucocorticoides. De,plactivité gue nous mesurons est une
activité maximale et ne tient donc pas compte dmpecité de transport de la mitochondrie ni
de la disponibilité en substrats dans ces celllespparait donc peu probable qu’'une
diminution de la disponibilité en succinate puisggliquer une telle diminution d’activité du
complexe Il dans notre modéle. Nous pensons plgt@ la dexaméthasone induit des
modifications posttraductionnelles de certainessamités des complexes telles que la
phosphorylation de certains résidus. Cette hypetkesa développée plus longuement dans la

suite de la discussion. Une étude décrit égalemeatstimulation de I'activité du complexe
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lll suite au traitement par dexaméthasone maisranoécanisme n’est proposé (Allahal,
1983).

Bien que de nombreuses publications aient décsitelfets des glucocorticoides sur la
mitochondrie (Allanet al, 1983, Kerppola, 1960, Kimbergt al, 1968, Rachaminet al,
1995), peu d’études se sont intéressées aux mammgermettant d’expliquer ces effets sur
la mitochondrie. Buttgereit a rapporté que lesteffehibiteurs de la methylprednisolone sur
la respiration des lymphocytes stimulés par la avaline A sont dus a des effets non
génomiques non spécifigues des glucocorticoides Sjaiercalent dans la membrane
plasmique et modifient ainsi les propriétés phyditmiques de cette derniére et les activités
des protéines associées a la membrane (Buttg2d8i®). L'auteur émet I'hypothése que les
glucocorticoides inhibent de cette maniére I'enttéesodium et de calcium dans la cellule et
s’enchassent également dans la membrane internechordriale entrainant une
augmentation de la perméabilité membranaire auxopso Cependant, ces effets non
spécifiques des glucocorticoides se retrouvent fardes concentrations en hormone (a partir
d’environ 10°M de dexaméthasone), de tels mécanismes ne perndatenpas d'expliquer
les effets observés dans notre étude. De plusaléstions de respiration que nous retrouvons
sont totalement inhibables par I'actinomycine Dnctranscriptionnelles) et ne font donc pas
intervenir seulement des modifications de perméébilembranaire.

Deux types deffets des glucocorticoides sur laoamondrie sont distinguables dans nos
résultats : les effets a court terme non génomigupiquant un site membranaire de fixation
aux glucocorticoides (MGR) et les effets a longneertranscriptionnels impliquant soit le
MGR soit le récepteur intracellulaire aux glucoicoitles (cGR).

Les effets transcriptionnels a long terme impliquda récepteur cytosolique aux
glucocorticoides sont les plus étudiés dans l&réttre. En effet, classiquement, les
glucocorticoides se fixent sur le cGR, induiserdifsociation des protéines chaperonnes et la
dimérisation du complexe hormone/récepteur. Lesptexes ainsi formés migrent alors dans
le noyau ou ils se fixent sur des éléments de gmRux glucocorticoides (GRE) dans le
promoteur des genes cibles et activent ainsi leunstription. Le complexe IV de la chaine
respiratoire semble une des cibles privilégiées rpées effets génomiques des
glucocorticoides puisque des séquences GRE onidétdifiées a la fois sur des génes
nucléaires (COX Vb, (Scheller et Sekeris, 2003)méibchondriaux (COX | et COX Ill,
(Demonacoset al, 1995) codant pour des sous-unités de ce comphxeas pouvons donc
raisonnablement penser que dans notre modeéle nfanigtion de I'activité du complexe IV

gue nous retrouvons apres huit heures de traitep@ntiexaméthasone s’explique par une
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augmentation de la quantité de cette enzyme suiteatement par glucocorticoides. De
méme, une séquence GRE a été identifiée récemraantle promoteur du géne UCP3 dans
le muscle squelettique (Amadt al, 2007). Les auteurs montrent que le traitement par
glucocorticoides stimule la transcription du ger@R3 par un mécanisme impliquant a la fois
la fixation du GR activé sur une séquence GRE ptésdans le promoteur de ce gene et
I'activation de la protéine histone acétylase p300.

Les effets non génomiques des glucocorticoidegtintéfinis par Losel et Wehling comme
« n'influencant pas initialement I'expression dengg mais plutét ayant des effets rapides
comme l'activation de cascades de signalisatidnos€l et Wehling, 2003). En plus de cette
rapidité de réponse, d'autres caractéristiques éb@tétablies pour définir les effets non
génomiques : un profil pharmacologique différentsque ces effets sont insensibles aux
inhibiteurs de transcription et de traduction, acgon sur les cellules non nucléées telles que
les plaquettes, les érythrocytes et les spermategait enfin la possibilité pour des stéroides
couplés a la BSA (ne pouvant pas traverser la mamebplasmique) d’'induire ces effets
(Stellato, 2004). Les mécanismes d’action, ménie different selon le type cellulaire étudié
et le stéroide utilisé, sont souvent médiés pattivVation de seconds messagers, par des
changements de flux ioniques ou l'activation defédéntes protéines kinases. Certaines
études rapportent la possibilité d’inhiber ces teffaon génomiques par la mifépristone
(RU486) montrant I'implication du récepteur intrlgkire (cGR) dans ces effets (Croxtatl

al., 2000, Hafezi-Moghadaret al, 2002, Liuet al, 2007, Lowenbergt al, 2006, Solitoet

al., 2003). Cependant, certains effets, insensibles type d’inhibiteur, impliquent un autre
type de récepteur, situé dans la membrane plasm{qu@R). La caractérisation et
l'identification précise de ce récepteur sont eactres incompletes. Néanmoins, quelques
études avancent la possibilité d’'un récepteur & d@maines transmembranaires, couplé aux
protéines G (ffrench-Mullen, 1995, Lou et Chen, 899rchiniket al, 1992, Orchiniket al,
1991). Dans l'article n°2 nous montrons qu’'un tapteur est impliqué dans les effets a
court terme des glucocorticoides sur la mitoch@dAinsi, les effets inhibiteurs de la
dexaméthasone sur l'activité des complexes | sotit inhibables par I'addition de GB®,

un analogue non métabolisable du GDP. De plugjler$a forme phosphorylée (donc active)
de la protéine p38MAPK est inhibée, on ne retropues les effets mitochondriaux des
glucocorticoides.

Dans l'article n°3, nous avons voulu déterminemaaniére plus precise les éléments reliant
I'activation d’'un récepteur couplé aux protéinep& la dexaméthasone et les effets sur la

chaine respiratoire mitochondriale. Nous montrames Iq fixation de la dexaméthasone sur le
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récepteur membranaire entraine l'activation d’'un&gine Gqg qui, en aval, conduit a une
augmentation de la concentration intracellulaire aacium. Ce second messager est
indispensable pour la survenue des effets sur lochondrie puisque si le calcium
intracellulaire est chélaté par le BAPTA-AM, leget$ inhibiteurs de la dexaméthasone sur
I'activité des complexes | et Il de la chaine resjoire disparaissent. Dans l'article n°2, nous
avions mis en évidence I'implication de p38MAPK dala diminution d’activité des
complexes | et Il et 'augmentation de I'activitéa domplexe Il de la chaine respiratoire. Le
calcium et p38MAPK apparaissent donc comme des eltsnclés dans la signalisation
induite par les glucocorticoides. Dans ce troisiartecle, nous démontrons que ces deux
éléments sont situés sur la méme voie d’activat@rphosphorylation de p38MAPK étant
abolie lorsque les cellules sont cultivées en présele BAPTA. P38MAPK est donc située
en aval de l'augmentation de la concentration aaftalaire en calcium induite par la
dexaméthasone. Des effets p38MAPK dépendants desagirticoides ont déja été montrés
par Qi et al (2005). Les auteurs démontrent quealeement des cellules PC12 par cortisol ou
cortisol-BSA induit I'activation et la translocatiowucléaire des protéines p38MAPK et JNK.
De méme, Xiaet al.ont démontré que le traitement a court terme pasaglorticoides induit
une forte activation de la protéine p38MAPK, etpeg un mécanisme non inhibable par un
antagoniste du cGR (Xiet al, 2003).

Cette protéine kinase retient particulierementenattention puisqu’elle est au carrefour des
voies non génomiques (activation rapide, modifaratd’activité de certaines protéines par
phosphorylation) et des voies transcriptionnell@g38MAPK peut étre transloquée dans le
noyau et modifier la transcription de certains gepa&r phosphorylation de différents facteurs
de transcription ou de résidus particuliers siu@ss le promoteur des génes cibles). Or, une
liaison a pu étre établie dans certains cas eatfi@dtion des glucocorticoides sur le mGR et
les effets transcriptionnels de ces hormones, éaghene est abrégé en MISS (Membrane
Initiated Steroid Signaling). La protéine p38MAPde par sa dualité d’effets (génomique et
non génomique) apparait comme un candidat intérepsar participer a ce phénomene.

En effet, en plus de son implication dans les effein génomiques des glucocorticoides (Xia
et al, 2003) p38MAPK est un régulateur important de iplus voies métaboliques au niveau
du foie, notamment la lipogénése (Xioagal, 2007) et la néoglucogénése (Cao, aval,
2005, Cao, W. Het al, 2007, Collinset al, 2006). p38MAPK joue en effet un réle activateur
sur la néoglucogénese hépatique par phosphorylatiactivation du facteur CREB et du
coactivateur PGCsdl, deux é€léments activateurs de la transcription dgnes

néoglucogéniques phosphoénolpyruvate carboxykifB&PCK) et glucose-6-phosphatase
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(G6Pase). Cette voie est une cible importantealtetnent par glucocorticoides, on peut donc
émettre I'’hypothése de I'implication de la protép88MAPK (et par |a méme du mGR) dans
la stimulation de la néoglucogénése hépatique esrglucocorticoides. p38MAPK peut
également intervenir dans la régulation de l'atdéivnéme du récepteur cytosolique aux
glucocorticoides. En effet, deux sites de phosphtion (sérine 211 et sérine 246,
respectivement activateur et inhibiteur) ont égntdiés dans le promoteur du cGR (dans les
lymphocytes et les cellules Hela) comme des citiéeghosphorylation par p38MAPK (Miller
et al, 2005, Szatmargt al, 2004). Enfin, cette protéine joue un rdle dansktabolisme
oxydatif mitochondrial, puisque Szandhal ont montré récemment qu’elle participait, avec
PKC (nouvelle isoforme) a I'inhibition du captage dalcium par la mitochondrie induit par
'angiotensine Il (Szandat al, 2007). p38MAPK module également la compositionlale
chaine respiratoire, dans le coeur, puisque la ptession de la protéine MAP kinase kinase 6
induit une diminution de I'expression de sous-wities quatre complexes de la chaine
respiratoire ainsi que de I'ATP synthase.

Aux vues de tous ces éléments, p38MAPK apparaitremom élément crucial, a la fois dans
la signalisation induite par les glucocorticoideslans la régulation du métabolisme oxydatif
mitochondrial. Il serait intéressant d'étudier lacdlisation subcellulaire des protéines
p38MAPK suite au traitement par dexaméthasone a@dirdéterminer si les effets de cette
kinase sur les complexes de la chaine respirajmtesent étre relies a la localisation
mitochondriale de cette derniere. De plus, les freadions post-transcriptionnelles
(glutathiolation, myristoylation, phosphorylatior)..des différents complexes de la chaine
respiratoire mitochondriale (surtout les complexeset 1) suite au traitement par
glucocorticoides pourraient étre étudiées dansctdhiles HepG2, incubées ou non en
présence de SB202190 (un inhibiteur de p38MAPKDaotre étude, nous n'avons pas
mesuré la production d’'EORS, or ce parameétre estlément important de régulation de la
fonction énergétique mitochondriale, et les vaviadi d’activités des complexes | et Il de la
chaine respiratoire suite au traitement par dexaaséhe sont susceptibles de modifier ce
parametre.

De plus, ces travaux ont été obtenus sur une ligelglaire ayant perdu certains caracteres
de différenciation hépatocytaire. Il serait don@giassant d’étendre cette étude a des cellules
plus proches des hépatocytes primaires. Pour melss avons testé I'influence du traitement
par glucocorticoides sur la lignée cellulaire He@alRossedant des caractéristigues de
différenciation proches des hépatocytes primalres.résultats (exposés dans la partie travail

complémentaires) nous laissent penser que, dansetiakes, le récepteur membranaire aux
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glucocorticoides est absent ou non fonctionnel.e@dant, étant donné les conditions de
culture particulieres de ces cellules (en présatedortes concentrations d’insuline et de
glucocorticoides), on ne peut exclure une désdissition de ce récepteur membranaire aux
glucocorticoides. Tout ceci nous amene a pensecefie lignée s’averant trés utile dans les
études de toxicité hépatiqgue des xénobiotiquesmmotnt n’est peut-étre la mieux adaptée

pour notre modéle.

Dexa

Effets non génomiques

10 minutes de traitement

Effets génomiques

8 heures de traitement

l Activité CI
} Activité c11

T Activité CIII 1 Efficacité OXPHOS

{ Activits cIv

t Quantité coxzv /

Mitochondrie

Figure 28 : Schéma récapitulatif des éléments intellulaires impliqués dans les effets
de la dexaméthasone sur la mitochondrie dans leslicdes HepG2 (article n°2).
(Les fleches en traits pleins représentent les ésnque nous avons mesurés dans notre

modéle ; celles en pointillés sont des élémentsisatifs).
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DAG + IP3

Mitochondrie
[——

Figure 29 : Schéma récapitulatif des voies de sigligation impliguées dans les effets a
court terme de la dexaméthasone sur la mitochondridans les cellules HepG2 (article 3).
(Les fleches en traits pleins représentent les éiésnque nous avons mesurés dans notre

modele ; celles en pointillés sont des élémentsudatifs).

-172 -



Travail complémentaire

Caractérisation de la fonction oxydative mitochondriale des
cellules HepaRG.

Impact du traitement par glucocorticoides sur cette fonction.
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Introduction du travail complémentaire.

Les expériences concernant les effets mitochondrilutraitement par dexaméthasone que
nous avons décrits dans les articles 2 et 3 ontéélé&sées sur des cellules d’hépatoblastome
humain en culture: la lignée HepG2. Ces cellulemt sutiisées comme modeles
expérimentaux dans de nombreuses études portaarthmant sur le métabolisme cellulaire.
Elles présentent en effet I'avantage d’avoir unangocapacité proliférative et possedent
encore certaines enzymes de phase | et |l du mé&mieodes toxiques (UDP-glucuronyl
transférase et glutathion-S-transférase par exeniptmstdaret al, 1988). Cependant,
I'expression des principales enzymes de détoxifinainotamment les cytochromes P450) est
tres faible dans cette lignée par rapport aux logptds isolés et les isoformes exprimées
s’apparent a celles retrouvées dans les hépatofgtesix (Wilkeninget al., 1997). De plus,
les cellules HepG2 ont subi de nombreux réarrangesrehromosomiques et présentent un
caryotype aneuploide avec un nombre de chromosweanesit de 48 a 54 par cellule. Afin de
vérifier que les effets mitochondriaux que nousrowgtions suite au traitement par
dexaméthasone sur les cellules HepG2 n’étaient gizs a une faible capacité de
détoxification de cette substance, nous avons viagier I'effet des glucocorticoides sur un
modele possédant des caractéristiques plus pracfeed« sain ». Notre premiere intention a
ete d'utiliser des hépatocytes isolés de rats emggnt, ce modéle présentait le désavantage
de n’avoir qu’une faible capacité proliférative (guus est limitée dans le temps : pas plus
d’'une semaine généralement) et de se dédifféreassmz rapidement en culture. Nous avons
donc choisi de réaliser nos expériences sur légleglde la lignée HepaRG qui nous ont été
fournies par Madame Guillouzo (INSERM U522 a Reqhn€zs cellules ont été isolées a
partir d'un hépatocarcinome développé par une ptisouffrant d’'une hépatite C. Lorsque
ces cellules sont ensemencées a une faible déasidlions par flask de 75 cm?) elles sont
de forme allongée, trés peu difféerenciées et mnaiit trées rapidement. Lorsqu’elles
atteignent la confluence, deux types cellulairedisgnguent, des petites cellules granuleuses
(ressemblant a des hépatocytes) et des cellulagdaa plus grosses avec un cytoplasme
clair. A ce stade, I'ajout de 2% de DMSO dans l&§emide culture induit la différenciation
des structures « pseudohépatocytaires » en hépegoayatures morphologiquement tres
proches des hépatocytes primaires. Des cellulearapiges a des canalicules biliaires se
développent également sous l'influence du DMSO. §lasctures hépatocytaires sont bien
différenciées et expriment différents marqueursifip@ies du foie tels que l'aldolase B ou

'albumine. De plus, a ce stade de difféerenciatianlignée HepaRG exprime les différents
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isoformes de cytochromes aux mémes niveaux quehdpstocytes humains en culture
primaire (Guillouzo Aet al.2007).

Figure 30: Morphologie des cellules
HepaRG

A. Cellules HepaRG ensemencées a faible

densité en phase de prolifération.

B. Cellules HepaRG différenciées
cultivées pendant 15 jours en milieu sans
DMSO puis 15 jours dans un milieu avec
2% de DMSO

Tiré de Guillouzo A. et al., Chem Biol
Interact. (2007)

Aux vues de ces caractéristiques, les cellules R€paous apparaissaient comme un bon
compromis entre les cellules HepG2 et les hépatsosth culture primaire. Nous avons donc
testé I'impact du traitement par dexaméthasondesianctionnement de la chaine respiratoire
mitochondriale de ces cellules. Cependant, afivite une apoptose massive des cellules
lors de I'ajout du DMSO, ces derniéres sont cués/én présence de 10 uM d’hydrocortisone
hemisuccinate et de 5 pg/ml d’'insuline. Afin daliger nos expériences, nous avons donc dd,
dans un premier temps tester s’il était possiblesedrer la lignée en glucocorticoides et

insuline pendant le temps de nos manipulations smmdre le caractére différencié ni

engendrer une augmentation de I'apoptose.
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Résultats du travail complémentaire.

1°. Caractérisation fonctionnelle de la chaine reasire des cellules HepaRG en présence
ou en absence d’insuline et de glucocorticoides.
Afin de tester I'impact du sevrage en insuline kicgcorticoides sur la différenciation, la
survie et les caractéristiques fonctionnelles decHaine respiratoire mitochondriale des
cellules HepaRG, nous avons cultivé les cellulepd®s (passages 9 a 15 maximum)
pendant deux semaines dans le milieu de proli@rgbuis pendant une semaine dans un
milieu de différenciation contenant 2 % de DMSO awasuline et glucocorticoides puis
pendant 5 jours supplémentaires avec ou sans rnieseli avec ou sans glucocorticoides.
Quatre groupes ont été ainsi constitues :

- avec DMSO, avec glucocorticoides et avec insultigHG+I) qui constitue

notre condition controle

- avec DMSO, avec glucocorticoides et sans insufie-(G-1)

- avec DMSO, sans glucocorticoides et avec insulie@+l)

- avec DMSO, sans glucocorticoides et sans insuliDeG-1)
Nous avons fait des tests sur des cellules cultigéeas DMSO mais nous n’avons pas retenu
cette condition expérimentale, les cellules perdarg vite leur morphologie différenciée et
ayant une activité respiratoire mitochondriale fedsle.

a. Quantification de I'aldolase B, un marqueur dedaihciation hépatocytaire.
Les cellules HepG2 ont une faible expression déddlase B, inférieure a celle des cellules
HepaRG en phase proliférative. L'expression de aeqoeur augmente en fonction du stade
de différenciation dans les cellules HepaRG. Leragy en glucocorticoides et insuline
pendant 5 jours apres une semaine de culture éundié prolifération ne semble pas affecter
I'expression de l'aldolase B dans les cellules Hpdfigure 31).

b. Mesure de la respiration mitochondriale des celluldepaRG sevrées en

glucocorticoides et insuline.

Les parametres respiratoires des cellules HepaRi{véms avec ou sans glucocorticoides et
avec ou sans insuline sont identigues a I'exceptoes cellules cultivées avec
glucocorticoides mais sans insuline qui présentest respiration de routine et insesible a
I'oligomycine significativement supérieure aux astrconditions expérimentales (p<0.05,
figure 32).
Nous concluons donc de cette étude sur les cellHlesaRG sevrées en insuline et
glucocorticoides que le fait de cultiver les cafuiHepaRG sans hormones pendant 5 jours a
ce stade n’entraine pas de dédifférenciation digle= ni de modification des parametres
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respiratoires mitochondriaux de ces cellules. Rausuite de nos études sur I'impact du
traitement par dexaméthasone sur la chaine resipirate ces cellules nous pourrons donc
utiliser les cellules HepaRG différenciées sansagorticoides ni insuline comme contréles.
2°. Impact du traitement par dexaméthasone suomtetionnement de la chaine respiratoire
mitochondriale des cellules HepaRG traitées pardexthasone.

a. Mesure des paramétres respiratoires des cellulepaR{& traitées par

dexaméthasone.

Le traitement par dexaméthasone pendant 8 heurescelaules HepaRG différenciées
entraine une augmentation de la respiration nosgitarylante (oligo) et découplée (FCCP)
des 50 nM de dexaméthasone. En revanche, la régpide routine est stimulée dans les
cellules traitées uniquement par 500 nM et 5 pMddgaméthasone. La stimulation des
parametres respiratoires obtenue avec 5 UM de dghkasone n’est pas supérieure a celle
obtenue en présence de 500 nM (figure 33).

b. Mesure de [lactivité du complexe IV des cellules pBRG traitées par

dexaméthasone.

Dans les travaux menés sur les cellules HepG2, agiosis montré que la stimulation de la
respiration maximale (respiration découplée obtamuprésence de FCCP) pouvait étre reliée
a une augmentation de l'activité du complexe IV <daps cellules. Afin de voir si un tel
mécanisme se retrouvait dans les cellules HepaR@Gs avons mesuré l'activité COX des
cellules HepaRG différenciées traitées par 500 reMiddxaméthasone. Nous avons choisi
cette dose car c’est la méme que celle que noussautidisée sur les cellules HepG2 et cette
dose est suffisante pour entrainer une stimuladi®ria chaine respiratoire mitochondriale
comparable a celles obtenues avec une dose pteq5prM). Lorsque I'on compare I'activité
maximale de la COX entre les lignées HepG2 et HEpabh s’apercoit que la capacité
respiratoire des cellules HepaRG différencieesnetement supérieure a celle des cellules
HepG2 (multipliée par environ 3,5). Dans les dagrées, le traitement pendant 8 heures par
500 nM de dexaméthasone entraine une augmentdéouirdn 90% de I'activité COX par
rapport aux cellules contrbles de la méme lignéguié 35). Ces résultats permettent de
mettre en évidence un mécanisme commun de stionlde I'activité COX dans les deux
lignées par le traitement par dexaméthasone, cepenkgs cellules HepG2 et HepaRG ne
possédent pas le méme métabolisme, les cellulesRe&plifférenciées possédant une activité
COX plus de trois fois supérieures aux cellules Gigpll est intéressant de noter que
l'activité COX des cellules HepaRG non différensiéest identique a celle des cellules

HepG2 (non montrée ici).
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Comme c’était le cas dans les cellules HepG2, ibitlon du récepteur cytosolique aux
glucocorticoides par la mifépristone empéche langation de l'activité COX par la
dexaméthasone. Il faut noter cependant que danselédes HepaRG, le traitement par
mifépristone entraine une forte mortalité cellidaiians I'heure qui suit 'application de cette
drogue. Afin de réduire cette mortalité, il nousalu diminuer la dose par rapport a celle
utilisée sur les cellules HepG2 (2.5 uM au lieltbdeM). Dans ce cas, la viabilité cellulaire a
8 heures dépasse les 70% par rapport aux cellolesotes et permet ainsi de faire les
manipulations en présence de mifépristone.

c. Mesure du potentiel membranaire mitochondrial ddisles HepaRG.
Les résultats complémentaires de I'article 2 camaetr les effets a 5 jours du traitement par
dexaméthasone montrent que le potentiel de memladigat IV (non phosphorylant) est
diminué de 30 % dans les cellules traitées par rdéx@asone. Nous avons mesuré ce
paramétre dans les cellules HepaRG contréle (édsivpendant 5 jours en milieu de
différenciation sans insuline ni glucocorticoidas)si que dans celles ayant recu 50 nM, 500
nM ou 5uM de dexaméthasone. Les résultats de cytieren flux (dont un exemple est
présenté figure 33) ont mis en évidence deux ptipuk dans ces cellules : une a forte
intensité de fluorescence (population minoritagprésentant environ 20 % des cellules) et
une a faible intensité de fluorescence (représer@@n% des cellules). La mesure de
fluorescence du DiO&Ldans les cellules HepG2 mettait en évidence uuoke g@pulation,
homogene (figure 34), dintensité de fluorescendmilaire a la population la plus
fluorescente retrouvée dans les cellules HepaR& d€ex populations n’ont donc pas permis
une analyse plus précise de la variation du paentembranaire mitochondrial en fonction

du traitement par dexaméthasone dans les celldpaRiG.
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Discussion des résultats complémentaires.

Les cellules HepaRG ont été utilisées dans le mtidier les effets des glucocorticoides sur
la fonction mitochondriale hépatique dans un modeleapprochant le plus possible du foie
« sain ». Cependant, la culture de ces cellulesgsitant I'utilisation de fortes concentrations
de glucocorticoides et d’'insuline et leur fonctatydative mitochondriale n’ayant jamais été
étudiée, des études préliminaires ont été nécessair

La comparaison entre les cellules HepG2 et HepaR€rmis de montrer que ces dernieres
expriment de maniéere plus importante l'aldolase W, marqueur de différenciation
hépatocytaire et que cette expression n'est pafréaltpar 5 jours de sevrage en
glucocorticoides et insuline (figure 30). De plua, capacité de la chaine respiratoire
mitochondriale (montrée par la respiration décoelplainsi que l'activité maximale du
complexe IV sont supérieures dans les cellules R€péfigures 33 et 35). En revanche,
I'effet & court terme de diminution de l'activitél @omplexe Il par dexaméthasone n’est pas
retrouvé dans les cellules HepaRG (figure 36).

En ce qui concerne I'impact du traitement par ghectcoides sur le métabolisme oxydatif
mitochondrial, un effet stimulateur sur les paraegtrespiratoires mitochondriaux est
retrouvé. Cet effet est croissant entre 50 et 3@la dexaméthasone mais atteint un plateau
apres cette dose. De plus, les effets ayant é&srdbrs des travaux menés sur les cellules
HepG2, a lactivation du récepteur classique, cdHalaire aux glucocorticoides ont
eégalement été mis en évidence dans la lignée HepARSE, le traitement pendant 8 heures
par 500 nM de dexaméthasone induit une augmentddda capacité maximale de la chaine
respiratoire mitochondriale et une stimulation @etlvité du complexe IV. Les mesures du
potentiel membranaire mitochondrial sur ces cellumt montré la présence de deux
populations de cellules (ou deux populations dechibndries au sein des mémes cellules)
d’intensité de fluorescence différentes. Ce phémmree été retrouvé dans différentes études
sur des mitochondries isolées de foie de rat (Ldpediavilla et al, 1995, Lopez-Mediavilla

et al, 1989, Lopez-Mediavillat al, 1992). La présence de mitochondries avec un peken
membranaire différent a été reliée au stade delajgement, le nombre de mitochondries a
bas potentiel augmentant avec I'age de I'animalp@zMediavillaet al, 1989) ainsi que
dans les hépatocytes mis en culture. De plus,dpgption de ces deux populations dépend
également du statut énergétigue des mitochonddiiesi, I'étude de Lopez Mediavilla en
1995 a montré que la dissipation du gradient maadnial, induite par I'ajout d’'un agent
découplant, affecte surtout la population mitochiale a bas potentiel alors que I'inhibition
de la synthese d’ATP par I'oligomycine entraine @ugmentation de la fluorescence des
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deux populations (Lopez-Mediavilket al, 1995). Les auteurs concluent donc de cette étude
gue la population avec un plus fort potentiel estmiée par des formes mitochondriales
immatures, les deux populations présentant différéypes fonctionnels de mitochondries.
Dans les cellules HepG2, les mitochondries sontetolocalisées dans la population a fort
potentiel mitochondrial, ce qui confirme les réatdt obtenus avec le Western blot anti-
aldolase B selon lesquels ces cellules sont mdifésehciées que les cellules HepaRG.

Nous pouvons émettre I'hypothése que cette dédiitdation des HepaRG, bien qu’elle ne
fat pas visible avec le Western blot anti-aldolBssoit due au sevrage en glucocorticoides et
insuline pendant les cing jours qui précedent lssure En effet, ces hormones sont
importantes lors du processus de différenciatiom adlules HepaRG et peut-étre qu'apres
cing jours d'arrét, les cellules commencent a sdifiencier. Il aurait été intéressant de
mesurer le potentiel sur des cellules HepaRG @dsven milieu classique de différenciation
afin de confirmer notre hypothese. L’hétérogénéés populations mitochondriales présentes
dans les cellules HepaRG a également été retralarie des essais de mesure de production
de ROS par les cellules HepaRG en utilisant la sodihydroéthidium (données non
présentées) montrant que ces deux populations tiehondries semblent avoir un statut
fonctionnel différent. Ces données montrent qualtas< types cellulaires étudiés (HepG2 et
HepaRG) présentent des réponses différentes switeaidement par glucocorticoides. Ceci
nous amene a nous demander pourquoi une telleatiffé ?

Plusieurs hypothéses sont avancées pour expliguaitique les effets imputés au récepteur
membranaire aux glucocorticoides ne se retrouventans les cellules HepaRG :

- 'absence de ce type de récepteur sur ces cellafen de vérifier cette hypothése, il faudrait
reproduire les expériences d’incubation de memlsras@ées de cellules HepaRG avec la
dexaméthasone fluorescéine (expériences decriteslagartie « matériel et méthodes ») afin
de vérifier que la dexaméthasone peut se fixelesumembranes et que cette fixation peut
étre déplacée par la dexaméthasone-BSA par exemple.

- une « désensibilisation » aux glucocorticoidess Cellules étant cultivées en permanence
avec une forte concentration d’hydrocortisone, nomgvons émettre I’hypothése que le site
membranaire aux glucocorticoides est plus faciléreaturable et que I'environnement riche
en glucocorticoides induit une « résistance péetalx glucocorticoides » dans cette lignée.

- des voies de signalisation en aval du récepteemimanaire différentes ou non
fonctionnelles.

De par leur hétérogénéité de populations mitochaledy, les cellules HepaRG sont un

modeéle assez difficile a caractériser et a manip@ependant, il reste intéressant car plus
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proche des hépatocytes en culture et s’il Savépait ce modele ne possédait réellement pas
de récepteur membranaire aux glucocorticoides @uagurécepteur, ou les voies en aval,
étaient non fonctionnels, ces cellules répréseietgralors un modele tres intéressant afin de
pouvoir discriminer entre les effets liés au réeaptmembranaire et cytosolique et pourrait
constituer un « contréle » négatif pour I'étude déets récepteur membranaire dépendants

des glucocorticoides.

Légende des figures :

Figure 31 :Les cellules HepaRG ont été cultivées pendantolssjdans un milieu de
prolifération puis pendant une semaine dans leemilde différenciation (milieu de
prolifération contenant 5 uM d’hydrocortisone phisg/ml d’insuline) supplémenté avec 2%
de DMSO. Au bout d’une semaine de différenciaties, cellules HepaRG ont été cultivées
pendant 5 jours dans le milieu de différenciatieD)(avec ou sans glucocorticoides (+/- G) et
avec ou sans insuline (+/- ). La condition « He@aRrolif » correspond a des cellules
HepaRG cultivées pendant une semaine apres regiqdags le milieu de prolifération
classique. Les cellules HepG2 ont été cultivees nalieu contrdole sans insuline ni

glucocorticoides.

Figure 32 : Parametres respiratoires des cellules HepaRG vée#i avec ou sans
glucocorticoides et avec ou sans insuline. LesllesliIHepaRG ont été cultivées pendant 15
jours dans le milieu de prolifération puis pendamte semaine dans le milieu de
différenciation. Ensuite, les cellules ont été éegrou non en glucocorticoides et/ou insuline
pendant 5 jours. Les cellules ont ensuite été immg@es et leurs paramétres respiratoires ont été
mesureés sur cellules entiéres par polarographie.

A. Respiration de routine (avec les substrats etes) des cellules HepaRG différenciées
(+D) avec ou sans glucocorticoides (+/- G) et axesans insuline (+/- I).

B. Respiration non couplée a la synthese d’ATP méeswen présence de 16 pg/ml
d’oligomycine dans les cellules HepaRG différensi¢eD) avec ou sans glucocorticoides
(+/- G) et avec ou sans insuline (+/- 1).

C. Respiration découplée (reflet de la capacitéimabe de la chaine respiratoire) obtenue par
ajout d’'un découplant (le FCCP) sur les cellulepaRG différenciées (+D) avec ou sans

glucocorticoides (+/- G) et avec ou sans insulifiel].
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Figure 33 : Parametres respiratoires des cellules HepaRG vée#ti avec ou sans
dexaméthasone pendant 8 heures. Les cellules HepaR@été cultivées pendant 15 jours
dans le milieu de prolifération puis pendant unmaee dans le milieu de différenciation.
Ensuite, les cellules ont été cultivées pendant eBrds en présence de différentes
concentrations de dexaméthasone (de 50 nM a 5 bdd)cellules ont ensuite été trypsinées
et leurs parametres respiratoires ont été mesuré&eBules entieres par polarographie.

A. Respiration de routine (avec les substrats esdes) des cellules HepaRG différenciées
traitées pendant 8 heures par dexaméthasone.

B. Respiration non couplée a la synthese d’ATP méeswen présence de 16 pg/ml
d’oligomycine dans les cellules HepaRG différensiéeraitées pendant 8 heures par
dexaméthasone.

C. Respiration découplée (reflet de la capacitéimabe de la chaine respiratoire) obtenue par
ajout d’'un découplant (le FCCP) sur les cellulepaRG différenciées traitées pendant 8
heures par dexaméthasone.

Figure 34 :Histogrammes de fluorescence de la sonde DiOC#48% les cellules HepG2
(graphique A) et HepaRG différenciées (graphiquelB}s cellules sont traitées par 500 nM
de dexaméthasone pendant 8 heures puis elles mruthiées en présence de 20 nM du
fluorochrome DIOC6(3) et 16ug/ml d’oligomycine, unhibiteur de 'ATP synthase pendant
une demi-heure. La fluorescence du DIOC6(3), priomumelle au potentiel membranaire
mitochondrial, est ensuite lue par cytométrie arnx.flLes cellules mortes sont exclues de

I'étude par marquage a l'iodure de propidium.

Figure35 :Dosage de l'activité du complexe IV (cytochromeof&ydase) sur les cellules
HepG2 et HepaRG traitées par 500 nM de dexaméthad@s résultats sont rapportés a

l'activité de la citrate synthase (CS), un marquiurolume mitochondrial dans les cellules.
Figure 36 :Dosage de I'activité du complexe Il sur les cetuHepG2 et HepaRG traitées

pendant dix minutes par 500 nM de dexaméthasorserdseiltats sont rapportés a l'activité de

la citrate synthase (CS), un marqueur du volumechdndrial dans les cellules.
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Figure 31.
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Figure 33.
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Figure 34.
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Figure 35.
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Figure 36.
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Notre projet consistait en I'étude du fonctionnetraitochondrial lors de situations de stress
cellulaires touchant plus particulierement les ofitindries tels que la dissipation du gradient
de protons (découplage) ou le traitement par hoemgtucocorticoides.

La premiére partie de ce travaill nous a permisudiér I'impact d'un découplage
mitochondrial modéré sur le métabolisme mitochaldeit la prolifération cellulaire dans
deux lignées cellulaires présentant une orientatiétabolique différente (plutét oxydative ou
plutét glycolytique). Nos résultats montrent quatcairement a ce que I'on pouvait penser,
lorsqu’un stress est appliqué au niveau de la ehaggpiratoire mitochondriale (découplage
induit par le DNP), les cellules les plus glycaiytes (cellules 143B) ont une prolifération
fortement ralentie et ce, malgré une stimulatiodadglycolyse. Par contre, le découplage de
cellules plus oxydatives (cellules HepG2) n’indpias de diminution de la croissance
cellulaire et conduit a des adaptations mitochabeki afin de faire face a cette diminution
d’efficacité de la conversion énergétique. Dans celules, le découplage entraine une
stimulation de la transcription de deux genes raidé importants pour le métabolisme
oxydatif mitochondrial (COXIV et ANT3).

La premiére interrogation soulevée par ces résuéist de savoir quels sont les éléments de
signalisation intracellulaire impligués dans la enien place de ces adaptations
mitochondriales au découplage dans les cellule$saep

Ces adaptations passent par I'activation d’'un dizorétrograde de la mitochondrie vers le
noyau conduisant notamment a la stimulation dealastription de ces deux genes nucléaires.
Ce dialogue rétrograde, mis en place par suite dygionctionnement mitochondrial a été
tres étudié chez la levure (Jazwinski, 2000, Jagiiir2005, Liao et Butow, 1993, Liet al,
2001, Rothermeet al, 1995, Sekitcet al, 2000). D’autres études ont montré son existence
dans les cellules eucaryotes (Biswesal, 1999, Biswaset al, 2005, Butow et Avadhani,
2004, Erol, 2005, Giannattaset al, 2005, Liu et Butow, 2006, Past al, 2006, Roha®t

al., 2007, Schieke et Finkel, 2006, Schroederal, 2007) et différents éléments de cette
cascade ont été identifiés.

Il serait intéressant d’étudier les variations g@ssion et ou de quantité de ces différents
facteurs suite a l'induction d'un découplage dassdellules HepG2. L’augmentation de la
concentration intracellulaire en calcium ayant ééerite comme un élément clé de cette
cascade (Biswast al, 1999, Rohast al, 2007, Ryan et Hoogenraad, 2007), nous nous
proposons de mesurer la concentration intracelulan calcium apres différents temps de
traitement par le DNP. De méme, le facteur SpEadémntifi€ comme un régulateur important

de la transcription de certains génes OXPHOS (p&sguels COXIV, Carter et Avadhani,
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1994) dont I'activité est régulée par phosphorglatpar PKC ou p38MAPK (D'Addariet

al., 2006, Zhanget al, 2006). L'inhibition ciblée de ces protéines kieaglans notre modele
ainsi que l'étude de l'état de phosphorylation datéur Spl permettraient d’étudier leur
implication dans le dialogue mis en place suitelépuplage dans les cellules HepG2.

La seconde question est de comprendre pourquoelkdes 143B, dont le métabolisme est le
plus glycolytique et donc le moins dépendant déotection oxydative mitochondriale, ne
parviennent pas a s’adapter au découplage ?

L’hypothése d'un élément de signalisation manquamt défaillant dans la cascade de
signalisation précédemment citée est séduisantgtadiiiplus qu'il a été montré dans ces
cellules des défauts d’homéostasie calcique (Sacmepskaet al, 2004, von Kleist-Retzow

et al, 2007). Le relargage du calcium par la mitochanétant le point de départ de la mise
en place de ce dialogue, il parait intéressant eguner ce parametre dans les cellules 143B
soumises a un découplage mitochondrial. En outr@enit penser que ces cellules utilisant de
maniere préférentielle la glycolyse ont une chafespiratoire mitochondriale moins
fonctionnelle et un niveau d'utilisation du métabole oxydatif plus restreint. Elles
présenteraient une capacité de réserve moins iamgerte leur permettant pas de développer
leur métabolisme oxydatif a la suite du stress chibmdrial, peut-étre par un effet de seuil.
L'effet découplant du DNP présente des applicatiomgressantes notamment dans la
détoxification des EORs et peut-étre méme le traete de I'obésité. Le découplage permet
en effet d’augmenter la respiration mitochondrieflda dépense énergétique corps entier. Le
DNP a dailleurs déja été utilisé dans cette apgibmn mais la fenétre de concentration
permettant d’obtenir les effets positifs sur la@lége énergétiqgue sans induction de I'apoptose
est tres mince et son utilisation abusive a daiecausé plusieurs déces. Une meilleure
compréhension des mécanismes soutendant les aodlaptatetaboliques mises en place dans
les cellules lors d’'un découplage modéré ainsi lgdentification des €léments-clés de ses
voies pourraient peut-étre permettre de mieux oterties effets toxiques du DNP, tout en
gardant les effets sur le métabolisme énergétidimsi, utilisé dans des conditions bien
contrélées, comme suggéré par Robasl. (2007), le DNP (ou d’autres découplants plus
faibles, des dérivés d’hydroxytoluene, qui, utdis® des doses minimales, ont une fenétre
d’action beaucoup plus large, Let al, 2007) pourrait peut-étre représenter une altemmat
thérapeutique intéressante dans le traitemenbbédité.

La seconde partie de ce travail avait pour butudiér I'effet du traitement par les
glucocorticoides sur la chaine respiratoire et &afolisme énergétique des cellules HepG2

ainsi que les voies de signalisation intracellesiimpliquées dans ces effets. Nos résultats
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montrent que la mitochondrie est a la fois la ciieffets rapides non génomiques et d'effets
génomiques mis en place a plus long terme, ces tpes d'effets, spécifiques de la
dexaméthasone, sont médiés par la fixation de kettaone sur des récepteurs différents.

Le traitement a long terme des cellules HepG2 paathéthasone entraine une stimulation de
la respiration mitochondriale ainsi qu'une dimiomtide I'efficacité de synthese d’ATP. Ces
effets sont notamment reliés a une augmentatidiactévité et de la quantité du complexe IV
de la chaine respiratoire par un meécanisme trgtenrnel dépendant du récepteur
« classique » intracellulaire aux glucocorticoides.

Pour autant, nous ne savons pas par quel mécarssnpgoduit le découplage dans ces
cellules. On peut en effet exclure une action neécgique des glucocorticoides (insertion
dans la membrane mitochondriale par exemple) paisgpsque la transcription est inhibée,
on ne retrouve plus les variations de respiratidgtochondriale. Le découplage est donc
dépendant de l'activation d’'une ou plusieurs pras8i Les principales protéines reconnues
pour avoir un role découplant sont les UCP (UndogplProteins) et 'ANT (Adenine
Nucleotide Translocator). Or, I'activité des progs UCP dans le foie n’est pas clairement
définie. Plusieurs études ont montré que I'ANT ipgeé a l'augmentation de la fuite de
protons (Branckt al, 2005, Lombardet al, 2002, Shabalinat al, 2006). Nos résultats apres
cing jours de traitement par dexaméthasone montyeatla quantité de protéines ANT est
augmentée dans les cellules HepG2. Cependant, eucomélation n'a été faite avec
laugmentation de la respiration que Il'on retrouegalement apres cing jours de
dexaméthasone. Nous nous proposons d’effectuemdssires de respiration cellulaire en
réalisant une titration au carboxyatractylate, nimbiteur de I'ANT, pour déterminer si cette
protéine participe a 'augmentation de la fuitepdaetons que nous retrouvons dans ce modele.
Quant aux effets non génomiques précoces, nousomsngu’aprés 10 minutes de traitement
par dexaméthasone, les cellules HepG2 présenterdiomnution de I'activité des complexes

| et Il de la chaine respiratoire ainsi qu’'une aegtation de I'activité du complexe Ill. Ces
effets, non transcriptionnels, sont induits pafixation de la dexaméthasone sur un site de
fixation situé sur la membrane plasmique des a=luCette fixation entraine I'activation
d’'une protéine Gq induisant en aval, par la voidadeghospholipase C, une sortie de calcium
des stocks intracellulaires PKC-dépendante. Cetigmantation de la concentration
intracellulaire en calcium est nécessaire poukeféats mitochondriaux de la dexaméthasone
et ce, en activant la protéine kinase p38MAPK (gfife 28). L’inhibition de l'activation de
cette protéine entraine une levée totale des efteta dexaméthasone sur les complexes de la

chaine respiratoire.
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Ces complexes peuvent subir des modifications fpadtictionnelles rapides. En effet, deux
sous-unités du complexe | peuvent étre phospharyhéeitro (Chen, R.et al, 2004) ce qui
peut modifier 'assemblage et I'activité de ce ctemp (Yadavaet al, 2007). De plus, la
possibilité de glutathiolation des complexes | letlé la chaine respiratoire a été mise en
évidence (Chen, C. let al, 2007, Chen, Y. Ret al, 2007). Il serait intéressant d’évaluer ces
modifications post traductionnelles dans notre ned@rés ajout de dexaméthasone et de
l'inhibiteur de p38MAPK.

La dexaméthasone induit donc dans les cellules Bepf@ le récepteur membranaire aux
glucocorticoides, des effets non génomiques coadtis une inhibition de la chaine
respiratoire mitochondriale. Or, ces effets rapidessont pas retrouvés dans les cellules
HepaRG qui présentent, lorsqu’elles sont différéesj un métabolisme beaucoup plus
oxydatif que les cellules HepG2 (et proche des toéptes isolés). On peut donc se
demander, si les cellules tumorales peuvent tirartigp de ce dysfonctionnement
mitochondrial induit par la dexaméthasone pour [aatifération. En effet, I'hnypoxie ayant
éte corrélée positivement a I'agressivité tumol@eyle et Travers, 2006), I'inhibition du
fonctionnement mitochondrial induit par [l'activatiodu récepteur membranaire aux
glucocorticoides pourrait étre un des facteurstideutation du développement tumoral. Cette
surreprésentation de la forme membranaire de r@gepaux stéroides a d’ailleurs été mise en
evidence dans d’autres types tumoraux tels quareer du sein ou de la prostate (Dressing et
Thomas, 2007, Dambakt al, 2005) ou elle est reliée a I'agressivité de ceseurs. Dans ce
cas, la présence d'une forme membranaire de régeptex stéroides confére aux cellules
cancéreuses qui I'expriment de maniére importanteawactére plus invasif et plus agressif.
Kampa et Castanas (2006) ont d’ailleurs proposghblage de ces récepteurs membranaires
aux stéroides comme agent majeur ou adjuvant cthiéri@peutique. lls concluent que ce
ciblage peut représenter une alternative théragesitiintéressante pour la destruction
spécifique des cellules cancéreuses. Les celinerinitaires ne semblent pas obéir a cette
régle puisque bien qu'une augmentation de la cufamte récepteurs membranaires aux
glucocorticoides ait été retrouvée dans les callldeicémiques ainsi que dans les cellules
immunitaires de patients souffrant de pathologigs-anmunes (Gametchu et Watson, 2002,
Tryc et al., 2006et Spieset al, 2006), la présence de ce récepteur serait leuaargl’une
plus grande sensibilité cellulaire a l'apoptose.n®ae cas, la présence d'un récepteur
membranaire aux glucocorticoides représenteraidpln frein a la prolifération des cellules
pathologiques plutét qu'un avantage prolifératiiptes cellules concernées. Il semble donc

gue la signalisation en aval de ce récepteur @usiles protéines-clés qui composent ces
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voies different selon les types cellulaires et qpeton la cascade de signalisation activée, les
effets puissent étre totalement opposés (effet amti proapoptotique). La caractérisation
précise des voies mises en jeu dans ces modélesaipopermettre une meilleure
compréhension des phénomenes reliant proliférationorale, métabolisme cellulaire et
récepteurs membranaires aux stéroides.

Les effets induits par le récepteur membranairsamt cependant pas totalement dissociables
des effets dépendants du récepteur intracellulairecibler précisément le récepteur
membranaire peut avoir des conséquences égalenrelesffets génomiques classiques de
ces hormones. On peut se demander quelles intaracpeuvent exister entre les voies
d’action génomiques et non génomiques des gludood@es. En effet, autant les effets a
court terme semblent avoir une action inhibitrice lg fonctionnement mitochondrial autant
les effets a long terme semblent entrainer uneutdion du métabolisme oxydatif par des
mécanismes transcriptionnels (cf figure 29). Laanen place des effets a long terme
constitue-t-elle une adaptation cellulaire poutlipales déficits engendrés par les effets non
génomiques ou ces deux voies sont-elles indéperslasé mettant en place de maniere
graduelle ?

L’implication du récepteur cytosolique aux glucaamides dans les effets a long terme nous
laisse penser que les mécanismes de dialogue n&dmgmitochondrie-noyau, évoqués
précédemment pour expliquer les effets du DNP,terurennent pas dans ce modele. Il
s’agirait plutét d’'une mise en place coordonnéedisx voies d’action des glucocorticoides.
La stimulation du métabolisme oxydatif a long terpegmettrait finalement la production
d’ATP nécessaire pour approvisionner notammentélaglucogenese, voie stimulée par les
glucocorticoides et consommatrice d’ATP. Les élés@ermettant de relier l'activité de ces
deux récepteurs restent a étudier. Certains autgurémis I'’hypothese d’'un recrutement et
d’'une activation du récepteur cytosolique par leepteur membranaire (Daufeldt &k,
2003). Dans notre modéle, certains des effetsgtlernme de la dexamethasone sont retrouvés
avec un ligand ne passant pas la membrane plasrfdguaméthasone-BSA) et que d’autres
sont totalement inhibables par la mifépristone ifitbur spécifigue du récepteur
intracellulaire aux glucocorticoides), ce qui rgrel probable la mise en place d’'une telle
voie. On peut penser au contraire que l'activatiomécepteur membranaire réprime les effets
dépendants du récepteur cytosolique et que, desjue ces effets disparaissent que les effets
a long terme se mettent en place. Deux étudesappbrté que le récepteur intracellulaire aux
glucocorticoides pouvait étre inhibé par une audaiem de la concentration intracellulaire

en calcium (Sheppard, 1994) ainsi que par uneaaiiv de la protéine p38MAPK (Waraj
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al., 2004). Ces deux messagers étant des élémentsei®ffts non génomiques des
glucocorticoides, la possibilité d’une inhibition &R intracellulaire par ces molécules puis
une levée progressive de cette inhibition peut&trgsagee. Il serait intéressant d’étudier les
effets a long terme des glucocorticoides apreditibm de la protéine p38MAPK ou apres
chélation du calcium intracellulaire.

Ces travaux nous ont permis de montrer que l'indocd’'un stress au niveau de la
mitochondrie (découplage chimique par DNP ou horhgrar dexaméthasone) induit des
adaptations du fonctionnement de la chaine respieamitochondriale visant a stimuler sa
capacité afin de pallier son manque d'efficaciti@r(glation de l'activité du complexe 1V,
augmentation de la quantité de protéines COXIVNTA Cependant, si les conséguences sur
la chaine respiratoire sont a peu pres identiglessyoies qui sont impliquées semblent
totalement différentes. Lors d’un découplage palPDM mitochondrie parait étre un acteur
des adaptations (par la mise en place d’une sgatadh rétrograde). Par contre, le découplage
induit par dexaméthasone semble plutdt étre uneséoprence des adaptations cellulaires

visant a augmenter la production d’ATP qu’un phéaoena I'origine de ces adaptations.
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Résumé :

La mitochondrie est un centre de régulation métgbela la fois intégrateur de signaux (visant a
ajuster son fonctionnement selon les besoins étigugé cellulaires) et initiateur de voies
rétrogrades (permettant une réponse cellulaire s al@ngements d’états fonctionnels de la
mitochondrie). Ce travail s’intéresse plus parten@ment au métabolisme oxydatif mitochondrial
et aux voies de signalisation activées, dans l#slee HepG2, lors de deux situations de stress
énergeétique : le découplage mitochondrial et lgetmgent par les hormones glucocorticoides. Le
découplage mitochondrial constitue un signal cosahti les cellules a développer leur
métabolisme oxydatif sans modifier la glycolysetémoment par activation de la transcription de
genes nucléaires codant pour des protéines mitdciades). La mitochondrie est également une
des cibles du traitement par glucocorticoides,hmmones induisant a la fois des effets a court
terme et a long terme. Les effets rapides (modiboade I'activité des complexes I, 1l et 11l de la
chaine respiratoire mitochondriale) sont non gégoes et impliquent la fixation de la
dexamethasone sur un récepteur membranaire. Ges efint médiés par l'activation calcium-
dépendante de la protéine p38MAPK. Les effets g lerme (augmentation de la capacité de la
chaine respiratoire) sont transcriptionnels et s&itent le recrutement du récepteur intracellulaire
classique aux glucocorticoides. Les modificatiomsfanctionnement de la chaine respiratoire
mitochondriale par les glucocorticoides sont inekipar le recrutement graduel de différents sites
de liaison aux glucocorticoides (membranaire eaadllulaire).

Mots clés : Mitochondrie, métabolisme énergétique, découplagijcocorticoides,
signalisation intracellulaire.

English title : MITOCHONDRIA AND ENERGETIC STRESS: SIGNALING
PATHWAYS AND CELLULAR ADAPTATIONS.

Abstract :

Mitochondria are integrators of intracellular siing (adjusting its functioning to cellular energy
demand) and initiators of retrograde pathways daiqg cellular response to variations of
functional status of mitochondria). This work fooois oxidative mitochondrial metabolism and
signaling pathways, in HepG2 cells, in responsetwd energetic stresses: mitochondrial
uncoupling and glucocorticoids treatment. Mitochaald uncoupling triggers an increase in
oxidative metabolism without any change in glycdygnotably by a stimulation of nuclear
transcription of genes encoding mitochondrial pgre Mitochondria are also one of targets of
glucocorticoids, hormones that induce short ternd dang term effects. Rapid effects
(modification of respiratory chain complexes I, dhd Ill activities) involve dexamethasone
binding on a membrane glucocorticoid receptor. €reffects are mediated by calcium dependent
activation of p38MAPK. Long term genomic effectsidfiease in respiratory chain capacity)
implicate the classical intracellular glucocortitaeceptor. Modifications of the respiratory chain
functioning induced by glucocorticoids involve theadual recruitment of glucocorticoid binding
sites (located in plasma membrane or in cytosol).

Keywords : Mitochondria, energetic metabolism, uncoupling,cgicorticoids, intracellular
signaling pathways.

Discipline : Biologie cellulaire.
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Figure 1 : Structure de la mitochondrie
La mitochondrie est composée de deux membranespeapriétés physico-chimiques trés
différentes. Elles délimitent deux compartimenfgespace intermembranaire et la matrice. La
membrane interne forme des replis membranairedé&ppeetes mitochondriales.
Schéma adapté a partir du sitep://www.vscht.cz
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Figure 2 : Réactions d’oxydoréductions au niveau dia chaine respiratoire mitochondriale

La chaine respiratoire transféere de maniére pregy@des électrons des coenzymes réduits
(NADH et FADH,) vers le dioxygene via une succession de systéeaes intervenant dans un
ordre établi selon leur potentiel d’oxydoréductatant du plus réducteur vers le plus oxydant.
Adapté du sitevww.ulysse.u-bordeaux.fr.
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Figure 3 : Structure schématique de la chaine resgitoire mitochondriale.
La chaine respiratoire est située dans la membnage de la mitochondrie. Elle est composée
de quatre complexes protéiques : le complexe | (NAlbiquinol réductase), le complexe Il
(succinate ubiguinone oxydoréductase), le compldke (ubiquinone cytochrome c
oxydoréductase) et le complexe IV (cytochrome cdasg). Le transfert des électrons depuis les
équivalents réduits (NADH et FAD}Ie long des complexes permet le pompage desnsqtar
les complexes I, Ill et IV vers l'espace intermemrire créant ainsi un gradient
électrochimique. Le retour des protons dans laiogapar 'ATP synthase permet de coupler la
respiration et la synthése d’ATP. D’aprés le sitv.phys-mito.u-bordeaux2.fr.



Matrice

%
Membrane >~ Fo
interne

Figure 4 : Structure de I'ATP synthase de mammifére

L’ATP synthase est composée d’'une partie mobilo(rd-0) et d’'une partie fixe (stator, F1). Le
passage des protons entre le rotor (formé pardiabie des sous-unités c) et la sous-unité a du
stator cause la rotation de la tiggui entraine des changements de conformationalesumités

B contenant les sites actifs de synthése d’ADRprés Walker et Dickson, Biochimica and
Biophysica Acta, mai-juin 2006.
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Figure 5 : Schéma représentant I'action découplantdu 2,4 Dinitrophénol

Le 2,4 Dinitrophénol est un acide faible lipophitpii, grace au pH acide de I'espace

intermembranaire peut capter un proton. Sous fggrmo®née, il traverse la membrane interne
mitochondriale provoquant ainsi un retour des prstdans la matrice. Le pH matriciel, basique,

permet le relargage du proton pris en charge paNR. Cet agent entraine donc la dissipation du
gradient de protons de protons généré par la chiespératoire. Les protons ne peuvent plus étre
utilisés par 'ATP synthase, la respiration et logphorylation de 'ATP ne sont donc plus des
réactions couplées, on parle alors de réactiorédeuplage entrainée par le DNP.
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Figure 6 : Tableau des kinases et phosphatases peéses dans la mitochondrie.
A ce jour, la majorité des familles de kinases leigphatases ont été identifiées dans différents
compartiments mitochondriaux montrant que la mitochie peut étre une cible importante de
phosphorylation par ces protéines. Cependant, iéles dans la régulation du fonctionnement
mitochondrial restent encore trés peu connus. AddePagliarini et al., TRENDS in Biological
Sciences, Vol 10, janvier 2006.



No. Protein Location P site Source Function Refs
1 POCElx M Ser Various Acetyl-Cof formation [11]
2 PDCE1pB M Tyr Human sperm Acetyl-Cof formation (8]

3 PDC E3 M Tyr Hamster sperm Regulation of the PDC (8]
4 PDK isoform 2" M SerThr Rat TCA [27]
5 Aconitase M 7 Bovine/potato TCA [22]
6 NAD-isocitrate dehydrogenase M ? Bovine/potato TCA [22]
7 MNAD-malate dehydrogenase M 7 Potato TCA [22]
8 MNAD-malic enzyme M 7 Potato TCA [22]
9 Succinyl-CoA-ligase « subunit M 7 Rat/potato TCA [22,47]
10 Succinyl-CoA-ligase f subunit M ? Rat/potato TCA [22,47]
11 Formate dehydrogenase M Ser/Thr Potato TCA [22,23]
12 Aconitase M Tyr Guinea pig synaptosomes TCA (8]
13 BCKAD M Ser Various AA metabolism [31]
14 BCKAD kinase® M Ser Rat AA Metabolism [64]
15 HSP22 M Ser Corn Chaperone [39]
16 HSP 90 M T Potato Chaperone [22]
17 Chaperonin 60 M 7 Potato Chaperone [22]
18 mthsp75 M Tyr Rat hepatoma cells Chaperone [29]
19 TRAP-1* M Tyr Human sperm Chaperone 18]
20 CYP2ZE1® MAMZ Ser cos Detoxification [43]
21 CYP2B1* MAM? Ser Cos Detoxification [18]
22 GSTA 44 M SerThr Ccos Detoxification [44]
23 DBP M 7 Yeast mRBNA turnover [38]
24 MnSOD M ? Potato Oxidative stress defense [22]
25 EF-Tu M Thr? Rabbit heart Protein synthesis [32]
26 Creatine kinase M 7 Bovine Synthesis of phosphocreatine [45]
27 MTERFY M 7 Rat Transcription termination [42]
28 Abf2p M SerThr? Yeast mtDNA maintenance [26]
29 MTBP" M I'g Yeast mtONA maintenance [50]
30 NDE MAMS Ser/His Pisum sativum Nucleoside triphosphate balance  [49]
31 StAR IMS Ser C0s51 Steroid hormone synthesis [19]
32 Axmito® M? Tyr Rat Regulation of PLAs? [83]
33 SSATY mM? Ser? Rat Acetylation of spermidine [21]
34 Sab om Ser Rat cardiac myocytes SH3 domain-binding protein (28]
35 CPT-l oM Ser Rat B-OX [35]
36 MIGAT® om SerThr? Rat Glyeerolipid biosynthesis [41]
37 BAD*® om Ser FLS12 cells Apoptosis [30]
38 BCL-2 om Ser Jurkat Apoptosis [17,62]
39 Bel-x om Thr U-937 cells Apoptosis [36]
40 CREB MANM Ser? Rat miDNA transcription? [24]
41 VDAC oM Tyr Guinea pig synaptosomes transport [8.45]
42 Cl: ES88 M Ser Bovine OXPHOS [25]
43 Cl: 10kDa IM Ser Bovine OXPHOS [25]
a4 Cl 42 kDa (2 sites) M Ser &Thr  Bovine OXPHOS [45,55]
45 Cll core | M Tyr Human sperm OXPHOS (8]
48 Clil core Il M ? Bovine OXPHOS [45]
47 CIv | IM Tyr Bovine OXPHOS [37]
48 CIV Il M Tyr Osteoclasts OXPHOS [40]
49 civ e M SerThr? Bovine OXPHOS [34]
50 CIV IV M 7 Rat OXPHOS [486]
51 CIV Vbt M Ser/Thr? Bovine OXPHOS [34]
52 CVa IM 7 Bovine/potato OXPHOS [22]
53 CV R I Thr Hurman sk mus/bovine OXPHOS [33]
54 CV & M ? Potato OXPHOS (48]
55 CVb M 7 Potato OXPHOS (48]
56 SclRP M ? Rat OXPHOS [20]
57 SDH-Fp M ? Bovine/potato OXPHOS [22]
58 bel complex, f-MPP subunit M ? Potato OXPHOS [22]
59 CHI core | IM Tyr Human sperm OXPHOS (8]
B0 NADI(P) transhydrogenase 1% ? Bovine H* pump |45]
61 ANT M 7 Bovine Transport [45]
62 Phosphate carrier protein M 7 Bovine Transport [45]
63 Aldose reductase” ? Sm? Various cell lines Osmoregulation [51]

*Abbreviations: AA, amino acid (5, serine; T, threonine; Y, tyrosine); ANT, adenine nucleotide transporter; Axmito, mitochondrial annexin; f-0X, p-oxidation; BCKAD,
branched chain ketoacld dehydrogenase; CI1=CV, respiratory chain complexes 1-5; CPT, carnitine palmitoyltransferase; CREB, cAMP-responsive element [Cre)-binding
protein; CYP, cytochrome P450 DBP, dodecamer-binding protein; EF, elongation factor; GST, glutathione S-transferase; HSP, heat shock protein; IM, inner membrane; IMS,
intermem brane space; M, matrix; MnS0D, manganese super oxide dismutase; mTERF, mitochondrial transcription termination factor; mtGAT, mitochondrial glyesral-3-
phosphatase acetyltransferase; mthsp, mitochondrial HSP; mtTBP, mitochondrial telomere-binding protein; NDK, nucleoside diphosphate kinase; OM, outer membrane;
OXPHOS, oxidative phosphorylation; P site; site of phosphorylation; PDC E1/3, pyruvate delwdrogenase complex E1/3 subunit; PDE, pyruvate dehydrogenase kinase; PLA,
phospholipase A: SclRP, subunit cimmunoreactive peptide; SSAT, spermidine/spermine acetyltransferase; SLAR, steroidogenic acute regul atory protein; TCA, tricar boxylic
acld cycle; TRAP-1, tumor-necrosis factor type 1 receptor-associated protein; VDAC, voltage-dependent anion channel,
*Phaspharylation is observed only in witro on recombinant protein,
“Protein translocates to mitochondria (i.e. protein is not a resident mitochondrial protein),

Plus de 60 protéines mitochondriales ont été itiéat comme des phosphoprotéines. Elles sont
présentes dans tous les compartiments mitochomxdeiasont impliquées dans différentes fonctions
mitochondriales. Cependant, la phosphorylationeteprotéines a souvent été démontrée in vitro et
leur existence dans des conditions physiologigues que leur implication dans le fonctionnement
mitochondrial reste a déterminer. Tableau iss®algliarini et al., TRENDS in Biological Sciences,

Figure 7 : Liste des phosphoprotéines mitochondriais.

Vol 10, janvier 2006.
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Figure 8 : Représentation schématique du pore dednsition de perméabilité mitochondrial.
Le pore de transition de perméabilité mitochondifalP) est un complexe multiprotéique situé aux
points de contacts entre la membrane externe relabrane interne de la mitochondrie. Il serait
formé par les protéines suivantes : porine, ANTJaphiline D et d’autres composants encore non
identifiés. En conditions physiologiques, son ouwer transitoire permet le passage de petites
molécules de taille inférieure a 1500 Daltons. @epeat, le PTP occupe également une place
centrale dans I'induction de la mort cellulaire. &fet, certains signaux proapoptotiques (dont une
surcharge en calcium) convertissent cette assogigprotéiqgue en un pore non spécifique
permettant la sortie de nombreuses protéines ppoajgues parmi lesquelles le cytochrome c,
élément important dans l'induction de I'apoptoseafpés Tsujimoto et al., Biochimica and
Biophysica Acta, 2006.
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Figure 9 : L’axe hypothalamo hypophysaire.
La région hypothalamo-hypophysaire est un élémeantral du systéme endocrinien. Le
Corticotrophin Releasing Factor (CRF) est sécratd’pypothalamus et atteint 'adénohypophyse ou
il entraine la sécrétion d’ACTH par I'hypophyse &igure. L’ACTH stimule ensuite la sécrétion de
cortisol en favorisant la conversion du cholest@opregnénolone dans les glandes surrénales. Le
cortisol alors exerce un rétrocontréle négatif lsusécrétion de CRF par I'hypothalamus. Schéma
adapté déavid et al, Warde reports, Vol 15, 2004.
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Figure 10 : Interconversion du cortisol et de la cdisone par les enzymes 1JAHSD.
Il existe deux isoformes de BHISD qui interconvertissent le cortisol (actif) eortesone (inactif).
L’enzyme 1BHSD; agit surtout comme réductase a cofacteur NADP @ty former du cortisol. Elle
est surtout exprimée dans le foie, le tissu adipsxgonades et les musles. L'isoform@H3ID, a
une action deshydrogénase NAD-dépendante et iralgicortisol en cortisone. Elle est exprimée
dans le rein, le colon, les glandes salivairee gildcenta. Issu déomlinson et alBest Pract Res
Clin Endocrinol MetabMars 2001.

Figure 11 : la molécule de dexamethasone.
Issu du sitevww.emdbiosciences.com
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Figure 12 : mécanismes de I'immunosuppression indi@ par les glucocorticoides
Les glucocorticoides sont les molécules les pllisages pour traiter les maladies inflammatoires
chroniques telles que l'asthme. En effet, ces haesosont au centre d'un réseau de régulation
responsable de I'inhibition de la réponse inflanwoirat lls sont a la fois responsable du blocagkede
transcription de nombreuses molécules pro-inflaroimeg (cytokines, chémokines ...) par
l'intermédiaire des facteurs NFKB et AP1 et de ti\aation de la transcription de molécules anti-
inflammatoires (annexine 1, IL10, IKB...). D’apré&®hen et al, The New England Journal of

Medicine, Octobre 2005
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Figure 13 : Réactions métaboliques régulées par lghucocorticoides.

Les glucocorticoides sont des hormones cataboligesniveau des muscles squelettiques, elles
stimulent la dégradation des protéines et ralesmis¢eur synthese. Dans, le tissu adipeux, elles
exercent un effet permissif sur la lipolyse. Legles aminés issus de la dégradation protéique vont
pouvoir étre utilisés au niveau hépatique ou ilatveervir de base a la néoglucogenése, voie dont
'expression des enzymes clés (phosphoénolpyrucatboxykinase et glucose 6 phosphatase
notamment) est également stimulée par les gludoodes. D'apres le site
coproweb.free.fr/[pagphy/physioan/ch9s2b.htm
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Figure 14 : Classification des effets des glucocarbides.

Cette classification des effets génomiques et mmoiques des hormones stéroides a été établi lors
du « First International Meeting on Rapid Respaonssteroid Hormones » qui a eu lieu a Mannheim
en 1998. Selon cette classification, les modestidiaaes glucocorticoides et autres stéroides peut
étre divisés en deux (ici sont illustrées les vaiastion des glucocorticoides en particulier) :

- des actions génomiques impliquant la fixatior’ldermone sur son récepteur cytosolique, la
translocation du complexe GR (Glucocorticoid Reggftgand dans le noyau, sa fixation sur les
régions GRE (Glucocorticoid Response Element) de&sesg cibles induisant I'activation ou la
répression de I'expression de ces derniers. Cetseffénomiques se manifestent plusieurs heures
apres I'ajout de 'hormone.

- des actions non génomiques mises en place queetgineites voire quelques secondes apres
I'administration de I'hormone. Ces effets rapidesiyent eux-mémes étre divisés en deux classes : -
les effets non spécifiques dus aux propriétés pbyshimiques des glucocorticoides et notamment a
leur liposolubilité (modification de la conformatiode certaines protéines membranaires parmi
lesquelles certains canaux ioniques).

- les effets spécifiques nécessitarteraction entre ’hormone et un récepteur pauvatre
le récepteur intracellulaire « classique » ou ucepéeur membranaire apparenté ou non au GR
cytosolique. D’aprékowenberg et al., Trends in Molecular Medicine, iIAZ007.
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Figure 15 : Actions génomiques des glucocorticoides

Les glucocorticoides diffusent librement a traversmembrane plasmique pour se lier de fagon
réversible a leur récepteur intracellulaire (GR)ett€ fixation entraine un changement de
conformation permettant la libération des protéiobkaperonnes (HSP 90 et immunophiline). Le
complexe hormone/récepteur migre ensuite sous foergimere dans le noyau et par sa fixation sur
une séquence GRE située dans le promoteur des giates (situation A) ou son interaction avec
d’autres facteurs de transcription (situation Byuié I'expression de génes cibles. Il existe des
situations ou le complexe hormone/ récepteur se &xla fois sur une séquence GRE et agit
également par l'intermédiaire de facteurs de tnapison fixés eux-aussi dans la région promotrice
des génes cibles (situation C). D’apfd®u et Cidlowski, Steroids, Mai 2005.
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Figure 16: Membrane Initiated Steroid Signaling.

La liaison de I'hnormone stéroide sur son récepteembranaire entraine I'activation de différentes
voies de signalisation intracellulaires aboutissaritactivation de protéines kinases telles que les
MAPK ou la protéine PKA, des protéines pouvant megyar phosphorylation, I'activité de certains
facteurs de transcription. Par I'activation sucoesde protéines kinases, la fixation de 'hormsoe

un site membranaire, impliqué surtout dans lestseffapides de ces hormones, peut également
moduler, a plus long terme la transcription nonlesaent des genes cibles de ces hormones mais
également d'autres géenes ne contenant d’élémenéplense aux stéroides. D’apré8hang et
Trudeau, Comparative Biochemistry and Physiologillet 2006

Abréviations : G, G protein; PLC, phospholipase &C, adenylyl cyclase; GABAR, GABA receptor;u-Opioid
receptor; GRB2, growth factor receptor-bound prot@i Ras, related RAS viral (r-ras) oncogene hogp®OS, son of
sevenless; Raf, v-raf-1 murine leukemia viral oreceg MEK, mitogen/extracellular signal protein kaga
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Figure 17 : Extration des ARN totaux a partir de cdlules.
(D’aprés RNeasy Mini Handbook, Qiagen, CourtaboEudince)
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Figure 18 : Courbes obtenues par microspectrofluométrie (technologie LightCycler®)
(Données du site internet de Clontech, Takara himge, Saint-Germain-en-Laye, France)
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1. La molécule de FURA-2/AM
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2. Fluorescence de la sonde FURA-2/AM en foncteladongueur d’onde d’excitation
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3. Fluorescence de la sonde FURA-2/AM en fonctiormdmhcentration en calcium

Figure 19 : Description des propriétés de la sondeURA-2/AM



Milieu extracellulaire Fura- 2/AM
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Figure 20 : Principe d’utilisation de la sonde FURA2/AM
(Adapté du sitewww.biotek.com)
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Figure 21 : Schéma du systeme de mesure utilisé pda détection de la fluorescence de la sonde FURKAM.



