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AVANT -PROPOS



Mon travail de thése a été réalis¢ au sein de I'unité mixte CNRS 6214-INSERM 771
dirigée par le Dr Henrion. Ma theése a été réalisée sur un Poste d’Accueil Inserm sous la
direction du Pr Procaccio dans 1’équipe de recherche spécialisée dans les pathologies
mitochondriales et héréditaires, menée par le Pr Reynier. Ce groupe de recherche s’intéresse
particulierement aux pathologies neurodégénératives liées a des anomalies bioénergétiques et
de la dynamique mitochondriale, afin de mieux en comprendre les mécanismes
physiopathologiques et d’aboutir & d’éventuels essais thérapeutiques utilisant des molécules
ciblant la mitochondrie.

Les mitochondries sont des organites intracellulaires essentiels a la production
énergétique et possédant leur propre génome, I’ADN mitochondrial (ADNmt). Ainsi, chaque
cellule contient entre quelques dizaines a quelques milliers de copies d’une molécule
d’ADNmt codant pour 13 sous-unités protéiques de la chaine respiratoire. Dans les cellules
eucaryotes, les mitochondries forment un réseau tubulaire plus ou moins connecté dont la
morphologie dépend du type tissulaire et des conditions métaboliques. Ce réseau est en
équilibre constant entre deux processus fonctionnels : la fusion et la fission. Ces mécanismes
déterminent le nombre, la longueur et le diamétre des mitochondries.

Les pathologies impliquant des défauts de la conversion énergétique mitochondriale
sont nombreuses et hétérogenes puisqu'elles concernent probablement plus de 300 entités
clinico-biologiques. Ces pathologies, dues a des mutations de I'ADN mitochondrial ou de
genes nucléaires codant des protéines mitochondriales, affectent principalement les organes a
fort besoin ¢énergétique comme le systéme nerveux, les muscles ou les organes
neurosensoriels. Des dysfonctions mitochondriales ont été retrouvées dans de nombreuses
pathologies neurodégénératives incluant la maladie de Huntington, la maladie de Parkinson, la
maladie d’Alzheimer, la sclérose latérale amyotrophique, 1’épilepsie et des pathologies
psychiatriques tels que les troubles bipolaires. Les mécanismes moléculaires impliqués dans
le processus de neurodégénérescence ne sont pas encore bien élucidés, mais il semblerait que
le controle de la morphologie et de la plasticit¢ mitochondriale joue un réle important. En
effet, des anomalies de la dynamique mitochondriale ont été identifiées dans la plupart des
pathologies neurodégénératives. Les mutations des génes OPAI et MFN2, impliqués dans le
processus de fusion mitochondriale, sont responsables respectivement d’une neuropathie
optique, I’atrophie optique dominante (ADOA), et d’une neuropathie périphérique, la maladie
de Charcot-Marie-Tooth de type 2A (CMT2A). Plusieurs études ont montré que ces deux
protéines majeures de la dynamique mitochondriale étaient aussi impliquées dans la

bioénergétique mitochondriale.



L’objectif principal de mon travail a ét¢ d’étudier le métabolisme énergétique
mitochondrial de cellules fibroblastiques issues de patients atteints d’une maladie de Charcot-
Marie-Tooth de type 4A et 2K (CMT4A/2K) par mutations du geéne ganglioside-induced
differentiation-associated protein 1 (GDAPI). Le produit de ce géne est une protéine de la
membrane externe mitochondriale impliquée dans le processus de fission mitochondriale.

Ce travail a été réalisé grace a une étroite collaboration avec le Centre de référence
national sur les maladies neurogénétiques coordonné par le Pr Dominique Bonneau et le Dr
Christophe Verny, et avec le Département de Biochimie et Génétique du CHU qui assure le
diagnostic Biochimique (Dr Naig Gueguen) et moléculaire (Dr Patrizia Amati- Bonneau, Dr
Arnaud Chevrollier et Dr Marie-Claire Malinge) de ces pathologies. Une collaboration avec le
Pr Cyril Goizet du Département de Génétique du CHU de Bordeaux et une collaboration avec
le Dr Carlos Casasnovas du Département de Neurologie de I’Hopital de Barcelone, nous ont
permis d’obtenir des cellules fibroblastiques de patients porteurs de différentes mutations du
géne GDAPI. L’¢étude du métabolisme énergétique de ces cellules a montré une altération
bioénergétique importante et I’étude des mécanismes responsables de cette altération
bioénergétique a permis de mettre en évidence de nouvelles pistes pour la compréhension de

la physiopathologie de cette neuropathie héréditaire.
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I. La mitochondrie

I.1. Origine et structure

L 1.1. Origine

Selon la théorie endosymbiotique, les mitochondries proviennent d'un événement de
symbiose entre une eubactérie et une cellule eucaryote primitive (Margulis, 1975). C’est apres
la découverte de I’ADN mitochondrial (ADNmt) en 1960, que I’idée de 1’origine bactérienne
de la mitochondrie a été acceptée. Au cours de I’évolution, la majorité des genes o-
protéobactériens de la mitochondrie primitive a été€ soit perdue soit transférée vers le noyau.
L’ADNmt se présente sous forme circulaire double brin et a une taille de 16 569 paires de
bases (pb) chez I’homme. Chaque cellule contient quelques dizaines a quelques milliers de
molécules d’ADNmt. L’ ADNmt code pour :

- 13 sous-unités protéiques, qui avec des sous-unités codées par le génome nucléaire,
participent a la formation des complexes de la phosphorylation oxydative;

- les acides ribonucléiques ribosomiques (ARNr) 16S et 12S et un ensemble de génes codant
des acides ribonucléiques de transfert (ARNt). L’essentiel des composants mitochondriaux est
cod¢ par I'ADN nucléaire et transportés dans les organites grace a un systéme complexe
faisant intervenir des séquences d’adressage spécifiques et des complexes de transport

transmembranaire.

1.1.2. Structure

La structure mitochondriale est caractérisée par une bicouche phospholipidique, une
externe et une interne, délimitant ’espace intermembranaire, la matrice et les crétes
(compartiment interne formé par les replis de la membrane interne) (Figure 1A).

La membrane externe constitue une barriere semi-perméable aux ions et aux petites
molécules, ce qui fait que 1’espace inter-membranaire a une composition proche de celle du
cytoplasme. Elle contient de nombreux pores transmembranaires appelés porines ou VDAC
(Voltage-Dependent Anion Channel) qui forment des canaux aqueux. De ce fait, elle possede
une perméabilité passive aux molécules de poids moléculaire inférieur a 10 kDa ce qui permet

le passage de la plupart des anions, des cations, des acides gras, du pyruvate et des
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nucléotides. Cette membrane contient également des translocases (TOM : Translocase Outer
Membrane) qui permettent le transport spécifique et régulé des grosses protéines
mitochondriales.
La membrane interne posséde une quantité importante de cardiolipines et est pauvre en
triglycérides. Ainsi, la membrane interne est beaucoup moins perméable que la membrane
externe et forme une barriére physique imperméable aux petites molécules. Le passage des
molécules nécessite la présence de transporteurs tels que ’ANT (qui échange I’ATP
mitochondrial en échange d’ADP cytosolique), le co-transporteur de phosphate
inorganique/proton, le symport pyruvate/proton, la navette du glycérol-3-phosphate, la navette
malate/aspartate, le transporteur du citrate, la carnitine-acylcarnitine translocase. Les
protéines sont importées grace a un systeme de translocases, les TIM (Translocase Inner
Membrane).
Ces propriétés permettent également de maintenir le gradient de protons créé par la chaine
respiratoire de part et d’autre de la membrane interne. La membrane interne forme des
invaginations dans I’espace matriciel formant les crétes (cristae) qui permettent d’augmenter
la surface de la membrane et donc la capacité et I’efficacité des phosphorylations oxydatives.
C’est au niveau des membranes mitochondriales que 1’énergie fournie par les molécules
organiques est transférée sous forme d’ATP, la molécule énergétique principale utilisable par
la cellule. Quatre complexes de la chaine respiratoire et I’ATP synthase assurent les
phosphorylations oxydatives (OXPHOS) au niveau de la membrane interne

Dans les cellules eucaryotes, les mitochondries forment un réseau tubulaire plus ou
moins connecté (Figure 1B) dont la morphologie dépend du type cellulaire et des conditions
métaboliques (Griparic and van der Bliek, 2001). Ce réseau est en équilibre constant entre
deux processus fonctionnels : la fusion et la fission (Karbowski and Youle, 2003). Ces

mécanismes déterminent le nombre, la longueur et le diamétre des mitochondries.
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Réseau
mitochondrial

10 um

Figure 1: Visualisations microscopiques de mitochondries de cellules
fibroblastiques humaines.

A. Mitochondries visualisées en microscopie ¢lectronique a transmission (avec la
permission du Pr Vallat). EIM : espace intermembranaire ; ME : membrane externe ;
MI : membrane interne

B. Réseau mitochondrial en microscopie optique a épifluorescence. Les mitochondries
sont colorées par le MitoTracker Red (Chevrollier et Cassereau, communication
personnelle)
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I.2. Bioénergétique mitochondriale

L.2.1. les phosphorylations oxydatives

Les 13 sous-unités protéiques codées par ’ADNmt ne représentent que 16% de la
totalité des constituants de ce systétme OXPHOS. Ainsi, 76 sous-unités décrites aujourd’hui
sont codées par le génome nucléaire et transférées a la mitochondrie grace a une séquence
d’adressage précisant leur localisation mitochondriale. Le systtme OXPHOS est constitué¢
d’une chaine d’oxydoréduction et d’un complexe de phosphorylation (Figure 2) :

- Une chaine d’oxydoréduction transporte les protons et les électrons des coenzymes réduits
vers 1’oxygene, constituée de 4 complexes enzymatiques enchassés dans la membrane interne
mitochondriale et de deux transporteurs d’électrons mobiles : I'ubiquinone (ou coenzyme Q)
et le cytochrome c. Les 4 complexes enzymatiques sont :

- NADH - coenzyme Q réductase (complexe I)

- Succinate - coenzyme Q réductase (complexe II)

- Coenzyme Q — cytochrome reductase (complexe III)

- Cytochrome ¢ oxydase (complexe V)

- Un complexe de phosphorylation, I’ATP synthase, ou complexe V, assure la synthése
d’ATP a partir de ’ADP.

Les électrons entrant dans la chaine d’oxydoréduction proviennent des coenzymes réduits
(NADH + H" et FADH,) issus de la glycolyse, de la B-oxydation des acides gras, du
catabolisme des acides aminés ou du cycle de Krebs, qui est le point final et commun du
catabolisme des glucides, lipides et acides aminés car tous ces catabolismes aboutissent a la
formation d'acétyl-coenzyme A. Le cycle de Krebs est composé de 8 étapes, chacune étant
catalysée par une enzyme spécifique. Au cours du cycle sont produites, 2 moles de CO,, 3
moles de NADH,H', 1 mole de CoQH; et 1 mole de GTP. Au niveau de la chaine respiratoire,
les coenzymes réduits vont alors céder leurs électrons a un systéme de transporteurs qui, par
une cascade de réactions d'oxydo-réduction, échangent ces ¢électrons jusqu'a l'accepteur final,
'oxygéne moléculaire. La chaine respiratoire va récupérer l'énergie stockée dans la NADH et
la FADH; pour créer un gradient de protons. C'est ce gradient de protons qui fournit 1'énergie
nécessaire a la synthése d'ATP.

Le complexe I, est le plus gros complexe enzymatique du systtme OXPHOS (45 sous-unités
constitutives associées a des protéines d’assemblage). Le complexe I oxyde le NADH + H' ce

qui revient a prendre deux électrons au cofacteur. L'énergie de cette oxydoréduction permet
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d'¢jecter quatre protons hors de la matrice mitochondriale. Le complexe I retrouve ensuite
son ¢€tat antérieur en transmettant I'électron au coenzyme Q ou ubiquinone. Ces électrons
cheminent du complexe I vers le complexe III via l’ubiquinone puis passent, via le
cytochrome ¢, du complexe III au complexe IV ou ils participent a la réduction de I’oxygene
en eau. Le complexe II oxyde le FADH, en FAD. Ce complexe oxyde le succinate en
fumarate (réaction du cycle de Krebs), et les électrons récupérés servent a réduire le FAD en
FADH,. Le complexe II est commun au cycle de Krebs et a la chaine respiratoire. Comme
pour le complexe I, les électrons cheminent de fagon identique a ceux fournis par le NADH.
Au cours de ce transfert d’électrons, des protons sont expulsés de la matrice vers l'espace
intermembranaire (au niveau des complexes I, III et IV) ce qui crée un gradient de protons de
part et d’autre de la membrane interne imperméable aux protons, et une force protomotrice
contenant 1'énergie d'oxydation. Ce gradient électrochimique fournit 1’énergie nécessaire aux
protons pour retourner dans la matrice via I’ATP synthase et ainsi permettre la
phosphorylation de ’ADP en ATP. Il y a donc un couplage chimio-osmotique entre la
respiration et la phosphorylation (Mitchell, 1961). Ce couplage peut étre diminué soit par
modification de la force protomotrice soit par baisse d’efficacité des pompes a protons
L’efficacité de la chaine respiratoire est évaluée par le rapport entre la production d’ATP et
I’oxygene consommé (ATP/O).

Une fois synthétisé, I’ATP matriciel est échangé contre I’ADP cytosolique par le transporteur
des nucléotides adényliques (ANT). Ce dernier, localis¢ dans la membrane interne
mitochondriale, est composé de deux monomeres de 30 kDa chacun. 11 existe trois isoformes
d’ANT codées par trois génes nucléaires distincts. L’isoforme ANT1 est tissu-spécifique et
est majoritairement exprimée dans les muscles squelettiques et le coeur, I’ANT2 est exprimée

dans les cellules en forte prolifération tandis que I’ANT3 est ubiquitaire (Stepien et al., 1992).
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Succinate Fumarat

=  Transfert des électrons
=—p Flux des protons

Figure 2: Le systéme des phosphorylations oxydatives.

Il est constitué de la chaine respiratoire mitochondriale (complexes I a IV) et du complexe de
phosphorylation, I’ATP synthase (complexe V). L’entrée des électrons se fait par les complexes I et
II. Ce transport d’électrons s’accompagne, au niveau des complexes I, III et IV, d’un pompage de
protons de la matrice mitochondriale vers ’espace inter-membranaire a 1’origine de la formation
d’un gradient de protons utilis¢ par I’ATP synthase pour synthétiser ’ATP. Les radicaux libres
(ROS) sont essentiellement produits par la chaine respiratoire au niveau des complexes I et II1.
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L2.2. Le complexe I
1.2.2.1. Généralités

Les déficits isolés du complexe I sont la cause la plus fréquente de défaut de la chaine
respiratoire. Les patients porteurs d’un déficit du complexe [ présentent différentes
manifestations cliniques pouvant impliquer un ou plusieurs tissus. Par exemple, certaines
mutations de 'ADNmt codant pour des sous-unités du complexe I conduisent a un déficit
enzymatique du complexe I (Chevrollier et al., 2008). Ces mutations sont associées a la
Neuropathie Optique Héréditaire de Leber (LHON), caractérisée par une perte rapide et sans
douleur de la vision centrale et qui n’affecte que le nerf optique. Inversement, d'autres
mutations de 'ADNmt codant pour des sous-unités du complexe I peuvent impliquer
différents organes comme dans le cas du syndrome MELAS associant une Myopathie
mitochondriale, une Encéphalopathie, une Acidose Lactique et des tableaux neurologiques
aigus ressemblant a des accidents vasculaires cérébraux. Certains défauts du complexe I sont
¢galement associés a des maladies infantiles mortelles telles que le syndrome de Leigh ou
encéphalomyopathie nécrosante subaigu€, caractérisée par des lésions neuropathologiques
associant en particulier une atteinte du tronc cérébral et des ganglions de la base.
Cliniquement on retrouve un retard du développement, une atteinte pyramidale et/ou
extrapyramidale, un nystagmus, des troubles de la commande ventilatoire, une
ophtalmoplégie et une neuropathie périphérique. Cette maladie peut se manifester par une
combinaison d'autres caractéristiques cliniques telles qu’une cardiomyopathie hypertrophique,
une hypotonie, une ataxie et une surdité. La cause de cette hétérogénéité phénotypique n'est
pas bien comprise, mais pourrait provenir de différentes mutations qui exerceraient des effets

variables sur la stabilité, 'assemblage et I'activité du complexe 1.

1.2.2.2. Structure du complexe I

Le complexe I se compose de 45 sous-unités différentes qui s'assemblent pour former
une structure d’environ 1 MDa (Figure 3) (Janssen et al., 2006). L'ADN mitochondrial code
pour 7 sous-unités de ce complexe (Carroll et al., 2006). Aprés leur traduction, les 38 autres
sous-unités codées par le génome nucléaire sont importées dans l'organite par la machinerie
d'importation. Le complexe I est constitué de deux domaines majeurs : un domaine hydrophile
et un domaine hydrophobe. Le domaine hydrophile, codé par le génome nucléaire, contient le

site de liaison du NADH, la flavine mononucléotide et des centres fer/soufre constituant le
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centre catalytique de 1’enzyme. Le domaine hydrophobe est constitué des 7 sous-unités
NADH déshydrogénase (ND) codées par le génome mitochondrial ainsi que d’une sélection
de sous-unités codées par le génome nucléaire qui contient le site de réduction des quinones et
la machinerie de pompage des protons. La roténone, un inhibiteur du complexe I, agit au
niveau du domaine hydrophobe du complexe, vraisemblablement au niveau du site de fixation

de l'ubiquinone (Degli Esposti, 1998).

NDUFV1*
NDUFV2*
NDUFV3
NDUFST*
NDUFS2*
NDUFS3*
NDUFS4 *
NDUFS6 *
NDUFST *
NDUFS8 *
NDUFA2
NDUFAS
NDUFA7
NDUFA12
NDUFA13

NDUFS5
NDUFA1

Matrice

NDUFA4

NDUFB1
NDUFAB1 ki

NDUFB2
NDUFB3
NDUFBS
NDUFB6
NDUFB7
novrss  Membrane
NDUFB9 -
wourero  interne
NDUFB11
NDUFC2
(?)
ND4*

N5 Espace
intermembranaire

NDUFA3
NDUFAG
NDUFA8
NDUFA9
NDUFA10
NDUFA11
ND6 *

NDUFC1
NDT*
ND2*
ND3*
ND4L*

Figure 3 : Composition du complexe I en sous-unités.

La nomenclature des sous-unités est écrite en bleu foncé.

Les sous-unités qui ont été rapportées comme pouvant étre porteuses de mutations pathogénes
responsables d’un déficit du complexe I comportent un *.

(D’aprés Janssen et al., 2006)

Des homologues du complexe I des mammiferes sont présents dans les bactéries et les
plantes. Le complexe I d’E. coli comprend 14 sous-unités (Gabaldon et al., 2005). Ce
complexe bactérien de 550 kDa peut étre décomposé en trois modules fonctionnels : le
module d'entrée d'électrons (Module N), le module de sortie d'électrons (Module Q), et le
module de la translocation des protons (Module P), trés conservés sur le plan évolutif
(Friedrich, 2001). Les modules fonctionnels du complexe I sont représentés dans la Figure 4.
Le module N lie et oxyde le NADH entrainant la libération des électrons qui sont transférés
via la flavine mononucléotide (FMN) et un ensemble de centres Fe-S. Le module Q recoit les
¢lectrons et les transfére au coenzyme Q (ou ubiquinone). Alors que les modules N et Q sont
situés dans la matrice mitochondriale (ou le cytoplasme bactérien), le module P est enchéssé

dans la membrane et serait impliqué dans le pompage des protons (Lazarou et al., 2009).
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N Module NADH+H+

Binds NADH, captures
electrons from oxidation

of NADH

Matrice

Q Module

Electron transfer to

ubiquinone
Membrane
Interne

P Module Espace
Binding of ubiquinone intermembranaire

and proton pumping

Figure 4: Modules et activité du complexe I.

A. Le complexe I est composé de trois modules fonctionnels trés conservés; le module d'entrée
des électrons (N Module), module de sortie des électrons (Q Module), et le module de
translocation des protons (P Module).

B. Schéma illustrant le transfert des électrons et le pompage des protons du complexe I. Les
électrons provenant de l'oxydation du NADH sont transférés, via la flavine mononucléotide
(FMN) et une série de groupes fer-soufre (Fe-S) (cercles bleus), a I'ubiquinone (Q), formant
I’ubiquinol (QH2). (D’apres Lazarou et al., 2009)
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1.2.2.3. Assemblage du complexe I

De récents travaux ont permis de mieux comprendre 1'assemblage du complexe I chez
I'homme (Antonicka et al., 2003; Lazarou et al., 2007; Vogel et al., 2007). Certaines études
ont utilisé des lignées cellulaires de patients présentant des mutations dans les sous-unités du
complexe I ou dans des facteurs d'assemblage du complexe I. En se basant sur les résultats de
ces ¢tudes, Lazarou et al. ont proposé un modele d’assemblage du complexe I (Figure 5)
(Lazarou et al., 2009). Dans ce mode¢le, le premier sous-ensemble a se former appartient au
complexe Q et est composé des sous-unités NDUFS2 et NDUFS7. Ce sous-ensemble est
ancré a la membrane interne par I’intermédiaire de la sous-unité ND1, probablement associée
a d’autres sous-unités formant ainsi un sous-complexe de ~ 400 kDa. Les facteurs
d’assemblage CIA30 et Ecsit, sont impliqués dans l'assemblage d'un sous-complexe de ~ 460
kDa du module P contenant les sous-unités ND2, ND3 et ND6. Ces deux sous-complexes de
400 kDa et 460 kDa se combinent pour former un complexe de 830 kDa avec les facteurs
d’assemblage B17.2L et peut-étre COORF66. Ce complexe intermédiaire entre dans la
composition d’un super-complexe en se combinant avec les complexe III et IV. D’autres
sous-unités codées par I’ADN nucléaire telles que NDUFB8, NDUFA9 et NDUFAI10
pourraient étre ajoutées a ce stade. Les dernicres étapes d’assemblage du complexe I
consisteraient en I’addition du module M, encore appelé « plafond », constitué des sous-unités
NDUFV1, NDUFV2, NDUFV3, NDUFSI, NDUFS4, NDUFS6 et NDUFAI12, et en
I'achévement du module P avec 1'ajout de ND4 et ND5. L'assemblage de ces sous-unités est

concomitant avec la sortie de CIA30/Ecsit et B17.2L formant ainsi I'holoenzyme.
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Figure 5: Modéle d’assemblage du complexe I

Le premier sous-ensemble se compose des sous-unités NDUFS2 et NDUFS7 et appartient au
complexe Q. Ce sous-ensemble est ancré a la membrane interne par 1’intermédiaire de la sous-
unité ND1 formant ainsi un complexe de 400kDa. | 2 | Les facteurs d’assemblage CIA30 et Ecsit,
impliqués dans l'assemblage d'un sous-complexe de ~ 460 kDa du module P, contiennent les
sous-unités ND2, ND3 et ND6. |3 | Les deux sous-complexes de 400 kDa et 460 kDa forment un
complexe de 830 kDa avec les facteurs d’assemblage B17.2L et C60ORF66. Ce complexe
intermédiaire entre dans la composition d’un super-complexe en se combinant avec les complexe
IIT et IV. Les sous-unités NDUFBS, NDUFA9 et NDUFA10 sont ajoutées a ce stade.

II| Les derniéres étapes d’assemblage du complexe I consistent en 1’addition du module M
constitué¢ des sous-unités NDUFV1, NDUFV2, NDUFV3, NDUFS1, NDUFS4, NDUFS6 et
NDUFA12, et en I'achévement du module P avec l'ajout de ND4 et NDS5. E L'assemblage de ces
sous-unités est concomitant avec la sortie de CIA30/Ecsit et B17.2L formant ainsi I'holoenzyme.
Le role de I' Apoptosis inducing factor (AIF) dans le processus d'assemblage est inconnu et
nécessite des études supplémentaires. (D’aprés Lazarou et al., 2009).
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1.2.2.4. Les supercomplexes

L’organisation supramoléculaire des complexes OXPHOS en supercomplexes semble
bien établie dans divers organismes tels que les bactéries (Stroh et al., 2004), les eucaryotes
inférieurs et les mammiféres (Schagger and Pfeiffer, 2000). En effet, des mutations de
certaines sous-unités des complexes de la chaine respiratoire sont capables d’affecter la
stabilit¢ d’autres complexes (Acin-Perez et al., 2004). Les complexes I, III, IV et V ont été
retrouvés dans ces « supercomplexes » sous quatre formes différentes. Seul le complexe II ne
ferait partie d’aucun supercomplexe décrit a 1’heure actuelle.

Le supercomplexe I+]I1I,, constitué d’un dimere du complexe III et de la partie membranaire
du complexe I, a été caractérisé chez la plante Arabidopsis thaliana (Dudkina et al., 2005).

Le supercomplexe III,+IV;, mis en évidence chez la levure est composé d’un dimere du
complexe III associé¢ a un ou deux monomeres du complexe IV (Cruciat et al., 2000).

Le plus gros supercomplexe [+II1,+IV .4 résulte de 1’association de la partie membranaire du
complexe I, d’un dimere du complexe III et du complexe IV. Ce supercomplexe est aussi
appelé « respirasome » (Schagger and Pfeiffer, 2000).

Enfin, le dimére d’ATP synthase est un supercomplexe V, participant a la structure des crétes
mitochondriales (Giraud et al., 2002).

La formation de ces supercomplexes est essentielle pour I'assemblage et / ou la stabilité du
complexe I. Par exemple, il a ét¢ montré une diminution de la quantité de complexe I li¢ a la
membrane chez des mutants de Paracoccus denitrificans dépourvus de complexes III et IV,
ce qui suggere une diminution de la stabilit¢ du complexe I lorsqu’il n’est pas organisé en
supercomplexes (Stroh et al., 2004). De plus, ces associations ont un role fonctionnel
important en permettant d’augmenter la vitesse de transfert des électrons et en augmentant la

capacité d’insertion des complexes dans la membrane interne (Boekema and Braun, 2007).
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L.2.3. Régulation de la phosphorylation oxydative

La phosphorylation oxydative est régulée au niveau de sa vitesse de synthése d'ATP et
au niveau de son efficacité. Le fonctionnement des complexes OXPHOS est également régulé
par des régulations telles que des phosphorylations/déphosphorylations (Kadenbach, 2003).
La chaine respiratoire mitochondriale peut également étre la cible de modifications

transcriptionnelles a plus long terme.

1.2.3.1 Régulation de la vitesse de respiration mitochondriale

Des travaux sur mitochondries isolées ont mis en évidence une augmentation de la
respiration mitochondriale en présence d'un systeme de régénération de I'ADP (Lardy and
Wellman, 1952) et par (Chance and Williams, 1956). La vitesse de consommation d’oxygene
dépend donc de la disponibilit¢é en ADP et donc de I'utilisation de ’ATP. Ce controle
respiratoire permet aux mitochondries d’adapter leur fonctionnement a la demande
énergétique cellulaire.

En plus du taux d’ADP, d’autres substrats de la chaine respiratoire exercent un controle sur la
respiration. Ainsi le ratio NADH/NAD" et la concentration en oxygéne ont été montré comme
étant impliqués dans ce contrdle de la vitesse de respiration mitochondriale (Erecinska and

Wilson, 1982).

1.2.3.2. Régulation de l'efficacité de la phosphorylation oxydative

Il existe un couplage chimio-osmotique par la force protomotrice entre la respiration et
la phosphorylation mitochondriale (Mitchell, 1961). Ce couplage détermine 1’efficacité de la
phosphorylation oxydative appréciée par la mesure du rapport du taux de synthése d’ATP par
la quantité d’oxygeéne consommée (ATP/O). Ce parametre peut varier soit par modification de
la force protomotrice, appelée aussi « découplage extrinséque », soit par modification de

l'efficacité de pompage des protons, appelée « découplage intrinséque ».

Le découplage extrinséque. Le découplage extrinséque est le résultat d’une augmentation de
la perméabilit¢ de la membrane interne aux protons ou aux cations, favorisant ainsi une
dissipation du gradient de protons. Une partie des protons retourne dans la matrice

mitochondriale sans passer par I’ATP synthase et ne participe donc pas a la synthése d’ATP.
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Pour compenser cette perte de protons, la vitesse de consommation en oxygene augmente afin
de maintenir la force protomotrice.

Il existe une fuite de protons basale, physiologique, liée aux propriétés physicochimiques de
la membrane interne. L’augmentation de la quantité de cardiolipines aggraverait cette fuite
basale (Bobyleva et al.,, 1997). La surface de la membrane mitochondriale interne aurait
¢galement une influence sur I’intensité de la fuite (Brand et al., 1992).

La fuite de protons inductible est liée a la présence dans la membrane interne de protéines
catalysant la translocation de protons de I’espace inter-membranaire vers la matrice
mitochondriale appelées les UCP (uncoupling protein). Il existe 5 isoformes connues d’UCP
(UCP1 a UCPS5). Le role exact de ces protéines n’est pas parfaitement élucidé mais il
semblerait qu’elles pourraient agir comme des transporteurs de protons (Jaburek et al., 1999).
De nombreuses études ont montré un rdle de ces protéines dans la régulation de la production
de ROS. En effet, un découplage léger diminuerait de fagon importante la production de ROS.
Les ROS fonctionneraient par rétrocontréle négatif en activant les UCP2 et 3 qui en retour
limiteraient leur production (Brand et al., 2004).

D’autres protéines ont un rdle dans ce découplage extrinseéque. Il a été¢ montré que I’ANT était
impliquée dans la fuite basale dans les mitochondries du tissu adipeux brun et certains auteurs
ont proposé¢ un modele selon lequel I’ANT]1 serait responsable de cette fuite basale et I’ANT2
serait plutot impliquée dans la partie de la fuite induite par les acides gras (Shabalina et al.,
2006). La fuite de protons inductible par les acides gras a également été mise en évidence

pour le transporteur glutamate/aspartate (Wojtczak and Wieckowski, 1999).

Le découplage intrinséque. Le découplage intrinseéque est le résultat d’une diminution de
I’efficacité des pompes a protons. Ceci implique une diminution de la stoechiométrie
proton/électron (H+/e-), c'est-a-dire une diminution du nombre de protons pompés par électron
transféré conduisant ainsi a une augmentation de la respiration pour le maintien d'un méme
gradient de protons. Il semble que, in vivo, seul le complexe IV soit impliqué dans ce type de
découplage (Papa et al., 1991).

Le découplage intrinseque affecte également la stoechiométrie protons/ATP (H+/ATP), c’est-
a-dire que pour une méme consommation d’oxygéne, 1’efficacité de phosphorylation est
diminuée, puisqu’il faut un retour plus important de protons pour synthétiser la méme quantité
d’ATP. Ainsi, ce découplage se fait au niveau de I'ATP synthase et n'affecte pas la vitesse de
respiration mitochondriale mais diminue la quantit¢ d'ATP synthétisée pour un flux de

protons donné.
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1.2.3.3 Phosphorylation de sous-unités des complexes OXPHOS.

De nombreuses kinases et phosphatases sont retrouvées dans la mitochondrie. I1 s’agit

de tyrosines kinases, de PKA, de PKC, d’AKT (Horbinski and Chu, 2005) et de la pyruvate
déshydrogénase kinase. Le complexe pyruvate deshydrogénase qui fournit une partie des
équivalents réduits sous forme de NADH, posséde trois sites de phosphorylation au niveau de
résidus sérine. En cas de phosphorylation de ces résidus par la pyruvate déshydrogénase
kinase, le complexe devient inactif.
Certaines sous-unités des complexes de la chailne respiratoire sont des phosphoprotéines
(Pagliarini and Dixon, 2006) Il a par exemple ét¢ montré que la sous-unit¢ NDUFS4 du
complexe I pouvait étre activée par phosphorylation par la protéine PKA et désactivée par
déphosphorylation par une phosphatase calcium dépendante (Papa, 2002). Le complexe IV est
¢galement la cible d’une phosphorylation par PKA au niveau d’un résidu sérine en position
441 et sur d’un résidu tyrosine en position 304 (Lee et al., 2002; Lee et al., 2005). Enfin,
I’ATP synthase peut également étre la cible de phosphorylations sur différents sites (Hojlund
et al., 2003).

1.2.3.4. Régulation transcriptionnelle

Le génome mitochondrial ne code que pour une partiec des protéines de la chaine
respiratoire, les autres protéines mitochondriales étant codées par le génome nucléaire. Dés
lors, I’intervention de facteurs régulateurs codés par le génome nucléaire est importante afin
de permettre d'une part la transcription du génome mitochondrial et d'autre part I'expression
des geénes nucléaires codant pour des protéines mitochondriales (Scarpulla, 2006). Il s’agit de
facteurs de transcription gouvernant I’expression du génome mitochondrial : I’ARN
polymérase mitochondriale, le facteur de transcription et de maintenance de 1I’ADN
mitochondrial : TFAM, des facteurs de transcription : TFBIM et TFB2M, un facteur de
terminaison de transcription : mTERF, et de facteurs nucléaires contrdlant I’expression des
geénes de la chaine respiratoire codés par le génome nucléaire tels que les facteurs de
transcription NRF1 (nuclear respiratory factor 1) et NRF2 (nuclear respiratory factor 2), et
différents coactivateurs tels que PGC-1 (Proliferator-activated receptor y (PPARY) coactivator
la) jouant un role essentiel dans la régulation du programme de biogenese mitochondriale.
NRF-1 active la transcription de génes nucléaires codant pour des protéines des quatre
complexes de la chaine respiratoire et de 'ATPase. Il controle aussi l'expression du facteur de

transcription mitochondriale (TFAM) (Virbasius and Scarpulla, 1994) et de la RNAse MRP
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(mitochondrial RNA processing) impliqués dans la transcription et la réplication de ' ADNmt,
permettant ainsi une expression coordonnée des geénes nucléaires et mitochondriaux afin
d’assurer un fonctionnement mitochondrial correct. NRF-1 est un acteur majeur de la
coordination d'expression des geénes mitochondriaux et nucléaires de protéines
mitochondriales. NRF-2 est un facteur de transcription de nombreux genes de la chaine
respiratoire ainsi que d'autres genes impliqués dans d'autres fonctions mitochondriales. NRF-1

et NRF-2 sont eux-mémes régulés par des co-activateurs transcriptionnels tels que PGCla.

1.2.3.5. Régulation par les sirtuines

Depuis une dizaine d’années, de nombreuses études ont montré I’implication de la

famille des sirtuines dans la régulation du métabolisme énergétique. Le premier membre de la
famille des sirtuines mis en évidence chez Saccharomyces cerevisiae est la protéine Sir2
(silent information regulator 2), une histone déacétylase dépendante du NAD" (Imai et al.,
2000; Landry et al., 2000; Smith et al., 2000).
Les mammifeéres contiennent 7 sirtuines (SIRT1-7) qui sont caractérisées par un domaine
central évolutivement conservé (Frye, 1999). Ce domaine contient l'activité catalytique et le
site impliqué dans la liaison au NAD". Toutes les sirtuines présentent deux grandes activités
enzymatiques : une activité déacétylase NAD'-dépendante et une activité ADP-
ribosyltransférase. Les sirtuines sont localisées dans différents compartiments sub-cellulaires.
SIRT1, SIRT6 et SIRT7 se trouvent dans le noyau, SIRT2 est principalement cytosolique et
SIRT3, SIRT4 et SIRTS se trouvent dans les mitochondries.

Les sirtuines déacétylases catalysent une réaction couplant la déacétylation d'une
lysine a I'hydrolyse du NAD™. Le fait que le fonctionnement des sirtuines soit dépendant du
NAD"suggére que cette activité enzymatique est directement liée au statut énergétique
cellulaire (Bitterman et al., 2002; Lin et al., 2000; Lin et al., 2002). Les niveaux de NAD" et
NADH sont intimement liés a la production d'énergie mitochondriale et régulent l'activité des
sirtuines mitochondriales. Contrairement 8 NAD", le NADH n’est pas un co-substrat des
sirtuines. En effet, un changement du ratio NAD'/NADH peut changer 1'é¢tat redox de la
cellule et modifier I'activité des sirtuines (Canto et al., 2009). De plus, il a été montré que le 2-
déoxyglucose (2-DG), un inhibiteur de la glycolyse, régule positivement 1’expression de

SIRT1 en réduisant la liaison du répresseur transcriptionnel HIC1 (hypermethylated in cancer
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1) a CtBP (C-terminal binding protein), un co-répresseur transcriptionnel (Zhang et al., 2007).
Ainsi, I’activation de la glycolyse diminuerait I’expression de SIRT1.

Les sirtuines mitochondriales SIRT3-5 (Haigis et al., 2006; Michishita et al., 2005; Onyango
et al., 2002), participent a la régulation de la production d'ATP, le métabolisme cellulaire,
l'apoptose et la signalisation cellulaire. Contrairement a la protéine SIRT1 de 100 kDa, les
sirtuines mitochondriales sont de petite taille, allant de 30 a 40 kDa. Ainsi, leur séquence
d'acides aminés se compose essentiellement d'une séquence d’adressage mitochondrial N-
terminal et un domaine central. La fonction déacétylase NAD -dépendante de SIRT3 et
SIRTS est bien définie; en revanche, il n'a pas été identifi¢ de substrat acétylé de SIRT4 et il

n’a été montré qu’une activité ADP-ribosyltransférase.

De toutes les protéines mitochondriales, les complexes de la phosphorylation
oxydative sont parmi les plus fortement acétylés. De nombreux résidus lysine des complexes
I-IV et 'ATP synthase sont ainsi modifiés par acétylation (Kim et al., 2006), laissant entendre
qu'une sirtuine mitochondriale pourrait déacétyler ces résidus. Dans les mitochondries de foie
de souris SIRT3-/-, 'acétylation du complexe I est augmentée et associée a une diminution de
la consommation d'oxygeéne mitochondriale liée aux substrats du complexe I (glutamate +
malate). Ceci suggére que SIRT3 pourrait étre impliquée dans la régulation du
fonctionnement mitochondrial via la déacétylation du complexe I (Ahn et al., 2008) Plus
récemment, il a été montré que SIRT3 interagit non seulement avec le complexe I mais

¢galement avec le complexe II (Cimen et al., 2010).

Certains stress cellulaires conduisent les mitochondries a envoyer différents signaux
dans le cytosol et le noyau pour alerter la cellule d’une modification de la fonction
mitochondriale. En réponse, des modifications post-transcriptionnelles activent des
mécanismes de défense a ce stress ou réparent les dommages cellulaires. Par exemple, la
biogenése mitochondriale exige un programme complexe de transcription capable de répondre
aux besoins énergétiques de la cellule en coordonnant l'expression des génes nucléaires et
mitochondriaux (Scarpulla, 2002). Contrairement au contrdle transcriptionnel antérograde des
mitochondries par des régulateurs de transcription nucléaire comme PGC-1a (PPAR gamma
coactivateur 1 a), la voie de signalisation rétrograde de la mitochondrie vers le noyau est mal
connue chez les mammiféres. Bien qu'il n'y ait pas de preuve reliant directement les sirtuines
a une voie de signalisation rétrograde, des changements d'activit¢é des sirtuines

mitochondriales pourraient avoir une influence sur les signaux transmis par les mitochondries.
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SIRT1 déacétyle et active PGC-1a, un facteur clé dans la régulation transcriptionnelle des
genes impliqués dans l'oxydation des acides gras et la phosphorylation oxydative (Gerhart-
Hines et al., 2007; Rodgers et al., 2005). PGC-1a est aussi un régulateur transcriptionnel
ayant un role central dans la biogenése mitochondriale (Kelly and Scarpulla, 2004) Les
modifications post-traductionnelles occupent aussi une place prépondérante dans la régulation
de cette activité. Il a été montré que la déacétylation de PGC-la augmente son activité
activatrice de génes impliqués dans le fonctionnement mitochondrial du tissu adipeux brun et
du muscle squelettique (Lagouge et al., 2006). Les sirtuines mitochondriales et nucléaires ont
donc un role régulateur du métabolisme cellulaire et pourraient ainsi étre des cibles
intéressantes dans la stratégie thérapeutique de nombreuses pathologies impliquant des

anomalies du métabolisme cellulaire.

De nombreuses études ont mis en évidence que le resvératrol pouvait prévenir ou
ralentir la progression d'une large variété de pathologies telles que le cancer (Jang et al.,
1997), les maladies cardio-vasculaires (Bradamante et al., 2004), les ischémies cérébrales
(Wang et al., 2002) et pouvait ¢galement améliorer la résistance au stress et augmenter la
durée de vie de nombreux organismes, de la levure aux vertébrés (Howitz et al., 2003;
Valenzano et al., 2006). Les mécanismes par lesquels le resvératrol exerce ces effets
bénéfiques ne sont pas encore complétement identifiés. Hormis son activité antioxydante
intrinséque (Lopez-Velez et al., 2003; Tadolini et al., 2000), le resvératrol régule 'activité de
différentes enzymes, incluant la sirtuine SIRT1 dont il est activateur allostérique. Le
resvératrol se présente sous deux formes isomeres, trans- et cis-, avec un passage de la forme
trans- a la forme cis- par irradiation UV. Le trans-resvératrol est donc une molécule
photosensible qu’une simple exposition a la lumiére suffit a transformer de manicre
irréversible dans son isomeére cis. L'isomére trans est la forme bioactive. Le resvératrol est un
composé naturel polyphénolique retrouvé principalement dans la peau du raisin rouge et dans
le vin rouge. Il augmente l'activité de SIRT1, augmentant ainsi la déacétylation de certaines
protéines cibles de SIRT1 telles que PGC-1a (Lagouge et al., 2006). L'augmentation de
I’activité¢ de PGC-1a conduit a I’augmentation de l'expression du geéne codant pour NRF-1.
NRF-1 active TFAM et a son tour augmente la réplication et la transcription de I'ADN
mitochondrial (Scarpulla, 2002). Le resvératrol via SIRT1 semble ainsi augmenter la
biogenese mitochondriale.

Le resvératrol aurait également un role protecteur dans le développement des maladies

neurodégénératives. Une étude réalisée dans une lignée cellulaire de neuroblastome a montré
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qu’il pourrait empécher les effets toxiques de 1’alpha-synucléine dans la maladie de Parkinson
(Albani et al., 2009). Dans un mod¢le murin de la maladie d'Alzheimer, I'administration de
resvératrol entrainerait une diminution de la formation de la plaque p-amyloide
(Karuppagounder et al., 2009). Le resvératrol pourrait également permettre la réduction de la
neurodégénérescence dans I'hippocampe et empécher la réduction des capacités
d’apprentissage (Kim et al., 2007; Vingtdeux et al., 2008). Cependant, malgré ces effets
bénéfiques, les résultats concernant le resvératrol sont contradictoires et il a été montré qu’il
avait également, selon les concentrations utilisées, des effets pro-oxydants. Cet effet pro-
oxydant est susceptible d'étre tenu responsable des effets cytotoxiques, anti-prolifératifs et

méme pro-apoptotiques de ce composé (Ahmad et al., 2003; de la Lastra and Villegas, 2007).
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L.2.4. Le stress oxydatif

Les mitochondries sont une source de production ¢levée de radicaux libres ou
« Reactive Oxygen Species » (ROS) (Boveris and Chance, 1973). Cette production est
conséquente puisqu’on évalue que 1 a 4 % de I"oxygéne consommé en condition basale est
affecté a la production de radical superoxyde (Chance et al., 1979). Le principal radical
produit est 1’anion superoxyde, mais le radical qui diffuse hors de la mitochondrie est le
peroxyde d’hydrogene (Figure 6). La transformation de I’anion superoxyde en peroxyde
d’hydrogeéne est réalisée par une superoxyde dismutase mitochondriale @ manganése
(MnSOD). Les complexes I et III de la chalne respiratoire sont les deux sites principaux de
production de radicaux libres mitochondriaux. La production de radicaux libres varie en
fonction des substrats et de l'activité métabolique des mitochondries puisque la majorité des
auteurs rapportent que la diminution du potentiel de membrane mitochondrial s’accompagne
d’une diminution de la production radicalaire. En cas de ralentissement de la chaine
respiratoire ou de blocage de celle ci, les €lectrons non utilisés peuvent réagir avec des
molécules d'oxygene et former des ROS. La roténone, inhibiteur du complexe I, majore la
production de radicaux libres (Li et al., 2003). Physiologiquement, les protéines appartenant a
la famille des UCP (pour uncoupling protein) pourraient jouer un rdle dans la régulation de la
production mitochondriale de radicaux libres en diminuant ce potentiel de membrane
mitochondrial (Negre-Salvayre et al., 1997)

Les ROS sont des composés radicalaires, c’est-a-dire une espéce chimique trés
instable possédant un électron célibataire non apparié. Leur toxicité vient de leur grande
réactivité vis-a-vis des protéines, des lipides et de I’ADN. La surproduction de radicaux libres
a un role néfaste sur les complexes de la chaine respiratoire en induisant une oxydation
protéique responsable d’une diminution de leur activité (Fridovich, 1997). Le complexe I est a
la fois la source et la cible de ces radicaux libres. L’oxydation du complexe I diminue son
activit¢ et provoque ainsi une surproduction de ROS. De plus, Iaugmentation de la
production de radicaux libres serait responsable de l’apparition de mutations de I'ADN
(génomique ou mitochondrial) et d’une altération de [D’expression des protéines
mitochondriales (Ott et al., 2007; Piantadosi and Suliman, 2006). Enfin, une autre
conséquence d’une augmentation des radicaux libres est la peroxydation des lipides pouvant
affecter les fonctions mitochondriales par altération de la membrane interne qui ne joue plus

son role de barri¢ére (Chen et al., 1995).
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Bien que cette production radicalaire ne soit pas spécifiquement liée a une pathologie
particuliére, son caractére continue et ubiquitaire pourrait étre a I’origine d’un stress oxydatif
responsable de micro-dommages dont 1’accumulation favoriserait le processus du
vieillissement (Beckman and Ames, 1998), mais aussi serait impliquée dans différentes
pathologies neurodégénératives.

Pour lutter contre I’exceés de production de ROS, I'organisme dispose d'un arsenal
important d'enzymes antioxydantes ubiquitaires : les superoxydes dismutases (SOD), la
glutathion peroxydase (GPx) et la catalase. En effet, I'organisme doit éliminer I'O; inutilisé en
le faisant réagir avec deux protons; la réaction est catalysée par la SOD et aboutit a la
formation de peroxyde d’hydrogéne (H,O,). Le peroxyde d'hydrogene lui aussi toxique est
enfin converti en eau par une catalase ou la glutathion peroxydase (Figure 6). Il existe
¢galement des molécules antioxydantes hydrosolubles (glutathion, vitamine C, acide urique)
et liposolubles (vitamine E, caroténoides, bilirubine), intervenant tout particuliérement au
niveau des membranes cellulaires et des lipoprotéines plasmatiques. Ainsi, les antioxydants
ont été définis comme des substances capables de concurrencer d'autres substrats oxydables a
des concentrations relativement basses et donc de retarder ou d'empécher l'oxydation de ces

substrats.

0; » 0y~ » H. O, ——» OH-+OH- — H;0
dioxygéne radical peroxyde radical
superoxyde d’hydrogene hydroxyle

Figure 6: Intermédiaires réduits de 1’oxygéne: équation de réduction
monoélectronique de 1’oxygene.

L2.5. Role de la mitochondrie dans I’apoptose

L'apoptose est un mode de mort cellulaire programmée, jouant un rdle essentiel au
cours du développement et du fonctionnement du systéme immunitaire, de 1’homéostasie
cellulaire et de la morphogenese tissulaire. L’apoptose facilite l'élimination des cellules
endommagées, infectées ou surnuméraires. L’apoptose se déroule d’'une maniere ordonnée et
contrdlée par des protéines codées par des genes spécifiques, et traduit la réponse des cellules
a divers stimuli exogeénes ou endogenes. L'apoptose est importante pour maintenir le nombre

de cellules a I'équilibre chez I'adulte et le déréglement de ce processus contribue au
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développement de maladies neurodégénératives et a la prolifération tumorale (Fadeel and
Orrenius, 2005). La Figure 7 représente de facon schématique les modifications biochimiques
successives d’une cellules en apoptose en fonction du temps. La perturbation du
fonctionnement de la mitochondrie est un des événements clés de I'apoptose. Les
mitochondries subissent plusieurs modifications: relargage du cytochrome ¢ dans le
cytoplasme, diminution du potentiel de membrane (A¥m) avec augmentation de la

perméabilité membranaire ce qui conduit a I’activation de I’apoptose.

Temps apres l'induction

Oh
e Chute du potentiel de membrane mitochondrial

* Libération du Cytochrome ¢

6h * Activation des caspases

* Diminution des activités métaboliques

* Diminution de l'intégrité de la membrane plasmique
24h we Fragmentation de TADN

Figure 7: Séquence des modifications biochimiques et structurales d’une
cellule en apoptose.

Au niveau moléculaire, I'apoptose est régulée par deux familles de protéines: la famille
Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) qui est impliquée dans la phase d'initiation de 1'apoptose, et la
famille des caspases, les protéases responsables de la phase d'exécution (Adams and Cory,
2007; Taylor et al., 2008). Le cytochrome ¢ mitochondrial joue un réle important dans la
propagation de plusieurs signaux pro-apoptotiques, en agissant comme un co-facteur pour un
complexe d'activation des caspases dans le cytoplasme, appelé apoptosome. La libération du
cytochrome ¢ de l'espace intermembranaire mitochondrial (EIM) vers le cytosol représente un
point de contrdle important dans 1'apoptose.
La famille Bcl-2 est divisée en trois groupes :
* les membres du groupe I, tels que Bcl-2 et Bel-x sont caractérisés généralement par quatre
courts domaines conservés BH1-BH2-BH3-BH4 (BH: «Bcl-2 Homology»). Ils présentent des
activités anti-apoptotiques.
* les membres du groupe I, tels que Bax, Bad, Bak ont des activités proapoptotiques et une
structure trés proche des membres du groupe I, mais ils ne possédent pas le domaine BH4 N-
terminal.
* les membres du groupe 111, tels que Bid ont tous une activité proapoptotique, mais ils ne

possédent que le domaine BH3.
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L’activation des membres pro-apoptotiques de cette famille au cours de la mort cellulaire
conduit a la formation de pores dans la membrane externe mitochondriale, permettant la
libération du cytochrome c et d'autres facteurs pro-apoptotiques de l'espace intermembranaire
mitochondrial dans le cytosol affectant également I’intégrité mitochondriale (Youle and
Strasser, 2008). Suite a cette libération, le cytochrome c¢ se lie a Apaf-1 ce qui permet le
recrutement de la caspase-9 dans un complexe appelé apoptosome (Hill et al., 2004; Logue
and Martin, 2008). L’activation allostérique de la caspase-9 dans I’apoptosome conduit alors a
l'activation de la cascade des caspases (Slee et al., 1999).

Bcel-2 et ses partenaires interviennent soit en contrdlant 1’ouverture des pores et donc la
libération des facteurs mitochondriaux, soit en séquestrant Apaf-1 a la membrane
mitochondriale empéchant ainsi I’activation des caspases. Ainsi la protéine Bcl-2 inhibe
I’apoptose en retenant le pré-complexe Apaf-1/Caspase a la membrane mitochondriale.

Une autre hypothése permettant d’expliquer le relargage du cytochrome ¢ implique
I’ouverture du pore de perméabilité de transition (PTP) qui est responsable d’un gonflement
de la matrice mitochondriale puis d’une rupture de la membrane externe libérant ainsi le
cytochrome ¢ (Petronilli et al., 2001). Bax, Bcl- 2 ou Bcl-xL sont capables d’interagir avec les
protéines qui composent le PTP. De plus, Bax interagit avec VDAC (Narita et al., 1998;
Shimizu et al., 1999). Bax (ou Bak) favorise la chute du A¥Ym et la sortie du cytochrome c,
alors que Bcl-2 ou Bcel-xL assure le maintien des fonctions du PTP et empéche le relargage du
cytochrome ¢, favorisant ainsi la survie cellulaire (Antonsson et al., 2000).

Au cours de I’apoptose, il existe également une voie indépendante des caspases impliquant
I’apoptosis-inducing factor (AIF). L’AIF est séquestré au niveau de [’espace
intermembranaire mitochondrial, puis sous I’influence d’un stimulus apoptotique, est relargué
dans le cytosol. Il est ensuite acheminé vers le noyau ou il est capable d’induire différentes
modifications morphologiques caractéristiques de 1’apoptose (condensation cytoplasmique et
nucléaire, fragmentation nucléaire) sans qu’il y ait eu activation de caspases (Susin et al.,
1999). Cependant, les deux voies, celle dépendante de 1’activation des caspases et celle de

I’ AIF, peuvent coexister dans certains modeles cellulaires.

Au cours de D’apoptose, il se produit une fragmentation/fission du réseau
mitochondrial nécessitant les effecteurs de la machinerie de fission et de fusion
mitochondriale. Il a été montré que la surexpression d'une forme dominante négative de Drpl
avait un effet protecteur contre la libération du cytochrome c et I'apoptose (Breckenridge et

al., 2003; Frank et al., 2001; Germain et al., 2005; Neuspiel et al., 2005). Ces résultats
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suggerent que l'inhibition de la fission médiée par Drpl empéche la progression de 'apoptose.
En revanche, d’autres études ont démontré que 1'absence de Drpl empéchait partiellement la
libération du cytochrome ¢, mais que la mort cellulaire n'était pas affectée (Estaquier and
Arnoult, 2007; Parone et al., 2006). Dans ce cas, bien que la libération du cytochrome c soit
retardée, la libération d'autres protéines de I’EIM, tels que Smac / Diablo, n’est pas affectée,
démontrant que la perméabilisation de la membrane externe s'est déroulée normalement.

Le role de la fragmentation des mitochondries dans la progression de l'apoptose a
¢galement été étudié par la surexpression de MFN2, protéine importante de la fusion
mitochondriale. La surexpression de MFN2 diminuerait la libération du cytochrome c et de
I’apoptose (Jahani-Asl et al., 2007; Sugioka et al., 2004), alors que d’autres auteurs n’ont pas
mis en évidence de modification du relargage de cytochrome ¢ ni de I’apoptose apres
surexpression de MFN2, MFN1 ou OPA1 (Sheridan et al., 2008). Les auteurs de cette
derni¢re étude démontrent que des cellules présentant un réseau mitochondrial fusionné
liberent le cytochrome ¢ en réponse a des stimuli pro-apoptotiques. La formation de pores par
la voie dépendant de Bax/Bak peut donc se produire dans les mitochondries fusionnées. En
outre, des cellules avec des niveaux réduits de MFN2 n’ont pas d’augmentation de la
libération du cytochrome ¢, suggérant que l'inhibition de la fusion mitochondriale n'est pas
une condition préalable a la perméabilisation de la membrane externe (Arnoult et al., 2005b).
Par ailleurs, de nombreuses études ont mis en évidence un réseau mitochondrial fragmenté
dans des cellules non apoptotiques, ce qui indique que la fission mitochondriale ne suffit pas a
entrainer une apoptose (Delivani et al., 2006; Karbowski et al., 2006; Norris and Youle, 2008;
Sheridan et al., 2008; Szabadkai et al., 2004; Taguchi et al., 2007). La fission mitochondriale
n’est pas nécessaire a la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale et a
I’apoptose, mais agit comme un facteur contribuant a la libération de facteurs mitochondriaux.
L’altération de la libération du cytochrome ¢ qui est observée dans les cellules ou la fission
mitochondriale induite par Drpl est inhibée pourrait étre due a des perturbations de
I’architecture des crétes mitochondriales. Un remodelage des crétes semble nécessaire a une
libération rapide et compléte du cytochrome ¢ au cours de 1’apoptose (Arnoult et al., 2005a;
Scorrano et al., 2002). Ce remodelage des crétes impliquerait la protéine mitochondriale
OPA1 (optic atrophy I), protéine de la machinerie de fusion mitochondriale qui régule
également la morphologie des crétes. OPA1 controle le remodelage des crétes au cours de
I’apoptose indépendamment de sa fonction dans la fusion mitochondriale (Frezza et al., 2006).

Ceci suggere que pour le processus de libération du cytochrome ¢, les changements de la
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morphologie des crétes sont plus importants que les changements dans 1’équilibre fission-

fusion mitochondrial (Arnoult, 2007).

Enfin, les mitochondries peuvent étre sélectivement éliminées lors de la mort cellulaire
programmée, méme en I’absence d’activation de caspases (Xue et al., 2001). Cette
¢limination sélective des mitochondries, couramment nommée mitophagie, est un processus
d’élimination des mitochondries qui intervient au cours de I’apoptose, et est augmentée dans
les cellules ou la fission induite par Drpl est accrue, alors qu’au contraire, elle est empéchée
dans les cellules ou la fission induite par Drpl est inhibée (Arnoult et al., 2005b; Barsoum et
al., 2006). Ceci suggere que la fission/fragmentation est une étape nécessaire a la mitophagie.
Il a récemment été montré que les protéines MFN1 et MFN2 étaient ubiquitinées lors de la
mitophagie par une voie dépendante de PINKI1 (PTEN-induced kinase 1) et Parkine (E3
ubiquitin ligase) permettant ainsi de diminuer le processus de fusion et de faciliter la
fragmentation (Gegg et al., 2010). Comme la mitophagie débute apres la perméabilisation de
la membrane externe mitochondriale induite par Bax/Bak, la mort cellulaire autophagique
pourrait étre également une conséquence de cette perméabilisation (Arnoult, 2007). Les
cellules dans lesquelles la mitophagie est augmentée sont plus sensibles a la mort cellulaire
indépendante des caspases alors qu’au contraire, une diminution de la mitophagie rend les
cellules plus résistantes a ce processus autophagique. Ainsi, en réponse a la perméabilisation
de la membrane externe mitochondriale induite par Bax/Bak, deux voies de mort cellulaire

semblent étre engagées.
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I.3. Dynamique mitochondriale

Dans la plupart des cellules, les mitochondries forment un réseau tubulaire connectg.
La morphologie du réseau mitochondrial dépend de I’équilibre entre le mécanisme de fusion
et le mécanisme de fission mitochondriale. Lorsqu’il existe une altération du processus de
fusion, le réseau mitochondrial apparait fragmenté alors que si le processus de fission est
altéré, le réseau devient tubulaire et filamenteux. Plusieurs protéines jouant un réle clé¢ dans
ces éveénements ont été¢ identifiés. Nous nous intéresserons uniquement aux protéines

responsables de pathologies caractérisées.

1.3.1 Les protéines de la fusion : mitofusines et OPAl
1.3.1.1. Les Mitofusines (MFN1 et MFN2)

Les mitofusines 1 et 2 (MFN1 et 2) sont de grandes protéines a domaine GTPases de
750 acides aminés, de la famille des dynamines, ancrées dans la membrane externe des
mitochondries. Elles interviennent dans la morphologie et la dynamique du réseau
mitochondrial en étant impliquées dans le mécanisme de fusion mitochondriale (Chen et al.,
2003; Rojo et al., 2002). Elles comportent un domaine GTPase terminal et deux segments
Heptad Repeats (HR1 et 2) encadrant la région nécessaire a I’adressage mitochondrial (Figure
8). Dans ce mécanisme, les mitochondries adjacentes s’attacheraient entre elles par leur
domaine HR2 en formant une structure « coiled-coil ». Les mitofusines sont donc directement
impliquées dans le mécanisme de fusion mitochondriale et leur domaine HR2 est la structure

permettant I’amarrage des mitochondries voisines.

La maladie de Charcot-Marie-Tooth de type 2A2 est liée a des mutations du gene de la
mitofusine 2 localisé¢ en 1q36.2. Les mutations de MFN2 sont responsables d’environ 30%
des formes axonales de CMT (Zuchner et al., 2004). Plus de 60 mutations ont été rapportées
dont la majorité sont des mutations faux-sens. La plupart de ces mutations affecte le domaine
GTPase et les domaines coiled-coil de la protéine. Les mécanismes par lesquels ces mutations
conduisent a une dégénérescence axonale ne sont pas connus mais il semblerait que le
transport axonal mitochondrial soit altéré (Baloh et al., 2007). Il a ét¢ mis en évidence des
agrégats de mitochondries dans les parties distales des neurones de patients porteurs de

mutations dans MFN2 (Funalot et al., 2009; Vallat et al., 2008) mais également dans des
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modeles de souris MFN2 porteuses de la mutation p.R94Q (Cartoni et al., 2010). MFN2 serait
nécessaire au transport axonal des mitochondries en intéragissant avec les protéines du
complexe Miro/Milton (Misko et al., 2010), ce qui expliquerait les anomalies de transport
mitochondrial mis en évidence dans des neurones sensitifs de rats en culture porteurs de
mutations du géne MFN2 (Baloh et al., 2007) et les anomalies de distribution axonale des
mitochondries dans des neurones moteurs provenant de souris surexprimant des formes
mutantes du géene MFN2 (Detmer et al.,, 2008). Une autre fonction attribuée a MFN2 est
I’interaction avec le réticulum endoplasmique (de Brito and Scorrano, 2008). Il a été montré
que des cellules HeLa et des fibroblastes embryonnaires de souris exprimant une forme
mutante de la protéine MFN2 présentent une altération de la morphologie du réticulum
endoplasmique conduisant a un défaut d’interaction avec la mitochondrie et a une anomalie de

capture du calcium par la mitochondrie.

La protéine MFN2 joue un role dans la régulation du métabolisme énergétique
mitochondrial. L’inhibition de 1’expression de MFN2 dans la lignée de myoblastes L6E9
diminue 1’oxydation du glucose et le potentiel de membrane mitochondrial (Bach et al.,
2003). De plus, I’expression de MFN2 dans le muscle squelettique est réduite chez des
patients atteints d’obésité ou de diabéte de type 2 (Bach et al., 2005) alors qu’elle est
augmentée apres exercice physique (Cartoni et al., 2005). Une autre étude réalisée a partir de
cellules HeLa et de myoblastes LOE9 a montré qu’une diminution de 50% de 1’expression de
MFN?2 conduit a une diminution de 1’oxydation du glucose, du pyruvate, du palmitate et du
potentiel de membrane mitochondrial. Cette baisse d’expression est également associée a une
réduction de I’expression de certaines sous unités des complexe I, II, III et V de la chaine
respiratoire mitochondriale alors qu’une surexpression conduit & une augmentation du
potentiel de membrane, de I’oxydation du glucose et de 1’expression de sous unités des
complexes I, IV et V (Pich et al., 2005). Différentes études réalisées sur des fibroblastes de
patients porteurs de mutations dans le géne MFN2 ont montré qu’il existait une atteinte du
métabolisme énergétique mitochondrial caractérisé par un découplage des OXPHOS avec un
maintien de la synthése d’ATP par une augmentation de la respiration liée au complexe II
(Guillet et al., 2010; Loiseau et al., 2007). Ce découplage est associ¢ a une chute du potentiel
de membrane de 30%. En revanche, il n’a pas été mis en évidence d’altération du réseau
mitochondrial et il n’a pas été retrouvé de production en exces de radicaux libres ni de

sensibilité accrue a I’apoptose.
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1.3.1.2. Optic Atrophy 1 (OPA1)

OPAI1 est une protéine de 960 acides aminés codée par le géne OPAI localisé sur le
chromosome 3 (Eiberg et al., 1994) et identifié¢ en 2000 (Alexander et al., 2000; Delettre et
al., 2000). OPA1 est exprimée dans tous les tissus et surexprimée dans la rétine (Delettre et
al., 2001). II existe 8 isoformes de cette protéine obtenues par épissage alternatif. OPA1 est
une dynamine/GTPase possédant un domaine central de type dynamine trés conservé, un
domaine GTPasique et une séquence d’adressage a la mitochondrie en N-terminal. Cette
protéine est localisée au niveau de la membrane interne des mitochondries et serait surtout
présente au niveau des crétes mitochondriales (Olichon et al., 2002).

OPAL1 est impliquée dans la fusion mitochondriale. En effet, I’inhibition d’OPA1 par
’utilisation de siRNA (small interfering RNA) dans des cellules HeLa est responsable d’une
fragmentation du réseau mitochondrial (Olichon et al., 2003). OPA1 nécessiterait un clivage
pour étre activée et induire une courbure des membranes et permettre la fusion (Bossy-Wetzel
et al., 2003). La fonction de fusion d’OPA1 dépend de la présence de MFNI mais est
indépendante de MFN2 (Cipolat et al., 2004).

Les mutations du géne OPAI sont responsables de 1’atrophie optique autosomique
dominante (ADOA) due a une dégénérescence bilatérale du nerf optique. A ce jour, plus de
200 mutations pathogeénes ont été rapportées (Ferre et al., 2009). Ces mutations touchent
principalement les domaines GTPase et dynamine et sont majoritairement tronquantes (40%).
Aucune corrélation génotype-phénotype n’a pu étre établie (Cohn et al., 2007; Pesch et al.,
2001; Puomila et al., 2005). Cependant, il existe une corrélation associant ADOA et surdité a
la mutation p.R445H. Récemment, des travaux réalisés sur des fibroblastes de patients atteints
d’ADOA ont montré une fragmentation du réseau mitochondrial associée a certaines
mutations dont la mutation p.R445H (Amati-Bonneau et al., 2005) et des anomalies
énergétiques dans des fibroblastes de patients ADOA (Chevrollier et al., 2008). L’activité du
complexe IV est diminuée de 25% et associée a un découplage (diminution du rapport
ATP/O) indiquant une baisse d’efficacité¢ des phosphorylations oxydatives (Chevrollier et al.,
2008). Une diminution de 1’activité du complexe I lors de la culture de fibroblastes de patients
ADOA en milieu galactose a aussi été montrée (Zanna et al., 2008). Le role d’OPA1 dans la
maintenance de I’ADNmt a également ét¢ suggéré dans plusieurs études récentes par la mise
en évidence de délétions multiples dans le muscle de patients atteints d’ADOA (Amati-

Bonneau et al., 2008) mais aussi dans des levures exprimant des mutations du gene Msplp
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(homologue d’OPA1 chez la levure) (Diot et al., 2009). De plus, OPA1 a un rdle anti-
apoptotique. L’inhibition de I’expression d’OPA1 par siRNA sur des cellules HeLa conduit a
une libération du cytochrome ¢ par déstructuration des crétes mitochondriales, ce qui conduit
a une apoptose caspase-dépendante (Olichon et al., 2003). Il a également été mis en évidence
une sensibilité accrue a 1’apoptose induite par la staurosporine dans des fibroblastes de

patients porteurs de mutations dans OPA/ (Olichon et al., 2007).
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Figure 8: Les protéines impliquées dans le processus de fusion mitochondriale.

A. Représentation des domaines fonctionnels des protéines mitofusine 2 (MFN2) et OPAI.

Les mitofusines possédent un domaine GTPase caractéristique de la famille des dynamines, deux
structures « coiled-coil » constituées de motifs hydrophobes heptad repeat 1 et 2 (HR1, HR2) et un
double domaine transmembranaire (TM).

OPA1 posséde une séquence d’adressage mitochondriale (AM), un domaine transmembranaire
(TM), un domaine GTPase, un domaine dynamine, un domaine d’homologie aux pleckstrines (PH)
et un domaine effecteur GTPase (GED).

B. La fusion mitochondriale. Les mitofusines localisées a la membrane externe de deux
mitochondries adjacentes vont interagir au niveau de leur domaine HR2 pour favoriser le
rapprochement des mitochondries et permettre leur fusion en présence de la protéine OPAL,
localisée a la membrane interne qui intervient également dans ce processus.
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L.3.2. Les protéines de la fission : Drpl et GDAPI

1.3.2.1. La dynamin-related protein 1 (Drpl)

La croissance suivie de la division d’une mitochondrie conduit a I’apparition de
nouvelles mitochondries. Cette division débute par 'apparition d'un sillon de division sur la
membrane interne et nécessite une protéine dynamin-like conservée au cours de 1’évolution et
appelée Drpl (dynamin-related proteinl) (Yoon et al., 2003) ou DLPI. Cette protéine est
codée par le geéne nucléaire DNMLI (dynamin likel) localisé en 12p11.21. Elle présente
certaines homologies de structure avec les protéines de la famille des dynamines (famille de
GTPases) puisqu’elle posseéde un domaine GTPase dynamin-like en C-terminal, un domaine
central dynamin-like et un domaine GTPase effecteur (GED) qui régule I’hydrolyse du GTP
(Figure 9). En revanche, Drpl a un domaine riche en proline (PRD) différent de celui des
dynamines et ne posséde pas de domaine d'homologie a la pleckstrine (PH) impliqué dans
I’adressage des protéines a la membrane.

Drpl est une protéine cytoplasmique recrutée au niveau des sites de scission de la
membrane externe par Fisl, une protéine de la membrane externe mitochondriale (Youle and
Karbowski, 2005). A ce niveau, Drpl agirait comme une mécanoenzyme participant a la
constriction du tubule mitochondrial. Il a ét¢ montré que I’inhibition d’expression de cette
protéine ou que la surexpression du mutant p.K38A sont responsables d’une augmentation de
la fusion mitochondriale (Lee et al., 2004; Smirnova et al., 2001).

Il a été rapporté une mutation dans Drpl responsable d’un phénotype séveére associant
une microcéphalie, une atrophie optique et un développement cérébral anormal avec déces

prématuré (Waterham et al., 2007).

1.3.2.2. Ganglioside-induced differentiation-associated protein 1 (GDAP1)

La protéine GDAP1 est une protéine de 358 acides aminés codée par le géne GDAPI
(8g21.11). Son nom vient du fait qu’elle a été trouvée surexprimée dans une lignée cellulaire
de neuroblastome de souris (Neuro2a) dans des conditions de différenciation cholinergique
induite par les gangliosides (Liu et al., 1999). Il s’agit d’une protéine de la membrane externe
mitochondriale (Niemann et al., 2005) avec une extrémit¢ COOH terminale contenant un
domaine transmembranaire (TMD) permettant son ancrage a la membrane externe. Les études
phylogénétiques et les analyses structurelles suggerent que GDAP1 appartient a une sous-

famille des glutathion-S-transférases (GST) (Cuesta et al., 2002; Marco et al., 2004; Shield et
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al., 2006). Les enzymes GST sont connus pour jouer un role clé¢ dans la détoxification et la
réduction des especes réactives de 1'oxygéne (ROS). Ces domaines ont été prédits a 1'aide
d'outils bioinformatiques (Cuesta et al., 2002; Marco et al., 2004) et aucune activité GST n’a
été démontrée a ce jour (Pedrola et al., 2005; Shield et al., 2006). GDAP1 a deux domaines
GST typiques : le domaine I (GST-N) situé dans la région N-terminale et le domaine II (GST-
C) dans la région C-terminale. Elle posséde également un domaine hydrophobe (HD1)
localis¢ au cytoplasme. Une séquence riche en acides aminés basiques est située entre ces
deux domaines et interviendrait dans la localisation mitochondriale et dans la fonction de
fission mitochondriale de la protéine (Wagner et al., 2009). En outre, GDAP1 contient deux
régions supplémentaires entre les acides aminés 152-164 et 169-195 constituant la boucle a4-
ald.

Le géne GDAPI est impliqué aussi bien dans les formes AR et AD axonales de CMT
(AR-CMT2 et CMT2K) (Claramunt et al., 2005; Cuesta et al., 2002), que dans la forme AR
démyélinisante (CMT4A) (Baxter et al., 2002).

Les aspects génétiques, moléculaires, cliniques et physiopathologiques concernant
cette protéine sont développés dans la partie 11.2 traitant spécifiquement du CMT4A/2K

associés aux mutations de la protéine GDAP1.
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Figure 9: Les protéines impliquées dans le processus de fission mitochondriale

A. Représentation schématique des protéines Drpl et GDAPI.

Drpl posseéde des domaines caractéristiques de la famille des dynamines GTPases avec un domaine
GTPase, un domaine central et un domaine GTPase effecteur (GED).

GDAP1 posséde deux domaines caractéristiques des protéines GST (GST-N et GST-C), un domaine
hydrophobe (HD1) et un domaine transmembranaire (TMD) encadrant une séquence basique
importante pour la localisation et la fonction de la protéine.

B. La fission mitochondriale. Drpl localis¢é dans le cytosol est recruté a la membrane
mitochondriale par interaction et fixation a Fisl, puis s’oligomérise au niveau des sites de fission.
L’action moléculaire de Drpl nécessite une hydrolyse du GTP ce qui permet une constriction d’un
anneau de protéines Drpl (fleches rouges), puis un étirement d’une spirale de protéines Drpl pour
effectuer la fission. Le role de GDAP1 est encore mal connu.

44



1.3.3. Transport mitochondrial

Les phénoménes de fusion et de fission sont dépendants du déplacement des
mitochondries le long du cytosquelette et répartissent le réseau mitochondrial ce qui assure la
distribution d’ATP aux sites cellulaires a forte demande énergétique. Au niveau neuronal, on
distingue un transport mitochondrial antérograde s’effectuant du corps cellulaire vers les
jonctions synaptiques, et le transport rétrograde s’effectuant dans le sens inverse. Le transport
antérograde interviendrait dans I’apport des mitochondries a leur site d’action tandis que le
transport rétrograde permettrait la dégradation des organites au niveau du corps cellulaire
(Miller and Sheetz, 2004). Ce transport mitochondrial fait intervenir les protéines du
cytosquelette. Les kinésines, dont les principales sont KIF1B (Nangaku et al., 1994) et KIF5B
(Tanaka et al., 1998), sont impliquées dans le transport antérograde et les dynéines
interviendraient dans le transport rétrograde. Ces deux familles de protéines hydrolysent
I’ATP afin de permettre leur déplacement le long des microtubules. Les mitochondries
seraient attachées a ces protéines par 1’intermédiaire de protéines adaptatrices : Milton et Miro
(Glater et al., 2006).

Il a été rapporté une famille japonaise présentant un CMT2A 1i¢ & une mutation p.Q98L du
gene KIF1B au niveau de son site de liaison a I’ATP (Saito et al., 1997; Zhao et al., 2001). Le
caractére pathogene de la mutation a été confirmé sur un modele de souris transgéniques
exprimant cette mutation a I’état hétérozygote avec un phénotype associant une faiblesse
motrice progressive (Zhao et al., 2001). Il a été mis en évidence une anomalie du transport des

vésicules synaptiques dans ce modele.
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Figure 10 : Organisation du transport axonal mitochondrial.

Les mitochondries sont transportées le long des microtubules dans le sens antérograde par les
kinésines et dans le sens rétrograde par les dynéines. Leur interaction avec ces deux types de
protéines motrices se fait par I’intermédiaire de protéines adaptatrices telles que Milton et
Miro.
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I1. La maladie de Charcot-Marie-Tooth

I1.1 Aspects cliniques et classification

La maladie de Charcot-Marie-Tooth est une neuropathie périphérique héréditaire
sensitivo-motrice. Sa prévalence est estimée de 10 a 30 pour 100 000 en fonction des zones
géographiques (Emery, 1991). Elle a été décrite en 1886 par Charcot et Marie comme "une
forme particuliére d’atrophie musculaire progressive, souvent familiale, débutant par les pieds
et les jambes et atteignant plus tard les mains" (Charcot and Marie, 1886). Elle se caractérise
par un déficit moteur et une amyotrophie touchant les extrémités des membres, une réduction
ou une abolition des réflexes ostéo-tendineux et des troubles sensitifs distaux affectant les
différentes modalités sensitives. A ces signes neurologiques s’associent souvent des
déformations orthopédiques telles que des pieds creux ou plats et une scoliose. L’évolution de
cette maladie est chronique, ascendante et lentement progressive. Toutefois, il existe une
grande variabilité interindividuelle et intrafamiliale (Bouhouche et al., 2007).

La classification des CMT prend en compte le mode de transmission de la maladie, les
résultats de 1’examen électroneuromyographique (ENMG) et la génétique moléculaire. Le
mode de transmission peut étre autosomique dominant, dominant 1ié¢ a 1’X ou autosomique
récessif. Les formes dominantes (CMTAD) sont les plus fréquentes en Europe, tandis que les
formes récessives (CMTAR) sont retrouvées au Maghreb et au Moyen-Orient ou les unions
consanguines sont fréquentes. L’ENMG permet de distinguer les formes axonales et les
formes démyélinisantes. Les formes démyélinisantes sont définies par des vitesses de
conduction motrice (VCM) du nerf médian inférieures a 35 m/s, les formes axonales par des
vitesses de conduction supérieures a 40 m/s et les formes intermédiaires par des VCM
comprises entre ces deux valeurs (Bouche et al., 1983). La classification a un grand intérét

pour guider le diagnostic moléculaire des différentes formes de CMT.
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I 1.1. Les formes autosomiques dominantes

Les formes les plus fréquentes sont les formes autosomiques dominantes, soit

démyélinisantes (CMT1), soit axonales (CMT?2) et les formes li¢es a I’X (CMTX) (Table I).

I1.1.1.1. Formes démyélinisantes

Dans la majorité des formes démyélinisantes, 60 a 70 % selon les études, la maladie est li¢e a
la région 17p11.2, c'est le CMT1A. Le CMTI1A est associ¢ de fagon quasi constante a une
duplication de cette région, qui contient le géne codant pour une protéine de la myéline
périphérique, PMP22 (Table I) (Raeymacekers et al., 1991). Une étude réalisée sur 119 patients
avec CMT1A a permis de définir le phénotype clinique et électrophysiologique associé a cette
mutation (Birouk et al., 1997). L’age de début des symptomes est trés variable, allant de la
petite enfance a la 8™ décennie. Cependant, 70% des patients développent les premiers
signes avant 1’dge de 20 ans. L’age de début est variable entre les individus d’'une méme
famille. L’examen ¢électroneuromyographique met en ¢évidence une polyneuropathie
démyélinisante sensitivo-motrice, caractérisée par un ralentissement diffus et homogeéne de la
conduction nerveuse sur I’ensemble des troncs nerveux et le long d’un méme nerf. Les VCM
sont précocement diminuées, des 1’age de 2 ans, et restent inchangées au cours de la vie d’un
individu. L’atteinte myélinique s’accompagne secondairement, et de fagon constante, d’une
atteinte axonale, qui conditionne 1’installation et la progression du déficit moteur.

Un second locus, le CMTIB, a été localisé sur le chromosome 1. Ce sont des
mutations du geéne PO (Table I) qui code pour une protéine structurale de la myéline
périphérique, qui sont alors responsables du phénotype (Kulkens et al., 1993). Les données
¢lectrophysiologiques ont permis de distinguer une forme démyélinisante et une forme
axonale liées aux mutations du géne P(. La forme démyélinisante, le CMT1B, a un phénotype
proche du CMTI1A et une surdité peut étre présente (CMT1E). La forme axonale, le CMT21/J,
a un début tardif avec des VCM soit normales, soit intermédiaires (De Jonghe et al., 1999).
Ces différents phénotypes sont déterminés par le type et la position de la mutation.

Les autres génes impliqués dans ces formes autosomiques dominantes démyélinisantes
sont LITAF (impliqué dans la dégradation des protéines) pour le CMT1C, EGR?2 (facteur de
transcription) pour le CMT1D et NEFL (protéines des neurofilaments) pour le CMTI1F.
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I1.1.1.2. Formes axonales

Les formes axonales (CMT2) correspondent a des lésions prépondérantes au niveau de
I'axone. Leur fréquence est beaucoup moins importante que celle des CMT démyélinisants
dont elles représentent environ le tiers. On compte une dizaine de variétés de CMT2 dont le
CMT2K impliquant la protéine GDAPI.

La forme la plus fréquente est le CMT2A2 li¢ a des mutations du geéne codant pour la
protéine MFN2 (cf paragraphe 1.3.1.1). Le phénotype associé a ce CMT2A2 est hétérogene
avec une pénétrance variable et un début qui peut étre précoce ou tardif selon les mutations.
Certains signes cliniques associés ont été décrits tels qu’une atrophie optique, une migraine,
ou une atteinte du systéme nerveux central. Une forme avec encéphalopathie fatale a été
récemment rapportée (Boaretto et al., 2010).

Certains types de CMT2 sont cliniquement caractéristiques : par exemple, le CMT2B
est caractérisé par I’association a la neuropathie de troubles trophiques (maux perforants,
ulcérations). Le CMT2C est caractérisé par une atteinte des cordes vocales. Le CMT2D,
allélique au locus des neuropathies motrices distales héréditaires de type V, se manifeste par
une atteinte inaugurale et prédominante des membres supérieurs. Le CMT2J est associé a une
surdité, une anomalie de la motilité pupillaire et des troubles sensitifs marqués. Cliniquement,
la plupart des CMT?2 reste difficilement distinguable des formes démyélinisantes de CMT.
L’¢lectrophysiologie tient un réle important afin de distinguer les formes axonales des formes
démyélinisantes. En effet, dans les CMT2 les VCM sont habituellement normales et les

amplitudes des potentiels moteurs et sensitifs sont sévérement diminuées.

I11.1.2. Les formes autosomiques récessives

Les formes autosomiques récessives sont plus rares et plus sévéres et peuvent étre de

nature axonale (AR-CMT2) ou démyélinisante (CMT4).

I1.1.2.1. Formes démyélinisantes

9 génes ont été identifiés parmi les 10 localisés (Table I) dont le géne GDAPI (Baxter
et al., 2002) pour le CMT4A en 8q13.3-q21.1. Généralement ces formes de CMT ont un age
de début souvent trés précoce, une atteinte distale inaugurale a laquelle s’ajoute

secondairement une atteinte des muscles proximaux, en particulier des membres inférieurs,
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fréquemment responsable d’une perte de la marche, et la présence de signes associés
(Dubourg et al., 2006). Ces signes associé€s sont importants a rechercher et peuvent orienter le
diagnostic moléculaire : atteinte des cordes vocales parfois observée avec les mutations du
géne GDAPI, atteinte faciale et bulbaire évocatrices d’une mutation du géne MTMR2,
scoliose précoce et sévere en cas de mutation du gene KIAA71985 et surdité de perception
orientant vers une mutation de NDRG . L'age de début de la maladie est trés variable entre les
différentes formes de CMT : dans la petite enfance pour les CMT4A et 4F, dans les deux
premicres décennies pour le CMT4B, entre 5 et 15 ans pour le CMT4C, avant 10 ans pour le
CMT4D et dés la naissance pour le CMT4E (forme congénitale séveére qui peut étre
responsable d'une hypotonie généralisée). L'évolution reste extrémement variable entre ces
différents types de CMT et y compris au sein d'une méme famille : certaines personnes
présentent peu ou pas de symptomes alors que d'autres ont un handicap fonctionnel important.
Dans le cas du CMT4C, la maladie peut progresser lentement, la marche restant possible
aprés 40 ans. Le CMT4D, plus sévére, évolue progressivement vers une incapacité importante
autour de la cinquantaine. Sur le plan électrophysiologique, les VCM sont généralement tres
diminuées (< 25 m/s) excepté dans le cas du CMT4A et du CMT4G (Dubourg et al., 2006).
En raison d’une perte axonale secondaire souvent importante, il est fréquent que I’ENMG soit
peu informatif avec des nerfs distaux non stimulables. Dans les cas ou aucun nerf ne peut étre
stimulé, la biopsie nerveuse est souvent le seul moyen de déterminer s’il s’agit d’un processus

axonal ou démyélinisant.

11.1.2.2. Formes axonales

Dans les formes axonales, 3 génes ont été localisés dont 2 identifiés : le premier locus
a ¢été localisé en 1g21.2 (Bouhouche et al., 1999) et une mutation sur le géne de la LMNA a
¢t¢ identifiée (De Sandre-Giovannoli et al., 2002). Le second locus a été localisé sur le
chromosome 19 en 19q13 avec une forme mineure de la maladie (Leal et al., 2001) mais le
geéne responsable n’a toujours pas été identifié a ce jour. Le dernier locus a été localisé en
8g21.3 avec mise en évidence d’une mutation sur le géne GDAPI (CMT2K) (Cuesta et al.,
2002).
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Table 1 :

en caractéres gras

Type Gene impliqué Locus
Dominant
Démyélinisant
CMTIA PMP22 17pl11
CMTIB MPZ 1q22
CMTIC LITAF 16p13
CMTI1D EGR2 10q21
CMTIE MPZ 1q22
CMTIF NEFL 8p21
Axonal
CMT2A1 KIFIB 1p36
CMT2A2 MFN?2 1p36
CMT2B RAB7 3ql13
CMT2C TRPV4 12q23
CMT2D GARS Tpl5
CMT2E NEFL 8p21
CMT2F HSPBI 7q11
CMT2G non connu 12q12
CMT21/J MPZ 1q22
CMT2K GDAPI1 8q21
CMT2L HSPBS 12q24
CMT2M DNM?2 19p12
CMT2N AARS 16q22
Intermédiaire
DI-CMTA non connu 10924
DI-CMTB DNM?2 19p12
DI-CMTC YARS 1p34
DI-CMTD MPZ 1q22
Récessif
Démyélinisant
CMT4A GDAPI1 8q21
CMT4B1 MTMR?2 11923
CMT4B2 SBF2 11pl5
CMT4C KIAA 1985/SH3TC2 5932
CMT4D NDRGI 8q24
CMT4E EGR2 10q21
CMTA4F PRX 19q13
CMT4G HK1 10g23
CMT4H FGD4 12q12
CMT4J FIG4 6921
Axonal
AR-CMT2A LMNA 1921
AR-CMT2B MED?25 19q13
AR-CMT2C GDAPI1 8q21
Sans dénomination LRSAM1 9q33
Lié al'X
CMTX1 GJBI Xql3
CMTX2 non connu Xp22
CMTX3 non connu Xq26
CMTX4 non connu Xq24
CMTXS5 PRPSI Xq22

Classification des maladies de Charcot-Marie-Tooth en fonction du mode de
transmission de la maladie et des critéres électrophysiologiques. Les formes liées 8 GDAP1 sont
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I1.2. La maladie de Charcot-Marie-Tooth de type 4A/2K

I1.2.1 Aspects génétiques et moléculaires

Le géne GDAPI, d'une longueur de 23 728 paires de bases (pb), contient 6 exons et 5
introns. Le facteur de transcription Yin Yang 1 (YY1) participerait a la régulation de
l'expression de GDAP1 (Ratajewski and Pulaski, 2009). Deux variants de transcription de
GDAPI ont été identifiés. Le variant de transcription 1 code pour la plus longue isoforme,
appelée isoforme a (358 acides aminés). Le variant de transcription 2, code pour I’isoforme b,
et utilise un site d'épissage alternatif dans la région 5’. L’isoforme b (290 acides aminés)
contient une partie N-terminale plus courte que l'isoforme a. Les études réalisées sur I'ARNm
par RT-PCR ont montré que GDAP1 était une protéine ubiquitaire avec une expression
prédominante dans le tissu nerveux (Cuesta et al.,, 2002). GDAPI1 serait exprimée
principalement dans les axones plutdt que dans les cellules de Schwann (Pedrola et al., 2008)
mais d'autres travaux ont observé que GDAPI est exprimée aussi bien dans les neurones
moteurs et sensitifs du systéme nerveux périphérique, que dans les cellules de Schwann
(Niemann et al., 2005), ce qui suggére que le CMT pourrait primitivement affecter les cellules

de Schwann ou les neurones, ou les deux de fagon concomitante.

11.2.2. Aspects cliniques

Initialement, Ben Othmane et al. (1993) avaient identifié le locus du CMT4A en 8q13-
21 dans une famille tunisienne (Ben Othmane et al., 1993). Le géne correspondant, GDAPI, a
ensuite ¢té identifié par Baxter et al. (2002) chez des patients issus de 4 familles tunisiennes
présentant des neuropathies périphériques séveres, démyélinisantes, avec une transmission
récessive, lies a trois mutations différentes dans le géne GDAPI : 2 mutations non-sens
(p-W31X et p.S194X) et une mutation faux-sens (p.R161H) (Baxter et al., 2002). A ce jour,
plus de 40 mutations dans GDAPI ont été décrites. Le géne GDAPI a ainsi été impliqué aussi
bien dans les formes AR et AD axonales (AR-CMT2 et CMT2K) (Azzedine et al., 2003;
Birouk et al., 2003; Claramunt et al., 2005; Cuesta et al., 2002; Stojkovic et al., 2004), que
dans la forme AR démy¢linisante (CMT4A) (Baxter et al., 2002; Ben Othmane et al., 1993) et
que dans la forme intermédiaire (Nelis et al., 2002; Senderek et al., 2003).
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Le CMT impliquant des mutations GDAP1 conduit généralement & un phénotype
sévere apparaissant dans l'enfance ou la petite enfance. Dans la plupart des cas, la progression
de la maladie conduit a une incapacité fonctionnelle avant la fin de la deuxiéme décennie de
la vie (Bernard et al., 2006). Cette forme de CMT causée par des mutations GDAPI est
généralement transmise sur le mode autosomique récessif. Ces formes récessives sont séveres
avec l'apparition précoce au cours de la premicre décennie. La progression rapide de la
maladie conduit a une incapacité fonctionnelle avec recours quasi constant a une aide
technique pour la déambulation. L’association a une paralysie des cordes vocales est
fréquente dans le CMT4A et survient en général au cours de la deuxiéme ou de la troisiéme
décennie (Sevilla et al., 2008). Toutefois, les présentations phénotypiques des patients
porteurs de mutations de GDAP1 sont hétérogénes. En ce qui concerne 1'dge de début et
I’évolution de la maladie, il existe non seulement une grande variabilité¢ clinique entre les
patients porteurs d’'une méme mutation, mais aussi une variabilité importante intrafamiliale
(Azzedine et al., 2003; Moroni et al., 2009; Sahin-Calapoglu et al., 2009). La forme
autosomique dominante, le CMT2K, est rare et n’a été rapportée que dans quelques cas
(Chung et al., 2008; Claramunt et al., 2005; Crimella et al., 2010). Ces formes dominantes
sont généralement moins séveres que les formes récessives, avec un début plus tardif (apres la
deuxieéme décennie) et une évolution plus lente de la maladie.

Il semble nécessaire qu'un plus grand nombre de patients atteints de CMT impliquant des
mutations de GDAPI soient rapportés, avec des données cliniques et électrophysiologiques
détaillées, afin d'établir une corrélation plus précise entre le génotype et le phénotype des

différentes formes de la maladie.

11.2.3. Aspects physiopathologiques

Le role de la protéine GDAP1 est encore mal connu mais il semblerait qu’elle soit
impliquée dans la dynamique mitochondriale. Contrairement a d'autres protéines a domaines
GTPases de la famille des dynamines tels que MFN2, OPAL1 et Drpl, la séquence de GDAP1
ne suggere aucune implication dans la dynamique mitochondriale. Cependant, plusieurs
¢tudes ont suggéré que GDAPI joue un role dans la fission mitochondriale. Ainsi, la
surexpression de GDAP1 induit une fragmentation du réseau mitochondrial contrebalancée
par 'expression d'un mutant dominant négatif de Drpl ou des protéines de fusion mitofusines

1 et 2 (Niemann et al., 2005). L'inhibition sélective de GDAP1 par siRNA entraine un aspect
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tubulaire du réseau mitochondrial (Niemann et al., 2005). 11 a été montré que le TMD joue un
role clé dans le ciblage mitochondrial et 1'insertion membranaire (Wagner et al., 2009). Les
acides aminés chargés positivement a proximit¢é du TMD participent a la fois au ciblage
mitochondrial et a la fonction de fission de GDAP1. Le domaine hydrophobe (HD) semble
indispensable pour la fission mitochondriale impliquant la protéine GDAP1. L'altération des
processus de fission et de fusion mitochondriales affecte de maniere significative la fonction
neuronale. Les neurones sont particuliecrement vulnérables a un dysfonctionnement
mitochondrial (Benard et al., 2007). En effet, les neurones sont des cellules hautement
spécialisées qui exigent de grandes quantités d'énergie pour maintenir la transmission ionique
tout au long des axones et des synapses. Spécifiquement touchés dans le CMT, les neurones
moteurs ont des axones pouvant atteindre un métre de long. La migration mitochondriale le
long de I'axone joue un rdle primordial dans le transport de I'énergie et il a été suggéré que le
défaut du transport axonal a un rdle important dans la physiopathologie du CMT2A2
impliquant la protéine MFN2 (Cartoni and Martinou, 2009). Ainsi, un mécanisme similaire
pourrait étre évoqué dans le CMT4A/2K impliquant la protéine GDAP1, avec une altération
importante de la dynamique mitochondriale ou du transport axonal touchant les nerfs
périphériques, et privant les régions distales de I'axone d'une source d'énergie nécessaire a son
bon fonctionnement. Des études complémentaires sont cependant nécessaires pour mieux
caractériser le role fonctionnel des différents domaines de la protéine et comprendre
I’implication de GDAP1 dans la dynamique mitochondriale.

La protéine GDAP1 pourrait également étre impliquée dans la lutte contre le stress
oxydant. Cette hypothése est basée sur le fait que GDAP1 a des domaines structurels
correspondant a des domaines GST, bien qu’aucune activit¢ GST n’ait ét¢ démontrée a ce
jour. Cependant, ces études ont utilisée une protéine tronquée ne contenant plus de domaine
transmembranaire. En effet, l'activit¢é GST peut nécessiter une localisation précise de la
protéine mitochondriale. Les GSTs sont largement distribuées et jouent un rdle dans la
détoxification des xénobiotiques et des substances toxiques endogénes. Une altération du
fonctionnement des GSTs pourrait étre responsable d’une production accrue de ROS. Les
radicaux libres en exces peuvent avoir des effets déléteres sur la peroxydation lipidique, et sur
l'oxydation protéique des complexes de la chaine respiratoire et plus particulierement du
complexe I (Ketterer et al., 1988; Zhao et al., 1999). Il a été récemment montré que les
mutations dominantes de GDAP1 étaient associées a une production augmentée de ROS, a

une sensibilité accrue a 1I’apoptose, et a une altération du potentiel membranaire mitochondrial
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(Niemann et al., 2009). Ce résultat suggere que la surproduction de ROS pourrait contribuer a

la physiopathologie des formes dominantes de CMT impliquant GDAP1.
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II1. Problématique de la thése

Un des axes principaux de recherche du laboratoire est 1’¢tude des mécanismes
physiopathologiques qui conduisent aux neuropathies héréditaires associées aux mutations de
I’ADNmt et aux genes de la dynamique mitochondriale. Ce travail de thése porte
particulierement sur le géne GDAPI dont les mutations sont responsables d’une maladie de
Charcot-Marie-Tooth de type 4A ou 2K (CMT4A ou CMT2K). Le role de la protéine GDAP1
est encore peu connu. Les premiéres données fonctionnelles ont montré un réle dans la fission
mitochondriale, c’est-a-dire le mécanisme moléculaire conduisant a la scission d’une
mitochondrie. De nombreuses observations montrent une relation entre les modifications de
structure du réseau mitochondrial et la fonction énergétique mitochondriale mais les regles
régissant ce rapport structure/fonction ne sont pas clairement établies. Nous avons souhaité
¢tudier le métabolisme énergétique et la structure mitochondriale dans le CMT4A/2K.

Nous avons constitué une banque de fibroblastes cutanés prélevés chez des sujets sains et
chez des patients atteints de CMT4A ou CMT2K. Ces cellules, qui peuvent étre prélevées de
maniére trés peu invasive par biopsie cutanée superficielle, sont fréquemment utilisées pour
¢tudier la fonction énergétique mitochondriale et constituent a I’heure actuelle un modele
admis pour I’étude des pathologies mitochondriales. Les fibroblastes constituent un modele
cellulaire de mutations dominantes ou récessives de GDAP1.

Nous avons analysé différents parametres fonctionnels mitochondriaux tels que la mesure de
la consommation d’oxygene et ’activité des complexes de la chaine respiratoire, 1’étude de la
morphologie mitochondriale par microscopie a fluorescence, 1’étude de 1’expression de geénes
impliqués dans la bioénergétique mitochondriale et des marqueurs de stress oxydatif. Nous
avons mis en évidence des anomalies bioénergétiques et structurales mitochondriales dans
cette pathologie ce qui confirme I’implication de la mitochondrie et renforce I’hypothése de
I’altération du transport axonal des mitochondries dans la physiopathologie de la maladie.

Nos données ont permis d’ajouter des critéres métaboliques a la pathogénicité des mutations
de GDAPI1. Afin d’améliorer le diagnostic moléculaire et clinique de cette maladie, nous
avons créé une base de données internationale spécifique a GDAPI afin de collecter toutes les
variations de séquence pathogénes ou non, soit publiées soit soumises directement, en y
associant des informations cliniques et ¢électrophysiologiques utiles pour I’étude des

corrélations génotype-phénotype.
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I. Articles n°1 et 2

Article 1 :
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I.1 Introduction des articles n°1 et 2

Dans cette partie, nous nous sommes intéressés a I’impact des mutations de GDAPI
sur le métabolisme énergétique mitochondrial. Les mutations dans le géne GDAPI sont
habituellement décrites comme responsables de CMT de forme récessive démyélinisante
(CMT4A) (Baxter et al., 2002) ou de CMT de forme axonale récessive ou dominante (AR-
CMT2C et CMT2K) (Azzedine et al., 2003; Chung et al., 2008; Claramunt et al., 2005;
Cuesta et al., 2002).

La protéine GDAP1 est une protéine de la membrane externe mitochondriale qui serait
impliquée dans le mécanisme de fission mitochondriale (Niemann et al., 2005). Les études
structurales et phylogénétiques suggérent que cette protéine ferait partie de la famille des
Glutathion-S-transférases (GST) (Marco et al., 2004), enzymes ubiquitaires participant a la
lutte contre le stress oxydant, sans qu’aucune fonction GST n’ait pu étre mise en évidence a
ce jour (Pedrola et al., 2005; Shield et al., 2006).

Plusieurs études ont montré que des protéines majeures de la dynamique mitochondriale telles
que Mitofusine 2 (MFN2), responsable du CMT2A2, et OPA1, responsable de 1’Atrophie
Optique Dominante, sont aussi impliquées dans la bioénergétique mitochondriale (Chevrollier
et al., 2008; Guillet et al., 2010; Loiseau et al., 2007; Pich et al., 2005). En raison de cette
intrication entre dynamique et bioénergétique mitochondriale, nous avons émis I’hypothése
qu’un déficit énergétique pourrait intervenir dans la physiopathologie du CMT4A/2K. Nous
avons ainsi évalu¢ les parameétres respiratoires des fibroblastes de patients issus d’'une méme
famille atteints de CMT2K par mutation p.C240Y de GDAPI. Cette étude fait 1’objet du

premier article de la thése.

Grace a notre collaboration avec le Dr Casasnovas du Centre Hospitalier de Barcelone,
nous avons eu 1’opportunité d’étudier par la suite un patient atteint d’une forme sévere de
CMT porteur a la fois d’une mutation homozygote p.Q163X de GDAPI et d’une mutation
hétérozygote p.R468H dans MFN2 que nous avions précédemment décrite comme étant
pathogene (Casasnovas et al., 2010). Le premier objectif de ce travail était de confirmer
I’implication de GDAP1 dans le métabolisme énergétique mitochondrial chez un patient AR-
CMT?2, en comparant les résultats observés a ceux obtenus chez les patients atteints d’une
forme dominante de la maladie et chez des patients porteurs de mutations dans MFN2. Le

second objectif de cette étude était de déterminer s’il existait une corrélation entre la sévérité

59



clinique et les anomalies bioénergétiques observées. Les résultats de ce travail sont rapportés

dans le deuxiéme article.
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1.2. Article n°1

Mitochondrial Complex I Deficiency in GDAP1-related
Autosomal Dominant Charcot-Marie Tooth Disease (CMT2K).

Cassereau J, Chevrollier A, Gueguen N, Malinge MC, Letournel F, Nicolas G,
Richard L, Ferre M, Verny C, Dubas F, Procaccio V, Amati-Bonneau P, Bonneau D,
Reynier P.

Neurogenetics.

2009, 10(2):145-150
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with CMT2K. a dominant form of the discase. The three
CMT2K patients we studied carried a novel dominant
GDAPI mutation, C240Y (¢.719G>A). Mitochondrial
respiratory chain complex [ activity in fibroblasts from
CMT2K patients was 40% lower than in controls, whereas
the tubular mitochondria were 33% larger in diameter
and the mitochondrial mass was 20% greater. Thus,
besides the regulatory role GDAP1 plays in mitochondrial
network dynamics, it may also be involved in energy
production and in the control of mitochondrial volume.

Kevwords GDAPI - Autosomal dominant
Charcot-Marie-Tooth disease - CMT2K -
Mitochondrial dynamics - Complex 1

Introduction

Charcot-Marie-Tooth disease (CMT) hereditary neuropathy,
first described in 1886 [1], belongs to a clinically and
genetically heterogeneous group of diseases characterized by
chronic motor and sensory polyneuropathy. CMT affects
about one in 2,500 people [2], leading to progressive loss of
sensation, weakness, muscle atrophy, loss of deep tendon
reflexes, and foot deformities. On the basis of electrophysi-
ologic criteria, CMT can be classified in two major categories:
type 1, the demyelinating form, characterized by slow motor
median nerve conduction velocity (NCV; less than 38 m/s);
and type 2, the axonal form, with a normal or slightly reduced
NCV. Mutations in the gene coding for the ganglioside-
induced differentiation-associated protein 1 (GDAPI) are
responsible for CMT4A [3, 4], the most frequent recessive
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subtype of demyelinating CMT, and have also been associated
with CMT2K, a dominant form of CMT [5, 6].

GDAPI, a 358 amino acid protein mainly expressed in
motor and primary sensory neurons, is located in the external
mitochondrial membrane [7, 8]. Although the GDAPI
sequence shows smmilanity with glutathione S-transferases
(GSTs) [3. 4. 9]. no functional GST activity has been
demonstrated so far [10]. Overexpression of GDAP/ induces
fragmentation of mitochondria, suggesting that GDAPI
plays a role in the fission mechanism of mitochondral
dynamics [7, 11].

Here, we investigate mitochondrial respiratory complex
activity and mitochondrial morphology in skin fibroblasts from
three CMT2K patients carrying a novel GDAP] mutation.

Materials and methods

Patients Neurological examination of the three CMT2K
patients seen at our stitution, 11-3, 1I-6, and 11I-1 (Fig. 1a),
showed moderate weakness in the proximal muscles of the
legs, tactile hypoesthesia with a sock-and-glove distribu-
tion, and abolition of lower limb reflexes. Vibration
sensitivity and pain appreciation were unaltered, and there

1928 7 1930 7 [is 1941
(sn) (78) (67)
2

A.
I

1959 1969 1957
(48) (39) (50)
CCTT CTCT:C TCAATCC

B.

s ]

CCTT CTCTNC i

ol o a1

c.719G>A

AATCC

Fig. 1 Missense mutation ¢.719G>A in the GDAP1 gene, leading to
p.C240Y. a Pedigree of the CMT2K family. 4rrows show the
probands, with the year of birth and life span (in brackets). As
expected for a dominant trait, about half of the sib-groups are carriers.
Open circles unaffected females, open squares unaffected males,
closed circles affected females, closed squares affected males.
Asterisks In these individuals, DNA genetic analysis was performed.
b Electropherograms of mutant and control sequences
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were no foot deformities. Electrophysiological studies
evidenced a normal motor NCV in the median nerve (>50 m/
s). Motor action potentials and distal motor latency were
normal, whereas sensory nerve action potentials were not
recordable. Needle electromyograms showed signs of chronic
denervation in the upper limbs with large polyphasic motor unit
potentials and decreased recruitment patterns. A muscle biopsy

performed on patient I1I-1 revealed no histologic anomaly.

Genetic analysis Blood samples were taken from patients
after obtaining informed consent. Genomic DNA was
extracted from blood samples using the High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche Diagnosis, Mannheim,
Germany). Primer couples (available on request) were used
to amplity GDAPI, PO, PMP22, LITAF, EGR2, NEFL, and
MFN2 [12] coding exons, mcluding exon—intron junctions.
PCR reactions were carried out under standard protocols.
The purified PCR products were sequenced using a
Ceq2000 DNA sequencer (CEQ DTCS-Quick Start Kit,
Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA). Multiple sequence
alignments were performed using CLUSTALW software.

Primary cultures Human fibroblasts cells were obtained
from skin biopsies taken after getting written consent from
the three CMT2K patients (11-3, [1-6, and I1I-1), as well as
from one unaffected member of the famuly (III-2); as
described elsewhere [13], unaffected voluntary subjects (n=
6, three men and three women; 29-59 years old) were used
Fibroblasts were maintained in DMEM/10%
bovine calf serum at 37°C in a humidified atmosphere with
5% CO,. All fibroblast cultures were mycoplasma free, as
shown by the DAPI/Hoechst in situ coloration and by PCR
(Venor®*Gem, BioValley, Marne-la-Vallée, France). All
experiments were carried out on cells with similar passage
numbers, ranging from five to 15, so as to avoid artifacts
due to senescence, Le.. at passage numbers >30.

as controls.

Enzyvmatic activities Mitochondrial respiratory chain complex
activities were measured on cell homogenates using a Beckman
DU 640 spectrophotometer (Beckman coulter, Fullerton, CA,
USA) as described elsewhere [13, 14].

Efficiency of mitochondrial ATP production in permeabilized
cells The rate of mitochondrial ATP synthesis and the ATP/
O ratio were determined in cells permeabilized by digitonin
exposure as previously described [13]. Cells were resus-
pended in the respiratory buffer (10 mM KH,PO,. 300 mM
mannitol, 10 mM KCI and 5 mM MgCl,, pH 7.4)
supplemented with 2 mM 1odoacetate and 2 mM EDTA,
so as to prevent glyveolytic ATP synthesis and ATP
hydrolysis by cellular ATPases. The respiratory rates of
3-5%10° cells were recorded at 37°C in 1.5-ml glass
chambers using a two-channel, high-resolution Oxygraph
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respirometer (Oroboros, [nnsbruck, Austria), ATP synthesis
was started by addition of 5 mM malate and 5 mM
pyruvate, and the subsequent addition of 1.5 mM ADP.
Four aliquots were sampled each minute and quenched with
an equal volume of 1% TCA solution and neutralized by
adding a 25 mM HEPES, 2 mM EDTA, pH 7.75 buffer.
The ATP synthesized in situ was measured using the
Enliten ATP assay (Promega. Madison, WI, USA).
Luminescence was measured on a multidetection reader
for microplates Xenius XML (SAFAS, Monaco) using a
10-s integration period. Standardization was performed
with known quantities of ATP measured under the same
conditions.

Reverse transcription-PCR Total RNA was extracted from
skin fibroblasts using RNeasy mini kit (Qiagen, Hilden,
Germany). cDNA was synthesized using 1 pg of total RNA
with the Advantage reverse transcription system kit (Clontech,
Mountain View, CA, USA) and oligonucleotides-dT follow-
ing the manufacturer’s instructions. PCR was performed using
the following thermocycle: 95°C for 10 min, 35 cycles (95°C
for 30 s, 59°C for 20 s, and 72°C for 30 s) and a final extension
step at 72°C for 3 min. Specific primers for each GDAP1 gene
and Beta2-Microglobulin (a housekeeping gene) were
designed (available on request). DNA was extracted using
the Biorobot EZ1 (Qiagen, Hilden, Germany) work station
following the manufacturer’s instructions.

Western blotting analysis GDAP1 was detected by Western
blotting using mouse polyclonal antibody (Abnova, Taipei,

Taiwan) and mouse monoclonal antibody anti-alpha-Tubulin
(Sigma, St Louis, MO, USA).

Fluorescence imaging Cells cultured in a two-well chamber
slide (Labtek, Nunc International, Naperville, IL, USA)
were incubated with 100 nM Mitotracker®™ to labeled
mitochondria network (Molecular Probes, CA, USA)
according to manufacturer’s instructions. Z-Stack fluo-
rescent images were acquired with a Leica (DMI6000B,
Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany) and a Roper
CoolSnap HQ2 camera. MetaMorph software (Molecular
Devices, CA, USA) was used to analyze images.
Mitochondria length and number were determined using
integrated morphometric analysis of regions, created
around mitochondria, after deconvolution and thresh-
olding (Metamorph®, Molecular Devices, CA, USA)
[15]. Threshold images were also used to quantify the
total mitochondrial area as a fraction of the cell area (See
Fig. 28).

Electronic microscopy Mitochondrial ultrastructure was
examined as described elsewhere [16]. Fibroblasts were
fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer.
For epoxy embedding, cells were postfixed in 1%0s04 in
0.1 M phosphate buffer, dehydrated in an ascending series
of ethanol, and embedded in epoxy. Thin sections were
examined with a JEOL JME 1011 electron microscope.

Chemicals All chemicals were obtained from Sigma
Chemicals (St Louis, MO, USA).

A Cplx I/CS Cplx I/CS Cplx ITI/CS Cplx IV/CS Cplx V/CS
Controls 0.63+0.12 | 0.150.05 0.71+0.22 | 0.66 +0.13 | 0.39 £0.10
Patients  0.30 £0.03* | 0.15:0.02 | 0.55:0.09 | 0.72£0.09 | 0.35 0.06
B Complex I-linked C ATP D Coupling

= respiration rate 5 synthesis efficiency
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Fig. 2 Mitochondrial complex T activity is lower in CMTIK
fibroblasts than in controls. a Oxidative phosphorylation enzymatic
activities were determined and normalized with respect to the
mitochondrial content of whole-cell extracts by correcting each value
with reference to the activity of citrate synthase (CS), a reference
matrix enzyme. b Rate of oxygen consumption with complex 1
substrates (pyruvate’malate). ¢ Mitochondrial ATP production with

complex 1 substrates. d The mate of mitochondrial ATP produced from
ADP + Pi per nanomoles of oxygen consumed by permeabilized cells
was measured by luminescence assay sampled directly from the
polarographic chamber. The efficiency of the OXPHOS (ATP/O) was
tested using pymuvate'malate as substrates. Three independent measure-
ments were performed on each sample. The results are expressed as mean
values+SD. Statistical significance: *p<0.03
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Statistical analysis Mann—-Whitney tests were used for
statistical comparisons.

Results
C240Y, a new pathogenic mutation in GDPAI

The sequencing of GDAPI revealed a heterozygous
missense mutation, C240Y (c. 719G=A; Fig. 1b). This
mutation was found in four affected members (11-1, 11-3, 11-6,
and 111-1) and was absent in two unaffected members of the
family (II-4 and 1I1-2; Fig. la), as well as in the 560
control chromosomes. In all four affected patients, no
mutation was found in the PO, PMP22, LITAF, EGR2,
NEFL, and MFN2 genes [12] known to be involved in
dominant CMT. The C240Y mutation is located within the
putative GST core region of the GDAPI gene [7]. Multiple
alignment of the GDAPI family. performed with the
CLUSTAL program [17], showed that the cysteine in
position 240 1is highly conserved throughout evolution.
The prediction of the impact of this mutation, using
Polyphen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph) and SIFT
(http://blocks. fhere.org/sift) software, suggested that the
C240Y substitution would affect the structure and the
function of GDAP1 (Polyphen score, 3.346; SIFT score,
0.004). RT-PCR and Western blotting were performed to
confirm the expression of GDAPI in patients” fibroblasts
as shown in Fig. IS.

Mitochondrial complex 1 deficit in C240Y GDAPI cells

Mitochondrial bioenergetics studies showed that the mito-
chondrial NADH ubiquinone oxidoreductase (complex I)
enzymatic activity was 50% lower in fibroblasts from affected
patients compared to six control fibroblasts (Fig. 2a). No other
oxidative phosphorylation (OXPHOS) complex activity
impairment was detected (Fig. 2a). Polarography, using
complex | substrates, showed that the respiration rate and
the comresponding ATP production were 40% lower in
C240Y GDAPI fibroblasts compared to normal controls
(Fig. 2b and ¢). Similarly, complex [ activity was lower than
in controls in a muscle biopsy sample obtained from one of
the affected patients (111-1; 0.055+0.02 vs. 0.19+0.05 nmol/
min/mg protein). Complex I activity was found to be normal
in fibroblasts from an unaffected relative (1L-2; 0.54=+
0.15 nmol/min/mg protein vs. 0.63+0.12).

However, no decrease of ATP production was observed
in fibroblasts when succinate, a complex 1I substrate, was
used in a polarographic assay (patients, 18.6+8 vs. controls,
18.3+£4 nmol/min/mg protein). Moreover, the efficiency of
OXPHOS appeared to be unaffected as attested by a normal
ATP/O ratio (Fig. 2d).
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Increased mitochondrial mass and partial mitochondrial
fragmentation in C240Y GDAPI fibroblasts

In fibroblasts from affected patients, the mitochondrial
network was partially fragmented and contained a larger
number of short mitochondria than control fibroblasts
(Fig. 3a). Moreover, quantification of the mitochondrial area
using fluorescence imaging mndicated a 20% increase of
mitochondrial volume in fibroblasts from patients compared
to controls (11.1=0.3 vs. 9.1+0.8 um?; p<0.05). This result
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Fig. 3 Partial fragmentation of the mitochondrial network and
increased diameter of mitochondria in GDAP1 mutated cells com-
pared to controls. a Thresholded fluorescent images were used to
quantify mitochondrial length and shape per cell (4;). Each bar graph
is the mean of at least 50 controls or mutated cells. Significant
differences for the shortest mitochondrial size between patients and
controls are shown in 4,. Representative images of the mitochondrial
network are shown in 434 b Electron microscopy of patients’
fibroblasts shows enlarged tubular mitochondria. The distribution of
mitochondrial diameters is shown in histogram B,. Representative
electron micrographs of mitochondria from patients (B5) and controls
(B1) are shown. Values are the means of at least 40 mitochondria in
fibroblasts from three patients and in control fibroblasts
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is in accordance with the finding of greater matrix citrate
synthase enzyme activity in fibroblasts carrying the C240Y
amino acid substitution compared to controls (393+67 vs.
324487 nmol/min/mg protein; p<0.05).

Increased diameter of mitochondria in C240Y GDAPI
fibroblasts

Electron microscopy showed that the diameter of the
tubular mitochondria was 33% greater in C240Y_GDAP]
fibroblasts than in controls. The double membrane was
present in most of these mitochondria, and inner membrane
cristac were visible in the focal plane (Fig. 3b and Fig. 3S).

Discussion

We report a novel missense heterozygous C240Y (¢.719G>A)
mutation of the GDAPI gene in a French family with
autosomal dominant CMT discase. This mutation results in
the substitution of a highly conserved cysteine for tyrosine at
position 240, located within the GST core region of the
GDAP! protein [7]. The mild neurological phenotype of
affected patients from the family investigated is similar to that
previously deseribed in two reports of CMT2K caused by a
dominant mutation in GDAPI [5, 6].

Our analysis of mitochondrial energetic metabolism in
skin fibroblasts from three CMT2K patients and from a
muscle biopsy performed in one of these patients revealed a
functional impairment of mitochondrial complex I activity.
In CMT2K fibroblasts, the rate of ATP synthesis driven by
complex I was reduced by as much as 50%.

Mitochondrial biogenesis, which was 20% greater in
CMT2K fibroblasts than in controls, might moderate the
bioenergetic impairment induced by the reduction of
complex I activity and attenuate the severity of the
phenotype. In addition, the rate of ATP production per unit
oxygen consumption (ATP/O ratio) was normal in CMT2K
fibroblasts, indicating that the efficiency of oxidative
phosphorylation was unaffected. This is not in concordance
with the OXPHOS uncoupling that has been shown in
complex I deficiencies due to mutations in mitochondria
DNA complex [ genes [18]. Moreover, a defect in
mitochondrial coupling has been also demonstrated in
another form of CMT, known as CMT2A, which is a
dominant axonal CMT caused by a mutation in the gene
coding for mitofusine 2 [13], a mitochondrial protein
involved in mitochondrial fusion. This suggests that in
CMT2K fibroblasts, the lower respiration rate due to
impaired complex I activity reduces ATP production without
decreasing the efficiency of oxidative phosphorylation.

It has been shown that GDAP1 also influences the
balance between fused and fragmented mitochondria

[7, 11]. CMT2K fibroblasts showed a partial fragmentation
of the mitochondrial network, characterized by a mitochon-
drial reticulum associated with a larger proportion of short
mitochondria than in controls. Interestingly, the over-
expression of GDAPI, carrying dominant missense muta-
tions, also leads to the fragmentation of the mitochondrial
network [11], suggesting that the mutation reported here
has a negative dominant effect. However, it should be bome
in mind that mitochondrial fusion, which is a process
dependent on the ATP level [19], may also be affected by
the complex I deficiency evidenced in our study.

CMT2K fibroblasts contained significantly enlarged
mitochondria. Interestingly, it has been shown in cases of
neuritis that the increase of mitochondrial volume is
associated with an impairment of the mitochondrial axonal
traffic [20], suggesting that a similar phenomenon may be
involved in the pathophysiology of CMT2K.

In conclusion, this study provides new insights into the
pathophysiology of this dominant axonal neuropathy with the
involvement of GDAPI in the control of mitochondrial
volume and oxidative phosphorylation via complex [ activity.
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Legends supplementary data

Figure 1S GDAP1 is expressed in fibroblasts from patient and controls. (a): The expression of GDAP1
mMRNA in human skin fibroblasts as visualized by gel electrophoresis of PCR-amplified products
obtained using selective oligonuclectide primers. Bands of the expected size, i.e., 221 and 174 base
pairs (bp) were obtained in wells where samples were subjected to reverse transcriptase (RT). The set
of primers did not amplify genomic DNA. Beta 2 microblobulin pair of primers (in the exon) was chosen
as a control of cDNA and DNA amplification. b GDAP1 protein is expressed in skin fibroblasts. Fifteen
micrograms of protein lysate from the patients and controls was analyzed by Western blotting. GDAP1
was detected at the predicted size of 42 kDa. a-Tubulin was used as loading control.

Figure 2S Mitochondrial quantification process. Z-stack images were acquired with a Leica
(DMIG000B, Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany) and a Roper CoolSnap HQ2 camera. We took
21 plane images along the Z-axis at 0.3-um increments. Stack images were deconvolved using a
Meinel algorithm. On overlay picture (a), the mitochondria labeled with the Mitotracker® probe are
shown in red; the contour cells and the nuclei are shown in phase contrast. MetaMorph software
(Molecular Devices, CA, USA) was used to analyze the images. The mitochondrial fluorescent signal
was thresholded and the image was binarized (b). Length and number were determined using
integrated morphometric analysis of regions created around mitochondria (c). At least 50 controls or
mutated cells as in this sequence analysis were used to create the bar graph shown in Fig. 3a. We
then compared the subgroups of mitochondrial size between controls and patients using a
nonparametric Mann—-\Whitney test. Phase contrast images were used to determine cell contours
(green trace) and the corresponding cell areas. Mitochondrial thresholded signals were used to
guantify the total mitochondrial area, which was expressed as a fraction of the corresponding cell area.

Figure 3S Calculation of mitochondrial diameter in electronic microscopy. Diameters (a or b) are

estimated by the average of several measurements on mitochondrial sections (green lines). M1:
Measurement 1; M2: Measurement 2.
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SIMULTANEOUS MFN2 AND GDAP1 MUTATIONS
CAUSE MAJOR MITOCHONDRIAL DEFECTS IN A
PATIENT WITH CMT
Mutations in the MFN2 gene are associated with
Charcot-Marie-Tooth disease type 2A (CMT2A), a
dominant axonal CMT, whereas mutations in GDAPI
arc associated with recessive demyelinating CMT
(CMTH4A), recessive axonal CMT (AR-CMT?2), and
dominant axonal CMT (CMT2K). Both proteins are
involved in energy metabolism and dynamics of the mi-
tochondrial network.!? We have previously reported
that, in fibroblasts from patients with CMT, MFN2
mutations resulted in a mitochondrial energy coupling
defect,*> whereas dominant mutation in GDAPI re-
sulted in defective complex [ activity.®

In this study, we investigated mitochondrial bioen-
ergetics from a severely affected patient with CMT har-
boring combined mutations in both GDAPI and
MEN2 genes.

Methods. For details, see e-Methods on the Newrol-
0g;/® Web site at www.neurology.org.

Patients. Patient 11-5 (figure 1A), a 71-year-old
woman of Spanish origin, had severe distal muscle
weakness from the age of 3, becoming wheelchair-
bound during her third decade. Clinical examination
showed severe weakness of limbs with proximal and dis-
tal amyotrophy, tactile and nociceptive hypoesthesia
with a gloves-and-socks distribution, and abolition of
the limb reflexes. She had pes cavus and moderate vocal
cord paresis. Electrophysiologic studies (table e-1) indi-
cated a severe axonal neuropathy characterized by a ma-
jor reduction of motor action potential in the left
median nerve (0.1 mV) with a slightly reduced motor
conduction velocity (43 m/s).

Patient 18, her 56-year-old brother, presented with a
mild CMT?2 dinical phenotype. Electrophysiologic exam-
ination showed a sensory axonal neuropathy (table <-1).
His 2 daughters, aged 19 and 25 years, arc currently
asymptomatic. Patient [I-2, who had a phenotype compat-
ible with CMT, had died of respiratory failure.

Results. Mutation analysis. Patient 11-8 and his asymp-
tomatic daughter (I11-15) were found to be heterozy-
gous for the pathogenic p.R468H mutation in MFN2,
previously described.” Individuals I1-3, 1I-4, and 1I-7
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were heterozygous for the p.Q163X muration in
GDAPI. Patient 1I-5 was found to be heterozygous for
the p.R468H mutation in MFN2 and homozygous for
the p.Q163X mutation in GDAPI (figure 1A).

Mitochondrial imaging and biochemistry. No alteration
of the mitochondrial network was revealed in MEN2:
p.R468H fibroblasts and in MFN2:p.[R468H]+
GDAP1:p.[Q163X]+[Q163X] fibroblasts (figure e-1).

In patent II-5 fibroblasts, a more severe energy
coupling defect than in MFN2 patients was discov-
ered with 85% reduction of the ATP/O ratio com-
pared to controls (figure 1Ba). Mitochondrial
uncoupling was associated with a 65% decrease of
mitochondrial ATP production that was absent in
fibroblasts with a single MFN2 mutation (figure
1Bb). Similatly to patients with dominant mutation
in GDAPI, fibroblasts carrying mutations in both
MFN2 and GDAPI showed a 40% reduction of
complex I activity compared with MEN2 patients
and controls (see malate pyruvate complex I sub-
strates value on figure 1Bc, and enzymatic complex

measurements on figure 1Bd).

Discussion. We report a patient with CMT carry-
ing simultancous mutations in GDALI and MFN2.
Initially, this patient was found to be heterozygous
for the p.R468H murtation in MFN2. Individuals
carrying this mutation usually have mild CMT phe-
notype or are asymptomatic.” Hence the sole pres-
ence of this mutation could not be responsible for the
severe clinical phenotype,” suggesting the need for
further genetic analysis, which revealed the existence
of the p.Q163X homozygous mutation in GDAPI as
an explanation of the clinical severity.

We have previously reported that MFN2 muta-
tions resulted in an energy coupling defect with nor-
mal mitochondrial ATP production,*> whereas
dominant murtation in GDAPI resulted in defective
complex [ activity with a decrease in AT production
when complex I substrates (malate and pyruvate)
were used.® A compensatory mechanism was postu-
lated since the production of ATP was normal when
succinate, the complex I substrate, was used (figure
1Bb). In a patient carrying mutations in GDAPI and
MFEN2, we showed defective complex I activity as

well as severe mitochondrial uncoupling. Interest-

71



[ Figure 1 Genetic and biochemical findings
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(A) Pedigree of a family with Charcot-Marie-Tooth disease (CMT) showing the distribution of the nonsense p.Q163X muta-
tion in GDAPL and the missense p.R468H mutation in MFNZ2. Clear circles: unaffected females; clear squares: unaffected
males; black circle: affected female; and black squares: affected males; m: mutant alleles; and wt: wild-type alleles. The
arrow indicates the proband. (B) Biochemical findings. (a) Coupling efficiency (ATP/O), i.e, rate of ATP produced per nano-
mole of oxygen consumed with malate (M), pyruvate (P), and succinate (S) as substrates. (b) Mitochondrial ATP production
with MPS. (c) Rate of oxygen consumption with malate pyruvate (MP) or MPS, or with S/Rotenone (R), a mitochondrial
complex | inhibitor. ([d) OxPhos enzymatic activities were normalized with the citrate synthase (CS) activity, a reference
mitochondrial content. The results are expressed as mean values + SD of 3 independent measurements. Statistical signif-
icance levels applied to the control, MFN2, and GDAP1 groups: *p < 0.05; *p < 0.01. Contrel group n = 7; MFN2 group n =
10 (7 different MFN2 mutations); GDAP1 group n = 3 (p.C240Y mutation). See e-Methods for more information.

ingly, the reduction of complex I activity was similar
to that of fibroblasts with the dominant GDAPI mu-
tation. In addition, the ATP production with com-
plex I and complex II substrates was significantly
reduced compared to fibroblasts harboring either the
MFN2 or GDAPI mutations alone (figure 1Bb).
These findings underscore the role of GDAP1 in the
function of respiratory complex I and suggest that
this combination of murtations has biochemical
deleterious synergistic effects. In MFN2 patients,
the mitochondrial uncoupling was associated with
a higher respiratory rate involving complex II,
serving as a compensatory mechanism (MPS value,

figure 1Bc).> However, in MFN2-GDAP! double

mutant fibroblasts, the complex I defect may have
limited such compensation, leading to a decrease
in ATP production.

Finally, our study suggests that the clinical heter-
ogeneity of CMT may be related to the simultaneous
presence of mutant alleles in different CMT genes,
emphasizing the need for extensive genetic investiga-
tion to provide accurate diagnosis.
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e-Methods

Cell lines and mutation analyses

Blood samples were collected from nine members of the family after informed consent was
obtained. DNA was PCR-amplified (primer sequences available on request) to screen the
complete sequence of GDAPI, PO, PMP22, EGR2, MFN2 and GJBI genes. PCR products
were sequenced using the ABI Prism BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA).

Primary dermal fibroblasts were obtained from skin biopsies taken after getting written
consent from patient II-5. Fibroblasts were maintained in DMEM/10% bovine calf serum
(BCS) at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO2. All fibroblast cultures were
mycoplasma-free, as shown by the DAPI/Hoechst in situ coloration and by PCR
(Venor®Gem, BioValley, Marne-la-Vallée, France). All experiments were carried out on
cells with similar passage numbers, ranging from 5 to 15, so as to avoid artefacts due to

senescence, 1.e. at passage numbers >30.

Deconvolution microscopy and mitochondrial network analysis

Mitochondria were labelled using Mitotracker® Green (Molecular Probes, CA, USA).
Fibroblasts were pulse-loaded with 100nM Mitotracker® Green for 15 min in a humidified
atmosphere (95% air, 5% CO2) at 37°C. After loading, cells were thoroughly washed with
DMEM without red phenol, 1% FCS. For imaging, coverslips were placed on the stage of an
inverted microscope. Images were acquired with a inverted wide-field Leica (DMI6000B,
Microsystems, Wetzlar, Germany) equipped with a Roper CoolSnap HQ2 camera (Roper
Scientific, Tucson, AZ, USA) a high-sensitivity CCD camera for quantitative fluorescence
microscopy. A precision, piezoelectric driver mounted underneath the objective lens allows
faster Z-step movements, keeping the sample immobile while shifting the objective lens. An
average of 30 planes images were acquired along the Z-axis at 0.2 pum increments.
Metamorph® 7.6 software (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) were used for image
acquisition. We use point-spread function (PSF)-Speck microspheres for testing the optical
stability of our system. Image restoration algorithms can be used to reassign the optical blur to

its original location (Huygens software, Scientific Volume Imaging, Hilversum, The
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Netherlands). Each successive iteration leads to a new estimation closer to the real object. At
the end of the iterative process, the blur is reduced and the signal considerably increased in
the regions of the structures of interest. Imaris 6.3® software (Bitplane, Zurich, Switzerland)

for 3D processing and morphometric analysis.

Mitochondrial biochemistry

Enzymatic Activities. Mitochondrial respiratory chain complex activities were measured on
cell homogenates using a Beckman DU 640 spectrophotometer (Beckman coulter, Fullerton,
CA, USA) as described elsewhere.”

Efficiency of Mitochondrial ATP Production in Permeabilized Cells. The rate of
mitochondrial ATP synthesis and the ATP/O ratio were determined in cells permeabilized by
digitonin exposure as previously described.” Cells were resuspended in the respiratory buffer
(10 mM KH2PO4, 300 mM mannitol, 10 mM KCI and 5 mM MgCIl2, pH 7.4) supplemented
with 2 mM iodoacetate and 2 mM EDTA, so as to prevent glycolytic ATP synthesis and ATP
hydrolysis by cellular ATPases. The respiratory rates of 3-5*10° cells were recorded at 37°C
in 1.5 ml glass chambers using a two-channel, high-resolution Oxygraph respirometer
(Oroboros, Innsbruck, Austria). ATP synthesis was started by addition of 5 mM malate and 5
mM pyruvate and the subsequent addition of 1.5 mM ADP. Four aliquots were sampled each
minute and quenched with an equal volume of 1% TCA solution and neutralized by adding a
25 mM HEPES, 2 mM EDTA, pH 7.75 buffer. The ATP synthesized in situ was measured
using the Enliten ATP assay (Promega, Madison, WI, USA). Luminescence was measured on
a multidetection reader for microplates Xenius XML (SAFAS, Monaco) using a 10-second
integration period. Standardization was performed with known quantities of ATP measured
under the same conditions.

The results obtained in patient II-5 were compared with those obtained from seven normal
controls, from three patients heterozygous for the p.C240Y mutation in GDAPI and from ten
patients harbouring seven different MFN2 mutations (p.M21V, p.R94Q, p.T105M, p.A166T,
p.R364Q, p.E744A and p.R468H). The biochemical findings obtained for the patient I1-8
carrying the p.R468H mutation were previously published.”

Statistical analysis

Mann-Whitney tests were used for statistical comparisons with differences considered

significant at p < 0.05.
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Table e-1: Electrophysiological findings of Patient II-5 (simultaneous GDAP1:Q163X and

MFN2:R468H mutations) compared to those of Patient I1-8 (MFN2:R468H mutation).

Stimulation Recording Patient II-5 Patient 11-8
Sensory nerves amplitude potentials (uV)/
nerve conduction velocity (m/s)
left sural nerve calf lateral mallolus NR NR
rignt sural nerve calf lateral mallolus NR NR
left median nerve wrist digit I NR 16.6 (N>18)/47.8 (N>47)
right median nerve wrist digit Il NR 15.6 (N>18)/49.6 (N>47)
Compound motor action potentials (mV)/
nerve conduction velocity (m/s)
left peroneal nerve ankle extensor digitorum brevis NR 2.8 (N>2)/41.4 (N>42)
right peroneal nerve ankle extensor digitorum brevis NR 2.9 (N>2)/142 (N>42)
left median nerve wrist abductor pollicis brevis 0.1 (N>6)/43 (N>50) 7.1 (N>6)/48.3 (N>50)
right median nerve wrist abductor pollicis brevis NR 6.2 (N>6)/51.4 (N>50)

Facial nerve compound motor action potential (mv)/

distal latency (ms)

right facial nerve
left facial nerve

Right blink reflex (ms)

preauricular
preauricular

nasalis
nasalis

1.2 (N>0.1)/3.85 (N<4)
1.1 (N>0.1) /3.7 (N<4)

3.1 (N>0.1)/2.7 (N<4)
3.3 (N>0.1)/2.5 (N<4)

R1 compound latency 16.6 (N<13) 11.2 (N<13)
R2 compound latency 36.1 (N<39) 28.6 (N<39)
R3 compound latency 38 (N<40) 31.2 (N<40)

N, normal value; NR, not recordable
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No alteration of the mitochondrial network was found in MFN2:p.R468H mutated fibroblasts
and in MFN2:p.[R468H]+GDAP1:p.[Q163X] mutated fibroblasts.

The diagram bar shows the distribution of mitochondrial length (mean of 40 images).

Representative images are shown. A color code highlights the connectivity of the

mitochondrial network.
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1.4. Résultats et discussion

e Article 1

Dans notre premicre étude, nous avons décrit une famille de patients porteurs d’une
mutation p.C240Y du géne GDAPI non rapportée alors et responsable d’'un CMT de forme
autosomique dominante. Les arguments en faveur de la pathogénicité de cette mutation étaient
la ségrégation parfaite avec la maladie dans la famille, la conservation inter-especes de I’acide
aminé modifi¢ par la mutation au cours de I’évolution et I’absence de cette variation de

séquence p.C240Y chez 280 témoins rendant peu probable un polymorphisme.

- Défaut de la bioénergétique mitochondriale impliguant le complexe 1

Les fibroblastes de peau prélevés chez trois patients CMT2K et six sujets controles ont
servi de support a notre étude. Nous avons mesuré 1’activité des complexes de la chaine
respiratoire mitochondriale et mis en évidence une diminution de 50% de D’activit¢ du
complexe I chez les patients. Les mesures des parametres respiratoires sur cellules
perméabilisées ont permis de confirmer ce déficit en mettant en évidence une importante
diminution de la vitesse de consommation d’oxygeéne apres injection des substrats du
complexe I (malate, pyruvate) en condition saturante en ADP. Cette vitesse est cependant
normale lorsqu’on ajoute le substrat du complexe II (succinate). De plus, aprés administration
de roténone (inhibiteur du complexe 1), la vitesse de consommation d’oxygéne diminue peu,
contrairement a ce que 1’on peut observer chez les témoins. Cela suggére que la proportion de
respiration liée au complexe I est faible par rapport a celle liée au complexe II.

Nous avons mesuré¢ la synthése d’ATP aprés administration des substrats du complexe I. Les
résultats obtenus chez les patients mettent en évidence, dans ces conditions, une production
d’ATP deux fois plus faible que chez les témoins. La synthése d’ATP est normale lorsqu’on
ajoute le substrat du complexe II confirmant que la diminution de la syntheése d’ATP est li¢e
au déficit du complexe I. Cette observation est similaire a celle décrite dans des déficits du
complexe I, notamment dans des fibroblastes de patients atteints de neuropathie optique

héréditaire de Leber (NOHL) (Chevrollier et al., 2008). En revanche, il n’a pas été mis en
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¢vidence d’altération du rapport ATP/O ce qui signifie qu’il n’y a pas de découplage

mitochondrial.

- Fragmentation partielle du réseau mitochondrial et augmentation de la « masse

mitochondriale »

Nous nous sommes ensuite intéressés a la morphologie du réseau mitochondrial.
L’étude du réseau mitochondrial des fibroblastes en microscopie a fluorescence a mis en
¢vidence chez ces patients une fragmentation partielle du réseau mitochondrial. Nous avons
ensuite quantifié la masse mitochondriale par une analyse en image 2D de la surface
mitochondriale rapportée a la surface cellulaire. Les résultats obtenus montrent que ce rapport
est augmenté dans les fibroblastes des patients pouvant faire suggérer une augmentation de la
masse mitochondriale. Ces résultats sont concordants avec I’observation de I’augmentation de
I’activité de la citrate synthase (enzyme mitochondriale reflétant le contenu cellulaire en
mitochondries) qui a été faite par mesures spectrométriques. Enfin, 1’analyse morphologique
des mitochondries en microscopie électronique a mis en évidence une augmentation du

diamétre mitochondrial de 33% chez les patients.

- Hypotheses physiopathologiques

Cette étude met en évidence un déficit du complexe I de la chaine respiratoire
mitochondriale dans les fibroblastes porteurs de la mutation p.C240Y localisée dans un
domaine Glutathion-S-Transférase (GST) de la protéine GDAPI1, avec une fragmentation
partielle du réseau mitochondrial. L hypothése émise pour expliquer ces résultats concerne
I’éventuel role protecteur contre le stress oxydant de la protéine GDAPI. Les GST sont des
enzymes trés largement distribuées, présentes aussi bien chez les végétaux que chez les
animaux et qui jouent un role dans la détoxification de diverses molécules (composés
¢lectrophiles hydrophobes, superoxydes endogenes, agents alkylants...). Bien qu’une activité
GST n’ait pas été prouvée pour GDAP1, ’hypothése d’une diminution de la protection contre
le stress oxydant conduisant a une augmentation de la quantité¢ de radicaux libres (ROS) peut
étre émise. Les radicaux libres pourraient ainsi avoir une action néfaste sur la peroxydation
lipidique, sur I’expression protéique et sur le complexe I directement par oxydation protéique
(Ketterer et al., 1988; Zhao et al., 1999) aboutissant a un déficit de ce complexe. Le déficit du

complexe I entraine une diminution du pompage protonique vers 1’espace intermembranaire,
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une diminution du transfert d’électrons, et une diminution de la synthése d’ATP. Une autre
conséquence possible de ce déficit du complexe I pourrait étre la production en exces de
radicaux libres par le complexe I qui peut étre a la fois la source et la cible de ces radicaux

libres.

Le fait que le réseau mitochondrial des patients soit partiellement fragmenté peut étre
non seulement la conséquence de la mutation de GDAP1 mais également la conséquence d’un
déficit du complexe 1. Il a été montré qu’il existait un lien étroit entre la morphologie du
réseau mitochondrial et la diminution de 1’activité du complexe I (Koopman et al., 2007). En
effet, dans les fibroblastes de patients porteurs d’un déficit du complexe I lié¢ a des mutations
de ses sous-unités constitutives, il a ét¢ mis en évidence deux types de réseau mitochondrial
en fonction du taux de ROS : la classe 1 avec une fragmentation du réseau et la classe 2 avec
un réseau non altéré. La classe 1 est corrélée a un taux de ROS ¢élevé alors que ce taux est plus
faible dans la classe 2. Ces mémes auteurs ont également montré qu’un traitement par un
antioxydant, la mitoquinone, permettait de restaurer un réseau mitochondrial normal.

Dans les cellules porteuses de la mutation p.C240Y, 1’augmentation de la surface

mitochondriale pourrait étre un effet d’adaptation de la cellule a ces altérations énergétiques.

L’altération métabolique observée dans les fibroblastes des patients CMT2K suggere
que la production énergétique de ces cellules est peu appropriée pour faire face a des
conditions de demande énergétique accrue. Les cellules neuronales qui doivent mobiliser une
importante quantité d’énergie pour propager I’influx nerveux sont certainement plus sensibles
dans ces conditions. De plus, la mise en évidence d’anomalie architecturale du réseau
mitochondrial fait évoquer une altération de la dynamique mitochondriale. 1 est probable que
le transport axonal mitochondrial soit altéré par ces perturbations bioénergétiques. Il serait
alors intéressant d’étudier le transport axonal mitochondrial dans un modele neuronal de
CMT2K. Une anomalie des mouvements mitochondriaux au sein des axones pourrait

intervenir dans le mécanisme de neurodégénérescence comme cela a ét¢ montré dans le

CMT2A2 li¢é a des mutations de MFN2 (Baloh et al., 2007).
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e Article 2

Par la suite, nous avons eu I’opportunité d’étudier les fibroblastes d’un patient porteur
a la fois d’une mutation homozygote p.Q163X de GDAPI et d’une mutation hétérozygote
p.-R468H dans MFN2. Le phénotype clinique de ce patient était trés séveére avec une
dépendance au fauteuil roulant survenue avant 1’dge de 30 ans et une paralysie des cordes
vocales. Dans cette étude, nous avons souhaité, d’une part, vérifier la présence d’un déficit du
complexe I chez un patient porteur d’une forme récessive liée a une mutation homozygote de
GDAPI (AR-CMT2C), et d’autre part, de déterminer si la sévérité clinique pouvait étre
expliquée par les anomalies bioénergétiques observées. Nous avons comparé les résultats
obtenus a un groupe témoin, & un groupe composé¢ des 3 patients porteurs de la mutation
p.C240Y dans GDAPI et a un groupe de 10 patients MFN2 porteurs de 7 mutations
différentes incluant la mutation p.R468H que nous avions précédemment décrite sur le plan

clinique et biochimique (Casasnovas et al., 2010).

- Effet synergique des mutations MFN2 et GDAPI responsable d’un défaut

bioénergétique mitochondrial majeur

Chez ce patient porteur des deux mutations, nous avons retrouvé un découplage
mitochondrial majeur avec une réduction de 85% du rapport ATP/O comparé au groupe
témoin. Ce découplage est associé a une réduction de 65% de la synthése d’ATP, qui n’est pas
retrouvée dans le groupe de patients MFN2. De facon similaire aux patients porteurs de la
mutation dominante p.C240Y dans GDAPI, nous retrouvons une diminution de 40% de
I’activit¢ du complexe I. L’association d’un déficit du complexe I et d’un découplage
mitochondrial majeur avec une diminution de la production d’ATP suggére un effet
synergique délétere de ces mutations et confirme le role de GDAP1 dans la bioénergétique
mitochondriale impliquant le complexe .

Des ¢études précédentes menées au laboratoire ont permis de mettre en évidence un défaut de
couplage chez les patients CMT porteurs de mutations dans MFN2 (Guillet et al., 2010;
Loiseau et al., 2007). La baisse d’efficacité des phosphorylations oxydatives se traduit par une
diminution du rapport ATP/O pour I’ensemble des cultures fibroblastiques étudiées, sans que
cette diminution du rendement énergétique n’entraine de déficit de synthése d’ATP

mitochondriale. Il a ét¢é montré que la respiration a I’état III des fibroblastes de patients
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atteints de CMT2A augmente et que cette augmentation implique essentiellement la
respiration liée aux substrats du complexe II (Guillet et al., 2010). La baisse du rapport
ATP/O ne semble pas déléteére dans les fibroblastes de patients atteints de CMT2A. En effet,
les cellules de patients ont une croissance identique a celle des témoins et ne présentent pas de
sensibilité¢ accrue a 1’apoptose induite par la staurosporine (Loiseau et al., 2007). Dans les
cellules neuronales, la synthése d’ ATP serait essentiellement conduite par le complexe I, avec
comme substrat énergétique principal des neurones, le glucose (Greene and Winegrad, 1979;
Hertz et al., 1988). Or, le maintien de la synthése d’ATP dans les fibroblastes CMT2A
implique essentiellement le complexe II. Dans les neurones, il est donc possible que ce
mécanisme compensatoire ne puisse pas se mettre en place et aboutisse & une restriction
énergétique. La double mutation conduit a I’association d’un déficit du complexe I et d’un
découplage mitochondrial majeur entraine une diminution de la synthése d’ATP suggérant
une absence de mécanisme compensatoire. Dés lors, il est probable que les cellules neuronales
soient plus sensibles a cette altération métabolique en raison de I’importance du complexe I

dans la synthése d’ATP.

- Absence d’altération du réseau mitochondrial

Aucune altération du réseau mitochondrial n’a été mise en évidence dans les
fibroblastes du patient MFN2:p.[R468H]+GDAP1:p.[Q163X]+[Q163X] contrairement aux
fibroblastes des patients porteurs de la mutation p.C240Y ou nous avions observé une
fragmentation modérée. L’altération architecturale observée chez certains patients semble
donc étre mutation-dépendante. Il serait nécessaire de réaliser une étude du réseau
mitochondrial sur un nombre plus important de patients porteurs de mutations différentes afin

d’évaluer I’'impact des mutations de GDAP/I sur la dynamique mitochondriale.

Cette étude a permis de confirmer le role de GDAPI dans la bioénergétique
mitochondriale impliquant le complexe I. Nous avons également pu montrer que 1’association
de mutations dans MFN2 et dans GDAPI avait un effet synergique délétére sur le
métabolisme énergétique pouvant ainsi expliquer la sévérité clinique observée chez ces
patients. Enfin, notre étude insiste sur la nécessité¢ d'une enquéte génétique approfondie afin

d’établir un diagnostic moléculaire précis indispensable au conseil génétique.
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I1. Article n°3

Article 3 :

Mitochondrial dysfunction and pathophysiology of Charcot—Marie-Tooth disease
involving GDAP1 mutations.

Cassereau J, Chevrollier A, Gueguen N, Desquiret V, Verny C, Nicolas G, Dubas F, Amati-
Bonneau P, Reynier P, Bonneau D, Procaccio V.
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I1.1. Introduction

Nous menons depuis 3 années une ¢étude du métabolisme énergétique et de la
morphologie mitochondriale sur le CMT li¢ a des mutations de GDAP1. Parall¢lement, nous
avons réalis€ un travail de synthése de la littérature sur les données cliniques et
¢lectrophysiologiques des patients porteurs de mutations de GDAP1. Notre analyse précise la
corrélation génotype-phénotype et montre que l’atteinte axonale primitive est commune a
toutes les mutations décrites. Ce travail de synthése des données de la littérature a fait 1’objet
de la premicre partie du troisieme article de la these.

Les mutations de GDAP1 sont responsables de formes récessives (Baxter et al., 2002)
ou dominantes (Chung et al., 2008; Claramunt et al., 2005) et il a ét¢ montré que les formes
récessives étaient beaucoup plus séveres que les formes dominantes avec une perte de la
capacité de marche dans les 3 premicres décennies (Bernard et al., 2006). Cependant, parmi
les formes récessives, en fonction du type de mutation, la sévérité clinique et la rapidité
d’évolution n’étaient pas connues. Nous avons analysé les données cliniques rapportées dans
la littérature afin d’évaluer la sévérité clinique et I’évolution de la maladie en fonction des
différents types de mutations, et afin de déterminer si les mutations les plus sévéres se
situaient dans des domaines particuliers de la protéine.

A ce jour, plus d’une quarantaine de mutations dans GDAPI ont été décrites responsables de
formes axonales ou démyélinisantes sur la base des résultats électrophysiologiques et
histologiques. Nous avons fait la synthése de toutes les données électrophysiologiques et
histologiques rapportées afin de déterminer si les caractéristiques de ces formes
démy¢linisantes étaient comparables a celles habituellement rencontrées dans les CMT
impliquant des protéines myéliniques. En effet, il nous semble intéressant de connaitre la
lIésion primitive du nerf en cas de mutation de GDAPI, afin d’apporter une meilleure
compréhension a la physiopathologie de la maladie. Enfin, dans la derniére partie de cet
article nous avons discuté les différentes hypothéses envisagées permettant d’expliquer le

défaut du complexe I observé chez des patients porteurs de mutations dans GDAPI.
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Charcot-Marie-Tooth (CMT) disease represents a large group of clinically and genetically heterogeneous
disorders leading to inherited peripheral neuropathies affecting motor and sensory neurons. Mutations in the
ganglioside-induced differentiation-associated-protein 1 gene (GDAP1), which encodes a protein anchored to
the mitochondrial outer membrane, are usually associated with the recessive forms of CMT disease and only
rarely with the autosomal dominant forms. The function of GDAP1 is not fully understood but it plays a role in
mitochondrial dynamics by promoting fission events, We present an overview of GDAPI and the
corresponding protein together with the complete spectrum of the 41 gene mutations described so far. We
examine the relationship between the genotype and the phenotype in the various forms of CMT disease
related to GDAPI mutations, and discuss the pathophysiological hypotheses that link peripheral neuropathies
to mitochondrial dysfunction and GDAP1 mutations. The meta-analysis of the literature reveals the great

Complex [ heterogeneity of phenotypic presentations and shows that the recessive forms of CMT disease, i.e. CMT4A and
AR-CMT?2, are far more severe than the dominant form, i.e. C(MT2K. Among patients with recessive forms of
the disease, those carrying truncating mutations are more seriously affected, often becoming wheelchair-
bound before the end of the third decade. At the neuronal level, GDAP1 mutations may lead to perturbed
axonal transport and impaired energy production as in other neurodegenerative diseases due to mutations in
genes involved in mitochondrial dynamics.
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Introduction

Charcot-Marie-Tooth (CMT) disease is one of the commonest
causes of inherited peripheral neuropathies with a prevalence of
about 10-30 per 100,000, depending on the country of origin (Emery,
1991). CMT neuropathies are characterized clinically by progressive
sensory loss, weakness, muscle atrophy, loss of deep tendon reflexes,
and foot deformities. On the basis of electrophysiological criteria, CMT
can be classified in two major categories: type 1 or the demyelinating
form, characterized by slow motor median nerve conduction velocity
(MNCV) (less than 38 m/s), and type 2 or the axonal form, with a
normal or slightly reduced MNCV. The intermediate forms of CMT
present intermediate electrophysiological features, i.e. MNCV from 25
to 45 m/s.

To date, about thirty genes have been found responsible for CMT
(Banchs et al, 2009). Four of these genes encode mitochondrial
proteins, i.e. mitofusin 2 (MFN2), ganglioside-induced differentiation-
associated-protein 1 (GDAP1), heat shock protein beta-8 (HSPBS), and
heat shock protein beta-1 (HSPB1). MFN2 mutations are responsible
for CMT2A2, the commonest form of CMT2. MFN2, a mitochondrial
transmembrane GTPase, located in the mitochondrial outer mem-
brane, is involved in mitochondrial bioenergetics and contributes to
the maintenance of the mitochondrial network by promoting
mitochondrial membrane fusion. The pathophysiology of CMT2A2
due to MFN2 mutations and current hypotheses concerning the
deleterious role of mutant MFN2 in neuronal function have been
recently reviewed (Cartoni and Martinou, 2009). Moreover, in other
mitochondrial forms of CMT, previous studies have shown that
disruption of assembly and aggregation of neurofilaments are the
results of HSPB1 mutations in CMT2F (Evgrafov et al., 2004; Ackerley
et al,, 2006) and HSPB8 in CMT2L (Irobi et al., 2004 ), emphasizing the
role of axonal transport in mitochondrial-related CMT diseases.

GDAPI1 mutations are responsible for CMT4A (Baxter et al., 2002},
the most frequent recessive subtype of demyelinating CMT; for AR-
CMT2 (Cuesta et al., 2002), the axonal recessive subtype; for CMTRIA
(Senderek et al., 2003), the intermediate recessive CMT; and for
CMT2K (Claramunt et al,, 2005; Chung et al., 2008; Cassereau et al.,
2009), the rare dominant subtype. Here we present an overview of
recent findings on GDAP1.

GDAP1: gene and protein (Fig. 1)

The gene locus was first identified on chromosome 8q13-q21
(CMT4A) in Tunisian families, and associated with slow MNCV and
hypomyelinisation detected by nerve biopsy (Ben Othmane et al.,
1993 ). The corresponding gene, GDAP1, was identified by Baxter et al.
(2002). GDAP1 was previously identified as one of 10 cDNAs
expressed in a differentiated Neuro2a mouse neuroblastoma cell
line, in which cholinergic differentiation with neurite sprouting had
been induced by transfection of GD3 synthase (a2,8 sialyltransferase)
cDNA (Liu et al., 1999). This gene, with a length of 23,728 base pairs
(bp), contains six exons and five introns. The YY1 transcription factor
may participate in the regulation of GDAP1 expression (Ratajewski
and Pulaski, 2009).

Two transcript variants of GDAP1 have been identified. Transcript
variant 1, representing the longer variant, encodes the longer isoform,

designated as isoform a (358 amino acids). Transcript variant 2,
encoding isoform b, contains an alternate in-frame exon, uses an
alternate splice site in the 5' coding region, and a downstream start
codon, compared to transcript variant 1. Isoform b (290 amino acids)
has a shorter N-terminal compared to isoform a. mRNA studies using
RT-PCR have demonstrated the ubiquitous expression of GDAPI,
predominantly in nervous tissues (Cuesta et al., 2002). Some authors
have found that GDAPI is expressed mainly in axons rather than in
myelinating Schwann cells (Pedrola et al., 2008) whereas others have
observed that GDAP! is expressed by motor and sensory neurons in
the peripheral nervous system as well as by myelinating Schwann
cells (Niemann et al., 2005), suggesting that CMT may primarily affect
either Schwann cells or neurons, or both.

Phylogenetic and structural analyses suggest that GDAP1 belongs
to a subfamily of glutathione-S-transferases (GSTs) (Cuesta et al,
2002; Marco et al., 2004; Shield et al., 2006). GDAP1 has two typical
GST domains, domain | (GST-N) at the N-terminal region and domain
11 {GST-C) at the C-terminal region (Fig. 1). GSTs are known to play a
key role in the detoxification and reduction of reactive oxygen species
(ROS). These domains were predicted using bioinformatics tools
(Cuesta et al,, 2002; Marco et al., 2004) and no functional GST activity
has been demonstrated so far (Shield et al., 2006; Pedrola et al., 2005).
However, the results may have been negative because GST testing was
based on the use of an incomplete protein devoid of the transmem-
brane domain. Indeed, GST activity may require a precise mi-
tochondrial localization of the protein. It has been also shown that
GDAP1 has a single transmembrane domain (TMD) at the extremity of
the C-terminal, and a hydrophebic domain {HD) in the flanking C-
terminal region (Marco et al., 2004; Wagner et al., 2009). Moreover,
GDAP1 has two additional regions between amino acids 152-164 and
169-195 which are predicted to represent two helices, a4 and a5,
constituting the ced-«e5 loop (Fig. 1).

Unlike the case of other proteins containing GTPase and dynamin
domains, such as MFN2, optic atrophy protein 1 (OPA1) and the
dynamin-related protein 1 (Drp1), the CDAP1 sequence does not
suggest any involvement in mitochondrial dynamics. However,
several studies have suggested that GDAP1 plays a role in mitochon-
drial fission. Thus, the overexpression of GDAPI induces fragmenta-
tion of the mitochondrial network counterbalanced by the expression
of a dominant negative mutant of Drp1 or that of fusion proteins
mitofusins 1 and 2 (Niemann et al., 2005 ). The selective inhibition of
GDAP1 by siRNA enhances the tubular aspect of the mitochondrial
network (Niemann et al., 2005). Wagner et al. (2009) have shown
that the TMD plays a key role in mitochondrial targeting and
membrane insertion. Positively charged amino acids flanking the
TMD on the cytosolic side control both mitochondrial targeting and
the fission function of CDAP1. The hydrophobic domain (HD) seems
essential for mitochondrial fission mediated by GDAP1.

Further studies are needed to better characterize the functional
role of the different domains of the protein and to understand how
GDAP1 contributes to mitochondrial fission.

Spectrum of GDAP1 mutations

The 41 GDAP1 mutations currently identified are listed in Table 1,
which indicates the locations of the mutations, the phenotypic

0 26 119 152 195 210 287 292 309 319 340
N-TER _C-TER
W .
: H H H H : basic H
- H . .. . = residues 3
I_  — — I. - l - ]
Exonll Exon2 | Exon3 IExon4lExons5 | Exon 6 1
0 39 104 161 194 232 358

Fig. 1. Schematic representation of the GDAP1 protein with predicted domains and the GDAP1 genomic organization with the corresponding exons. The numbering above the GDAP1
protein indicates the amino acid positions of the structural domains. The numbering below the genomic organization corresponds to the amino acid boundaries of each exon.
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features of CMT disease, the number of patients, and their countries
of origin. Among the mutations identified, 56% are missense, 17%
nonsense, 20% frameshift and 7% splicing mutations (Fig. 2A).
According to their location, these mutations may be classified in
seven categories: 1) fifteen mutations responsible for premature
truncation of the protein affecting highly conserved domains (GST-N,
GST-C, HD, TMD, and the w4-o5 loop); 2) thirteen missense
mutations located in predicted GST domains; 3) three missense
mutations affecting the a4-«5 loop; 4) one missense mutation in the
HD domain; 5) one missense mutation affecting a basic amino acid
flanking the transmembrane domain; 6) three splicing mutations,
with putative exon skipping, affecting highly conserved domains such
as the GST domains or the a4-«S5 loop; and 7) five mutations not
located in any particular domain. These results show that the key
domains of the GDAP1 gene may undergo mutations leading to CMT
disease. These mutations, which affect the entire coding sequence of
the gene, are more frequently found in exon 3 ( 14 mutations) and
exon 6 (10 mutations) ( Fig. 2B). The distribution of mutations in these
exons is quite homogeneous. These findings suggest that exons 3 and
6 may be considered as mutational hot spots and their analysis should
therefore be given priority during the molecular screening of GDAPI.

Phenotypic presentations of CMT disease involving
GDAP1 mutations

Clinical presentation

CMT disease corresponds to a group of genetically heterogeneous
disorders that share clinical characteristics including weakness of
distal limb muscles, especially involving the peroneal compartment,
whence its former appellation of peroneal muscular atrophy. These
characteristics are usually associated with distal sensory loss, skeletal
deformities, and decrease or absence of deep tendon reflexes. The
longer muscle fibers, which are affected earlier and more severely
than the shorter fibers, produce distal impairment of limb functions,
first involving the feet and legs, then the thighs and later, the hands.
At the same time, sensory loss first affects the feet, then the legs and
later, the hands, usually accompanied by the loss of deep tendon
reflexes. The typical skeletal deformities observed in CMT patients are
characterized by pes cavus with hammer toes, and less commonly by
scoliosis. Onset of the disease usually occurs during the first decades
of life with the course progressing slowly over the decades. Some
individuals show minimal signs of disease and may even be unaware
of being affected, whereas others may be severely disabled.

CMT disease invelving GDAP1 mutations generally leads to
aggressive disorders appearing in infancy or early childhood. In
most cases, the progression of the disease leads to disabilities before
the second decade of life. The presence of vocal cord paresis and
diaphragmatic paralysis suggests the clinical diagnosis of CMT4A. This
form of CMT disease caused by GDAPI mutations is usually
transmitted as an autosomal recessive trait. Dominant inheritance is
rare and has been reported in only four cases (R120W, T157P, Q218E
and C240Y). These dominant forms, which are less severe than the
recessive forms, are associated with later onset (after the second
decade) and a slower course of the disease. In these cases, patients
may be able to walk even after the fourth decade. However, the
mutation T157P, affecting the ad4-a5 loop, is associated with a severe
phenotype characterized by early onset and the presence of optic
atrophy, suggesting an additional mitochondrial defect. This unusual
presentation involving GDAP1 shows a clinical overlap with CMT2A2
due to MFN2 mutations associated with visual impairment respon-
sible for bilateral optic atrophy (Zuchner et al., 2006). Interestingly,
the most common cause of inherited optic atrophy is caused by
mutations in OPA1 gene. Both OPA1 and MFN2 proteins are dynamin-
like GTPases acting in concert to mediate the mitochondrial mem-
brane fusion process. Moreover, OPA1 mutations have been recently

associated with additional neuromuscular symptoms including
axonal neuropathy in combination with a visual impairment named
as optic atrophy ‘plus’ syndrome (Yu-Wai-Man et al, 2010),
highlighting the importance of mitochondrial function for both optic
atrophies and peripheral neuropathies.

The recessive forms of CMT disease involving GDAP1 mutations are
severe with early onset during the first decade, i.e. before age 10 as
seen in Table 1. The rapid progression of these disorders leads to
functional disability, associated with additional clinical features such
as a hoarse voice due to vocal cord paresis, diaphragmatic paralysis
and facial weakness. However, the phenotypic presentations of
patients carrying GDAPI mutations are heterogeneous. Regarding
the age of onset and the age of functional disability, there is notonly a
large clinical variability among patients carrying the same mutations
(Moroni et al., 2009) but also a significant intrafamilial variability
(Azzedine et al, 2003; Sahin-Calapoglu et al, 2009). Based on the
literature, we have compared the description of patients carrying
either two truncating mutations or two missense mufations, i.e.
homozygous or compound heterozygous mutations. The severity of
the disease was judged by the patients’ ability to walk without
support, with the aid of an orthosis or crutch, or being wheelchair-
bound. Among the patients carrying two truncating mutations, all
patients required an aid for walking after age 10, and wheelchairs
were generally needed before the end of the third decade.

In contrast, among the patients carrying two missense mutations,
walking was often still possible up to the third decade, The most
severe missense mutations appeared to be the P78L, P153L, R161H
and Y279C mutations, with wheelchair dependence being almost
general in the second decade. Interestingly, two of the mutations, i.e.
P153L and R161H, affect the ad4—ae5 loop, which seems to play an
important role in GDAP1 function. The amino acids P78 and Y279
are located in the predicted GST-N and GST-C domains respectively
(Table 1).

In the recessive forms of CMT disease, vocal cord paresis is a
common symptom (Sevilla et al.,2008) and generally appears after the
second decade. Our meta-analysis shows that 80% of these patients
carried at least one truncating mutation, the Q163X mutation being
present in 40%. The missense mutations linked with vocal cord paresis
are the P78L, R120Q, P153L, Y279C and R310Q mutations (Table 1).

Despite the limited number of patients described so far, our
analysis shows that the recessive forms of CMT disease involving
GDAP1 mutations are far more severe than the dominant forms.
Among these recessive forms, patients carrying two truncating
mutations have a more severe phenotype and more rapid disease
progression compared to patients carrying two missense mutations.
However, a greater number of cases of CMT disease involving GDAP1
mutations, along with detailed clinical, electrophysiological and
pathological data, will be required to establish a reliable relationship
between the genotype and phenotype of the different forms of the
disease.

Electrophysiological and histological aspects of CMT disease

On the basis of electrophysiologic criteria, CMT disease may be
classified in two major categories: CMT1, the demyelinating form,
characterized by slow motor median nerve conduction velocity
(MNCV), ie. less than 38 m/s; and CMT2, the axonal form, with a
normal or only slightly reduced MNCV. However, major axonal loss is
known to reduce the MNCV and if the axonal and demyelinating
features of the disease exist simultaneously, this electrophysiological
classification loses its value. The cut-off value of MNCV should be
adjusted according to the compound motor action potential (CMAP),
such that the MNCV<32 m/s when the CMAP<4 mV, as proposed
for acquired demyelinating neuropathies (American Academy of
Neurology, 1991). In fact, GDAP1 mutations have been involved in
the demyelinating forms (Baxter et al, 2002; Ammar et al., 2003;

88



Table 1
Reported mutations in GDAP1.
Nudleotide change Location Amino acid Domain Number of Age of onset Walking ability Additional  Elect H Origin References
change 'S:Sfr’.'éi A NGV (mrs) VAP () features
Dominant forms
c|358C>T|+[=] Ex3 P[RI20W]+[=] None 2 2nd decade WI (35 years) Normal Normal ND Spanish Claramunt
(2 families) (35 years) at al. (2005)
C[469A>C| +[=] Ex3 pITIS7P]+[=]  e4-o5 loop 1 1year WI (10 years) Optic 45 15 ND Spanish  Claramunt
atrophy et al. (2005)
¢[652C>G] +[=] Ex 5 pIQ2ISE]+[=] GST-C 2 16-25 years WI (36-68 years) 47-51 44-83 AX (68years)  Korean Chung et al,
(36-68 years) (2008)
c[719G>A] +[=] EX6 pIC240Y]+|=]  GSI-C 3 2nd-5th WI: 2p (70-80 years) >50 6-15 ND French Cassereau
decade WS: 1p (50 years) et al. (2009)
Recessive forms
Truncating/truncating
€[92G>A]+[92G>A] Ex1 PIW3IX]+ GST-N ND 1year ND 27-31 ND DM Tunisian  Baxter
[W31X] et al. (2002)
c[174_176delinsTGTG] +  Ex 2 pALS8LEX] + GST-N 1 1-2 years WI (8 years) 40 26 ND Turkish ~ Auer-Grumbach
[174_176delinsTGTG] [L58LfsX] et al. (2008)
€[295C>T|+[295C>T]  Ex2 pIQ99X] + GST-N 4 2 years WI: 1p (9 years) VCP (2p) 5056 (3years) 0.8-1.1 ND Italian Moroni et al.
[Q99X] WS: 2p (9-11 years) (2009)
W-B: 1p (13 years)
342 345del] + Ex3+  plE114fsX] + GSTN@d-o5 1 10 months WI (4years) 32 (4 years) 9 ND Spanish  Claramunt et al.
[487¢=T] Ex4 [Q163X] loop (2005)
|349_350insT] + Ex3 PATI7EsX] + GST-N 2 1year WS (7 years) 26-31 (6years) 03-05 AX/DM Turkish  Senderek et al.
[349_350insT| [T117fX] (2003)
c[439del| + [439del] Ex3 pATI47sX] + None ) 2-2.5 years WS (<6 years) 33.7-423 07-08 DM (4years)  Iranian Georgiou et al.
[T147f5X] (2-3 years) (2006)
|485-2A>G|+ Int 3 plS162fsX] + a4-a5 loop 2 <7years ND Hand 20 (5 years) 048 DM/AX Algerian  De Sandre-
[485-2A>G) [S162:X] retraction Giovannoli
et al. (2003)
C[487C>T]+[487C>T|  Ex4 plQ163X]+ ced-o5 loop 4 2 years WS: 1p (43 years) VCP (2p)  41-44 08-14 ND Spanish  Cuesta et al.
[Q163X] W-B: 3p (30 years) (2002)
Sevilla et al.
(2003)
1 15 years W-B (12 years) vep 35 (2 years) 3 AX(25years)  Spanish  Claramunt et al.
(2005)
Sevilla et al.
(2003)
3 14-18 months  W-B: 2p (7-10 years) VCP (2p)  Normal (2p)  Normal AX Spanish  Claramunt et al.
ND: 1p Ub (1 p) uD (2005)
5 1year ND VCP (1p) 43 (1patient)  ND DM CostaRican Boerkoel et al.
(3 families) P UD (4 patients) Perwvian  (2003)
C[4BTCST|+[581C>G]  Exd+  plQI63X]+ d-a5 loop 3 <2 years W-B (12 years) VCP (3p)  UD uD AX(22years)  Spanish  Cuesta et al.
Ex5 [5194x] (2002)
Sevilla et al.
(2003)
C|487C>T|+[863insA]  Ex4+  plQI63X|+ wd-a5 loop 2 <1year W-B (9 years) VCP (2p)  UD uD AX(19years)  Spanish  Cuesta et al.
EX 6 [T288fsX | (2002)
Sevilla et al.
(2003)
c[558del] + [558del| Ex4 pln186isX| + d-a5 loop 2 <1 year W-B (25 years) VCP,DP  UD(32years) UD ND French Stojkovic et al.
[1186fX] (2004)
c[581C>G|+([581C>G]  Ex5 pls194X] + d-o5 loop ND 1year ND 3 ND DM Tunisian  Baxter et al.
[s194X] (2002)
2 <1 year ND 42 (3 years) 19 AX Moroccan  Nelis et al.
(2002)
4 <3years ‘WS: 3p (13-15-20 years) 40 (1p) 38 AX(15y) Moroccan  Birouk et al.
W-B: 1p (16 years) uD (3p) (2003)
g 2-Gyears WI: 3p {4-5 years) 35-54 03-13 ND Moroccan  Bouhouche et al.
(5 families) WS: 2p (4-10years) (2007a)
W-B: 2p (11-38 years)
c[581C>G]+[863insA] Ex5+  p[S194X]+ ced-oe5 loop 1 2 years W-B (13 years) vep UD (13 years) UD ND Spanish  Claramunt et al.
Ex 6 [T288fsX] (2005)
2 <1year W-B (12y-18years)  VCP 46 (3years) 04 (3years) ND Spanish  Sevilla et al.
UD (45 years)  UD (45 years) (2008)
C[668T>A| +[668T>A]  Ex5 pl1223%]+ GST-C 1 1year ND Finger 40(15years) 14 DM/AX Lebanese  De Sandre-
[L223x] retraction Giovannoli
etal. (2003)
c|786del| + [786del] Ex 6 p.G262fsX] + GST-C 2 1-3years ‘WS (20 years) 21 (2 years) up DM (7 years) Turkish Nelis et al.
[G262fsX] (2 families) UD (16 years) uD (2002)
c.[863insA| +[863insA| Ex6 p.[T288fsX] + None 1 1.5 years ‘W-B (14 years) VCP,F2,DP 70 (8 years) 06 ND Spanish Sevilla et al.
[T288fsX] (2008)
Missense/missense
cl233C>T|+[233C>T]  Ex2 pIP7SL]+ GST-N 4 <2years WS:2p (8y-15years)  H(2p) 132-245 03-04 ND Moroccan  Bouhouche et al.
[P78L] (2 families) W-B: 2p (6 y-15years) (7-8 years) (2007b)
C[347T>C| +[347T>C]  Ex3 PIMI16T]+ GST-N 2 3-5 years WS (30 years) 53-62 (5 years) 9 AX Polish Kabzinska et al.
[M116T] (2006a)
C[347T>C|+[715C>T]  Ex3+  p[M116T]+ GST-N GST-C 2 5-10years WI (8-12 years) 59.7 38 ND Polish Kabzinska et al.
Ex6 [L239F] (2010)
C[347T>G]+[347T>G] Ex3 DIMI16R] + GST-N 4 1-7 years WS: 3p (16-19-26 years) 2951 <0.1-3.6 AX (5-15years) Italian Di Maria et al,
[M116R] (3 families) ND: 1p (9-13 years) (2004)
5-6 years ‘WI (12-18 years) Pyramidal  48-51 27-6.1 DM Italian Biancheri et al.
signs (12-18 years) (2006)
[358C>T|+[811G=A] Ex3+ p[RI20W]+ GST-C 1 3years W-B (20 years) 19 (33years) 02 ND Belgian  Ammaret al,
Ex6 [G271R] (2003)
[359G>A]+[359G=A] Ex3 pIR120Q] + None 1 2 years ND VCP, FP up up AX/DM Japanese  Boerkoel et al.
[R120Q) (2003)
c[364C-A]+[891C>G] Ex3+  p[QI22K|+ HD 1 25 years WI (14 years) 50 (3 years) 9 ND Italian Moroni et al.
Ex6 [N297K] (2009)
C[445G>T]+[445G>T]  Ex3 p/D149Y| + None 1 3 years W-B (60 years) D (63years)  UD AX/DM ND Parman et al.
[D149Y] (63 years) (2004)
C[458C>T] +[458C>T]  Ex3 pIP153L]+ -5 loop 1 35 years W-B (27 years) H 31 (5 years) 015 AX (5years)  Polish Kabzinska et al.
[P153L] (2007)
1 1year ND ND ND ND Turkish Auer-Grumbach
etal. (2008)
[482G>A]+[482G>A] Ex3 DIRIGIH]+ a5 loop ND 1year ND 27-1 ND ND Tunisian  Baxter et al.
[R161H] (2002)
3 5years W-B (adolescence) ND ND DM (5years)  Tunisian  Ammar et al.
(2003)
[656T>A|+[891C>G|] Ex5+ p[v219D]+ GST-C 1 25 years WI (9 years) 25 (5 years) 03 ND Italian Moroni et al.
Ex6 [N297K] (2009)
ND Ex5+ p|N227D]+ GST-C 2 4-10 years WI (20-23 years) 38-44 3-43 ND Bulgarian  Kabzinska etal.
1293 [L239F] (2010)
c[692C>T| +[692C>T]  Ex5 p(P231L)+ GST-C 3 Childhood WI (25 years) 49 15 ND Amish Xin et al. (2008)
[P2311L]
C[715C>T|+[715C>T]  Ex 6 DpJL239F] + GST-C 1 <5 years W-B (30 years) 63 (24years) 07 AX Polish? Kabzinska et al.
[L239F] (2006b)
1 5years ‘WI (6 years) 46.1 (8 years) 42 ND Turkish Rougeot et al.
(2008)
3 2-5years WI: 1 p (18 years) Finger 51.7-55 42-43 ND Polish Kabzinska et al.
(2 families) W-B:2p (18-34years)  tremor (2010)
2 4years WI: 1p (11 years) 59-64 88-64 ND Czech Barankova et al.
WS:1p (35 years) (43 y-8years) (2007)
c|7TI5C>T| +[817C>G]  Ex6 pJL230F) + GST-C 1 2 years WI (25 years) Hhand 521 01 ND Polish Kabzinska et al.
[R273G) tremor (2010)

(continued on next page)
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Table 1 (continued)

Nucleotide change Location Amino acid Domain Number of ~ Age of onset Walking ability Additional  Elect: Origin References
change Zzlsl(i?:ed symptoms MNCV (m/s) VAP (mV) features
Recessive forms
Missense/missense
c[715C>T] +[844C>T]  Ex6 p.[L239F] + GST-C 2 2-3 years WI (5-8 years) 55-63 0.9-42 ND Polish Kabzinska et al.
[R282C] (2010)
[836A>G]+[836A>G]  Ex6 p.¥279C] + GST-C 4 3-8 years WS: 1p (32 years) H(1p) up uD ND Turkish  Sahin-Calapoglu
[Y279¢) W-B: 3p (10-20 years) (19-22 years) et al. (2009)
3 1year=5 years and WS (5-36-50 years) 435 (25years) 13 ND Turkish  Rougeot et al.
adolescence (2008)
[844C>T]+ [844C>T]  Ex6 p.IR282C] + GST-C 2 4years WI (13 years) 43-61 (8 years) 15-14 ND Turkish  Nelis et al.
[R282C] (2002)
2 2.5-4 years WI (11-14 years) 43 (5 years) 2(5years) DM (4years)  Croatian  Ammar et al.
UD (11years)  UD (11years) (2003)
1 8 years WI (45 years) 50 (45 years) 63 ND Spanish  Sevilla et al.
(2008)
1 ND ND ND ND ND German Senderek et al.
(2003)
Truncating/missense
c[233C>T]+[581C>G]  Ex2+  p[P78L]+ GST-N 2 <2 years WI: 1p (4 years) 22-456 02-18 ND Moroccan  Bouhouche et al.
Ex5 [5194X] a4-as5 loop WS: 1p (6 years) (6-4 years) (2007b)
c.[341_344del] + Ex3+  p[E114fsX] + GST-N 1 1year W-B (11 years) 41 0.7 AX/DM German/  Ammar et al.
[715C>T) EX6 [1239F] GST-C Italian (2003)
c[373C>T]+[715C>T]  Ex3+  p[R125X]+ GST-C 2 2.5 years WS (7 and 10 years) 52-60 (3 years) 4.7-6.7 AX(35years) Italian Moroni et al.
Ex6 [1239F] (2009)
C[571C>T]+ [715C>T] Ex4+  pIRIOIX]+ 4-a5 loop 1 2years WS (13 years) UD (15 years) ~ UD ND Czech Barankova et al.
Ex 6 [L239F] GST-C (2007)
1 1year ND 44 35 ND Austrian Auer-Grumbach
et al. (2008)
c[581C>G]+[929G>A]  Ex5+  p[S194X]+ 4-a5 loop 2 3 years WS:1p (26 years) VCP,DP 47 (26years) 12 ND Moroccan  Azzedine et al.
Ex6 [R310Q] W-B: 1p (15 years) (2003)
Others
c[172.173delinsTTA] +  Ex2+  p[PS9ARX]+  GST-N 1 <1 year W-B (18 years) vep 53 03 AX Spanish  Sevillaet al.
[311-1G>A] Int2 [3"-splice site] (2008)
C[311-1G>A]+ Int2+  pl3-splicesite] + GST-N 1 3 years WI (10 years) 567 (10years) 2.5 AX Polish Kabzinska et al.
[389C>G] Ex3 [s130C] (2005)
c[571C>T] +[2] Ex4+ ? pIRI9IX]+[?]  a4-as5 loop 2 6 years WI (22 years) 45 (23years) 7.1 ND Czech Barankova et al.
(2007)
c[715C>T] +[?] EX6+ ? pJI239F]+[?]  GST-C 1 4years WI (41 years) 53 (41years) 82 ND Czech Barankova et al.
(2007)
c[579+1G>A] + Int4 [5™-splice site] +  cd-a5 loop 1 2years WS (6 years) 264 (5years) 03 AX/DM German  Senderek et al.
(579 +1G>A] [5"-splice site] (2years) (2003)

Abbreviations: MNCV: motor nerve conduction velocity of the median nerve (age at electrophysiological examination); CMAP: compound motor action potentials; WI: walking independently (age at last clinical examination); WS: walking

with support: crutches or orthosis (age at last clinical examination); W-B:
demyelinating (age at nervous biopsy); ND: not done; UD: undetectable:

patients.

heelchair-bound (age of wheelchair dependency); VCP: vocal cord paresis: H: hoarseness; DP: diaphragmatic paralysis; FP: facial paralysis; AX: axonal; DM:

Nomenclature: the nomenclature of the mutations described follows the recommendations of the Human Genome Variation Society: http://www.hgvs.org/mutnomen (den Dunnen and Antonarakis, 2000; den Dunnen and Paalman, 2003 ).
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Fig. 2. Types and frequencies of GDAP! mutations. A. Diagram representing the different types and percentages of mutations associated with GDAP1. B. Distribution of the 41

pathogenic mutations in the GDAP1 gene. Ex: exon.

Boerkoel et al., 2003; Parman et al., 2004; Ceorgiou et al., 2006 ), as well
as in the intermediate forms (Senderek et al., 2003) of CMT disease.
The MNCVs appeared to be less reduced and the amplitudes were
lower than would be expected in cases of dominant demyelinating
CMT1 (such as CMT1A and CMT1B) (Hattori et al., 2003; Birouk et al,
1997; Lewis et al., 2000) or in other recessive demyelinating forms,
such as CMT4 (Dubourg et al.,, 2006). In these demyelinating forms of
CMT disease, the MNCVs fell sharply to <25 m/s, before the age of two,
and remained stable, whereas the amplitudes that were initially
normal progressively decreased over time following secondary axonal
loss. In the demyelinating forms associated with the GDAP1 mutations
described so far, no cases of reduced velocities occurring simulta-
neously with amplitudes in the normal range were reported. All
reduced velocities were associated with major amplitude reductions,
often to less than 0.5 mV. Thus, GDAP1-associated demyelinating
forms of CMT disease appear to present a phenotype differing from
that described in other demyelinating forms of the disease.

The histopathological analysis of nerve biopsies in cases of CMT
disease involving GDAP1 mutations generally revealed a loss of large
myelinated fibers and a variable appearance of thin myelinated fibers.
The demyelination feature, characterized by the proliferation of
Schwann cells with onion-bulb formations, was observed only in
the most severe cases, with significantly diminished CMAP. Moreover,
the electrophysiological characteristics usually worsened with time,
suggesting that the variability of electrophysiological and histopa-
thological data observed may reflect the severity and the stage of the
disease progression that differ for each patient. The loss of larger fibers
may explain the lower MNCV reduction found even in cases where the
histopathology favored the existence of an axonal neuropathy. These
observations suggest that CMT-associated GDAP1 mutations lead to
severe neuropathy with axonal degeneration associated with a
variable degree of demyelinating features depending on the severity
of the disease.

Although the current classification of the different forms of CMT
disease, based on the mode of transmission and electrophysiogical
measurements, remains of some use in guiding molecular genetic
analysis, it suffers from certain limitations since it uses different terms
to designate the same GDAPI-associated CMT disorders.

Mitochondrial dysfunction and pathophysiology of CMT disorders
involving GDAP1 mutations

Role of GDAPT in mitochondrial dynamics

Mitochondrial fusion and fission not only determine mitochon-
drial morphology and size, but also regulate mitochondrial distribu-

tion and function (Chan, 2006). A group of conserved large dynamin-
related GTPases maintains the critical balance between mitochondrial
fission and fusion.

Mitochondrial fusion requires outer as well as inner membrane
components. This process is regulated by three GTPase proteins:
mitofusin 1 (MFNT), mitofusin 2 (MFN2 ), and optic atrophy protein 1
(OPAT). MFN1 and MFN2 are mitochondrial transmembrane proteins
localized in the outer membrane and appear to play similar roles in
mitochondrial fusion. During mitochondrial fusion, through interac-
tions of their coiled-coil domains, MFN1 and MFN2 may form homo-
oligomeric and hetero-oligomeric complexes, thus tethering together
the outer membranes of the neigboring mitochondria (Koshiba et al.,
2004). GTPase OPA1 has been shown to be the main mediator of inner
membrane fusion in mammals (Cipolat et al., 2004; Olichon et al.,
2003).

Mitochondrial fission in mammals mainly involves the dynamin-
related protein 1 (Drp1), also referred to as the dynamin-like protein 1
(DLP1), a member of the conserved dynamin-related large GTPase
superfamily. This cytosolic protein is recruited on the external surface
of the mitochondrial outer membrane by Fis1, which acts as a receptor
to Drpl. Drpl can also oligomerize and assemble into rings or spirals
surrounding the mitochondrial outer membrane (Ingerman et al.,
2005).GTP hydrolysis leads to the formation of a constriction initiating
mitochondrial fission. The pathophysiology of GDAP1 is not yet fully
understood. It has been shown that GDAP1 is a regulator of
mitochondrial fission (Niemann et al., 2005) and that GDAP1-induced
fission is dependent on fission factors Fis1 and Drp1 (Niemann et al,
2009). Overexpression of the dominant mutant forms of GDAP1
(R120W, T157P, and Q218E) in COS7 cells leads to mitochondrial
fragmentation comparable to the overexpression of wild-type GDAP1.

The co-expression of MFN1 or MFN2 appears unable to counteract this

effect, leading to the hypothesis that the overexpression of dominant
mutant forms of GDAP1 may impair the process of mitochondrial
fusion. In recessive forms of the disease, the complete loss of the
GDAP1 function is associated with the truncated protein. Niemann
et al. (2005) showed that the truncated proteins GDAP1 T288fs290X
and GDAP1 S194X were not targeted efficiently to the mitochondria
and found that GDAP1 Q163X was not detectable suggesting that the
Q163X mutation generates a highly unstable protein. No mitochon-
drial fragmentation-inducing activity was associated with these
mutants showing that the carboxyl-terminal tail-anchor domain of
the protein is required for the mitochondrial fission events. GDAP1,
carrying the R161H, R310Q missense mutations, is correctly targeted
to the mitochondria but the GDAP1-mediated fission activity is altered
because of the more highly connected network (Pedrola et al., 2008;
Niemann et al, 2005; Wagner et al., 2009).
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The mitochondrial fission defect triggering axonal neuropathy
remains to be identified. The alteration of mitochondrial fission and
fusion processes significantly affects neuronal function. Neurons are
particularly vulnerable to mitochondrial dysfunction because of their
dependence on a high metabolic rate (Benard et al., 2007). Indeed,
neurons are highly specialized cells which require large amounts of
energy [0 maintain ionic transmission all through the axons and
synapses. Specifically affected in CMT disease, motor neurons have
axons up to one meter long It has been demonstrated that mi-
tochondrial migration along the axon plays a primary role in energy
transport

The importance of fission and fusion proteins in the biclogy of
neurons is underscored by the occurrence of several neurodegenerative
diseases that result from mutations in these genes. Mutations in MFN2
cause the autosomal dominant disease CMT2A2, a peripheral neurop-
athy of motor and sensory neurons (Zuchner et al., 2004). Mutations in
OPA1 promote autosomal dominantopticatrophy (ADOA}, acommonly
inherited form of optic nerve degeneration (Alexander et al., 2000;
Delettre et al., 2000). A mutation in the fission gene Drp1 has recently
been identified in a newborn child with abnormal brain development
and optic atrophy (Waterham et al., 2007). Mitochondrial dysfunction is
also present in other rare inherited diseases and in common neu-
rodegenerative diseases, including Huntington's disease, Parkinson's
disease, Alzheimer's disease, amyotrophic lateral sclerosis , stroke, and
epilepsy (Lin and Beal, 2006; Su et al., 2010). Mitochondrial dysfunction
may also play a role in psychiatric disorders, including bipolar disorders
(Kato, 2006).

It has been suggested that an axonal transport defect may play an
important role in MFN2-related CMT2A2. This hypothesis is reinforced
by the observation of abnormal mitochondrial distribution in the
Purkinje cells of MFN2-deficient mice (Chen et al, 2007). Moreover, it
has been shown that the mitochondrial function in axons is signifi-
cantly impaired in cultured dorsal root ganglion neurons expressing
disease-mutated forms of MFN2 (Baloh et al., 2007). In addition, the
accumulation of mitochondria in the distal part of sural nerve axons
has been observed in CMT2A2 patients (Vallat et al, 2008). This
mitochondrial accumulation was also seen in MFN2 mutant mouse
(R94Q) named MitoCharc as a model of CMT2A, with a significant
increase of mitochondrial density specifically in the distal axons that
may be related to a defect in the retrograde transport of mitochondria,
an increase in the total number of mitochondria or in the number of
the fission events (Cartoni et al., 2010). A study provided evidence for
a direct role for MFN2 in mediating mitochondrial transport by
interacting with the Miro/Milton complex which is linking the
mitochondria to kinesin motors (Misko et al,, 2010). These findings
suggest that a mitochondrial transport defect is the main mechanism
involved in the pathophysiology of the CMT2A2. Moreover, in other
mitochondrial forms of CMT, previous studies have shown that
disruption of assembly and aggregation of neurofilaments are the
consequences of HSPBImutations in CMT2F (Evgrafov et al., 2004;
Ackerley et al, 2006) and HSPBS in CMT2L (Irobi et al, 2004),
emphasizing the role of axonal transport as the main pathological
mechanism in mitochondrial-related CMT diseases. Thus, a similar
mechanism could be evoked in CMT disorders involving GDAP1
mutations, with severe defects in mitochondrial dynamics or axonal
transport dramatically affecting the peripheral nerves by depriving
the distal axon of a needed source of energy.

Defective mitochondrial bioenergetics associated with GDAP1 mutations

Mitochondrial dynamics is closely related to bioenergetics and to
the apoptotic process (Benard et al., 2007). The main functions of the
mitochondria include production of cellular ATP, participation in the
synthesis of key metabolites, and calcium buffering. The mitochon-
dria, which are also the primary cellular source of endogenous
reactive oxygen species (ROS), play an important role in the

regulation of apoptosis (Wallace et al., 2010). A sustained increase
of the mitochondrial ROS load and decrease of the mitochondrial
membrane potential lead to liberation of pro-apoptotic factors from
the mitochondria inducing mitochondrial dependent apoptosis. The
early stages of apoptosis include fragmentation of the mitochondrial
network and remodeling of the cristae (Olichon et al., 2003 ).

Studies of MFN2 and OPA1 fusion proteins show that mitochon-
drial dynamics is essential to oxidative phosphorylation and ATP
production. More precisely, the down-regulation of MFN2 was shown
to be correlated with decreased glucose oxidation and reduced
mitochondrial membrane potential (Pich et al, 2005). Reduced
mitochondrial membrane potential together with an energetic
coupling defect was found in fibroblasts from CMT2A patients
carrying MFEN2 mutations (Loiseau et al., 2007; Guillet et al,, 2010).
OPA1 is also involved in mitochondrial bicenergetics as shown by the
reduction of complex IV activity (Chevrollier et al., 2008). Moreover,
growth in galactose medium of OPA1 mutant fibreblasts forcing the
cells to use oxidative phosphorylation, disrupted mitochondrial fusion
and led to a significant reduction of complex I activity in mutant cells
(Zanna et al,, 2008). Interestingly enough, we have recently shown
that GDAP1 mutations in fibroblasts from CMT2K patients carrying the
C240Y mutation are associated with mitochondrial complex | defect
(Cassereau et al., 2009). Complex I, or NADH ubiquinone oxidoreduc-
tase, the first enzyme of the respiratory chain, which participates in
the electron and proton transport necessary for ATP synthesis, is also a
major site for ROS production. Complex I, which has been associated
with several neurodegenerative diseases, is also the largest mito-
chondrial respiratory chain complex with 45 subunits and forms one
of the entry points for electrons into the OXPHOS system. Mitochon-
drial DNA (mtDNA) encodes seven complex | subunits, the remaining
subunits being encoded by nuclear genes. Mitochondrial complex |
oxidizes NADH, produced predominantly by the tricarboxylic acid
cycle and [3-oxidation, to regenerate the NADH pool. Electrons
released during the oxidation of NADH are transferred to a non-
covalently bound flavin mononucleotide (FMN ) and are subsequently
passed through a series of iron-sulfur clusters (Fe-S) to reduce
ubiquinone to ubiquinol. Each electron transfer is coupled to the
pumping of four protons into the intermembrane space.

The association between complex | deficiency and GDAP1 muta-
tions suggests that GDAP1 may play a protective role against oxidative
stress. This hypothesis is based on the fact that GDAP1 has structural
domains related to the cytosolic GSTs; however, no experimental GST
activity has been demonstrated so far. GSTs are widely distributed,
present both in plants and animals, and play a role in the de-
toxification of xenobiotics and endogenous toxicants. The primary
catalytic activity of GSTs is the conjugation of electrophilic com-
pounds through nucleophilic attack by reduced glutathione (GSH).
The faulty operation of this process would lead to increased ROS
production (Fig. 3). Free radicals have been associated with del-
eterious effects on lipid peroxidation, and on protein oxidation of
complex | (Ketterer et al, 1988; Zhao et al., 1999). Recently,
dominantly inherited mutant forms of GDAP1 have been shown to
induce ROS production and trigger apoptosis (Niemann et al., 2009).
This result supports the hypothesis that overproduction of ROS may
contribute to the pathogenesis of CMT4A/2 K. Moreover, it has been
shown that ROS-induced signaling pathways are involved in control-
ling complex | function, in the formation of respiratory chain
supercomplexes and phosphorylation and/or acetylation in both
healthy and pathological conditions {Koopman et al, 2010). Over-
production of free radicals has a harmful effect on respiratory chain
complex | by inducing protein oxidation leading to a reduction of
enzymatic activities (Fridovich, 1997). This sets up a vicious circle in
which complex | is not only the source but also the target of free
radicals. Another consequence of the increase of free radicals is lipid
peroxidation, which may affect mitochondrial function through
alteration of the inner membrane, preventing it from playing its role
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Fig. 3. Schematic hypotheses evoked to explain the mitochondrial dynamics and bioenergetics defect in CMT4A/2K (purple dotted arrows) and consequences of the complex [
deficiency (ingreen). 1: The mutated GDAP1 increases the ROS level which has adeleterious effect on lipid peroxidation, and on protein oxidation of complex . 2: GDAP1 plays a role
in complex I regulation involving the phosphorylation and/or acetylation pathways. 3: The mutated GDAP1 is responsible for a mitochondrial dynamics defect, either directly or
through an increase of the ROS level. A deficit of complex | leads to a decrease in the reduction of NADH, altered electron transfer to complex [11, a reduction of the pumping of protons
into the intermembrane space, an excessive production of ROS and, finally, a reduction of ATP synthesis.

in the barrier function (Chen et al, 1995). Free radicals may also
contribute to pathogenicity by promoting neuronal apoptosis. Indeed,
it has been demonstrated that enhanced ROS levels increase
cytochrome-c release during apoptotic stimuli, which in turn promote
the opening of mitochondrial permeability transition pore (Porcelli
et al, 2009).

Complex | deficiency, the most common enzymatic deficiency of
the OXPHOS system (Smeitink and van den Heuvel, 1999; Triepels
etal, 2001}, is associated with a large spectrum of diseases from the
Leigh syndrome, Leber's hereditary optic neuropathy, mitochondrial
encephalomyopathy with lactic acidosis and stroke-like episodes
(MELAS syndrome) to the pathogenesis of many devastating
neurodegenerative disorders, including Parkinson's disease (PD)
(Schapira et al., 1990). The clinical aspects of PD include bradykinesia,
rigidity, and tremor associated with the death of dopaminergic
neurons in the substantia nigra. The analysis of mitochondrial
OXPHOS enzymes in the brain, blood and muscle cells of PD patients
have revealed complex | deficiencies (Schapira et al, 1989; Bindoff
etal., 1989). In rats, chronic exposure to rotenone has been shown to
induce the neuropathological and behavioral features seen in PD
(Greenamyre et al, 2001; Caboni et al, 2004). The experimental
induction of PD in rats was also associated with complex | over-
production of ROS, which was successfully blocked by antioxidant
treatment with vitamin E (Testa et al, 2005). Furthermore, mito-
chondrial dynamics has been shown to be impaired in PD (Van Laar
and Berman, 2009). These findings suggest that the various forms of
CMT disease involving GDAP! mutations described here may share
pathophysiological similarities with PD.

Complex | deficiency leads to reduced NADH oxidation and de-
creased electron transfer, causing a sharp reduction of ATP synthesis.
Mitochondrial dynamics is ATP-dependent (Legros et al., 2002); thus,
the lack of ATP could reduce mitochondrial mobility, particularly in
the distal portion of neuronal axons. Insufficient mitochondrial

motility in the long axons might explain, at least in part, why the
distal portions of the peripheral nerves are principally affected in CMT
disease involving GDAPI mutations.

Conclusion

The examination of the relationship between the genotype and the
phenotype of the various forms of CMT disease involving GDAP1
mutations shows that the recessive forms are generally far more
severe than the dominant form. In particular, in the recessive forms,
the truncating mutations have a more severe phenotype, with early
onset and rapid progression of the disease leading to the inability to
walk by the age of 10, generally followed by wheelchair dependence
before the end of the third decade. These peripheral neuropathies
appear to be mainly axonal, involving a variable degree of demyelin-
ation depending on the severity of the disease. The analysis of a larger
number of cases of CMT disease involving GDAPI mutations, along
with detailed clinical, electrophysiological and pathoelogical data,
should yield an explanation for the intra- and inter-familial variability
observed. GDAP! mutations seem to be mainly targeted at the
alteration of mitochondria; however, the precise pathophysiological
mechanisms involved remain to be elucidated. Animal models with
GDAP1 mutations should offer further information and allow the
testing of potential therapeutics for the various forms of CMT disease
related to these gene mutations.
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I1.3. Résultats et discussion

Dans cet article de revue, nous avons tout d’abord rapporté toutes les mutations de
GDAPI décrites a ce jour associées a leur phénotype clinique afin d’établir une corrélation
génotype-phénotype, et nous avons étudié les parameétres électrophysiologiques et les données
histologiques des patients pour tenter de caractériser la 1ésion primitive neuronale. La seconde
partie de cet article est une discussion sur les différentes hypothéses physiopathologiques
évoquées permettant d’expliquer la dysfonction bioénergétique mitochondriale mise en

évidence dans les cellules porteuses de mutations dans GDAPI.

- Presentation clinique

Bien qu’il existe une grande hétérogénéité clinique inter et intrafamiliale, nous avons
pu montrer que les formes récessives étaient beaucoup plus sévéres que les formes
dominantes et que parmi les formes récessives, les patients atteints de mutations tronquantes
avaient un phénotype plus sévere que les patients porteurs de mutations faux-sens. En effet,
en cas de mutations tronquantes, tous les patients deviennent dépendants d’une aide technique
pour la marche aprés 1’age de 10 ans et sont généralement dépendants du fauteuil roulant
avant 35 ans alors que les patients porteurs de mutations faux-sens peuvent encore étre
indépendants pour la marche jusqu’a la fin de la quatriéme décennie. C’est également dans le
groupe des patients avec mutations tronquantes que les paralysies des cordes vocales et
diaphragmatiques sont les plus fréquentes, généralement au cours de la deuxieme décennie.
Ces mutations tronquantes sont donc trés probablement responsables d’une perte de fonction
totale de la protéine alors que les mutations faux-sens semblent étre responsables soit d’une
diminution de la fonction en cas de forme récessive, soit d’un effet dominant négatif en cas de
forme dominante. Cette hypothese est renforcée par les résultats de PCR quantitative réalisée
chez un patient porteur d’une mutation tronquante homozygote p.Q163X mettant en évidence
une quasi absence d’ARNm de GDAPI1 (Figure 11). Ceci suggere une instabilité¢ et une
dégradation de ’ARNm en cas de mutation tronquante et donc I’absence de protéine. Ce
résultat est confort¢ par une étude montrant que les protéines tronquées sont soit non
adressées a la mitochondrie mais toujours détectables en immunohistochimie (p.T288fs290X,

p-S194X), soit rapidement dégradées (p.Q163X) (Niemann et al., 2005).

96



14

- _
2‘12 ¥ primers 1
z 10

8 ®pri

= primers 2
2 6

: 4

g

2,

20 e

Témoin 1 Témoin 2 p.Q163X

Figure 11: qPCR de GDAP1.

La gPCR a été réalisée avec deux sets de primers
différents chez le patient porteur de la mutation
tronquante p.Q163X mettant en évidence une importante
diminution de la quantit¢ d’ARNm de GDAP1 rapportée
a la beta-2-microglobuline (B2M1).

- Le CMT4A4/2K : une pathologie primitivement axonale

A ce jour, plus de 40 mutations ont été décrites responsables de formes axonales ou
démyélinisantes sur la base des résultats électrophysiologiques et histologiques. Les formes
axonales sont plus fréquentes que les formes décrites comme démyélinisantes, et ces formes
démyélinisantes ont des caractéristiques différentes des autres formes de CMT
démyélinisants. En effet, les VCM sont moins effondrées et les amplitudes des potentiels
moteurs sont beaucoup plus faibles que celles obtenues chez les patients atteints de CMT
démyélinisants (CMTT1 et autres CMT4). En effet, dans ces formes de CMT, les patients ont
des VCM effondrées (souvent inférieurs a 25m/s) avant 1’age de 2 ans et restent stables
ensuite, alors que les amplitudes des potentiels moteurs sont encore conservées et diminuent
progressivement dans les années qui suivent. Dans les formes décrites comme
démyélinisantes liées a GDAPI1, tous les patients ayant des VCM basses ont aussi des
amplitudes effondrées, ce qui montre bien que, dans ces formes, il n’existe pas de
démyélinisation primitive. Sur le plan anatomopathologique, on retrouve de fagon quasi
constante une perte des fibres de gros calibre ce qui peut étre une cause des ralentissements
des VCM. Bien qu’il semble exister des formes avec des ¢léments de démyélinisation comme

en attestent les clusters de régénération et les aspects en « bulbes d’oignons » rapportés dans
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certaines publications, il semble bien que le CMT li¢ aux mutations de GDAP1 soit une
pathologie axonale avec un certain degré de démy¢linisation suivant le stade d’évolution et la
sévérité de la maladie des patients.

L’implication de la cellule de Schwann dans la démyélinisation observée parfois chez les
patients CMT4A reste a étudier. Ces cellules interagissent avec le neurone, participent a son
activité de transmission de I’influx nerveux et synthétisent la myéline qui entoure 1’axone. Il
semble par ailleurs que ces cellules jouent un rdole majeur dans 1’apport de substrats
énergétiques le long de 1’axone. Dans le CMT4A/2K, I’hypothése en cours est que I’atteinte
axonale conduit a I’altération de la gaine de myéline et non I’inverse.

A partir de ganglions rachidiens dorsaux (DRG) de souris ou de rats, il est possible de cultiver
des neurones et de co-cultiver des cellules de Schwann. L’inhibition de 1’expression de
GDAPI1 par siRNA dans I’'une ou l’autre des cellules devrait fournir des informations
importantes sur la spécificité cellulaire de ’altération. Le développement de modeles murins
GDAPI+/muté ou GDAPImuté/muté tissus spécifiques pourrait également permettre des
analyses ¢électrophysiologiques et anatomopathologiques afin de caractériser la Iésion
primitive du nerf.

La classification actuelle des CMT basée sur le mode de transmission et les vitesses de
conduction est tres utile pour orienter le diagnostic moléculaire dans la plupart des CMT, mais
elle comporte des limites que le clinicien doit avoir a 1’esprit. C’est le cas du CMT4A classé
dans les CMT démy¢élinisants en raison de VCM parfois diminuées bien qu’il s’agisse d’une

pathologie primitivement axonale.

- Hypotheses physiopathologiques de la dysfonction mitochondriale dans le CMT
impliguant GDAP1

Dans les fibroblastes de patients porteurs de mutations de GDAP1 nous avons mis en
évidence un déficit de 1’activité du complexe I de la chaine respiratoire. La diminution de la
réduction du NADH par le complexe I diminue le transfert des électrons vers le complexe II1
et le pompage des protons vers I’espace intermembranaire. Ceci a pour conséquence une
diminution de la production d’ATP que nous avons retrouvée chez tous ces patients. Un tel
déficit en synthése d’ATP a de nombreuses répercussions sur le tissu nerveux qui est un tissu
ayant une forte demande en ATP mitochondrial. La baisse de la capacité de synthése en ATP

a une incidence sur la croissance et la survie de la cellule neuronale mais également sur son
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activité métabolique. Ainsi, cette diminution de synthése d’ATP altére la transmission de
I’influx nerveux et la transmission synaptique (Jonas, 2006).

Nous pouvons proposer trois hypothéses afin d’expliquer le dysfonctionnement

mitochondrial observé chez ces patients porteurs de mutations dans le géne GDAPI.
La premicre hypothése est la perte de la fonction antioxydante de la protéine GDAP1 comme
nous 1’avons mentionnée dans la discussion du premier article. Les radicaux libres, provenant
de la production endogene basale, seraient non éliminés et pourraient ainsi avoir une action
néfaste sur la peroxydation lipidique, sur 1’expression protéique et sur le complexe I
directement par oxydation protéique (Ketterer et al., 1988; Zhao et al., 1999). Cela aboutirait a
un déficit fonctionnel du complexe I. De plus, une mauvaise fonction enzymatique du
complexe I peut conduire a la production en exces de radicaux libres. Des anomalies de ce
type ont en effet ét¢ montrées dans des études sur fibroblastes porteurs de mutations dans les
geénes codant pour des sous-unités nucléaires du complexe I (Koopman et al., 2007) ou dans
des modeles de déficit du complexe I par ’utilisation de roténone dans des lignées de cellules
leucémiques HL-60 (Li et al., 2003).

La seconde hypothése est I’implication de GDAP1 dans la régulation du complexe I
impliquant les voies de phosphorylation et acétylation. En effet, un défaut de phosphorylation
peut étre responsable d’un déficit d’activité de ce complexe. Il a par exemple été montré que
la sous-unit¢é NDUFS4 du complexe I pouvait étre activée par phosphorylation par la protéine
kinase A (PKA) et désactivée par déphosphorylation par une phosphatase calcium-dépendante
(Papa, 2002). Récemment, il a été mis en évidence un défaut de phosphorylation du complexe
I dans la trisomie 21, responsable d’un déficit d’activité du complexe I et d’une surproduction
de ROS (Valenti et al., 2011). De la méme maniére un défaut du niveau d’acétylation sous la
dépendance d’enzymes désacétylases NAD-dépendantes pourrait moduler I’activité du
complexe I. Dans le foie de souris SIRT3-/-, le niveau d’acétylation du complexe I de la
chaine respiratoire est augmentée et associée a une diminution de la consommation d'oxygene
mitochondriale avec des substrats du complexe I (glutamate + malate) suggérant ainsi que
SIRT3 pourrait étre impliquée dans la régulation du fonctionnement mitochondrial via la
déacétylation du complexe I (Ahn et al., 2008).

La derni¢re hypothese concerne le role de GDAP1 dans la dynamique mitochondriale.
La relation structure/fonction mitochondriale est mal connue et il est possible que 1’altération
des mécanismes de fusion/fission conduise a perturber le fonctionnement des OXPHOS et
plus particulierement le complexe I. De plus, I’association d’un déficit bioénergétique

mitochondrial et 1’altération de la dynamique mitochondriale peut conduire a un défaut de
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transport mitochondrial dans les axones des neurones. Cette hypothése est actuellement
évoquée dans la physiopathologie du CMT2A2 li¢ a des mutations de MFN2. Des études
histologiques ont montré des agrégats de mitochondries dans les parties distales des axones
des nerfs suraux (Vallat et al., 2008) et un déficit du transport mitochondrial a été mis en
¢vidence dans des axones de neurones provenant de ganglions de racines postérieures de rats
exprimant des mutations MFN2 (Baloh et al., 2007). Dans le cas du CMT4A/2K, une
hypothése similaire peut étre émise, confortée par une récente étude montrant des agrégats
mitochondriaux dans des axones de patients porteurs de la mutation p.R120W dans le géne
GDAPI (Sivera et al., 2010). L’étude d’un CMT axonal rare tel que le CMT2K est essentielle
a la compréhension des mécanismes physiopathologiques impliqués dans les autres formes de

CMT axonaux.
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II1.1. Introduction

Notre travail de revue des données cliniques et électrophysiologiques des CMT4A/2K,
montre I’hétérogénéité des descriptions et la difficulté d’établir des corrélations génotype-
phénotype et il est nécessaire que d’autres patients et d’autres mutations soient décrits de
fagon détaillée. Toutes les pathologies rares nécessitent de partager le maximum
d’informations cliniques et biologiques afin d’améliorer les connaissances sur ces maladies.

L’organisation de la connaissance médicale dans des bases de données remonte aux
années 70 avec la publication de ’ouvrage de Victor A. McKusick, Mendelian Inheritance in
Man, et dont les versions actualisées sont disponibles sur le site Web du NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/). Aujourd’hui, des milliers de maladies génétiques ont

été décrites et des dizaines de milliers de mutations ont été rapportées.

L’utilisation de technologies toujours plus performantes pour étudier les genes, telles que le
séquencage haut débit, génére une ¢énorme quantité de données, qui s’accumulent
considérablement. Pour que cette quantité importante d’informations soit utilisable, des
systémes bio-informatiques (banques de données) ont été développés afin que les experts d’un
géne ou d’une maladie (appelés curators par les anglo-saxons) puissent collecter, classer,
archiver des données de qualité recueillies de fagcon homogene. Ces données doivent se voir
assigner une signification biologique et étre reliées a des descriptions phénotypiques
standardisées afin de les rendre ensuite accessibles a la communauté scientifique et médicale.
Pour cela, de nouveaux outils ont ét¢ développés : les bases de données de mutations
généralistes et les bases de données spécifiques de génes (Locus Specific Databases, LSDB).

La collection de données généraliste la plus connue est la Human Gene Mutation Database

(HGMD, http://www.hgmd.org/). Dans ce type de bases de données, les mutations sont
extraites automatiquement par des outils d’exploration de données depuis les publications. En
revanche, les LSDB recueillent toutes les mutations publiées et non publiées d’un gene
spécifique. Ces banques sont les plus exhaustives car elles sont en général développées et
entretenues par un ou plusieurs expert(s) ayant un intérét particulier pour le géne. Une LSDB
rassemble les mutations et polymorphismes identifiés dans les familles présentant une maladie
mendélienne donnée. Les plus perfectionnées intégrent aussi des informations cliniques et
biologiques utiles pour le diagnostic, le pronostic ou I’étude des corrélations génotype-
phénotype. Des informations sur ’origine géographique ou ethnique, la fréquence des
mutations et variations dans la population, les mutations récurrentes et les points chauds

mutationnels peuvent aussi étre disponibles. Les données sont issues de la littérature ou
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soumises directement au « curateur », ce qui permet de recueillir un grand nombre
d’informations qui seraient restées confidentielles dans des services cliniques et biologiques.

Afin d’¢éviter I’utilisation de différents systémes d’annotation des diverses séquences
génomiques et d’aboutir & une impasse sémantique dans la nomenclature des mutations, une
nomenclature « universelle » est imposée afin de décrire de fagon unique et non équivoque
toute variation de séquence pathogéne ou non pathogeéne. Antonarakis et den Dunnen ont joué
un role majeur dans 1’¢élaboration de ces recommandations (den Dunnen and Antonarakis,
2000). La description complete du systtme de nomenclature, en évolution continue, est
consultable sur le site internet de la société savante dont le but est de favoriser la découverte
et la caractérisation des variations du génome (Human Genome Variation Society ; HGVS ;
http://www.HGVS.org/mutnomen/).

C’est dans ce contexte que la Leiden Open-source Variation database (LOVD) a été
créée (Fokkema et al., 2005; Fokkema et al., 2011). Il s’agit d’'une LSDB dont le but est de
développer un systéme simple de base de données pour la collecte et 1’affichage des variations
de séquence de geénes. Ce systéme répond aux exigences suivantes : étre libre, indépendant de
la plate-forme et faire appel a une architecture web communément utilisée (PHP et MySQL),
sa configuration et sa maintenance doivent étre faciles et la LSDB doit suivre les
recommandations actuelles de la HGVS. Cette LSDB incorpore un systéme informatique de
vérification de la nomenclature des variations de séquence: il s’agit de 1’outil Mutalyzer qui
permet de générer et/ou de vérifier la nomenclature des variations au moment de la saisie de

chaque mutation ou variation (http://www.mutalyzer.nl/).

La derniére version de cette base de données (LOVD v.2.0) présente une flexibilité et des
fonctionnalités accrues avec la capacité notamment de répertorier des variations de séquence
dans plusieurs geénes par patient. Cette structure dynamique permet également aux
gestionnaires d'ajouter des colonnes personnalisées. Nous avons utilisé cet outil logiciel pour
créer une base de données performante spécifique a GDAPI.

I1 existe déja une base de données rassemblant les informations sur les mutations des génes
conduisant aux différentes neuropathies périphériques héréditaires, dont GDAPI1 : c’est la
Base de Données des Mutations des Neuropathies Périphériques Heéréditaires (ou The
Mutation Database of Inherited Peripheral Neuropathies ; IPNMDB), rendue publique en
1999 dans le cadre de I’ Initiative pour une Base de Données des Mutations de |’Organisation
du Génome Humain (HUGO). Cette base de données est consultable sur le site internet

http://molgen-www.uia.ac.be/CMTMutations/. Cependant, concernant GDAP1, la base de

données n’a pas été mise a jour depuis 2007 et ne comporte pas de données cliniques
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suffisantes pour établir des corrélations génotype-phénotype. De plus, cette base de données
ne répertorie que les mutations publiées et ne permet pas d’évaluer la fréquence de chaque
mutation et les points chauds mutationnels.

Nous avons créé une base de données spécifique au gene GDAPI1 afin de collecter
toutes les variations de séquence pathogénes ou non pathogénes, publiées ou non publiées.
Cet outil permet de soumettre directement de nouvelles mutations ou de nouveaux patients, en
y associant des informations cliniques et électrophysiologiques utiles pour 1’étude des
corrélations génotype-phénotype. Cette base de donnée offre également la possibilité de
décrire des mutations dans plusieurs génes pour un méme patient. L article 4 présente cette

base et I’analyse des données.
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Abstract:

The establishment of Locus Specific Databases (LSDB) is a crucial tool for rare diseases, and
one of the aims of the Human Variation Project. We report the development of a publicly
accessible LSDB for the ganglioside-induced differentiation-associated-protein 1 gene

(GDAPI) involved in Charcot-MarieTooth disease (CMT) accessible at http://mitodyn.org.

CMT disease represents a large group of clinically and genetically heterogeneous disorders
leading to inherited peripheral neuropathies affecting motor and sensory neurons. Mutations
in the GDAPI gene, which encodes a protein anchored to the mitochondrial outer membrane,
are usually associated with recessive forms of CMT (CMT4A and AR-CMT2) and only rarely
with the autosomal dominant forms (CMT2K). The phenotypic presentations of patients
carrying GDAPI mutations are heterogeneous and it is difficult to make genotype-phenotype
correlations, since the majority of description mutation occurs in few isolated patients. The
GDAP1 LSDB adopted the Leiden Open Variation database (LOVD) software platform. This
database contains 54 unique variants reported in 158 patients. Analysis of molecular, clinical

data and electrophysiological phenotypes are described in detail.

Keywords : Charcot-Marie-Tooth disease type 4A/2K- GDAP1- LOVD- LSDB
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Introduction

Charcot-Marie-Tooth (CMT) disease is one of the commonest causes of inherited
peripheral neuropathies with a prevalence of about 10-30 per 100,000, depending on the
country of origin (Emery, 1991). CMT neuropathies are characterized clinically by
progressive sensory loss, weakness, muscle atrophy, loss of deep tendon reflexes, and foot
deformities. To date, about forty genes have been found responsible for CMT. Some of these
genes encode mitochondrial proteins, i.e. mitofusin 2 (MFN2) and ganglioside-induced
differentiation-associated-protein 1 (GDAPI). GDAPI mutations are responsible for Charcot-
Marie-Tooth disease, type 4A (CMT4A; MIM# 214400) (Baxter et al., 2002), the most
frequent recessive subtype of demyelinating CMT; for AR-CMT2 (MIM#607776) (Cuesta et
al., 2002), the axonal recessive subtype; for CMTRIA (MIM#608340) (Senderek et al., 2003),
the intermediate recessive CMT; and for CMT2K (MIM#607831) (Cassercau et al., 2009;
Chung et al., 2008; Claramunt et al., 2005), the rare dominant subtype.

The gene locus was first identified on chromosome 8q13-q21 (CMT4A) in Tunisian
families, and associated with slow MNCV and hypomyelinisation detected by nerve biopsy
(Ben Othmane et al., 1993). The corresponding gene, GDAPI, was identified by Baxter et al.
(2002). GDAPI was previously identified as one of ten cDNAs expressed in a differentiated
Neuro2a mouse neuroblastoma cell line, in which cholinergic differentiation with neurite
sprouting had been induced by transfection of GD3 synthase (a2,8 sialyltransferase) cDNA
(Liu et al., 1999).

The GDAPI gene, with a length of 23,728 base pairs (bp), contains six exons and five
introns. Two transcript variants of GDAPI have been identified. Transcript variant 1,
representing the longer variant, encodes the longer isoform, designated as isoform a (358
amino acids). Transcript variant 2, encoding isoform b, contains an alternate in-frame exon,
uses an alternate splice site in the 5' coding region, and a downstream start codon, compared
to transcript variant 1. Isoform b (290 amino acids) has a shorter N-terminal sequence
compared to isoform a. mRNA studies using RT-PCR have demonstrated the ubiquitous
expression of GDAP1, predominantly in nervous tissues (Cuesta et al., 2002).

Phylogenetic and structural analyses suggest that GDAP1 belongs to a subfamily of
glutathione-S-transferases (GSTs) (Cuesta et al., 2002; Marco et al., 2004; Shield et al.,
2006). GDAPI has two typical GST domains, domain I (GST-N) at the N-terminal region and
domain II (GST-C) at the C-terminal region. These domains were predicted using

bioinformatics tools (Cuesta et al., 2002; Marco et al., 2004) and no functional GST activity
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has been demonstrated so far (Pedrola et al., 2005; Shield et al., 2006). It has been also shown
that GDAPI1 has a single transmembrane domain (TMD) at the extremity of the C-terminal,
and a hydrophobic domain (HD) in the flanking C-terminal region (Marco et al., 2004;
Wagner et al., 2009). Moreover, GDAP1 has two additional regions between amino acids
152-164 and 169-195 which are predicted to represent two helices, a 4 and o 5, constituting
the a4-a5 loop.

Several studies have suggested that GDAP1 plays a role in mitochondrial fission
(Niemann et al., 2005; Pedrola et al., 2008). It was shown that the TMD plays a key role in
mitochondrial targeting and mitochondrial membrane insertion (Wagner et al., 2009). On the
C-terminal side, positively charged amino acids flanking the TMD control both mitochondrial
targeting and the fission function of GDAPI1. The hydrophobic domain (HD) seems essential
for mitochondrial fission mediated by GDAP1. We have recently shown that GDAPI
mutations in fibroblasts from CMT2K patients are associated with mitochondrial complex I

defect (Cassereau et al., 2009).

The examination of the relationship between the genotype and the phenotype of the
various forms of CMT disease involving GDAPI mutations shows that the recessive forms are
generally far more severe than the dominant forms. In particular, in the recessive forms, the
truncating mutations have a more severe phenotype, with early onset and rapid progression of
the disease leading to the inability to walk by the age of 10, generally followed by wheelchair
dependence before the end of the third decade (Cassereau et al., 2011b).

However, the phenotypic presentations of patients carrying GDAPI mutations are
heterogeneous. Regarding the age of onset and the age of functional disability, there is not
only a large clinical variability among patients carrying the same mutations (Moroni et al.,
2009) but also a significant intrafamilial variability (Azzedine et al., 2003). It is difficult to
make phenotype-genotype correlations for GDAP1 gene mutations, since the majority of
description mutation occurs in few isolated patients. The analysis of a larger number of cases
of CMT disease involving GDAPI mutations, along with detailed clinical,
electrophysiological and pathological data, will be required to establish a reliable relationship

between the genotype and phenotype of the different forms of the disease.
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We have developed a web-based locus-specific database (LSDB) for GDAPI sequence
variations with short publication delays. We here describe the construction of the database,

the procedure for data submission, and the presentation of the data.

The GDAP1 Database development, curating procedure, and nomenclature.

We established a Locus-Specific Database (LSDB) for GDAPI using the Leiden Open
(Source) Variation Database (LOVD) version 2 build 31 system (Fokkema et al., 2011). This
database includes a total of 20 variant items and 18 clinical/patient items (example of an entry
in Figure 1). A standardized description of the clinical and molecular items was set up using
drop-down lists with predefined variables. The clinical features were based on the usual
symptoms of mitochondrial diseases.

The data is accessible to the public and will be a valuable tool for both clinicians and
researchers as it will contain both published and unpublished sequence variants. Contributors
can submit their variants online to the database upon registration for a login and password (to
collect contact information for reference purposes and clarification of submitted data). The
mutational data description was confirmed using the Web-based software Mutalyzer, to which
LOVD software is currently also linked (Wildeman et al., 2008). Variations submitted directly
to the LSDB were rechecked with these tools. All putative novel mutations were detected in

affected patients, segregated with disease status and were not present in control individuals.

Informations of the database correspond to a reviewing of all the clinical and
molecular data of patients carrying GDAP1 mutations published in peer-reviewed literature.
While most variants can be described in the latest update of the standard nomenclature

(www.hgvs.org/mutnomen) (den Dunnen and Antonarakis, 2000; den Dunnen and Paalman,

2003), some inaccuracies may persist because gene anomalies discovered earlier might have
been named according to a convention now out of use. Eventually, the ‘““DNA published’’
field of the page dedicated to each variant (Figure la) indicates whether the name of the
mutation has been modified by the Curator. The GDAP1 LSDB website will require absolute
compliance with the rules set out above to describe sequence variants in order to provide
uniform and comparable data.

The GDAPI mutations are described according to the GDAPI transcript variant 1 (RefSeq:
NM 018972.2), containing 6 exons and encoding an isoform (a) of 358 amino acids.

Nucleotide numbering of nuclear genes reflects cDNA numbering with +1 corresponding to
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the A of the ATG translation initiation codon in the reference sequence, according to journal

guidelines. The initiation codon is codon 1.

Pathogenicity criteria is stated in the Variant data fields Reported pathogenicity and
Concluded pathogenicity (Figure la). It is dependent on clinical context and molecular
findings. Putative novel mutations detected in affected patients must segregate with disease
status and must not to be present in control individuals. Putative mutations were graded
according to type of mutation: frameshift and nonsense mutations were considered to be
probably pathogenic. Missense mutations were denoted as “pathogenicity unknown” when
detected in single families or “probably pathogenic” when detected in some families.
Missense mutations were considered to be pathogenic when proven by experimental evidence

or detected in multiple families.

Database content analysis

Type of mutations and affected domains

To date, the GDAP1 database contains 54 unique variants whose four of them are
considered as non pathogenic sequence variants (NPSV). Pathogenic mutations, which affect
the coding sequence of the gene, are more frequently found in exon 3 (15 mutations) and exon
6 (13 mutations) (figure 2a). The most frequent mutational protein consequences are missense
31/50 (62%) mutations. In addition, nine frameshifts (18%), seven nonsense (14%) and three

splicesite (6%) mutations have also been reported (figure 2b).

Few mutations are recurrent, however, some are frequently reported: the ¢.581C>G
mutation (p.Ser194X) reported 38 times in Spain, Marocco and Tunisia, the ¢.487C>T
mutation (p.GIn163X) reported 34 times essentially in Spain, the c.715C>T mutation
(p.Leu239Phe) reported 28 times essentially in Eastern Europe and the ¢.358C>T mutation
(p.Argl20Trp) was reported 17 times, essentially in Spain.

Among all pathogenic variants reported in the database, 58% are located into GST
domains of the protein, highlighting an important role of these domains in protein function as
recently mentioned (Crimella et al., 2010). Among the 31 missense mutations, 20 (65%)

affect GST domains (6 in GST-N and 14 in GST-C), 4 (13%) the a4a5 loop, 1 (3%) the HD
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domain, 1 (3%) the TMD domain and 5 (16%) missense mutations affect any particular
domain of the protein (figure 2c). Interestingly, 4/6 missense mutations involved in CMT2K
are located into GST domains (p.Ser34Cys in GST-N, and p.GIn218Glu, p.Arg226Ser and
p.Cys240Tyr in GST-C).

In the same way, in patients presenting with recessive form of the disease associated with
homozygous missense mutations, 35/45 (78%) harbor mutations located into GST domains
(12 in GST-N and 23 in GST-C). In addition, truncating mutations located before aminoacid
287 affect at least one GST domain, which is the case in almost all truncating mutations

reported.

Clinical data

To date, 158 patients (81 females, 66 males and 11 not available) are currently
reported in the database: 26 with a dominant form CMT2K, 126 with a recessive form
(CMT4A, AR-CMT2 or CMTRIA) and 6 patients are difficult to classify, either because the
authors suspected mutation on the second allele, or because the pathogenicity of the second
variant is uncertain. All clinical data had been collected in database in the exception of 28
patients for which clinical data entry was insufficient for phenotype classification.

Clinical severity was evaluated by the age of onset of the disease : before 10 years, between
11 and 30 years, after 30 years or asymptomatic, and by walking disability : independent, with
technical support or wheelchair-bound, before or after age 30.

Phenotypic data was correlated with the mutational data in different distinct ways in patients
with sufficient clinical data for each item:

- the age of onset according to: (1) the mode of inheritance (dominant or recessive); and (2)
the affected domains for dominant forms (GST domains, a4a5 loop, transmembrane domain,
hydrophobic domain or non-specific domain);

- the walking disability according to: (1) the mode of inheritance (dominant or recessive); and

(2) the predicted effect at the protein level: truncating mutations or missense mutations

Data analysis shows that patients with a recessive form of the disease present a more
severe phenotype than those with a dominant form (Table I). The first symptoms appear
before age of ten in 99% of patients presenting with a recessive form versus 19% in dominant
forms. Thirty-five percent of patients with a dominant form (CMT2K) are asymptomatic until

30 years, whereas all patients with a recessive form have symptoms before the end of the
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adolescence. Among dominant forms, symptoms appear before 10 years old in 37.5% of
patients harboring mutations in GST domains versus 6% when mutations affect any specific
domain (Table I). Interestingly, almost all patients with mutations in GST domains are
symptomatic after 35 years old whereas 35% of patients with mutations in non-specific
domain are asymptomatic at least until 30 years old (Table I). These findings suggest that
mutations affecting GST domains are responsible for a more severe phenotype probably by a

different pathophysiological mechanism.

Evolution of the CMT disease associated to GDAPI mutations is more rapid in
recessive forms than dominant forms. Twenty-seven percent of AR-CMT patients are
wheelchair-bound before 30 years and 76% after 30 years, and generally wheelchair-bound is
almost constant after 40 years (Table II). Any AR-CMT patient walks independently after 30
years. In CMT2K patients, 83% walk independently before 30 years and only 1/20 (5%)
CMT?2K patient over 30 years reported in the database is wheelchair-bound at age 50. Eighty
percent of CMT2K patients walk independently after 30 years (Table II).

Nonsense and frameshift mutations are more often associated with a severe phenotype
than missense mutations. Although in both cases all patients need technical assistance over 30
years, the evolution is more rapid in patients with homozygous truncating mutations: almost
all patients over 30 years (93%) are wheelchair bound versus 50% in patients harboring

missense mutations (Table II).

A greater number of cases of CMT disease involving GDAP1 mutations, along with
detailed clinical, electrophysiological and pathological data, will be required to improve
relationship between the genotype and phenotype of the different forms of the disease. This is

the aim of our database.

Electrophysiological data

On the basis of electrophysiologic criteria, CMT diseases are commonly classified in
two major categories: the demyelinating form, characterized by slow motor median nerve
conduction velocity (MNCV), and the recessive and dominant axonal forms, with a normal or
only slightly reduced Motor Nerve Conduction Velocity (MNCYV). It is usual also to take into

account the notion of "intermediate" forms of CMT. Thus, the demyelinating forms could be
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defined by MNCYV of the median nerve at or below 30 m/s, axonal forms by the median nerve
MNCYV above 40 m/s, and intermediate forms by the median nerve MNCV between 30 and 40
m/s (Dubourg, 2004). Thus, we have included electrophysiological data following these
categories in our database in order to characterize the neuropathies associated to GDAP1
mutations. To determine the type of neuropathy, we need to report not only the MNCV but
also the compound motor action potential (CMAP), reflecting the axonal loss. GDAPI
mutations have been described as responsible for demyelinating forms (CMT4A), axonal
forms (AR-CMT2 and CMT2K) and intermediate forms of CMT (CMTRIA).

In our database, electrophysiological parameters are reported for all patients except for
38 patients for which electrophysiological data are not sufficient. Thus, our analysis concerns
120 patients. Among them, 30 patients (25%) had not recordable median nerve parameters
suggesting a severe axonal loss (Table III). Sixty-eight patients (57%) are reported with
MNCYV > 40 m/s corresponding to axonal forms, thirteen patients (11%) with MNCV between
31 and 40 m/s and nine patients (7%) with MNCV < 30 m/s corresponding to the classical
definition of demyelinating forms (Table III). However, all reduced velocities < 30 m/s
(100%) were associated with major amplitude reductions, less than 0.5 mV. In the same way,
85% of patients with MNCV between 31 and 40 m/s have CMAP < 6 mV, whose 62% < 1
mV, at early age, more often before 5y (Table III). These electrophysiological findings
favoured severe axonal neuropathies with secondary demyelination in CMT-associated to
GDAPI mutations.

Indeed, usually, in demyelinating forms of CMT disease affecting myelinic proteins
such as CMT1A, CMT1B (Birouk et al., 1997; Hattori et al., 2003; Lewis et al., 2000) or in
others CMT4 (Dubourg et al., 2006), conduction slowing < 30 m/s is present since the early
phases of myelination, it is definitely established within the age of 3-5 years, it does not
significantly change over time, independently from clinical severity and progression, and it is
therefore a marker of disease even in asymptomatic patients. Whereas the amplitudes that
were initially normal progressively decreased over time following secondary axonal loss. In
addition, we have previously shown that all histopathological analysis of nerve biopsies
described in cases of CMT disease involving GDAPI mutations revealed a loss of the large
myelinated fibres which is known to reduce the MNCV (Cassereau et al., 2011b). Thus, the
loss of larger fibres may explain the lower MNCV reduction found in these severe cases.

In conclusion, our message is that mutations in GDAP1 are responsible for primary
axonal damage with secondary demyelination in the most severe cases, which seems

important in understanding the pathophysiology of the disease.
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Future prospects

Interestingly, a patient referred to our database, mutated for the GDAP1 gene, is also carrying
a mutation in the MFN2 gene (Cassereau et al., 2011a). Other cases have been brought to our
attention (proceedings...). This becomes increasingly common with the genetic studies
becoming more and more global.

That's the reason why mitodyn database will incorporate other genes involved in diseases
affecting the mitochondrial dynamics and bioenergetic. Thus the OPA1 LSDB (eOPAl)
(Ferre et al., 2005), curated by our laboratory, will soon be transferred to mitodyn.org. We
will then integrate MFN2, responsible for CMT2A2 (Zuchner et al., 2004), and DRPI
associated to encephalopathy with lactic acidosis (Waterham et al., 2007). These different
diseases involving mitochondrial dysfunction could concern not only the same practicians and
researchers, but also may involve the same patients. Thus, in the future, we hope to refine
genotype-phenotype correlations on the diseases of the mitochondrial dynamics, comparing

and crossing the clinical, electrophysiological and biochemical data.
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Figure 1: Example of a submission from GDAP1 database. a : molecular items. b : clinical
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Table I: genotype-phenotype correlation analysis using GDAP1-LOVD data evaluating the
age of onset according to mode of inheritance and affected domains in dominant forms.
Values represent the number of patients for each situation and the corresponding percentages
are mentioned in brackets. (y : years ; GST : glutathione-transferase domain).

Age of onset

<10y 10-30 y >30y asymptomatic Total
Recessive forms 122 (99.2) 1(0.8) 0 0 123
Dominant forms 5(19.2) 12 (42.2) 6 (23.1) 3(11.5) 26
Domain affected
GST 3(37.5) 2 (25) 3(37.5) 0 8
ada5-loop 1(100) 0 0 0 1
non-specific 1(5.9) 10 (58.8) 3(17.6) 3(17.6) 17

Table II: genotype-phenotype correlation analysis using GDAP1-LOVD data evaluating
walking ability according to mode of inheritance and predicted effet on protein in recessive
forms. Values represent the number of patients for each situation and the corresponding
percentages are mentioned in brackets. (y : years)

Walking disability

Independent Technical assistance Weelchair-bound Total
Recessive forms <30y 23 (32.9) 28 (40) 19 (27.1) 70
>30y 0 6 (24) 19 (76) 25
missense/missense < 30 y 16 (45.7) 10 (28.6) 9(25.7) 35
>30y 0 5 (50) 5 (50) 10
truncating/truncating < 30 y 6(22.2) 13 (48.2) 8(29.6) 27
>30y 0 1(6.7) 14 (93.3) 15
missense/truncating < 30 y 1(12.5) 5(62.5) 2 (25) 8
>30y 0 0 0 0
Dominant forms <30y 5(83.3) 1(16.7) 0 6
>30y 16 (80) 3 (15) 1(5) 20
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Table III : analysis of electrophysiological parameters using GDAP1-LOVD data. Values
represent the number of patients for each situation and the corresponding percentages are
mentioned in brackets. (MNCV : Motor Nerve Conduction Velocity ; CMAP : Compound
Motor Action Potential)

Conduction Velocity (m/s)
MNCV >40 MNCV 31-40 MNCV <30 Notrecordable

Amplitude (mV)

CMAP>6  28(41.2) 2 (15.4) 0 !

CMAP 1.1-6 29 (42.6) 3(23.1) 0 /

CMAP 0.51 6 (8.8) 3(23.1) 0 /

CMAP < 0.5 5 (7.4) 5 (38.5) 9 (100) !

Not recordable / / / 30
Total 68 (56.7) 13 (10.8) 9 (7.5) 30 (25) 120
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I11.3. Résultats et discussion

Afin de contribuer a une meilleure compréhension de I’implication de GDAP1 dans la
physiopathologie du CMT4A/2K, nous avons développé une base de données spécifique

dédiée a ce gene (http://mitodyn.org/) répertoriant les variations de séquence publiées,

pathologiques ou non, et permettant ¢galement des soumissions directes de la part d’autres
laboratoires. Des données cliniques et paracliniques pour chaque patient sont intégrées a cette
base de données qui est un outil utile pour le diagnostic moléculaire, les études statistiques et

la détermination de corrélations génotype-phénotype dans cette maladie.

Nous avons répertorié les différents variants en suivant les recommandations de la
HGVS et la séquence de I’ADNc tirée du National Centre for Biotechnology Information
(NCBI) (numéro d’accession NM_018972.2). L’analyse de ces variants a ’aide de 1’outil
mutalyzer a permis de corriger certaines erreurs commises dans la nomenclature de certains

variants décrits dans plusieurs publications (Table II).

Table II: Variants présents dans la base de données dont la nomenclature a été modifiée
suite a 1’analyse par I’outil mutalyser et en suivant les recommandations de ’'HGVS.

ID Variant Variant publié Variant modifié = Référence

GDAP1_00001 c.23delAG c.27_28del Crimella et al. (2010)
GDAP1_00047 c¢.102G>C c.102C>G Sahin-Calapoglu et al. (2009)
GDAP1_00012 ¢.342-345delAAAG c.341_344del Claramunt et al. (2005)
GDAP1_00015 ¢.349_350insT ¢.349dup Senderek et al. (2003)
GDAP1 00016 c.507G>T c.507T>G Senderek et al. (2003)

Di Maria et al. (2004)
GDAP1_00046 c.IVS5+24C>T €.694+24C>T Sahin-Calapoglu et al. (2009)

Cuesta et al. (2002)
Sevilla et al. (2003)
Claramunt et al. (2005)
Sevilla et al. (2008)

GDAP1_00022 c¢.863insA c.862dup
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L’analyse de cette nouvelle base de données a permis de confirmer que les formes
récessives sont plus séveres que les formes dominantes. De plus, parmi les formes récessives,
les mutations tronquantes sont responsables d’une évolution plus rapide de la maladie avec
une dépendance au fauteuil roulant quasi constante avant 1’dge de 40 ans. Nous avons
¢galement montré 1’importance des domaines GST, affectés dans la majorité des mutations, et
associés a des phénotypes plus séveres notamment dans les formes a transmission dominante
de la maladie. Les données électrophysiologiques des patients inclus dans la base permettent
de suggérer I’atteinte primitivement axonale de la maladie et I’absence de forme purement

démyélinisante comme nous I’avions déja mentionné dans 1’article 3.

A moyen terme, l’objectif est d’inclure d’autres protéines impliquées dans la
dynamique mitochondriale telles que OPA1, MFN2 et Drpl. Les maladies neurodégénératives
associées a ces geénes sont prises en charge par les mémes médecins et intéressent les mémes
équipes de recherche. De plus, un méme patient peut étre affecté par des mutations dans
plusieurs de ces génes. En effet, nous avons déja répertorié un patient porteur de mutations a
la fois dans GDAPI1 et dans MFN2 (Cassereau et al., 2011), et prochainement d’autres
patients également mutés dans ces deux geénes seront intégrés a la base de données. Il nous
semble donc important de croiser les données génétiques et cliniques de ces patients afin
d’améliorer la stratégie diagnostique de ces maladies. C’est dans cette perspective que nous
avons nomm¢é notre base de données « mitodyn» pour « MITOchondrial DYNamics ».
Prochainement, nous transférerons la base de données eOPA1 créée par notre laboratoire
(Ferre et al., 2005) dans cette nouvelle base de données (mitodyn.org). Nous souhaitons
également intégrer a terme les résultats des analyses biochimiques et d’imagerie

mitochondriale publiés et réalisés a partir de fibroblastes de patients.
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IV. Article n°5

Article 5 :

Oxidative stress contributes to the pathophysiology of Charcot-Marie-Tooth disease
type 2K

Cassereau J, Chevrollier A, Goizet C, Gueguen N, Desquiret-Dumas V, Angebault C, Verny
C, Amati-Bonneau P, Reynier P, Bonneau D, Procaccio V.

Manuscrit en préparation
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IV.1. Introduction

L’analyse des corrélations génotype-phénotype, montre que les mutations affectant les
domaines GST sont responsables de phénotypes plus sévéres avec un age de début plus
précoce et une évolution plus rapide notamment dans les formes dominantes de la maladie.

L’objectif des travaux présentés dans ’article 5 était de comparer le métabolisme
énergétique mitochondrial dans deux familles CMT2K dont 1’une porte la mutation p.C240Y
dans le domaine C-GST (décrite dans I’article 1) et ’autre la mutation p.R120W n’affectant
aucun domaine spécifique de la protéine. Nous avons étudié la chaine respiratoire chez les
trois patients porteurs de la mutation p.R120W a I’état hétérozygote, afin de confirmer le
déficit fonctionnel du complexe I mis en évidence dans la premiere famille.

Afin d’expliquer I’origine du déficit du complexe I, nous avons étudié, par la réalisation de
Western blots des différents complexes de la chaine respiratoire et par la réalisation de
technique de séparation en gel de polyacrylamide (blue Native PAGE), le complexe I sous sa
forme native. Ces analyses ont permis de déterminer s’il existait un déficit quantitatif ou un
défaut d’assemblage du complexe 1.

L’implication de la chaine respiratoire mitochondriale dans la physiopathologie du CMT
associ¢ aux mutations de GDAP1, conduit a explorer le stress oxydant. Nous avons quantifié
de la production de radicaux libres mitochondriaux par microscopie a fluorescence (sonde
Mitosox™), par le dosage de ’activité enzymatique de 1’aconitase matricielle, par le dosage
des groupements thiols, ainsi que par l'analyse par western blot de I’enzyme antioxydante
MnSOD. Cela a permis d’évaluer si le stress oxydant est commun a tous les patients ou s’il
existe un caractére dépendant de la localisation de la mutation dans la protéine.

Enfin, nous avons évalué¢ I’effet du resvératrol, une molécule antioxydante et également

activatrice des sirtuines impliquées dans la biogenése mitochondriale.
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IV.2. Article n°5

Oxidative stress contributes to the pathophysiology of
Charcot-Marie-Tooth disease type 2K

Cassereau J, Chevrollier A, Goizet C, Gueguen N, Desquiret-Dumas V, Angebault C,

Verny C, Amati-Bonneau P, Reynier P, Bonneau D, Procaccio V.

Manuscrit en préparation
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Abstract:

Charcot-Marie-Tooth (CMT) disease is the most common cause of inherited peripheral
neuropathies. Demyelinating (CMT4A) and axonal (CMT2K) forms of CMT are associated
with GDAPI gene mutations. GDAPI is located in the outer mitochondrial membrane and
takes part of the mitochondrial network dynamics. In CMT2K patients fibroblasts, dominant
mutation p.C240Y of GDAPI1 has recently been associated with a mitochondrial NADH
ubiquinone oxidoreductase defect. We here explore the metabolic relationship between
GDAP1 mutations and the complex I decrease activity.

Using CMT2K fibroblasts with p.C240Y or p.R120W mutations, we showed that
mitochondrial complex I deficiency was associated with an energetic glycolytic switch and
revealed a significant reduction of sirtuin 1 isoform, a major deacetylase sensitive to cellular
redox state. The p.C240Y mutation located in the glutathione-S-transferase domain was
associated with a main mitochondrial oxidative stress as compared to p.R120W mutation
located in an unrelated sequence. However, both CMT2K fibroblasts treated with resveratrol,
a polyphenol with antioxidant properties, restored complex I activity suggesting a common
role of oxidative stress. This result provides useful input and a promising therapeutic strategy

for CMT2K associated to GDAP1 mutations.

Keywords : Charcot-Marie-Tooth disease — Oxidative stress — Sirtuins — Resveratrol
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Introduction

Charcot-Marie-Tooth (CMT) disease is one of the commonest causes of inherited peripheral
neuropathies with a prevalence of about 10-30 per 100,000, depending on the country of
origin (Emery, 1991). To date, about thirty genes have been found responsible for CMT
(Banchs et al., 2009). Four of these genes encode mitochondrial proteins, i.e. mitofusin 2
(MFN?2), ganglioside-induced differentiation-associated-protein 1 (GDAPI), heat shock
protein beta-8 (HSPBS), and heat shock protein beta-1 (HSPBI). GDAPI mutations are
described as responsible for CMT4A (Baxter et al., 2002), the most frequent recessive
subtype of demyelinating CMT; for AR-CMT2 (Cuesta et al., 2002), the axonal recessive
subtype; for CMTRIA (Senderek et al., 2003), the intermediate recessive CMT; and for
CMT2K (Cassereau et al., 2009; Chung et al., 2008; Claramunt et al., 2005; Crimella et al.,
2010), the rare dominant subtype.

The pathophysiology of CMT2K is not yet fully understood and deleterious factor inducing
neuronal cell death is not known. Although GDAPI sequence does not suggest any
involvement in mitochondrial dynamics, some studies have suggested that GDAPI1 is a
regulator of mitochondrial fission (Niemann et al., 2005). Thus, overexpression of GDAP1
results in mitochondrial fragmentation whereas silencing GDAP1 expression results in less
fragmented and more elongated mitochondria (Niemann et al., 2005). In neuroblastoma N1E-
115 cell line infected with lentiviral particles encoding shRNA against GDAP1, additional
transfection with a wild-type GDAP1 expression construct reverted the change in
mitochondrial morphology to the situation in control cells. In such KO GDAPI1 cell, re-
expression of dominantly inherited GDAP1 mutants caused significant mitochondrial
fragmentation (Niemann et al., 2009), leads to elevated reactive oxygen species (ROS) levels

and increases the susceptibility to apoptosis.
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These useful models of CMT2K pathologies were confronted to studies from skin fibroblasts
from patients harbouring heterozygous mutant alleles at native expression levels, thereby
avoiding drastic phenotypes caused by protein overexpression, inactivation or transfection.

We have thus shown that GDAP1:p.C240Y mutation is associated with mitochondrial
complex I defect (Cassereau et al., 2009) implying GDAP1 in mitochondrial bioenergetics.

The complex I deficiency is the most common enzymatic deficiency of the oxidative
phosphorylation (OXPHOS) system (Smeitink and van den Heuvel, 1999; Triepels et al.,
2001) and is associated with a large spectrum of diseases from Leigh syndrome, Leber’s
hereditary optic neuropathy, mitochondrial encephalomyopathy with lactic acidosis and
stroke-like episodes (MELAS syndrome) to other devastating neurodegenerative disorders,
including Parkinson's disease (PD) (Schapira et al., 1990). Complex I deficiency leads to
reduce NADH oxidation and decreases electron transfer, causing a sharp reduction of
mitochondrial ATP production. Evidence has been provided that OXPHOS-derived ROS
predominantly originate from reduced flavin in complex I (Kussmaul and Hirst, 2006) and
complex I deficiencies may lead to overproduction of ROS. In addition, ROS has a harmful
effect on respiratory chain complex I by inducing protein oxidation leading to a decrease of

enzymatic activities (Fridovich, 1997).

In the present study, using skin fibroblasts from CMT2K patients from two unrelated families,

we investigated the metabolic consequences of GDAP1 mutations targeting or outside GST

domains.
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Methods

Cell culture.

Primary dermal fibroblasts were obtained from skin biopsies taken after getting written
consent from 6 control subjects, 3 patients harbouring the p.C240Y and 3 patients carrying the
p-R120W mutations in GDAPI gene. Fibroblasts were maintained in DMEM/10% bovine calf
serum (BCS) at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO2. All fibroblast cultures were
mycoplasma-free, as shown by the DAPI/Hoechst in situ coloration and by PCR
(Venor®Gem, BioValley, Marne-la-Vallée, France). All experiments were carried out using
cells with similar passage number, ranging from 5 to 15, so as to avoid artefacts due to
senescence, 1.e. at passage numbers >20.

For experiments using resveratrol, vehicle control (ethanol 1:2500) and resveratrol 10uM, 25
uM or 50 uM (Sigma Chemicals St Louis, MO) were added 48 hours before measurements.
Resveratrol 50 pM was not used in complex I activity analysis since an antiproliferative effect

was observed with this concentration in control and CMT2K fibroblasts (data not shown)

mtDNA sequencing :

To exclude the presence of any mitochondrial DNA mutation, we sequenced entirely the
mitochondrial genome. The mtDNA was PCR amplified in eight fragments and PCR products
were purified and sequenced as described elsewhere (Nochez et al., 2009). One patient
harbouring the p.C240Y and one patient carrying the p.R120W mutation have been whole

sequenced for their mtDNA.
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Measurement of respiration rate and efficiency of Mitochondrial ATP Production in
Permeabilized Cells

Respiration rates were determined in cells permeabilized by digitonin exposure (15 pg/million
of cells). Cells were resuspended in the respiratory buffer (10 mM KH2PO4, 300 mM
mannitol, 10 mM KCI and 5 mM MgCl2, pH 7.4). The respiratory rates of 3-5*10° cells were
recorded at 37°C in 1.5 ml glass chambers using a two-channel, high-resolution Oxygraph
respirometer (Oroboros, Innsbruck, Austria). Respiration was started with complex I-
dependent substrates (5 mM malate / 5 mM pyruvate). Complex I-coupled state 3 respiration
was measured by adding 0.5 mM NAD"/ 1.5 mM ADP. Then, 10 mM succinate was added to
reach maximal coupled respiration and 10 uM rotenone were injected to obtain the complex
II-coupled state 3 respiration. Oligomycin (8 pg/ml) was added to determine the uncoupled
state 4 respiration. Finally, FCCP (1 uM) was added to control the permeabilisation of
fibroblasts.

The rate of mitochondrial ATP synthesis and the ATP/O ratio were determined in cells

permeabilized by digitonin exposure as previously described (Loiseau et al., 2007).

Enzymatic Activities.

The activities of the mitochondrial OXPHOS complexes were measured on cell homogenates
using a Beckman DU 640 spectrophotometer (Beckman coulter, Fullerton, CA, USA) using
an adaptation of the method described by Rustin et al. (1994) with slight modifications.
Complex I (NADH ubiquinone reductase) activity was measured according to a procedure
previously described (Loiseau et al., 2007) and adapted from Benit et al. (2008) with use of
DCPIP. Aconitase and fumarase activities were determined as described elsewhere (Razmara
et al., 2008). Isocitrate Deshydrogenase activity was measured by following NADH

appearance using 0.8 mM NAD" and NADP" and 10 mM isocitrate as substrates in a mixture

132



containing 2 mM CaCl,, 0.2 mM EDTA and 10 mM MgCl,, in 50 mM KH,PO4 buffer pH

7.5.

Lactate and pyruvate concentrations in cell supernatant.

Lactate concentrations in the culture media were determined by spectrophotometry, using
enzymatic assays (Boehringer, Mannheim, Germany) on a Hitachi-Roche apparatus (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Pyruvate concentration was determined by
measuring NADH concentration decrease in presence of the lactate dehydrogenase enzyme

using DiaSys enzymatic kit (DiaSys, Germany).

Determination of membrane protein thiol content

The mitochondrial suspension, incubated in standard reaction medium, was submitted to two
subsequent freeze-thawing procedures to release matrix proteins and was then centrifuged
during 2 min at 16 000 rpm. The pellet was treated with 200ul of 6% trichloroacetic acid and
centrifuged at 16 000 rpm during 2 min in order to precipitate the protein. The final pellet was
suspended in 200 pl of a medium containing 5 mM EDTA, antiprotease and 0.1% triton, and
1 to 2 ul of 5M KOH were added to neutralized. 50 pl of protein were added to 950 ul of a
solution containing 5,5’-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid)(DTNB) 1mM, KH,PO,4 0.1 M (pH
7.2) and 1 mM EDTA. Solution was incubated 15 min to 37°C before measurement.

Absorption was measured at 412 nm.

Western-blotting.
Isolated mitochondria were extracted from fibroblasts according to the protocol indicated by
Mitosciences (http://www.mitosciences.com/protocols.html). Mitochondrial proteins (20 ug)

were boiled in a Laemmli buffer and analyzed by Western blotting using anti-voltage-
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dependent anion channel (VDAC), antitotal OXPHOS complex cocktail (1:500 Mitosciences,
Eugene, Oregon), anti-SIRT1 (1:1000 Cell Signaling technology), anti-SIRT3 (1:1000 Cell
Signaling technology), anti-MnSOD (1:1000 Abcam, Paris, France), anti-alpha-Tubulin (1:10
000 Sigma, St Louis, MO, USA). Membranes were then washed three times in TBS-Tween
0.1% and incubated with anti-mouse IgG horseradish peroxidase linked antibody (1:20 000
Amersham Biosciences, UK) or with goat anti-rabbit HRP conjugate (1:20 000 Bio-Rad) for
lh 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).

Blue native polyacrylamide gel electrophoresis of complex I
Blue native polyacrylamide gel electrophoresis (BN-PAGE) was performed following Wittig
et al. (2006). Antibodies anti-NDUFAG6, anti-NDUFS3 and anti-NDUFA9 were purchased

from MitoSciences.

Deconvolution microscopy: mitochondrial network analysis and intracellular ROS
detection

Mitochondria were labelled using Mitotracker® Green (Molecular Probes, CA, USA).
Fibroblasts were pulse-loaded with 100nM Mitotracker® Green for 15 min in a humidified
atmosphere (95% air, 5% CO2) at 37°C. After loading, cells were thoroughly washed with
DMEM without red phenol, 1% FCS. For imaging, coverslips were placed on the stage of an
inverted microscope. Images were acquired with an inverted wide-field Leica (DMI6000B,
Microsystems, Wetzlar, Germany) equipped with a Roper CoolSnap HQ2 camera (Roper
Scientific, Tucson, AZ, USA) a high-sensitivity CCD camera for quantitative fluorescence

microscopy. A precision, piezoelectric driver mounted underneath the objective lens allows
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faster Z-step movements, keeping the sample immobile while shifting the objective lens. An
average of 30 planes images were acquired along the Z-axis at 0.2 pum increments.
Metamorph® 7.6 software (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) were used for image
acquisition. We use point-spread function (PSF)-Speck microspheres for testing the optical
stability of our system. Image restoration algorithms can be used to reassign the optical blur to
its original location (Huygens software, Scientific Volume Imaging, Hilversum, The
Netherlands). Each successive iteration leads to a new estimation closer to the real object. At
the end of the iterative process, the blur is reduced and the signal considerably increased in
the regions of the structures of interest. Imaris 6.3® software (Bitplane, Zurich, Switzerland)

for 3D processing and morphometric analysis was used.

To evaluate ROS production, cells were cultured in a four-well chamber slide (Labtek, Nunc
International, Naperville, IL). After 48 hours of culture, the culture medium was washed with
HBSS, and cells were incubated with MitoSOX™ (5uM, Molecular Probes) selective
mitochondria-targeted specifically for superoxide anion following manufacturer's instructions
in HBSS buffer (+CaCl, + MgCl,) for 15min at 37°C. Images were acquired with with an
inverted wide-field Leica (DMI6000B, Microsystems,Wetzlar,Germany) and a Roper
CoolSnap HQ2 camera. MetaMorph software (Molecular Devices, CA, USA) was used to
analyze images. 30 cells were analyzed per patient. 80 regions of equal size are created; 70
are arranged at the mitochondria most marked and 10 are arranged in the background to
evaluate the background noise of the cytosol. The background noise is subtracted from the
average intensity of fluorescence to compare qualitatively and quantitatively the production of

mitochondrial ROS from controls and patient cells.
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Statistical analysis
Statistical comparisons were made with the Mann-Whitney U test; differences were

considered to be significant at P < 0.05.

Results

Mitochondrial complex I deficiency in CMT2K cells.

Mitochondrial bioenergetics studies showed that the mitochondrial NADH ubiquinone
oxidoreductase (complex I) enzymatic activity was 50% lower in fibroblasts harbouring the
p.C240Y mutation compared to control fibroblasts (figure 1a, p=0.01). In patient fibroblasts
carrying the p.R120W mutation, complex I activity was 30% reduced compared to controls
(Figure 1a, p=0.09), but polarography, using complex I substrates, showed that the respiration
rate and the corresponding ATP production were 40% lower in both mutated cell lines
compared to normal controls (see ATP production value on figure 1b, and malate pyruvate

(MP) complex I substrates value on figure 1c, and, p<0.05).

Cytoplasmic redox potential Alteration and Sirtuin 1 reduction in CMT2K fibroblasts

The lactate/pyruvate concentration ratio (L/P) in the culture media of patient’s fibroblasts was
two to three times higher than in controls cells (figure 2a). This generally indicates a
glycolytic switch secondary to mitochondrial dysfunction. The L/P ratio reflects the cytosolic
NAD/NADH ratio by the following relationship: lactate + NAD" — pyruvate + NADH. This
cellular NAD/NADH concentration ratio (Fulco et al., 2003) is a main factor regulating the
NAD -dependent deacetylase family of Sirtuins. SIRT1 isoform, mainly located in nuclear
and cytosolic compartments, has been recognized to have a primary role in mitochondrial

biogenesis and metabolism (Aquilano et al., 2010; Gerhart-Hines et al., 2007). The SIRT3
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isoform, which is considered as the main mitochondrial NAD"-dependent deacetylase, should
be involved in regulation of complex I activity (Ahn et al., 2008). We here show, by Western-
blotting analysis, that SIRT1 level was almost 70% decreased in CMT2K cells (figure 2b,

p=0.02) whereas SIRT3 content was unchanged (figure 2c).

Complex I deficiency is not due to a reduction or a defective complex I assembly

Complex I is the largest complex of the respiratory chain being composed of 7 mtDNA and at
least 39 nuclear DNA encoded subunits. Mutations in structural subunits have been found in
40% of the patients with inborn deficiency of complex I (Iuso et al., 2006). No pathogenic
mutation has been found in CMT2K patients from this study, and haplotype H1 and T have
been found for the patient harboring the p.C240Ymutation and the patient harboring the
p.R120W mutation respectively (data not shown). By screening several complex I subunits
(NDUFBS, NDUFS4, NDUFB6 and NDUFA9) CMT2K fibroblasts extracts, we did not
found any modification of complex I content in relation to the complex I enzymatic decreased
activity (figure 3a). In addition, no defective complex I assembly have been found by
subjecting digitonin-treated mitochondrial extracts to Blue-Native-PAGE analysis followed

by NDUFB6, NDUFS3 and NDUFAO9 subunits detection (Figure 3b).

Krebs cycle is not involved in complex I defect.

Despite a mitochondrial energetic defect and the energetic glycolytic switch, there was no
decrease in mitochondrial mass as shown by the quantification of the citrate synthase activity
(Table I). This Krebs cycle enzyme is described as weakly sensitive to Krebs cycle activity as
compared to the isocitrate dehydrogenase (ICDH), an important regulated enzyme of Krebs
cycle. Because of complex I accepts electrons from the Krebs cycle carrier NADH, we aimed

to determine if the ICDH was affected. However, ICDH as well as fumarase, shows no
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significant variation (Table 1). Interestingly, in GDAPI1:p.C240Y fibroblasts, aconitase
activity was strongly decreased by 40% (Table I). This enzyme is specifically sensitive to
mitochondrial ROS and the decrease of the ratio aconitase/fumarase is an oxidative stress

marker.

GDAP1 mutation in GST domain leads to ROS production

In GDAP1:p.C240Y fibroblasts, the aconitase/fumarase ratio suggested an overproduction of
ROS (Table I). By microscopic imaging, using a fluorescent probe specific to mitochondrial
oxygen species, we showed a 40% enhancement of fluorescence intensity in
GDAP1:p.C240Y fibroblasts compared to controls (Figure 4a and b, p=0.020). In addition,
the 50% decrease of thiol group level, as compared to control (figure 4c, p=0.015), also
supported a ROS overproduction. Coherently, the protein expression of the manganese
superoxide dismutase (MnSOD), a major mitochondrial antioxidant enzyme, was 53% higher
in GDAP1:p.C240Y cells (figure 4d, p=0.045). In contrast, with the GDAP1:p.R120W, no
oxidative stress marker was observed (figure 4a and b). These results show that the mutation

in the GST domain of GDAP1 alone increases the mitochondrial oxidative stress.

The antioxidant molecule resveratrol restores the complex I activity in CMT2K.

Since oxidative stress could be involved in pathophysiology of CMT2K depending on
mutation location, we aimed to evaluate the effect of an antioxidant treatment on complex I
activity. We chose the resveratrol as a molecule candidate, not only for its very well known
antioxidant action, but also for its role in mitochondrial biogenesis via SIRT1 activation
(Lagouge et al., 2006). Resveratrol 10uM, 25 uM or 50 uM were applied 48h on p.C240Y
and p.R120W fibroblasts. Whereas resveratrol treatment did not have any effect on complex I

activity in control fibroblasts, the complex I activity increased by 44% with resveratrol 25 uM
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(figure 5, p=0.021) in CMT2K fibroblasts, without difference between both mutations.

Resveratrol 10 uM did not increase complex I activity (data not shown).

Alteration of mitochondrial network is dependent on dominant GDAP1 mutations
location.

As previously shown, the p.C240Y mutation is associated with a partial fragmentation of the
mitochondrial network (Figure 6) (Cassereau et al., 2009)). In contrast, no alteration of the
mitochondrial network was revealed in GDAP1:p.R120W fibroblasts (Figure 6). These results
suggest that the mitochondrial fragmentation observed in GDAP1:p.C240Y fibroblasts could

be the consequence of oxidative stress.

Discussion

In a previous study on skin fibroblasts from CMT2K patients, the mutation p.C240Y affecting
the Gluthatione-S-Transferase domain has been associated with mitochondrial complex I
defect (Cassereau et al., 2009). We here detailed a metabolic study of a second family carried
the p.R120W which did not affect any particular domain of GDAPI1. Our results confirmed
the mitochondrial NADH ubiquinone oxidoreductase complex I deficiency in CMT2K with a
40% decrease in ATP production derived from complex I substrates. In both p.C240Y and
p.R120W fibroblasts, we found an energetic glycolytic switch associated with an alteration of

cellular redox potential coherently with a mitochondrial dysfunction.

Mitochondrial complex I oxidizes NADH, produced predominantly by the Krebs cycle, to

regenerate the NADH pool but no alteration of others OXPHOS complexes, nor isocitrate
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dehydrogenase, fumarase and citrate synthase enzymes activities, has been found in all

CMT?2K fibroblasts showing the specificity of complex I involvement.

A new conserved family of NAD-dependent deacetylases that regulate the cell metabolism by
the deacetylation of key enzymes, the sirtuins, are known to be dependent on NAD+/NADH
ratio (Fulco et al., 2003). Our protein expression analysis shows that SIRT1 isoform content
was 70% decreased in CMT2K patient cells whereas SIRT3 isoform level was maintained as
in control cells. The nuclear and cytosolic isoforms SIRT1 have been recognized to have a
primary role in mitochondrial metabolism increasing mitochondrial biogenesis through the
activation of PPARgamma coactivator-lalpha (PGC1 a) and nuclear respiratory factor 1
(NRF1) regulatory pathway (Pfluger et al., 2008). However, despite SIRT1 down regulation,
no modification of mitochondrial mass was observed in CMT2K fibroblasts, nor down

expression of complex I protein subunits as compared to controls.

As regard to literature, SIRT3 was a good candidate to be misregulated in CMT2K. SIRT3
may physically interact with NDUFA9 subunit of complex I and in the absence of SIRT3,
multiple components of complex I demonstrate increased acetylation and complex I activity
inhibition (Ahn et al., 2008). However, Sirtuins isoforms, whose functionality would be
interdependent, would be essentially regulated by the modulation of their enzymatic activity.
Modulation of sirtuins deacetylase activity should be performed to precise their function in
CMT2K disease. In addition, Sirtuins by their role of deacetylation of histones and
transcription factors involved in the regulation of survival pathways, oxidative stress and
metabolism (Sauve et al., 2006), are also emerging as potential targets in various

neurodegenerative diseases such as Alzheimer or Parkinson's disease.
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Moreover, we showed that oxidative stress would be involved in pathogenicity of CMT2K. In
a first time, we found elevated oxidative stress markers in GDAP1:p.C240Y fibroblasts,
whereas GDAP1:p.R120W cells showed comparable values to control cells. Mitochondrial
ROS production and antioxidant MnSOD enzyme were increased in p.C240Y fibroblasts as
compared to controls. The p.C240Y mutation affects the Glutathione-S transferase domain of
GDAPI. To date, no experimental GDAP1 GST activity has been demonstrated and this result
suggests anti-oxydant function of GDAPI. Thus, GSTs are an enzymatic family widely
distributed, present both in plants and animals, and play a role in the detoxification of
xenobiotics and endogenous toxicants. The primary catalytic activity of GSTs is the
conjugation of electrophilic compounds through nucleophilic attack by reduced glutathione.
The faulty operation of this process would lead to increase ROS production.

These first results suggest that ROS involvement in pathophysiology of CMT2K depends on
mutation location.

Interestingly, 60% of described GDAP1 mutations affect the GST domains suggesting an
important role of these domains in GDAP1 function (Cassereau et al., 2011; Crimella et al.,
2010). In addition, our synthesis of literature shows that among the dominant forms of the
disease, patients carrying mutations located into GST domain had a more rapid disease
progression compared to patients carrying the p.R120W mutation, which is the only reported
missense mutation involved in CMT2K located outside of a specific domain of the protein
(Supplementary data 1). The first symptoms appeared before 10 years in 37.5% of patients
carrying mutation in GST domains. In contrast, the first symptoms appeared before 10 years
in 5% of patients harboring the p.R120W mutation and 21% of these patients were
asymptomatic even after the age of 30.

These observations suggest that the disease progression is more rapid when GST domains are

affected, emphazing the important role of these domains in protein function.
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Since oxidative stress seems to be involved in pathophysiology of CMT2K, we aimed to
evaluate the effect of an antioxidant treatment on complex I activity. Resveratrol, a
polyphenol phytoalexin present in red wine and grapes is well known as an antioxidant by
increasing the superoxide dismutase mitochondrial activity and quantity (Robb et al., 2008)
and was shown to improve mitochondrial complexes activities during cerebral ischemia
(Yousuf et al., 2009).

Interestingly, resveratrol reverts the complex I deficiency in p.C240Y as well as p.R120W. It
is well known that complex I is a major mitochondrial site for ROS production (Galkin and
Brandt, 2005; Lenaz et al., 2010) and that free radicals has a harmful effect on respiratory
chain complex I by inducing protein oxidation leading to a decrease of enzymatic activities
(Fridovich, 1997; Ketterer et al., 1988; Zhao et al., 1999). Resveratrol, known to be a sirtuin
activator (Borra et al., 2005), could control ROS-induced signalling pathways and increase

complex I function by sirtuins dependent deacetylation.

In conclusion, the results emerging from this study provide new evidence for a critical role of
mitochondrial dysfunction in the pathogenesis of CMT2K associated to GDAP1 mutations.
GDAPI1 defect leads to a mitochondrial complex I activity defect associated with an increase
ROS production. Mutation in GST domain may limit the antioxidant function of GDAPI
leading to a greater mitochondrial oxidative stress. Finally, this study provides useful input to

help in designing a new therapeutic strategy for CMT2K associated to GDAP1 mutation.
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Figures

Table I: Krebs cycle enzymes activities. Enzymatic activities were measured on six controls and on
GDAP1 mutant fibroblasts. Aconitase/fumarase ratio was performed as an usual marker of oxidative
stress. Isocitrate dehydrogenase (ICDH) activity is normalized with the citrate synthase (CS) activity,
a Krebs cycle enzyme weakly sensitive to Krebs cycle activity as compared to ICDH, and used as a
reference mitochondrial content.

Controls c240Y R120W

Citrate synthase (CS) activity 353 + 67 404 + 74 451 + 44

(nmol/min/mg protein)

Aconltase . 104815 638:09* 8.65+1.8

(nmol/min/mg protein)

Fumarase . 80%22 68105 563+ 063
(nmol/min/mg protein)

Aconitase/Fumarase 1.37+0.33 093+007* 1.53%0.15
ICDH ICS 0.20+0.03 0.23+0.04 0.26%0.09
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Figure 1: Biochemical findings. a. Complex I enzymatic activity normalized with the citrate
synthase (CS) activity, a reference mitochondrial content. b. Rate of oxygen consumption with
complex I substrates (Malate and Pyruvate). ¢. Mitochondrial ATP production with complex I
substrates. The results are expressed as mean values + standard deviations of three independent
measurements. Statistical significance levels: *p<0.05
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Figure 2: Cytosolic redox potential status and sirtuin contents. a. Lactate/Pyruvate (L/P) ratio
performed in the culture media of control and patient’s fibroblasts, reflecting the cytosolic
NAD'/NADH ratio. b. Expression of SIRTI in fibroblasts of controls and patients analyzed by
western-blotting. ¢. Expression of SIRT3 in fibroblasts of controls and patients analyzed by western-
blotting. For western-blotting analysis, a-tubulin is used as marker of protein loading. Values of
SIRT/tubulin are expressed as percentage of control values. The results are expressed as mean values
+ standard deviations of three independent experimentations. Statistical significance levels: *p<0.05
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Figure 3 : Complex I assembly analysis. a. Expression of complex I analyzed by western-blotting
using antibodies against subunit NDUFB8 and VDAC, used as a mitochondrial marker. Representative
blots for three controls and the six patients are shown. b. Complex I assembly analysis blue Blue
Native page using antibodies against NDUFS3, NDUFB6, NDUFA9 subunits.
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Figure 4 : Evaluation of ROS production. a. Fluorescence microscopic imaging, using a fluorescent
probe specific to mitochondrial oxygen species (MitoSOX™). The figure illustrates representative
images for controls compared to fibroblasts harboring the p.C240Y or the p.R120W mutation. b.
Histogram representing fluorescence intensity in control fibroblasts compared to patient fibroblasts.
Values are expressed as percentage of control values. ¢. Determination of membrane protein thiol
content in control fibroblasts compared to mutant fibroblasts. d. Expression of MnSOD in fibroblasts
of controls and patients analyzed by western-blotting, using a-tubulin as marker of protein loading.
Values of MnSOD/tubulin are expressed as percentage of control values.

Results are expressed as mean values obtained in three controls, in patients harboring the p.C240Y
mutations and in patients harboring the p.R120W =+ standard deviations of three independent
experimentations. Statistical significance levels: *p<0.05
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Figure 5: Effect of resveratrol 25 pM on complex I activity. Complex I enzymatic activity is
normalized with the citrate synthase (CS) activity, a reference mitochondrial content. Vehicle
corresponds to ethanol at a 1:2500 dilution. The results are expressed as mean values obtained in four
controls, in two cell lines harbouring the p.C240Y mutation and in two cell lines harbouring the
p-R120W mutation + standard deviations of three independent measurements. Statistical significance
levels: *p<0.05

Table S1 : CMT2K patients reported in literature harboring missense mutations in GST domains or in
a non-specific domain. To date, the p.R120W is the only described missense mutation associated with
CMT2K located outside of a specific domain

Age of onset Age atlast  Walking ability

GDAP1 mutations examination {age of References
(years)
(years) dependance)

Mutations affecting
GST domains
Patient 1 S34C 7 20 WS (17y) Crimelia et al. (2010)
Patient 2 Q218E 16 36 wi Chung et al. (2008)
Patient 3 Q218E 25 68 wi Chung et al. (2008)
Patient 4 R226S 8 25 wi Crimelia et al. (2010)
Patient 5 R226S 35 49 wi Crimella et al. (2010)
Patient 6 C240Y * 30 52 WB (50 y) Cassereau et al.(2009)
Patient 7 C240Y * 50 78 wi Cassereau et al.{2009)
Patient 8 C240Y * 10 67 WS (65 y) Cassereau et al.(2009)
R120W mutation
Patient 1 14 34 wi Claramunt et al. (2005)
Patient 2 40 67 WB (65 years) Sivera et al. (2010)
Patient 3 9 43 wi Sivera et al. (2010)
Patient 4 asymptomatic 40 wi Sivera et al. (2010)
Patient 5 35 38 wi Sivera et al. (2010)
Patient 6 65 80 wi Sivera et al. (2010)
Patient 7 15 52 wi Sivera et al. (2010)
Patient 8 asymptomatic 20 wi Sivera et al. (2010)
Patient 9 16 40 wi Sivera et al. (2010)
Patient 10 17 38 wi Sivera et al. (2010)
Patient 11 18 62 Wi Sivera et al. (2010)
Patient 12 20 33 wi Sivera et al. (2010)
Patient 13 14 30 wi Sivera et al. (2010)
Patient 14 12 24 wi Sivera et al. (2010)
Patient 15 asymptomatic 72 wi Sivera et al. (2010)
Patient 16 25 75 WS (70 years) Sivera et al. (2010)
Patient 17 * asymptomatic 62 wi this study
Patient 18 * 50 65 wi this study
Patient 19 * 15 68 Wi this study
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IV.3. Résultats et discussion

- Altération de la bioénergétique mitochondriale impliguant le complexe I dans le

CMT2K

La mesure des parametres respiratoires et des activités enzymatiques des différents
complexes de la chaine respiratoire a permis de confirmer I’implication de GDAP1 dans la
bioénergétique mitochondriale via le complexe 1. En effet, chez tous les patients étudiés il a
été retrouvé un déficit du complexe I associé a une diminution de la synthése d’ATP sous la
dépendance de ce complexe. Cette dysfonction de la chalne respiratoire a pour conséquence
un switch du métabolisme oxydatif mitochondrial aérobie vers une glycolyse aérobie, évalué
par le rapport Lactate/Pyruvate (L/P). En effet, le rapport L/P est un témoin fiable du potentiel
redox cytosolique (NAD'/NADH). Lorsque I’oxydation phosphorylante mitochondriale est
bloquée, des équivalents réduits de type NADH s’accumulent et favorisent la formation de
lactate de facon a régénérer le NAD pour permettre le fonctionnement de la glycolyse et la
production d’ATP & partir du glucose. Chez tous les patients ce rapport NAD'/NADH est
augmenté confirmant I’augmentation de la glycolyse.

Un changement du ratio NAD/NADH peut modifier l'activité des sirtuines
déacétylases NAD-dépendantes (Canto et al., 2009). Le fonctionnement des sirtuines est
dépendant du NAD" et est directement liée au statut énergétique cellulaire (Bitterman et al.,
2002; Lin et al., 2000; Lin et al., 2002). Nous avons étudi¢ I’implication de la voie sirtuine-
dépendante par quantification des 2 isoformes principales SIRT3 et SIRT1. Nous avons mis
en évidence une importante diminution de la quantit¢ de SIRTI dans les fibroblastes des
patients CMT2K probablement secondaire a la modification du potentiel redox. La quantité de

SIRT3 est inchangée.

- Absence d’anomalie structurale du complexe 1.

Nous avons quantifi¢ le complexe I par Western-blot et nous avons analysé
I’assemblage des différentes sous-unités par BN-Page. Les différentes analyses n’ont pas
montré d’anomalie de la structure du complexe I, confirmant I’hypothése d’une dérégulation

enzymatique du complexe I.
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- Implication du stress oxvdant dans la physiopathologie du CMT2K.

Notre étude confirme qu’il existe une surproduction de ROS dans les fibroblastes des
patients porteurs de la mutation p.C240Y localisée dans le domaine GST-C. En revanche, les
fibroblastes des patients porteurs de la mutation p.R120W, n’affectant aucun domaine
spécifique de la protéine, n’ont pas de marqueur de stress oxydatif. Cependant, le traitement
des fibroblastes des patients par le resvératrol, un antioxydant et activateur de sirtuines, a
permis une restauration de 1’activité enzymatique du complexe I chez tous les patients. Les
ROS semblent ainsi impliqués dans le déficit OXPHOS mitochondrial 1i¢ aux mutations de
GDAPI1. L’absence de signe de stress oxydant dans la famille qui porte la mutation p.R120W
pourrait étre la conséquence d’une meilleure réponse antioxydante. En effet, il a ét¢ mis en
¢vidence une augmentation du stress oxydatif apreés surexpression de mutations dominantes
(p.R120W et p.T157P) dans des cellules HeLa (Niemann et al., 2009). Ces données
soulignent 1’importance des domaines GST dans la fonction de GDAPI1 et suggerent une
implication de la protéine dans les défenses antioxydantes. Cette observation est a corréler
avec le fait que les mutations qui affectent les domaines GST de la protéine, ont un phénotype
clinique plus sévere.

Les résultats de cette étude apportent de nouvelles données dans la compréhension des
mécanismes physiopathologiques de cette maladie, impliquant le stress oxydatif en particulier
dans les formes affectant des domaines GST ou il semble que les capacités de défense contre
les ROS soient dépassées. La mise en évidence d’une diminution quantitative de SIRTI,
probablement secondaire a un déséquilibre du statut redox, suggere un défaut de régulation a
I’origine du déficit du complexe 1. Le complexe I est trés régulé notamment par des
mécanismes de phosphorylation impliquant de nombreuses kinases, et par déacétylation
impliquant les sirtuines. Dans le foie de souris SIRT3-/-, il a été montré que l'acétylation du
complexe I de la chaine respiratoire est augmentée et associée a une diminution de la
consommation d'oxygeéne mitochondriale avec des substrats du complexe I suggérant ainsi
que SIRT3 est impliquée dans la régulation du fonctionnement mitochondrial via la
déacétylation du complexe I (Ahn et al., 2008). L’exploration de ces mécanismes de
régulation par la réalisation d’immunocaptures du complexe I est actuellement en cours afin
d’évaluer le niveau d’acétylation et de phosphorylation de ce complexe dans les fibroblastes

de patients CMT2K comparés aux controles.
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L’action du resvératrol ouvre des perspectives thérapeutiques dans cette maladie. Il
serait intéressant de vérifier si le resvératrol améliore également les parameétres fonctionnels

en oxygraphie et d’étudier I’effet du resvératrol sur la cascade d’activation des sirtuines.
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CONCLUSION GENERALE ET
PERSPECTIVES

153



Les maladies neurodégénératives sont des pathologies dont I’expression phénotypique
est extrémement variée et I’origine moléculaire complexe. Les maladies de Charcot-Marie-
Tooth forment une famille de neuropathies héréditaires impliquant plusieurs dizaines de génes
différents. Depuis une dizaine d’années, de nouveaux geénes codant pour des protéines
mitochondriales ont été directement liés a des sous-classes de CMT. Les mutations du geéne
MFN2, une protéine impliquée dans le processus de fusion des mitochondries sont ainsi
responsables du CMT2A. Le role de MFN2 a été¢ largement étudié par différentes approches
moléculaires, cellulaires et par la création de modéles murins. Ces études sont trés instructives
car elles couvrent une quantité importante d’approches et d’hypothéses. Bien qu’il n’y ait pas
encore d’explication physiopathologique claire du CMT2A, plusieurs dysfonctionnements
mitochondriaux conduisent a la dégénérescence des neurones. L’altération de la morphologie
mitochondriale associée a un défaut de transport des mitochondries ou un défaut de

bioénergétique mitochondriale sont en cause.

Modele fibroblastique CMT2K/4A :

Les études du géne GDAP1 et du CMT4A/2K sont comparativement trés peu
nombreuses ce qui limite les hypothéses physiopathologiques. La mise en évidence de
mutations du géne GDAP1 dans une famille suivie & Angers, nous a permis de proposer une
¢tude physiopathologique du CMT2K. C’est avec 1’étude métabolique des fibroblastes de
peau de ces patients que j’ai initié mes travaux de recherche scientifique. Ce modéle cellulaire
est une opportunité trés intéressante d’étudier les conséquences de mutations en condition
d’expression basale (sans systéme de transfection, ni mutagenése). Bien sir, certaines limites
méthodologiques existent et la tissu-spécificité neuronale de ces pathologies est a prendre en
considération dans nos hypothéses et nos conclusions. Les fibroblastes restent un modele
d’étude largement utilisé dans le cadre des pathologies mitochondriales.

Malgré la rareté des CMT4A/2K et la complexité a obtenir les biopsies de peau de ces
patients, nous avons étudié plusieurs mutations du géne GDAPIL. Pour cela nous avons
collaboré avec une équipe espagnole de I’hdpital de Barcelone, et une équipe du CHU de

Bordeaux.

Nous avons exploré la capacité de croissance de ces cellules et étudié leur capacité
oxydative par 1’analyse de la chaine respiratoire mitochondriale. Nous avons exploré
I’architecture du réseau mitochondrial et I’ultrastructure mitochondriale. Tel que nous I’avons

décrit dans nos articles et dans ce manuscrit, nous avons mis en évidence qu’un défaut de
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GDAPI1 conduit a altérer le métabolisme énergétique mitochondrial. L’activité enzymatique
du complexe I est diminuée ainsi que la synthése d’ATP qui dépend de ce complexe. Le
déficit énergétique mitochondrial se traduit par une balance métabolique au profit de la
glycolyse. L’expression de SIRTI, une déacétylase NAD'-dépendante est profondément
diminuée dans ces cellules ce qui montre bien 1’altération du rapport NAD'/NADH. L’analyse
de différents marqueurs du stress oxydatif a montré que la mutation p.C240Y dans un
domaine GST (Gluthation-S-Transferase) de GDAP1, conduit a une augmentation importante
du stress oxydatif mitochondrial. Ces mémes marqueurs n’ont pas indiqué de stress oxydant
associ¢ a la mutation p.R120W située en dehors de tout domaine de caractéristique connu.
Cependant, 1’action du resvératrol, une molécule aux propriétés antioxydantes, appliqué aux

cultures de fibroblastes, conduit a restaurer I’activité du complexe I des patients CMT2K.

Ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives dans la compréhension des
mécanismes physiopathologiques de cette maladie, impliquant non seulement le stress
oxydatif mais également la voie des sirtuines, impliquées dans la régulation du complexe I par
déacétylation. Le schéma de la figure 12 récapitule les différentes conséquences
bioénergétiques des mutations de GDAP1. Nous avons montré 1’absence de modification
structurale et quantitative des sous-unités du complexe I. Il serait intéressant d’étudier le
niveau d’acétylation et de phosphorylation de ce complexe en isolant le complexe I par les
techniques d’immunocapture. L’objectif étant a terme de développer des stratégies
thérapeutiques ciblant la mitochondrie. Le resvératrol par son action sur la biogenese

mitochondriale via SIRT1 en fait une molécule candidate.
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Figure 12: Hypothéses physiopathologiques des mutations du géne GDAP1 sur le métabolisme
énergétique de fibroblastes de patients atteints de CMT2K (en violet) et des conséquences du
déficit d’activité du complexe I (en vert).

1 : Les mutations de GDAP1 sont responsables d’une surproduction de ROS dont le niveau varie en
fonction de la localisation des mutations.

2 : Les ROS en exces oxydent le complexe I et diminuent son activité. Ce déficit du complexe I est
¢galement responsable d’une production accrue de ROS.

3 : Le déficit d’activité du complexe I diminue 1’oxydation du NADH, perturbe le transfert d’électrons
et le pompage des protons, ce qui aboutit & une diminution de la synthése d’ATP. Ces altérations
provoquent un bascule vers un métabolisme glycolytique ce qui modifie le potentiel redox cytosolique.
4 : La quantité de la protéine SIRT1, une déacétylase NAD-dépendante sensible a 1’équilibre redox de
la cellule, est diminuée.

5: La diminution de SIRT1 perturbe la voie des sirtuines, qui sont des enzymes impliquées dans le
processus de régulation des différents complexes de la chaine respiratoire par la modulation du niveau
d’acétylation de protéines cibles de ces complexes.

Le resvératrol (en bleu), un antioxydant et activateur de SIRT1, améliore 1’activité du complexe I en
diminuant les ROS d’une part, et en stimulant le métabolisme mitochondrial et la voie de la biogénese
mitochondriale via les sirtuines d’autre part.
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Base de données (LSDB) :

De facon intéressante, nos données fondamentales concernant le domaine GST
croisent avec la sévérité des phénotypes des patients porteurs de mutations dans ces domaines.
La base de données spécifique de GDAPI que nous avons construite, montre clairement que
les mutations GST sont majoritaires parmi les mutations de GDAPI1 et que le phénotype
associé a ces mutations est généralement plus sévere avec un début précoce de la maladie et
une évolution plus rapide. Cette base de données naissante doit pouvoir apporter un outil
décisionnel pour les cliniciens et une base de réflexion pour la recherche de Ia

physiopathologie de la maladie.

Génétique moléculaire des CMT :

L’importance de confronter les données biologiques, moléculaires et cliniques est
démontrée par notre étude d’un patient porteur de deux mutations dans les génes GDAPI et
MNF?2. Ce patient est atteint d’une forme trés sévére de CMT contrastant avec le phénotype
trés modéré des autres membres de la famille atteints de CMT. Les études du métabolisme
énergétique mitochondrial des fibroblastes de ce patient montrent un effet synergique des
mutations associant un découplage mitochondrial li¢ a la mutation MFN2 et un déficit
d’activité du complexe I li¢é aux mutations GDAPI1, responsable d’un effondrement de la
synthése d’ATP. Ces résultats permettent d’expliquer, au moins en partie, la sévérité clinique
observée chez ces patients et met I’accent sur 1’intérét d’une enquéte génétique approfondie
nécessaire au conseil génétique, en particulier dans les familles présentant une forte
hétérogénéité phénotypique. De récentes communications affichées suggérent que cette
association de mutations MFN2/GDAP1 ne serait pas rare (Assises de Génétique, Strasbourg,
2010). Cette coexistence de mutations renforce I’importance d’une coopérativit¢ de GDAP1
et de MFN2. Nous souhaitons déposer un projet afin de poursuivre la collecte de fibroblastes
de peau de patients double-mutés dans différents centres de neurologie en France et en
Espagne.

Par ailleurs, la perspective de 1’analyse de la totalit¢ des exons des genes ou
technologie exome, des patients CMT apportera de nouvelles données sur la compréhension
de ces pathologies. Ces données sont essentielles pour expliquer I’importante hétérogénéité
intrafamiliale constatée dans certaines formes de CMT. Cette approche est en effet de plus en

plus accessible et nous rédigeons un projet dans ce sens.
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Par ailleurs, il a été récemment rapporté une nouvelle mutation du géne MFN2 dans
une famille présentant un phénotype d'Atrophie Optique Dominante « plus » (Chaussenot,
Rouzier, communication affichée, JNLF, Paris, 2011). De plus, des délétions multiples de
I’ADN mitochondrial ont été¢ retrouvées dans le muscle de ces patients. Ces données
impliquent pour la premiere fois la protéine MFN2 dans la stabilit¢ de 1’ADNmt.
L’accumulation de délétions multiples est non linéaire, ce qui pourrait expliquer en partie
I’hétérogénéité clinique. Nous avons initié un projet clinique-biologique afin de collecter les
urines de patients CMT2A. En effet ’'urine est un moyen d’accéder a des cellules de tissu

post-mitotique potentiellement touché par les délétions multiples de I’ADNmt.

Tissu spécificité et modéles neuronaux :

Tel que nous I’avons abordé ci-dessus, la question de la spécificité tissulaire de ces
pathologies reste centrale. La maladie de Charcot-Marie-Tooth est une pathologie touchant le
systéme nerveux périphérique.

Les cellules neuronales ont une morphologie particuliere et des dimensions hors
normes. Les axones de ces cellules, qui peuvent atteindre jusqu’a un meétre de long, doivent
mobiliser une importante quantité d’énergie pour propager I'influx nerveux. Ces transferts
d’énergie font intervenir différents acteurs telles que des créatines kinase et phosphocréatines
qui participent au flux métabolique jusqu’aux pompes ATP-dépendantes, et/ou qui stockent
les liaisons phosphates riches en énergie. Ces cascades métaboliques sont couplées au
déplacement des mitochondries le long des axones. Ces migrations antérograde et rétrograde
nécessitent également une dépense d’énergie par les moteurs moléculaires qui tractent les
mitochondries le long des microtubules. La production d’ATP mitochondriale est en plus
indispensable a la transmission synaptique et a la libération des neurotransmetteurs.

Il sera donc nécessaire de développer des lignées neuronales afin d’étudier les
conséquences de ces modifications sur la dynamique mitochondriale des neurones, et étre
ainsi plus proche de la physiopathologie de la maladie. Notre équipe souhaite s’engager dans
la génération et la production de cellules souches induites a partir de fibroblastes de patient
porteurs de mutations dans des génes impliqués dans la dynamique et la bioénergétique
mitochondriale. Ces cellules souches seront ensuite différenciées en cellules neuronales pour
analyser les conséquences des mutations de ces geénes sur la physiopathologie mitochondriale.
Il serait alors intéressant d’étudier le transport axonal mitochondrial par vidéomicroscopie
dans un mode¢le neuronal de CMT2K afin de déterminer si une anomalie des mouvements

mitochondriaux au sein des axones peut intervenir dans le mécanisme de
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neurodégénérescence comme cela a ét¢é montré dans le CMT2A2 par mutations du geéne
MFN?2. 11 serait souhaitable de développer des méthodes de mesure de la vitesse du
déplacement des mitochondries dans le laboratoire car cette approche pourrait étre ¢largie a
d’autres formes de CMT axonal. En effet, des anomalies du transport axonal semblent
impliquées dans un certain nombre de ces CMT. C’est le cas du CMT2A1 li¢ a des mutations
du géne KIFIB codant pour la kinésine 1B, un moteur moléculaire impliqué dans le transport
axonal (Zhao et al., 2001). Dans le CMT2E par mutations de NEFL, le cytosquelette est
déstructuré ce qui altére le transport axonal mitochondrial et conduit & une dysfonction
mitochondriale (Tradewell et al., 2009). Dans le cas de mutations d’HSPBI (small heat-shock
protein B1) responsables du CMT2F, il a ét¢ mis en évidence un désassemblage des
neurofilaments qui perturberait également le transport axonal mitochondrial (Ackerley et al.,

2006).

Cellules de Schwann :

L’analyse des parameétres électrophysiologiques concernant les patients répertoriés
dans la base de données montre que les formes dites démyélinisantes n’ont pas les
caractéristiques habituelles des formes démyélinisantes de CMT affectant les protéines de la
my¢line. En effet, lorsque les vitesses de conduction nerveuse sont diminuées (en général
entre 25 et 35 m/s), les amplitudes sont effondrées trés précocement et souvent inférieures a
0,5 mV, suggérant que I’atteinte primitive serait axonale et que la démyélinisation serait
secondaire a cette perte axonale majeure. Les données histologiques retrouvent une perte
constante des grosses fibres, pouvant expliquer les diminutions des VCM malgré des
amplitudes parfois peu diminuées. Les formes de CMT impliquant la protéine GDAP1
semblent donc étre des formes axonales avec une démyélinisation secondaire plus ou moins
importante en fonction de la sévérité de la maladie et de son stade d’évolution. Il serait
nécessaire d’étayer cette hypothése par des ¢éléments fondamentaux s’appuyant sur des
expériences de co-cultures neurones/cellules de Schwann afin de préciser s’il s’agit d’une
pathologie de la relation neurone/cellule de Schwann ou s’il existe une atteinte directe de la

cellule de Schwann dans certaines de ces formes décrites comme démyélinisantes.

En tant que Neurologue, cet apprentissage et ce travail de recherche scientifique ont
¢té une opportunité incroyable de faire le lien entre le patient, 1’observation clinique, la

compréhension de la physiopathologie et la démarche thérapeutique.
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L’acte médical et la démarche scientifique sont indissociables. Cela me parait d’autant plus
vrai en Neurologie ou il est nécessaire de bien connaitre les mécanismes physiopathologiques
des maladies afin d’informer et de conseiller au mieux les patients. Suite a ces travaux de
recherche, je souhaite poursuivre une carriere hospitalo-universitaire dans le service de
neurologie du Pr Dubas au CHU d’Angers. Mon activité clinique sera spécialisée dans les
neuropathies périphériques et j’envisage de poursuivre mon travail de recherche sur les
pathologies neurodégénératives et les perturbations mitochondriales. Ceci s’inscrit dans un
programme local du CHU d’Angers ou les patients sont recrutés et suivis dans le Centre de
Référence National des Pathologies Neurogénétiques et Mitochondriales coordonné par le Pr
Bonneau et le Dr Verny, et le travail de recherche sur ces pathologies réalisé par 1’équipe de
recherche spécialisée dans les pathologies mitochondriales et héréditaires, menée par le Pr

Reynier et le Pr Procaccio.
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Fiche Technique n°1 :
Culture primaire de fibroblastes cutanés

Milieux et réactifs :

e DMEM-F12 (Institut de biotechnologies, Jacques Boy, Reims, France)
o SVF (Institut de biotechnologies, Jacques Boy, Reims, France)

o Amniomax® (Gibco, New York, USA)

e Trypsine-EDTA (Gibco, New York, USA)

e PBS (Eurobio, Paris, France)

Culture et récolte des fibroblastes :

Aprés la biopsie cutanée, les fibroblastes cutanés sont cultivées a 37°C, en atmosphére
humide, avec 5% de CO2, dans un milieu constitué de 2/3 de DMEM-F12 - 10% de SVF et
1/3 d’ Amniomax® (Gibco™). Afin d’obtenir un stock de cellules de patients, les fibroblastes
issus des premiers passages sont cryo-congelés, ce qui permet en plus de les préserver de
I’adaptation aux conditions de culture qui favorisent le métabolisme glycolytique. Chaque
passage est réalisé en repiquant 1/3 de la boite initiale afin de conserver un rapport constant
du nombre de division cellulaire par nombre de passage entre patients et témoins. Les travaux
ont été réalisés a des passages< 20 pour éviter I’effet di au vieillissement cellulaire.

Lorsque les cellules sont arrivées a confluence, elles sont lavées par du tampon phosphate
sans calcium ni magnésium (PBS) puis décollées de leur support par de la trypsine 0,25 %-
EDTA 0,02 %. Elles sont ensuite resuspendues dans du PBS - 10% SVF puis centrifugées 5

minutes a 800 rpm.
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Fiche Technique n°2 :
Dosage des protéines par mesure spectrophotométrique

Il est réalis¢ a 1’aide du kit BC Assay® (Interchim, Montlugon, France). Le principe du
dosage repose sur le fait qu’en milieu alcalin, les protéines réduisent les ions cuivriques Cu2+
en ions cuivreux Cu+. Les ions cuivreux et 1’acide bicinchoninique vont alors former un
complexe soluble coloré en violet. L’absorbance est directement proportionnelle a la
concentration protéique qui est calculée a 1’aide d’une gamme étalon de sérum albumine

bovine (BSA).

Réactifs :
e Solution d’acide bicinchoninique : réactif A
e Solution de sulfate de cuivre : réactif B

e Solution standard de BSA Img/ml

Technique :

e Préparer la solution de travail A+B :
- 49 volumes de réactif A
- 1 volume de réactif B
e Préparer la gamme étalon de BSA:
- Point a 0,125 mg/ml : 15 pl de BSA a 0,125 mg/ml + 300 pl de solution A+B
- Point 4 0,25 mg/ml : 15 pul de BSA 4 0,25 mg/ml + 300 pl de solution A+B
- Point 2 0,5 mg/ml : 15 pl de BSA a 0,5 mg/ml + 300 pl de solution A+B
e Préparer un blanc :
- 15 pl de NaCl 0,9%
- 300 pl de solution A+B
e Préparer les échantillons :
- 15 pl d’échantillon (suspension cellulaire) dilué¢ dans le NaCl 0,9% de maniére a étre
dans la gamme
- 300 pl de solution A+B
e Incuber 30 min a 37°C

e Lire I’absorbance a 562 nm contre le blanc
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Fiche Technique n°3 :
Mesure des parameétres respiratoires sur fibroblastes
perméabilisés par oxygraphie

Cette technique consiste a mesurer les vitesses de consommation d’oxygene de cellules
Perméabilisées dans différents états métaboliques. La mesure est réalisée a 1’aide d’un
oxygraphe Oroboros O2k (Oroboros, Innsbruck, Autriche) contenant une électrode de
«Clark» sensible a 1’oxygéne. Elle est composée d’une cathode en platine et d’une anode en
argent. L’anode et la cathode sont connectées par une solution de KCL formant un pont salin
et sont recouvertes d’une fine membrane perméable a 1’0O; dissous. Une tension constante est
appliquée aux deux électrodes de sorte que la cathode soit chargée négativement. Les ions CI’
attaquent 1’argent ce qui libérent des électrons qui vont réduire 1’0, en H>O en présence de
protons. Le mouvement des électrons crée un courant électrique proportionnel en O, qui est
enregistré sous forme de potentiel.

L’équation de la réaction est la suivante :

4Ag+4ClI+02+4H — 4 AgCl+2H20

La variation de courant induite par la réduction de I’oxygeéne au niveau de la cathode est
directement proportionnelle a la concentration d’oxygéne dissoute dans le milieu
d’incubation. Ces variations de courant sont amplifiées et inscrites sur une table tracante. Une

analyse du tracé permet d’obtenir les mesures d’intensités respiratoires par le calcul suivant :

IR = p x 203
~ 200 x [c]

IR : intensité respiratoire (nmol O2/min/mgprot)

p : pente mesurée sur le tracé (mm/min)

203 : solubilité de I’oxygene dans le milieu a 37°c (nmol O2/ml)
200 : pleine échelle (200mm)

[c] : concentration protéique (mg/ml)

L’oxygraphe est composé de deux chambres thermostatées de 2ml disposant d’une agitation
magnétique et est pilot¢ par un ordinateur. Elle est calibrée dans le milieu d’incubation
équilibré a I’air a 37°C. Une solution de dithionite de sodium, un agent réducteur qui va peu a
peu consommer 1’oxygene contenu dans le milieu, est injectée dans la chambre, donnant ainsi
le 0% d’oxygene. Pour le 100%, la consommation d’oxygéne est mesurée sous agitation, cuve

ouverte avec du milieu.
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Réactifs :
e Tampon de respiration avec ou sans BSA
- KH,PO4 : 10 mM
- Mannitol : 300 mM
-KCl: 10 mM
- MgCl, : 5SmM
- BSA : 1 mg/ml
Ajuster a pH 7,4
e Digitonine (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 5 mg/ml chauffer a 95°C, 2.5 min.
e Malate (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 0,5 M, pH 7,0
e Pyruvate (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 0,5 M
e Succinate (Sigma Aldrich, Lyon, France): 0,5 M, pH 7,0
e NAD" (Roche, Rosny-sous-bois, France) : 50 mM
e ADP (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 150 mM
e Roténone (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 2,5 mM
e Oligomycine (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 8§ mg/ml
e FCCP (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 1 mM

Préparation des cellules :

Pour déterminer la consommation d’oxygéne maximale des mitochondries de fibroblastes, les
substrats de la chaine respiratoire doivent étre apportés en exces. Le culot cellulaire (3
millions de cellules) est repris dans du tampon de respiration sans BSA a raison de 50
uwl/millions de cellules. Afin de perméabiliser les fibroblastes, les cellules sont incubées
pendant 2min30 en présence de la digitonine (15 pg par millions de cellules), puis 4 volumes
de tampon de respiration avec BSA sont ajoutés au mélange afin d’inhiber 1’action de la
digitonine. Elles sont ensuite centrifugées 2min30 a 800 rpm. Le surnageant est éliminé, puis
les cellules sont reprises dans 200 ul de tampon de respiration avec BSA et placées dans les

chambres de I’oxygraphe contenant 1,9 ml de tampon de respiration avec BSA.

Oxygraphie :

Les substrats du complexe I, puis du complexe II seront ajoutés successivement afin de
déterminer la respiration dirigée par chacun de ces complexes.
e Reprendre les cellules dans 200 pl de tampon de respiration avec BSA

e Mettre 1,9 ml de tampon de respiration avec BSA dans la cuve de I’oxygraphe et ajouter
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les 200ul de milieu avec les cellules.

e Ajouter dans la cuve :

- Malate 0,5 M : 20 pl (5 mM final)

- Pyruvate 0,5 M : 20ul (5§ mM final)
-NAD" 50 mM : 20ul (0,5 mM final)

- ADP 150mM : 20ul (1,5 mM)

- Succinate 0,5 M : 40ul (10 mM final)

- Roténone 2,5 mM : 8 ul (10 uM final)

- Oligomycine 8 mg/ml : 2ul (8 pg/ml final)
-FCCP 1 mM : 2ul (1 uM final)

e Prélever 4 fois 400l dans la cuve pour le dosage des protéines
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Fiche Technique n°4 :
Mesure de la consommation d’oxygene et de la synthese
d’ATP sur fibroblastes : détermination du rapport ATP/O

Cette technique consiste a déterminer 1’efficacité de la phosphorylation oxydative en dosant
sur une méme suspension de fibroblastes, la consommation d’oxygéne et le taux de synthése
d’ATP correspondant. La consommation d’oxygeéne est mesurée a 1’aide d’un oxygraphe

Oroboros O2k (Oroboros, Innsbruck, Autriche) comme précédemment.

1. Détermination de la consommation d’oxygéne des fibroblastes par

oxygraphie
Réactifs :
e Tampon de respiration avec ou sans BSA
- KH,PO4: 10 mM
- Mannitol : 300 mM
-KCl: 10 mM
- MgCl, : 5SmM
- BSA : 1 mg/ml
Ajuster a pH 7,4
e Tampon de respiration avec BSA et inhibiteurs
- Tampon de respiration avec BSA : 9,8 ml
- EDTA 200 mM : 100 pl
- lodoacétate 200 mM : 100 pl
e Digitonine (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 5 mg/ml chauffer a 95°C, 2.5 min.
e EDTA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 200 mM, pH 7,0
e lodoacétate (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 200 mM
e Malate (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 0,5 M, pH 7,0
e Pyruvate (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 0,5 M
e Succinate (Sigma Aldrich, Lyon, France ): 0,5 M, pH 7,0
e NAD" (Roche, Rosny-sous-bois, France) : 50 mM
e ADP (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 150 mM
e Oligomycine (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 8§ mg/ml
e Atractyloside (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 7,5 mM
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e FCCP (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 1 mM
e Acide Trichloroacétique (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 1%

Préparation des cellules :

Pour déterminer la consommation d’oxygeéne maximale des mitochondries de fibroblastes, les
substrats de la chaine respiratoire doivent étre apportés en exces. Le culot cellulaire (3
millions de cellules) est repris dans du tampon de respiration sans BSA a raison de 50
uwl/millions de cellules. Afin de perméabiliser les fibroblastes, les cellules sont incubées
pendant 2min30 en présence de la digitonine (15 pg par millions de cellules), puis 4 volumes
de tampon de respiration avec BSA sont ajoutés au mélange afin d’inhiber 1’action de la
digitonine. Elles sont ensuite centrifugées 2min30 a 800 rpm. Le surnageant est éliminé, puis

les cellules sont reprises dans 200 pl de tampon de respiration avec BSA

Oxygraphie :

Les mesures sont réalisées a I’aide d’un oxygraphe (Oroboros, Innsbruck, Autriche) en
présence des substrats du complexe I (malate-pyruvate) et du complexe II (succinate).
Les cellules sont reprises dans 200 pl de tampon de respiration avec BSA supplémenté en
iodoacétate [2 mM] et EDTA [2 mM] afin de bloquer la synthése d’ATP glycolytique et
I’hydrolyse de I’ATP par les ATPases cellulaires, et sont placées dans les chambres de
I’oxygraphe contenant 1,9 ml de tampon de respiration avec BSA et inhibiteurs.
e Dans la cuve, ajouter successivement :

- Malate 0,5 M : 20 pl (5 mM final)

- Pyruvate 0,5 M : 20ul (5 mM final)

- Succinate 0,5 M : 20ul (5 mM final)
e Apres obtention d’un plateau lorsque le flux d’oxygéne est stable, prélever 10 pl toutes les
30 secondes dans la cuve (3 prélévements) et ajouter 10 pl d’acide trichloroacétique (TCA)
1%. Le TCA, par son acidité, précipite les protéines, inhibe les ATPases et permet d’éviter
I’hydrolyse de I’ATP. Ces prélévements permettront de s’assurer qu’il n’y a pas de synthése
glycolytique d’ATP.
e Par la suite, ajouter:

-NAD" 50 mM : 20pl (0,5 mM final)

- ADP 150mM : 20ul (1,5 mM)
e D¢s que le tracé s’est stabilisé, réaliser 5 prélévements de 10 pl a 30 secondes d’intervalle et

déproténéisés en présence de TCA 1% pour inhiber I’hydrolyse de I’ATP.
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e Puis, ajouter 8 pg d’oligomycine et 30uM d’atractyloside. L’atractyloside est un inhibiteur
de ’ANT (adenine nucleotide translocase) assurant 1’échange ADP/ATP du cytoplasme vers
la matrice. Atractyloside et oligomycine permettent ainsi de bloquer la synthése
mitochondriale d’ATP, et la sortie d’ATP résiduel de la mitochondrie vers le cytoplasme.

e Réaliser 3 prélévements a ce stade afin de contrdler 1’absence de synthese résiduelle d’ATP
(glycolytique) ou d’hydrolyse d’ATP (inhibition imparfaite des ATPases cellulaires).

e Pour finir, la perméabilisation et la viabilité cellulaire sont controlées en ajoutant 1uM
FCCP.

e Prélever 4 fois 400ul dans la cuve pour le dosage des protéines

2. Dosage de la synthése d’ATP sur fibroblastes par bioluminescence

Cette technique utilise le systéme luciférine — luciférase pour catalyser la réaction suivante :
ATP + D-Luciferine + O2 — Oxyluciferine + AMP + Pyrophosphate + CO2 + photons

Le dosage est réalisé a partir du kit ENLITEN ATP Assay System (Promega, Madison, USA)
et du luminomeétre MiniLumat LB 9506 (Berthold technologies, TN, USA).

Réactifs :
e Kit ENLITEN ATP Assay System (Promega, Madison, USA)
- Réactif L/L (luciférine/luciférase)
- Tampon de reconstitution (12 ml)
- Solution standard d’ATP (107 M)
- Un flacon d’eau ATP-free (25 ml)

Le kit est conservé a -20°C et ses constituants ne doivent pas étre exposés a la lumicre

e Tampon de Neutralisation
- Hepes 25 mM
- EDTA 2 mM

Ajuster a pH 7,75 et autoclaver pour éliminer toute trace d’ATP

Préparation des échantillons :

e Ajouter a chaque échantillon prélevé au cours de I’oxygraphie 980 pl de tampon de

neutralisation
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e Vortexer et laisser décongeler a température ambiante
e Diluer chaque échantillon au 1/10éme par million soit par exemple 1/30¢éme pour 3 millions

de cellules

Dosage :

Le kit doit étre sorti 1 a 2 heures avant le dosage. Une fois décongelé, le réactif L/L est
reconstitué¢ a I’abri de la lumiére par la totalit¢ du tampon de reconstitution puis agité par
retournements. Il doit étre régénéré au moins 30 minutes avant le dosage qui doit étre réalisé
dans les 4 heures. Le dosage est réalisé a 1’abri de la lumiére.

e Préparer une gamme d’ATP de 107 a 107" M. A partir de la solution standard, faire des
dilutions en cascade au 1/10¢éme dans I’eau ATP-free (10 pl de la dilution précédente + 90 pl
d’eau)

e Prendre un tube adapté au bioluminometre et déposer 10 ul de I’échantillon a doser

e Ajouter 90 pl de solution L/L

e Faire aussitdt une mesure de 10 secondes au bioluminométre

e Faire de méme pour chaque point de gamme et chaque échantillon

Les résultats sont obtenus en RLU (unit¢ de lumiére relative). A partir de la droite étalon
obtenue par la gamme d’ATP, on en déduit la concentration en ATP de notre échantillon. I1
suffira ensuite de multiplier cette concentration par les différents facteurs de dilution utilisés
lors de la préparation, soit, pour un échantillon de départ de 3 millions de cellules :

[ATP] mesurée x 30 x 100 x 1000.

On obtient ainsi la concentration présente dans la cuve de 1’oxygraphe en nmol/ml. Cette
concentration sera rapportée a la quantité de protéines présente dans 1’échantillon. Pour le
calcul du rapport ATP/O (efficacité des phosphorylations oxydatives), la droite des valeurs
d’ATP en fonction du temps est tracée. L’équation de la droite et le coefficient de régression
sont calculés. La pente de la droite correspond a la synthése d’ATP en nmol d’ATP /min/mg
de protéines. On en déduit ensuite le rapport ATP/O en nous basant sur les paramétres

respiratoires mesurés en paralléle.
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Fiche Technique n°5 :
Dosage de ’activité NADH Ubiquinone Réductase
(Complexe I) sur fibroblastes

Le dosage de I’activité du complexe I est réalis€ en présence d’un accepteur d’électrons
artificiel, le 2,6-dichlorophénol-indophénol (DCPIP). L’activité est donc mesurée en suivant
la réduction du DCPIP par la baisse de 1’absorbance a 600 nm du DCPIP oxydé.

Complexe I

NADH Coenzyme Q ———  » DCPIP
e

e
En cours de dosage, de la roténone (inhibiteur du complexe I) est ajoutée pour soustraire

’activité non sensible a la roténone et donc non spécifique du complexe 1.

Réactifs :
e Tampon A (tampon de resuspension des cellules)
- Saccharose (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 250 mM
- Tris (Eurobio, Paris, France) : 20 mM
- EDTA (Sigma Aldrich, Lyon, France): 2 mM
- BSA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 1 mg/ml
Ajuster a pH 7,2
e Tampon KH2PO4 (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 100 mM, pH 7,4
e Ubiquinone 1 (CoQH1) (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 2,5 mM
e Azide de sodium (NaN3) (Sigma Aldrich, Lyon, France) : | M
e Roténone (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 0,5 mM
e Cyanure de potassium (KCN) (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 0,5 M
o DCPIP (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 5 mM
e NADH (Roche, Rosny-sous-bois, France) : 15 mM
e BSA (sérum albumine bovine) (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 50 mg/ml

Préparation des cellules :

Les cellules sont congelées en culots secs.
e Décongeler les cellules a température ambiante

e Reprendre le culot par 50 pl de tampon A par million de cellules et maintenir les cellules
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dans la glace

e Congeler la suspension cellulaire par immersion dans I’azote liquide pendant 3 minutes

e Décongeler rapidement au bain marie a 37°C

e Centrifuger 30 secondes a 16000 g

e Retirer le surnageant et reprendre le culot dans 50 pl de tampon A par million de cellules
e Transvaser les cellules dans un tube en verre résistant a la sonication et compléter avec du
tampon A gsp 250 pl par million de cellules

e Soniquer les cellules maintenues dans la glace 6 fois 5 secondes avec 30 secondes de
repos entre chaque sonication. Le sonicateur est réglé a une amplitude de 39%

e Cette étape doit étre réalisée juste avant le dosage.

Technique :
Le mélange réactionnel est préparé dans des tubes en verre :
Réactifs Volume (nl) Concentration finale
KH,PO4100 mM, pH 7.4 815 80 mM
KCN 0,5 M 2 1 mM
NaN; 1 M 2 2 mM
BSA 50 mg/ml 20 1 mg/ml
Eau ppi 25
CoQH1 2,5 mM 40 0,1 mM
DCPIP 5 mM 15 75 uM

e Incuber 3 minutes a 37°C

e Ajouter 250.000 cellules soit 62,5 pl

e Démarrer la réaction en ajoutant 20 pl de NADH 15 mM

e Suivre la variation d’absorbance a 600 nm et a 37°C contre le blanc au spectrophotometre
(Beckman DU 640, Beckman coulter, Fullerton, CA, USA) pendant 40 secondes, puis

e Ajouter : 4 ul de roténone 0,5 mM dans la cuve

e Suivre la variation d’absorbance a 600 nm et a 37°C contre le blanc au spectrophotometre
pendant 40 secondes

La variation de densité optique par minute est mesurée avec et sans roténone et I’activité
enzymatique en nmol de DCPIP oxydé/minute/million de cellules est déterminée selon la

formule suivante :
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(ADO™' — ADO™") 10°
Activité spécifique : AS = X

I X epcpip X Snpcprp (cellules

AS (cell) : Activité spécifique en nmol.min™'.mg de prot.”

ADO™: variation de densité optique par minute 2 600 nm mesurée sans roténone
ADO ™" variation de densité optique par minute & 600 nm mesurée avec roténone

1 : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit : 1

eDCPIP: coefficient d’extinction molaire du DCPIP a 600 nm = 19,1 mM™".cm™
SnDCPIP : nombre stoechiométrique du DCPIP dans I’équation de la réaction, soit : 1
Qeellules - quantité de cellules ajoutée dans le mélange réactionnel en million, soit : 0,25
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Fiche Technique n°6 :
Dosage de P’activité Succinate Ubiquinone Réductase
(Complexe II) sur fibroblastes

La technique de mesure de I’activité du complexe II est adaptée a partir de celle décrite par
James et al. (1996).

La réaction enzymatique catalysée par le complexe II est la suivante :

FADH; + Ubiquinone ———  » FAD + Ubiquinol

Lors de cette réaction, le succinate réduit ’'ubiquinone en ubiquinol. Le dosage fait intervenir
une seconde réaction impliquant un composé chimique de couleur bleue, le DCPIP
(dichlorophenolindophenol) qui absorbe la lumiere a 600 nm. Ce dernier va étre réduit par
I’ubiquinol-2 formé lors de la réaction précédente. Le DCPIP perd alors sa couleur bleue et
n’absorbe plus de lumiére. La réaction pour doser le complexe II va donc consister a suivre la

diminution de 1’absorbance du DCPIP a 600 nm, celle-ci étant proportionnelle a 1’ubiquinol

formé.

FADH, —ComPlexe Il oenzyme Q — . DCPIP
e e

Réactifs :

e Tampon A (tampon de resuspension des cellules)
- Saccharose (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 250 mM
- Tris (Eurobio, Paris, France) 20 mM
- EDTA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 2 mM
- BSA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 1 mg/ml
Ajuster a pH 7,2
e Tampon KH,POy (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 100 mM, pH 7,5
e Ubiquinone 1 (CoQH1) (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 2,5 mM
e Succinate (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 0,5 M
e EDTA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 10 mM
e Cyanure de potassium (KCN) (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 10 mM
e BSA (sérum albumine bovine) (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 50 mg/ml
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e Triton 100X (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 10%

o DCPIP (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 5 mM

e Antimycine A (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 1 mg/ml

® Roténone (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 2,5 mM

e Thenoyltrifluoroacétone (TTFA) (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 40 mM

Préparation des cellules :

Les cellules sont congelées en culots secs.

e Décongeler les cellules a température ambiante

e Reprendre le culot par 50 pl de tampon A par million de cellules et maintenir les cellules
dans la glace

e Congeler la suspension cellulaire par immersion dans I’azote liquide pendant 3 minutes
e Décongeler rapidement au bain marie a 37°C

e Centrifuger 30 secondes a 16000 g

e Retirer le surnageant et reprendre le culot dans 50 pl de tampon A par million de cellules

Technique :
Le mélange réactionnel est préparé dans des tubes en verre :

Réactifs Volume (pl) Concentration finale
Tampon KH2PO4100 mM, pH 7,5 500 50 mM
Succinate 0,5 M 40 20 mM
KCN 10 mM 200 2 mM
EDTA 10 mM 10 0,1 mM
BSA 50 mg/ml 20 1 mg/ml
Roténone 2,5 mM 4 10 uM
Antimycine A 1 mg/ml 2 2 uM
DCPIP 5 mM 15 80 uM
Triton 10X 2 0,02%
Eau ppi 160

e Incuber 2 minutes a 37°C
e Ajouter 500.000 cellules soit 25 pl

e Démarrer la réaction en ajoutant 20 pl d’ubiquinone-1 2,5 mM soit 50 pM
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e Suivre la variation d’absorbance a 600 nm et a 37°C contre le blanc au spectrophotometre
(Beckman DU 640, Beckman coulter, Fullerton, CA, USA) pendant 90 secondes.

e Puis ajouter :

TTFA 40 mM 5 0,2 mM

e Suivre la variation d’absorbance a 600 nm et a 37°C contre le blanc au spectrophotometre
pendant 90 secondes.

La variation de densité optique par minute est mesurée avec et sans TTFA et 1’activité
enzymatique en nmol de DCPIP oxydé/minute/million de cellules est déterminée selon la
formule suivante :

(ADO-TTFA _ ADO+TTFA) 103
Activité spécifique : AS = X

I X epcpip X Snpcprp (cellules

AS : Activité spécifique en nmol.min™'.mg de prot.”

ADO ™™ variation de densité optique par minute 4 600 nm mesurée sans TTFA
ADO: variation de densité optique par minute a 600 nm mesurée avec TTFA

1 : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit : 1

enceip: coefficient d’extinction molaire du DCPIP a 600 nm = 19,1 mM™.cm™
Snpceip : nombre stoechiométrique du DCPIP dans I’équation de la réaction, soit : 1
Qeellules : quantité de cellules ajoutée dans le mélange réactionnel en million, soit : 0,5
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Fiche Technique n°7 :
Dosage de I’activité Ubiquinol Cytochrome ¢ Réductase
(Complexe III) sur fibroblastes

La réaction enzymatique catalysée par le complexe IlII est la suivante :

. o Complexe 111 o o
Cytochrome ¢ oxydé + Ubiquinol » Cytochrome c réduit + Ubiquinone

Le dosage consiste a suivre la réduction du cytochrome ¢ oxydé a 550 nm. Le cytochrome ¢
réduit absorbe la lumiére a 550 nm, donc I’apparition de la forme réduite du cytochrome ¢
entrainera une augmentation de 1’absorbance a 550 nm qui sera proportionnelle a I’activité du
complexe III. L’antimycine A est un des inhibiteurs spécifiques du complexe III. L’activité
spécifique du complexe III est donc calculée par la différence entre 1’activité totale et celle
résistante a I’antimycine A qui est mesurée par un dosage parall¢le en présence d’antimycine

A. Cette technique est adaptée de celle décrite par Rustin et al. (1993).

Réactifs :
e Tampon A (tampon de resuspension des cellules)
- Saccharose (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 250 mM
- Tris (Eurobio, Paris, France) 20 mM
- EDTA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 2 mM
- BSA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 1 mg/ml
Ajuster a pH 7,2
e Tampon KH,POy (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 20 mM, pH 7,8
e EDTA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 20 mM
e Cyanure de potassium (KCN) (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 10 mM
e BSA (sérum albumine bovine) (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 50 mg/ml
e Antimycine A (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 1 mg/ml
e Cytochrome c oxydé (Acros, Noisy-Le-Grand, France) : | mM
e Décylubiquinol : 25 mM
e Roténone (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 2,5 mM
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Préparation des cellules :

Les cellules sont congelées en culots secs.

e Décongeler les cellules a température ambiante

e Reprendre le culot par 50 pl de tampon A par million de cellules et maintenir les cellules
dans la glace

e Congeler la suspension cellulaire par immersion dans I’azote liquide pendant 3 minutes
e Décongeler rapidement au bain marie a 37°C

e Centrifuger 30 secondes a 16000 g

e Retirer le surnageant et reprendre le culot dans 50 pl de tampon A par million de cellules

Technique :
Le mélange réactionnel est préparé dans des tubes en verre :

Réactifs Volume (pl) Concentration finale
Tampon KH,PO4 20 mM, pH 7.8 500 10 mM
EDTA 20 mM 100 2 mM
BSA 50 mg/ml 20 1 mg/ml
KCN 10 mM 24 0,24 mM
Cytochrome c oxydé 1ImM 40 40 uM
Roténone 2,5 mM 2 ul 5uM
Eau ppi 307
Cellules 5 100 000 cellules

e Incuber 2 minutes a 37°C

e Démarrer la réaction en ajoutant 2 ul de Décylubiquinol 25 mM soit 75 uM

e Suivre la variation d’absorbance a 550 nm et a 37°C contre le blanc au spectrophotometre
(Beckman DU 640, Beckman coulter, Fullerton, CA, USA) pendant 66 secondes.

e Faire le méme dosage avec 4 pl d’Antimycine 1 mg/ml dans le milieu réactionnel soit 4
pg/ml final

e La variation de densité optique par minute est mesurée avec et sans antimycine et 1’activité
enzymatique en nmol de Cytochrome c réduit/minute/million de cellules est déterminée selon

la formule suivante :
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(ADo-Anti _ AD0+Allti) 103
Activité spécifique : AS = X
Ix 8Cyt cX SnCyt c (cellules

AS : Activité spécifique en nmol.min".mg de prot.”

ADO™" : variation de densité optique par minute & 550 nm sans antimycine

ADO™™: variation de densité optique par minute a 550 nm avec antimycine

1 : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit : 1

ecytc: coefficient d’extinction molaire du cytochrome ¢ a 550 nm = 18,5 mM.cm™!
Sncytc : nombre stoechiométrique du cytochrome ¢ dans 1’équation de la réaction, soit : 1
Qeellules : quantité de cellules ajoutée dans le mélange réactionnel en million, soit : 0,1

Préparation du décylubiquinol (25 mM) :

Cette préparation se fait a ’abri de la lumiére.

e Préparer une solution de décylubiquinone (Biomol Research Labs, Plymouth Meeting, PA,
USA) a 13 mM (20 mg dans 4.8 ml d’éthanol).

e Prendre le spectre de la solution oxydée (1 pl + 1 ml d’éthanol dans une cuve en quartz) et
noter le pic d’absorbance a 275 nm qui doit étre aux alentours de 2,6.

e Sous une hotte, ajouter quelques cristaux de borohydrure de sodium (Sigma Aldrich, Lyon,
France) et agiter.

e Acidifier avec 30ul d’HCI 12M, 37% jusqu’a décoloration de la solution en jaune pale.

e Centrifuger cette solution 15 minutes a 4000 rpm et récupérer le surnageant.

e Prendre le spectre de la solution réduite (1 pl + 1 ml d’éthanol dans une cuve en quartz) et
noter le pic d’absorbance a 285 nm qui doit étre aux alentours de 0,7.

e Ajouter 5 ml de tampon (KH,PO4 0,1 M; Sorbitol 0,25 M; pH 7.,4), puis 3 ml de
cyclohexane.

e Agiter fortement pendant 5 minutes et laisser décanter quelques secondes

e Centrifuger 10 minutes a 1000 g afin d’extraire la phase organique et la récupérer dans un
tube en verre. Faire plusieurs extractions au cyclohexane (2 a 3 fois) et rassembler les phases
organiques.

e Evaporer le cyclohexane sous courant d’azote afin d’éviter la réoxydation de la solution et
peser le tube contenant I’extrait sec.

e Reprendre le résidu dans 2 ml de cyclohexane et faire des aliquotes de 60 pl.

e Evaporer sous azote et conserver a —80°C.

e Peser le tube ayant contenu I’extrait sec apres I’avoir nettoyé et séché afin de déterminer la

masse de ’extrait sec.
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e Déduire la masse d’extrait par aliquote afin de déterminer la quantité d’éthanol nécessaire a

la reprise de chaque aliquote pour avoir une concentration de 25 mM.
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Fiche Technique n°8 :
Dosage de ’activité Cytochrome ¢ Oxydase
(Complexe IV) sur fibroblastes

La réaction enzymatique catalysée par le complexe IV est la suivante :

) Complexe IV )
Cytochrome c reduit + 72 O, » Cytochrome c oxydé + H,O

Le complexe IV de la chaine respiratoire permet I'oxydation du cytochrome ¢, son activité
sera donc évaluée par la disparition du cytochrome ¢ réduit qui absorbe a 550 nm. L’accepteur

naturel des électrons du complexe IV est I’oxygene.

Réactifs :
e Tampon A (tampon de resuspension des cellules)
- Saccharose (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 250 mM
- Tris (Eurobio, Paris, France) 20 mM
- EDTA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 2 mM
- BSA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 1 mg/ml
Ajuster a pH 7,2
e Tampon KH,POy (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 100 mM, pH 6,5
e BSA (sérum albumine bovine) (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 50 mg/ml
e Laurylmaltoside (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 125 mM
e Cytochrome c oxydé (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 1 mM
e Cytochrome c réduit : 100 uM

Préparation des cellules :

Les cellules sont congelées en culots secs.

e Décongeler les cellules a température ambiante

e Reprendre le culot par 50 pl de tampon A par million de cellules et maintenir les cellules
dans la glace

e Congeler la suspension cellulaire par immersion dans I’azote liquide pendant 3 minutes
e Décongeler rapidement au bain marie a 37°C

e Centrifuger 30 secondes a 16000 g

e Retirer le surnageant et reprendre le culot dans 50 pl de tampon A par million de cellules
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Technique :

Le mélange réactionnel est préparé dans des tubes en verre :

Réactifs Volume (pl) Concentration finale
BSA 50 mg/ml 20 1 mg/ml
Eau ppi 455
Cytochrome c réduit 100 pM 500 50 uM

e Incuber 3 minutes a 37°C

e Ajouter 5 ul de cellules soit 100.000 cellules

e Démarrer la réaction en ajoutant 20 pl de laurylmaltoside 125 mM soit 2,5 mM

e Suivre la variation d’absorbance a 550 nm et a 37°C contre le blanc au spectrophotometre
(Beckman DU 640, Beckman coulter, Fullerton, CA, USA) pendant 90 secondes.

e La variation de densité optique par minute est mesurée et 1’activité enzymatique en nmol de

Cytochrome ¢ réduit/minute/million de cellules est déterminée selon la formule suivante :

(ADO) 10°
Activité spécifique : AS = X
Ix 8Cyt CcCX Sncyt C (cellules

AS (cell) : Activité spécifique en nmol.min"'.mg de prot.™

ADO : variation de densité optique par minute a 550 nm

1 : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit : 1

ecytc: coefficient d’extinction molaire du cytochrome ¢ a 550 nm = 18,5 mM.cm™!
Sncytc : nombre stoechiométrique du cytochrome ¢ dans 1’équation de la réaction, soit : 1
Qeellules : quantité de cellules ajoutée dans le mélange réactionnel en million, soit : 0,1

Préparation du cytochrome c¢ réduit (50 pM) :

e Diluer la solution de Cytochrome ¢ oxydé 1 mM : 1ml + 9 ml de tampon phosphate 100
mM, pH 6,5 (C).

e Oxyder 1 ml de cette solution (O) par quelques cristaux de ferricyanure de potassium.

e Réduire 1 ml de cette solution (R) par quelques cristaux de dithionite de sodium.

e Mesurer le rapport des densités optiques a 550/560 nm des solutions oxydées et réduites

e Le rapport sera proche de 1,16 pour la solution 100% oxydée et entre 7,1 et 10 pour la
100% réduite.
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® A partir des densités optiques a 550 nm, on calcule la DO a obtenir pour avoir une solution
de cytochrome c réduite entre 92 et 97 % en utilisant les formule suivantes :

- DO©2%) = DO 100% oxydée + [(DO 100% réduite- DO 100% oxydée) x 0,92 ]

- DO©7%)= DO 100% oxydée + [(DO 100% réduite- DO 100% oxydée) x 0,97 ]

e Ajouter le cytochrome ¢ réduit obtenu précédemment (solution R) par fractions de 20 pl aux

8 ml de Cytochrome ¢ (C) restant et mesurer la densité optique a 550 nm de fagon a obtenir la

DO désirée et étre a 92-97% de réduction.
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Fiche Technique n°9 :
Dosage de ’activité de PATP synthase
(Complexe V) sur fibroblastes

Ce dosage consiste a mesurer 1’oxydation du NADH. Le NADH peut aussi étre oxydé par la
cytochrome b5 réductase de la membrane mitochondriale externe. Le dosage est donc
¢galement réalisé en présence d’oligomycine (inhibiteur du complexe V) pour soustraire
I’activité non sensible a I’oligomycine et donc non spécifique du complexe V. Cette technique

est adaptée de celle décrite par Rustin et al. (1994).

Réactifs :
e Tampon A (tampon de resuspension des cellules)
- Saccharose (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 250 mM
- Tris (Eurobio, Paris, France) 20 mM
- EDTA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 2 mM
- BSA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 1 mg/ml
Ajuster a pH 7,2
e FCCP (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 10 mM
e Antimycine A (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 2,5 mg/ml
e Oligomycine (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 1 mg/ml
e NADH (Roche, Rosny-sous-bois, France) : 2 mM
e Lactate déshydrogénase (LDH) (Roche, Rosny-sous-bois, France) : 5 U/ul
e Pyruvate kinase (PK) (Roche, Rosny-sous-bois, France) : 5 U/ul
® Tampon G1
- phosphoenolpyruvate (PEP) : 2 mM
-ATP : 0,5 mM
- MgCI2 : 5 mM
-KCl: 10 mM
- Tris : 50 mM
- BSA : 5 mg/ml
Ajuster a pH 8,0
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® Tampon G2 :
Pour 5 ml de tampon G1, ajouter :
-FCCP 10 mM : 1,5 pl soit 3 uM final
- Antimycine 2,5 mg/ml : 1 pl soit 0,5 pg/ml
- LDH 5 U/ul : 20 pl soit 20 mU/ul
- PK 5 U/ul : 20 pl soit 20 mU/pl

Préparation des cellules :

Les cellules sont congelées en culots secs.

e Décongeler les cellules a température ambiante

e Reprendre le culot par 50 pul de tampon A par million de cellules et maintenir les cellules
dans la glace

e Congeler la suspension cellulaire par immersion dans I’azote liquide pendant 3 minutes

e Décongeler rapidement au bain marie a 37°C

e Centrifuger 30 secondes a 16000 g

e Retirer le surnageant et reprendre le culot dans 50 pl de tampon A par million de cellules

e Transvaser les cellules dans un tube en verre résistant a la sonication et compléter avec du
tampon A gsp 250 pl par million de cellules

e Soniquer les cellules maintenues dans la glace 6 fois 5 secondes avec 30 secondes de repos
entre chaque sonication et en prenant garde que la sonde soit au centre du tube et de la
suspension cellulaire. Le sonicateur est réglé a une amplitude de 39%

e Cette étape doit étre réalisée juste avant le dosage.

Technique :

Le mélange réactionnel est préparé dans des tubes en verre :
Réactifs Volume (pl)

Tampon G2 200

Eau ppi 655

e Incuber 3 minutes a 37°C

e Ajouter 500.000 cellules soit 125 pl

e Démarrer la réaction en ajoutant 30 pul de NADH 2 mM soit 60 pM final

e Suivre la variation d’absorbance a 340 nm et a 37°C contre le blanc au spectrophotometre

pendant 90 secondes.
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e Faire le méme dosage avec 10 ul d’oligomycine 1 mg/ml dans le milieu réactionnel soit 10
pg/ml final

e La variation de densité optique par minute est mesurée avec et sans oligomycine et I’activité
enzymatique en nmol de NADH oxydé/minute/million de cellules est déterminée selon la
formule suivante :

(ADo-OligO _ ADO+Olig0) 103
Activité spécifique : AS = X

I X ENADH € X SDNADH (cellules

AS (cell) : Activité spécifique en nmol.min™.mg de prot.”

ADO-oligo : variation de densité optique par minute a 340 nm mesurée sans oligomycine
ADO-oligo : variation de densité optique par minute a 340 nm mesurée avec oligomycine
1 : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit : 1

enapi: coefficient d’extinction molaire du NADH & 340 nm = 6,22 mM ' .cm™

Snnaps : nombre stoechiométrique du NADH dans I’équation de la réaction, soit : 1
Qeellules : quantité de cellules ajoutée dans le mélange réactionnel en million, soit : 0,5
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Fiche Technique n°10 :
Dosage de P’activité de la Citrate synthase
(CS) sur fibroblastes

La citrate synthase (CS) est une enzyme clé du cycle de 1’acide citrique (cycle de KREBS) se
déroulant dans la matrice mitochondriale. Elle est spécifique aux mitochondries et le dosage
de son activité est généralement utilis¢é comme un marqueur enzymatique quantitatif reflétant
le contenu cellulaire en mitochondries (Jackman and Willis, 1996; Kirby et al., 1999).

Cette enzyme catalyse la formation de 1’acide citrique a partir de I’acétyl-CoA et de

I’oxaloacétate.

Acétyl CoA + Oxaloacétate + H,O » Citrate + CoASH

Le dosage est réalis¢ grace a I'utilisation de 1’acide 5,5’-dithiobis (2-nitrobenzoique) ou
DTNB. Le CoASH issu de la réaction catalysée par la citrate synthase va réagir avec le DTNB
pour former du trinitrobenzéne (TNB). Le dosage consiste a mesurer la formation du

trinitrobenzeéne (TNB).

2 CoASH + DTNB » 2 TNB + CoA-S-S-CoA

Réactifs :
e Tampon A (tampon de resuspension des cellules)

- Saccharose (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 250 mM
- Tris (Eurobio, Paris, France) 20 mM
- EDTA (Sigma Aldrich, Lyon, France): 2 mM
- BSA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 1 mg/ml
Ajuster a pH 7,2

e Tampon Tris (Eurobio, Paris, France) : 1 M, pH 8,1

e DTNB (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 1 mM

o Acétyl CoA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 10 mM

e Triton 100X (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 10 %

e Oxaloacétate (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 10 mM
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Préparation des cellules :

Les cellules sont préparées par congélation-décongélation comme pour les complexes II, 11T et
IV pour normaliser les activités de ces complexes (CS1). Elles sont préparées par congélation-
décongélation puis sonication pour les complexes I et V pour normaliser les activités de ces

complexes (CS2).

Technique :

Le mélange réactionnel est préparé dans des tubes en plastique :

Réactifs Volume (pl) Concentration finale

DTNB 1 mM . 150 150 uM
(repris dans le tampon Tris)
Oxaloacétate 10 mM 50 500 uM
Acétyl CoA 10 mM 30 300 uM
Triton 10% 10 0,1%
Eau ppi 755 (CS1)

735 (CS2)

e Incuber 2 minutes a 37°C

e Démarrer la réaction en ajoutant 100.000 cellules soit 5 pl (CS1) ou 25 ul (CS2)

e Suivre la variation d’absorbance a 412 nm et a 37°C contre le blanc au spectrophotometre
pendant 90 secondes.

e La variation de densité optique par minute est mesurée et 1’activité enzymatique en nmol de

TNB formé/minute/million de cellules est déterminée selon la formule suivante :

(ADO) 10°
Activité spécifique : AS = X

I X e7ng X Snyng Qcellules

AS (cell) : Activité spécifique en nmol.min".mg de prot.™

ADQO: variation de densité optique par minute a 412 nm

1 : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit : 1

eTng: coefficient d’extinction molaire du TNB 4 412 nm = 13,6 mM ™" .cm.’

SntnB : nombre stoechiométrique du TNB dans 1’équation de la réaction, soit : 1
Qeellules : quantité de cellules ajoutée dans le mélange réactionnel en million, soit : 0,1

204




Fiche Technique n°11 :
Dosage de ’activité Aconitase sur fibroblastes

L’aconitase est une enzyme du cycle de 1’acide citrique. Cette protéine catalyse la réaction
d'interconversion du citrate en isocitrate via le cis-aconitate. Le dosage consiste & mesurer le
cis-aconitate absorbant a 240 nm. Cette technique est adaptée de celle décrite par Krebs and
Holzach (1952).

Cette enzyme contient un centre fer-souffre ce qui fait que son activité est sensible aux
especes réactives de I’oxygeéne. Une baisse d’activité sera donc un indicateur indirect de la

production de ROS.

Réactifs :
e Tampon A (tampon de resuspension des cellules)
- Saccharose (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 250 mM
- Tris (Eurobio, Paris, France) 20 mM
- EDTA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 2 mM
- BSA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 1 mg/ml
Ajuster a pH 7,2
e Tampon Tris-HCI (Eurobio, Paris, France) : 100mM pH7,4
e MnCl, (Chlorure de manganese) (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 10mM
elsocitrate de sodium (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 0,5 M
e Triton (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 10 %

Technique :
Préparer dans des tubes a hémolyse en plastique contenant :

Réactifs Volume (pl) Concentration finale
Tampon Tris 100 mM, pH 7,4 495 50 mM
Chlorure de Manganése 10 mM 50 500 uM
Isocitrate de sodium 0,5 M 200 100 mM
Triton 10 % 10 0,1%
Eau ppi 220

e Incuber 5 minutes a 37°C

e Démarrer la réaction en ajoutant 25 pl de cellules soit 500.000
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e Suivre la variation d’absorbance dans une cuve en quartz a 240 nm et a 37°C contre le blanc
au spectrophotométre pendant 240 secondes
e La variation de densité optique par minute est mesurée et 1’activité enzymatique en nmol de

cis-aconitate/minute/million de cellules est déterminée selon la formule suivante :

(ADO) 10°
Activité spécifique : AS = X

I X €xco X Snaco (cellules

AS (cell) : Activité spécifique en nmol.min™'.mg de prot.”

ADQO: variation de densité optique par minute a 240 nm

1 : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit : 1

eaco: coefficient d’extinction molaire du cis-aconitate & 240nm = 3,6 mM".cm™

Snaco : nombre stoechiométrique du cis-aconitate dans I’équation de la réaction, soit : 1
Qeellules : quantité de cellules ajoutée dans le mélange réactionnel en million, soit : 0,5
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Fiche Technique n°12 :
Dosage de ’activité Fumarase sur fibroblastes

La fumarase (ou fumarate hydratase), est une enzyme du cycle de I’acide citrique. Elle
catalyse I’hydratation du fumarate en L-malate qui est une réaction réversible. Ainsi, en
présence de malate, la fumarase produit du fumarate absorbant a 250 nm. Cette technique est

adaptée de celle décrite par Hill (1969).

Réactifs :
e Tampon A (tampon de resuspension des cellules)

- Saccharose (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 250 mM

- Tris (Eurobio, Paris, France) 20 mM

- EDTA (Sigma Aldrich, Lyon, France): 2 mM

- BSA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 1 mg/ml

Ajuster a pH 7,2
e Tampon KH,POy (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 100 mM, pH7,4
e EDTA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 10 mM, pH7,4
e Malate (repris dans le KH2PO4) (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 0,5 M, pH7,4
e Triton (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 10 %

Technique :
Le mélange réactionnel est préparé dans des tubes en verre :

Réactifs Volume (pl) Concentration finale
Tampon Phosphate 100 mM, pH 7,4 845 85 mM
EDTA 10 mM, pH 7,4 10 0,1 mM
Malate 0,5 M 100 50 mM
Triton 10 % 20 0,2%

e Incuber 5 minutes a 37°C

Démarrer la réaction en ajoutant 25 pl de cellules soit 500.000

e Suivre la variation d’absorbance dans une cuve en quartz a 250 nm et a 37°C contre le blanc
au spectrophotométre pendant 240 secondes

e La variation de densité optique par minute est mesurée et 1’activité enzymatique en nmol de

fumarate/minute/million de cellules est déterminée selon la formule suivante :
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(ADO) 10°
Activité spécifique : AS = X

I X epym X Spym Qcellules

AS (cell) : Activité spécifique en nmol.min™'.mg de prot.”

ADO: variation de densité optique par minute a 250 nm

1 : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit : 1

grum: coefficient d’extinction molaire du fumarate 4 250nm = 4,88 mM ™' .cm™
SnruMm : nombre stoechiométrique du fumarate dans I’équation de la réaction, soit : 1
Qeellules : quantité de cellules ajoutée dans le mélange réactionnel en million, soit : 0,5
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Fiche Technique n°13 :
Dosage de ’isocitrate déshydrogénase sur fibroblastes

Il existe plusieurs isoenzymes selon les compartiments cellulaires, dont une forme
mitochondriale 8 NAD" qui participe au cycle de KREBS. Les isocitrate déshydrogénases
sont des enzymes qui oxydent 1’isocitrate en a-cétoglutarate. Simultanément le NADP et la

NAD sont réduits en NADPH et NADH absorbant a 340 nm.

Réactifs :
e Tampon A (tampon de resuspension des cellules)
- Saccharose (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 250 mM
- Tris (Eurobio, Paris, France) : 20 mM
- EDTA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 2 mM
- BSA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 1 mg/ml
Ajuster a pH 7,2
e Tampon KH2PO4 (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 100 mM, pH 7,2
e EDTA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 10 mM
e CaCl, (Sigma Aldrich, Lyon, France): 20 mM
e Triton 100X (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 10 %
e Dithiothreitol (DTT) (Sigma Aldrich, Lyon, France): 20 mM
e NAD" (Roche, Rosny-sous-bois, France) : 8§ mM
e MgCl, (Sigma Aldrich, Lyon, France): 1M
® NADP (Roche, Rosny-sous-bois, France) : 80 mM
e [socitrate de sodium (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 500 mM

Technique :

e Décongeler les cellules a température ambiante

e Reprendre le culot par 50 pl de tampon A par million de cellules

209



e Dans des tubes en verre préparer :

Réactifs Volume (pl) Concentration finale

KH,;PO4 100mM, pH 7,2 60 10 mM

CaCl; 20 mM 60 2 mM

EDTA 10 mM 12 200 uM
Triton 10X 6 0,1%

DTT 20 mM 60 2 mM

NAD 8§ mM 60 800 uM
MgCl; 1M 6 10 mM
NADP 80 mM 6 800 uM

Eau ppi 274

e Ajouter 50 pl de cellules (1million)

e Incuber 5 min a 37°C

e Débuter la réaction en ajoutant 12 pl d’isocitrate de sodium 500 mM soit une concentration
finale de 10 mM

® Lire sur 3 min a 340nm

(ADO) 10°
Activité spécifique : AS = X

I X exaADH X SNNADH (cellules

AS (cell) : Activité spécifique en nmol.min"'.mg de prot.™

ADO: variation de densité optique par minute a 250 nm

1 : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit : 1

enapi: coefficient d’extinction molaire du NADH et du NADPH a 340 nm = 6,22 mM ™ .cm™
Snnaps : nombre stoechiométrique du fumarate dans 1’équation de la réaction, soit : 1

Qeellules : quantité de cellules ajoutée dans le mélange réactionnel en million, soit : 1

e [’activité d’ICDH obtenue est rapportée a celle de la citrate synthase
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Fiche Technique n°14 :
Extraction d’ARN de fibroblastes

L’extraction des ARN est réalisée avec le Kit Qiagen « RNeasy » (Qiagen, Courtaboeuf,
France). Cette technique repose sur I’accrochage sélectif des ARN totaux sur une colonne de
silice. L utilisation d’un tampon fortement concentré en sels permet I’accrochage de plus de
100 pg d’ARN d’une taille pouvant atteindre 200 bases. Une premicre étape consiste a lyser
mécaniquement les cellules puis a inhiber les RNases dans un tampon de guanidine
thiocyanate trés dénaturant. Les lysats sont alors déposés sur colonne de silice et les ARN
sont retenus alors que les contaminants sont ¢élués. Enfin, les ARN sont décrochés de la

colonne et élués.

Technique :
1- Lyse des cellules

e Mettre 10ul/mL de B-mercaptoethanol dans du tampon RLT contenant du thiocyanate de
guanidium

e Prendre un culot sec de fibroblastes (< 5.10° cellules)

e Mettre 350ul de tampon RLT contenant du B-mercaptoethanol dans le tube contenant le
culot cellulaire

e Vortexer le tube jusqu’a décongélation du culot

e Mettre le tout dans une colonne violette

e Centrifuger 2 minutes a 10000 g

2-Extraction des ARN totaux

e Enlever la colonne et ajouter 1 volume d’éthanol 70% (350 ul) dans 1’¢éluat

e Mettre I’éluat dans une colonne rose RNeasy

e Centrifuger 15 secondes a 10000g et éliminer I’¢luat

e Ajouter 350ul de tampon RW1 contenant une petite quantité de thiocyanate de guanidium
dans la colonne rose

o Centrifuger 15secondes a 10000g et ¢liminer I’¢luat

e Ajouter 80ul de DNase (10ul de DNase + 70ul de tampon RDD) dans la colonne rose et
incuber 15 minutes a température ambiante

e Ajouter 350l de tamon RW1

e Centrifuger 15 secondes a 10000g et éliminer I’¢luat

e Faire un lavage en ajoutant 500ul de tampon RPE pour éliminer les contaminants
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e Centrifuger 15 secondes a 10000g et éliminer I’¢luat

e Faire un second lavage avec 500ul de tampon RPE

e Centrifuger 1min a vide a 16000g

3-Elution des ARN totaux

e Passer la colonne dans un tube eppendorf propre de 1,5mL

e Eluer les ARN totaux retenus dans la colonne avec 30ul d’eau RNase free

e Centrifuger 1 minute a vide a 10000g

e Récupérer I’¢ludt contenant les ARN et conserver a -80°C

4-Mesure de la concentration en ARN

e La densité optique des échantillons est lue avec un spectrophotometre NanoDrop ND-1000
(NanoDrop Technologies, Delaware, USA) a 260 nm (longueur d’ondes d’absorption des
bases puriques et pyrimidiques) et a 280 nm (longueur d’onde d’absorption des protéines) afin
de s’assurer de la pureté des échantillons.

Sachant qu’une unit¢ de densité optique correspond a 40 ug d’ARN simple brin, la
concentration en ARN contenue dans les échantillons peut étre calculée a partir de leur

absorbance a 260 nm.
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Fiche Technique n°15 :
Transcription inverse d’ARN de fibroblastes

La reverse transcription consiste a synthétiser de I’ADN a partir d’une matrice d’ARN. Cette
étape est réalisée grace a 1’enzyme rétrovirale reverse transcriptase (MMLV : Moloney-
Murine Leukemia Virus). Cette technique est réalisée grace au kit Advantage ® RT-for-PCR

Kit (Clontech, Saint-Germain-en-Lay, France).

Technique :
e Mettre 1pg de ’ARN préalablement extrait qsp 12,5 pl d’eau « RNase free » en présence de

1ul d’hexameres soit 1uM final.
e Placer le tube est alors placé au bain-marie sec pendant 2 minutes a 70°C.
e Ajouter successivement :
- 4ul du tampon 5X (250mM Tris-HCI (pH 8,3), 375mM KCl, 15mM MgCl,)
- 1yl du mix de ANTP (500 uM de chaque dNTP)
- 0,5 pul de RNAsin (inhibiteur de ribonucléases) soit 20 unités
- 1 ul de MMLYV reverse transcriptase soit 200 unités
e Placer le tube dans un thermocycleur pendant 1 heure a 42°C puis 5 min a 95°C
e Diluer en ajoutant 80 ul d’eau stérile

e Conserver les ADNc synthétisés a -80°C.
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Fiche Technique n°16 :
RT-PCR Quantitative

Cette technique permet 1’amplification de la séquence d’ADN cible et la quantification de
I’amplicon formé grace a 'utilisation d’une sonde fluorescente. La sonde fluorescente utilisée
lors de ces manipulations est le SYBR green 1 qui se lie a toutes les molécules d’ADN double
brin en émettant une fluorescence détectable a 521 nm. La fluorescence émise, détectée par un

spectrofluorimétre, sera proportionnelle a la quantité d’ADN double brin synthétisé.

Technique :

Les transcrits des génes GDAP1 et 2 microglobuline sont quantifiés par PCR quantitative en
temps réel grace au thermocycleur Chromo 4 real-time PCR detector et au kit iQ Sybr green
Supermix (BioRad, CA, USA). B2 microglobuline sert de géne de référence pour normaliser la

quantité d’ADNc de chaque échantillon.

1-Préparer une gamme de référence pour chaque géne

Afin de pouvoir analyser de maniére quantitative I’amplification du géne d’intérét, il est
nécessaire d’établir au préalable une gamme de nombre de copies connues d’amplicons du
gene cible. Pour cela, une PCR classique est réalisée : 2 ul d’ADNCc sont ajoutés a 15 pl d’un
mélange d’amorces (2ul d’amorces sens et antisens a 20 mM chacune et 11 pl d’eau) et a 23
ul du mélange de PCR (4 pl de tampon 10X, 2,5 ul de MgCl, a 25 mM, 4ul de dNTP a 2 mM,
12 pl d’eau DEPC et 0,5 pl de I’enzyme Taq polymerase). Les ADNc sont d’abord dénaturés
a 94°C pendant 3 minutes puis 35 cycles de dénaturation 94°C 30 secondes, hybridation au
Tm du couple d’amorces 30 secondes, élongation a 72°C pendant 30 secondes et enfin 72°C
pendant 10 minutes. Les ADN amplifiés sont purifiés sur colonne (High Pure Product
Purification kit, Boeringher) et sont quantifiés a la fois par lecture de la densité optique des

ADN double brin a 260 nm et par quantification sur gel d’agarose a 2,5%.

Le nombre de copies dans les échantillons est calculé grace a la formule suivante :
Nombre de copies = DO (ng/ul) * 9,1. 10" / nombre de paires de bases du produit de PCR
Les échantillons sont dilués pour obtenir 10" copies/ul. La gamme est ensuite réalisée par

dilutions en cascade de cet échantillon & 10'° copies/ul dans de I’eau stérile.
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2-PCR quantitative en temps réel

Mettre dans une barette adaptée au Chromo 4 real-time PCR detector :

- 8 ul de cDNA issu de la réverse transcription et dilué au 1/40°™ (1/100°™ final)
- 1 pl d’amorce sens (0,5 uM final)

- 1 pul d’amorce anti-sens (0,5 uM final)

- 10 pl de mix 2X contenant contenant I’enzyme Taq DNA polymerase et le fluorochrome

Les séquences des amorces utilisées sont les suivantes :

Genes Amorces Taille des amplicons
GDAP1 (primer 1) Amorce sens : 5’-TGGCTGCATTTTACATCCTG-3’ 129 pb
Amorce antisens :5’-AAATCTGGGTTTTCTTCAGCA-3’
GDAP1 (primer 2) Amorce sens : 5’-ACCCAGGTTAATGCCTGATA-3’ 221 pb
Amorce antisens :5’-CTGGGTTTTCTTCAGCAAGT-3’
B2-microglobuline Amorce sens : 5’-TTGTCTTTCAGCAAGGACTG-3’ 110 pb
Amorce antisens :5’~-AAAGTCACATGGTTCACACG-3’

Le programme d’amplification utilisé est le suivant :
® 95°C pendant 3 min, puis :
e Dénaturation :
- Température : 95°C
- Temps d’incubation : 15s
e Hybridation :
- Température : 57°C
- Temps d’incubation : 40s
e Retour a 1’étape de dénaturation : nombre de cycles : 39 cycles
e « Melting curves » de 62° a 95°C

e Fin
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Fiche Technique n°17 :
Western Blot

Cette technique permet de déterminer la présence ainsi que la quantit¢ d’une protéine
contenue dans un échantillon. Elle est basée sur la reconnaissance d’un motif antigénique
d’une protéine par un anticorps primaire. Cet anticorps est a son tour reconnu par un anticorps
secondaire couplé a la peroxydase. La révélation du complexe antigéne/anticorps

primaire/anticorps secondaire se fait par chimioluminescence.

Milieux et Réactifs :

e Tampon Tris SDS pH 8,8 (Stocké a 4°C)
- Tris (Eurobio, Paris, France) : | M
- SDS (Eurobio, Paris, France) : 0,2 %
Ajuster a pH 8,8

e Tampon Tris SDS pH 6,8 (Stocké a 4°C)
- Tris (Eurobio, Paris, France) : 325 mM
- SDS (Eurobio, Paris, France) : 0,2 %
Ajuster a pH 6,8

e Tampon échantillon -2X
- Tris-HCI (Eurobio, Paris, France) : 0,4 M
- SDS (Eurobio, Paris, France) : 4,5 %
- Glycérol (Eurobio, Paris, France) : 4,5 %
- Bleu de bromophénol (Eurobio, Paris, France) : 2 mM
- B-mercaptoéthanol (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 0,6 M
Ajuster a pH 6,8
e Tampon électrophorese
- Tris (Eurobio, Paris, France) : 25 mM
- Glycine (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 192 mM
- SDS (Eurobio, Paris, France) : 0,1 %
Amener a pH 8,3
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e Tampon de transfert

- Tris (Eurobio, Paris, France) : 20 mM

- Glycine (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 150 mM

- Ethanol : 20 %
Amener a pH 8,3
e Tampon TBS

- NaCl (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 0,2 M
- KCl (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 2,5 mM
- Tris (Eurobio, Paris, France) : 25 mM

Amener a pH 7,4

Technique :

1-Préparation des gels

e [es gels sont coulés entre des plaques de verre fixées sur un support et un peigne est

enchassé entre ces plaques (systeme Miniprotean, Biorad, CA, USA).

e Préparer le gel de séparation (pour 2 gels) :

Réactifs Gel 2 12,5% Gel a 8%
H,0 2 ml 5,7 ml
Tampon Tris-SDS pH 8,8 12,5 ml 12,5 ml
30 % Acrylamide/Bis solution 29 :1 10,4 ml 6,7 ml

e Ajouter 250 pl de persulfate d’ammonium a 10% et 12,5 pl de TEMED

e Couler le gel et laisser polymériser 30 min. a température ambiante

e Couler le gel de concentration (pour 2 gels) :

Réactifs Quantité
H,0 4 ml
Tampon Tris-SDS pH 6,8 5ml
30 % Acrylamide/Bis solution 29 :1 1,2 ml

e Ajouter 100 pl de persulfate d’ammonium a 10% et 10 ul de TEMED

e Couler le gel, insérer les peignes et laisser polymériser 30 min. a température ambiante
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2-Préparation des échantillons

e Les Western-blots ont été réalisés a partir de culots secs de fibroblastes (> 3.10° millions de
cellules).

e Les culots sont repris dans de 1’eau (10 pl/million).

e 5 ul d’échantillon sont dilués au 1/20 éme dans du NaCl (95 pl)

e [c dosage des protéines est réalisé selon la procédure décrite précédemment.

e Chaque échantillon a déposer pour les western-blots contient entre 20 et 40 pg de protéines
totales.

e [ es échantillons sont dilués au %2 dans du tampon échantillon 2X (le volume d’échantillon
prélevé dépend de la quantité de protéines totales voulue en fonction de la protéine ciblée).

e [ s protéines sont ensuite dénaturées par chauffage au bain sec 5 minutes a 50°C ou 100°C.

e [ cs tubes sont enfin picofugeés.

3-Electrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de SDS

e [ cs protéines sont ensuite séparées par migration en gel SDS-PAGE (« Sodium-Dodecyl-
Sulfate-Polyacrylamide Gel »).

e Déposer un volume d’échantillon correspondant a 50 pg de protéines cellulaires ou 10 ug
de protéines mitochondriales dans les puits d’un gel de polyacrylamide a 12,5% ou 8% selon
la taille des protéines d’intérét.

e Déposer un standard protéique de masse moléculaire connue afin d'étalonner la migration
des protéines et d'estimer leur masse moléculaire.

e Migrer dans une cuve contenant du tampon électrophoreése a 100 volts pendant 10 minutes
afin de concentrer les échantillons dans le gel de concentration puis a 140 volts pendant 1h45

pour 2 gels ou 150 V pour 4 gels pour séparer les échantillons.

4-Transfert sur membrane de nitrocellulose

e [es protéines sont transférées a partir du gel d’électrophorése sur une membrane de
nitrocellulose en appliquant un faible courant.

e Préparer la membrane de nitrocellulose par immersion dans trois bains successifs d’éthanol,
d’eau puis de tampon de transfert

e Placer la membrane dans I’appareil de transfert au contact du gel entre des feuilles de papier
Whatman imbibées dans le méme tampon.

e Appliquer un courant de 260mA pendant 1 heure 30 pour 2 gels, 1h45 pour 4 gels.
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5-Incubation avec les anticorps

e Saturer la membrane 1h a température ambiante sous agitation ou toute la nuit a 4 °C dans
du TBS 1X, Tween-20 0,1%, lait 5%.

e Laver 1 fois 5 min. dans du TBS 1X, Tween-20 0,1%

e Incuber la membrane dans I’anticorps primaire correspondant a la protéine d’intérét,
pendant 2h a température ambiante sous agitation. L’anticorps est dilu¢ dans du TBS 1X,

Tween-20 0,1%, lait 1%.

Protéine Cible Taille Dilution Provenance

OXPHOS (v : Vo, III : 55, 47,30, | 1/500 Mitosciences, Oregon, USA

core2, IT: SDHB, IV :COX1I, | 26, 20 kDa

1:20KDa)

VDAC 30 kDa 1/1000 Mitosciences, Oregon, USA

GDAPI1 42 kDa 1/1000 Abnova, Taipei, Taiwan

GDAPI1 42 kDa 1/500 Santa Cruz Biotechnologies, CA, USA

SIRT1 120 kDa 1/1000 Cell Signaling technology, Beverly,
MA, USA

SIRT3 28 kDa 1/1000 Cell Signaling technology, Beverly,
MA, USA

MnSOD 24 kDa 1/1000 Abcam, Cambridge, UK

o-tubuline 55 kDa 1/10 000 | Sigma, St Louis, MO, USA

Rq : les anticorps anti-GDAPI utilisés ne semblent pas spécifiques de GDAP1 car lorsqu’ils ont été utilisés sur
les échantillons d’un patient porteur d’une mutation tronquante p.Q163X, le western-blot n’a pas mis en
évidence de diminution de quantité¢ de la protéine alors que les qPCR ont montré une nette diminution de
I’ARNm.

e Laver 3 fois 5 min. dans du TBS 1X, Tween-20 0,1%

e Incuber la membrane pendant 1h a température ambiante sous agitation dans 1’anticorps
secondaire de lapin anti-souris conjugué a la peroxidase et dilu¢ au 1/10000¢éme dans du TBS
1X, Tween-20 0,1% (pour les anticorps anti-OXPHOS, VDAC, MnSOD, a-tubuline et anti-
GDAPI (abnova)) ou anti-lapin dans les mémes conditions (pour les anticorps anti-SIRTI1,

SIRT3 et GDAPI (Santa Cruz)).
e Laver 3 fois 5 min dans du TBS 1X, Tween-20 0,1%

6-Révélation
e Incuber pendant 5 minutes dans le réactif de révélation par chimioluminescence

ECLPIusTM (Amersham Biosciences, UK) constitué¢ de 2 ml de réactif A + 50 pl de réactif B.
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e Faire une capture du signal et quantifier I’intensité des bandes obtenues grace a I’imageur «
Molecular Imager ChemiDoc XRS System » (Biorad) et au logiciel d’analyse « Quantity One
1-D Analysis Software ».
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Fiche Technique n°18 :
Blue Native-Page a partir de fibroblastes

Cette technique permet de tester I’assemblage des complexes I, IV et V.

Elle est adaptée de Schagger (1995) et Schagger and Pfeiffer (2000)

Milieux et Réactifs :

e AC/BT:

- Acide 6-aminocaproique (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 1,5 M
- BisTris (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 75 mM
- eau distillée gsp 25 ml
Amener le pH a 7
e Tampon de charge :
- Bleu de Coomassie G250 (Biorad, CA, USA) 5%
- Acide 6-aminocaproique (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 750 mM
- EDTA (Sigma Aldrich, Lyon, France): 0,5 mM
- BisTris (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 50 mM
- Eau distillée
Amener le pH a 7
e Mix antiprotése 25 X (Roche, Rosny-sous-bois, France):
- dissoudre une pastille dans 2 ml d’eau distillée
e Digitonine (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 25 mg/ml et 4 mg/ml
e Laurylmaltoside (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 125 mM
- dissoudre la poudre du flacon (100mg) avec ce I’eau distillée
e Laurylmaltoside (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 62,5 mM
- diluer au 2 la solution précédente
e PBS 10X (Eurobio, Paris, France) : diluer au 1/10 °™ dans de 1’eau
e Tampon anode :
- BisTris (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 50 mM
- Eau distillée gsp 5000 ml
Amener le pH a 7
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e Tampon Cathode A :
- BisTris (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 15 mM
- Tricine (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 50 mM
- Bleu de Coomassie (BioRad, CA, USA) : 0,02%
- Eau distillée gsp 2000 ml
Amener le pH a 7
e Tampon Cathode B :
- BisTris (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 15 mM
- Tricine (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 50 mM
- Eau distillée gsp 2000 ml
Amener le pH a 7
e Marqueur Ferritine type I (Sigma Aldrich, Lyon, France)
e Tampon Towbin :
- Tris-base (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 25 mM
- Glycine (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 192 mM (a solubiliser dans une peu d’eau
distillée), puis
- Méthanol 20 % vol/vol 11
- Eau distillée gsp 5000 ml
e M¢éthanol
e TBS 10X :
- NaCl 1369 mM
- KCl (Sigma Aldrich, Lyon, France) 26,9 mM
- Tris-base 248 mM
- Eau distillée gsp 1000 ml
Amener le pH a 7,4
e TBS 1X:
- Diluer le TBS 10X au 1/10°™ avec de I’eau distillée
e TBS 1X/0,1% tween :
- Ajouter 1 ml de tween 20 (Sigma Aldrich, Lyon, France) par litre de TBS1X
e Lait écrémé en poudre Régilait

e Gels précoulés 3%-12% (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
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Technique :

1-Préparation des échantillons

e Les BN-Page ont été réalisés a partir de culots secs de fibroblastes (> 7.10° millions de
cellules).

e Reprendre les culots par du PBS 1X (100 pl/ 7 millions).

e Ajouter 100 pl de digitonine 4 mg/ml pour 7 millions de cellules et incuber 10 min a 4°C
sous agitation réguliére

e Stopper la réaction en ajoutant 1 ml de PBS 1X

e Centrifuger 10 min a 10000g a 4°C

e Retirer le surnageant et laver le culot avec 1ml de PBS 1X

e Prendre 15 pl d’homogénat cellulaire pour le dosage des protéines en diluant au %2 dans du
NaCl selon la méthode décrite précédemment

e Centrifuger 10 min a 10000g a 4°C

e Retirer le surnageant et reprendre le culot par du tampon AC/BT + antiprotéase 1X (5mg de
protéine/ml de tampon)

e Conserver a -80°C

2-Traitement des échantillons pour BN page du Complexe 1

e Décongeler la suspension cellulaire de mitochondries a 5Smg/ml

e Prélever dans un tube a casquette 8 ul soit 40 ug de protéines

e Ajouter 32 ul de Tampon AC/BT/antiprotéase 1X pour qsp 40 ul

e Recongeler le reste a -80°C

e Ajouter 1,9 pul de Laurylmaltoside 125 mM (soit 3g/g de protéines mitochondriales)
e Vortexer brievementet incuber 10 min a 4 °C

e Centrifuger 20 min a 4°C a 16000g

e Aprés centrifugation, récupérer le surnageant et ajouter 2,5 ul de tampon de charge
e Vortexer

e Charger I’ensemble sur les gels précoulés

e Préparation du marqueur Ferritine 5 pl et ajouter 2,5 ul de tampon de charge

3-Migration des échantillons
e Remplir le réservoir entre les gels avec du tampon cathode A, puis le bac avec du tampon
anode

e Rincer chaque puit par du tampon cathode A
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e Charger les échantillons et le marqueur sur les gels

e [ a migration se fait a 4°C en chambre froide

e Brancher le générateur Bio-rad

e Faire une premiére migration a 50V pendant 30 mon de maniére a ce que les échantillons
aient dépassé le fond des puits

e Ensuite, faire migrer 45 min a 7,5 mA/gel (ampérage constant)

e Remplacer le tampon cathode A par du tampon cathode B dans le réservoir entre les gels

e Poursuivre la migration a 7,5 mA/gel (voltage saturant : 300 V).

4-Transfert
e Vider la cuve avant le démontage
e Préparer 2 bacs : un bac avec du méthanol et I’autre avec du tampon Towbin
e Couper une membrane Hybond a la dimension du gel
e Imbiber la membrane 15 s dans du méthanol avant de la mettre a équilibrer dans du tampon
Towbin
e Imbiber 2 papiers Whatman (Thick Blot Paper) et 2 éponges dans le tampon Towbin
® Placer succesivement :
- une éponge au contact de la cathode noire
- un papier Whatman
- le gel
- une membrane
- un papier Whatman
- une éponge au contact de I’anode rouge
e Installer le tout dans la casette de la cuve en plagant la plaque de transfert noire (cathode)
contre la plaque noire de la casette
e Mettre la casette de transfert dans la cuve de transfert
e Remplir la cuve de transfert jusqu’a immersion totale de la casette par du tampon Towbin
e Mettre la cuve dans une bassine remplie de glace
e [ c transfert se fait a 4° C en chambre froide
e Brancher le générateur Bio-Rad
e Transférer 1h30 pour un gel, et 1h45 pour 2 gels a 100V
e A la fin du transfert, récupérer la membrane face transférée vers le haut et la mettre dans

une boite a hybridation
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5- Saturation

e Préparer la solution de saturation (TBS1X-Tween 0,1%-lait 10%)

e Verser doucement sur le bord de la boite a hybridation

e Laisser toute la nuit sous agitation a 4°C

6-Hybridation (pour BN page complexe I)

® Préparer I’anticorps primaire, 10 ml par membrane : (par ordre d’hybridation)

Protéine Cible Taille | Dilution Provenance
NDUEFS3 30kDa | 1/500 Mitosciences, Oregon, USA
NDUFA9 39kDa | 1/1000 Mitosciences, Oregon, USA
NDUFB6 17kDa | 1/2000 Mitosciences, Oregon, USA
Sous-unité du complexe I1 70 kDa | 1/2000 Mitosciences, Oregon, USA

(I 70Fp) (référence de charge)

e Rincer la membrane 3 fois 5 min avec du TBS1X-Tween 0,1%

e Mettre en contact I’anticorps primaire pendant 6h sous agitation

e Rincer la membrane 3 fois 5 min

e Préparer I’anticorps secondaire 1/10000 dans du TBS1X-Tween 0 ,1%

e Mettre I’anticorps secondaire pendant 2h sous agitation

e Rincer la membrane 3 fois 5 minutes dans du TBS1X-Tween 0,1% et une fois dans du

TBS1X

7-Révélation

e Incuber pendant 7 minutes dans le réactif de révélation par chimioluminescence

ECLPIusTM (Amersham Biosciences, UK) constitué¢ de 2 ml de réactif A + 50 ul de réactif B

(pour un gel).

e Faire une capture du signal et quantifier I’intensité des bandes obtenues grace a I’imageur «

Molecular Imager ChemiDoc XRS System » (Biorad) et au logiciel d’analyse « Quantity One

1-D Analysis Software ».
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Fiche Technique n°19 :
Dosage des groupements thiols sur fibroblastes

Les groupements sulfhydryles ou thiols (-SH) sont présents dans la plupart des protéines. Leur
présence dans les protéines est trés importante, notamment parce qu'elle permet la formation
des ponts disulfures. Le groupement thiol est treés fragile et s'oxyde trés facilement. Il s’agit
donc d’un marqueur sensible du stress oxydatif lorsque leur quantité est diminuée. Le dosage
est réalisé grace a I’utilisation de I’acide 5,5’-dithiobis (2-nitrobenzoique) (DTNB) ou réactif
de Elmann. Le DTNB réagit avec les groupements SH en donnant des molécules de

thionitrobenzoate (TNB) absorbant a 412 nm.

Milieux et Réactifs :

e Tampon de lyse :
- EDTA pH 7 (Sigma Aldrich, Lyon, France): SmM
- Antiprotéase 1X (Roche, Rosny-sous-bois, France)
- Triton 10X (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 0,1%
e Tampon ThA :
- KH,PO4 pH 8,3 (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 0,1M
- EDTA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : ImM
- SDS (Eurobio, Paris, France) : 5%
e Tampon ThB :
- KH,PO4 pH 7,2 (Sigma Aldrich, Lyon, France): 0,1M
- EDTA (Sigma Aldrich, Lyon, France): ImM
e KOH (Sigma Aldrich, Lyon, France): SM
e DTNB (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 1mM repris dans du tampon ThA
o NADPH (Roche, Rosny-sous-bois, France): SmM
o Glutathion reductase (Sigma Aldrich, Lyon, France) : réactif prét a ’emploi
e Glutathion réduit et oxydé (Sigma Aldrich, Lyon, France): repris dans du TCA, neutralisé

juste avant I’emploi

Technique :

1-préparation des cellules
e Trypsiner 2 T75 (environ 6.10° cellules)
e Reprendre avec du PBS1X/SVF 5% froid
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e Réaliser un comptage cellulaire et centrifuger a froid a 800 rpm Smin

e Laver le culot avec 1 ml de PBS 1X froid et transférer rapidement dans un tube a casquette
de 1,5 ml

e Centrifuger a froid a 800 rpm 5 min

e Reprendre le culot avec 20 pl de tampon de lyse par 6.10° cellules

e Vortexer et mettre dans 1’azote

2- préparation du dosage sur cellules

e Le jour du dosage, effectuer 2 congélations/décongélations dans 1’azote (1 min dans I’azote,
1 min a 37°C)

e Précipiter les protéines avec 200 pl de TCA pur 6%

e Centrifuger 2min a 16000g

e Reprendre le culot avec 200 pl de tampon ThA

e Ajouter 1 a 2 ul de KOH dans le tube pour neutraliser (au papier pH)

3- dosage

e Groupement protéique :
- Tampon ThB : 850 pl
-DTNB : 100 pl
- 50 pl de cellules

Vortexer, incuber 15min a 37°C avant la lecture a 412 nm (blanc : 50 pl de tampon ThA)
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Fiche Technique n°20 :
Traitement des fibroblastes en culture par Resvératrol

Réactifs :
e Resvératrol (Sigma Aldrich, Lyon, France) : la poudre est reprise par de 1’éthanol pur pour
obtenir une solution finale a 219 mM, conservée a 1’abri de la lumiére, a -80°C

e Ethanol pur

Technique :

e A partir de la solution meére a 219 mM, trois concentrations sont préparées :
- 25 mM (100 pl de resvératrol dans 775 pl d’éthanol pur stérile),
- 62,5 mM (100 pl de resvératrol dans 250 pl d’éthanol)
- et 125 mM (100 pl de resvératrol dans 75 ul d’éthanol)
sous la hotte, lumiére éteinte. Les aliquotes sont conservés a -80°C et a I’abri de la lumiére.
e 48h avant la confluence, le milieu de culture est changé et remplacé par une solution de
resvératrol pour obtenir une concentration finale de :
- 10 uM (2 pl de la solution a 25 mM dans 5 ml de milieu)
- 25 uM (2 pl de la solution a 62,5 mM dans 5 ml de milieu)
- 50 uM (2 pl de la solution a 125 mM dans 5 ml de milieu)
e Les cellules témoins sont traitées par de 1’éthanol pur (« vehicle ») dilué au 1/2500°™ (2 ul
d’éthanol pur stérile dans 5 ml de milieu)
e Le traitement est laissé 48h puis les culots cellulaires sont réalisés pour les dosages

enzymatiques, les études d’oxygraphie ou les western-blots.

Rq: Une courbe de croissance est effectuée pour chaque concentration, et seules les
concentrations de resvératrol pour lesquelles un effet anti-prolifératif n’a pas été retrouvé
seront utilisées pour les études. Dans notre cas, les concentrations 10 et 25 pM ont été

utilisées pour les études.
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Fiche Technique n°21 :

r (]

Microscopie a épifluorescence sur fibroblastes en culture

Principe :

Le microscope utilis¢é est un vidéomicroscope a fluorescence invers¢ (DMI6000B,
Microsystems, Wetzlar, Germany) équipé d’une caméra (Roper Scientific, Tucson, AZ,
USA). Il est composé d’une source de lumiére a vapeur de mercure, permettant un éclairage
puissant et stable dont le spectre de la lumiére émise posséde plusieurs pics utilisables pour
exciter les fluorophores usuels (en utilisant des filtres pour sélectionner le pic choisi). Les
filtres servent a sélectionner la gamme de longueur d’onde que 1’on veut utiliser pour exciter
les fluorophores ou que I’on veut récupérer pour obtenir une image. Dans le microscope, les
filtres sont regroupés sur un cube qui comporte un filtre d’excitation et un filtre d’émission
On peut ainsi avoir plusieurs cubes avec, pour chaque, un jeu de filtres adaptés a un
fluorophore particulier. Il suffit de changer le cube dans le chemin optique des faisceaux
lumineux suivant le type de marquage effectué¢ dans I’échantillon. Le principe de ce type de
microscopie photonique est de marquer les molécules ou les structures d’intérét avec une
sonde fluorescente capable d’émettre elle-méme de la lumiere, de sorte que I’on observe
principalement ce qu’on a choisi de marquer. Le reste de I’échantillon est noir ; ce qui permet
un fort contraste. Lorsqu’une molécule fluorescente est excitée par un photon d’une énergie
suffisante (avec la bonne longueur d’onde), elle se désexcite en émettant un photon d’énergie
plus basse (a cause des relaxations d’énergie vibrationnelle).

Afin de corriger les aberrations optiques (dues aux objectifs, aux vibrations, a I’huile utilisée
sur ’objectif 100X) un processus est utilisé : la déconvolution. Ce processus a pour but de
ramener sur le plan focal toute la diffraction et ainsi d’obtenir des images moins floues. Ceci
nécessite I’acquisition d’une pile d’images dans 1’axe Z pour récupérer toute la diffraction au-

dessus et au-dessous du plan focal afin d’avoir le maximum d’information de I’image.

Fluorophores utilisés :

e Mitotracker® Green ou Mitotracker® Red (Molecular Probes, CA, USA): Ces molécules

ont la propriété de se fixer sur les membranes chargées des mitochondries.
e Hoechst 33342% qui se fixe spécifiquement aux bases adénine et thymine de I’ADN et
émet une fluorescence bleue. Il diffuse librement a travers les membranes des cellules

saines et apoptotiques.
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e MITOSOX" (Molecular Probes, CA, USA), qui interagit spécifiquement avec les ROS

« reactive oxygen species » d’origine mitochondriales en émettant dans le rouge.

Concentration Concentration Durée et Excitation/
Fluorophores stock finale température émission Acquisition
d’ incubation (en nm)

Mitotracker ImM 10 min TRITC
Red (DMSO) 100 nm 437°C 3791599 500ms
Mitotracker ImM 10 min FITC
Green (DMSO) 100 nm 437°C 490/516 1000 ms

. SmM 0.5uM 10 min TRITC
Mitosox (dans DMSO) (dans optimem) a37°C S10/580 500ms

10pug/ml .
Hoechst (églﬁgl/{m(l)) (dans DMEM-F12, ;032“8 350/461 3;8;15
2 SVF 10%)

Préparation des échantillons :

e® Les cellules sont mises en culture dans des boites double-chambre (Labtek, Nunc
International, Naperville, IL) pour I’étude du réseau mitochondrial, ou dans une boite a 8 puits
pour I’évaluation de la production de ROS. Les cellules des patients et des témoins sont
ensemencées dans du milieu DMEM F12-SVF 10% a raison de 30 000 cellules pour les
double-chambre ou 15 000 cellules pour les chambres a 8 puits.

e Pour I’étude du réseau mitochondrial :

Apres 48h, les préparations cellulaires sont observées au vidéomicroscope. Afin de visualiser
les mitochondries, un fluorophore est utilis¢ Mitotracker® Green ou Mitotracker® Red
(Molecular Probes, CA, USA. Pour la visualisation du noyau, un fluorophore bleu est ajouté
(Hoechst®). Les cellules vivantes sont incubées pendant 10 min a 37°C avec le Mitotracker®
et le Hoechst®. Puis, le milieu de marquage est ¢liminé des deux puits et remplacé par 1 mL
de milieu OPTIMEM qui servira de milieu d’observation.

e Pour I’évaluation de la production de radicaux libres :

Apres 48 heures de culture, le milieu de culture est remplacé pour la moitié des puits par un
milieu contenant de I' H,O, a la concentration de 250uM pendant une heure, puis par du

milieu de culture sans H,O, pendant 3 heures. Dans les autres puits le milieu n’est pas
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changé. Le milieu est ensuite ¢liminé de tous les puits et remplacé par un milieu de marquage

contenant un fluorophore rouge, le Mitosox®.

Etude du réseau mitochondrial :

La capture des images nécessite la réalisation de 21 plans d’acquisition (10 au-dessus et 10
au-dessous du plan focal). Trois types d’acquisitions sont réalisés: contraste de phase (durée
d’exposition de 2ms) qui permet de visualiser les cellules dans leur ensemble et d’établir le
plan focal ; TRITC (500ms) pour visualiser la fluorescence rouge des mitochondries et DAPI
(100ms) pour visualiser en bleu les noyaux. Les différentes acquisitions doivent étre codées
sur 12 bits (0-4095). L’objectif utilis¢ est le 100X a immersion. Les acquisitions sont réalisées
avec le logiciel Metamorph® 7.6 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Au minimum,
50 acquisitions sont réalisées par puits.

Les images obtenues en TRITC sont déconvoluées afin de corriger les distorsions optiques et
d’améliorer la qualité des images (réduction du bruit de fond), en utilisant un module de
déconvolution se basant sur un algorythme de Meinel. Les images ainsi obtenues sont
reconstruites en 3D. L’analyse des images est réalisées a 1’aide du logiciel Imaris 6.3®
(Bitplane, Zurich, Switzerland), permettant d’étudier la longueur des mitochondries, la
fragmentation du réseau, 1’état de connexions des mitochondries entre elles, la surface

mitochondriale rapportée a la surface cellulaire.
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Evaluation de la production de radicaux libres :

Au moins 30 captures d'images comprenant 16 plans d'acquisition par lamelles sont
réalisées au microscope a fluorescence (objectif 100X avec huile d’immersion). Deux
types d'acquisition sont réalisés : en contraste de phase et en TRITC pour visualiser la
fluorescence rouge.

Les images sont ensuite analysées par le logiciel Metamorph® 7.6 (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA). L’ensemble des images a ¢ét¢ déconvolué par des « batchs » de
déconvolution avec le méme algorythme de Meinel. L'image obtenue est reconstruite en
3D puis seuillée afin de visualiser les mitochondries. 80 régions de méme dimension sont
créées a partir du logiciel, 70 sont disposées au niveau des mitochondries les plus marquées
et 10 sont disposées au niveau du bruit de fond dans le cytosol. Les données sont exportées
dans Excel. Le bruit de fond est soustrait a l'intensit¢ moyenne de la fluorescence
permettant de comparer qualitativement et quantitativement la production de ROS

mitochondriale des cellules des patients a celle du témoin.

Image de miscroscopie a flurorescence analysée avec le logiciel
Metamorph. Il s’agit d’une image déconvoluée d’une cellule
fibroblastique traitée pendant lheure par de 1’H,O,, puis 3heures
sans H,O, puis incubée 15 min avec Mitosox"”. Des régions jaunes
sont disposées sur les mitochondries les plus marquées et des régions
bleues disposées sur le bruit de fond.
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Fiche Technique n°22 :
Immunocapture du complexe I a partir de fibroblastes

Milieux et Réactifs :

e PBS 1X (Eurobio, Paris, France)

e Digitonine (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 4mg/ml chauffée 2min a 95°C
e Antiprotéase 25X (Roche, Rosny-sous-bois, France)
e Laurylmaltoside (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 15 % (1,5g/10 ml de PBS 1X)
e Tampon d’¢lution :
- glycine (Sigma Aldrich, Lyon, France): 200mM
- laurylmaltoside (Sigma Aldrich, Lyon, France): 1mM
-Amener le pH a 2,5
e Tampon de lavage :
-PBS 1X
- laurylmaltoside 1 mM
e Tampon de neutralisation :
- Tris (Eurobio, Paris, France) : 1M
- DTT (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 50 mM
Amener le pH a 8,5
e Tampon « phosphosafe » permettant de préserver les phosphorylations protéiques :
- sodium fluoride (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 25 mM (final : ImM)
- sodium orthovanadate (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 50 mM ( final : 2mM)
- Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) (Sigma Aldrich, Lyon, France): 200 mM
(final : 1 mM)
e Tampon échantillon 2X
- Tris-HCI (Eurobio, Paris, France) : 0,4 M
- SDS (Eurobio, Paris, France) : 4,5 %
- Glycérol (Eurobio, Paris, France) : 4,5 %
- Bleu de bromophénol (Eurobio, Paris, France) : 2 mM
- B-mercaptoéthanol (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 0,6 M
Ajuster a pH 6,8

e Anticorps d’immunocapture complexe I (Mitosciences, Oregon, USA)
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Technique :

1-Préparation des échantillons

e Les immunocaptures ont été réalisées a partir de culots secs de fibroblastes (> 7.10° millions
de cellules).

e Reprendre les culots par du PBS 1X (100 pl/ 7 millions).

e Ajouter 100 pl de digitonine 4 mg/ml pour 7 millions de cellules et incuber 10 min a 4°C
sous agitation réguliére

e Stopper la réaction en ajoutant 1 ml de PBS 1X

e Centrifuger 10 min a 10000g a 4°C

e Retirer le surnageant et laver le culot avec 1ml de PBS 1X

e Prendre 15 pl d’homogénat cellulaire pour le dosage des protéines en diluant au %2 dans du
NaCl selon la méthode décrite précédemment

e Centrifuger 10 min a 10000g a 4°C

e Retirer le surnageant et reprendre le culot par du tampon phosphosafe + antiprotéase 1X
(5,5mg de protéine/ml de tampon) si I’acétylation et la phosphorylation doivent étre testées
par la suite. Sinon le culot peut étre repris dans du PBS seul.

e Réaliser un western-blot avec deux anticorps dirigés contre le complexe I (NDUFAO et
NDUFBS) puis contre le complexe II (utilis¢€ comme marqueur de charge), afin de vérifier que
la préparation des mitochondries est similaire entre les patients et les témoins

e Conserver a -80°C le reste de 1’échantillon

2- traitement des échantillons pour I’immunocapture du complexe 1

e Décongeler la suspension cellulaire de mitochondries a 5,5mg/ml

e Prélever la quantité nécessaire de protéines mitochondriales (au minimum 200 pg) a diluer
dans du PBS1X (gsp 180 pl)

e Ajouter du laurylmaltoside 15% dilué au 1/10™ (soit 20 pl dans les 180 pl)

e Vortexer et incuber 30 min dans la glace

e Centrifuger pendant 20 min a 16000g a 4°C

e Récupérer le surnageant

e Ajouter les anticorps de capture du complexe I (40 pg pour < Img de protéines
mitochondriales). En pratique, si le kit d’immunocapture contient des anticorps a la
concentration de 10pg/pul de matrice dilués au 1/16°™ dans de I’HBS, on ajoutera 64 ul de la
solution d’immunocapture (soit 40 pg d’anticorps, soit 4pul de volume matrice) dans le

surnageant.
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e Laisser incuber sous agitation la nuit a 4°C

e Centrifuger 1 min a 1000g pour collecter les billes

e Retirer le surnageant

e Laver les billes en ajoutant 100x volume matrice de tampon de lavage (soit 400 ul)

e Agiter 5 min et centrifuger 1 min a 1000g a 4°C

e Enlever le surnageant et laver une fois

e Eluer le complexe I dans 2 x volume matrice (soit 10ul) dans du tampon d’élution +
antiprotéase 1X (40ul d’antiprotéase 25X dans 960 pl de tampon)

e Agiter 10min a 4°C puis centrifuger a 1000g pendant 1 min a 4°C

e Récupérer le surnageant dans un tube et renouveler 2 fois I’étape d’¢élution (volume final :
environ 30 pl)

e Sur un second tube a coté, mettre un volume de tampon d’élution identique a celui obtenu
apres les trois centrifugations

e Ce tube doit étre neutralisé avec le tampon de neutralisation (papier pH) 0,5 ul par 0,5 pl

e Ajouter le volume de tampon de neutralisation nécessaire au tube contenant les surnageants
e Ajouter du tampon échantillon 2X dans ce méme tube

e [’échantillon est prét a étre utilisé pour tester I’acétylation et la phosphorylation du

complexe I en western-blot
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Hereditary spastic paraplegia-like disorder due to a mitochondrial ATP6 gene point
mutation.

Verny C, Gueguen N, Desquiret V, Chevrollier A, Prundean A, Dubas F, Cassereau J, Ferre
M, Amati-Bonneau P, Bonneau D, Reynier P, Procaccio V

Mitochondrion 2011,11(1):70-5

Hereditary spastic paraplegia refers to a genetically heterogeneous syndrome. We identified
five members of a family suffering from a late-onset spastic paraplegia-like disorder, carrying
the homoplasmic m.9176 T>C mutation in the mitochondrial ATP6 gene. The clinical
severity of the disease observed in the family was correlated with the biochemical and
assembly defects of the ATP synthase. The m.9176 T>C mutation has been previously
associated to Leigh syndrome or familial bilateral striatal necrosis. Other factors such as
modifying genes may be involved in the phenotypic expression of the disease. The family
belongs to the mitochondrial haplogroup J, previously shown to play a role in modulating the
phenotype of mitochondrial diseases and be associated with longevity. Moreover other
nuclear modifying genes or environmental factors may contribute to the disease phenotype.
This finding extends the genetic heterogeneity of the hereditary spastic paraplegia together
with the clinical spectrum of mutations of the ATP6 gene.

Ethambutol-Induced Optic Neuropathy Linked to OPA1 Mutation and Mitochondrial
Toxicity

Guillet V, Chevrollier A, Cassereau J, Letournel F, Gueguen N, Richard L, Desquiret V,
Verny C, Procaccio V, Amati-Bonneau P, Reynier P, Bonneau D.

Mitochondrion 2010, 10(2):115-124.

Ethambutol (EMB), widely used in the treatment of tuberculosis, has been reported to cause
Leber's hereditary optic neuropathy in patients carrying mitochondrial DNA mutations. We
study the effect of EMB on mitochondrial metabolism in fibroblasts from controls and from a
man carrying an OPA1 mutation, in whom the drug induced the development of autosomal
dominant optic atrophy (ADOA). EMB produced a mitochondrial coupling defect together
with a 25% reduction in complex IV activity. EMB induced the formation of vacuoles
associated with decreased mitochondrial membrane potential and increased fragmentation of
the mitochondrial network. Mitochondrial genetic variations may therefore be predisposing
factors in EMB-induced ocular injury.
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Phenotypic Spectrum of MFN2 Mutations in the Spanish Population

Casasnovas C, Banchs I, Cassereau J, Gueguen N, Chevrollier, A, Martinez-Matos JA,
Bonneau D, Volpini V.

J Med Genet 2010, 47(4):249-56

INTRODUCTION : The most common form of axonal Charcot-Marie-Tooth (CMT) disease
is type 2A, caused by mutations in the mitochondrial GTPase mitofusin 2 (MFN2).
OBJECTIVE: The objective of our study is to establish the incidence of MFN2 mutations in
a cohort of Spanish patients with axonal CMT neuropathy.

MATERIAL AND METHODS: Eighty-five families with suspected axonal CMT were
studied. All MFN2 exons were studied through direct sequencing. A bioenergetics study in
fibroblasts was conducted using a skin biopsy taken from a patient with an Arg468His
mutation.

RESULTS: Twenty-four patients from 14 different families were identified with nine
different MFN2 mutations (Arg94Trp, Arg94Gln, Ile203Met, Asn252Lys, GIn276His,
Gly296Arg, Met376Val, Arg364Gln and Arg468His). All mutations were found in the
heterozygous state and four of these mutations had not been described previously. MFN2
mutations were responsible for CMT2 in 16% +/- 7% of the families studied and in 30.8 +/-
14.2% (12/39) of families with known dominant inheritance. The bioenergetic studies in
fibroblasts show typical results of MFN2 patients with a mitochondrial coupling defect
(ATP/O) and an increase of the respiration rate linked to complex II.

CONCLUSION: It is concluded that mutations in MFN2 are the most frequent cause of
CMT?2 in this region. The Arg468His mutation was the most prevalent (6/14 families), and
our study confirms that it is pathological, presenting as a neuropathy in a mild to moderate
degree. This study also demonstrates the value of MFN2 studies in cases of congenital axonal
neuropathy, especially in cases of dominant inheritance, severe clinical symptoms or
additional symptoms such as optic atrophy.
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RESUME

La maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMT) représente un large groupe hétérogéne de
neuropathies périphériques héréditaires. Les mutations du gene GDAPI (ganglioside-induced
differentiation-associated protein 1), codant pour une protéine de la membrane externe
mitochondriale, sont associées a des formes récessives (CMT4A) et a des formes dominantes
de CMT (CMT2K). GDAP1 participerait au processus de fission des mitochondries sans que
son role soit bien défini. L’objectif de ce travail a été d’étudier le métabolisme énergétique
mitochondrial de cellules de peau issues de patients porteurs de mutations du géne GDAPI.
Nous avons mis en évidence un déficit énergétique mitochondrial associé au complexe I sans
altération majeure du réseau mitochondrial. Ce déficit fonctionnel du complexe I est associé a
une production accrue de radicaux libres et un défaut de régulation de la protéine sirtuine 1,
une désacétylase NAD-dépendante impliquée dans la biogenése mitochondriale. Nos travaux
ont ainsi montré que GDAPl a un role important dans le métabolisme énergétique
mitochondrial. Dans le but d’établir des corrélations génotype-phénotype, nous avons créé
une base de données internationale permettant de répertorier les données cliniques et les
variations de séquence de GDAPI.

Mots-clés : maladie de Charcot-Marie-Tooth de type 4A/2K, GDAPI1, dynamique
mitochondriale, métabolisme énergétique mitochondrial, base de données.

ABSTRACT

Pathophysiology of Charcot-Marie-Tooth disease type 4A/2K associated with GDAPI
gene mutations. Charcot-Marie-Tooth disease represents a large group of heterogeneous
disorders leading to inherited peripheral neuropathies. Mutations in GDAPI (Ganglioside-
induced Differentiation-Associated-Protein 1), encoding a protein anchored to the outer
mitochondrial membrane, are associated with recessive forms of CMT (CMT4A) and with
autosomal dominant forms (CMT2K). The function of the GDAPI1 protein is not fully
understood but it has been suggested to play a role in mitochondrial fission. The aim of this
work was to investigate mitochondrial bioenergetics in skin fibroblasts from patients
harboring mutations in GDAPI. We showed a mitochondrial complex I deficiency with a
reduction of ATP production, without major alteration of mitochondrial network. This
complex I defect was associated with a reactive oxygen species production and a
dysregulation of the NAD-dependent deacetylase sirtuin-1 level, a protein involved in
mitochondrial biogenesis. These results demonstrate that GDAP1 protein plays a major role in
mitochondrial energetic metabolism. In order to establish genotype-phenotype correlations,
we have created an international locus specific database containing the sequence variants of
GDAPI associated with patient clinical data.

Keywords: Charcot-Marie-Tooth disease type 4A/2K, GDAPI1, mitochondrial dynamics,
mitochondrial energetic metabolism, database.
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