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GAPDH : Glycéraldéhyde-3-phosphate 
déshydrogénase 
GATA-1 : GATA binding protein 1 
GFP : Green fluorescent protein 
GLUT : Glucose transporter 
GMP : Guanosine monophosphate 
Gpx : Glutathion peroxydase 
GRIM19 : gene associated with retinoic-
interferon-induced mortality 19 
GSH : Glutathion réduit 
GTP : Guanosine triphosphate 
H2O2 : Peroxyde d’hydrogène 
HCN2 : Potassium/sodium hyperpolarization-
activated cyclic nucleotide-gated ion channel 2 
HeLa : Henrietta Lacks 
HER2 : Human Epidermal Growth Factor 
Receptor-2 
hFIS1 : Human fission 1 protein 
HIF : Hypoxia inducible factor 
HMGB1 : High-mobility group box 1 
Hq : Harlequin 
HRK : Harakiri 
HSP70 : Heat shock protein 70 
IAP : Inhibitor of apoptosis 
IDO : Indoleamine 2,3-dioxygenase 
IFN : Interferon 
IKK : I kappa B kinase 
IL : Interleukine 
IMS : Intermembrane space 
iNOS : Inducible nitric oxide synthase 
IP3R : Inositol trisphosphate receptor 
IRES : Internal ribosome entry site 
JNK : c-Jun N-terminal kinase 
kDa : KiloDalton 
KO : Knock-out 
LDH : Lactate déshydrogénase 
LKB1 : Liver kinase B1 

LoxP : Locus of X-over P1 
LT-HSC : Long-term hematopoietic stem cells 
M : Molaire 
MAC : Mitochondrial apoptosis-induced channel 
MAM : Mitochondrial associated ER membranes 
MAPK : Mitogen-activated protein  kinase 
MAVS : Mitochondrial antiviral-signaling protein 
MCJ/DnaJC15 : Methylation-controlled J 
protein/DnaJ (HSP40) homolog, subfamily C, 
Member 15 
MCL-1 : Myeloid cell leukemia-1 
MCU : Mitochondrial calcium uniporter 
MCUR1 : Mitochondrial calcium uniporter 
regulator 1 
MDM2 : Mouse double minute 2 homolog 
MEFs : Murine embryonic fibroblasts 
MEIS1 : Myeloid ecotropic viral integration site 
1 homolog 
MEP : Megakaryocyte–erythroid progenitor 
MFN : Mitofusin 
MiD49 : Mitochondrial dynamics protein of 49 
kDa 
MiD51 : Mitochondrial dynamics protein of 51 
kDa 
MIM : Mitochondrial inner membrane 
MLS : Mitochondrial localization sequence 
MNNG : N-Methlyl-N′-nitro-N-
nitrosoguanidine 
MOM : Mitochondrial outer membrane 
MOMP : Mitohcondrial outer membrane 
permeabilization 
MPP : Multipotent progenitor 
MPT : Mitochondrial permeability transition 
mPTP : Mitochondrial permeability transition 
pore 
MRP8 : Myeloid related protein 8 
MSCV : Murine stem cell virus 
MTCH2 : Mitochondrial carrier homolog 2 
mTOR : Mammalian target of rapamycin 
NAC : N-acetyl-L-cysteine 
NAD(P)H : Nicotinamide adénine dinucléotide 
phosphate 
NDUFS : NADH dehydrogenase (ubiquinone) 
Fe-S protein 
NFκB : Nuclear factor-kappa B 
NIX : Nip3-like protein X 
NK : Natural killer 
NLR : Nod-like receptor 
NLRX1 : NLR family member X1 
NLS : Nuclear localization sequence 
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NMDA : N-Methyl-D-aspartate 
NO : Oxyde nitrique 
NOD : Nucleotide oligomerization domain 
NOX : NADPH oxydase 
NLRP3 : NOD-like receptor family, pyrin 
domain containing 3 
NRF : Nuclear respiratory factor 
O2 : Dioxygène 
O2

- : Superoxyde 
ODH : Oxoglutarate déshydrogenase 
OMI/HTRA2 : High temperature requirement 
protein A2 
OPA1 : Optic atrophy 1 
OXPHOS : Oxidative phosphorylation 
p16 INK4A : p16 inhibitor of cyclin-dependent 
kinase 4a 
p19 ARF : p19 alternative reading frame 
PAMP : Pathogen-associated molecular patterns 
PAR : Poly-ADP ribose 
PARP-1 : Poly [ADP-ribose] polymerase 1 
PAX5 : Paired box 5 
PCR : Polymérase chain reaction 
PDH : Pyruvate déshydrogénase 
PDK : Pyruvate déshydrogénase kinase 
PGAM5 : Phosphoglycerate mutase 5 
PGC1 : PPAR gamma coactivator 1 
Pi : Phosphate 
PI3K: Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-
kinase 
PiC : Phosphate carrier 
PINK1 : PTEN induced putative kinase 1 
PIP : Phosphatidylinositol phosphate 
PPAR : Peroxisome proliferator-activated 
receptor 
PRR : Pattern recognition receptor 
Prx : Peroxyredoxine 
PTEN : Phosphatase and TENsin homolog 
PTPMT1 : Protein Tyrosine Phosphatase 
localized to the Mitochondrion 1 
PUMA : p53-upregulated modulator of 
apoptosis 
RAG1 : Recombination activating gene 1 
RAPTOR : Regulatory-associated protein of  
RE : Reticulum endoplasmique 
RICTOR : Rapamycin-insensitive companion of 
mammalian target of rapamycin 
RIGI : Retinoic acid-inducible gene 1 
RIP ou RIPK : receptor-interacting protein 
kinase 
RLR : RIG-like receptor 

ROS : Reactive oxygen species 
RPA : Replication protein A 
RT-q-PCR : Quantitative reverse transcription 
PCR 
S6K : S6 kinase 
SCAF-1 : SR-related CTD-associated factor 1 
SCRM-1 : Scramblase 1 
SDH : Succinate déshydrogénase 
SH3 : SRC Homology 3 Domain 
siRNA : Small interference RNA 
SIRT1 : Sirtuin 1 
SMAC/DIABLO : Second mitochondria-derived 
activator of caspases/direct IAP-binding protein 
with low pI 
SOD : Superoxyde dismutase 
ST-HSC : Short-term hematopoietic stem cell 
STAT : Signal transducers and activators of 
transcription 
STING : Stimulator of interferon genes 
TCR : T-cell receptor 
TFAM : Mitochondrial transcription factor A 
Th : T helper 
TIM : Translocase of the inner membrane  
TLR : Toll-like receptor 
TNF : Tumor-necrosis factor 
TNFR : Tumor-necrosis factor receptor 
TOM : Translocase of the outer membrane 
TRAF : TNF receptor associated receptor 
TRAIL : TNF related apoptosis inducing ligand 
TRPM2 : Transient receptor potential cation 
channel, subfamily M, member 2 
TSC : Tuberous sclerosis complex 
TULA : T-cell ubiquitin ligand 
TUNEL : Terminal deoxynucleotidyl 
Transferase-mediated dUTP nick end labeling 
UCP : Uncoupling protein 
UQCR : Ubiquinol-cytochrome c reductase 
USP2 : Ubiquitin-specific protease 2 
VDAC : Voltage-dependent anion channel 
VEGF : Vascular endothelial growth factor  
VHL : Von Hippel-Lindau tumor suppressor 
VPS34 : Vacuolar protein sorting-associated 
protein 34 
WT : Wild-type 
XIAP : X-linked inhibitor of apoptosis protein 
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PREFACE 

S’intéresser à la géologie de la Terre, c’est étudier notre planètre dans ses différentes 

composantes, structures et reconstituer son histoire. Pour ce faire, il faut analyser la composition des 

roches, leur structure, leur physique mais aussi leur histoire et leur évolution. Ces analyses se 

positionnent à l’échelle microscopique comme à l’échelle macroscopique et ce n’est que la combinaison 

de ces échelles qui peut laisser entrevoir la complexité des phénomènes géologiques qui nous entourent. 

J’ai réalisé cela pendant mes premières années universitaires grâce à un fervent géologue, le Dr 

Christophe Noblet, dont les moments de loisirs étaient entièrement consacrés à l’assouvissement de 

cette passion pour les reliefs, entre autres ceux de la Bretagne. Cette manière d’appréhender la science 

me parrait tout aussi appropriée à la biologie dont la compréhension nécessite autant la maîtrise 

d’informations biochimiques que de processus physiologiques.  

 

Grâce à mon sujet de thèse, j’ai pu aborder de cette façon l’étude du facteur apoptotique 

maintenant découvert il y a plus de quinze ans, l’apoptosis-inducing factor. Je me suis ainsi intéressée à 

sa structure et ses propriétés biochimiques, sa régulation dans la mitochondrie au moment de la mort 

cellulaire mais aussi dans la vie normale de la cellule et enfin ses fonctions dans un système intégré via le 

modèle animal qu’est la souris. Mon travail a du s’articuler autour de l’ambivalence de cette protéine 

qui possède visiblement au moins deux fonctions dans la cellule, l’une vitale, l’autre létale. Elle 

s’apparente finalement beaucoup sur ce point à l’organelle qui la contient, la mitochondrie. Les 

mitochondries seraient issues de l’endosymbiose entre un protiste endocyté et l’ancêtre des eucaryotes. 

Ces petits organites de un à quelques microns possèdent leur propre ADN sur un chromosome 

circulaire. Leur nom provient du grec mitos (fil) et chondros (grain) rappelant leur forme de grain allongé, 

forme délimitée du cytoplasme par deux membranes, l’une externe et l’autre interne. La membrane 

interne est repliée de façon à créer des invaginations appelées crêtes qui augmentent considérablement la 

surface de la membrane sans conséquences pour le volume mitochondrial. Selon les types cellulaires, les 

mitochondries peuvent être d’une dizaine à des centaines de milliers. Elles s’organisent en réseau 

dynamique capable de fusionner ou fissionner selon les besoins, notamment énergétiques, de la cellule 

qui les abrite. Les mitochondries sont les usines de production énergétique de la cellule et permettent 

via le cycle de Krebs et la chaine respiratoire de fournir de l’énergie sous la forme d’ATP dans la cellule. 

D’autres fonctions la caractérisent et notamment celle de relarguer si nécessaire des exécuteurs de mort 

cellulaire programmée. En effet, les cellules constituant les organismes pluricellulaires doivent être 

éliminées en cas de dommages pour empêcher des dysfonctionnements dans le tissu ou l’organisme 

entier. C’est donc paradoxalement important de mourir un peu pour survivre.  
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Beaucoup de protéines impliquées dans la régulation ou l’exécution de la mort cellulaire sont 

dans les conditions basales occupées à d’autres fonctions vitales. C’est le cas du cytochrome c qui à l’état 

normal transfère des électrons du complexe III vers le complexe IV de la chaine respiratoire mais peut 

sortir de la mitochondrie suite à un signal de mort. Il entraine alors l’activation de protéases cruciales 

pour la mort cellulaire. Grim19 est une sous-unité du complexe I de la chaine respiratoire et exerce 

aussi des fonctions dans la mort cellulaire. L’endonucléase G régule la biogenèse mitochondriale et 

protège l’ADN mitochondrial tandis qu’il fragmente l’ADN nucléaire lors de l’induction de mort. 

Similairement, AIF est impliqué dans le maintien et la stabilité du complexe I de la chaine respiratoire 

alors qu’il induit la condensation de la chromatine et sa fragmentation dans l’exécution de la mort 

cellulaire. Le plus probable est que la fonction vitale soit la première caractérisant ces protéines très 

conservées d’un point de vue phylogénétique. L’acquisition d’une fonction de mort se serait faite au 

cours de l’évolution, de façon parallèle à l’apparition de voies de mort cellulaire programmée. Ces 

doubles fonctions qui caractérisent les effecteurs de mort en question rendent leur étude dans la mort 

cellulaire compliquée par le fait que leur délétion est généralement incompatible avec la survie 

cellulaire. Au cours de ma thèse, je me suis confrontée à cette difficulté qui s’est finalement avérée être 

plus une force qu’une faiblesse pour mieux comprendre AIF.  

 

Deux principaux modèles d’étude ont été les miens depuis bientôt cinq ans :  

- d’une part un modèle in vitro de mort cellulaire dépendant d’AIF : la nécroptose intrinsèque induite 

par le MNNG sur des fibroblastes murins embryonnaires immortalisés. Ce type de mort est 

indépendant de l’activation des cystéines protéases classiques de l’apoptose que sont les caspases. Il 

induit un fort dommage à l’ADN qui entraine une cascade de signalisation aboutissant à la sortie 

d’AIF des mitochondries puis à la fragmentation de l’ADN. Ce modèle d’étude a été choisi par le 

laboratoire pour sa dépendance à AIF afin d’identifier les mécanismes régulant ses fonctions dans la 

mort cellulaire. Mon travail s’est focalisé sur la modulation de sa sortie mitochondriale par les 

protéines de la famille BCL-2, en particulier la BH3-only BID et son lien avec les protéases 

dépendantes du calcium, les calpaïnes, importantes dans ce modèle. 

- D’autre part un modèle in vivo de délétion conditionnelle d’AIF impliquant une souris floxée de 

séquences loxP de part et d’autre de l’exon 11 du gène AIFM1. Le croisement de cette souris avec 

différentes lignées exprimant la cre recombinasse a rendu possible l’étude des conséquences de la 

perte d’AIF dans différents systèmes. Cela m’a permis d’approfondir les questions concernant les 

rôles tenus par AIF dans la mitochondrie, entre autres ceux liés à la respiration cellulaire. Je me suis 

de plus intéressée aux fonctions d’AIF dans l’hématopoïèse grâce à la délétion d’AIF de façon 

restreinte au système hématopoïétique. 
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Diverses collaborations ont jalloné mon parcours dans la compréhension des fonctions d’AIF. Tout 

d’abord, j’ai travaillé dans le laboratoire avec le Dr Mathieu Baritaud pour l’identification des kinases 

responsables de la phosphorylation d’un partenaire d’AIF dans le noyau, le variant d’histone γH2AX. J’ai 

aussi travaillé avec le Dr Laure Delavallée et Marie-Noëlle Brunelle-Navas pour étudier le rôle 

physiologique d’AIF dans ce nouveau modèle murin. Grâce aux collaborations avec le Dr Francina Langa 

Vives et le Dr Fabrice Chrétien à l’Institut Pasteur (France), le Dr Isabelle Migeotte à l’Université Libre 

de Bruxelles (Belgique), le Dr Danielle Chateau et Kévin Garbin au Centre de Recherche des Cordeliers 

(France), nous avons pu avancer ensemble dans l’analyse de cette souris invalidée pour AIF et des 

cellules MEFs en résultant. Un séjour de recherche chez le Dr Marika Sarfati à l’Université de Montréal 

(Canada) m’a permis d’apprendre à expérimenter sur la souris et à maîtriser les techniques de 

cytométrie en flux multicouleurs. J’ai aussi eu la chance d’interagir avec l’équipe du Dr Milagros 

Medina et Raquel Villanueva de l’Université de Zaragoza (Espagne) sur des questions biochimiques 

concernant AIF dont l’étude de plusieurs mutants de ce facteur. J’ai enfin eu le plaisir de travailler avec 

l’équipe du Dr Olivier Bernard à l’Institut Gustave Roussy (France), notamment Laurianne Scourzic, 

pour la réalisation de greffes de moelle osseuse dans le cadre du projet sur l’hématopoïèse. 

 

Dans ce manuscrit de thèse, j’ai choisi de séparer la première partie s’appuyant sur le modèle in vitro de 

la deuxième reposant sur le modèle in vivo. J’introduirai, exposerai et discuterai les résultats pour 

chaque versant de ce projet de thèse. Ces études ne sont pas indépendantes mais reposent sur des 

principes fondamentaux différents qui me permettent de traiter la première avant la seconde. C’est aussi 

l’ordre logique et chronologique dans lequel elles ont été effectuées au laboratoire et au cours de mon 

doctorat. Vous verrez que l’analyse des fonctions de mort d’AIF ne peut finalement pas être complète et 

comprise sans l’analyse de ses fonctions de vie. L’utilisation du deuxième modèle d’étude m’aura en 

effet permis de reconsidérer le rôle d’AIF dans la mort et d’envisager de nouvelles approches 

technologiques pour déchiffrer enfin les mystères de ce facteur. 
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TOME 1 

CHAPITRE 1: INTRODUCTION 

1. Mitochondrie et mort cellulaire  
La mitochondrie, gardienne d’effecteurs de mort sous contrôle permanent 

Dans ce premier chapitre introductif, je vais détailler les caractéristiques du réseau mitochondrial avant 

d’expliquer les mécanismes conduisant à la perméabilité de la mitochondrie impliquée dans la mort 

cellulaire. J’y expliquerai les deux grands processus de perméabilisation, à savoir la perméabilisation de 

la membrane externe et la transition de perméabilité. J’évoquerai ensuite la famille BCL-2, protéines 

cruciales pour la régulation de la perméabilité mitochondriale et je prendrai soin d’insister sur le sous-

groupe des BH3-only auquel je me suis particulièrement intéressée dans une partie de mon doctor at. Je 

présenterai alors les facteurs de mort libérés lors de cette perméabilisation des mitochondries et je 

concluerai par la présentation de l’un d’entre eux, AIF. J’insisterai essentiellement sur sa structure, ses 

partenaires et ses fonctions de mort car ses fonctions liées au métabolisme mitochondrial seront 

abordées dans le deuxième tome de ce manuscrit. 

1.1. Réseau mitochondrial 

1.1.1. Biogenèse 
En accord avec la théorie de leur origine endosymbiotique, les mitochondries sont délimitées par deux 

bicouches lipidiques, la membrane interne (mitochondrial inner membrane MIM) et la membrane 

externe (mitochondrial outer membrane MOM) (Figure 1a). Cette structure détermine trois espaces 

distincts : l’espace inter membranaire, l’espace entre les crêtes et la matrice contenant l’ADN 

mitochondrial (ADNmt). Ce dernier est un génome circulaire de 16 kb, extrêmement réduit au cours 

de l’évolution par transfert de gènes au noyau (1). Ce génome est organisé en nucléoïdes contenant 2 à 8 

copies d’ADNmt assemblés avec la protéine de liaison à l’ADN mitochondrial simple brin et le facteur 

de transcription mitochondrial A (TFAM). L’emballage de l’ADNmt par TFAM constituerait un niveau 

de régulation similaire aux histones pour l’ADN nucléaire (1). La transcription de l’ADNmt produit 13 

ARNm, sous-unités essentielles de la chaine respiratoire, ainsi que 2 ARNr et 22 ARNt nécessaires à la 

traduction des ARNm mitochondriaux (Figure 1b). Chaque mitochondrie contenant environ 1500 

protéines (dont 13 seulement proviennent de l’ADNmt), la biogenèse mitochondriale est un procédé 

complexe qui repose sur l’action conjointe et cordonnée de plusieurs processus : la réplication de 

l’ADN mitochondrial, la synthèse des protéines codées par l’ADN mitochondrial, la synthèse et l’import 

des protéines codées par le noyau et l’assemblage de ces protéines à double origine.  
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Figure 1 : Structure et Biogenèse 
mitochondriale 
a. les mitochondries sont des organes à 
double membrane, une externe et une 
interne, délimitant plusieurs espaces : 
l’espace intermembranaire, la matrice et 
les crêtes. La membrane interne a la 
particularité de se replier pour former 
des invaginations appelées crêtes ou 
cristae. Schéma inspiré d’images 
obtenues en microscopie à transmission 
électronique de sections de fibroblastes 
humains. 
b. les mitochondries sont marquées dans 
des cellules humaines d’osteosarcomes 
U2OS à l’aide d’anticorps fluorescents 
contre la protéine TOM20 de la 
membrane mitochondriale externe. Les 
noyaux ont été colorés par le DAPI et les 
cellules analysées par microscopie 
confocale. 
c. génome mitochondrial et organisation 
de la biogenèse. 
 
D’après Benedikt Westermann, 
Nature Reviews Molecular Cell Biology 11, 
872-884, 2010 et Douglas C. Wallace, 
Nature Reviews Cancer 12, 685-698, 2012  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La régulation de la biogenèse mitochondriale est contrôlée par des facteurs de transcription nucléaires 

tels que le récepteur lié à l’œstrogène α (ERRα) et les facteurs respiratoires nucléaires 1 et 2 (NRF1 er 

NRF2). Ces derniers régulent notamment l’expression de nombreuses sous-unités de la chaine 

respiratoire, des protéines de la machinerie d’import mitochondrial et de facteurs de traduction 

mitochondriaux. ERRα, NRF1 et NRF2 agissent de concert avec les co-activateurs transcriptionnels de 

la famille de récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes γ (PGC-1): PGC-1α, PGC-1β et 

PRC (PGC-1 related coactivator) (2). Leur fonction est de relier les stimuli environnementaux intra- et 

extra-cellulaires à la biogenèse mitochondriale. Leur expression et leur activité sont contrôlées par la 

température, le manque d’énergie dans la cellule ou la disponibilité en facteurs de croissance et en 

nutriments. Ils régulent de nombreuses voies métaboliques comme la respiration cellulaire, le 

métabolisme du glucose ou la thermogenèse.  Le membre le plus connu et étudié de cette famille est le 

PGC1α, et comme les deux autres membres de la famille, il est à la fois régulé au niveau 

transcriptionnel et post-traductionnel. La régulation de son expression génique est, entre autres, assurée 

par les récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes PPAR, la protéine se fixant au CRE 
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CREB, le facteur YingYang1 et mTOR. La régulation post-traductionnelle implique notamment 

l’AMPK, protéine senseur du ratio AMP/ADP, Akt, SIRT1 ou la MAPK p38 (2). De nombreux stress 

cellulaires peuvent ainsi agir sur la biogenèse mitochondriale avec en général pour but principal d’ajuster 

les voies métaboliques à l’environnement de la cellule. 

La biogenèse mitochondriale atténue le stress oxydant en augmentant la capacité mitochondriale à 

métaboliser des équivalents réducteurs. Les cellules à biogenèse mitochondriale augmentée consomment 

moins d’oxygène et produisent moins d’espèces réactives de l’oxygène (ROS), ce qui contribue à 

diminuer les dommages cellulaires et augmenter la survie (3). 

1.1.2. Fusion et fission 
Les mitochondries forment un réseau extrêmement dynamique : leur taille, leur forme et leur nombre 

changent constamment afin de s’adapter à l’environnement cellulaire. Ce réseau est contrôlé par des 

GTPases de type dynamine qui orchestrent les phénomènes de fusion et de fission des mitochondries. 

Ces processus sont coordonnés, finement régulés et contribuent ainsi à former en conditions normales 

un réseau mitochondrial présentant à la fois des mitochondries petites/arrondies et des mitochondries 

longues/fines (4). Une perturbation de cet équilibre peut conduire soit à une fragmentation excessive 

du réseau soit à un réseau réticulaire de mitochondries fusionnées (Figure 2a, 2b).  

La fusion consiste à fusionner les mitochondries entre elles, au niveau de la membrane interne 

mitochondriale et de la membrane externe en assurant le maintien de la compartimentalisation au cours 

du processus. L’intérêt premier de la fusion est de préserver une population mitochondriale homogène 

en favorisant l’échange des composants lipidiques et protéiques ainsi que de l’ADNmt. Ce peut être un 

phénomène transitoire ou complet, selon les stimuli et le but recherché. Les protéines clés impliquées 

dans la fusion sont les mitofusines MFN1 et MFN2, permettant la fusion de la membrane externe où 

elles résident, et la protéine GTPase Optic atrophy 1 OPA1, jouant un rôle dans la fusion de la 

membrane interne où elle est localisée (4).  

La fission correspond quant à elle à la fragmentation de mitochondries reliées entre elles et sert 

principalement à la division mitochondriale. Les mitochondries ne peuvent en effet pas être synthétisées 

de novo, c’est pourquoi lors de la mitose le réseau est fragmenté afin de partager équitablement les 

mitochondries de la cellule mère. La fission sert aussi d’étape préliminaire à l’élimination des 

mitochondries par mitophagie afin de supprimer les organelles vieilles, usagées et potentiellement 

dangereuses. La protéine reliée à la dynamine 1 (DRP1) assume une fonction essentielle à la scission des 

mitochondries. Elle est majoritairement cytosolique et minoritairement située sur des points de fission à 

la surface de la membrane externe mitochondriale. Elle est capable de former des anneaux contractiles 

au niveau des mitochondries en s’assemblant en spirales. Dans les organismes mammifères, son 

recrutement à la mitochondrie reste non élucidé alors que dans les levures, il semble que la protéine 
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homologue de fission 1 hFIS1 soit apparemment responsable de cette relocalisation (5). Ce processus de 

fission est communément observé lors de l’apoptose. Nous discuterons plus loin des implications et 

fonctions de ce mécanisme. 

 
 

Figure 2 : Fusion et Fission 
a. l’équilibre entre la fusion et la 
fission régule la morphologie 
mitochondriale. La surexpression 
d’une protéine de fission Fis1 dans 
les cellules COS7 induit la 
fragmentation alors que la perte 
des protéines de fission MiD49 et 
MiD51 induit la fusion excessive 
du réseau. Ces cellules COS7 ont 
des mitochondries GFP pour les 
visualiser facilement. Echelle, 20 
µm. 
b. dynamique mitochondriale et 
contrôle qualité. La fusion est 
régulée par les mitofusines MFN 
et OPA1. La fission est régulée 
par DRP1, MFF et FIS1. Si une 
mitochondrie fille est dépolarisée 
ou dysfonctionnelle, elle est 
éliminée grâce à l’accumulation de 
PINK1 à sa surface qui recrute 
Parkin. L’ubiquitination par 
Parkin permet le recrutement des 
autophagososmes qui fusionnent 
ensuite avec des lysosomes. 
c. le cycle de vie mitochondrial 
débute par la croissance et la 
disvision d’organelles préexistants 
et finit par la dégradation par 
mitophagie des organelles abîmés 
ou surnuméraires. Entre les deux, 
les mitochondries subissent de 
fréquents cycles de fusion et de 
fission pour générer de multiples 
mitochondries hétérogènes ou des 
réseaux interconnectés en fonction 
des conditions physiologiques. 
 
D’après Catherine S. Palmer, Cellular 
Signalling, 23, 10, 1534 – 1545, 
2011, Gao A W et al. EMBO Mol 
Med et Benedikt Westermann, Nature 
Reviews Molecular Cell Biology 11, 
872-884, 2010 
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1.1.3. Mitophagie 
La mitophagie est une forme d’autophagie sélective qui permet d’éliminer et de recycler uniquement les 

mitochondries. C’est un mécanisme de contrôle qualité qui assure un réseau mitochondrial sain. Les 

mitochondries sont constamment exposées à une quantité relativement importante de ROS qui abîment 

leur ADNmt, les lipides et les protéines qui les constituent. Ainsi endommagées, les mitochondries sont 

moins performantes et peuvent même risquer de libérer des facteurs apoptotiques. La voie de 

signalisation qui permet la mitophagie comprend la protéine kinase PINK1 et la protéine Parkin (Figure 

2b et 2c). Elle se produit lorsque PINK1 est stabilisé à la surface de la membrane externe 

mitochondriale et recrute alors Parkin (3). L’autophagosome, structure sphérique à double membrane, 

se forme autour de la mitochondrie à éliminer. Puis il fusionne avec un lysosome pour la dégrader. 

Poussée à son extrême, la mitophagie peut aboutir à la suppression de toutes les mitochondries d’une 

cellule et pourrait représenter en elle-même un type de mort cellulaire. Néanmoins, des études ont 

prouvé qu’en éliminant les mitochondries par mitophagie exacerbée, les cellules survivaient au moins 

quatre jours ce qui écarte la mitophagie d’une voie de mort cellulaire per se (6).  

 

1.2. Perméabilité mitochondriale  
L’augmentation de la perméabilité mitochondriale est une des étapes clés dans l’exécution de la mort 

cellulaire par voie apoptotique comme nécrotique. Cette perméabilité ne peut exister que si l’on 

considère le fait que les mitochondries sont soumises à un potentiel de membrane, comme toute cellule 

vivante. Celle-ci est due à la séparation des charges de part et d’autre de la membrane plasmique. Ce 

potentiel est notamment très utile pour les cellules excitables telles que les neurones ou les 

cardiomyocytes qui peuvent passer d’un potentiel de repos à un potentiel d’action. Cette propriété est 

essentiellement assurée par un système de canaux potassiques qui créent un courant ionique permanent 

ce qui entretient une différence de charge entre l’intérieur de la cellule et le milieu extérieur. Les 

mitochondries ont quant à elles un potentiel de repos contrôlé par la très grande résistance de leurs 

membranes internes, c’est à dire leur faible perméabilité aux ions. Bien que la membrane interne 

possède de multiples canaux, leur ouverture est très finement régulée afin d’empêcher la dissipation du 

potentiel de membrane et la formation du gradient de protons si nécessaire à la synthèse de l’ATP et son 

transport vers le cytosol. Pour rompre cette intégrité mitochondriale lors de l’induction de la mort 

cellulaire, deux principaux mécanismes ont été proposés et étudiés : la perméabilisation de la membrane 

mitochondriale externe et la transition de perméabilité mitochondriale.  
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1.2.1. Perméabilisation de la membrane externe mitochondriale (MOMP) 
Les protéines exécutrices de l’apoptose, ou comme elles sont parfois appelées les « bourreaux de 

l’apoptose », sont les caspases. Ces protéases à cystéine sont activées en une cascade qui aboutit à la 

dégradation par clivage d’un millier de substrats différents aussi variés que des protéines à activité 

kinase, des enzymes de la réparation de l’ADN, des protéines de la réplication ou de la traduction, ou 

encore des protéines structurales. Les caspases sont synthétisées sous forme de précurseurs zymogènes 

qui deviennent activés après une protéolyse régulée. On distingue les caspases initiatrices des caspases 

exécutrices que sont les caspases 3 et 7 (6). L’activation de ces dernières peut être commandée par des 

signaux externes (voie extrinsèque) ou des signaux internes à la cellule (voie intrinsèque).  

Dans la première voie, c’est la liaison de ligands tels que le FasL ou le TNFα à des  récepteurs 

membranaires de mort, les plus courants étant Fas/CD95, TNFα receptor 1 (TNFR1) et TRAIL receptor 1-

2 (TRAILR1-2), qui déclenche l’activation des caspases initiatrices 8 ou 10. Ces dernières propagent le 

signal apoptotique en clivant les caspases 3 et 7 (6). La voie intrinsèque repose sur la perte d’intégrité 

membranaire des mitochondries. Ces organites renferment des protéines capables d’induire la mort de 

la cellule. Les membres de la famille BCL-2 contrôlent la perméabilité mitochondriale, et leur 

expression et leur activité sont régulées par les divers stress cellulaires tels que les dommages à l’ADN, 

le stress métabolique, etc. L’activation et/ou translocation des protéines de la famille BCL-2 à la 

membrane mitochondriale externe conduit à sa perméabilisation, phénomène appelé MOMP. Les deux 

voies ne sont pas complètement indépendantes puisque la caspase 8 peut cliver la protéine de la famille 

BCL-2 de type BH3-only (pour BCL-2 Homology domain 3) BID et ainsi activer la voie intrinsèque en 

renforcement de la voie extrinsèque (7). 

Deux grandes sous-familles de protéines sont distinguables parmi les protéines de la famille BCL-2 : les 

protéines anti-apoptotiques telles que BCL2, BCL-xL ou MCL-1 et les protéines pro-apoptotiques telles 

que BAX, BAK ou BIM. Dans cette dernière catégorie, nous pouvons classer les protéines selon leurs 

domaines BH: celles possédant les domaines BH1, BH2 et BH3 (BAX, BAK) et celles ne possédant 

qu’un domaine BH3 (BIK, BAD, HRK, BIM, PUMA, NOXA, BMF et BID) (8). Les premières sont 

capables de s’homo-oligomériser et s’insèrent dans la membrane mitochondriale externe pour y former 

des pores, bases moléculaires de la MOMP. Les secondes agissent soit comme des molécules 

sensibilisatrices soit comme des molécules activatrices. Le phénomène de sensibilisation fait référence au 

fait qu’elles inhibent les protéines anti-apoptotiques en s’y liant. L’activation fait quant à elle référence 

au fait que ces protéines participent à l’induction de l’oligomérisation et l’insertion de BAX et BAK dans 

la membrane. Seules les protéines BIM, BID et PUMA auraient cette propriété (Figure 3) (9). 
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La MOMP repose sur la formation de pores membranaires constitués des protéines pro-apoptotiques 

BAX and BAK. Ces protéines sont absolument indispensables à l’induction de MOMP car des cellules 

mutées pour BAX et BAK y sont complètement insensibles. Pour que l’activation et l’oligomérisation de 

ces protéines aient lieu, de nombreuses interactions sont nécessaires entre les différents membres de la 

famille BCL-2 notamment. Ces interactions ont été largement étudiées ces dernières années permettant 

ainsi de proposer aujourd’hui un modèle unifié qui sera explicité plus précisément dans le chapitre sur la 

famille BCL-2. BAX comme BAK subissent des réarrangements structuraux qui permettent la 

relocalisation de BAX du cytosol vers la membrane externe mitochondriale et l’homo-oligomérisation 

de BAX comme BAK (Figure 3). Deux modèles d’oligomérisation sont proposés (10). Le premier est dit 

asymétrique (Figure 4b) car il conduit à l’assemblage enfilé des molécules. Ce modèle repose sur 

l’interaction du domaine BH3 only (d’une protéine BH3-only ou d’une molécule BAX ou BAK exposant 

cette hélice BH3) avec la poche arrière d’une autre molécule BAX ou BAK. L’autre modèle dit 

symétrique (Figure 4a) conduit à l’assemblage en miroir des monomères via une interaction du domaine 

Figure 3 : Perméabilisation mitochondriale 
La perméabilisation des mitochondries peut venir de deux mécanismes distincts mais partageant des points 
communs. Elle aboutit dans les deux cas à la libération de protéines contenues dans l’espace intermembranaire 
mitochondrial a. Des canaux formés des protéines pro-apoptotiques de la famille BCL-2 BAX ou BAK induisent la 
MOMP au niveau de la membrane mitochondriale externe. b. Une surcharge en Ca2+ ou un stress oxydant peut 
induire la MPT au niveau de la membrane interne mitochondriale et conduire à l’ouverture du mPTP. 
D’après Lorenzo Galluzzi, Nature Reviexs Neuroscience, 10, 481-494, 2009 
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BH3-only avec le sillon hydrophobique formé par la région BH1 à BH3. Les deux modèles pourraient 

exister et participer à l’assemblage supramoléculaire des ces protéines en très peu de temps. 

 

 

Quelles sont les caractéristiques biophysiques de la MOMP ? Des expériences réalisées avec des 

dextranes fluorescents de différentes tailles encapsulés dans des liposomes ont démontré que les pores 

formés par BAX permettaient la sortie de molécules allant de 10 kDa à 2mDa, ce qui est cohérent avec 

la sortie des facteurs de mort de l’espace intermembranaire tels que le cytochrome c, SMAC/Diablo ou 

AIF (6). La perméabilisation passe d’un stade d’initiation en quelques points de la cellule à la 

propagation à tout le réseau mitochondrial en l’espace de 5 minutes. Les pores formés par BAX et BAK 

pourraient être de nature protéiques ou lipidiques. Les protéines BAX et BAK partagent des similarités 

structurelles avec des toxines bactériennes capables de former des pores. Des mesures de patch-clamp ont 

été réalisées à partir de mitochondries activées pour initier la MOMP et ont conduit à identifier le canal 

mitochondrial MAC (pour Mitochondrial Apoptosis-induced Channel) (11). Ce canal augmente en 

conductance au cours du temps de manière cohérente avec le modèle de recrutement d’homodimères de 

BAX ou BAK dans un pore oligomérique. Un modèle alternatif suggère que c’est l’interaction des 

homodimères avec la membrane lipidique qui conduit à la formation de pores. BAX et BAK agiraient 

alors comme la toxine bactérienne mellitine qui induit la formation dans les membranes de structures 

micellaires inversées conduisant à des pores lipidiques (10). L’analyse par microscopie cryo-électronique 

de pores induits par BAX est en faveur de ce modèle lipidique. Ces structures restent à être observées 

sur des cellules en cours de MOMP. 

Figure 4 : Modèles de formation des dimères de BAX et BAK 
a. les dimères symétriques : les monomères actifs dont l’hélice est dans la membrane mitochondriale exposent 
leurs régions BH3 qui peuvent se lier au sillon d’un monomère adjacent. Cette liaison change la conformation 
de la poche arrière et permet la formation de tétramères pour propager l’oligomérisation. b. les dimères 
asymétriques : les monomères actifs exposent leur BH3 qui interagit directement avec les poches arrières de 
monomères voisins pour former des oligomères uniquement via ce type d’interaction. 
D’après A Shamas-Din, Cold Spring Harb Perspect Biol, 2013 
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1.2.2. Transition de perméabilité mitochondriale (MTP) 
L’existence d’un pore de transition de perméabilité mitochondriale (mPTP) initialement observé lors 

d’expériences menées sur des mitochondries isolées a conduit à considérer un autre mécanisme de 

perméabilisation que la MOMP : la transition de perméabilité mitochondriale (MTP). Ce pore mPTP 

correspondrait à un canal supramoléculaire assemblé au niveau de jonctions entre la membrane interne 

et la membrane externe des mitochondries. Son ouverture augmenterait la perméabilité mitochondriale 

pour des molécules d’une taille allant jusqu’à 15 kDa qui conduirait au gonflement des mitochondries et 

à leur dépolarisation (Figure 5) (12). Bien que la composition moléculaire de ce pore reste mal définie, 

il semble pourtant être une cible thérapeutique de choix pour moduler le stress oxydant lié à l’ischémie-

reperfusion et aux maladies neurodégénératives. L’ouverture du PTP requiert l’entrée de calcium dans 

la matrice mitochondriale via le complexe uniport de calcium mitochondrial MCU et MCUR1. Ce 

transport est favorisé par un potentiel de membrane très négatif et est indissociable du transport de 

phosphate inorganique (Pi) (13). La présence de calcium matriciel constitue une condition sine qua non 

pour la transition de perméabilité mais il n’est pas pour autant suffisant. Il s’y ajoute d’autres agents ou 

conditions dites inductrices. L’augmentation d’espèces réactives de l’oxygène accroit en effet la 

probabilité d’ouverture du pore tandis que les nucléotides ADP et ATP l’inhibent. Parmi les régulateurs 

supposés de l’ouverture du mPTP on trouve entre autres les protéines de la famille BCL-2, ainsi que 

p53, C1QBP, l’ATP synthase mitochondriale F0/F1 et l’hexokinase II (13).  

 
Figure 5 : Régulateurs du mPTP 
Plusieurs composants de la membrane mitochondriale interne et externe régulent le pore de transition de 
perméabilité. Les principaux figurent sur ce schéma. D’après John W Elrod, Circulation Journal, 77, 1111-1122, 2013 
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Malgré des efforts considérables ces vingt dernières années pour caractériser la composition du mPTP, 

sa nature reste aujourd’hui inconnue. L’adénine nucléotide translocase ANT de la membrane interne 

mitochondriale et le canal anionique voltage dépendant VDAC de la membrane externe mitochondriale 

se sont révélés être des régulateurs du mPTP plutôt que des constituants propres. Leur invalidation 

génique n’empêche pas l’ouverture du mPTP (14, 15). Par contre, la cyclophyline D demeure un 

candidat crédible suite aux invalidations géniques réalisées dans deux études conduites par des 

laboratoires différents  (16, 17). Historiquement, la protéine de matrice mitochondriale cyclophiline D 

(CypD) avait été identifiée comme potentiel composant du mPTP car elle est une des cibles de la drogue 

immunosuppressive cyclosporine A (CsA) capable d’induire la MTP. Dans les deux modèles murins 

réalisés en 2005, la délétion du gène PFIF codant CypD conduit à une résistance des mitochondries à la 

transition de perméabilité. Le doute subsiste néanmoins car une augmentation de calcium matriciel plus 

importante peut surpasser cette résistance à l’induction de la MTP par la CsA. Une hypothèse 

alternative est que la CypD favoriserait l’ouverture du mPTP en masquant un site de liaison au Pi. 

L’occupation de ce site par le Pi aiderait le mPTP à répondre au calcium matriciel déjà présent. Ce 

modèle est remis en cause par des expériences dans lesquelles l’ajout de Pi favorise l’ouverture du PTP 

et en plus de façon indépendante de la CypD (13). L’analyse de cellules ou de modèles murins déficients 

pour le PiC, le principal transporteur de Pi, aidera à élucider cette question.  

Puisqu’une composition unique du mPTP n’a toujours pas été identifiée, une possibilité est que ce pore 

puisse être de composition variable, multiple et/ou dynamique en fonction du type cellulaire, de son 

statut, de son environnement, ...   

Un autre débat concerne le type de mort cellulaire associé à l’ouverture de ce pore. Une idée générale 

consiste à dire qu’en présence de quantité importante d’ATP, la voie de mort privilégiée est l’apoptose, 

tandis qu’en absence d’ATP, l’activation des caspases est impossible ce qui, conjugué à l’augmentation 

de calcium et de ROS, favoriserait la nécrose. Comme la MTP bloque le métabolisme mitochondrial 

énergétique et donc la synthèse d’ATP, l’ouverture du mPTP a logiquement été associée à la nécrose 

(18). Pourtant de nombreux travaux ont démontré que le mPTP pourrait aussi contribuer à l’induction 

de l’apoptose (12). La caractérisation de sa composition et la connaissance de sa régulation permettront 

d’envisager de répondre à ces questions. La MTP pourrait survenir parallèlement à la MOMP est être 

autant voire plus importante selon les stimuli et les cellules concernées. 

1.2.3. Rôles de la fusion et de la fission dans la perméabilité mitochondriale 
Il est communément admis que le réseau mitochondrial se fragmente lors de l’apoptose ce qui participe 

à la cinétique de libération du cytochrome c et à l’activation des caspases. DRP1 est en effet recrutée à la 

membrane externe mitochondriale où elle colocalise avec BAX et MFN2 aux sites de fission. DRP1 est 

d’ailleurs modifiée par sumoylation d’une façon dépendante de BAX/BAK et cesse alors de naviguer 
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entre le cytosol et la mitochondrie pour rester en permanence à la surface de la MOM (19). L’inhibition 

de la fission décale dans le temps mais n’empêche pas la perméabilité mitochondriale. Cette 

fragmentation mitochondriale pourrait aussi résulter d’un défaut de fusion. Par exemple, l’extinction de 

MFN1 et MFN2 conduit à une fragmentation mitochondriale se traduisant par une sensibilité accrue à 

l’induction de l’apoptose (20). De même, la sous-expression du facteur de fusion OPA1 dans des 

cellules HeLa est associée à un réseau fragmenté, une dissipation du potentiel de membrane et une 

désorganisation radicale des crêtes mitochondriales (20). 

1.2.4. Conséquences de la perméabilité mitochondriale 
La perméabilité mitochondriale conduit inévitablement à la dissipation du potentiel de membrane 

mitochondrial. Or ce potentiel est indispensable au bon fonctionnement de la chaine respiratoire, donc à 

la production d’ATP, mais aussi à l’homéostasie ionique et l’import de protéines dans la matrice 

mitochondriale. Suite à la perméabilisation des mitochondries, les caspases sont activées et avec elles des 

centaines de protéines sont dégradées. En l’absence d’activité des caspases, la cellule meurt tout de 

même mais plus lentement. Le clivage des substrats protéiques par les caspases peut inhiber (c’est le cas 

de l’enzyme de réparation de l’ADN PARP-1) ou activer (cas de l’endonucléase CAD) ces protéines. 

L’une des étapes ultimes de cette cascade de signalisation est d’ailleurs la dégradation de l’ADN. Ce 

n’est alors plus qu’une affaire de minutes avant que la cellule ne soit éliminée par phagocytose (6).  

1.3. Famille BCL-2 

1.3.1. Structures et interactions entre les membres de la famille BCL-2 
BCL-2 (B-Cell Lymphoma 2) a d’abord été identifié comme le gène impliqué dans l’avantage 

oncogénétique attribué par la translocation chromosomique (t14 ;18) dans les lymphomes folliculaires 

(21). Cette translocation place en effet le gène BCL-2 sous le contrôle du promoteur de la chaine lourde 

des immunoglobulines, conduisant alors à la surexpression de BCL-2 dans les lymphocytes B. BCL-2 fut 

ainsi le premier oncogène identifié agissant non pas en favorisant la prolifération des tumeurs mais en 

empêchant la mort cellulaire. Plus tard, des études dans le nématode C.elegans ont permis de mettre en 

évidence la fonction anti-apoptotique de l’orthologue de BCL-2, CED-9, capable d’inhiber l’activation 

des caspases (21). Alors que C.elegans ne possède qu’un membre de la famille BCL-2, neuf homologues 

ont pu être identifiés chez les mammifères en se basant sur leurs séquences et leurs structures : les anti-

apoptotiques BCL-2, BCL-xL, BCL-W, MCL1 (myeloid cell leukaemia sequence 1), A1, BCL-B et les 

pro-apoptotiques effectrices BAX, BAK et BOK (22). Ces protéines peuvent agir au niveau des 

membranes des mitochondries et du réticulum endoplasmique grâce à leur domaine hydrophobique à 

l’extrémité C-terminale en facilitant l’ancrage à la membrane et grâce à leur épingle à cheveux 

hélicoïdale insérable dans les membranes lipidiques (9). Elles sont aussi caractérisées par leurs domaines 
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BH correspondant à des régions de 10 à 20 acides aminés conservés entre les différents membres de 

cette famille (Figure 6a). Elles possèdent une structure biochimique globulaire commune constituée 

d’un fagot en hélices entourant un noyau hélice hydrophobique central exposant les domaines BH1, BH2 

et BH3 (Figure 6c, d) (23). Ce repliement produit une interface cruciale pour l’interaction avec les 

domaines BH3 d’autres membres de la famille BCL-2. Il sert notamment au troisième sous-groupe de la 

famille BCL-2, les pro-apoptotiques BH3-only. 

a b 

c d 

e f 

Figure 6 : Famille BCL-2 
a. représentation schématique des 
protéines de la famille BCL-2 
identifiant les domaines BH et les 
régions transmembranaires de la 
structure BCL-2. Les dessins sur la 
gauche représentent la structure 
globulaire (ronde) ou nativement 
déstructurée (ressort).  
b. représentation des interactions 
fonctionnelles entre les protéines 
pro- et anti-apoptotiques de la 
famille BCL-2. 
c. structure de BCL-xL présentant 
les hélices et les régions BH de la 
protéine.  
d. structure de l’interaction entre 
BCL-xL et la région BH3 de BAD 
où la leucine et asparagine de BAD 
sont engagées dans des liaisons 
hydrophobes et électrostatiques 
respectivement avec BCL-xL. 
e. les protéines BH3-only de la 
famille BCL-2 activateurs directs 
et dérépresseurs/sensibilisateurs 
permettent d’inhiber les protéines 
anti-apoptotiques et contribuent 
directement et indirectement à 
l’activation des effecteurs pro-
apoptotiques comme BAX et 
BAK. Des stress extrinsèques et 
intrinsèques les régulent et 
déterminent ainsi l’exécution ou 
non de l’induction de perméabilité 
mitochondriale caractéristique de 
l’apoptose et d’autres voies de 
mort.  
 
 
D’après Tudor Moldoveanu, Trends in 
Biochemical Sciences,39,3, 101–111, 
2014. 
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A l’exception de BID dont nous parlerons plus loin, les BH3-only ne possèdent pas de structures 

globulaires mais sont nativement déstructurées. Elles possèdent néanmoins une hélice amphiphatique 

formée par le domaine BH3 lorsqu’il interagit avec d’autres protéines (23). Les BH3-only ont d’ailleurs 

des différences de spécificité et d’affinité pour leurs partenaires en fonction de la séquence d’acides 

aminés de leur domaine BH3. Cela détermine leur capacité à interagir avec tout (comme BIM, BID et 

PUMA) ou seulement une partie des membres anti-apoptotiques (Figure 6b). La plupart des interactions 

entre les membres de la famille BCL-2 et leurs régulateurs a lieu via la liaison directe du domaine BH3 

d’une protéine dans le sillon hydrophobique formé par les domaines BH1-3 de leur partenaire (8).  

En fonction du stress cellulaire, les protéines anti-apoptotiques peuvent inhiber directement les 

protéines effectrices BAX et BAK ou inhiber les protéines BH3-only activatrices de BAX et BAK (à ce 

jour seules BID, BIM et PUMA ont été identifiées comme capables d’induire cette activation). La 

contribution de chaque mode d’inhibition varie en fonction de la disponibilité et de l’affinité des 

partenaires impliqués à un moment donné dans un type cellulaire donné. Le rôle pro-apoptotique des 

BH3-only dites sensibilisatrices/dérépressives consiste à contrecarrer les BCL-2 anti-apoptotiques en se 

fixant aux mêmes sites de fixation et lever ainsi soit l’inhibition directe de BAX et BAK soit leur 

inhibition indirecte (Figure 6e). Ce modèle dit unifié est celui communément admis aujourd’hui pour 

expliquer les relations entre les différentes protéines de la famille BCL-2 (24). 

1.3.2. Les protéines BH3-only, senseurs du stress cellulaire et sources 
d’innovations thérapeutiques 

Au cours de l’évolution, les BH3-only sont apparues plus tard que les autres membres de la famille 

BCL-2, probablement après une expansion des vertébrés. Une sous-classe des BH3-only, les BNIP 

(BCL2/adenovirus E1B 19 kd-interacting protein), est même distincte de par sa très faible homologie de 

séquence au niveau du domaine BH3 qu’elle pourrait ne pas utiliser pour interagir avec les autres 

membres de la famille BCL-2. On compte au moins dix protéines BH3-only différentes dans le 

protéome des vertébrés (25). L’amplification de ce sous-groupe de la famille BCL-2 permet de 

contrôler plus finement les différents types de stress cellulaires possibles. Ces protéines BH3-only sont 

en effet régulées par divers mécanismes transcriptionnels, traductionnels et post-traductionnels. La 

plasticité structurelle inhérente aux protéines BH3 favorise également leur interaction avec d’autres 

partenaires comprenant des non-membres de la famille BCL-2. Cela constitue bien souvent leur 

fonction primordiale qu’elles effectuent dans des compartiments distincts des membranes cibles de 

l’apoptose. Pour détourner une protéine BH3-only de son emploi principal vers l’exécution de 

l’apoptose, elle doit être généralement modifiée par phosphorylation, myristoylation, ubiquitination ou 

protéolyse. Cela s’ajoute à la régulation transcriptionnelle pour PUMA et NOXA qui sont contrôlées 

transcriptionnellement par p53 (26). 
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La compréhension de la structure et du fonctionnement des protéines de la famille BH3-only a 

récemment permis le développement de nouvelles thérapies anti-cancéreuses. Les cellules tumorales 

semblent de base plus enclines à mourir par apoptose car elles présentent des niveaux plus élevés de 

protéines pro-apoptotiques telles que BIM. Mais la surexpression des anti-apoptotiques compense cette 

augmentation. Des inhibiteurs mimétiques des BH3 ont ainsi été développés pour bloquer l’action anti-

apoptotique des protéines BCL-2 (8). La molécule initiale est l’ABT-737 capable de se lier au sillon de 

BCL-xL ou BCL-2. Il a ensuite été amélioré en version biodisponible, l’ABT-263 (navitoclax). Les 

études cliniques réalisées pour ces agents ont donné des résultats encourageants particulièrement pour la 

leucémie lymphoïde chronique. Combinées à des chimiothérapies conventionnelles ou à des thérapies 

ciblées, ils ont pu aussi avoir un impact prometteur dans d’autres types de cancers. L’un des effets 

secondaires répertoriés concerne la déplétion des plaquettes qui a pu être supprimée par la mise au point 

d’une nouvelle molécule BH3-mimétique, l’ABT-199 (27). Ceci démontre par ailleurs la faisabilité de 

l’optimisation de la spécificité et le spectre d’action de ces peptides grâce à la connaissance biochimique 

des protéines dont ils s’inspirent. Il reste à mettre au point des peptides ciblant MCL-1 et A1 car seuls 

BCL-2, BCL-xL et BCL-w sont pour l’instant visés par les analogues de l’ABT-737. MCL-1 est amplifié 

dans de nombreuses tumeurs dont les mélanomes et les leucémies myéloïdes aigues tandis que 

l’expression de MCL-1 et A1 a été associée à des résistances aux BH3 mimétiques. Mais le 

développement d’inhibiteurs spécifiques de ces protéines a pour l’instant été rendu difficile en partie à 

cause de la rigidité du sillon hydrophobique de MCL-1 et A1 (8). L’application thérapeutique de ces 

peptides mimétiques ne s’arrête pas à la cancérologie car ils pourraient être utilisés dans le cadre de 

maladies auto-immunes ou d’infections virales, pour maintenir respectivement un nombre de 

lymphocytes important et une résistance aux protéines virales mimant les BCL-2 anti-apoptotiques. 

1.3.3. La protéine BID, un membre un peu spécial des BH3-only 
Découverte en 1996 par son interaction à la fois avec BCL-2 et BAX, BID est l’acronyme pour BH3-

interacting domain death agonist. Elle constitue la seule BH3-only à structure globulaire similaire aux 

protéines pro-apoptotiques effectrices et aux anti-apoptotiques. BID se compose de 8 hélices alpha et 

possède une longue boucle de régulation entre l’hélice 2 et l’hélice 3 (Figure 7). Cette boucle comprend 

les sites de clivage par les protéases qui ciblent BID pour le transformer en sa forme active tronquée 

tBID. Son clivage permet de supprimer les interactions entre l’hélice 2 contenant un BH3-like domain et 

l’hélice 3 contenant le vrai domaine BH3 (7). De cette manière, après clivage, le domaine BH3 de BID 

est clairement exposé et peut se lier à BAX et BAK notamment. La caspase 8 est historiquement la 

protéase responsable du clivage de BID en tBID. Cette protéolyse permet à la voie extrinsèque des 

récepteurs de mort membranaires d’activer en parallèle la voie intrinsèque faisant participer la 

mitochondrie. Mais la caspase 8 n’est pas la seule à pouvoir couper BID dans sa boucle de régulation. 
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D’autres sites ont pu être identifiés (28). La sérine protéase délivrée par les cellules T cytotoxiques 

qu’est le granzyme B peut en effet cliver BID. De même, les cathepsines et les calpaïnes agissent sur 

cette boucle. La caspase 3 clive BID au même endroit que la caspase 8 et ceci agirait comme un 

mécanisme d’amplification de la voie apoptotique dépendante des caspases. Il existe également un 

clivage après stimulation des JNK qui se ferait dans la région de l’hélice 1. La protéase impliquée n’a 

cependant pas été identifiée. Au niveau de la boucle de régulation, il existe des sites de phosphorylation. 

Ceux ciblés par les caséine-kinases I et II inhibent le clivage par la caspase 8 (28) alors que ceux ciblés 

par ATM et ATR seraient liés à la fonction de BID dans l’arrêt en phase S provoqué par un dommage à 

l’ADN. Enfin, une fois devenue la partie N-terminale de la protéine, la boucle de BID peut être 

myristoylée ce qui augmente grandement la capacité de tBID à interagir avec les lipides membranaires. 

Ainsi, une fois clivé, BID s’insère dans les mitochondries. La présence de deux hélices hydrophobes !6 

A

B

Figure 7 : Structure de BID et interaction avec BAX 
a. régions et résidus de BID qui régulent sa liaison aux membranes et sa fonction de mort. BID contient 195 
acides aminés et 8 !-hélices. Les nombres au dessus des hélices correspondent aux acides aminés de début et 
de fin de la région. Les sites de clivage de BID ainsi que les protéases associées sont indiqués.  
b. modèle proposé pour le recrutement de BID aux membranes mitochondriales, le recrutement de BAX et 
son insertion. Alors que tBID clivé dans le cytosol (1) approche la surface d’une membrane, des changements 
de conformation en N-terminal permettent l’exposition de l’hélice 1 (2). La conformation continue d’évoluer 
et aboutit au déplacement du fragment p7, l’insertion des hélices 6, 7 et 8 ainsi que l’exposition du domaine 
BH3 (3). Au contact de la surface membranaire, BAX change aussi de conformation conduisant à l’expositon 
de l’hélice 1 (1). tBID inséré dans la membrane aide alors l’insertion des hélices 5, 6 et 9 de BAX (2) et 
conduit à l’exposition du domaine BH3 de BAX (3). 
D’après Billen, Oncogene,27,93–104, 2008. 

a 

b 
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et α7 entourées d’hélices amphiphatiques favorise cette insertion (comme le démontre la conservation 

de cet arrangement parmi les membres de la famille BCL-2 qui peuvent former des pores). Une fois à la 

mitochondrie, BID induit la translocation et l’insertion de BAX et libère BAK jusqu’alors inhibé par 

VDAC. Le modèle actuellement proposé pour expliquer l’activation de BAX qui en résulte est illustré 

sur la figure 11. Une fois inséré dans la mitochondrie, tBID recrute la fraction de BAX cytosolique à la 

surface de la membrane externe mitochondriale. Les phospholipides de la membrane mitochondriale, 

notamment les cardiolipides, ont un rôle primordial dans l’insertion de tBID, la formation de pores et la 

perméabilisation mitochondriale. C’est donc aussi via son interaction avec les lipides que tBID joue son 

rôle d’effecteur de mort.  

BID aurait d’autres fonctions que celles liées à la mort cellulaire. Il a par exemple été impliqué dans la 

réponse aux dommages à l’ADN qui induit notamment sa translocation au noyau (29). Là, phosphorylé 

par ATM sur les sérines 61 et 78, BID régule alors un point de contrôle de la phase S (30). Il est aussi 

capable de participer via le complexe ATRIP/RPA à la signalisation dépendante d’ATR du dommage 

relatif à la réplication de l’ADN. BID serait également impliqué dans la régulation de l’inflammation via 

son interaction avec le signalosome NOD et IKK dans les macrophages. Sa suppression par siRNA inhibe 

en effet la signalisation NF-kB/ERK notamment responsable de la production d’IL-6. BID favoriserait de 

cette manière les réponses immunitaires innées dans l’intestin (21). 

1.3.4. Fonctions annexes des BCL-2 
Comme nous l’avons évoqué précédemment, de nombreuses protéines de la famille BCL-2 exercent des 

activités principales en dehors de l’apoptose. Leurs fonctions dans le système immunitaire ont 

particulièrement été étudiées, et seront détaillées dans le deuxième chapitre du deuxième tome de cette 

thèse (31). 

Les membres pro-apoptotiques comme anti-apoptotiques de la famille BCL-2 sont plusieurs à être situés 

sur les membranes du réticulum endoplasmique (RE) où ils exercent des fonctions de régulateurs de 

l’homéostasie calcique. BCL-2 réduit les niveaux de calcium du RE en augmentant la fuite des ions 

calciques vers le cytosol. Elle y parvient en activant la pompe calcique SERPA et/ou en se liant à l’IP3R. 

Son action sur ce dernier récepteur n’est pas très claire car BCL-2 pourrait soit activer le récepteur soit 

l’inhiber. Les conséquences protégeraient en tout cas les cellules de la mort cellulaire. BCL-xL et MCL-

1 se lieraient également à l’IP3R. BAX et BAK conduiraient au contraire à l’augmentation du calcium du 

RE et à sa sortie dans le cytosol mais ces effets pourraient être uniquement induits via la régulation de 

l’interaction BCL-2/IP3R. Plusieurs BH3-only auraient aussi un rôle dans la régulation du calcium, dont 

BIK, PUMA, BNIP3 (21). 

Vu leur localisation à la membrane mitochondriale externe, les protéines de la famille BCL-2 ont vite 

été suggérées comme régulateurs potentiels de la dynamique mitochondriale. Comme nous l’avions 
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évoqué lors du paragraphe sur les rôles de la fusion et de la fission dans la perméabilité mitochondriale, 

les protéines de la famille BCL-2 peuvent effectivement agir sur la dynamique mitochondriale. Mais ceci 

ne se restreint pas à des conditions inductrices d’apoptose. D’une manière générale, BCL-2 et BCL-XL 

régulent la fission tandis que BAX et BAK modulent préférentiellement la fusion notamment par une 

interaction avec MFN-2 (19).  

Plusieurs protéines anti-apoptotiques ont aussi été associées à des fonctions métaboliques. BCL-2 serait 

un facteur régulant la respiration cellulaire en interagissant avec des sous-unités de la cytochrome c 

oxydase. Cette interaction se traduirait par une respiration augmentée dans des conditions normales 

mais une diminution de la respiration dans des conditions oxydantes. Les protéines BCL-xL localisées au 

niveau des crêtes mitochondriales semblent quant à elles réduire la fuite de protons dans la matrice en 

régulant directement un canal ionique de l’IMM (32). Les protons H+ expulsés de la matrice 

mitochondriale peuvent en effet entrer à nouveau dans la matrice via l’ATP synthase et via une fuite de 

protons non productrice d’ATP. En empêchant ce phénomène, BCL-xL optimise la production d’ATP. 

BCL-xL est aussi capable d’interagir avec la sous-unité β de l’ATP synthase F0/F1 et d’augmenter son 

activité enzymatique. L’augmentation par BCL-xL de la phosphorylation oxydative pourrait d’ailleurs 

contribuer à protéger les cellules de la mort cellulaire lorsqu’elles sont en forte demande énergétique. 

Dernière protéine anti-apoptotique impliquée, MCL-1 peut se retrouver dans la matrice mitochondriale 

d’une façon dépendante du complexe TOM/TIM et participe à la fusion mitochondriale, à la structure 

de la membrane interne mitochondriale et à l’assemblage de l’ATP synthase F1-F0 (8).  

Les membres pro-apoptotiques sont aussi capables de fonctions liées au métabolisme. Ainsi, les cellules 

déficientes en BAX ont une consommation réduite en oxygène, des niveaux d’ATP plus bas et une 

glycolyse augmentée. Ces effets ne sont pas corrigés par la réintroduction d’un mutant de BAX 

incapable d’induire la MOMP, suggérant une fonction de BAX sur le métabolisme indépendante de sa 

fonction dans la perte de perméabilité mitochondriale. La protéine BH3-only BAD est directement liée 

au métabolisme du glucose qu’elle contrôle via une interaction activatrice de son domaine BH3 avec la 

glucokinase. La protéine NOXA quant à elle augmente le métabolisme du glucose via la voie des 

pentoses phosphates lorsqu’elle est phosphorylée sur la sérine 13 (32).  

Les protéines de la famille BCL-2 agissent aussi sur l’autophagie, cette voie catabolique permettant le 

recyclage des organelles cellulaires et la dégradation de protéines à longue durée de vie. La famille 

BCL-2 joue sur la machinerie de l’autophagie via Beclin-1, une protéine contenant un domaine BH3-

only. Beclin-1 régule Vps34, une kinase de type PI3 de classe III, impliquée dans la formation des 

autophagosomes nécessaires à l’autophagie. Plusieurs virus ciblent d’ailleurs Beclin-1 pour empêcher 

leur élimination par autophagie. BCL-2 et BCL-xL peuvent séquestrer Beclin-1 et prévenir la formation 

des autophagosomes (33). Elles pourraient aussi stimuler l’autophagie en interagissant avec Atg7, un 
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autre régulateur de l’autophagie. L’action inhibitrice d’autophagie de BCL-2 sur Beclin-1 se ferait 

uniquement à partir du pool localisé au niveau du RE. D’autre part, les BH3-only BIK et BAD ont été 

décrites comme perturbatrices de l’interaction Beclin-1/BCL-2 pour l’une et Beclin-1/BCL-xL pour 

l’autre (21). 

1.4. Facteurs de mort libérés 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

1.4.1. Cytochrome c, composant de l’apoptosome 
Le cytochrome c est une protéine à hème associée à la membrane interne mitochondriale. Son rôle 

premier est de transférer les électrons du complexe III vers le complexe IV afin de participer à la 

production d’ATP à travers la phosphorylation oxydative (34). L’importance de cette fonction du 

cytochrome c est soulignée par le modèle murin privé du cytochrome c : les embryons meurent in utero 

à mi-gestation (35). Le cytochrome servirait aussi à maintenir ou stabiliser les complexes I et IV d’une 

Figure 8 : Libération des facteurs de mort 
La perméabilisation de la membrane mitochondriale permet la sortie de nombreuses protéines normalement 
confinées à la mitochondrie. Le cytochrome c recrute la protéine adaptatrice APAF-1 pour former avec le dATP 
l’apoptosome, une plateforme supramoléculaire enclenchant la cascade de caspases. Smac/DIABLO et 
OMI/HTRA2 aide l’activation des caspases en levant l’inhibition des IAPs. L’endonucléase G et AIF quant à eux 
peuvent relocaliser au noyau où elles induisent la fragmentation de l’ADN indépendante des caspases. La perte de 
potentiel membranaire mitochondrial conduit par ailleurs à une crise bioénergétique caractérisée par un 
découplage de la chaine respiratoire, un arrêt de la production d’ATP, une surproduction de ROS. Un excès de 
calcium et/ou de ROS conduit aussi à la perméabilité mitochondriale et peut aboutir en parallèle à la rupture des 
lysosomes. D’après Lorenzo Galluzzi, Nature Reviews Neuroscience,10, 481–494, 2009. 
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façon encore non élucidée. C’est en 1996 que Wang et collègues découvrirent son autre fonction dans la 

mort cellulaire en tant qu’activateur de caspases. Lors de la MOMP, le cytochrome c sort des 

mitochondries et s’associe à APAF-1 et du dATP pour former l’apoptosome, cette plateforme 

heptamérique capable d’activer la caspase-9 et ainsi aussi la cascade de caspases qui en découle (Figure 

8). Ce rôle concerne les mammifères uniquement car chez la levure et chez C.elegans par exemple, 

l’orthologue du cytochrome c n’a pas de fonction activatrice des caspases (34). Des souris déficientes 

uniquement pour la fonction de mort cellulaire du cytochrome c (conservant la fonction 

d’oxydoréduction liée à la phosphorylation oxydative OXPHOS) ont permis de comprendre le rôle de 

cette protéine dans le développement. Les embryons meurent à E12 avec des défauts de développement 

du cerveau graves, de façon similaire aux souris déficientes pour APAF-1 ou pour la caspase 9 (36). Ces 

observations confirment un rôle du cytochrome c principalement lié à l’apoptosome dans l’exécution de 

l’apoptose nécessaire au développement embryonnaire. Il est intéressant de noter que la sortie du 

cytochrome c de la mitochondrie est aussi associée à une crise bioénergétique de la cellule car 

l’OXPHOS ne fonctionne plus normalement. A ce moment, la mitochondrie consomme de l’ATP 

plutôt que d’en produire en faisant fonctionner l’ATP synthase à l’envers afin d’éviter une perte du 

potentiel mitochondrial. Cela a pu être observé par exemple dans des cellules cancéreuses qui en 

bénéficient pour échapper à la mort cellulaire (37). Bien sûr, cela n’est envisageable que si le nombre de 

mitochondries touchées et la quantité de cytochrome c libéré ne dépassent pas un certain seuil. 

1.4.2. Inhibiteurs d’inhibiteurs Smac/Diablo et OMI/Htra2 
Les insectes comme les vertébrés expriment des inhibiteurs de protéines apoptotiques (IAPs) endogènes 

afin d’empêcher l’activation des pro-caspases en caspases matures. Cette famille de protéines est 

caractérisée par la présence d’un ou plusieurs domaines BIR (baculovirus IAP repeat), séquences 

d’environ 70 acides aminés très conservées de la levure à l’homme (38). On compte chez l’homme huit 

membres de cette famille : NAIP (BIRC1), c-IAP-1 (BIRC2), c-IAP2 (BIRC3), XIAP (BIRC4), survivin 

(BIRC5), Apollon/Bruce (BIRC6), ML-IAP (BIRC7) et ILP-2 (BIRC8). Parmi elles, quatre sont 

particulièrement impliquées dans la régulation de l’apoptose, c-IAP1, c-IAP-2, ML-IAP et XIAP (39). 

Au sein des protéines de l’espace intermembranaire mitochondrial libérées lors de la mort cellulaire, on 

compte deux inhibiteurs des IAPs: Smac/DIABLO et Omi/Htra2 (Figure 8). Smac a été découvert chez 

la souris comme protéine se liant et séquestrant les IAPs une fois dans le cytosol. Son orthologue humain 

DIABLO était mis en évidence par un autre groupe et présente les mêmes fonctions. Le clivage de sa 

forme précurseur permet l’exposition de son domaine de liaison aux IAP et Smac/DIABLO agit en 

dimère lors de cette interaction (40). Le rôle du domaine de liaison aux IAP est néanmoins mis en doute 

car une forme mutée de Smac sur ce site permet quand même l’induction de l’apoptose normale. Par 

ailleurs, les souris invalidées génétiquement pour Smac sont viables et fertiles sans phénotype apparent 



TOME 1 - INTRODUCTION 

 

 

(40). C’est peut-être parce que Smac/DIABLO est exprimé essentiellement dans le cœur, le foie, le 

rein et les testicules contrairement à Omi/HtrA2 qui est exprimé ubiquitairement. Ce dernier est une 

serine protéase de 49kDa homologue de l’endoprotéase bactérienne HtrA2, codée par l’ADNmt et 

probablement réminiscente de la bactérie issue de l’endosymbiose originelle (37). Elle peut cliver les 

IAPs dans le cytosol quand elle est libérée de la mitochondrie mais elle cible aussi d’autres protéines 

comme celles du cytosquelette. Elle participe à la mort cellulaire à la fois de façon dépendante et 

indépendante des caspases. Omi/HtrA2 a été associée in vivo à de la neurodégénérescence et les résultats 

obtenus avec les souris déficientes pour cette protéine suggèrent fortement un rôle encore non identifié 

d’Omi/HtrA2 dans la physiologie normale de la mitochondrie (41). 

 

1.4.3. Endonucléase G (EndoG) 
Cette nucléase très conservée dans le règne eucaryote réside normalement dans l’espace 

intermembranaire mitochondrial et ne relocalise au noyau qu’après induction de la perméabilité 

mitochondriale. Elle y clive l’ADN de façon indépendante des caspases (Figure 8). Certaines études ont 

associé EndoG à une fragmentation oligonucléosomale tandis que d’autres seulement à une dégradation 

grossière de l’ADN (42). La déplétion d’EndoG in vivo ou in vitro peut en tout cas induire une protection 

vis de la mort induite par divers signaux. Une étude a récemment démontré un rôle d’EndoG dans le 

fonctionnement du tissu cardiaque grâce à un crible génétique visant à identifier des facteurs inducteurs 

d’hypertrophie cardiaque (43). EndoG s’est avéré être contrôlé par PGC1α et ERRα et être capable 

d’interagir avec le génome mitochondrial pour réguler la masse mitochondriale. Les cardiomyocytes 

issus des souris EndoG-/- présentent ainsi des niveaux d’ADNmt plus faibles et une masse mitochondriale 

diminuée. Les taux de respiration mitochondriale sont réduits et le taux de production de ROS 

augmente. Parmi les gènes transcriptionnellement régulés par EndoG on compterait des sous-unités du 

complexe I, du complexe IV et du complexe V de la chaine respiratoire (37).  

Chez C.elegans, le cytochrome c ne joue pas sa fonction dans la mort cellulaire mais la mitochondrie y a 

quand même une place importante. L’orthologue de BCL-2 induit la sortie de la mitochondrie de 

l’orthologue d’EndoG, CPS-6, et de WAH-1, orthologue d’AIF. Tous deux participent à la 

condensation de la chromatine et à la dégradation de l’ADN (40). Puisque l’orthologue de 

l’endonuclease CAD n’existe pas chez le nématode, ces deux protéines pourraient représenter une voie 

ancestrale de dégradation de l’ADN, toujours effectuée chez les plantes, les champignons et les 

protozoaires (41). 
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1.5. AIF, un facteur de mort pas comme les autres 

1.5.1. Structure  
AIF (Apoptosis-Inducing Factor) fut originellement découverte en 1996 en tant que protéine de l’espace 

intermembranaire mitochondrial, libérée dans le cytosol après la perte de perméabilité mitochondriale 

(44). Sa surexpression entraine la condensation de la chromatine, une fragmentation de l’ADN de haut 

poids moléculaire (50kb), la dissipation du potentiel de membrane mitochondrial et l’exposition des 

phosphatidylsérines à la membrane plasmique (45). Toutes ces actions sont indépendantes de l’activité 

des caspases. AIF est codé par le gène nommé AIFM1 de 16 exons localisé sur le chromosome X au 

niveau des régions 25 et 26 du bras long chez l’humain (équivalent A6 chez la souris). Il est traduit sous 

la forme d’un précurseur de 67 kDa. Ce dernier est adressé à la mitochondrie en raison de sa séquence 

MLS (mitochondrial localization sequence) située en N-terminal (Figure 9) (46).  

Figure 9 : Structure d’AIF 
a. Organisation génomique d’AIFM1. 
Les codons d’initiation et stop sont 
indiqués. Les numéros correspondent 
aux exons (rectangles noirs). 
b. Schéma représentant les 3 formes 
d’AIF: précurseur, mature et tronqué. 
AIF est une flavoprotéine contenant 
un domaine bipartite FAD (jaune, aa 
128-262 et 401-480), un domaine de 
liaison au NADH (violet, aa 263-400) 
et un domaine C-terminal (rouge, aa 
461-608). Sa séquence de localisation 
mitochondriale (MLS, vert, aa 1-41) 
est dans le domaine N-terminal. Entre 
le premier motif FAD et la MLS, AIF 
a un domaine transmembranaire 
flanqué de deux sites de clivage: un 
site de clivage pour une peptidase 
mitochondriale (MPP, en bleu, aa 54) 
et un site pour les calpaïnes ou 
cathepsines (en rouge, aa 103). 
HSP70 et CypA peuvent se lier à AIF 
au niveau des regions indiquées et AIF 
possède deux domaines de liaison à 
l’ADN. L’AIF tronqué est produit lors 
de l’induction de la mort cellulaire. 
c. La structure en ruban d’AIF 
(mature) est présentée ci-après avec 
son co-facteur le FAD (en rose). On 
distingue les trois domaines dans la 
protéine, liaison au FAD, laison au 
NAD et domaine C-terminal. On 
observe une insertion au niveau du 
domaine C-terminal propice aux 
interactions protéines-protéines. 
 D’après Victor Yuste, Atlas of Genetics 
and Cytogenetics in Oncology and 
Haematology. 

AIFM1 gene Xq26.1 

AIF protein 

AIF structure 

a 

b 

c 
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Au cours de l’importation dans l’espace intermembranaire via la matrice, la MLS est clivée par une 

peptidase mitochondriale au niveau des acides aminés 54-55 et le cofacteur FAD est ajouté à AIF, 

permettant ainsi à la protéine d’adopter sa conformation de flavoprotéine. Il semblerait alors qu’AIF soit 

sous la forme d’une protéine de 62 kDa associée à la membrane interne mitochondriale. La partie N-

terminale se situe du côté de la matrice et la partie C-terminale dans l‘espace intermembranaire (47). 

Trois domaines structuraux sont identifiables sur AIF : un domaine de liaison au FAD, un domaine de 

liaison au NAD et un domaine C-terminal (48). Les deux premiers domaines permettraient une fonction 

oxydoréductase de la protéine. Cette portion est très conservée dans l’évolution car homologue 

d’oxydoréductases provenant de bactéries, de champignons ou de plantes (49). Elle est probablement 

responsable de la fonction vitale d’AIF qui comme le cytochrome c joue à la fois un rôle dans la 

phosphorylation oxydative et dans la mort cellulaire. Nous détaillerons cette fonction liée au 

métabolisme dans le tome 2 de ce manuscrit. Le domaine C-terminal, constitué des acides aminés 508 à 

612, est associé à la fonction de mort cellulaire d’AIF. Cette région est composée de cinq feuillets β 

anti-parallèles et de deux α-hélices (48). On y trouve un motif PEST potentiellement associé à la 

dégradation de la protéine et un module riche en prolines capable d’interagir théoriquement avec des 

domaines SH3 ou WW (se liant à des peptides riches en prolines ou en tryptophane respectivement). La 

découverte ultérieure de deux isoformes d’AIF et l’étude de leur structure renforcent l’idée que seule la 

partie C-terminale est responsable du rôle d’AIF dans la mort cellulaire. L’une, AIFsh, n’est constituée 

que de la partie C-terminale et a uniquement les effets pro-apoptotiques d’AIF (50). L’autre, AIFsh2, ne 

possède pas la partie C-terminale, et présente seulement l’activité oxydoréductase (51).  

Lors d’un signal de mort cellulaire impliquant AIF, la protéine est clivée en N-terminal (acides aminés 

101/102) en une protéine tronquée tAIF ce qui lui permet de ne plus être ancrée dans la membrane 

interne mitochondriale. Ce clivage se fait par des cystéines protéases qui peuvent être selon les modèles 

étudiés soit les calpaïnes soit les cathepsines (52). tAIF est par la suite relargué dans le cytosol sous la 

forme d’une protéine soluble de 57 kDa. Cette dernière va alors agir sur ses différents effecteurs 

notamment nucléaires à condition qu’elle ne soit pas séquestrée par HSP70. Cette chaperonne se lie en 

effet à AIF dans le cytoplasme et empêche sa translocation nucléaire normalement induite par ses deux 

séquences NLS. Le site de liaison se trouve au niveau N-terminal d’AIF, dans la portion en épingle à 

cheveux β 190-202. Les résidus critiques pour cette interaction ont été identifiés chez l’AIF humain 

comme étant l’arginine 192 et la lysine 194 (53). AIF n’est pas la seule cible pro-apoptotique d’HSP70 

(APAF-1 l’est aussi) ce qui explique d’ailleurs la surexpression d’HSP70 par un grand nombre de 

cellules tumorales. Le peptide ADD70 (AIF-derived decoy for HSP70) de séquence similaire à la portion 

d’AIF liant HSP70 a montré son efficacité sur des modèles précliniques de mélanomes chez le rat (54). 

Cette stratégie pourrait permettre de sensibiliser les tumeurs aux thérapies conventionnelles.  
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AIF est ubiquitairement exprimé mais sa régulation transcriptionnelle est assez mal connue. Le facteur 

de transcription p53 est nécessaire à des niveaux de transcrits et de protéines normaux d’AIF et le gène 

d’AIF possède un élément de réponse à p53 dans le quatrième intron. Cette régulation n’a pourtant pas 

été particulièrement associée à un stress de dommage à l’ADN. BNIP3 serait quant à lui un répresseur 

de la transcription d’AIF. Il a été démontré dans des gliomes humains qu’en se fixant au niveau du 

promoteur d’AIF, BNIP3 favoriserait la survie de la tumeur (53). D’autres facteurs sont probablement 

liés à la régulation d’AIF mais ils demeurent à ce jour inconnus. 

Une autre façon de réguler AIF consiste à gérer sa dégradation. L’E3-ligase CHIP permet cette 

dégradation via le protéasome. Cette ligase aide surtout à l’élimination de protéines mal repliées. Elle 

peut aussi aider HSP70 au repliement de protéines non natives. Il est d’ailleurs possible que l’interaction 

d’HSP70 avec tAIF permette l’action de CHIP, relativisant alors l’importance d’HSP70. L’enzyme 

USP2 est par contre responsable de la dé-ubiquitination de tAIF (55). Elle favorise donc l’exécution de 

la mort cellulaire tandis que CHIP l’inhibe. Une autre ubiquitination passe par XIAP mais celle-ci 

n’influence pas la dégradation d’AIF par le protéasome (56, 57). Cette modification post-traductionnelle 

est néanmoins protectrice vis à vis de la mort cellulaire car elle concerne la lysine 255, résidu critique 

pour l’interaction avec l’ADN, donc aussi pour la condensation de la chromatine et la fragmentation du 

noyau. 

1.5.2. Dégradation de l’ADN 
AIF a d’abord été décrit comme condensateur de la chromatine et inducteur de la fragmentation 

nucléaire. Cette dernière se distingue de la fragmentation oligonucléosomale imputée à l’endonucléase 

CAD car elle est plutôt une fragmentation grossière de l’ADN en segments d’environ 50 kb. AIF ne 

possède pas de séquences canoniques de liaison à l’ADN mais adopte une conformation associée à un 

potentiel de surface électrostatique positif permettant des interactions avec l’ADN (58).  

Le modèle proposé pour sa fonction de condensation de l’ADN est qu’AIF puisse par sa liaison à l’ADN 

perturber la structure de la chromatine, possiblement en déplaçant des protéines qui y sont associées. 

AIF recruterait ensuite des protéases et/ou nucléases pour former des complexes dégradant l’ADN, les 

dégradosomes. AIF pourrait envahir la chromatine au niveau de sites de cassures de l’ADN et aider 

ensuite la propagation de la condensation et la fragmentation de cette dernière. 

Bien qu’AIF puisse se lier à l’ADN au niveau de deux paires d’acides aminés (K255/K265 et 

K510/K518), AIF n’est pas une endonucléase et ne peut donc être à lui seul responsable de cette 

dégradation de l’ADN. Comme nous l’avons évoqué précédemment, un premier partenaire d’AIF dans 

la fragmentation nucléaire a pu être identifié chez le nématode mais cette interaction n’a pas été 

confirmée dans d’autres espèces. Chez les mammifères, la cyclophiline A (CypA) est la protéine qui a 

été associé à la fonction létale d’AIF dans le noyau. Cette peptidyl-propyl cis-trans isomérase a pu être 
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immunoprécipitée avec AIF et des expériences conduisant à l’invalidation de CypA dans des cellules 

Jurkat et dans des levures ont démontré son importance capitale pour l’action d’AIF sur la dégradation 

de l’ADN (59). CypA favoriserait tout d’abord la translocation nucléaire d’AIF. L’autre hypothèse 

avancée par les auteurs est qu’AIF et CypA pourraient agir ensemble comme une DNAse. Néanmoins, 

une étude in vitro réalisée par Churbanova et Sevrioukova en 2008 a remis en cause cette fonction de 

CypA dans la fragmentation nucléaire : ils ont montré qu’elle n’influençait pas la liaison d’AIF à l’ADN 

et ne possédait pas d’activité nucléase ni seule ni avec AIF (60). Un éventuel rôle de CypA dans le noyau 

pourrait être celui de seconder AIF dans son interaction avec d’autres partenaires favorisant la 

chromatinolyse, tel que γH2AX. Ce variant d’histone H2AX est l’autre partenaire nucléaire d’AIF 

identifié par notre équipe en 2010 (61). Phosphorylée sur la sérine 139 lors de dommages à l’ADN, 

γH2AX permet normalement le recrutement des complexes de réparation. L’interaction avec AIF lors 

de la mort cellulaire se fait grâce à la conformation adoptée par la forme phosphorylée d’H2AX et par le 

domaine riche en proline situé en C-terminal de tAIF. Cette interaction a été confirmée dans un modèle 

murin de traumatisme crânien où CypA était aussi nécessaire à l’association d’AIF avec H2AX (62). Il 

est fort probable que des complexes protéiques remodelant la chromatine et réparant l’ADN puissent 

être détournés par AIF lors de la mort cellulaire pour la condensation et la fragmentation de l’ADN.  

1.5.3. Partenaires de mort 
Le noyau n’est pas l’unique cible d’AIF et des effecteurs cytoplasmiques ont aussi été décrits. Par 

exemple, l’externalisation des phosphatidyl-sérines est activement induite par l’injection d’AIF 

recombinant dans des cytoplastes traités avec des inhibiteurs de caspases (Figure 10). Dans C.elegans, AIF 

a pu être retrouvé associé à la scramblase 1 (SCRM-1), une enzyme membranaire de type flippase 

pouvant retourner les phospholipides tels que les phosphatidyl-sérines (53). Ces résultats n’ont toutefois 

pas été confirmés dans d’autres modèles que le nématode. AIF s’associe également à la sous-unité G de 

44 kDa du facteur 3 de l’initiation de la traduction eIF3g, ce qui a pour conséquence de l’inhiber et donc 

d’arrêter la traduction lors de la mort cellulaire (63). La protéine cytoplasmique TULA exprimée 

principalement dans les lymphocytes T et B a été identifiée comme partenaire biochimique d’AIF (64). 

Cependant le rôle de cette interaction reste à déterminer bien qu’elle favorise à priori l’exécution de la 

mort cellulaire. La protéine Scythe qui joue un rôle dans l’apoptose et le développement aurait besoin 

de l’interaction physique avec AIF pour exercer ses fonctions dans le cytoplasme mais les mécanismes 

sous-jacents restent non élucidés. Enfin, la protéine redox thioredoxine 2 DmTrx-2 est indispensable à 

la mort induite par AIF selon des expériences menées dans D.melanogaster (65).  
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Bien que plusieurs informations aient été accumulées sur les cibles et partenaires d’AIF dans la mort 

cellulaire, ces derniers mériteraient d’être mieux caractérisés et peut-être même identifiés car la liste 

actuelle pourrait ne pas être exhaustive. 

1.5.4. Régulation de sa sortie des mitochondries 
In vitro, le clivage protéolytique d’AIF a été observé en présence de micro-calpaïnes cytoplasmiques et 

mitochondriales ainsi qu’en présence de cathepsines lysosomales B, L et S. Cependant, seule la 

µ-calpaïne cible spécifiquement AIF au niveau du site lysine 103/ serine 104 dont la mutation rend l’AIF 

humain résistant à la protéolyse (53). Il existe une µ-calpaïne mitochondriale qui  peut être activée par 

une augmentation en Ca2+ cellulaire et dont l’inhibiteur, la calpastatine, peut bloquer la sortie d’AIF. 

Une autre hypothèse propose que les protéases cytoplasmiques puissent accéder à l’espace 

intermembranaire mitochondriale où réside AIF pour l’y cliver. Ceci se ferait suite à l’ouverture du PTP 

Figure 10 : AIF, ses partenaires et la mort cellulaire 
Après import dans la membrane interne mitochondriale, AIF exerce sa fonction vitale pour la stabilité de la chaine 
respiratoire. Suite à divers stimuli, AIF est clivé par des protéases telles que les calpaïnes et cathepsines puis il est 
libéré dans le cytosol grâce à l’induction de perméabilité mitochondriale pouvant passer par BAX par exemple. 
Une fois dans le cytosol, tAIF interagit avec différentes cibles. Par exemple, il peut inhiber la traduction en 
s‘associant au facteur eIF3g, il peut stimuler l’exposition des phosphatidylsérines en se liant à la scramblase 1. AIF 
peut relocaliser au noyau, ceci étant favorisé par CypA et inhibé par HSP70. Dans le noyau, AIF va induire la 
condensation de la chromatine et la fragmentation de l’ADN via son association avec CypA, #H2AX ou l’EndoG. 
Lors de la parthanatos, c’est un pool d’AIF situé sur la surface mitochondriale externe qui relocalise au noyau. 
D’après Laure Delavallée, IUBMB Life, 63, 4, 221-232, 2011. 
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ou des pores formés par BAX/BAK lors de l’induction de la mort cellulaire. Que cette perméabilité 

mitochondriale ait lieu avant ou après le clivage d’AIF, elle est de toute façon indispensable pour la 

sortie d’AIF des mitochondries. La MOMP comme la MTP ont été mentionnées comme responsable de 

cette libération. Cela pourrait potentiellement varier en fonction des signaux inducteurs de mort 

cellulaire et du type cellulaire impliqués. 

Il a aussi été mentionné par l’équipe des Drs Ted et Valina Dawson qu’un pool d’AIF puisse être associé à 

la membrane mitochondriale externe de neurones (66). Cela constituerait jusqu’à 30% de la totalité de 

l’AIF endogène et correspondrait à une forme non repliée du précurseur. Celui-ci pourrait néanmoins 

être détaché de la membrane lors d’un signal de mort dépendant des polymères PAR (notamment 

produits par PARP-1, enzyme de la réparation de l’ADN hyperactivée lors de dommages). Cette 

protéine n’aurait pas besoin d’être clivée, serait capable de relocaliser au noyau telle quelle où elle 

induirait la mort cellulaire baptisée parthanatos. Nommé par l’équipe des Drs Dawson, ce type de mort 

a surtout été étudié dans les neurones car elle est induite par excitotoxicité au glutamate. Elle est 

caractérisée par l’hyperactivation de PARP-1, la chute du NAD+ et de l’ATP et la relocalisation d’AIF au 

noyau (67). Elle se distingue du modèle utilisé au laboratoire dont nous parlerons plus loin par le fait 

qu’elle ne nécessite pas l’activation des calpaïnes et le clivage de l’AIF intra-mitochondrial (68). Nous 

commenterons les points de désaccord entre nos modèles dans la discussion de ce premier tome. 

1.5.5. Implication d’AIF dans la mort cellulaire 
Comprendre les mécanismes sous-jacents à la mort impliquant AIF et identifier les protéines qui y 

participent est un défi qui vaut cependant la peine d’être relevé au regard du nombre considérable de 

types de mort où AIF joue un rôle primordial. La plupart des ces morts cellulaires sont indépendantes 

des caspases et s’apparentent même souvent à des nécroses régulées (47).  

Il a été démontré que la libération d’AIF était directement mise en cause pour expliquer la mort 

cellulaire associée aux chocs ischémiques. Qu’ils soient nerveux ou cardiaques (cas d’accidents 

vasculaires cérébraux ou de crises cardiaques), ces derniers entrainent une modification de l’homéostasie 

ionique, notamment celle du calcium ce qui aboutit entre autres à l’altération des mitochondries et à la 

production importante d’espèces réactives de l’oxygène. AIF est alors clivé et libéré des mitochondries. 

De même, l’excitotoxicité induite par le glutamate NMDA induit une mort neuronale qui requiert 

l’activation d’AIF. Les maladies neurodégénératives comme les maladies d’Alzheimer ou de Parkinson 

seraient aussi reliées à la protéine AIF. Il a par exemple été démontré que le peptide β-amyloïde 

induisait la translocation d’AIF au noyau dans un modèle in vitro de la maladie d’Alzheimer (47). Pour 

ces pathologies en particulier, la diminution ou la suppression de l’activation d’AIF représenterait une 

approche thérapeutique intéressante. A l’inverse, dans le cas des désordres prolifératifs comme le sont 

les cancers, c’est l’induction de la mort par AIF qui se révèle prometteuse. De nombreux modèles 
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humains in vitro démontrent l’implication d’AIF dans l’exécution de voies de mort cellulaire provoquées 

par divers agents cytotoxiques: la mort induite par la cladribine dans les cellules de leucémie lymphoïde 

chronique, par le sulindac dans les cellules de cancer colorectal, par la geldanamycine dans les cellules de 

gliomes, par la survivine dans les cellules de mélanomes, par la vitamine C dans les cellules de cancer du 

sein, … En accord avec cette stratégie anti-tumorale, une protéine de fusion anticorps/AIF a été 

développée : elle comprend un anticorps anti-HER2 ciblant les cellules surexprimant HER2 

(surexpression retrouvée dans de nombreux cancers), un domaine de translocation de l’exotoxine 

Pseudomonas et l’AIF délété des acides aminés 1 à 120. La preuve de concept a été faite par deux équipes 

différentes in vitro sur des cellules tumorales humaines et in vivo sur un modèle murin (69, 70). Ces 

résultats prometteurs restent à être développés en clinique. 

 

Afin de mieux envisager des applications thérapeutiques basées sur le rôle in vivo d’inducteur de mort 

cellulaire programmée d’AIF, il convient de bien comprendre la ou les voies de signalisation associées à 

AIF et les protéines impliquées. C’est dans cette optique que le laboratoire a élaboré un modèle d’étude 

de la voie médiée par AIF il y a environ dix ans. Au terme d’études préliminaires, l’agent alkylant N-

méthyl-N’-nitro-N’-nitrosoguanidine MNNG utilisé à haute dose (à 500 µM) s’est révélé être un 

inducteur fiable pour générer une mort cellulaire programmée de type nécrotique, indépendante des 

caspases et totalement dépendante d’AIF (71). Cette dernière est caractérisée par l’exposition des 

phosphatidylsérines concomitante à la perméabilisation de la membrane plasmique correspondant à un 

marquage positif pour l’annexine V et pour l’iodure de propidium. 50% des cellules sont mortes 9h 

après exposition au MNNG et la totalité en 12 à 16h. La détection d’une activité lactate déshydrogénase 

dans le mileu extracellulaire témoigne du caractère nécrotique de ce type de mort. En utilisant des 

fibroblastes embryonnaires murins MEFs immortalisés issus de souris sauvages ou de souris invalidées 

pour différentes protéines, plusieurs composants essentiels de la voie de mort induite par dommage à 

l’ADN via le MNNG ont pu être identifiés. Après exposition au MNNG, le dommage à l’ADN induit 

dès les premières minutes l’hyperactivation de la polymérase PARP-1, la phosphorylation de l’histone 

H2AX et la chute brutale de l’ATP et du NAD+ (61). Les calpaïnes sont aussi activées dès 1h post-

MNNG, mais en aval de l’activation de PARP-1. En effet, des MEFs invalidées pour PARP-1 ne 

présentent pas l’activation des calpaïnes. Les MEFs invalidées pour la sous-unité régulatrice capn4 sont 

résistantes à la mort induite par le MNNG et ne présentent pas de clivage d’AIF (71). Ces étapes 

précoces de la signalisation induite par le MNNG correspondent à une phase d’initiation de la mort 

cellulaire. Elles sont suivies de la phase exécutrice qui met en jeu la perméabilisation de la membrane 

mitochondriale. Cette dernière est régulée par les protéines de la famille BCL-2 comme l’a démontré 

l’utilisation de MEFs invalidées pour BCL-2 et BAX (71). Le lien entre les calpaïnes et la famille BCL-2 
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n’est pas établi si ce n’est que les premières agissent chronologiquement avant les secondes. Les 

calpaïnes participent aussi au clivage d’AIF préalable à sa sortie des mitochondries. AIF relocalise ensuite 

au noyau où il forme le dégradosome avec la cyclophyline A et γH2AX (61). La dégradation de l’ADN 

peut être alors détectée par la méthode TUNEL. Ce modèle constitue un outil de choix pour 

comprendre les mécanismes régulant AIF et c’est ainsi que nous en profitons au laboratoire. 

1.5.6. Syndrome de Cowchock et mutation d’AIF 
En 2012, une des formes de la maladie de Charcot-Marie-Tooth a été reliée à une mutation d’AIF. Cette 

maladie à transmission héréditaire définit un groupe hétérogène de patients à neuropathies graves 

caractérisées par un handicap moteur et sensoriel. 7 à 10% des cas concernent des mutations liées à l’X, 

pour lesquelles 5 loci ont été décrits à ce jour. En 1985, Cowchock et collaborateurs ont rapporté le cas 

d’une famille italo-américaine porteuse d’une forme de la maladie de Charcot-Marie-Tooth, forme 

dénommée syndrome de Cowchock par la suite. Le locus lié à la maladie a alors pu être idéntifié sur une 

région de 11 cM sur le chromosome X. L’équipe de K. Fischbeck a complété ce travail en 2012 par le 

séquençage d’exome d’un individu malade issu de la même famille décrite originellement. La mutation 

d’AIF révélée par cette étude concerne le changement de l’acide aminé glutamate en valine à la position 

493 de la protéine (72). Cela a pour conséquence une augmentation de la mort par apoptose dans les 

cellules de ce patient sans modifications des autres fonctions d’AIF, notamment sur les complexes 

respiratoires. Cet effet de la forme mutée d’AIF pourrait être du à son oxydation plus rapide qui 

contribuerait à une relocalisation nucléaire plus importante. 

A ce jour, aucune autre étude n’a formellement associé la fonction de mort d’AIF à une pathologie. Il y a 

par contre 6 cas reportés de patients atteints d’encéphalomyopathies dues à des mutations dans le gène 

d’AIF, mutations surtout responsables d’altérations dans les fonctions d’AIF liées au métabolisme que 

nous expliciterons dans le deuxième tome de cette thèse.  
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CHAPITRE 2: RESULTATS  
 

Dans le cadre de ma thèse, j’ai pu m’intéresser de différentes façons à la mort cellulaire, le rôle 

qu’y joue la mitochondrie, la famille BCL-2 et AIF. Ce travail a conduit à la rédaction d’une revue en 

français dans le journal Médecine/Sciences sur les voies de mort cellulaire alternatives à l’apoptose. 

Cette revue de la littérature complémentera les informations apportées dans ce premier chapitre sur la 

mitochondrie et la mort cellulaire. J’ai aussi participé à l’écriture d’une revue publiée dans IUBMB Life 

sur la nécroptose médiée par AIF et sa possible utilisation pour des thérapies ciblées. Ce travail permet 

d’approfondir des notions sur AIF bien sûr mais aussi surtout sur les types de mort cellulaire et 

partenaires biochimiques associés à AIF. Il introduit par ailleurs des données sur le recours en clinique à 

des régulateurs de la mort cellulaire dépendante d’AIF. Enfin, j’ai étudié le rôle des BH3-only, et en 

particulier, la protéine BID dans l’exécution de la mort induite par le MNNG. Cette étude a fait l’objet 

d’une publication dans le journal Cell Death and Differentiation. J’ai ainsi identifié l’importance des 

calpaïnes et non des caspases dans le clivage de BID nécessaire à l’activation de BAX. De cette manière, 

nous établissons un lien précédemment manquant entre ces protéases et les protéines de la famille BCL-

2 régulant la sortie d’AIF. Notre travail démontre l’action possible d’une BH3-only dans une voie de 

type nécrotique, en plus des voies apoptotiques. J’ai aussi contribué à l’étude des kinases régulants la 

phosphorylation de γH2AX dans notre modèle. Avec le Dr Mathieu Baritaud, nous avons montré 

qu’ATM puis les DNA-PK initiaient et maintenaient, respectivement, cette phosphorylation au cours du 

temps aidant ainsi à la formation d’un complexe multiprotéique entre AIF, γH2AX et CypA. Nous avons 

publié cet article dans Cell Death and Disease.  

En parallèle de ces revues et articles présentés ci-après, j’ai participé à l’écriture d’une revue 

dans Current Pharmaceutical Design sur l’activité oxydoréductase d’AIF et son intérêt en clinique. J’ai 

aussi contribué à un article scientifique publié dans Biochemistry sur l’étude du possible rôle de la 

dimérisation d’AIF dans sa fonction de transport électronique et ses conséquences pour l’induction de la 

mort cellulaire. Nous avons notamment étudié les caractéristiques structurales et enzymatiques de ce 

dimère versus monomère de l’AIF humain. Ce travail a été fait en collaboration avec l’équipe du Dr 

Milagros Medina et avec Raquel Villanueva. Ces deux articles sont présentés en annexe de ce manuscrit 

de thèse.  
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médecine/sciences La mort cellulaire 
programmée  
ne manque pas  
de vocabulaire
Lauriane Cabon, Ana-Carolina Martinez-Torres, 
Santos A. Susin

> Le terme apoptose est aujourd’hui le premier 
mot qui vient à l’esprit d’un scientifique à qui l’on 
parle de suicide programmé des cellules. Pourtant, 
l’apoptose dite classique ne constitue pas le seul 
programme de mort cellulaire, et de nombreuses 
voies dites alternatives ou même atypiques sont 
désormais connues. Plus qu’alternatives, ce sont 
parfois des voies de signalisation préférées à 
l’apoptose en raison du type cellulaire et/ou du 
contexte environnemental dans lequel se trouve 
la cellule (tissu, stade de développement, etc.). 
Dans cette revue, nous décrivons différents types 
de mort cellulaire programmée dont la littérature 
fait état à ce jour. Entre anoïkis, pyroptosis, 
necroptosis ou ferroptosis, vous allez découvrir 
que la mort cellulaire programmée ne manque 
pas de vocabulaire ! <

contractée » avant de se raviser et choisir apoptose en 1972. Issue 
du grec apo, au loin, et ptosis, chute, cette mort fait référence à la 
chute des feuilles. Pour l’anecdote, la chute des feuilles à l’automne 
sera attribuée 20 ans plus tard à la mort programmée des cellules 
composant leurs tiges ! Les premiers gènes régulant l’apoptose sont 
ensuite identifiés dans un modèle d’étude cher aux biologistes du 
développement : le nématode Caenorhabditis elegans [1]. Par la 
suite, leurs homologues sont mis en évidence dans un autre modèle 
de développement, la mouche Drosophila melanogaster, puis dans les 
cellules de souris et d’homme, faisant ainsi de l’apoptose un phéno-
mène conservé et important qui génère, tout à coup, un engouement 
pour ce nouveau domaine de recherche. Cependant, l’apoptose clas-
sique, telle qu’elle a pu être décrite ces dernières années, n’est pas 
l’unique programme de suicide cellulaire possible. De nombreuses 
voies dites alternatives ou atypiques sont aujourd’hui connues. Ces 
voies de signalisation peuvent même être préférées à l’apoptose à 
cause de l’environnement de la cellule (tissu, etc.). Elles sont aussi 
probablement le résultat de la redondance de ce système d’auto-
destruction cellulaire si nécessaire à la réparation et au maintien de 
l’homéostasie tissulaire, ainsi qu’à l’élimination des pathogènes et à 
la destruction des cellules à potentiel tumoral [2]. Dans le souci de 
nommer pour reconnaître et classifier, les scientifiques ont, comme 
à leur habitude, rivalisé d’ingéniosité pour baptiser leurs décou-
vertes, et la liste est aujourd’hui bien longue lorsqu’il s’agit de mort 
cellulaire. La profusion des noms nous oblige donc à la classification 
de ces différents types de mort.
Nous avons choisi dans cette revue de les aborder selon le détermi-
nisme cellulaire associé : mourir discrètement, mourir brutalement, 
mourir finalement et mourir singulièrement. Ces notions renvoient 
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Il suffit de nommer la chose pour  
qu’apparaisse le sens sous le signe

Léopold Sédar Senghor 
Homme d’État et écrivain sénégalais

Ce grand principe a été très largement utilisé par les 
botanistes, et connaître l’étymologie des plantes 
amène bien souvent à les comprendre. Il n’est pas rare 
que le nom, parfois barbare pour le non-initié au latin 
ou au grec, renseigne sur les propriétés de la plante, 
ou des anecdotes qui lui sont associées. De la même 
manière, les biologistes ont nommé les programmes 
de mort cellulaire. Le terme nécrose trouve son origine 
dans le grec nekrosis, mortification, et est d’ailleurs 
utilisé pour une maladie des céréales, appelée éga-
lement nielle. Il est communément employé depuis le 
XXe siècle pour décrire la dégénérescence des tissus 
en médecine. Avec l’apparition du microscope, des 
cellules en train de mourir sont observées, et le terme 
nécrose est alors utilisé jusqu’en 1971 pour tous les 
types de mort cellulaire. Lorsque Kerr, Wyllie et Currie 
observent cette année-là une mort non patholo-
gique dans certains tissus, ils la nomment « nécrose 
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programmée actuellement identifés dans la littérature, 
après avoir brièvement rappelé les grandes caractéris-
tiques de l’apoptose classique. La plupart des décou-
vreurs de ces morts cellulaires s’efforcent de s’inscrire 
dans la lignée de Kerr, Wyllie et Currie qui avaient, à 
l’époque, consulté un professeur de grec ancien, James 
Cormack, afin de nommer la mort cellulaire program-
mée apoptose. Cette revue est donc aussi l’occasion 
de vous initier au jargon de la mort cellulaire, qui com-
porte désormais des termes tels que pyroptosis, anoïkis 
ou necroptosis.

Mourir discrètement : apoptose et anoïkis

L’apoptose est la voie de mort par excellence qui inter-
vient lors du développement, de la morphogenèse et de 
l’homéostasie tissulaire. Parce qu’elle peut concerner 
des millions de cellules chaque jour dans un corps 
humain, elle doit être majoritairement tolérogène et 
discrète. L’élimination des cellules apoptotiques est 
nécessairement rapide et efficace pour remplir ces 
conditions. C’est notamment pour cette raison que 
l’apoptose n’est que très rarement, voire pas, observée 
in vivo, même au sein de tissus à fort renouvellement 
cellulaire, tels que le thymus, la moelle osseuse ou 
les testicules. Ce n’est qu’en inhibant la digestion des 
cellules par les phagocytes que l’on peut observer la 
présence de nombreuses cellules apoptotiques et l’ac-
cumulation de débris, cette inhibition pouvant conduire 
à des phénomènes d’auto-immunité dangereux pour 
l’organisme [3]. Dans certains cas cependant, l’apop-
tose s’avère très immunogène et capable d’induire des 
réponses immunitaires protectrices. Cette propriété est 
actuellement exploitée en cancéro-
logie dans le cadre d’immunothéra-
pie adjuvante [33] (!).
L’apoptose peut être commandée par des signaux 
internes à la cellule (voie intrinsèque) ou par des 
signaux externes (voie extrinsèque). La première voie 
de signalisation repose sur la perte d’intégrité membra-
naire des mitochondries. Ces organites renferment de 
nombreuses protéines capables d’induire la mort de la 
cellule [4]. Les membres de la famille Bcl-2 régulent la 
perméabilité mitochondriale, et leur expression et leur 
activité sont régulées par les divers stress cellulaires, 
tels que les dommages à l’ADN, le stress métabolique, 
etc. [4, 5]. La voie extrinsèque, quant à elle, implique 
l’engagement de récepteurs membranaires de mort, les 
plus courants étant Fas/CD95, TNFa receptor 1 (TNFR1) 
et TRAIL receptor (TRAILR) 1-2 [6]. La liaison de ces 
récepteurs à leurs ligands déclenche la signalisation 
apoptotique. Les deux voies intrinsèque et extrinsèque 

inévitablement au concept d’immunogénicité de la mort cellulaire et, 
donc, à l’impact des diverses voies de mort sur le tissu, l’organe ou 
même l’organisme. À l’heure où l’immunothérapie antitumorale laisse 
entrevoir de nouveaux moyens de traiter les cancers, il est de plus en 
plus urgent de caractériser les effets anti- et protumoraux associés 
à l’induction de la mort cellulaire par chimio- et radiothérapie. Dans 
cette revue, nous décrirons les différents types de mort cellulaire 

Figure 1. Voies de signalisation conduisant à l’apoptose. L’apoptose peut être 
déclenchée par deux voies différentes : par la surface des cellules via les récep-
teurs de mort (voie extrinsèque) ou par la mitochondrie au travers de signaux 
internes (voie intrinsèque). Dans les deux situations, l’induction de l’apoptose 
passe par des caspases initiatrices, la caspase-8 ou -10 pour la voie extrin-
sèque, la caspase-9 formant l’apoptosome avec APAF-1 (apoptotic peptidase 
activating factor-1) et le cytochrome c pour la voie intrinsèque. Ces caspases 
initiatrices activent les caspases exécutrices -3, -6 et -7 qui vont cliver des 
milliers de substrats différents. Cela conduit à la fragmentation de l’ADN, au 
bourgeonnement de la membrane plasmique et à la condensation de la chroma-
tine. Il existe des points de convergence entre les deux voies, comme la protéine 
Bid, membre de la famille Bcl-2, qui active la voie mitochondriale après clivage 
par la caspase-8. Ce mécanisme peut être un moyen d’amplifier le signal apop-
totique. Voir Glossaire pour la définition des abréviations.
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mènent généralement à l’activation d’une cascade d’enzymes protéo-
lytiques, les caspases, notamment celles responsables de la morpho-
logie cellulaire typique de l’apoptose (Figure 1). Cette cascade aboutit 
à la dégradation par clivage d’un millier de substrats différents, 

allant des protéines à activité kinase aux enzymes de 
la réparation de l’ADN en passant par des protéines de 
la réplication ou de la traduction, sans oublier des pro-
téines de structure [7]. L’aspect de la cellule est ainsi 
modifié : le volume cellulaire est réduit (pyknosis), la 
membrane plasmique bourgeonne, la chromatine se 
condense, l’ADN est fragmenté (karyorrhexis) et des 
corps apoptotiques se forment [8]. Ces derniers sont 
ensuite identifiés et éliminés in vivo par des phago-
cytes, en partie grâce à l’externalisation des résidus 
phosphatidylsérine de la couche lipidique interne à la 
couche lipidique externe de la membrane plasmique. 
Chacune de ces caractéristiques constitue un outil 
pour détecter l’apoptose. La détection de l’apoptose 
par une simple observation microscopique est révolue, 
et les techniques actuelles sont diverses et variées. 
Cependant, le domaine de la mort cellulaire n’en est pas 
devenu plus simple, bien au contraire. Grâce en partie 
à l’utilisation d’inhibiteurs de caspases, des voies de 
signalisation sous-jacentes multiples pouvant conduire 
à d’autres types de mort cellulaire programmée ont été 
identifiées.
Parmi les cas particuliers d’apoptose, nous pouvons 
citer l’anoïkis qui ne concerne que les cellules adhé-
rentes, car c’est une apoptose induite par le déta-
chement cellulaire de la matrice extracellulaire. Elle 
implique une perte de l’attachement des intégrines 
β1, la diminution de l’expression de l’EGFR, l’inhibition 
de la signalisation ERK1 et la surexpression de BIm, un 
membre de la famille Bcl-2 [9, 10]. L’étude moléculaire 
de l’anoïkis présente un intérêt en raison de la pro-
priété des cellules cancéreuses épithéliales invasives et 
métastatiques à résister à ce type de mort.

Mourir brutalement : nécrose régulée 
et necroptosis

Longtemps opposée à l’apoptose, la nécrose a récem-
ment vu son statut de mort incontrôlée reconsidéré. En 
effet, plusieurs études ont pu démontrer l’existence de 
voies biochimiques complexes régulant l’exécution d’une 
nécrose programmée en réponse à toute une variété de 
signaux : les dommages à l’ADN, les excitotoxines, les 
ligands des récepteurs de mort, etc. La nécrose n’en 
reste pas moins aussi une voie passive de mort cellulaire, 
comme lors d’une perte d’énergie considérable ou lors de 
dommages drastiques irréparables. Elle se caractérise 
morphologiquement par un gonflement des organites 
intracellulaires et une rupture de l’intégrité membra-
naire. La nécrose est principalement pro-inflammatoire 
dans le tissu, ce qui pourrait constituer, dans certains 
cas, un intérêt [11]. En effet, la nécrose s’accom-

Figure 2. La nécrose régulée. La nécrose peut être induite par plusieurs types de 
signaux et comporte divers mécanismes de régulation. La nécroptose, provo-
quée par les récepteurs de mort et les récepteurs Toll-like, repose sur l’assem-
blage fonctionnel des kinases RIP1 et RIP3, à savoir la formation du nécrosome. 
Ce complexe est inhibé par la caspase-8 et par les molécules chimiques de type 
nécrostatines. La nécroptose peut impliquer des perturbations métaboliques, 
l’activation des kinases JNK, l’élévation du calcium intracellulaire et des 
espèces réactives de l’oxygène, ainsi que la perturbation de la mitochondrie, 
via notamment MLKL et DRP1. La nécrose peut être aussi induite par des signaux 
intrinsèques, tels que le stress oxydatif, l’ischémie-reperfusion, les dommages 
à l’ADN, tous ces événements conduisant à l’activation de PARP-1. Parmi 
les conséquences de l’hyperactivation de PARP-1, on trouve l’activation des 
protéases calpaïnes, l’activation de Bid et de Bax, la chute du potentiel mito-
chondrial et la libération de l’effecteur mitochondrial AIF. Cette voie intrinsèque 
peut aussi entraîner la formation et l’activation du nécrosome, rejoignant alors 
la voie extrinsèque de nécrose régulée. MNNG : N-méthyl-nitro-N-nitroguani-
dine (un carcinogène).
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participent toutes en parallèle à la réalisation de ce 
programme de mort. D’autres signaux indépendants 
des récepteurs de mort peuvent conduire à la nécrose 
régulée, notamment par l’intermédiaire de l’activation 
de l’enzyme de réparation de l’ADN PARP-1 [13]. Des 
stress génotoxiques importants, pouvant découler d’un 
excès de ROS, comme dans le syndrome d’ischémie-
reperfusion par exemple, en sont généralement respon-
sables [14]. L’hyperactivation de PARP-1 a de multiples 
conséquences, telles que l’épuisement des stocks d’ATP 
intracellulaire, l’activation des protéases dépendantes 
du calcium (calpaïnes), la libération de polymères de 
PAR et l’induction de la perméabilité mitochondriale 
[15]. Ces étapes précédentes contribuent à la sortie 
de l’effecteur mitochondrial de mort cellulaire AIF, qui, 
une fois relocalisé dans le noyau fragmente l’ADN [16]. 
Cette voie de nécrose dépendante de PARP-1 a égale-
ment été démontrée comme dépendante des kinases 
RIP1 et RIP3, soulevant la question d’une nécroptose 
intrinsèque, en opposition à la nécroptose extrinsèque 
induite par les récepteurs de mort. Certains travaux ont 
montré l’importance de la liaison des polymères de PAR 
pour la libération d’AIF sans activation des calpaïnes, 
se plaçant dans un type de mort baptisé parthanatos 
[17]. L’importance de la nécroptose a pu être démontrée 
dans de nombreuses conditions physiopathologiques, 
telles que l’inflammation de l’intestin, la perte des pho-

pagne de la libération de nombreuses cytokines et de médiateurs de 
l’inflammation : IL8, IL10, TNFα et HMGB1. La nécrose peut néanmoins 
demeurer moins immunogène que les cellules apoptotiques dites pro-
inflammatoires. Elle est dans tous les cas indépendante des caspases, 
contrairement à l’apoptose qui peut être liée ou non à l’activation de ces 
protéases. Les raisons de l’absence d’activation des caspases peuvent 
être directes (mutation, inhibition ou suppression d’un des composants 
de la voie) ou indirectes (manque d’énergie pour assurer l’activation 
d’une voie dépendante des caspases).
Une des formes connues et bien décrites de nécrose programmée est la 
nécroptose [12]. Cette voie est enclenchée par l’activation des récep-
teurs de mort (cités ci-dessus) et des récepteurs TLR3 et TLR4. L’activa-
tion des kinases RIP1 et RIP3 est primordiale dans l’initiation de cette 
voie et peut être inhibée par les caspases, notamment la caspase-8, la 
machinerie de dégradation par ubiquitination de RIP1 et RIP3, ou par 
les agents pharmacologiques de type nécrostatines (Figure 2). Il est 
important de noter que RIP3 peut induire la mort en l’absence de RIP1, 
comme lors d’infections par le CMV par exemple. Les substrats de RIP1 
et RIP3 conduisant à la mort cellulaire sont encore mal connus, et les 
candidats évoqués n’ont généralement pas convaincu car leur suppres-
sion n’empêche que partiellement la nécroptose. Parmi les possibles 
voies en aval, on trouve, entre autres, la génération d’espèces réactives 
de l’oxygène (ROS) par l’activation de la NADPH-oxydase 1 (NOX1), 
l’activation d’enzymes métaboliques de la glycogénolyse et de la gluta-
minolyse, et l’inhibition de la translocase mitochondriale de nucléotide 
adénine (ANT) [11]. L’inhibition partielle de la nécroptose lorsque l’une 
ou l’autre de ces voies est touchée pourrait résider dans le fait qu’elles 

Figure 3 .  L’autopha-
gie. L’autophagie peut 
être induite par diverses 
conditions de stress cel-
lulaires ou lors du déve-
loppement. Elle débute 
par la formation d’un 
phagophore caractérisé 
par une double mem-
brane. Cette étape est 
finement régulée par plu-
sieurs complexes molé-
culaires, comme le com-
plexe bécline-1 et LC3/
Atg8. L’élongation de 
la membrane autopha-
gique s’effectue grâce au 
complexe Atg5/Atg12. La 
fusion des membranes 
conduit à la séquestra-
tion des organites et pro-

téines cytoplasmiques dans une vacuole à double membrane, l’autophagosome. Les autophagosomes fusionnent ensuite avec des lysosomes 
pour former les autophagolysosomes, responsables de la dégradation du contenu. L’autophagie peut à la fois constituer un mécanisme de survie 
(manque de nutriments) ou de mort cellulaire.
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torécepteurs, la pancréatite aiguë, et les infections virales [12]. Par 
ailleurs, son activation pourrait représenter une piste thérapeutique 
intéressante dans le domaine de la cancérologie.

Mourir finalement : autophagie, catastrophe mitotique  
et entosis

Certains mécanismes s’apparentent en premier lieu davantage à un 
système de survie et de protection cellulaire qu’à un type de mort, 
mais ils peuvent néanmoins se solder par une mort programmée. C’est 
le cas de l’autophagie, la catastrophe mitotique et l’entosis. Leur 
immunogénicité est relativement peu caractérisée ; elle dépend pro-
bablement du type de mort impliqué. Par exemple, l’autophagie a été 
décrite comme nécessaire à la fois à la tolérogénicité de l’apoptose en 
favorisant l’exposition de signaux « eat me », et à l’induction d’une 
réponse immune via la libération d’HGMB1 [18].

Autophagie
Ce processus correspond à un phénomène intracellulaire d’autodi-
gestion lysosomale des composants cytoplasmiques (organites ou 
cytosol), induit par des conditions de stress, telles que le manque de 
nutriments. L’autophagie permet à la cellule de survivre durant une 
période critique en recyclant les acides aminés et les acides gras de 
ses propres composants pour pallier les besoins énergétiques. C’est 
aussi un mécanisme d’élimination de certains organites, tels que les 
mitochondries. Il existe plusieurs sous-types d’autophagie, mais seule 
la macro-autophagie, caractérisée par la formation d’autophago-
somes à double membrane, pourrait mener à la mort cellulaire [19] 
(Figure 3). Dans ce type de mort, la chromatine n’est pas conden-
sée, le cytoplasme présente une vacuolisation très importante et 
les cellules ne sont pas ou peu reconnues par des phagocytes. Pour 
détecter l’autophagie, différentes techniques sont utilisées comme 
la visualisation des autophagosomes par microscopie électronique, la 
redistribution de LC3 au niveau des membranes d’autophagosomes ou 
encore l’apparition de sa forme dérivée (LC3-II) qui se distingue de la 
forme non modifiée (LC3-I) par une analyse sur gel de polyacrylamide 
[20]. L’invalidation génétique de plusieurs gènes de la famille Atg a 
démontré leur implication dans la régulation de cette voie. Cependant, 
dans les cas de carence en nutriments, leur suppression n’induit pas 
une diminution de la mort cellulaire, révélant ainsi le rôle primordial 
de l’autophagie dans la survie cellulaire. L’invalidation d’Atg5, de 
bécline-1/Atg6 ou d’Atg7 peut, en revanche, diminuer la mort cellu-
laire induite par certains agents comme l’H202 [21]. Il reste encore à 
clarifier le rôle de l’autophagie dans la mort cellulaire programmée, 
notamment sa capacité à basculer d’un mécanisme de survie à un 
mécanisme de mort.

Catastrophe mitotique
Comme son nom l’indique, la catastrophe mitotique est liée à un 
mauvais déroulement de la mitose. Elle est observable lors de dysfonc-
tionnements de la machinerie mitotique conduisant à une ségrégation 
incorrecte des chromosomes. La cellule arrête alors son cycle cellulaire 

et induit sa propre mort par nécrose ou apoptose, ou 
sa sénescence. Certaines cellules peuvent échapper 
à cette mort cellulaire, notamment en cas de muta-
tions de la protéine p53, et continuent de proliférer 
avec les modifications chromosomiques acquises, soit 
par micronucléation (chromosomes ou fragments de 
chromosomes surnuméraires), soit par multinucléation 
(noyaux entiers supplémentaires) [22]. La catas-
trophe mitotique représente davantage un mécanisme 
oncosuppressif qui prévient l’apparition de cellules au 
contenu génomique aberrant, plutôt qu’une véritable 
mort cellulaire [23]. Son étude est toutefois primor-
diale, car plusieurs agents pharmacologiques utilisés 
en chimiothérapie agissent justement sur la mitose : 
c’est le cas du paclitaxel (Taxol®) et de la vinblastine 
(Velbé®) qui empêchent, respectivement, la dépolymé-
risation et la polymérisation des microtubules.

Entosis
L’entosis (ou cannibalisme cellulaire) est observée 
fréquemment dans les biopsies de tumeurs, mais aussi 
dans d’autres conditions. Elle correspond à l’internali-
sation d’une cellule par une autre cellule du même type 
et non phagocytaire. Ce programme serait initié par une 
perte d’interaction avec la matrice extracellulaire [24]. 
Il requiert l’activation des protéines Rho et ROCK1 et 
n’est pas perturbé par l’inhibition des caspases ou la 
surexpression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2. 
La cellule ingérée étant dégradée par les hydrolases 
lysosomales, ce programme peut être bloqué par des 
inhibiteurs de protéases lysosomales. Parfois, la cel-
lule ingérée continue à se diviser et peut échapper à la 
mort cellulaire [25]. Seule une entosis aboutissant à la 
disparition définitive de la cellule peut être considérée 
comme une mort cellulaire programmée.

Mourir singulièrement : netosis, cornification  
et pyroptosis

Plusieurs types de mort cellulaire programmée décrits 
sont en fait des cas particuliers restreints à un type cel-
lulaire. Ils représentent cependant des modèles d’étude 
intéressants, pouvant permettre d’identifier des pro-
téines ou des mécanismes cellulaires non définis.

Netosis
La netosis ne concerne que les granulocytes neutro-
philes et éosinophiles. Elle a été nommée ainsi car elle 
a été initiallement observée dans des cellules sécrétant 
des pièges extracellulaires neutrophiles (NET), consti-
tués de protéines antimicrobiennes, de chromatine 
nucléaire et d’histones [26]. Cette sécrétion se produit 
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de nutriments

Induit la conjugaison de LC3à la phosphatidyléthanolamine 
et la formation du complexe bécline-1. Régulation par 
la famille  de gène Atg. Autodigestion lysosomale par la 
formation d’autophagolysosomes à double membrane

Catastrophe
mitotique

Mitose aberrante observable lors de 
dysfonctionnements de la machinerie 
mitotique

Arrêt du cycle cellulaire après une mitose aberrante 
qui peut conduire à une apoptose, une nécrose ou une 
sénescence. S’accompagne parfois de micronucléation ou 
de multinucléation

Entosis
Cannibalisme cellulaire provoqué par la 
perte de l’interaction avec la matrice 
extracellulaire

Phagocytose (par des cellules non professionnelles) suivie 
de la dégradation lysosomale des cellules. Caractérisée 
par l’activation de Rho et ROCK1

Mourir 
singulièrement

Netosis
Caractérisée et provoquée par la 
formation des pièges extracellulaires 
neutrophiles (NET)

La sécrétion de NET constitués d’histones, de protéines 
antimicrobiennes et de chromatine peut conduire à la mort 
des granulocytes. L’inhibition de la NADH oxydase et de 
l’autophagie perturbe cette signalisation. La citrullination 
des histones joue un rôle primordial

Cornification
Processus de différenciation terminale 
des kératinocytes

Activation de la caspase-14 et des transglutaminases 1, 
3, et 5

Pyroptosis

Peut être initiée par l’inflammasome 
ou la protéine censeur de l’ADN AIM2 
dans des macrophages infectés par des 
bactéries

Dépend de l’activation de la caspase-1 et passe par la 
sécrétion d’IL1  et d’IL18. Présente des caractéristiques 
morphologiques de la mort par apoptose et par nécrose

Tableau I. Classification et caractéristiques des différents types de mort cellulaire programmée présentés dans cette revue.
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physiologiquement en présence de micro-organismes, mais aussi de 
cytokines pro-inflammatoires (TNFα, IL8), de plaquettes ou encore 
d’auto-anticorps. Elle peut conduire à la mort des granulocytes comme 
on l’observe in vitro en présence de PMA. Les cellules présentent alors 
une importante vacuolisation cytoplasmique, une décondensation de 
la chromatine et une rupture de toutes les membranes nucléaires et 
granulaires. Cette mort ne peut pas être enrayée par les inhibiteurs de 
caspases ni par la nécrostatine-1, mais elle est sensible à l’inhibition 
de la NADPH oxydase ou de l’autophagie. La citrullination des histones 
pourrait participer à la netosis par l’intermédiaire de la formation 
des NET et de la décondensation de la chromatine, comme a pu le 
démontrer l’invalidation génétique de PAD4 [27]. La netosis partage 
des caractéristiques avec la nécrose et l’autophagie, et elle pourrait 
être rattachée à l’un ou l’autre de ces types de mort. Comme source 
potentielle d’auto-antigènes, elle pourrait participer à l’installation 
de maladies auto-immunes.

Cornification
La cornification, qui touche uniquement les kératinocytes, est un pro-
cessus de mort cellulaire physiologique requis pour la formation de la 
couche cornée de l’épiderme [28]. Composée de kératinocytes morts 
ainsi que de protéines et de lipides spécifiques, cette couche cornée 
confère à la peau ses fonctions de barrière. Cette mort programmée 
des kératinocytes, apparentée à un processus de différenciation ter-
minale, est associée à l’activation de la caspase-14 et des transglu-
taminases 1, 3 et 5 [29].

Pyroptosis
La pyroptose est restreinte aux macrophages infectés par des patho-
gènes bactériens. Elle a pu être observée en présence de plusieurs 
pathogènes comme Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes 
ou Bacillus antracis. La pyroptose nécessite l’activation de la cas-
pase-1 par une plateforme multiprotéique composée, soit de récep-
teurs NOD-like (NLR) ou de la protéine censeur de l’ADN cytosolique 
AIM2 associée à la protéine adaptatrice ASC, soit de dimères d’ASC 
correspondant au pyroptosome. Une fois activée, la caspase-1 induit 
la maturation et la sécrétion des interleukines pyrogènes IL1β et IL18, 
et peut parfois conduire à l’activation de la caspase exécutrice -7. 
Les mécanismes qui relient cette signalisation à la mort de la cellule 
demeurent encore non élucidés. Les caractéristiques morphologiques 
de la pyroptosis peuvent rappeler à la fois l’apoptose et la nécrose, 
et il a été suggéré aussi que la pyroptose soit plus un cas particulier 
d’apoptose intrinsèque qu’un type de mort à part entière.

Conclusion

Que ce soit pour mourir discrètement, brutalement, finalement ou sin-
gulièrement, toutes ces voies de mort participent à la mort cellulaire 
programmée dans les organismes (Tableau I). Ainsi, elles enrichissent 
nos connaissances sur les innombrables modalités de cette particu-
larité du vivant : celle de mourir. La liste des voies de mort présentée 
dans cette revue n’est pas exhaustive, et de nouveaux types de mort 

continuent d’être découverts chaque année. Le dernier, 
en 2012, est la ferroptosis, une mort cellulaire dépen-
dante du fer. En traitant par un nouveau composé des 
cellules tumorales porteuses d’une mutation de la voie 
oncogénique Ras, les auteurs ont induit la production 
d’espèces réactives de l’oxygène, la peroxydation des 
lipides, l’apparition de mitochondries rétrécies, puis 
la mort cellulaire [30]. Cette mort ne partage aucune 
caractéristique des autres types de mort référencés 
(activation des caspases, activation de Bax/Bak, aug-
mentation du calcium intracellulaire, etc.). Il est légi-
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AIF : apoptosis-inducing factor
AIM2 : absent in melanoma 2
APAF-1 : apoptotic peptide activating factor-1
ASC : apoptosis-associated speck-like protein 
containing a CARD
Atg : autophagy related gene
Bax : Bcl-2 associated X protein
Bak : Bcl-2 homologous antagonist killer
Bcl-2 : B-cell leukemia protein-2
BIM : Bcl-2-interacting mediator of cell death
CD : cluster of differentiation
Ced : cell death abnormal
CMV : cytomégalovirus
DRP1 : dynamin related protein 1
EGFR : epidermal growth factor receptor
Egl-1 : egg laying abnormal 1
ERK1 : extracellular-regulated kinase 1
FADD : Fas associated protein with death domain
HMGB1 : high mobility group box 1
IAP : inhibitor of apoptosis protein
IL : interleukine
JNK : Janus kinase
LC3 : microtubule associated protein 1 light chain 3
LPS : lipopolysaccharide
MLKL : mixed lineage kinase domain-like protein
NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NOD : nucleotide-binding oligomerization domain
NOX : NADPH-oxidase 1
PAD4 : peptidylarginine deiminase 4
PAR : poly(ADP-ribose)
PARP-1 : poly(ADP-ribose) polymerase 1
PMA : phorbol myristate acetate
p53 : protéine 53
RIP : receptor interacting protein
ROCK1 : Rho-associated kinase 1
ROS : reactive oxygen species
TGFb : transforming growth factor-b
TLR : Toll-like receptor
TNFa : tumor necrosis factor a
TRAIL : tumor-necrosis-factor related apoptosis indu-
cing ligand
WNT : wingless integration site
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time de s’inquiéter de la « surenchère néologique » de notre domaine 
de recherche, et il convient de modérer notre enthousiasme lors de la 
description de « nouvelles » voies de mort. Néanmoins, si des voies 
moléculaires inédites sont révélées, il faut pouvoir les nommer. Elles 
n’auront in fine un intérêt que si leur pertinence biologique (normale 
ou pathologique) est avérée. L’extraordinaire redondance des sys-
tèmes de mort cellulaire programmée que possède un organisme nous 
confirme le caractère essentiel de ce mécanisme pour l’intégrité du 
tissu, mais aussi de l’organisme tout entier [31]. Les bénéfices de la 
mort cellulaire programmée ne s’arrêtent d’ailleurs pas à la simple 
élimination de cellules dangereuses ou inutiles. Il a par exemple été 
montré que, chez les arthropodes et l’hydre, les cellules mourantes 
stimulaient la prolifération des cellules voisines par l’activité des 
caspases sur les voies TGFβ et Wnt, mécanisme qui participerait à la 
différenciation des cellules souches [32]. ‡

SUMMARY
Programmed cell death comes in many flavors
Apoptosis is nowadays what comes first to your scientist mind when 
someone mentions cellular suicide. However this is not the sole form of 
programmed cell death and many other alternative or atypical pathways 
have now been described. These pathways are indeed rather preferred to 
apoptosis in some instances based on tissue origin, cell type or develop-
ment stage of the target cell. In this review, we describe many different 
programmed cell death subtypes according to their characteristics. 
Discrete, brutal, final or singular cell death pathways all participate in 
the elimination of unwanted, damaged or dangerous cells in organisms 
hence contributing to our knowledge of this particular feature of living 
beings: dying! Through description of anoikis, necroptosis, entosis, 
netosis, pyroptosis or ferroptosis, we have no choice but to realize that 
programmed cell death comes in many flavors. ‡
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4Faculté de Médecine, Université Paris 11, Le Kremlin-Bicêtre, France
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Summary

Cell death has been initially divided into apoptosis, in which
the cell plays an active role, and necrosis, which is considered a
passive cell death program. Intense research performed in the
last decades has concluded that ‘‘programmed’’ cell death
(PCD) is a more complex physiological process than initially
thought. Indeed, although in most cases the PCD process is
achieved via a family of Cys proteases known as caspases, an
important number of regulated PCD pathways do not involve
this family of proteases. As a consequence, active forms of PCD
are initially referred to as caspase-dependent and caspase-inde-
pendent. More recent data has revealed that there are also
active caspase-independent necrotic pathways defined as nec-
roptosis (programmed necrosis). The existence of necroptotic
forms of death was corroborated by the discovery of key execu-
tioners such as the kinase RIP1 or the mitochondrial protein
apoptosis-inducing factor (AIF). AIF is a Janus protein with a
redox activity in the mitochondria and a pro-apoptotic function
in the nucleus. We have recently described a particular form of
AIF-mediated caspase-independent necroptosis that also impli-
cates other molecules such as PARP-1, calpains, Bax, Bcl-2, his-
tone H2AX, and cyclophilin A. From a therapeutic point of
view, the unraveling of this new form of PCD poses a question:
is it possible to modulate this necroptotic pathway independ-
ently of the classical apoptotic paths? Because the answer is
yes, a wider understanding of AIF-mediated necroptosis could
theoretically pave the way for the development of new drugs

that modulate PCD. To this end, we present here an overview
of the current knowledge of AIF and AIF-mediated necroptosis.
We also summarize the state of the art in some of the most
interesting therapeutic strategies that could target AIF or the
AIF-mediated necroptotic pathway. ! 2011 IUBMB

IUBMB Life, 63(4): 221–232, 2011

Keywords AIF; apoptosis; BAX; BCL-2; calpains; caspase-independ-
ent cell death; DNA-damage; mitochondria; MNNG;
necroptosis; PARP-1; programmed necrosis.

APOPTOSIS-INDUCING FACTOR (AIF): THE PROTEIN
Probably the result of a symbiosis between an ancestral

eukaryotic cell and a eubacterion, mitochondria are important

organelles with a dual/paradoxical function. Indeed, they are

involved in life by their role in oxidative phosphorylation, and

they are implicated in death by the release of apoptogenic fac-

tors. Among these factors, cytochrome c and AIF play a dual

role: they are related to both the mitochondrial respiration ma-

chinery and to cell death. Interestingly, while cytochrome c is

involved in caspase-dependent classical apoptosis, AIF is mostly

associated with caspase-independent necroptosis (or pro-

grammed necrosis).

AIF is a phylogenetically old protein essential for life and

death. It is essential for life because of its critical role as a mi-

tochondrial oxydoreductase, and it is essential for death due to

its proapoptotic nuclear activity. AIF is synthesized from a nu-

clear gene as a precursor form of 67 kDa (Fig. 1). It is imported

to mitochondria by two mitochondrial localization sequences

(MLS) that are placed within the N-terminal pro-domain of the
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protein. Upon being imported into mitochondria, this precursor

is processed to a mature form of 62 kDa by proteolytic cleav-

age. On this configuration, AIF is an inner membrane-anchored

protein whose N-terminus part is exposed to the mitochondrial

matrix and whose C-terminal portion is exposed to the mito-

chondrial intermembrane space (1). The mature form of AIF

comprises three structural domains: a FAD-binding domain, a

NADH-binding domain, and a C-terminal domain (2–4). In the

same way as other flavoproteins, the oxydoreductase part of

AIF (composed by the NADH- and FAD-binding domains)

adopts a typical Rossmann fold conferring an electron transfer

activity to the protein. FAD-bound AIF can be reduced by

NAD(P)H without accumulation of a semiquinone intermediate.

Furthermore, reduced AIF can catalyze a NADH-dependent

reduction of small molecules, such as cytochrome c (5). Despite
important advances, the enzymatic function of AIF has not been

Figure 1. Schematic representation of AIF-mediated caspase-independent PCD. AIF is transcribed and translated in a 67 kDa pre-

cursor protein carrying a N-terminal MLS (amino acids 1–100), a spacer sequence (aa 101–121), a FAD-binding domain (aa 122–

262 and 400–477), a NADH-binding domain (aa 263–399), and a C-terminal domain (aa 478–613). Upon being imported into mito-

chondria, the MLS sequence is removed by a mitochondrial endopeptidase and AIF changes its configuration by incorporating

FAD. The mature protein (62 kDa) is then anchored to the inner mitochondrial membrane by its transmembrane domain. In this

form, AIF plays a vital function related to the respiratory chain stability and/or to maintenance of the mitochondrial structure.

Upon various stimuli, AIF is cleaved and released from mitochondria to the cytosol. Cystein proteases such as calpains (cytosolic

and/or mitochondrial) and cathepsins could cleave AIF, yielding the truncated form of the protein, tAIF (57 kDa). Different pro-

teins, such as the proapoptotic Bcl-2 member Bax, regulate tAIF release through the formation of the outer mitochondrial mem-

brane pores. Once in the cytosol, tAIF interacts with different targets. For instance, AIF may inhibit protein translation through its

association with eIF3g and it could stimulate the activity of the lipid translocase scramblase 1 (SCRM1), which is responsible for

classical PCD phosphatidyl serine exposure. In PCD, AIF is particularly known for translocating from the cytosol to the nucleus,

where it induces chromatinolysis. This relocalization is positively regulated by cyclophilin A (CypA) and negatively regulated by

heat shock protein 70 (Hsp70). Once in the nucleus, tAIF associates with phosphorylated histone H2AX (cH2AX), CypA, or endo-
nuclease G (EndoG) to provoke chromatin condensation and DNA degradation. In glutamate excitotoxicity-induced parthanatos in

brain, a 62 kDa form of AIF is associated to the outer mitochondrial membrane. When the PAR polymers generated by the nuclear

protein PARP-1 are present, this AIF pool is released from the mitochondria and reaches the nucleus to provoke chromatinolysis

via an unknown mechanism. [Color figure can be viewed in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]
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totally unraveled. Recent in vitro studies on naturally folded

AIF indicated that, in its reduced form, AIF is a dimer (6, 7).
These works suggested that the balance and transition between

the dimeric and the monomeric state could influence both AIF

redox and apoptogenic activities.

The C-terminal domain (amino acids 508–612) has become

the most captivating part of AIF after recent data confirmed that

this region encloses its pro-apoptotic function (8–11) (Fig. 1).

These data indicate that the vital (mitochondrial oxydoreduc-

tase) and lethal (nuclear proapoptotic) function of AIF could be

dissociated. The C-terminal domain displays a particular folding

consisting of five anti-parallel b-strands, two a-helices and a

large loop, exclusive to AIF (amino acids 509–559). This inser-

tion includes a PEST motif followed by a Proline-rich module

(PPSAPAVPQVP), usually involved in protein-protein interac-

tions. As we have recently demonstrated, this Proline-rich do-

main constitutes a key element in the chromatinolytic/pro-apo-

ptotic AIF function (11).

AIF ACROSS THE SPECIES
AIF is a highly conserved protein present in all primary

kingdoms. It shares a highly significant homology with different

families of oxydoreductases, from Archaea and Bacteria to

invertebrates and vertebrates (4, 12) (Table 1). From ciliated

protozoan to mammals, AIF loss is associated with growth re-

tardation at different stages of animal development (14–17).
Therefore, AIF is an important element of the apoptotic machin-

ery that follows the rules of standard evolution (25). This means

that the AIF gene is inherited from the last universal common

ancestor and follows the tree topology with the primary radia-

tion of the archaeo-eukaryotic and bacterial clades. Thus, if the

implication of AIF orthologs in death processes is confirmed in

the future, AIF could represent one of the oldest tool to die

and/or, in ancestral microspecies, to kill.

Studies on invertebrates have made it possible to identify

some downstream effectors of AIF. The works on C. elegans,
S. cereviseae, and D. melanogaster are of particular interest. In

the case of C. elegans, the AIF ortholog WAH-1 has been dem-

onstrated to interact with CSP-6 (the mammalian ortholog of

the Endonuclease G), leading to nuclear DNA degradation (15).
In the same species, AIF (WAH-1) may also associate with and

stimulate the phospholipid scramblase Scrm-1 to promote exter-

nalization of phosphatidylserine (PS) on the surface of apoptotic

cells (26). In S. cereviseae, it has been demonstrated that CypA

is also essential for AIF-proapoptotic activity (13). In this

eukaryote, Kim et al. (27) have discovered an interaction

between the N-terminus of eIF3g and the AIF C-terminal

region. Through this link, AIF could regulate protein synthesis

during ‘‘programmed’’ cell death (PCD). In D. melanogaster, it
has been found that the downregulation of the redox protein thi-

oredoxin-2 (DmTrx-2) suppresses AIF-mediated PCD (16).
Finally, the full deletion of AIF in mice induces a premature

arrest in development (at larvae or embryo stages), demonstrat-

ing an important role of AIF in embryogenesis. Efforts to pro-

duce Aif-null mice were however unsuccessful (23, 24). An ini-

tial study indicating that disruption of the AIF gene prevents

the first wave of caspase-independent-PCD was contradicted by

a more recent work demonstrating that the AIF function is not

required for cell death in early mouse embryos. Nevertheless, in

this latter study, loss of AIF caused abnormal cell death on em-

bryonic day 9 (E9) (Table 1). Unfortunately, complete deletion

of AIF in these experimental mouse models induces loss of

both pro-apoptotic and oxidoreductase functions. Thus, it is not

clear whether the lethality associated to these models is due to

the lack of caspase-independent-PCD or to the alteration of the

mitochondrial function (see below).

VITAL FUNCTION OF AIF
How AIF exerts its vital properties in mitochondria is still a

matter of intense debate (7). However, it seems that the AIF re-

dox function is indispensable for cell life. Studies in the harle-

quin (Hq) AIF-mutant mouse, which has an 80% reduction in

AIF expression, have suggested that this protein acts as a free

radical scavenger (17, 20) (Table 1). Apart from oxidative stress

sensitivity, complementary observations have demonstrated that

AIF-deficiency compromises oxidative phosphorylation. On the

one hand, it seems that AIF is required for the assembly and

stability of complex I and III of the mitochondrial respiratory

chain (28, 29). On the other hand, AIF deletion impairs the

function of the respiratory chain via its role on maintaining mi-

tochondrial morphology (8). Consequently, patients affected by

a mitochondrial encephalopathy linked to an AIF mutation ex-

hibit abnormal mitochondria (30).

REGULATION OF MITOCHONDRIAL AIF RELEASE
As indicated above, because AIF is imbedded into the inner

mitochondrial membrane, the release from mitochondria

requires a caspase-independent proteolytic cleavage (Fig. 1). As

described recently (1, 31, 32), the 62 kDa AIF-mitochondrial

form is cleaved at position G102/L103 (in mouse) to yield a

soluble proapoptotic protein (truncated AIF, tAIF) with an appa-

rent molecular weight of 57 kDa.

Although several factors are involved in AIF release mecha-

nisms (see next paragraph), the current status of knowledge

establishes that two major elements take part in the AIF proteo-

lytic process: (i) two families of cysteine proteases: calpains

and cathepsins. Calpains regulate AIF cleavage in a Ca21-

dependent context. In contrast, calcium is not involved in the

cathepsin-mediated control of AIF activation; (ii) the activation

of proapoptotic molecules from the Bcl-2 family, such as Bax

or Bid (32–37) (Fig. 1). Both systems are not necessarily inde-

pendent, since some pro-apoptotic Bcl-2-like proteins can be

activated by cysteine proteases. For example, Bidere et al. (38)
demonstrated that, upon staurosporine treatment, cathepsin D

was released from lysosomes in T cells to induce a Bax confor-

223THERAPEUTIC POTENTIAL OF AIF-MEDIATED NECROPTOSIS



TOME 1 - RESULTATS 

 

 67 

T
ab

le
1

A
IF

kn
oc
ko

ut
ex
pe
ri
m
en
ta
l
m
od

el
s.
[C
ol
or

fi
gu

re
ca
n
be

vi
ew

ed
in

th
e
on

li
ne

is
su
e,

w
hi
ch

is
av
ai
la
bl
e
at

w
il
ey
on

li
ne
li
br
ar
y.
co
m
.]

224 DELAVALLÉE ET AL.
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mational change, relocation to mitochondria, and insertion into

the outer mitochondrial membrane. Other works in DNA-dam-

age models reported that mitochondrial AIF-release requires a

cooperative upstream action of calpains and Bax. In this case,

calpains cleave AIF into tAIF whereas Bax facilitates the mito-

chondrial outer membrane permeabilization required for AIF

release (33, 39). This is in line with other findings showing a

relationship between AIF-release and Bax activation in campto-

thecin-mediated PCD (40). It has been suggested that cytosolic

calpains would require Bax pores to reach AIF in mitochondria.

Recent studies identifying mitochondrial calpains tend to rule

out this hypothesis in favor of a role of Bcl-2 proteins in AIF

release after cleavage. As in caspase-dependent apoptotic path-

ways, the exact mechanisms underlying mitochondria perme-

abilization leading to AIF release remain poorly defined. Ozaki

et al. (41) recently described VDAC cleavage by mitochondrial

calpains and subsequent Bax binding to VDAC. They suspect

these two molecules form a sufficiently large channel for the

release of AIF. Nonetheless, this might not be the sole way to

let AIF join the cytosol. Further studies should contribute to a

deeper understanding of the functions of Bax and the other Bcl-

2 proteins in the regulation of AIF release from mitochondria.

Once released from mitochondria to the cytosol tAIF translo-

cates to the nucleus in a process positively regulated by cyclo-

philin A (CypA) and negatively by Hsp70 (42, 43) (Fig. 1). The
relationship between these two proteins and AIF was confirmed

by systematic deletions. This approach confirms that the Hsp70

and CypA binding domains localize respectively at amino acids

150–228 and 367–399 of human AIF (42, 44).

LETHAL FUNCTION OF AIF: A CASPASE-INDEPENDENT
PCD PROTEIN

Once it has arrived at the nucleus, AIF could theoretically inter-

act with DNA and/or RNA to cause caspase-independent chroma-

tinolysis (44–48). Interestingly, given that AIF does not display

any intrinsic endonuclease activity by itself, the AIF-mediated

DNA degradation depends on the recruitment of downstream nu-

cleases. Studies on C. elegans have demonstrated the cooperation

between AIF and Endonuclease G, a mitochondrial DNAse also

released in a caspase-independent manner (15). In mammals, this

cooperation has been initially reported in caspase-independent mi-

totic death (49, 50). Moreover, it has been demonstrated that the

DNA-degrading capacity of AIF, at least in alkylating DNA dam-

age-induced necroptosis (see below), is related to the capacity of

AIF to organize a DNA-degrading complex with histone H2AX

and CypA (11, 51). In other PCD systems, AIF could also interact

directly with CypA to induce death (43, 44) (Fig. 1).

TWO EXAMPLES OF AIF-MEDIATED
CASPASE-INDEPENDENT PCD: PARTHANATOS
AND NECROPTOSIS

As explained above, given that the translocation of AIF from

mitochondria to the nucleus occurs in a large variety of cas-

pase-independent PCD systems, AIF is considered as a main

effector of this mode of PCD (47, 48, 52).
Strong evidence of the role of AIF in caspase-independent

PCD has been shown in studies performed with excitotoxins or

alkylating DNA damage agents (33, 53, 54). Here, the relation-

ship between AIF and PARP-1 has been broadly established,

and PARP-1 inhibitors, PARP-1 genetic ablation, or neutralizing

anti-AIF antibodies have been demonstrated to inhibit excitotox-

ins or alkylating DNA damage-induced PCD (33, 53, 55). In

spite of that, there are significant differences between these two

modes of AIF-mediated death. In NMDA and glutamate excito-

toxicity-induced death in brain, the uncleaved AIF form (62

kDa) is released from mitochondria by a mechanism implicating

the PAR polymers generated by PARP-1 (56–58). An AIF pool

localized in the outer mitochondrial membrane controls this

type of PCD, named parthanatos (59). On the contrary, in alkyl-

ating DNA damage mediated necroptosis (see section below),

AIF needs to be cleaved by the calpain Cys proteases into tAIF

(57 kDa) to be released from mitochondria and to provoke PCD

(33) (Fig. 1). Thus, even if parthanatos and alkylating DNA

damage mediated necroptosis implicate PARP-1 and AIF they

represent two alternative caspase-independent PCD pathways.

This is substantiated by the fact that: (i) in parthanatos the cal-

pain cys proteases are dispensable enzymes (58), (ii) in alkyl-

ating DNA damage-mediated necroptosis the PAR polymers do

not play a relevant role. These polymers, which are efficiently

generated by PARP-1 in calpain, Bax, or H2AX-deficient cells,

are unable to induce AIF-release and PCD (11, 33).

AIF-MEDIATED CASPASE-INDEPENDENT
NECROPTOSIS

As a counterpart to uncontrolled necrosis, the term ‘‘pro-

grammed necrosis’’ (further named necroptosis) was introduced

to define the forms of PCD with necrotic morphology (60–62).
The first described pathway leading to necroptosis is initiated

by ligation of TNFR1 (63, 64). It was first observed that,

depending on the cell status, TNF administration result in cas-

pase-dependent or caspase-independent PCD (64). Further stud-
ies of the TNFR1-mediated necroptotic pathway identified

necrostatin-1, a blocker of the receptor-interacting protein 1

(RIP1) kinase activity that inhibits necroptosis (61). Necrosta-
tin-1 abolishes the assembly of the RIP1/RIP3 complex, sug-

gesting that the activities of these kinases are required in this

necrotic form of death (65, 66).
More recently, new forms of necroptosis have been unveiled

(67–71). One of them is the pathway scrutinized in our labora-

tory: alkylating DNA damage (MNNG)-mediated PCD (11, 33,
39, 51). In response to high levels of DNA alkylation, PARP-1

activation stimulates the release of AIF from the mitochondrial

intermembrane space, a process that depends on calpain Cys pro-

teases and the proapoptotic Bcl-2 member Bax. Once in the cyto-

sol, AIF rapidly relocalizes to the nuclear compartment where, in

cooperation with histone H2AX and cyclophilin A, provokes
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DNA degradation and PCD (Fig. 1). As indicated above, to

induce chromatinolysis, AIF interacts with phosphorylated his-

tone H2AX and CypA (11, 51). This interaction involves the C-

terminal Proline-rich module of AIF. This multi-protein complex

constitutes an authentic ‘‘DNA degradosome,’’ where CypA

should disclose the endonuclease activity. Of note, AIF interacts

with H2AX even in the absence of CypA, while the inverse is not

the case, hence suggesting a sequential interaction between the

three partners (11). In MNNG-mediated PCD induced in mouse

embryonic fibroblasts (MEFs), the kinase RIP1 plays a critical

role. Indeed, RIP1 genetic ablation precludes the mitochondrial

alterations characterizing this type of necroptosis (e.g., DCm loss

and AIF release). Consequently, RIP1-deficient MEFs are resist-

ant to MNNG-induced PCD (55). The relationship between RIP1

and AIF has been fully confirmed, by using necrostatin-1 inhibi-

tor in other necroptotic systems, such as retinal detachment-

induced photoreceptor necrosis or glutamate-induced oxytosis in

hippocampal HT-22 cells (71, 72).
RIP1 is therefore a milestone in both TNFR1- and MNNG-

mediated necroptosis. However, TNFR1-mediated necroptosis

cannot be blocked by inhibition of calpains and PARP-1 or by

downregulation of AIF (61), whereas MNNG-mediated necrop-

tosis is not abolished in TNFR1-deficient MEFs (55). This indi-
cates that these two necroptotic models represent alternate out-

comes of a RIP1 and mitochondrial-controlled mode of PCD.

THERAPEUTIC STRATEGIES TARGETING AIF-MEDIATED
CASPASE-INDEPENDENT PCD AND AIF ITSELF

Regardless of the form of death involved, the misunderstand-

ing of PCD rules has pathological repercussions. It is well

known that apoptosis defects entail cell proliferation, causing

cancer or autoimmune diseases. Contrariwise, too much apopto-

sis could damage vital organs or tissues, as in the case of de-

generative diseases. Therefore, therapeutic control over cell life

or death can provide attractive and powerful tools for the treat-

ment of a large panoply of pathologies.

In the past few years, therapeutic strategies based on the

control of death have essentially targeted the caspases, the main

regulators of caspase-dependent PCD. However, at present it is

clear that the apoptosis/necroptosis dichotomy does not neces-

sarily involve a mutual exclusion of both mechanisms. Caspases

are neither alone nor unique in the cell death scene. In line with

this view, emerging protocols targeting caspase-independent

systems are being developed for clinical trials. These strategies

follow two major approaches: (i) the inhibition of AIF-mediated

PCD, precluding the excessive PCD observed in ischemic or de-

generative processes; (ii) the activation of the AIF caspase-inde-

pendent necrotic cell death pathway to treat uncontrolled prolif-

erate disorders such as cancer. Representative examples of the

current therapeutic strategies discussed below are provided in

Table 2.

a) General therapeutics targeting the AIF PCD pathway. A
first interesting therapeutic approach consists in controlling AIF

release in necroptosis via the inhibition of the kinase RIP1 by

necrostatin-1. For example, necroptosis, AIF, and RIP1 have

been implicated in neuronal excitotoxicity. Note that excitotox-

icity is involved in the pathologies associated with chronic neu-

rodegeneration such as Alzheimer or Parkinson, and also in the

acute neurodegeneration resulting from stroke. In this way,

necrostatin-1 decreases infarct size in a mouse stroke model

(61) and protects against glutamate-induced oxytosis in hippo-

campal HT-22 cells (71), NMDA-induced excitotoxicity in rat

cortical neurons (73), and retinal detachment-induced photore-

ceptor necrosis (72). Alternatively, necrostatin-1 treatment

decreases damage in neonatal hypoxia-ischemia (74), protects

against myocardial ischemia-reperfusion injury (75), or amelio-

rates symptoms of Huntington’s disease (76). Consequently,

necrostatin-1 provides an exciting opportunity for developing

new therapeutics targeting RIP1, AIF release, and necroptosis.

An alternative general therapeutic approach is the control of

AIF release via the production of reactive oxygen species

(ROS). It is very well known that cancer cells produce high lev-

els of ROS (77). In contrast, ROS levels are low and detoxify-

ing oxidants systems are well regulated in normal cells (78).
Taking this premise as a starting-point, BioNovo has developed

BZL101 (registered as Bezielle1), an extract of the plant Scu-
tellaria barbatae that specifically provokes strong ROS induc-

tion, DNA-damage, AIF translocation from mitochondria to the

nucleus, chromatinolysis, and PCD. Importantly, BZL101 kills

specifically malignant but not normal cells, following a non-

classical apoptotic model with a very limited activation of cas-

pases. Recent works have reported complementary mechanisms

related to BZL101-induced PCD (79) and have demonstrated

that intraperitoneal injection of BZL101 inhibits tumor growth

in mice (80). Importantly, results from the phase I trial, per-

formed in patients with advanced breast cancer, proved an effi-

cient anti-tumor activity of this drug (81). Given these promis-

ing results, a phase II clinical trial is currently underway.

Atiprimod belongs to the azaspirane class of cationic amphi-

philic molecules, which is known for its anti-inflammatory,

anti-neoplasic, and anti-angiogenic properties. Atiprimod acti-

vates JNK kinases in MCL cells and up-regulates the level of

Bax, Bad, and phosphorylated Bcl-2, resulting in the release of

AIF from mitochondria (82). AIF seems to be the major PCD

regulator in this model, since inhibition of caspases with z-

VAD.fmk barely affects Atiprimod-induced PCD. In contrast,

preincubation in MCL cells with AIF inhibitor N-phenylmalei-

mide completely prevents nucleosomal DNA fragmentation

(82). These results indicate that Atiprimod triggers apoptosis of

MCL cells through a caspase-independent, AIF-mediated path-

way. Hamasaki et al. (83) have shown that Atiprimod can also

induce cell death in other multiple myeloma cell lines (MM.1S,

U266, and RPMI8226) via activation of caspases. This com-

pound is being tested for metastatic carcinoid tumors treatment

(phase II) and also in refractive multiple myelomas (phase II).

Flavopiridol (Alvocidib) is a synthetic N-methylpiperidinyl

chlorophenyl flavone. As an inhibitor of cyclin-dependent

226 DELAVALLÉE ET AL.
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Table 2
Therapeutics involving AIF-mediated programmed cell death

Compound Treatment Phase Principle Effects Association Sponsor

Bezielle

(BZL101)

Metastatic breast cancer II Strong ROS induction,

DNA damage

AIF release Bionovo

Bobel-24 Pancreatic cancer I Bionovo

Pancreatic cancer Preclinical ROS induction,

Cathepsins release

AIF release Bionovo

AK275, AK295,

MDL 28170,

SNJ-1945,

DY-9760e

Ischemia Preclinical Calpain inbibitors

OSU-03012 Multiple myelome

glioma

Preclinical Cathepsin B

activation

AIF release

Atiprimod Neuroendocrine

carcinoma

II Activation JNK

Bax/Bad

upregulation

AIF release Callisto

Multiple myelome II Callisto

Advanced cancer I/II Callisto 1
MDACC

Sorafenib Hepatocellular carcinoma IV Raf inhibition AIF release Bayer

Unresectable melanoma III Bayer

Renal cell carcinoma III Bayer

Renal cell carcinoma III Sunitinib Iomedico AG

UUWSM

Pancreas adenocarcinoma III Gemcitabine MIC

Non-small cell lung cancer III Bayer

Flavopiridol Esophageal cancer II CDK inhibition AIF release Paclitaxel MSKCC,

NCI-SB

Chronic II CALGB

Lymphocytic leukemia

Endometrial carcinoma II GOG-UCh

Squamous cell carcinoma II NCI-MB

Breast cancer I/II Docetaxel NCI-MB

Olaparib

(AZD2281)

Ovarian cancer II PARP-1 inbibitor Cediranib DFCI

Breast cancer MGH

Gastric cancer II Paclitaxel AstraZeneca

Colorectal cancer II AstraZeneca

Ovarian cancer II Paclitaxel,

Carboplatin

AstraZeneca

INO-1001 Acute myocardial

infarction

II Blockage of

AIF release

Inotek

Heart diseases postoperative

complications

II Inotek

Veliparib

(ABT-888)

Ovarian cancer II liposomal

Doxorubicin/

Temozolomide

Abbott

Solid tumors II Temozolomide Abbott

Colorectal cancer II Temozolomide Abbott

Melanoma II Temozolomide Abbott

Breast cancer II NIH-F

Ovarian cancer I/II Mayo Clinic

Brain tumors I/II Temozolomide NCI-RTO

AG-014699 Breast cancer II CR-UK

Solid tumors I Pfizer

Sponsor abbreviations: MDACC, MD Anderson Cancer Center; UUWSM, Urologische Universitatätsklinik im Waldkrankenhaus St. Marien; MIC, Marseille Institute of Can-

cer; MSKCC,Memorial Sloan-Kettering Cancer Center; NCI-SB, National Cancer Institute Surgery Branch; CALGB, Cancer and Leukemia Group B; GOG-UCh, Gynecologic

Oncology Group, University of Chicago; NCI-MB, National Cancer Institute Medicine Branch; DFCI, Dana-Farber Cancer Institute; MGH, Massachusetts General Hospital;

NIH-F, Foundation for the National Institutes of Health; NCI-RTO, Radiation Therapy Oncology Group/NCI; BRI, Beckman Research Institute; CR-UK, Cancer Research UK.



TOME 1 - RESULTATS 

 

 71 

kinase, flavopiridol induces cell cycle arrest by preventing phos-

phorylation of cyclin-dependent kinases and by down-regulating

cyclin D1 and D3 expression, resulting in G1 cell cycle arrest and

PCD. This agent is also a competitive inhibitor of adenosine tri-

phosphate activity provoking down-expression of Bcl-2, AIF

release and caspase-independent PCD. Flavopiridol has demon-

strated a potent anti-tumor activity in chronic lymphocytic leuke-

mia and solid tumors (84–86). A large number of clinical trials

using this synthetic flavone are currently in progress.

Sorafenib is a synthetic compound targeting growth signaling

and angiogenesis. Sorafenib blocks the RAF kinase-signaling

which controls cell division and proliferation. In addition, Sora-

fenib inhibits the VEGFR-2/PDGFR-beta signaling cascade,

thereby blocking tumor angiogenesis. Although the tumor

growth inhibition produced can involve caspase activation (87),
some works consider the release of AIF as the principal way of

death (88). Sorafenib is being widely used in clinical trials

mostly for the treatment of hepatocarcinomas, renal cell

carcinoma or melanomes, many of them in advanced phase of

study.

As described above, PARP-1 is a key regulator of AIF-medi-

ated caspase-independent necroptosis and therefore represents a

potential target to modulate this type of PCD. Accordingly, in-

hibition of PARP-1 enhances the efficiency of radiotherapy and

sensitizes tumor cells to chemotherapeutic agents. A large spec-

trum of PARP inhibitors is being tested in clinical trials, includ-

ing: Olaparib (KU-59436 or AZD2281), tested for the treatment

of solid tumors; Veliparib (ABT-888), in leukemias, lympho-

mas, and adult solid tumors; and AG-014699 in advanced or

metastatic breast tumors and advanced ovarian cancer.

Numerous studies have signaled oxidative stress as a patho-

logical factor in ischemic injuries. One of the key links between

oxidative stress and cell death is an excessive activation of

PARP-1 and further caspase-independent PCD. Minocycline, a

semisynthetic tetracycline, is also a potent PARP-1 inhibitor that

exhibits strong antiapoptotic activity in ischemia and neurode-

generation (89). It is being tested in patients affected by ische-

mic stroke, multiple sclerosis, acute kidney insufficiency, amyo-

trophic lateral sclerosis (phase III) or Huntington’s disease.

INO1-1001, developed by Inotek Pharmaceuticals, is an iso-

indolinone derivative and potent inhibitor of PARP-1. Xiao and

colleagues have demonstrated that PARP-1 inhibition by

INO-1001 reduces AIF-release, apoptosis, fibrosis, and heart

hypertrophy of diabetic rats (90). INO-1001 is currently tested

for the treatment of myocardial ischemia (phase II) and in

patients undergoing heart surgery that involves heart-lung

bypass (phase II).

b) Therapeutics targeting proteases implied in AIF release.
Another PCD-control strategy consists in controlling AIF

release more directly via modulation of proteases upstream of

mitochondria. Since proteolytic processing of AIF is essential

for its proapoptotic function, calpains and cathepsins constitute

main targets to block AIF cleavage and further release from mi-

tochondria. A double regulation of both calpains and cathepsins

is possible in some cases. In this sense, Tsubokawa et al. (91)
reported that E64d, a dual inhibitor of cathepsin B and calpains,

provides neuroprotection after experimental focal cerebral ische-

mia in rats. A wide number of other works reported promising

results with more specific molecules:

(i) Calpain regulation. To date, the in vivo use of calpains

inhibitors is limited to preclinical studies. The first promis-

ing results came from the inhibitors AK275, AK295, and

MDL 28170, which significantly decreased the infarct size

in rat ischemia models (92, 93). It has also been shown

that SNJ-1945, an optimized aqueous-soluble calpain inhib-

itor, provides neuroprotection or cardioprotection after is-

chemic injuries (94, 95). Another interesting approach to

modulating AIF-mediated PCD via calpain regulation relies

on the control of calpastatin, an endogenous inhibitor of

calpains. DY-9760e can rescue neurons and cardiomyocytes

from ischemic injury by inhibiting proteolysis of calpastatin

(96), and can also provide neuroprotection in cerebral is-

chemia through the inhibition of the calpain-induced fodrin

breakdown (97). More recent works have demonstrated the

beneficial effects of calpain inhibitors such as MDL-28170

in a rat model of Parkinson’s disease (98) or PD150606 in

photoreceptors of a retinitis pigmentosa rat model (99). In
these models, calpain inhibitors blocked the release of AIF.

(ii) Cathepsin regulation. It is well documented that the leak-

age of lysosomal cathepsins involves selective mitochon-

drial membrane permeabilization and release of mitochon-

drial pro-apoptotic molecules (100). Thus, the positive or

negative management of lysosomal permeability is of evi-

dent therapeutic interest. For example, paclitaxel, epothi-

lone B, discodermolide and lipopolysaccharide trigger dis-

ruption of the lysosomal integrity, followed by release and

activation of cathepsin B and PCD (101, 102). Addition-
ally, an important number of conventional anti-cancer

agents (including etoposide, cisplatin or 5-fluorouracil)

provoke lysosomal destabilization, cathepsin release, and

PCD (103). Of special interest is OSU-03012, a celecoxib

derivative, inducing PCD in a large variety of cancer cells

(e.g., multiple myeloma or glioma cells). OSU-03012-

mediated death is dependent on ER stress, lysosomal dys-

function, Bid-activation and release of AIF (37, 104). The
synthetic drug Bobel-24 (2,4,6-triiodophenol) triggers cas-

pase-independent lysosomal and mitochondrial death in

human pancreatic cancer lines. In this case, cell death is

associated with ROS production, lysosomal cathepsin

release, mitochondrial depolarization, AIF mitochondrial

release and AIF nuclear translocation (105).

c) Cytotoxic therapies that target AIF directly. The use of

recombinant forms of AIF has been recently proposed. Some

studies have demonstrated the feasibility of the Ig-AIF chimeras

as a novel approach to treat cancers that overexpress Erb2/
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HER2. As an example, a fusion protein including a HER2 anti-

body fragment linked to the C-terminal domain of AIF has been

capable of specifically killing malignant cells (106, 107).

CONCLUDING REMARKS
PCD has been definitively accepted as a crucial phenomenon

in life and evolution. We have just started to realize that there

is more than one way for a cell to die. AIF represents one of

the alternatives to classical apoptosis, which can be targeted in

cancers and in neuronal death. Therefore, an understanding of

the caspase-independent AIF-mediated necroptotic mechanisms

in normal and pathological situations should provide conceptual

progress for therapeutic interventions in deficient or excessive

PCD. In this sense, the encouraging results in clinical trials

described above fully support the potentiality of AIF and the

AIF-mediated caspase-independent necroptotic pathway as ther-

apeutic targets. Additionally, the unraveling of the mechanisms

governing alternative necrotic PCD pathways will lead to a bet-

ter comprehension of cellular homeostasis.
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BID regulates AIF-mediated caspase-independent
necroptosis by promoting BAX activation

L Cabon1,2,3, P Galán-Malo1,2,3,8, A Bouharrour1,2,3,8, L Delavallée1,2,3, M-N Brunelle-Navas1,2,3, HK Lorenzo4,5,6, A Gross7

and SA Susin*,1,2,3

Alkylating DNA-damage agents such as N-methyl-N 0-nitro-N 0-nitrosoguanidine (MNNG) trigger necroptosis, a newly defined
form of programmed cell death (PCD) managed by receptor interacting protein kinases. This caspase-independent mode of cell
death involves the sequential activation of poly(ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1), calpains, BAX and AIF, which redistributes
from mitochondria to the nucleus to promote chromatinolysis. We have previously demonstrated that the BAX-mediated
mitochondrial release of AIF is a critical step in MNNG-mediated necroptosis. However, the mechanism regulating BAX activation
in this PCD is poorly understood. Employing mouse embryonic knockout cells, we reveal that BID controls BAX activation in
AIF-mediated necroptosis. Indeed, BID is a link between calpains and BAX in this mode of cell death. Therefore, even if PARP-1
and calpains are activated after MNNG treatment, BID genetic ablation abolishes both BAX activation and necroptosis. These
PCD defects are reversed by reintroducing the BID-wt cDNA into the BID!/! cells. We also demonstrate that, after MNNG
treatment, BID is directly processed into tBID by calpains. In this way, calpain non-cleavable BID proteins (BID-G70A or BID-D68-71)
are unable to promote BAX activation and necroptosis. Once processed, tBID localizes in the mitochondria of MNNG-treated
cells, where it can facilitate BAX activation and PCD. Altogether, our data reveal that, as in caspase-dependent apoptosis, BH3-
only proteins are key regulators of caspase-independent necroptosis.
Cell Death and Differentiation (2012) 19, 245–256; doi:10.1038/cdd.2011.91; published online 8 July 2011

When and how a cell dies is one of the essential questions to
understand the biology of the cell. A cell is considered dead
when the integrity of its plasma membrane is compromised,
when its fragments are engulfed by an adjacent or a
professional cell or when its components, including the
nucleus, are fragmented. It is more complicated to outline
how a cell could die. Historically, two major types of cell death
have been distinguished: apoptosis, a controlled or pro-
grammed cell death (PCD), and necrosis, an uncontrolled or
accidental death.1 Cell biologists have particularly focused
their attention on apoptotic PCD, helping to characterize it at
both genetic and biochemical levels.2 Fascinatingly, the use of
apoptotic inhibitors or cells that are deficient in key apoptotic
molecules has revealed the existence of new PCD pathways.
As a consequence, active forms of cell death started to be
referred to as caspase-dependent or caspase-independent.3

More recently, it has been accepted that necrosis is more than
an unregulated type of death. Indeed, a cell can use different
mechanisms/pathways with underlying apoptotic or necrotic
features to accomplish its proper demise.4

The analysis of the tumor necrosis factor (TNF) signaling
path has shed new light on the existence of PCD pathways
with necrotic features. When TNF binds its receptor, two ways
can be engaged: (i) caspase-dependent apoptosis, mediated
by activation of caspase-8, and (ii) something similar to
necrosis, which is caspase-independent, and is mediated by
receptor interacting protein (RIP) kinases, RIP1 and RIP3.
Pharmacological and genetic approaches have revealed a
panoply of modulators of TNF-induced necroptosis, a term
used to define this finely regulated form of cell death.5

Strikingly, PCD by necroptosis (programmed necrosis) is also
induced by high doses of the alkylating DNA-damage agent
N-methyl-N0-nitro-N0-nitrosoguanidine (MNNG).6 This ne-
croptotic process, which is also regulated by the kinase
RIP1,7 is executed by the harmonic activation of poly(ADP-
ribose) polymerase-1 (PARP-1), Ca2þ -dependent calpain
Cys-proteases, and the pro-apoptotic BCL-2member BAX.8 A
key consequence of the activation of these three enzymes is
the mitochondrial release of truncated AIF (tAIF), a major
effector in caspase-independent PCD.9–13 Cytosolic tAIF
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Cordeliers, 15 rue de l’Ecole de Médecine, 75006 Paris, France. Tel: þ 33 14 427 9070; Fax: þ 33 14 427 9036; E-mail: santos.susin@crc.jussieu.fr
8These authors contributed equally to this work.
Keywords: AIF; BAX; BID; calpains; necroptosis
Abbreviations: AIF, Apoptosis-inducing factor; BAD, Bcl-2-associated death promoter; BAX, Bcl-2–associated X protein; BAK, Bcl-2 homologous antagonist/killer;
BCL-XL, B-cell lymphoma-extra large; BCL-2, B-cell lymphoma 2; BCL-W, Bcl-2-like protein 2; BID, BH3 interacting domain death agonist; BIM, Bcl-2 interacting
mediator of cell death; BNIP3, BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3; BMF, Bcl-2-modifying factor; CHX, Cycloheximide; DMEM, Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium; DMSO, Dimethyl sulfoxide; FCS, Fetal calf serum; JNK1, c-Jun NH2-terminal kinase 1; MCL-1, Myeloid cell leukemia sequence 1; MTCH2/
MIMP, Mitochondrial carrier homolog 2; Q-VD.OPh, Gln-Val-Asp(non-Omethylated)-Oph

Cell Death and Differentiation (2012) 19, 245–256
& 2012 Macmillan Publishers Limited All rights reserved 1350-9047/12

www.nature.com/cdd



TOME 1 - RESULTATS 

 

 77 
 

rapidly redistributes to the nuclear compartment where,
assisted by gH2AX and cyclophilin A (CypA), it promotes
chromatinolysis and cell-viability loss.14,15

Among the features of MNNG-induced necroptosis, the
implication of BCL-2 family members appears as a milestone.
The BCL-2 set of proteins is distributed in three subgroups
according to their properties.16 The first subfamily comprises
BCL-XL, BCL-2, BCL-W and MCL-1. They contain three or four
BCL-2 homology (BH) domains that are known to be necessary
for their anti-apoptotic function. Through their interactions with
other BCL-2 members, they negatively regulate the mitochon-
drial release of pro-apoptotic proteins.16 The second subgroup
corresponds to pro-apoptotic proteins, such as BAX and BAK,
which are able to form pores or associate with pore-forming
proteins in the outer mitochondrial membrane. This process
induces mitochondrial permeabilization and the release of cell
death-promoting proteins.17 The third BCL-2 subfamily re-
groups the proteins that only have a short BH3 domain. These
BH3-only proteins interact with both anti- and pro-apoptotic
BCL-2 members to induce PCD.16

In MNNG-induced necroptosis, the key role of the two first
subgroups of the BCL-2 family has been recently established:
BCL-2 and BAX manage the mitochondrial release of tAIF.8

However, a pivotal question remains: How is BAX activated
here? With the help of a panel of murine embryonic fibroblast
(MEF) knockout cells, the aim of the present work was to
examine this issue. This approach revealed that, through its
pro-apoptotic function, BID regulates BAX activation and
PCD. Cleaved into tBID via a calpain cleavage at Gly70, this
BH3-only protein is indeed the link between calpains and BAX
in MNNG-mediated necroptosis.

Results

MNNG-induced caspase-independent necroptosis: a
highly regulated PCD process. Treatment of MEFs with
MNNG induces necroptosis, a RIP1 kinase-dependent
mode of PCD modulated by necrostatin-1 (Supplementary
Figure 1).5–7 This type of cell death, enabled here by the
action of PARP-1, is a caspase-independent process with
significant alterations detected as soon as 6h of MNNG
treatment (Figure 1a).8,14 As in staurosporine (STS)-induced
caspase-dependent apoptosis (our positive control),
MNNG-treated cells undergo Annexin V-detectable
phosphatidylserine (PS) exposure. However, in contrast to
STS-induced PCD, MNNG treatment provokes a double
Annexin V/PI(propidium iodide)-positive labeling (Figure 1a),
which is indeed a hallmark of this type of PCD.18 MNNG-
induced death is also characterized by the sequential
activation of calpains and BAX (Figures 1b and c).8 Once
in mitochondria, BAX provokes a mitochondrial damage that
is accompanied by the release of tAIF, the truncated form of
AIF, to the cytosol and nucleus (Figures 1d and e).8,14 In the
nucleus, this apoptogenic protein generates TUNEL-
detectable 30-OH DNA breaks in DNA (Figure 1f).
Altogether, these events represent the biochemical
hallmarks of MNNG-mediated necroptosis.8,14

BAX activation is critical in MNNG-induced
necroptosis. The presence of tAIF in extramitochondrial

compartments is vital in the PCD process triggered by MNNG.
As demonstrated by BAX genetic ablation, tAIF release and
necroptosis are specifically controlled by the mitochondrial
action of activated BAX (Figures 2a and b).8 But, how is BAX
activated in necroptosis? We have previously described that
BAX activation depends on calpain activity.8 Thus, a first
possibility is that calpains cleave inactive BAX at Asp33 (D33)
to yield a p18 active protein.19 By an immunoblotting approach,
we thus tested whether the treatment of MEFs with MNNG
generated the p18 active form of BAX. As depicted in Figure 2c,
in contrast to STS, BAX does not become cleaved at D33 even
9h after MNNG treatment. This result indicates that, in MNNG-
induced necroptosis, BAX is not directly processed by calpains.

BID, but not BIM or BAD, is necessary for MNNG-
induced BAX activation. The negative results represented
in Figure 2c led us to analyze other possibilities for calpain-
mediated BAX activation. Two manuscripts have already
described that calpains control JNK1 activation20 and that
AIF is released from mitochondria by JNK1-mediated
activation.7 Moreover, it has been demonstrated that JNK
phosphorylation and activation of the BH3-only proteins, BIM
and BAD, couple the stress-activated signaling pathway to
the BAX-dependent cell death machinery.21,22 Thus, a
working hypothesis is that calpains activate JNK1 which, by
means of BIM or BAD phosphorylation, yields active BAX.
A third BH3-only protein, BID, could also be implicated in
calpain-mediated BAX activation. Indeed, calpains cleave
BID in a 15-kDa fragment similar to the pro-apoptotic
caspase-cleaved tBID.23 Once generated, tBID could
provoke mitochondrial AIF release.13,24,25 Thus, a second
BH3-only working hypothesis is that calpains cleave BID into
tBID. Truncated BID could then regulate BAX activation,
which provokes mitochondrial tAIF release and necroptosis.
We assessed the potential role of the BH3-only proteins

BIM, BAD, and BID in MNNG-induced PCD by means of gene
knockout MEFs. When comparing with WT, we observed that
in BIM!/! or BAD!/! cells, both MNNG-induced necroptosis
and BAX activation remained unaffected. In contrast, MNNG-
induced BAX activation and death were efficiently delayed in
BID!/!MEFs (Figures 3a–c). In these cells, the percentage of
PS exposure and loss of viability reached B10% 9h after
MNNG treatment. At the same time, MNNG-induced death in
about 60% of WT cells. As expected from the absence of BAX
activation in BID!/! MEFs (Figure 3c), the presence of tAIF in
extramitochondrial compartments was negative (Figure 3d).
As internal control, we confirmed that WT, BIM!/!, BAD!/!,
and BID!/! cells treated with the caspase-dependent apop-
tosis inducer STS displayed similar cell death levels
(Figure 3a), confirming that these MEFs remained sensitive
to other PCD inducers. In any case, BID and not BIM or BAD
deficiency disabled BAX activation and necroptosis.
By reintroducing BID-wt cDNA into BID!/! cells by lentiviral

transduction, we corroborated that the loss of the BAX-
dependent necroptotic hallmarks was due to the specific lack
of BID. Indeed, BID-wt cDNA transduction fully resensitized
BID!/! cells toMNNG-mediated PCD, includingmitochondrial
damage, BAX activation, TUNEL positivity, and cell-viability
loss (Figures 4a–d).
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The BAX-dependent necroptotic hallmarks are
abolished in MNNG-treated BID!/! MEFs. To gain
insights into the role of BID in the MNNG-mediated PCD
pathway, we next determined whether the absence of BID
exclusively affected BAX activation or if, on the contrary, BID
deficiency disabled other key necroptotic events. We first
verified whether PARP-1 and calpains, which act upstream
of BAX in MNNG-mediated PCD, were activated or not in
BID!/! MEFs. PARP-1 activation is assessed by the inverse
relationship existing between poly(ADP-ribose) (PAR) and
NADþ and ATP cellular levels. Note that we have previously
demonstrated that the specific activation of PARP-1 in
MNNG-mediated necroptosis is responsible for both the

synthesis of the PAR polymers observed and the depletion of
NADþ and ATP cellular pools.8 As shown by the formation of
PAR polymers, PARP-1 was equally activated in WT and
BID!/! MEFs (Figures 5a and b). This demonstrated that,
even in the absence of BID, PARP-1 is an active enzyme. In
line with that, MNNG caused a rapid and similar decrease in
NADþ and ATP cellular levels in both WT and BID!/! MEFs
(Figures 5c and d). The specificity of the PARP-1 dependent
NADþ loss associated with MNNG treatment in these cells
was confirmed using a pharmacological PARP inhibitor,
PJ34. Meanwhile, calpain activity was measured with the
help of a cell-permeable substrate that reports calpain
activity in live cells. This approach showed that MNNG

3 6 90
tAIF

Actin

MNNG (h)

57 kDa

42 kDa

Control

BAX Mitochondria Nucleus Merge

MNNG

0
2
4
6
8

10
12
14
16
18

MNNG (h)

C
al

pa
in

 a
ct

iv
ity

(f
ol

d 
in

du
ct

io
n)

0 1 3 6 9

TMRE (∆Ψm)

C
el

ls
/c

ha
nn

el

MNNG (9 h)

Control

100 101 102 103 104

100 101 102 103 104

100 101 102 103 104 100 101 102 103 104

100 101 102 103 104

100 101 102 103 104

4.5 %

0

200

MNNG (3 h)

28 %

0

200

MNNG (6 h)

31 %

0

200

59.5 %

0

200

TUNEL

17 % 48 %

MNNG (9 h)Control

C
el

ls
/c

ha
nn

el

0

200

0

200

3 %

6 %

Annexin V

P
ro

pi
di

um
 io

di
de

 (
P

I)

104

104

103

103

102

102

101

101
100

104

103

102

101

100

104

103

102

101

100

104

103

102

101

100

104

103

102

101

100

104

103

102

101

100

104

103

102

101

100

100

104103102101100

104103102101100

104103102101100 104103102101100

104103102101100104103102101100

1.5 %

58.5 %

MNNG (9 h)

Control

MNNG (3 h)

MNNG (6 h) STS

MNNG (9 h) + QVD

STS + QVD

30 % 19.5 %

23 %

4 % 57.5 %

0

20

40

60

80

100

Co

- QVD
+ QVD

C
el

l d
ea

th
(%

)

MNNG STS

0

20

40

60

80

0 3 6 9
MNNG (h)

0

20

40

60

80

100

0 3 6 9
MNNG (h)

∆Ψ
m

 lo
ss

 (
%

)

T
U

N
E

L-
po

si
tiv

e 
ce

lls
 (

%
)

0

20

40

60

80

100

0 3 6 9
MNNG (h)

Cox IV 10 kDa

B
A

X
 a

ct
iv

at
io

n 
(%

)
Flow Cytometry
Immuno-
fluorescence

Figure 1 MNNG-induced caspase-independent necroptosis. (a) After the indicated time post MNNG or STS treatment, WT MEFs were stained with Annexin V and PI,
and the frequency of Annexin V and PI-positive labeling (% cell death) was recorded by flow cytometry and illustrated as a plot. Data are the means of six independent
experiments±S.D. Representative cytofluorometric plots are shown. Percentages in MNNG-treated cells refer to double-positive staining, and in STS-treated cells to Annexin
V and PI-positive labeling. When indicated, WT MEFs were pre-incubated (1 h) with the pan-caspase inhibitor QVD before induction of cell death. Note that QVD inhibits
STS-induced caspase-dependent apoptosis but not MNNG-mediated caspase-independent necroptosis. (b) Fluorometric analysis of calpain activity observed in cytosolic
extracts obtained from WT treated with MNNG for the indicated times. One unit refers to basal calpain activity observed in untreated WT cells. Data are the means of five
independent experiments±S.E.M. (c) Immunofluorescent staining of activated BAX detected in WT MEFs untreated (control) or treated with MNNG (6 h). To visualize
mitochondria, cells were incubated with Mitotracker Red before fixation. Hoechst 33 342 was used to stain DNA. A representative overlay of activated BAX, Mitotracker Red
and Hoechst 33342 nuclear staining is shown. The number of cells presenting activated BAX were quantified and plotted as a percentage of total cells. Data are the
means±S.D. (n¼ 5). Bar: 10mm. Alternatively, MEFs were treated with MNNG for the indicated times, and BAX activation was measured by flow cytometry and illustrated as
a bar chart. Data are the means±S.D. (n¼ 5). (d) Cells were treated with MNNG for the indicated time, then labeled with TMRE and assessed for DCm by flow cytometry.
Results are the means of six independent experiments±S.D. In cytometry panels, percentages refer to cells with DCm loss. TMRE, tetramethylrhodamine ethyl ester.
(e) Cytosolic fractions, recovered after MNNG treatment, were blotted for tAIF detection. MNNG treatment induces time-dependent tAIF release to cytosol. Actin (cytosolic
marker) and Cox IV (mitochondrial marker) were used to control protein loading and fractionation quality. (f) At the indicated times after MNNG treatment, WT MEFs were
stained for the detection of 30-OH DNA breaks and analyzed by flow cytometry. Data are the means of five independent experiments±S.D. In representative cytofluorometric
plots, percentages refer to TUNEL-positive cells
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induced rapid calpain activation in WT and BID!/! MEFs
(Figure 5e). Overall, these results indicate that BID!/!

MNNG-treated MEFs activate PARP-1 and calpains in
exactly the same way as WT cells. In contrast, MNNG-
treated BID!/! MEFs never present BAX-dependent
necroptotic hallmarks: DCm drop, tAIF release, and TUNEL
positivity (Figures 5f–h).
These data raised an additional question: How can MNNG-

treated BID!/! MEFs be viable with activated PARP-1/
calpains, consumed NADþ /ATP pools, and massive DNA
damage (assessed by a COMET assay, Supplementary
Figure 2A)? To answer this question, we performed long-
term experiments in MNNG-treatedWT and BID!/!MEFs. As
depicted in Supplementary Figure 2b, at 12 h post MNNG
treatment, 98% of WT MEFs were necroptotic. In contrast,
only B20% of BID!/! cells exposed the characteristic double
Annexin V/PI-positive labeling. Strikingly, a significant
population of BID!/! MEFs (B45/50%) remained viable even
24h postMNNG incubation (Supplementary Figures 2B andC).
The rest of the BID!/! population exploded (Supplementary
Figure 2D). Overtime, similarly to what has been previously
reported for MNNG-treatedH2AX!/! MEFs,14 it seems that the

cell is unable to achieve the necroptotic PCD program in the
absence of BID. As a result, the ‘highly damaged’ cell, which is
unable to proliferate/divide (Supplementary Figure 3), explodes
by an uncontrolled form of necrosis.
Altogether, our results identify BID as a key component of

MNNG-induced necroptosis. By controlling BAX activation,
BID manages this type of PCD.

MNNG-induced DNA damage and necroptosis is not
influenced by the pro-survival function of BID. BID is not
only a pivotal executioner of PCD. In response to a DNA
double-strand breaks (DSB) damage such as that triggered
by etoposide, BID activates a pro-survival cell cycle
regulatory activity mediated by its phosphorylation at Ser61
and 78 (S61 and S78).26,27 Thus, to achieve the
characterization of the role of BID in MNNG-induced DNA
damage, which also provokes DSB in DNA,14 we evaluated
the relevance of the pro-survival role of BID. Specific
immunoblotting detection successfully revealed a time-
dependent BID phosphorylation in MNNG-treated cells
(Supplementary Figure 3A), suggesting that the pro-
survival role of BID was enabled. We explored this
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possibility by a cell cycle analysis performed in MNNG-
treated WT and BID!/! cells. Surprisingly, contrary to what
had been previously reported for etoposide,26 the
percentages of the different cell cycle phases remained
similar before and after MNNG treatment in both cell types
(Supplementary Figures 3B, C and 4). This result opens two
possibilities: (i) MNNG treatment causes the arrest of the cell
cycle or (ii) this alkylating agent does not alter the cellular
cycling at all. We verified these two alternatives by a BrdU/PI
assessment. As revealed by the absence of proliferating
cells, treatment with MNNG provoked the cell cycle halt in
both WT and BID!/! MEFs (Supplementary Figure 3D).
Altogether, our results differentiate the response of BID!/!

cells to MNNG and etoposide, and suggest that necroptosis
is not modulated by the cell cycle/DNA repair mechanisms
implicating phosphorylated BID. This is substantiated by a
flow cytometry assessment performed in BID!/! MEFs stably
transfected with BID-wt or a non-phosphorylatable BID-
S61A/S78A cDNA (Ser61 and 78 of BID-wt were mutated to
Ala). Our data show that, contrary to what has been reported
after etoposide DSB generation, MNNG does not induce a
different rate of necroptosis in BID!/! cells expressing BID-
S61A/S78A or BID!/! cells expressing BID-wt (Supplemen-
tary Figure 3E). Therefore, we conclude that the
phosphorylation of BID does not regulate the response of
MEFs to the DNA damage provoked by MNNG. This
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necroptosis is exclusively modulated by the apoptogenic
function of BID.

BID is cleaved into tBID by calpains in MNNG-mediated
necroptosis. As indicated above, the pro-apoptotic
properties of the BH3-only protein, BID, are pivotal in the
BAX activation that controls caspase-independent
necroptosis. In apoptotic caspase-dependent PCD, this
apoptogenic action is generally arbitrated by the caspase-
cleaved BID, tBID.28,29 In apoptotic PCD, tBID has a double

role in BAX activation. On the one hand, tBID opens the
N-terminal moiety of BAX.30 On the other hand, tBID
redistributes to mitochondria where it favors BAX
recruitment and activation.16,31,32 Hence, it seems
mandatory to verify whether, in MNNG-treated MEFs, BID
exerts its BAX activation function by means of the truncated
form. As indicated in Figure 6a, a kinetic immunoblot analysis
performed with a specific antibody demonstrated that a
fraction of BID became cleaved into tBID after MNNG
treatment. The time-dependent tBID generation correlated
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to MNNG-induced necroptosis (Figure 1a). Moreover, as was
to be expected, tBID localized in mitochondria, where it was
able to achieve its BAX-activating function (Figure 6a, right
panels).
How does BID become activated/cleaved in caspase-

independent necroptosis? Are calpains implicated in this
cleavage? To answer these questions, we first tested whether
BID was cleaved in calpain-inactivated knockout MEFs
(CAPN4!/!).20 As depicted in Figure 6b, MNNG-induced BID
cleavage was abolished in CAPN4!/! cells. Note that these
cells treated with STS displayed similar levels of tBID to WT
cells. This confirmed that BID could be caspase-dependent
cleaved in CAPN4!/! MEFs. Interestingly, as could be
expected from the absence of tBID in MNNG-treated

CAPN4!/! MEFs, BAX activation, DCm drop, PS exposure,
and cell-viability loss were also negative (Figures 6c–e).
These results place BID between calpains and BAX in this
mode of death and indicate that calpains are implicated in the
tBID generation associated to MNNG-mediated PCD.
Indeed, is BID directly cleaved into tBID by calpains or is

tBID generated by a protease downstream of calpains? To
fully analyze these two possibilities we assessed whether
calpain non-cleavable (nc) BID restored MNNG-mediated
necroptosis in BID!/! MEFs. The reactivation of MNNG-
mediated necroptosis in these cells would indicate that a
protease other than calpains generates the processed
fragment of BID. The opposite result (calpain ncBID is not
processed into tBID after MNNG treatment and is unable to
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restore PCD) would indicate that BID is directly cleaved into
tBID by calpains to promote BAX activation. To design
the calpain ncBID vectors, we took into consideration
theoretical sequential/structural determinants of calpain-
mediated cleavage33 and previous work suggesting that
calpains processed BID into tBID at position Gly70.34 Thus,
we generated two constructs: BID-G70A, which contains the
Gly70 mutated to Ala, and BID-D68–71, in which the entire
‘calpain-cleavable region of BID’ has been deleted. Note that,

similarly to the caspase-mediated BID cleavage occurring at
D59 position,28 the cleavage at G70 provoked the removal of
the BID N-terminus and exposed the amphipathic a helix BH3
on the active C-terminal tBID p15 fragment (Figure 7a). As
illustrated in Figures 7b–e and Supplementary Figure 5,
transduction of BID!/! MEFs with lentiviruses carrying
vectors of BID-wt, a caspase ncBID-D59A mutant,35 or the
two calpain ncBID mutants defined above revealed that:
(i) BID-wt and BID-D59A resensitized BID!/! cells to
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MNNG-induced necroptosis. This confirmed our results
showing that AIF-mediated necroptosis is a caspase-
independent mode of PCD promoted by BID; (ii) BID-G70A
or BID-D68-71 transduction does not restore the MNNG
ability to induce necroptosis in BID!/! MEFs; and (iii) as
was to be expected, BID-wt and BID-D59A are processed
after MNNG treatment. On the contrary, BID-G70A and
BID-D68-71 remain as precursor proteins. Note that BID!/!

cells transduced with calpain ncBID mutants retain the
apoptotic function (Supplementary Figure 6). Altogether,
these data reveal that, in AIF-mediated necroptosis, calpains
cleave BID into tBID at Gly70. The mutation/deletion of the
calpain cleavage site of BID is sufficient to prevent BID
processing, BAX activation, mitochondrial damage, and
cell-viability loss.

Discussion

The present work uncovers a milestone in understanding the
molecular mechanisms that regulate the necroptotic pathway
induced by MNNG: the pivotal role of the BH3-only protein,
BID. Together with our previous results8,14 our present
data provide a detailed sequence of events for DNA
damage-mediated necroptosis: MNNG treatment induces
a PARP-1 hyperactivity that leads to calpain activation.
Calpains generate the cleaved form of BID (tBID), which
redistributes from the cytosol to mitochondria, where it
regulates BAX activation. Once activated, BAX provokes
mitochondrial damage and tAIF mitochondrial release. tAIF
relocalizes to the nucleus and, associated to gH2AX and CypA,
induces chromatinolysis and cell-viability loss (Figure 8).
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discloses the BH3 a-helix (magenta) on tBID. Here, we represent the tBID generated by calpain processing at G70. (b) WT, BID!/!, BID!/! transduced with the pLVX-IRES-
Zs-Green lentiviral empty vector (pLV), and two selected clones of BID!/! MEFs cells expressing: (i) BID-wt, (ii) a caspase ncBID-D59A mutant, or (iii) two calpain ncBID
mutants (BID-G70A and BID-D68-71) were untreated (control) or treated with MNNG (9 h) and labeled with Annexin V and PI. The frequency of double-positive labeling was
recorded and expressed as a plot. Data are the mean±S.D. (n¼ 4). The expression level of BID in these cells was assessed by immunoblotting with the help of a V5
monoclonal antibody. Actin was used to control protein loading. (c) MEFs were untreated (control) or MNNG-treated (9 h), and BAX activation was measured by flow cytometry
and illustrated as a graph. Data are the means of four independent experiments±S.D. In representative cytofluorometric plots, percentages correspond to cells with active
BAX. (d) The panel of MEFs used in b was untreated (control) or MNNG-treated (9 h), labeled with TMRE and assessed forDCm by flow cytometry. The frequency of cells with
DCm loss was recorded and expressed as a bar chart. Data are the means of four independent experiments±S.D. TMRE, tetramethylrhodamine ethyl ester. (e) MEFs left
untreated or treated with MNNG (9 h) were subjected to immunoblot detection of BID with the help of a V5 monoclonal antibody. BID-wt and the caspase ncBID-D59A were
processed after MNNG treatment (B80% of BID is cleaved after MNNG treatment, see Materials and Methods section for quantification details). In contrast, the calpain ncBID
mutants BID-G70A and BID-D68-71 remained as precursor proteins. Similar results were observed in two independent clones. Actin was used to control protein loading
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This work strengthens the idea that necroptosis is under-
pinned by a paradoxal PCD program, which is different from
but similar to the broadly studied apoptotic program. It is
different from apoptosis in as much as necroptosis substitutes
caspases for calpains, enables a specific DNA-degrading
module, and generates a controlled double Annexin V/PI
labeling.18 It is similar to apoptosis because mitochondria has
a pivotal role and operates under the control of typical
apoptotic molecules (e.g., PARP-1, BID, BCL-2, BAX). The
apoptotic and the necroptotic pathways therefore represent
alternate outcomes of similar PCD programs.
When assessing howBAX could be activated in necroptosis

induced by high doses of MNNG, we have focused on
calpains.8 Ruling out the hypothesis of the direct activation of
BAX by calpain cleavage, and keeping in mind that BCL-2 and
BAX regulate MNNG-mediated PCD, we have examined the
third subfamily of BCL-2 proteins: the BH3-only subgroup.
More precisely, our attention was directed to BAD, BIM and
BID, three BH3-only proteins that could be activated by
calpains. In this sense, our data willingly demonstrate that
BAD and BIM are dispensable, whereas BID is essential to
MNNG-induced necroptosis. More precisely, our data reveal
that the Ca2þ -dependent calpain Cys proteases control BAX
activation via a cleavage of BID into tBID at Gly70. Notably, a
single mutation in this amino acid is sufficient to preclude
AIF-mediated necroptosis. This is an important finding that
provides a major target in this PCD program. Additionally,
calpain inhibitors and calcium chelators are now evinced as
attractive tools in the regulation of the necroptotic pathway.
BID appears to link PARP-1 and calpains activity to BAX

activation and tAIF-release in MNNG-mediated necroptosis.

This is a key issue because the presence of tAIF in the cytosol
and further in the nucleus is essential to the generation of the
DNA-degrading complex that manages necroptosis.14 These
findings are in line with previous work on the relationships
between BID and tAIF performed on purified mitochondria, on
neuronal cell death induced by excitotoxic stimuli, oxidative
stress, b-amyloid exposure, and on breast cancer cell death
exposed to photodynamic therapy.13,24,25,36,37

As part of the molecular exploration of necroptosis, this
work is indeed a first step in the analysis of the role of the BH3-
only protein, BID. Ensuing questions arise: could BID favor
AIF mitochondrial release by altering the mitochondrial
morphology, as in other apoptotic systems?25 Are MTCH2/
MIMP38 implicated in the mitochondrial recruitment of tBID in
necroptosis? Future steps in the study of this BH3-only protein
in necroptosis will unravel the mechanisms that control BID-
mediated BAX activation and AIF-release, and will evaluate
whether these mechanisms are similar in caspase-dependent
and caspase-independent PCD.
Together with BID, two other BH3-only proteins have

already been related to cell death programs with necrotic
morphology: BMF and BNIP3.39,40 Their existence brings
new perspectives to the development of small molecules
mimicking the activity of BH3-only proteins. Compounds such
as Gossypol, ABT-263 or GX15-070 have been designed to
overcome the overexpression of anti-apoptotic proteins in
cancer cells. If these BH3-mimetics can also target necroptotic
pathways, such drugs could find wider applications than initially
expected. In this sense, the implication of necroptosis is
described in brain ischemia, myocardial infarction, neurode-
generative diseases, head trauma, therapeutic killing of tumor
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Figure 8 Representation of AIF-mediated necroptosis. MNNG-induced DNA damage leads through PARP-1 to NADþ , ATP depletion and calpain activation. Calpains
cleave BID into tBID at Gly70. Once processed, tBID localizes in mitochondria, where it facilitates BAX activation. Furthermore, activated BAX provokes mitochondrial damage
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cells, and so on.5,6 Thus, by shedding new light on the
mechanisms regulating necroptosis, our new findings pave the
way for novel pharmacological strategies that could target
aberrant PCD. Furthermore, our work introduces the concept
that, as in classical apoptosis, the entire BCL-2 family of
proteins is at the crossroads of the necroptotic pathways.

Materials and Methods
Cell culture and cell death induction and inhibition. MEFs were
cultured in DMEM supplemented with 10% FCS, 2mM L-glutamine, and 100 U/ml
penicillin/streptomycin (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), and maintained at 37 1C in
a 5% CO2 atmosphere. BAX

!/! MEFs were provided by SJ Korsmeyer (Dana–
Farber Cancer Institute, USA), BIM!/! by DC Huang (Walter and Eliza Hall
Institute, Australia), BAD!/! by NN Danial (Harvard Medical School, USA),
CAPN4!/! by PA Greer (Queen’s University, Canada), and RIP1!/! by MA Kelliher
(UMass Medical School, USA). BID!/!, BID!/!MEFs stably transfected with BID-wt
or a non-phosphorylatable BID-S61A/S78A were previously described.26 BAX!/!,
BIM!/!, BAD!/!, BID!/!, and RIP1!/! MEFs are derived from C57BL/6 mice and
CAPN4!/! from 129SvJ mice. BAX!/!, BIM!/!, BAD!/!, and BID!/! are SV40
immortalized. RIP1!/! and CAPN4!/! MEFs were immortalized by a classical 3T3
dilution method. WT cells from each lineage were used as a control.

To induce death, cells were treated with MNNG (500 mM, ABCR GmbH, Karlsruhe,
Germany) for 20min. The treating medium was replaced after incubation by a fresh
medium devoid of MNNG, and cells (80% confluence) were cultured at the indicated
times. As a control of caspase-dependent apoptosis, cells were incubated 6 h with STS
(1mM) or etoposide (20mM) or 9 h with TNF/CHX (50 ng/ml/1mg/ml). In some
experiments, cells were pre-incubated for 1 h with Q-VD.OPh (QVD, 10mM, MP
Biomedicals, Illkirch, France) or necrostatin-1 (10mM) before treatment.

Vectors and lentiviral transduction. Murine BID-wt, BID-D59A, BID-
G70A, and BID-D68-71 cDNAs tagged with a V5 epitope were cloned into the
pLVX-IRES-Zs-Green lentiviral vector (Clontech, Ozyme, St. Quentin en Yvelines,
France). Viruses were produced into 293T cells by CaCl2 transient transfection of
the lentiviral constructs, and the packaging plasmids pMD2.G and psPAX-2
(Addgene plasmids 12 259 and 12 260, respectively). 48 h after transfection,
lentiviral supernatants were harvested, clarified by filtration, and used immediately for
BID!/! MEFs transduction with 4mg/ml of polybrene. A total of 72 h after
transduction, cells were diluted for immunoblot selection of individual clones. Clones
with similar BID levels to WT BID MEFs were selected, expanded, and analyzed.

Flow cytometry. We used Annexin V-APC (0.1mg/ml) for the assessment of
PS exposure, PI (0.5mg/ml) for cell viability analysis, and tetramethylrhodamine ethyl
ester (20 nM) for DCm quantification. Cell death was recorded in a FACSCanto II
(BD Biosciences, Le Pont-De-Claix, France) in the total population (10 000 cells) and
data were analyzed using FlowJo software (Tree Star, Ashland, OR, USA).

Determination of ATP content. Cells treated as indicated above were
lysed and the total ATP content was assessed with a luciferin-luciferase kit.
Luminescence was measured in a Berthold LB96V MicroLumat Plus. ATP content is
expressed as relative to the number of cells analyzed in arbitrary units. A value of
100% refers to the ATP quantified in control cells.

Poly(ADP ribose) assessment. For immunoblotting detection, 1" 106

cells were lysed in RIPA buffer containing 25mM Tris-HCl (pH 6.0), 150mM NaCl, 1%
sodium deoxycholate, 0.1% SDS, and 1% NP-40. Samples were resolved on
5–8% SDS-polyacrylamide gels and transferred onto a PVDF membrane using a semi-
dry method. Membrane blocking and antibody incubations were performed in PBS 0.1%
Tween-20 plus 5% non-fat dry milk. Membranes were probed with an anti-PAR antibody
(Clone 10H, Alexis, Illkirch, France), immunoreactive proteins were detected by an HRP-
conjugated anti-mouse antibody, and revealed by enhanced chemiluminescence (ECL,
Pierce, Thermo Fisher Scientific, Brebières, France).

Alternatively, cells seeded on coverslips were fixed in ice-cold methanol for
15min, permeabilized with 0.1% Triton X-100, pre-incubated in 10% goat serum for
30min, incubated with the anti-PAR antibody, and detected by anti-rabbit IgG
conjugated with Alexa Fluor 488 (Invitrogen). Before assessment, cells were
co-stained with Hoechst 33 342 and mounted with FluorSave (Calbiochem, Merck,
Darmstadt, Germany). Green and blue fluorescences were recorded in a confocal

microscope (LSM-510 Meta, Carl Zeiss France, Le Pecq, France). Quantification
was performed on 150 cells for each data point.

Calpain activity. Calpain activity present in 30mg of total-cell lysates was
determined by cleavage of the fluorescent substrate N-succinyl-LLVY-AMC
(Calbiochem) and expressed as the difference between calcium-dependent and
calcium-independent fluorescence. Calcium-dependent fluorescence was
measured after 30min incubation at 371C in buffer containing 63mM imidazole-
HCl (pH 7.3), 10mM b-mercaptoethanol and 5mM CaCl2. Calcium-independent
fluorescence was measured under the same conditions using buffer without CaCl2
and containing 1mM EDTA and 10mM EGTA. Fluorescence was recorded in a
Fluoroskan Ascent Fluorimeter (Labsystems, Eragny-Parc, France).

Calpain activity in live cells was detected using the cell-permeable calpain
substrate Boc-Leu-Met-CMAC (Invitrogen). Cells spread on coverslides were
incubated for 30min with 50mM of calpain substrate in DMEM culture medium. Cells
were then treated or not with MNNG and observed in a Nikon Eclipse TE2000-U
microscope (Nikon France, Champigny-Sur-Marne, France). Quantification was
performed on 100 cells for each data point.

BAX activation and redistribution. For flow cytometry or immuno-
fluorescence analysis, cells were fixed in 1% paraformaldehyde (PFA),
permeabilized with 0.1% saponin for 10min, incubated for 1 h with an antibody
designed against the active form of BAX (clone 6A7, BD Biosciences, ref. #556467),
and detected by an anti-mouse IgG conjugated with Alexa Fluor 488 or 647. Cells
were either analyzed by cytofluorometry or stained with Hoechst 33 342 and
incubated with Mitotracker Red before fixation for immunofluorescence
assessment. Images were acquired with a confocal microscope as above.
Quantification was performed on 100 cells for each data point.

30-OH DNA breaks (TUNEL) detection. Detection of blunt double-
stranded fragments carrying a 50-phosphate and 30-hydroxyl group was carried out by
fixing cells in freshly prepared 1% PFA for 30min at 4 1C and permeabilized with 0.1%
Triton X-100 and 0.1% sodium citrate for 10min at 4 1C. After washing in PBS containing
1% BSA, cells were incubated for 1 h at 37 1C with 50ml of a reaction mixture containing
0.025 nmol of Fluorescein-12-dUTP (Roche, Meylan, France) or CF 640R-dUTP (Biotium,
Hayward, CA, USA), 0.25 nmol of dATP, 2.5mm CoCl2, 80 units of recombinant terminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT) and TdT reaction buffer from Roche. After being
washed in PBS, cells were analyzed by flow cytometry.

BID modeling. BID structure (pdb 1DDB) was modeled in SwissPDBViewer
(Swiss Institute of Bioinformatics, Lausanne, Switzerland) and the resulting model
was edited with Pymol (Delano Scientific, San Carlos, CA, USA), as previously
described.14

Single cell gel electrophoresis (COMET). Neutral comet assay was
performed with a kit from Trevigen following the manufacturer’s instructions. Single-cell
images were captured and analyzed using a Nikon Eclipse TE2000-U microscope as
indicated above. Quantification was performed on 100 cells for each data point.

MTT cell viability. 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT, 0.5mg/ml final concentration) was added to the culture medium of cells growing
in 96-well dishes (6000 cells/well). After incubating the dishes at 37 1C for 90min, the
assay was stopped by adding 100ml DMSO. Formazan salts were allowed to dissolve in
DMSO shaking them gently for 10min at room temperature (RT), and the assays were
quantified by means of a Multiskan plate reader (ThermoLabsystems, Cergy Pontoise,
France). Final values were the result of subtracting 630 nm from 590nm readings.

Cell cycle analysis and BrdU staining. Cells were harvested, washed
once in PBS, fixed in ice-cold ethanol, and kept at !20 1C. DNA contents were
assessed by using PI (20 mg/ml) after 20min incubation with RNAse A (160mg/ml).

To determine DNA synthesis, cells were pulse-labeled with 30 mM BrdU for
30min. Cells were fixed for at least 16 h and membranes were digested with 0.05%
pepsin in 30mM HCl at 37 1C for 20min. To allow the access of anti-BrdU antibody
to the incorporated BrdU, DNA denaturation by 2N HCl was performed for 20min at
RT. Following centrifugation, acid was neutralized by adding 0.1 M sodium borate
for 4 min. Cells were then centrifuged, washed, and FITC-conjugated anti-BrdU
antibody (BD Biociences) was added for 45min at RT. The incubation buffer used
was 20mM HEPES, 0.5% FCS, 0.5% Tween-20. DNA was stained with PI before
flow cytometer analysis.
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Protein extraction, cell fractionation, immunoblotting. For
whole-protein extracts, 1! 106 cells were lysed in buffer containing 20mM

Tris-HCl (pH 7.6), 150mM NaCl, and 1% Triton X-100. For cytosolic purification,
2! 106 cells were resuspended in buffer containing 220mM mannitol, 70 mM

sucrose, 50mM Hepes-KOH (pH 7.2), 10mM KCl, 5 mM EGTA, 2 mM MgCl2, and
0.025% digitonin, and kept on ice for 5 min. Lysed cells were centrifuged
(16 000! g, 5 min, 4 1C) and the supernatant was retained as cytosolic fraction.
Mitochondrial fractions were obtained using the Mitochondria Isolation kit from
Pierce following the manufacturer’s instructions. Protein concentration was
determined using the BioRad protein assay. Equal amounts of total proteins
(40–100mg) were loaded on 4–12% NuPAGE or linear SDS-PAGE gels and
transferred onto a PVDF membrane. Membrane blocking and antibody incubations
were performed in PBS 0.1% Tween-20 plus 5% non-fat dry milk. The primary
antibodies used were: BAX (specific for BAX p18 detection, BD Biosciences), AIF,
BID/tBID (clone 14F2 Novus Biologicals, Cambridge, UK or AF860 R&D Systems,
Lille, France), phospho BIDS78, phospho BIDS61 (Bethyl, Montgomery, TX, USA),
pan-ERK (BD Biosciences), Cox IV subunit VIb (Invitrogen), V5 (clone V5-10), or
b-actin (clone AC-15). Immunoreactive proteins were detected using HRP-
conjugated secondary antibodies and revealed by the ECL system. In some
experiments, equal loading was confirmed by staining the membrane with naphtol
blue. Immunoblot images were acquired in a Bio-Imaging System MF-ChemiBis 4.2
(FSVT, Courbevoie, France) or in a Kodax X-OMAT 1000 processor (Kodak,
Chalon-Sur-Saone, France).

Statistics. Statistical analysis was carried out using the student’s t-test.
Chemicals and reagents were purchased from Sigma-Aldrich except where

otherwise noted.
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LEGENDS TO SUPPLEMENTARY FIGURES 

Supplementary Figure 1 Genetic ablation of receptor-interacting protein 1 (RIP1) or 

pretreatment with necrostatin-1 modulates MNNG-mediated necroptosis. (a) WT (RIP1+/+) 

and RIP1-/- MEFs were untreated (Control) or treated with MNNG (9 h), labeled with 

AnnexinV and PI, and analyzed by flow cytometry. Representative plots are shown. 

Percentages refer to double positive staining. When indicated, WT MEFs were pre-incubated 

(1 h) with the pan-caspase inhibitor QVD before induction of necroptosis. Alternatively, WT 

MEFs were pre-incubated (1 h) or not with necrostatin-1 (10 µM) before induction treatment 

with MNNG (9 h). Note that, in contrast to QVD, necrostatin-1 modulates MNNG-induced 

death. (b) At the times indicated, MEFs were treated and stained as in a and the frequency of 

double positive labeling was recorded and expressed as a bar chart. Data are the mean of five 

independent experiments ± SD. In the right histogram, WT MEFs were pre-incubated (1 h) 

with necrostatin-1 at different concentrations before induction of PCD with MNNG (9 h). 

Data are the mean of four independent experiments ± SD. 

Supplementary Figure 2 Long-term experiments in highly DNA damaged MNNG-treated 

WT and BID-/- cells. (a) Assessment of DNA double strand breaks generation by a comet 

assay performed in WT and BID-/- MEFs untreated (Control) or treated with MNNG (1 h). 

Representative comet images and percentage of cells with a tail (COMET +) are shown. Data 

are the means ± SD (n=4). Bar: 10 µm. At 1 h post MNNG treatment, the entire WT and BID-

/- cell population (100% of cells) display COMET-positive labeling. This result indicates that 

MNNG treatment generates a similar DNA damage in WT and BID-/- MEFs. (b) Kinetic 

analysis of PS exposure and cell viability loss induced by MNNG in WT and BID-/- MEFs. 

After the indicated times, cells were stained with AnnexinV and PI, and analyzed by flow 

cytometry. (c) MTT cell viability test performed in WT and BID-/- MEFs treated with MNNG 

at different times. Viability is presented as percentage of control (100 %). The data are the 

summary of five independent experiments ± SD. (d) WT and BID-/- MEFs were untreated 

(Control) or treated with MNNG, before being examined by light microscopy. A 

representative panel of cells is shown. Note that MNNG treatment triggers different 

morphological changes in WT and BID-/- MEFs, confirming that the type of death induced is 

not exactly the same. At 24 h post MNNG treatment, a part of the BID-/- MEFs population 

swells and explodes by uncontrolled or secondary necrosis. This experiment was repeated five 

times, yielding similar results. Bar: 50 µm. 
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Supplementary Figure 3 Necroptosis induced by MNNG is not modulated by the pro-

survival function of BID. (a) Lysates from WT MEFs treated with MNNG at different times 

were analyzed using the phospho-BID specific antibodies to either Ser61 (left) and Ser78 

(right). The membrane was reprobed with BID to control for loading. (b) WT and BID-/- 

MEFs were either untreated (Control) or treated with MNNG at different times, and the DNA 

content was analyzed by flow cytometry. Raw data from a representative experiment, together 

with multiline plots generated by the FlowJo software, are shown. (c) Cells were analyzed as 

in b and data from four independent experiments were pooled to obtain compiled histograms 

representing the mean (± SEM) of cells in the different phases of the cell cycle. (d) WT and 

BID-/- MEFs were either untreated (Control) or treated with MNNG at the times indicated. To 

determine DNA synthesis, cells were double-labeled with BrdU and PI, and analyzed by flow 

cytometry. Percentages refer to BrdU-positive cells (proliferating cells or cells in S-phase of 

the cell cycle). (e) WT, BID!/!, and BID!/! MEFs stably transfected with either wt-BID or 

BID-S61A/S78A were untreated (Control) or treated with MNNG for 9 h. Cell death was 

monitored by flow cytometry by means of AnnexinV and PI double staining. Data represent 

the mean ± SEM (n= 6). 

Supplementary Figure 4 Response of WT and BID-/- MEFs to the DNA damage induced 

by etoposide. (a) WT and BID-/- MEFs were either untreated (Control) or treated 6 h with 

etoposide (20 µM) and the DNA content was analyzed by flow cytometry. Raw data from a 

representative experiment, together with multiline plots generated by the FlowJo software, are 

shown. Note that BID!/! but not WT cells are defective in S phase arrest. (b) Cells were 

analyzed as in a and data from three independent experiments were pooled to obtain compiled 

histograms representing the mean (± SEM) of cells in the different phases of the cell cycle. 

Supplementary Figure 5 WT, BID-/-, BID-/- transduced with the pLVX-IRES-Zs-Green 

lentiviral empty vector (pLV), and two selected clones of BID-/- MEFs cells expressing BID-

wt, a caspase non cleavable BID-D59A mutant, or two calpain non cleavable BID mutants 

(BID-G70A and BID-!68-71) were untreated (Control) or treated with MNNG (9 h), and BAX 

activation was measured by flow cytometry. Representative cytofluorometric plots are shown. 

Percentages correspond to cells with active BAX. 

Supplementary Figure 6 WT, BID-/- cells, BID-/- transduced with the pLVX-IRES-Zs-

Green lentiviral empty vector (pLV), and two selected clones of BID-/- MEFs expressing BID-

wt or the calpain non cleavable BID mutants BID-G70A and BID-!68-71 were untreated 
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(Control) or treated 9 h with TNF/CHX (50 ng.ml/1µg.ml), labeled with AnnexinV and PI, 

and analyzed by flow cytometry. Representative plots are shown. The frequency of AnnexinV 

and AnnexinV/PI positive labeling (% Cell death) was recorded by flow cytometry and 

illustrated as a bar chart. Data are the mean ± SD (n=4). When treated with a typical caspase-

dependent inducer, BID-/- cells transduced with calpain ncBID mutants displayed similar PCD 

levels to WT MEFs and BID-/- cells transduced with BID-wt. This confirms that the mutation 

of the calpain cleavage site of BID, which inhibits calpain-mediated necroptosis, does not 

confer resistance to caspase-dependent apoptosis. 
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AIF-mediated caspase-independent necroptosis
requires ATM and DNA-PK-induced histone H2AX
Ser139 phosphorylation

M Baritaud1,2,3, L Cabon1,2,3, L Delavallée1,2,3, P Galán-Malo1,2,3, M-E Gilles1,2,3, M-N Brunelle-Navas1,2,3 and SA Susin*,1,2,3

The alkylating DNA-damage agent N-methyl-N 0-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG) induces a form of caspase-independent
necroptosis implicating the mitochondrial flavoprotein apoptosis-inducing factor (AIF). Following the activation of PARP-1
(poly(ADP-ribose) polymerase-1), calpains, BID (BH3 interacting domain death agonist), and BAX (Bcl-2-associated X protein),
the apoptogenic form of AIF (tAIF) is translocated to the nucleus where, associated with Ser139-phosphorylated histone H2AX
(cH2AX), it creates a DNA-degrading complex that provokes chromatinolysis and cell death by necroptosis. The generation of
cH2AX is crucial for this form of cell death, as mutation of H2AX Ser139 to Ala or genetic ablation of H2AX abolish both
chromatinolysis and necroptosis. On the contrary, reintroduction of H2AX-wt or the phosphomimetic H2AX mutant (H2AX-
S139E) into H2AX! /! cells resensitizes to MNNG-triggered necroptosis. Employing a pharmacological approach and gene
knockout cells, we also demonstrate in this paper that the phosphatidylinositol-3-OH kinase-related kinases (PIKKs) ATM (ataxia
telangiectasia mutated) and DNA-dependent protein kinase (DNA-PK) mediate cH2AX generation and, consequently, MNNG-
induced necroptosis. By contrast, H2AX phosphorylation is not regulated by ATR or other H2AX-related kinases, such as JNK.
Interestingly, ATM and DNA-PK phosphorylate H2AX at Ser139 in a synergistic manner with different kinetics of activation. Early
after MNNG treatment, ATM generates cH2AX. Further, DNA-PK contributes to H2AX Ser139 phosphorylation. In revealing the
pivotal role of PIKKs in MNNG-induced cell death, our data uncover a milestone in the mechanisms regulating AIF-mediated
caspase-independent necroptosis.
Cell Death and Disease (2012) 3, e390; doi:10.1038/cddis.2012.120; published online 13 September 2012
Subject Category: Cancer

Originally considered as an uncontrolled passive event, some
forms of necrosis have recently been recognized as pro-
grammed modes of cell death.1,2 Programmed necrosis can
be triggered by default when the classical apoptotic enzymes,
caspases, are inhibited. More interestingly, it can also occur
under multiple pathological conditions, including cancer,
ischemia-reperfusion injury, neurodegeneration, cerulein-
induced acute pancreatitis, retinal detachment-induced
photoreceptor death, Crohn’s disease, systemic inflammatory
response syndrome, and viral infection.3 Thus, the physio-
pathological relevance of programmed necrosis contributes to
the increasing interest in unraveling the molecular determi-
nants that control this newly definedmode of programmed cell
death (PCD).
One of the most studied forms of programmed necrosis is

necroptosis, which includes, at least two different forms of
PCD.1 The first necroptotic pathway described is the PCD

process induced by tumor necrosis factor (TNF).1,2 Stimula-
tion of TNF receptor 1 by TNFa leads to the formation of a
complex in the cellular membrane that includes TRADD
(tumor necrosis factor receptor type 1-associated death
domain), TRAF2 (TNF receptor-associated factor 2), RIP1
(receptor interacting protein-1), and cIAP1 (baculoviral IAP
repeat-containing protein 1). Under apoptosis-deficient
conditions, these components dissociate and RIP1 is
released into the cytosol. Cytoplasmic RIP1 interacts with
receptor interacting protein-3 (RIP3) to form a complex
triggering the necroptotic PCD pathway.2 As demonstrated
by the use of Necrostatin-1 (Nec-1), a small molecule
identified in a chemical library screen as a potent inhibitor of
the RIP1 kinase activity, the formation of this complex requires
the phosphorylating properties of RIP1.4 Downstream of RIP1
and RIP3, three proteins act as lethal effectors in TNF-
induced necroptosis: mixed lineage kinase domain-like

1INSERM U872, Programmed cell death and physiopathology of tumor cells. Team n1 19, Centre de Recherche des Cordeliers, Paris, France; 2Université Pierre
et Marie Curie-Sorbonne Universités, UMRS 872, Paris, France and 3Université Paris Descartes, UMRS 872, Paris, France
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protein, phosphoglycerate mutase family member 5, and the
fission mediator Drp1 (dynamin-related protein 1).5,6 Alkylat-
ing DNA-damage-mediated caspase-independent pro-
grammed necrosis is the second necroptotic pathway
described to date. Considering RIP1 kinase dependency as
a hallmark of this form of death, we have recently shown that
high doses of the alkylating DNA-damaging agent N-methyl-
N 0-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG) trigger necroptosis.
Indeed, both genetic ablation of RIP1 and its pharmacological
inhibition by Nec-1 prevent MNNG-induced caspase-inde-
pendent PCD.7–9

MNNG acts by covalently modifying bases in DNA. The
relevant DNA damage induced by this modification causes
both the disproportionate activation of poly(ADP-ribose)
polymerase-1 (PARP-1) and the phosphorylation of histone
H2AX at Ser139 (gH2AX).10–12 In mouse embryonic fibro-
blasts (MEFs), hyper-activated PARP-1 governs the sequen-
tial activation of the calpain Cys proteases and the
proapoptotic B-cell lymphoma 2 (BCL-2) family members
BID (BH3 interacting domain death agonist) and BAX (Bcl-2-
associated X protein).9,10 Once activated, BAX triggers a
mitochondrial damage that, in cooperation with calpains,
leads to the generation and release of the proapoptotic protein
tAIF, which is the truncated form of the mitochondrial
oxydoreductase apoptosis-inducing factor (AIF).13 Once in
the cytosol, this caspase-independent effector relocalizes to
the nuclear compartment where, in cooperation with gH2AX
and cyclophilin A (CypA), it provokes DNA degradation and
PCD.11,12 In fact, by providing a strategic bridge between tAIF
and CypA, gH2AX becomes essential for the lethal DNA-
degrading activity characteristic of AIF-mediated necroptosis.
H2AX, a member of the histone H2A family,14 is character-

ized by a phosphorylable SQE motif in its C-terminal tail. The
generation of double-strand breaks (DSBs) is related to the
phosphorylation of the H2AX C-terminal tail at Ser139 that
yields gH2AX. Once generated, gH2AX accumulates at the
sites of DSBs,15,16 where it is thought to restructure chromatin
and assist in the recruitment/retention of DNA repair and
signaling factors.14,17 Even if the function of H2AX is mainly
associated with DNA-damage repair and DNA packaging,16

this histone is also key in PCD.18,19 In UV-induced caspase-
dependent cell death, it seems that gH2AX alters chromatin
conformation to increase the accessibility of nucleosomal
DNA to the DNase CAD (caspase-activated DNase). In this
particular caspase-dependent PCD system, H2AX phospho-
rylation at Ser139 is mediated by c-Jun NH2-terminal kinase 1
(JNK1), a member of the mitogen-activated protein kinase
group.19 In other types of caspase-dependent PCD, H2AX is
phosphorylated either by the caspase-3 derived form of
mammalian STE20-like kinase 1 (MST1)20 or by the three
major phosphatidylinositol-3-OH kinase-related kinases
(PIKKs): ataxia telangiectasia mutated (ATM), ATM- and
Rad-3 related (ATR), or DNA-dependent protein kinase (DNA-
PK).21–23 The activation of these PIKKs is apparently cell- and
DNA-damage-type specific. Moreover, as H2AX phosphor-
ylation is detectable in ATM! /! and DNA-PK! /! cells, it
seems that there exists a functional redundancy among these
PIKKs.14 In sum, along caspase-dependent PCD, histone
H2AX can be phosphorylated at Ser139 by MST1, JNK, or
PIKKs.

As indicated above, the gH2AX function is a crucial event in
AIF-mediated necroptosis in MEFs. However, little is known
about the kinases implicated in the generation of gH2AX in this
particular mode of PCD. Taking into consideration the
absence of caspase-3-mediated MST1 function in necropto-
sis, the aim of the present paper is to analyze the potential role
of JNK or the PIKKs in MNNG-induced caspase-independent
necroptosis.

Results

MNNG induces necroptosis, a caspase-independent
mode of PCD implicating RIP1. Treatment of MEFs with
high doses of the alkylating DNA-damaging agent MNNG
results in the induction of a form of programmed necrotic cell
death initiated by the DNA-repair protein PARP-1.9–11 The
biochemical hallmarks of this type of PCD combine necrotic
features such as lactate dehydrogenase release, ATP/NADþ

dissipation, absence of oligonucleosomal DNA degradation,
or double Annexin V/PI (propidium iodide)-positive label-
ing10,24 (Figure 1a), with apoptotic features like calpain, BID,
and BAX activation, mitochondrial transmembrane potential
(DCm) loss, mitochondrial release of tAIF (the calpain-
cleaved form of AIF), cytochrome c, Omi/HtrA2, or Smac/
DIABLO to cytosol, or TUNEL-detectable 30-OH DNA breaks
(Figures 1b–d).9–11 Among the proapoptotic proteins
released from mitochondria after MNNG treatment, AIF has
a central role.10

The caspase independence of this type of PCD was
confirmed in caspase-9 and caspase-3 gene knockout
MEFs10 and by the use of broad caspase inhibitors
(Figure 1e). Additionally, we found that in comparison with
RIPþ /þ cells, MNNG-mediated PCD was significantly inhib-
ited in RIP1! /! MEFs. As an internal control for the RIP1
implication in MNNG-induced necroptosis, the use of the
inhibitor Nec-1 also blocked this necroptotic form of PCD
(Figure 1e). Moreover, by means of a new immunoblot
approach, we unveiled that RIP1 is phosphorylated early
after MMNG-treatment (Figure 1f). This assessment also
revealed that the phosphorylation of RIP1 is maintained
overtime after MNNG treatment. Taken together, our previous
and present results confirm that treatment of MEFs with
MNNG induces AIF andRIP1mediated caspase-independent
necroptosis.

MNNG generates double-strand breaks in DNA and
phosphorylation of histone H2AX at Ser139. By produ-
cing O-methyl adducts, MNNG generates a severe damage
in DNA that provokes the activation of nuclear repair
proteins, such as PARP-1.10 Moreover, histone H2AX is
activated/phosphorylated after MNNG treatment, providing a
mark of DSBs DNA damage: gH2AX. Indeed, a newly
developed flow cytometry detection/quantification assay
revealed a rapid and time-dependent H2AX phosphorylation
on Ser139 (gH2AX) in MNNG-treated cells (Figure 2a). This
result was further substantiated by immunofluorescence,
which detected formation of gH2AX nuclear foci and
quantified immunoblotting (Figures 2b and c). This triple
analysis confirms that, in MNNG-induced necroptosis, the
generation of gH2AX is a rapid and time-dependent process
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detected as soon as 5min after MNNG treatment. Note that
the extent of gH2AX generated during this necroptotic
process remains unchanged (even at 9 h post MNNG
treatment, Figure 2c), contrary to what has been previously
reported in other PCD models.25

The conformation of histone H2AX governs AIF-
mediated necroptosis. The relevance of H2AX in AIF-

mediated necroptosis has been underlined by the results
indicating that H2AX! /! MEFs were less sensitive to MNNG
than control cells.11 In H2AX! /! MEFs, 9 h after MNNG
treatment, the percentage of phosphatidylserine (PS) expo-
sure and loss of viability reached o15%. At the same time,
MNNG induced death in about 50% of H2AXþ /þ (WT) cells
(Figures 3a and b). The lower sensitivity to MNNG displayed
by H2AX! /! MEFs correlates with negative TUNEL labeling
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Figure 1 Biochemical characteristics of MNNG-induced necroptosis. (a) After the indicated time post MNNG treatment, MEFs were stained with Annexin V-APC and PI,
and the frequency of double positive labeling was recorded by flow cytometry and illustrated as a plot. Data are the means of five independent experiments±S.D.
Representative cytofluorometric plots are shown. Percentages refer to Annexin V and PI double-positive staining. (b) Cells were treated with MNNG for the indicated times,
then labeled with CMXRos, whereas the loss of the mitochondrial membrane potential (DCm) was assessed by flow cytometry and expressed as a plot. Results are the
means of six independent experiments±S.D. (c) Cytosolic fractions, recovered after the indicated MNNG-treatment, were blotted for tAIF detection. MNNG-treatment induces
time-dependent tAIF release to cytosol. Actin (cytosolic marker) and NDUFA9 (complex I mitochondrial subunit 39) were used to control protein loading and fractionation
quality. (d) At the indicated times post MNNG treatment, MEFs were stained for the detection of 30-OH DNA breaks and analyzed by flow cytometry. Data are the means of six
independent experiments±S.D. In representative cytofluorometric plots, percentages refer to TUNEL-positive cells. (e) Assessment of cell death in RIPþ /þ and RIP! /!

cells pre-incubated or not with the pan-caspase-inhibitor Q-VD.OPh (QVD, 10 mM) or the necroptosis inhibitor Nec-1 (10 mM) before induction of death by MNNG (9 h). Cell
death was recorded by Annexin V and PI staining as in a. Results are the means of four independent experiments±S.D. (f) RIP1 immunoblotting detection performed in WT
MEFs untreated or treated with MNNG at different times. Actin was used as a loading control
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(Figure 3c). In contrast, in H2AX! /! cells, MNNG-treatment
provoked mitochondrial damage as well as AIF processing
and release (Figures 3d and e) in exactly the same way as in
WT cells. This confirmed that the inhibition of PCD recorded
in H2AX! /! MEFs is exclusively linked to the inactivation of
the nuclear features characterizing MNNG-mediated
necroptosis.12 Finally, by reintroducing H2AX-wt cDNA into
H2AX! /! cells by lentiviral transduction, we confirmed that
the inhibition of MNNG-mediated PCD was due to the
specific lack of H2AX: H2AX-wt cDNA transduction fully
resensitized H2AX! /! cells to MNNG (Figures 3a–c).
H2AX phosphorylation at Ser139 during the necrotic

process induced by MNNG is crucial for both the interaction
of H2AX with AIF and the formation of the DNA-degrading
complex that controls DNA degradation and necroptosis.11,12

Therefore, we focused our interest on the relevance of this

post-translational modification in MNNG-induced PCD. It has
been previously reported that phosphorylation of H2AX at
Ser139 alters H2AX conformation inside the nucleosome as
well as the conformation of the nucleosome itself. These
changes in H2AX/nucleosome elicit a modification in the
structure and functionality of the chromatin fiber, making it
accessible to diffusible factors.14,17,26 In line with this, in
MNNG-mediated PCD, transduction of H2AX! /! MEFs with
a H2AXmutant that cannot be phosphorylated (H2AX-S139A,
Ser139 mutated to Ala) failed to restore the ability of MNNG to
induce PCD in H2AX! /! MEFs (Figures 3a–c). Surprisingly,
transduction of H2AX! /! cells with an H2AX mutant that
constitutively mimics the phosphorylated conformation of the
protein (H2AX-S139E, with Ser139mutated toGlu)27 restored
the responsiveness to MNNG. Thus, in the phosphorylated
conformation (i.e., gH2AXor H2AX-S139E), H2AX is an active
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necroptotic protein. On the contrary, in its non-phosphorylated
conformation (i.e., H2AX-S139A), H2AX is unable to generate
the DNA-degrading activity that provokes necroptosis. As for
WT or H2AX! /! MEFs, MNNG-treatment provokes mito-
chondrial damage and AIF processing and release in H2AX-
S139A and H2AX-S139E transduced cells (Figures 3d and e),
confirming that the observedmodulation of PCD is exclusively
linked to the regulation of the nuclear features characterizing
this mode of necroptosis.

Simultaneous inhibition of ATM and DNA-PK, not ATR or
JNK, abolishes H2AX phosphorylation in MNNG-induced
necroptosis. The critical role of the conformational state of
gH2AX in caspase-independent necroptosis prompted us to
investigate the kinase(s) regulating Ser139 phosphorylation.
Therefore, we used a set of specific small-molecule inhibitors

of ATM, ATR, DNA-PK, or JNK as a first approach to search
for the kinase(s) regulating gH2AX generation. More in detail,
we used KU55933 (ATMi), an ATP competitive ATM kinase
inhibitor,28 ETP-46464 (ATRi), a very recently described
inhibitor of ATR,29 NU-7026 (DNA-PKi), a highly potent DNA-
PK inhibitor,30 as well as SP-600125 (JNKi), a cell permeable
JNK inhibitor.31 All these inhibitors, used at doses described
to be selective for the indicated kinase, were verified for
efficiency in inhibiting the corresponding kinase phosphor-
ylation by immunoblot or flow cytometry (Figure 4a). These
approaches indicate that contrary to ATM, DNA-PK and JNK,
ATR is not specifically activated/phosphorylated in our PCD
model. Indeed, compared with control cells, ATR appears a
bit less phosphorylated after MNNG treatment (Figure 4a).
This result correlates with previously published data
indicating that PARP-1, a protein highly activated in
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MNNG-mediated PCD,10 negatively regulates ATR activa-
tion/phosphorylation in MEFs.32

As depicted in Figure 2, MNNG-treatment induced detect-
able H2AX phosphorylation as soon as 5min with a maximum
of 1 h. Thus, we decided to use this timeframe in our analysis
of MNNG-induced H2AX phosphorylation. It is important to
underline that, in the chosen timeframe, this set of inhibitors
did not provoke toxicity in MNNG-treated MEFs. After 1 h of
MNNG treatment, a toxic effect precluded any kinetic
assessment (data not shown). We first assessed gH2AX
levels by flow cytometry. This procedure revealed that only
ATM and DNA-PK inhibitors modulated MNNG-induced
gH2AX generation (Figures 4b and c). On the contrary, the
action of the ATR or JNK inhibitors was irrelevant in
modulating Ser139-phosphorylated H2AX (Figures 4b and
c). These results strongly suggest that only ATM and DNA-PK

activities are implicated in the H2AX post-translational
regulation. Interestingly, ATM and DNA-PK inhibitors mod-
ulate H2AX phosphorylation in a particular manner: ATMi
inhibits H2AX Ser139 phosphorylation at all assessed points
in time. Conversely, DNA-PKi displays a delayed modulator
effect on gH2AX generation, which was first detectable only
15min post MNNG treatment (Figure 4c). In order to
substantiate our cytofluorometric data further, we carried out
a complementary immunoblot assessment. As shown in
Figure 4d, the immunodetection of Ser139 phosphorylated
H2AX in MEFs pretreated with ATMi or DNA-PKi before
MNNG addition confirms that ATM and DNA-PK regulate
gH2AX production. The immunoblot quantification corrobo-
rates that ATM modulates gH2AX generation overtime and
DNA-PK mediates Ser139-phosphorylated H2AX production
at 15, 30, and 60min post MNNG treatment.
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The significance of ATM and DNA-PK in MNNG-mediated
PCD has also been confirmed by co-incubation of cells with
inhibitors of these two PIKKs. Flow cytometry and immunoblot
data demonstrate that co-incubation of H2AXþ /þ MEFs with
ATMi and DNA-PKi abolishes MNNG-induced gH2AX gen-
eration (Figures 5a and b). Overall, our data reveal that ATM
and DNA-PK, but not ATR or JNK, generate the Ser139-
phosphorylated form of H2AX characteristic of MNNG-
mediated necroptosis.

By modulating gH2AX generation, ATM and DNA-PK
control MNNG-induced necroptosis. To gain insights into
the impact of ATM and DNA-PK in MNNG-induced

necroptosis, we analyzed the activation of these two PIKKs
in further detail.33,34 We observed that the kinetics of ATM
and DNA-PK phosphorylation at Ser1981 and Ser2053
correlated with the chronological involvement of ATM and
DNA-PK in MNNG-induced gH2AX generation. ATM was
activated early after MNNG treatment, whereas phosphor-
ylation of DNA-PK at Ser2053 was detectable only 15min
after DNA-damage induction (Figures 5c and d). Moreover,
when pretreated with ATM and DNA-PK inhibitors, WT MEFs
exhibited a significant decrease in TUNEL-detectable 30-OH
DNA breaks (Figure 5e). This indicates that the modulation of
ATM and DNA-PK is sufficient not only to block gH2AX
generation but also to regulate MNNG-induced necroptosis.
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The concomitant involvement of ATM and DNA-PK in
MNNG-induced necroptosis was finally corroborated in
ATM! /! or DNA-PK! /! MEFs treated with inhibitors of the
complementary kinase. When treated with the ATM inhibitor,
DNA-PK! /! cells exhibited a significant decrease in gH2AX
generation and MNNG-induced chromatinolysis. Similar
results were obtained in ATM! /! MEFs pretreated with a
DNA-PK inhibitor (Figures 6a–c). Overall, the results obtained
in gene knockout cells prove that ATM and DNA-PK have a
central role in AIF-mediated caspase-independent
necroptosis.

Discussion

By deciphering the signaling paths leading to the phosphor-
ylation of histone H2AX at Ser139, the present work uncovers
a new step in the mechanism regulating alkylating DNA-
damage-induced necroptosis in MEFs. We indeed identified
the PIKKs ATMandDNA-PK as the kinases regulating gH2AX
generation in this particular mode of cell death. Combinedwith
our previous work, our present study confirms that MNNG-
mediated necroptosis is a highly regulated form of PCD
involving a large network of molecular determinants: DNA-
damage repair proteins, (PARP-1 and H2AX), kinases (RIP1,
ATM, and DNA-PK), proteases (calpains), anti- and pro-
apoptotic members of the Bcl-2 family (BID, BAX, and BCL-2),
mitochondrial effectors (AIF), and DNases (CypA). So far, the
involvement of all these proteins can be considered as the

new signature for alkylating DNA-damage-induced caspase-
independent necroptosis (Figure 7).
AIF is a main effector in the caspase-independent

necroptotic process induced by the treatment of MEFs with
high doses of the nitrosourea MNNG.10 Recently, we have
demonstrated that AIF promotes MNNG-mediated necropto-
sis via a nuclear interplay with the Ser139 phosphorylated
form of histone H2AX (gH2AX).11 Indeed, this interaction is
crucial in the formation of the chromatinolytic complex that
regulates necroptosis. Therefore, as AIF, gH2AX is an
essential molecular determinant in MNNG-mediated
necroptosis.
Initially described as inert packing material for DNA,

histones regulate many cellular processes, such as gene
expression, cell cycle, cell proliferation, and PCD.35 The
chromatinolytic process promoted by gH2AX is a common
feature in caspase-dependent and caspase-independent
PCD.11,12,16,18,19,36 The involvement of gH2AX in PCD
presents specific characteristics for these two different forms
of cell death: (i) gH2AX determines the nature of the DNA
degradation by regulating the accessibility of different DNases
to DNA (CAD for the oligonucleosomal fragmentation asso-
ciated to caspase-dependent PCD and CypA for the large-
scale DNA degradation involved in caspase-independent
PCD),11,12,19 and (ii) JNK1 phosphorylates H2AX at Ser139
in UV-induced caspase-dependent PCD.19 On the contrary,
caspase-independent PCD does not require JNK for gH2AX
generation (this work). Overall, all these data indicate that the
same protein (H2AX) and the same post-transductional
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modification (Ser139 phosphorylation) regulate different PCD
pathways. This strengthens the idea that caspase-dependent
and caspase-independent PCD represent alternate outcomes
of a similar molecular path in which H2AX functions as a
molecular switch.
A significant part of our study focuses on the relevance

and consequences of the phosphorylation of H2AX on the
serine 139 residue in AIF-mediated necroptosis. We first
confirmed the crucial role of such phosphorylation by using
a non-phosphorylatable mutant of H2AX (H2AX-S139A).
However, the function of that specific post-translational
modification in necroptosis still remained unexplained: it could
have been either related to the recruitment of specific factors
through the phosphate recognition or related to conforma-
tional changes of the nucleosome and the chromatin in
general. To investigate this particular question, we used
another H2AX mutant, H2AX-S139E. It has been proved that
the substitution of serine in glutamate precludes phosphoryla-
tion at Ser139, but constitutively mimics the serine-phosphate
structure. This mutant of H2AX has been associated with a
relaxed chromatin conformation,37 but also with an impair-
ment of the proper maintenance of the DNA repair machin-
ery.27 In our model, the introduction of that phospho-mimetic
mutant fully restored AIF-dependent DNA degradation and
necroptosis. This confirms that AIF-mediated necroptosis
requires conformational gH2AX-associated mechanisms. In
this light: (i) the conformational changes caused by Ser139
H2AX phosphorylation could favor the exposure of the H2AX
interface interacting with AIF. This would allow for AIF/H2AX
interplay and the formation of the AIF/H2AX/CypA complex
that provokes chromatinolysis and necroptosis;11,12 (ii) In
its Ser139 phosphorylated form, H2AX helps in relaxing
chromatin and in maintaining its decondensed state.38

Therefore, it seems plausible to propose that, by exposing
key amino acids and by facilitating the accessibility of proteins
such as AIF and CypA to DNA, the conformational modifica-
tions associated to gH2AX generation can modulate the
chromatinolytic process controlling MNNG-induced
necroptosis.
Our genetic and pharmacological approaches reveal that

the PIKKs ATM and DNA-PK, and not other PIKKs such as
ATR, regulate Ser139 H2AX phosphorylation in MNNG-
induced necroptosis. We also noticed that ATM and DNA-
PK act in necroptosis in a chronologically complementary
manner. Indeed, ATM regulates Ser139 H2AX phosphoryla-
tion early after the DNA insult triggering necroptosis, while
DNA-PK contributes further to H2AX phosphorylation
(Figures 4c and d). In any case, joint action of ATM and
DNA-PK is needed to generate the phosphorylated form of
H2AX that controls necroptosis. This was initially revealed by
a pharmacological approach: the combined action of ATMand
DNA-PK inhibitors precludes gH2AX generation and PCD
more efficiently than the single addition of either ATM or DNA-
PK inhibitors. The coupled action of ATM and DNA-PK is
further substantiated with the help of gene knockout MEFs: (i)
in DNA-PK! /! cells, ATM inhibition prevents the gH2AX
generation observed after MNNG addition and, consequently,
blocks AIF-mediated chromatinolysis; (ii) in ATM! /! cells,
DNA-PK inhibition abolishes both gH2AX generation and
PCD. Therefore, it seems that the combined action of

DNA-PK and ATM is required for the optimal control of
alkylating DNA-damage-mediated necroptosis.
How ATM and DNA-PK are activated in MNNG-mediated

necroptosis is a key question for further studies. Data
obtained in other biological systems indicate that recruitment
to the damage site is important for ATM activation in response
to DNA damage. Controversy remains, however, regarding
where the initial activation of ATM occurs in response to DSBs
damage. It seems that the changes of chromatin structure
initiate ATM activation.39 In our paradigm, it may be
interesting to analyze whether the changes in chromatin
structure provoked by the treatment of MEFs with the
nitrosourea MNNG may directly activate ATM or whether
even PARP-1 may directly activate ATM, as has been
suggested in other PCD programs.40 In the case of DNA-
PK, its function and activation seem related to Ku70/80-
dependent localization.39 Ku70/80 forms a complex with high
affinity for DNA ends. Binding of Ku70/80 to DNA ends
provides a scaffold for the association of DNA-PK. The
analysis of the role of the Ku70/80 complex in necroptosis
could therefore highlight the upstream signaling behind DNA-
PK activation.
Post-translational modifications of proteins are considered

as crucial changes in the regulation of the different cell signaling
pathways. Histones, including but not limited to H2AX, are
highly regulated by post-translational modifications, such as
acetylation, methylation, ubiquitination, sumoylation, ADP-
ribosylation, and phosphorylation.35 Altogether, these modifi-
cations help in regulating chromatin remodeling, gene tran-
scription, DNA repair, and PCD. Indeed, experimental
evidence underpins the hypothesis of the existence of an
‘apoptotic histone code’ relying on H2A-ub or H2B phosphory-
lated on Ser14. Our results on caspase-independent
necroptosis reported here now raise the question of whether
there also exists a ‘necroptotic histone code’. That code would
be different from the apoptotic histone one, although both
would imply post-translational histone modifications. A better
knowledge of these codes and underlying mechanisms would
certainly provide conceptual advances both in the under-
standing of the biology of programmed cell death and in the
research of potential therapeutic targets to modulate
necroptosis.

Materials and Methods
Cell culture, cell death induction and inhibition. MEFs were cultured
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 10% fetal calf serum
(FCS), 2mM L-glutamine, and 100 U/ml penicillin/streptomycin (Life Technologies,
Cergy-Pontoise, France), and maintained at 37 1C in a 5% CO2 atmosphere.
RIP1þ /þ and RIP1! /! cells were provided by MA Kelliher (UMass Medical
School, Worcester, CA, USA), H2AXþ /þ and H2AX! /! MEFs by A
Nussenzweig (NIH, NCI, Bethesda, MD, USA), DNA-PKþ /þ and DNA-PK! /!

by DJ Chen (University of Texas Southwestern Medical Center, Dallas, TX, USA),
and ATMþ /þ and ATM! /! by C Sherr and M Russel (St Jude Children’s
Research Hospital, Memphis, TN, USA). Unless otherwise stated, WT cells refer to
H2AXþ /þ MEFs.
To induce alkylating DNA-damage-mediated necroptosis, MEFs were treated

with MNNG (500mM, ABCR GmbH, Karlsruhe, Germany). The treating medium
was replaced after 20min of incubation by fresh medium devoid of MNNG, and cells
(B80% confluence) were cultured during the indicated times. To modulate
necroptosis and caspase-dependent PCD, cells were pre-incubated (1 h) with Nec-1
(10mM), Q-VD.OPh (Gln-Val-Asp(non-Omethylated)-Oph) (QVD, 10 mM, MP
Biomedicals, Illkirch, France) before MNNG-treatment.
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Flow cytometry. We used Annexin V-APC (0.1mg/ml, BD Biosciences, Le Pont-
de-Claix, France) for the assessment of PS exposure, PI (0.5mg/ml) for cell viability
analysis, and MitoTracker Red (CMXRos, 20 nM, Life Technologies) for DCm
quantification. Cell death was recorded in a FACSCanto II (BD Biosciences) in the
total population (10 000 cells). Data, including the assessment of mean fluorescence
intensity (MFI), were analyzed using FlowJo software (TreeStar, Ashland, OR, USA).

3’-OH DNA breaks (TUNEL) detection. Detection of blunt double-
stranded fragments carrying a 50-phosphate and 30-hydroxyl group was carried out
as previously described.10

cH2AX immunofluorescent detection. For immunofluorescent assess-
ment, MEFs were fixed in 1% paraformaldehyde , permeabilized with methanol/
acetone (1 : 1 v/v, 10min), incubated with an anti-gH2AX (clone JBW301,
Millipore, Molsheim, France), and detected by anti-mouse IgG conjugated with
Alexa Fluor 488 (Life Technologies). Fluorescence was observed in a Nikon
Eclipse TE2000-U microscope and analyzed using the Nikon NIS-Elements BR
software. To visualize nuclei, cells were co-stained with Hoechst 33342.

cH2AX pharmacological modulation. Before MNNG-treatment, MEFs
were pre-incubated during 30min with the following small-molecule inhibitors:
2-(4-morpholinyl)-6-(1-thianthrenyl?)-4H-pyran-4-one (KU-55933, ATMi, 10mM),
ethyl 6-bromo-4-chloroquinoline-3-carboxylate (ETP-46464, ATRi, 15 nM), 2-(4-
morpholinyl)-4H-naphthol(1,2-b )pyran-4-one (NU-7026, DNA-PKi, 10 mM), or
anthra(1,9-cd)pyrazol-6(2H)one, 1,9-pyrazoloanthrone (SP-600125, JNKi, 25mM).
KU-55933, NU-7026, and SP-600125 were from Calbiochem (San Diego, CA,
USA). ETP-46464 was kindly provided by Dr. O Fernandez-Capetillo (CNIO,
Madrid).

cH2AX, DNA-PK Ser2053 and JNK Thr183/Tyr185 flow cytometry
assessment. At different times after MNNG treatment, 5! 105 cells were
fixed in 70% ethanol (4 1C, 2 h) and permeabilized in 0.3% Triton X-100 (10min,
RT). After centrifugation (1500 g, 15 min), cells were saturated in phosphate-
buffered saline 0.1% Triton X-100 10% FCS (30min, RT), incubated 1 h with anti-
gH2AX, anti-DNA-PK-Ser2053 (Abcam, Paris, France) or anti-JNK-Thr183/Tyr185
(clone G9, Cell Signaling, Danvers, MA, USA), and detected by an anti-mouse or
anti-rabbit IgG conjugated with Alexa Fluor 488 or 647. Data were recorded in a
FACSCanto II in total cell population. gH2AX and DNA-PK-Ser2053 were
quantified by the MFI of each sample and were expressed relative to the MFI
obtained in untreated cells (¼ 1.0).

Protein extraction, cell fractionation, and immunoblotting. 2! 106

cells were washed twice with ice-cold phosphate-buffered saline containing 5mM
Na-orthovanadate and 50mM sodium fluoride. Total protein extraction was
performed by sonication in buffer containing 10mM HEPES (pH 7.5), 5mM KCl,
2.5mM EDTA, 0.5mM DTT, 2.5mM PMSF, 5mM iodoacetamide and 0.5% Nonidet
P-40. Histones were purified after lysis of 1! 106 cells in NETN buffer (150mM
NaCl, 1mM EDTA, 20mM Tris (pH 8) and 0.5% Nonidet P-40), centrifuged
(16 000 g, 5min, 4 1C) followed by resuspension of the pellet in acidic solution (0.1 M
HCl).19

For cytosolic extracts, MEFs were resuspended in buffer containing 220mM
mannitol, 70 mM sucrose, 50mM Hepes-KOH (pH 7.2), 10mM KCl, 5 mM EGTA,
2mM MgCl2, and 0.025% digitonin, and kept on ice for 5 min. Lysed cells were
centrifuged (16 000 g, 5 min, 4 1C) and the supernatant was retained as cytosolic
fraction. Protein concentration was determined using the BioRad Protein Assay.
Equal amounts of total proteins (40 to 150 mg) were loaded on linear SDS-PAGE
gels and transferred onto a nitrocellulose membrane. Membrane blocking and
antibody incubations were performed in phosphate-buffered saline 0.1% Tween 20
plus 5% non-fat dry milk.
Membranes were probed with primary antibodies against H2AX, gH2AX

(Millipore), RIP1/phospho RIP1 (BD Biosciences, clone 38/RIP), ATM (clone 2C1,
GeneTex, Irvine, CA, USA), ATM-Ser1981 (this Ab also recognizes Ser1987 in
mouse, clone 10H11.E12, Rockland, Gilbertsville, PA, USA), ATR, ATR-Ser428
(Cell Signaling), AIF, mitochondrial complex I NDUFA9 (Life Technologies, clone
20C11), and b-actin (clone AC-15). Immunoreactive proteins were detected using
HRP-conjugated secondary antibodies and revealed by the ECL system.
Immunoblot images were acquired in a Bio-Imaging System MF-ChemiBis 4.2
(DNR Bio-Imaging Systems, Jerusalem, Israel) or in a Kodak X-OMAT 1000
processor (Kodak, Chalon-sur-Saone, France).

gH2AX and ATM-Ser1981 were quantified using the Multi Gauge 3.0 software
(Fujifilm Life Sciences, Bois d’Arcy, France). The optical density was normalized
according to an endogenous background and was expressed relative to the data
obtained in untreated cells (¼ 1.0).

Vectors and lentiviral transduction. H2AX-wt, H2AX-S139A, and
H2AX-S139E cDNAs were cloned into the pLVX-IRES-Zs-Green lentiviral vector
(Clontech-Takara Bio Europe, Saint-Germain-en-Laye, France). Viruses were
produced into 293T cells by CaCl2 transient transfection of the lentiviral constructs
and the packaging plasmids pMD2.G and psPAX-2 (Addgene plasmids 12259 and
12260, respectively). Forty-eight hours after transfection, lentiviral supernatants
were harvested, clarified by filtration, and used immediately for H2AX# /# MEFs
transduction with 4 mg/ml of polybrene. Seventy-two hours after transduction, cells
were diluted for immunoblot selection of individual clones. Clones with similar
H2AX levels to H2AXþ /þ MEFs were selected, expanded, and analyzed.

Unless specified, chemicals and reagents were from Sigma-Aldrich.
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CHAPITRE 3: DISCUSSION 
 

Mes travaux ont participé à la compréhension de la mort cellulaire dépendante d’AIF induite par le 

MNNG. D’abord, nous avons découvert le rôle charnière de la protéine BH3-only BID dans ce modèle, 

qui clivée par les calpaïnes permet la relocalisation de BAX à la mitochondrie pour la libération d’AIF. 

Ensuite, nous avons démontré le rôle direct des calpaïnes dans l‘activation de BID grâce à la création de 

versions mutées de BID, non clivables par les calpaïnes, réintroduites dans des cellules BID-/-. La 

résistance de ces mutants au clivage par ces protéases compromet l’activation de BAX, l’induction de la 

perméabilité mitochondriale, la sortie d’AIF et la mort cellulaire. D’autre part, nous avons inscrit cette 

voie de nécrose régulée dans un modèle de nécroptose intrinsèque via l’implication de RIP1 dans ce 

système. En collaboration avec le Dr Mathieu Baritaud, nous avons aussi mis en évidence un mécanisme 

de régulation de la formation du dégradasome impliquant AIF dans le noyau par la découverte des 

kinases responsables de la phosphorylation d’H2AX dans la nécroptose intrinsèque, à savoir les PI3Ks 

ATM et DNA-PK. 

Dans cette discussion, nous commenterons les résultats obtenus à la lumière de la littérature au sujet de 

la régulation de la libération d’AIF, de la nature de la nécroptose intrinsèque induite par le MNNG, des 

utilisations et considérations cliniques de ces découvertes, de l’existence et des propriétés de la mort 

cellulaire dénommée parthanatos et enfin des fonctions d’AIF dans la condensation de la chromatine et la 

fragmentation nucléaire. 

 

1. Régulation de la libération d’AIF – rôle des calpaïnes, des BH3-only et 
de BID 

Cette partie de mon travail de thèse a démontré l’existence d’un lien entre les calpaïnes et l’activation 

de BAX via le clivage de BID dans la nécroptose intrinsèque induite par le MNNG. D’autres études 

avaient préalablement identifié la possibilité d’une protéolyse de BID par les calpaïnes. Des expériences 

menées par l’équipe de R.A. Gottlieb avait en effet mis en évidence en 2001 le clivage de la protéine 

BID par la µ-calpaïne (calpaïne I) au niveau du résidu Gly70 lors de l’ischémie/reperfusion d’un cœur 

de lapin (73). Un peu après, Mandic et collaborateurs démontraient le clivage in vitro de la protéine 

recombinante humaine BID par la m-calpaïne (calpaïne II) (74). L’élution du fragment clivé avait alors 

conduit à l’identification du site de clivage entre la Gly70 et l’Arg71. Les fonctions de cette forme de 

BID clivée par les calpaïnes avaient été vérifiées et confirmaient l’induction de la sortie du cytochrome, 

donc de la perméabilité mitochondriale. Notre étude n’a pas permis de distinguer quel type de calpaïne, 

I ou II, permettait le clivage de BID dans la mort induite par le MNNG. Pour valider le rôle des 

calpaïnes dans ce type de mort, nous avons en effet utilisé des MEFs déficientes pour la sous-unité 
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catalytique Capn4 commune aux calpaïnes de type I et II. De plus, les mutants non clivables de BID que 

nous avons créés ne concernent pas une calpaïne plus que l’autre car les deux études précédentes avaient 

impliqué le même résidu Gly70. Il est de toute façon possible que plusieurs types de calpaïnes soient 

activés en raison de la forte augmentation de calcium (augmentation que nous commenterons plus loin).  

BID n’est d’ailleurs pas la seule protéine de la machinerie apoptotique à pouvoir être clivée par ces 

protéases dépendantes du calcium: c’est le cas de BCL-XL, de la caspase-12 (75), de XIAP et même de 

BAX (76). Ce dernier s’est avéré non clivé par les calpaïnes dans notre modèle. Cela peut être étonnant 

et pourrait s’expliquer par la compartimentalisation différente de BAX et BID. Il est aussi probable que 

la conformation de BAX ou sa séquestration par d’autres protéines ne permette pas l’accès des calpaïnes 

au site de clivage dans le cas de BAX. Ce site est en effet reconnu par les calpaïnes par sa structure 

tertiaire/quaternaire et non primaire comme les caspases. La conformation de la protéine joue donc 

encore plus un rôle primordial dans l’accessibilité aux substrats. Lors de la détermination des mutants 

non clivables de BID, nous appréhendions une impossibilité de muter simplement ce site de façon 

similaire au mutant non clivable par les caspases. C’est pourquoi nous avions prévu deux mutants de 

BID, l’un muté sur la Gly70, l’autre délété pour 4 acides aminés (positions 68 à 71) de cette région. Les 

deux mutants se sont révélés finalement résistants au clivage par les calpaïnes, peut-être car le 

remplacement de la Gly70 par une Ala perturbe déjà la structure de cette séquence d’acides aminés. 

Une autre protéine majeure de la nécroptose intrinsèque est clivée par les calpaïnes : AIF. De nombreux 

travaux ont démontré l’existence d’un clivage d’AIF par ces protéases lors de la mort cellulaire, clivage 

qui permet d’éliminer son ancrage à la membrane interne mitochondriale. Ainsi, les calpaïnes 

permettent à la fois la libération d’AIF dans l’espace intermembranaire mitochondrial via son clivage et 

la libération de ce même facteur dans le cytosol via l’activation protéolytique de BID et l’activation de 

BAX qui s’en suit ! 

 

Notre étude a par ailleurs écarté BIM et BAD comme régulateurs majeurs de la nécroptose intrinsèque 

induite par le MNNG. Ces deux BH3-only étaient pourtant susceptibles d’être activées par les JNK 

kinases (77, 78), enzymes impliquées dans notre modèle d’étude selon Xu et collaborateurs (79). Il 

semble ainsi que de façon analogue à d’autres types de mort cellulaire, plutôt apoptotiques, les 

différentes protéines de la famille BH3-only ne sont pas systématiquement activées ensemble. Selon les 

signaux inducteurs de mort, différentes combinaisons de BH3-only sont impliquées. Par exemple, la 

déprivation en cytokines active BIM, PUMA, BAD alors que les inhibiteurs de tyrosine kinases utilisés en 

chimiothérapie font intervenir BIM, BMF et BAD (8). Le dommage à l’ADN conduit fréquemment à 

l’activation de PUMA et NOXA, via notamment leur régulation par p53. Il aurait pu être intéressant de 

se pencher sur leurs fonctions dans la nécroptose intrinsèque dans la mesure où nous l’induisons par 
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dommage à l’ADN. De la même manière que BID, PUMA est en plus un activateur potentiel direct de 

BAX qui peut l’aider à s’insérer dans la membrane mitochondriale (9). Le réseau de protéines de la 

famille BCL-2 intervenant dans la nécroptose intrinsèque induite par le MNNG est suceptible d’être plus 

important que celui que nous avons jusqu’ici décrit : BCL-2, BAX et BID. Ces trois derniers sont 

essentiels car leur suppression perturbe l’excécution de la mort cellulaire. Néanmoins, nous ne pouvons 

pas exclure la participation d’autres membres dont la redondance avec d’autres protéines ne permet pas 

la mise en évidence de leur importance. 

 

Nos travaux démontrent aussi la possibilité pour des BH3-only telles que BID de réguler plus que 

l’apoptose, et notamment la nécroptose. Ce n’est pas le seul membre de cette famille à pouvoir réguler 

la nécrose car c’est apparemment le cas de BNIP3 et de BMF (80). Il est envisageable que les membres 

de la famille BCL-2 régulent les voies de mort cellulaire au delà de l’induction perméabilité de la 

membrane mitochondriale externe MOMP. Elles possèdent en effet d’autres nombreuses fonctions liées 

à la dynamique mitochondriale et à l’homéostasie du calcium qui pourraient très bien intervenir dans 

l’exécution de divers types de mort (21). Dans notre modèle en particulier, BID et BAX pourraient 

favoriser la fission et altérer la formation des crêtes d’une part. Ces changements participeraient ainsi à 

la libération d’AIF des mitochondries. Il faut noter que le réseau mitochondrial est très fragmenté dans 

le cas de notre modèle d’étude mais il est difficile de déterminer si ces altérations précèdent ou non 

l’induction de perméabilité mitochondriale. D’autre part, la formation du PTP à laquelle BID et BAX 

contribuerait aurait également pour conséquence de favoriser la sortie d’AIF (81). Des études en 2005 

et 2008 avaient déjà conduit à l’identification de BID comme régulateur de la sortie d’AIF via 

l’activation du PTP (82, 83). Nous avions effectué quelques expériences préliminaires pour tester cette 

hypothèse en ayant recours à des inhibiteurs du PTP comme la cyclosporine A, inhibiteur de la 

cyclophyline D, et l’acide bongkrékique, inhibiteur de l’ANT. Les résultats obtenus ont conduit à 

l’exclusion de cette possibilité car aucune inhibition de la perméabilité mitochondriale ou de la mort 

n’avait pu être constatée. L’utilisation de cellules MEFs invalidées pour la cyclophyline D compléterait 

cette étude en ce sens et pourrait permettre de préciser, dans la nécroptose intrinsèque induite par le 

MNNG, les régulateurs de la sortie d’AIF dans le cytosol. 

 

Les protéines de la famille BCL-2 et notamment les BH3-only ont aussi été associées à l’autophagie. Il 

est tout à fait possible que la nécroptose intrinsèque induite par le MNNG induise des mécanismes 

d’autophagie et une réponse à un stress énergétique en général. Cette voie de mort s’accompagne en 

effet d’une chute majeure d’ATP et de NAD. Ces signaux peuvent moduler les voies AMPK-mTOR-

autophagie (pour plus de détails sur ces voies, voir le premier chapitre du deuxième tome). Trois études 
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se sont plus particulièrement focalisées sur le lien entre ces voies de signalisation et l’induction de la 

mort par le MNNG. En effet, l’hyperactivation de PARP-1 associée à la déplétion énergétique et la 

production de ROS entraine l’activation d’AMPK, l’inhibition de mTOR et l’activation de l’autophagie 

(84). Zhou et collaborateurs ont alors démontré en 2013 que l’autophagie induite par AMPK dans ce 

contexte protégeait la cellule de la mort (85). Des travaux menés par Huang en 2014 ont ensuite 

montré que les cellules Atg5-/- étaient plus susceptibles à la mort induite par le MNNG (86). Ils 

suggèrent que des défauts dans le contrôle qualité mitochondrial soient responsables de leur fragilité plus 

que des défauts dans l’induction de l’autophagie. Il est possible que la signalisation d’autophagie 

participe donc à l’exécution de la nécroptose. Il serait intéressant d’au moins vérifier l’induction de 

l’autophagie dans notre modèle expérimental. Dans ce contexte, BID ou d’autres BH3-only pourraient 

induire l’autophagie d’une façon analogue à ce que feraient BAD et BIK via leur perturbation des 

associations BCL-xL/Beclin ou BCL-2/Beclin.  

 

2. La mort induite par le MNNG, une nécroptose intrinsèque 
Dans le cadre de notre étude pour identifier le rôle des BH3-only dans la voie de mort cellulaire induite 

par le MNNG, nous avons pu tester l’inhibiteur de RIP1, la nécrostatine-1, et des cellules MEFs 

déficientes pour RIP1. Ces deux expériences ont révélé l’implication de RIP1 dans la voie de mort 

induite par le MNNG et nous ont conduit à la qualifier de nécroptose, et plus spécifiquement de 

nécroptose intrinsèque. D’une façon analogue à l’apoptose extrinsèque ou intrinsèque selon la nature du 

signal de mort, la nécroptose pourrait aussi être sollicitée par des récepteurs membranaires de la famille 

des récepteurs de mort type TNFR ou par des signaux internes tels que le dommage à l’ADN. La 

nécroptose a depuis été caractérisée en plus par sa dépendance à RIP3 (87). Il faudrait donc que nous 

testions les MEFs RIP3-/- pour vérifier l’appartenance de ce type de mort à la nécroptose, surtout que 

l’activité kinase de RIP1 peut dans certaines conditions contribuer à l’apoptose. De plus, la spécificité de 

la nécrostatine-1 est controversée et a conduit à discuter de nombreux résultats expérimentaux. Malgré 

une spécificité supérieure à de nombreux inhibiteurs dits spécifiques (par exemple l’imatinib), la 

nécrostatine-1 peut cibler l’enzyme immunomodulatrice IDO et influencer la mort cellulaire d’une 

façon indépendante de RIP1 (88). Le développement d’un inhibiteur plus stable et plus affin, la 

nécrostatine-1s, a permis de dépasser ce problème. Nous devrions le tester pour vérifier sa capacité à 

bloquer la nécroptose induite par le MNNG. Cela est d’autant plus important qu’une étude publiée en 

2013 par Sosna et collaborateurs a conclu à une implication très modérée de RIP1 et RIP3 dans la mort 

cellulaire induite par le MNNG (89). Ils n’éliminent pas la possibilité d’un rôle de ces deux kinases, mais 

à un temps tardif de l’exécution de la mort. Par l’utilisation de fibroblastes déficients pour TNFR1 et 

TNFR2, ils ont aussi démontré que l’activation de RIP1 et RIP3 dans ce modèle était forcément 
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indépendante des récepteurs de surface. Xu et collaborateurs avaient déjà établi en 2008 que la voie de 

mort induite par l’hyperactivation de PARP-1 ne passait pas par TNFR1 (79). Il reste à démontrer dans 

la nécroptose intrinsèque induite par le MNNG de quelle façon RIP1 et RIP3 pourraient être activés et 

surtout quels rôles ils pourraient jouer.  

 

Nous observons la phosphorylation de RIP1 précocément dans notre modèle, soit dès 30 minutes après 

exposition au MNNG. Ce n’est pas pour autant qu’elle participe dès le début à la signalisation de mort 

cellulaire. Il existe peu d’indices dans la littérature pour trouver des liens moléculaires entre 

l’hyperactivation de PARP-1 et l’activation du nécrosome. Cela pourrait passer par la déplétion 

d’ATP/NAD, par l’augmentation de calcium, l’augmentation des ROS ou encore l’activation d’autres 

intermédiaires non identifiés. Une piste à explorer pourrait être du côté de c-FLIP et des IAPs. Ceux-ci 

sont en effet cruciaux dans la régulation du choix entre survie, apoptose ou nécroptose au niveau de la 

plateforme contenant RIP3 et RIP1 (90). Nous devrions aussi porter notre attention sur la signalisation 

en dessous de RIP1 et RIP3 dans la mort induite par le MNNG. Nous pourrions regarder si les 

structures amyloïdes constituées de RIP1 et RIP3 se forment dans les MEFs traitées au MNNG. Il 

faudrait aussi étudier la phosphorylation de MLKL dans ce système. Des travaux publiés en 2012 ont 

identifié MLKL comme effecteur crucial de la nécroptose, phoshorylée par RIP3 (91). Un inhibiteur de 

cette kinase, le nécrosulfamide, avait alors été décrit mais il ne fonctionne que chez l’homme et ne peut 

donc pas être utilisé sur les MEFs de notre étude. Par contre, les souris MLKL-/- ont été depuis créées, 

sont viables et ne présentent pas d’altérations du système hématopoïétique comme les souris Casp8-/-

RIP3-/- (92). En conséquence, des MEFs ont pu être établies et sont d’ailleurs résistantes à l’induction de 

la nécroptose extrinsèque par le TNF. Cette résistance est cependant partielle, suggérant d’autres 

effecteurs que MLKL dans la nécroptose. Les autres inducteurs de nécroptose ou nécrose régulée n’ont 

pas été testés et il serait intéressant de mesurer la mort et le type de mort induite dans ces MEFs par le 

MNNG. 

 

Au moment de l’identification initiale de MLKL comme régulateur de la nécroptose, il avait été suggéré 

que PGAM5 et DRP1 en soient les cibles principales (93). Elles auraient participé à l’exécution de la 

nécroptose au niveau de la mitochondrie en induisant la fission mitochondriale et la production de ROS. 

Cette relocalisation à la mitochondrie aurait pu être reliée à nos observations d’activation de BID, de 

BAX et d’AIF. Pourtant, des études ultérieures ont remis en cause ces résultats. De récents travaux ont 

depuis démontré la redistribution de MLKL sous forme d’homo-oligomères à la membrane plasmique 

(92). Cette relocalisation s’accompagnerait soit d’une activation des NADH oxydases membranaires 

avec production excessive de ROS soit d’une perturbation de l’homéostasie osmotique critique pour la 
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survie de la cellule. Un influx calcique induit par MLKL a été mesuré par une équipe tandis qu’un influx 

sodique a été détecté par une autre (92, 94, 95). Il est aussi probable que le type cellulaire et le contexte 

environnemental déterminent quels canaux sont les plus atteints. Dans la nécroptose intrinsèque induite 

par le MNNG, l’influx calcique observé pourrait potentiellement être généré par cette signalisation. Il 

pourrait constituer le lien entre PARP-1 et l’activation des calpaïnes. Nous avons pu mesurer l’influx 

calcique après ajout du MNNG sur les MEFs et ce dernier est en effet rapide et soutenu au cours du 

temps. L’augmentation intracellulaire du calcium doit d’ailleurs se répercuter sur les mitochondries qui 

servent de tampon calcique secondaire au réticulum. Ce phénomène a de fortes chances de participer à 

la transition de perméabilité mitochondriale qui lui succède, en dehors ou conjointement aux protéines 

de la famille BCL-2. Une étude publiée en 2011 suggère que l’augmentation précoce des ROS suite à 

l’exposition au MNNG soit l’origine de la réponse calcique et participe même à l’activation de PARP-1 

(96). Une autre piste réside dans l’activation du canal Ca2+/Na+ TRPM2 par l’ADP-ribose (pouvant 

venir de PARP-1) ou par les ROS comme l’H2O2. Un autre canal, l’HCN2 pour hyperpolarization-

activated cyclic nucleotide-gated, a aussi été relié à l’augmentation du calcium nécessaire à la libération 

d’AIF dans des neurones ou des cellules de carcinome pulmonaire (97). En dehors d’une action directe 

des ROS ou des PAR, la crise énergétique subie par la cellule pourrait également contribuer à la 

perturbation des canaux ioniques consommateurs d’énergie. En conclusion, l’ensemble de ces 

observations incite à compléter notre étude par la précision de l’importance et la régulation du calcium 

dans la nécroptose intrinsèque induite par le MNNG. 

3. Utilisations et considérations cliniques de ces découvertes 
Nos travaux s’inscrivent dans la lignée de ceux ayant contribué à faire changer l’image de la nécrose dans 

la physiologie et la physiopathologie. Bien qu’initialement décrite avant l’apoptose, la nécrose a depuis 

plusieurs années été considérée comme accidentelle et donc hors de portée thérapeutique. Pourtant, de 

nombreuses études ont aujourd’hui prouvé qu’à défaut d’être programmée, la nécrose peut au moins 

être régulée et comprend des voies de signalisation avec des effecteurs clés. Cette découverte signifie 

que l’inhibition de la nécrose ou son activation est une réelle option thérapeutique. C’est une très bonne 

nouvelle considérant le nombre de pathologies dans lesquelles la nécroptose a été récemment 

démontrée comme impliquée : l’infarctus du myocarde, l’accident vasculaire cérébral, l’athérosclérose, 

la pancréatite, l’ischémie-reperfusion, la maladie de Crohn, … Et la nécroptose constitue seulement un 

des sous-types de nécrose régulée (87).  

 

D’autres voies de nécrose régulée existent, notamment celle impliquant la cyclophyline D et la 

transition de perméabilité mitochondriale. Celle-ci est notamment importante en plus de la nécroptose 

dans l’ischémie-reperfusion et constitue un axe de recherche majeur à forts enjeux médicaux. 
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L’inhibition par invalidation génique de ces deux voies de signalisation en combinaison a d’ailleurs donné 

des résultats prometteurs sur des modèles murins d’ischémie-reperfusion (90). Il pourrait être trop tard 

(à cause des dommages déjà générés) de traiter des patients avec des inhibiteurs de nécrose régulée 

lorsqu’ils arrivent pour un infarctus ou un AVC. Néanmoins, il est au moins possible d’envisager limiter 

les dégâts induits sur un organe lors d’une transplantation. En effet, la perfusion des organes du donneur 

par des inhibiteurs de nécrose régulée pourrait prévenir le rejet de ces derniers par le receveur en aidant 

à limiter la production de signaux de danger pro-inflammatoires. En accord avec cette hypothèse, la 

greffe de reins déficients pour RIP3 a permis dans un modèle d’allotransplantation de souris 

d’augmenter considérablement leur survie (90). L’inhibition par la nécrostatine ou la nécrosulfamide 

reste à tester en clinique mais la cyclosporine est par exemple déjà largement utilisée dans ce contexte. 

Ces propriétés immunosuppressives viennent d’ailleurs potentiellement du blocage de la nécrose régulée 

et donc de l’inflammation dans ce contexte de greffe. Dans ce contexte clinique, il est important de 

garder à l’esprit que les différentes voies de nécrose régulée peuvent partager des effecteurs communs, 

notamment en aval de la signalisation, qui sont par conséquent des cibles particulièrement pertinentes. 

Pour l’instant aucune étude clinique n’a été entreprise avec la nécrostatine ou la nécrosulfamide. Il est 

vrai que les controverses liées à leur spécificité et mode d’action ont probablement ralenti leur passage 

en clinique. L’accumulation ces dernières années de preuves de concept en pré-clinique pourrait sans 

doute faire pencher la balance vers des développements sur l’homme.  

 

D’autres molécules régulant la mort cellulaire sont quant à elles passées au stade clinique, c’est le cas des 

BH3-mimétiques. On distingue parmi elle les authentiques et les supposées. Les premières interagissent 

uniquement avec les membres de la famille BCL-2 tandis que les secondes peuvent avoir des cibles 

additionnelles qualifiées d’off-targets. Quelques uns ont atteint les phases cliniques avec succès (ABT-

263/Navitoclax, Obatoclax, dérivés du Gossypol), souvent en combinaison avec d’autres agents 

thérapeutiques de type inducteurs de dommages à l’ADN, anti-métabolites ou immunothérapies (27). 

De nouvelles molécules sont actuellement développées selon des stratégies variées d’augmentation de 

liaison à une cible (type MCL-1) ou de diminution à une autre « off-target ». Le but de ces molécules est 

de venir perturber l’équilibre entre pro et anti-apoptotiques de la famille BCL-2, dans un contexte de 

cellule tumorale amorcée pour mourir. L’issue visée est normalement l’induction de l’apoptose. Nos 

travaux et beaucoup d’autres démontrent que la perturbation des interactions entres les membres de la 

famille BCL-2 ne va pas nécessairement induire uniquement l’apoptose. Il a justement été démontré 

qu’un mimétique activateur de NOXA entrainait une augmentation de l’autophagie via son effet sur la 

séquestration de Beclin-1 par BCL-2. L’obatoclax a aussi démontré un effet sur la voie AMPK/mTOR 

sans que les causes aient été clairement identifiées (27). D’autres perturbations de dynamique 
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mitochondriale, d’homéostasie du calcium, de phosphorylation oxydative pourraient survenir dans ce 

même contexte. De plus, il est fort possible que la nécroptose, ou plus largement la nécrose régulée, 

soit enclenchée par ces molécules de type BH3-mimétiques. Ces considérations ne sont pas de l’ordre 

du détail car elles peuvent conditionner l’immunogénicité associée à la thérapie utilisée. La nécrose est 

une mort bien plus immunogène de par les signaux de danger type ATP, HMGB1 et acides nucléiques 

auxquels elle est associée (98). Ce n’est pas forcément néfaste à l’élimination de la tumeur comme des 

études ont pu le montrer. Il est justement plausible que les chimiothérapies conventionnellement 

utilisées en cancérologie soient associées à des morts nécrotiques plus qu’apoptotiques, surtout sachant 

le nombre de tumeurs déficientes pour les voies apoptotiques dépendantes des caspases. 

 

Dans ce contexte, AIF pourrait s’avérer un partenaire approprié pour tuer les cellules cancéreuses. De 

par son rôle comme médiateur du dommage à l’ADN, son activation serait un outil prometteur dans le 

cadre de radiothérapies ou de chimiothérapies reposant sur l’induction de dommages à l’ADN 

(inhibiteurs de topo-isomérases par exemple). Le composé Bezielle de l’entreprise Bionovo exploite 

déjà cette piste pour le cancer du sein avancé. Issu de l’herbe Scutellaria barbata utilisée dans la médecine 

chinoise, Bezielle tuerait spécifiquement les cellules cancéreuses via une voie de mort cellulaire 

programmée passant par AIF d’après un communiqué scientifique officiel de l’entreprise. Des études in 

vitro ont aussi démontré l’induction d’une voie caspase-dépendante en parallèle mais AIF serait un 

effecteur majeur de la mort médiée par Bezielle. Ce composé a fait l’objet de deux études cliniques de 

phase I dans le cancer du sein et est actuellement en essai de phase II  (99, 100). Une autre piste de 

ciblage thérapeutique via AIF réside dans la mise au point de peptides interagissant spécifiquement avec 

AIF. Grâce à la connaissance des sites d’interaction d’AIF avec l’ADN, avec la CypA et H2AX, il serait 

possible de concevoir des peptides mimant l’action d’AIF afin d’induire, dans le cas des cancers, ou 

d’inhiber, dans le cas de maladies neurogénératives, la mort cellulaire médiée par AIF. Dans une optique 

similaire, deux laboratoires ont déjà mis au point des anticorps chimériques AIF reconnaissant les 

cellules surexprimant le récepteur HER2 (fréquemment retrouvé dans des tumeurs solides) (69, 70). 

Leurs résultats démontrent la possibilité de tuer, sans combinaison, avec cette immunotoxine. Le 

développement de cette stratégie thérapeutique en combinaison avec d’autres traitements pourrait 

s’avérer efficace sur différentes tumeurs. Les inhibiteurs de PARP sont actuellement utilisées de cette 

façon : l’inhibition de la réparation de l’ADN bénéficie au patient dont les cellules tumorales deviennent 

plus sujettes à la mort induite par radiothérapie ou chimiothérapie. L’hyperactivation de PARP-1, et non 

son inhibition, est pourtant aussi une façon de tuer les cellules comme le montre notre modèle d’étude 

mais aussi celui de la parthanatos dont nous allons développer et commenter à présent les particularités. 
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4. Existence de la parthanatos 
Lorsque le dommage à l’ADN touchant les cellules est trop conséquent, PARP-1 est hyperactivée et ses 

fonctions dépassent alors la réparation des lésions de l’ADN. Ce faisant, elle produit en effet des 

polymères de PAR long et ramifiés et consomme beaucoup de NAD+ (et donc d’ATP) menant à 

l’épuisement énergétique de la cellule. La mort de la cellule est alors induite et est associée à 

l’externalisation des phosphatidylsérines, la dissipation du potentiel de membrane mitochondrial, la 

translocation d’AIF au noyau, la fragmentation de l’ADN (environ tous les 50 kb) et la condensation de 

la chromatine. Très étudiée dans des modèles de mort neuronale de type excitotoxicité médiée par le 

récepteur au glutamate NMDA, cette mort a aussi été décrite dans des conditions in vivo et in vitro 

associées à un stress oxydant induit ou un stress nitrosant comme dans l’inflammation, l’ischémie, 

l’hypoxie, l’hypoglycémie, le dommage à l’ADN (induit par le MNNG) (101).  

 

L’équipe de Ted et Valina Dawson à l’université John Hopkins (Baltimore, MD, USA) s’est positionnée 

comme pionnière dans le travail de description des mécanismes régulant cette mort cellulaire, 

notamment dans les neurones, et l’a baptisée parthanatos (67). Cette voie de mort se distingue de 

l’apoptose car elle n’a pas besoin des caspases pour son exécution mais elle s’accompagne quand même 

d’une fragmentation de l’ADN, de haut poids moléculaire, réalisée par son effecteur principal AIF. La 

dépolarisation de la mitochondrie est impliquée et certains éléments en découlant peuvent être partagés 

par d’autres types de mort cellulaire, comme la nécroptose ou l’apoptose. Par contre, les cellules 

mourant par parthanatos ne subissent pas de gonflement cellulaire contrairement à la nécrose. Au regard 

de l’énonciation de ces propriétés, il serait logique d’assimiler à de la parthanatos la mort cellulaire 

induite par le MNNG que nous avons utilisée.  

 

Pourtant, un point crucial de désaccord nous empêche de définir notre modèle comme tel : 

l’importance du clivage et de la libération d’AIF de la membrane interne mitochondriale. Les travaux 

publiés dans Science en 2002 par l’équipe de Valina Dawson ont identifié AIF comme effecteur majeur 

de cette mort cellulaire induite par PARP-1 (67). Une étude suivante en 2006 a mis en évidence la 

fonction des polymères de PAR dans la libération d’AIF (102). Puis des travaux publiés par la même 

équipe en 2009 ont remis en cause l’importance des calpaïnes dans la libération d’AIF nécessaire pour sa 

translocation au noyau (68). L’incubation d’AIF recombinant avec la calpaïne I a alors confirmé 

l’existence d’un clivage in vitro observé précédemment par d’autres équipes, mais les auteurs 

questionnaient la fonctionnalité de ces enzymes dans la parthanatos. La première raison venait de la 

translocation rapide au noyau, dès 15 minutes d’exposition au MNNG, d’une forme d’AIF non clivée. 

La deuxième venait du fait que les MEFs invalidées pour Capn4 (la sous-unité catalytique des calpaïnes) 
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ne présentaient ni défaut de relocalisation au noyau, ni défaut de mort cellulaire induite par le MNNG. 

Toujours en 2009, cette même équipe proposait l’existence d’un pool d’AIF à la surface de la membrane 

externe mitochondriale (66). Identifié par des expériences de sous-fractionnement et 

d’immunomarquage en microscopie électronique, cet AIF représenterait 28 et 12% de l’AIF total 

mitochondrial respectivement selon les deux techniques. C’est ce pool, non clivé, qui relocaliserait 

précocement au noyau dans les deux premières heures d’induction de parthanatos. L’identification des 

résidus d’AIF nécessaires à la liaison des polymères PAR en 2011 a conduit cette équipe à démontrer 

l’importance de cette liaison pour la relocalisation d’AIF (103).  

 

Ces découvertes sont en désaccord avec nos études qui démontrent à la fois l’importance des calpaïnes et 

des protéines de la famille BCL-2 dans la libération d’AIF nécessaire à l’exécution de la mort. L’équipe 

des Dawson démontrait pourtant en 2002 que la surexpression de BCL-2 entraînait un ralentissement de 

la translocation d’AIF et de la dégradation du noyau après exposition au MNNG (67). Ils observaient 

d’ailleurs aussi une induction de perméabilité mitochondriale précédant la translocation d’AIF au noyau. 

Est-ce que celle-ci serait aussi induite par les polymères de PAR ? Ces résultats sont aujourd’hui plus 

difficiles à comprendre si seul le pool d’AIF mitochondrial externe est finalement important. La remise 

en cause du rôle des calpaïnes dans le clivage d’AIF vient contredire de nombreuses équipes ayant 

auparavant prouvé la nécessité de ces protéases pour l’exécution de la mort cellulaire. Pour ma part, j’ai 

pu constater que la résistance des MEFs Capn4-/- est pourtant avérée 9h après exposition au MNNG. Les 

données publiées par les Dawson ne présentent que la mort mesurée à 24h post-traitement MNNG, il 

est donc possible qu’une différence soit constatée plus tôt (68). Nous avons de notre côté observé que la 

perturbation de l’induction de la perméabilité mitochondriale par des MEFs BID-/- ou le blocage de la 

fragmentation de l’ADN par des MEFs H2AX-/- n’empêchaient pas à long terme (24h) la mort des 

cellules. Cette mort est par contre de type nécrose accidentelle. Il pourrait se produire la même chose 

dans les Capn4-/-. Leurs travaux insistent aussi sur la relocalisation d’une forme non clivée d’AIF dans le 

noyau en se basant sur des résultats de western blot où l’AIF recombinant de 57 et de 62 kDa sert de 

contrôle. Bien que leurs analyses concluent à une relocalisation d’une forme entière de 62 kDa, tous les 

résultats retrouvés dans leurs différentes études présentent clairement une forme d’AIF de taille 

intermédiaire, entre 57 et 62 kDa. Il est possible que la forme clivée d’AIF migre moins vite que la 

version recombinante en raison de modifications post-traductionnelles, comme justement l’ajout de 

polymères de PAR. Le séquençage protéique par spectrométrie de masse permettrait de trancher quant 

à la nature de l’AIF relocalisé (clivé ou non clivé). De notre côté, nous pourrions vérifier l’existence de 

ce pool situé à la surface de la mitochondrie et son détachement dans la nécroptose intrinsèque, ce 

processus n’ayant pas été confirmé par une autre équipe depuis 2009. 
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Une grosse partie de ces travaux démontre également l’implication des PAR dans la régulation d’AIF, en 

l’occurrence son détachement des mitochondries. L’identification de la liaison de ces polymères sur AIF 

et surtout des résidus critiques pour cette dernière a élégamment prouvé l’importance qu’elle revêt dans 

la parthanatos, et donc potentiellement dans la nécroptose intrinsèque également (103). Il serait 

intéressant de vérifier par immunoprécipitation la fixation des PAR sur AIF dans notre modèle et que 

nous testions leur fonction dans la libération d’AIF. Il n’est pas exclu que les PAR puissent agir sur le 

pool intra-mitochondrial d’AIF de la même manière que sur celui moins important de la membrane 

externe. La mitochondrie a démontré dans d’autres modèles être un site possible de PARylation et 

plusieurs protéines mitochondriales ont été retrouvées PARylées. Deux hypothèses peuvent expliquer 

cette présence de PAR : leur diffusion/transport à la mitochondrie ou l’existence de protéines 

mitochondriales à activité type PARP. Une étude de Pankotai et collaborateurs en 2009 a justement 

identifié ce type d’activité chez une sous-unité de l’alpha-kétoglutarate déshydrogénase (104). Ces 

observations renforcent la probabilité d’une modification de l’AIF inséré dans la membrane interne 

mitochondriale qui puissent influencer son clivage ou sa sortie. D’autres protéines par l’addition de PAR 

pourraient aussi favoriser la perméabilité mitochondriale avec les protéines de la famille BCL-2. Le 

groupe des Dr Dawson a récemment identifié un procédé qui pourrait intervenir dans la perturbation 

mitochondriale. Ils ont en effet démontré que les PAR inhibent l’hexokinase et compromettent ainsi 

l’activité glycolytique (105). Ce changement métabolique entraine des défauts mitochondriaux au niveau 

de la capacité respiratoire qui s’en trouve fortement diminuée. Il n’est d’ailleurs pas impossible que cela 

soit lié à l’activité d’AIF et sa libération des mitochondries, d’autant plus que deux équipes ont déjà 

montré l’interaction physique entre AIF et l’hexokinase II. Ces études mériteraient d’être conduites 

pour préciser l’effet des PAR sur AIF en général. Cela nous permettra de mieux comprendre si oui ou 

non le modèle que nous étudions s’apparente à une parthanatos et quels peuvent être les liens avec la 

nécroptose.  

5. Fonctions d’AIF dans la condensation de l’ADN et la fragmentation 
Je me suis aussi intéressée aux fonctions d’AIF dans le noyau par l’étude des kinases responsables de la 

phosphorylation d’H2AX et l’effet qu’elles ont sur la fragmentation de l’ADN par AIF. En collaboration 

avec Mathieu Baritaud, j’ai ainsi contribué à identifier les kinases de réparation de l’ADN, ATM et les 

DNA-PK, comme responsables de l’installation et le maintien de la phosphorylation d’H2AX dans la 

nécroptose intrinsèque. Cette phosphorylation est primordiale pour la capacité d’AIF à recruter la 

cyclophyline A au niveau de γH2AX pour initier la fragmentation de l’ADN via la formation d’un 

dégradasome. C’est la conformation de γH2AX et non sa phosphorylation per se qui permet l’interaction 

avec AIF. Nos études suggèrent qu’H2AX pourrait constituer une plateforme d’ancrage pour AIF dans le 
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noyau où d’autres protéines seraient alors requises. La première identifiée est la cyclophyline A mais il 

est très probable que d’autres acteurs de ce dégradosome y soient aussi recrutés. Des expériences 

d’immunoprécipitation à partir de lysats nucléaires suivies de spectrométrie de masse permettraient de 

compléter l’identification des partenaires d’AIF dans le noyau, en conditions normales et en conditions 

de mort cellulaire. Il serait intéressant de mettre également au point des systèmes in vitro pour accéder 

plus facilement à ces informations. Plus que le recours à l’ADN plasmidique comme précédemment 

dans d’autres études, il serait judicieux de travailler sur la chromatine pour tenir compte des protéines 

telles qu’H2AX qui la constituent. Des systèmes cellulaires fluorescents au niveau de composants de la 

chromatine pourraient aussi faciliter l’étude de ces phénomènes. 

 

En parallèle de sa participation à la constitution d’un complexe multi-protéique contenant AIF, γH2AX 

pourrait simplement aider AIF à accéder à l’ADN. Le variant d’histone γH2AX augmente déjà l’accès à 

la molécule d’ADN par des complexes de réparation, il est plausible qu’il favorise similairement les 

complexes de dégradation ou de condensation lors de la mort cellulaire. La phosphorylation d’H2AX sur 

la sérine 139 se trouve en effet au niveau du site de point d’entrée de l’ADN dans le nucléosome. La 

conformation acquise par la forme phosphorylée pourrait être associée à une décondensation de la 

chromatine. AIF aurait de cette manière une probabilité plus grande d’accéder à l’ADN nu. Plusieurs 

études ont démontré la capacité d’AIF à se fixer à l’ADN, et même à l’ARN d’ailleurs. Une étude par 

Vahsen et collaborateurs en 2006 a aussi montré une préférence de liaison à l’ADN simple brin, qui 

pourrait être générée dans le cas d’un complexe de réparation associé à H2AX et détourné par AIF 

(106). Cette fixation à l’ADN ne se fait pas au niveau de séquences répétées reconnues par AIF, comme 

un facteur de transcription pourrait le faire. Cette interaction serait dirigée par la polarité de la protéine 

AIF envers la molécule d’ADN chargée négativement. Dans l’AIF humain, des résidus précis ont été 

identifiés comme primordiaux pour la liaison à l’ADN par des expériences de mutagenèse : le variant 

K510A/K518A et le variant K255A/R265A sont effectivement très peu efficaces pour lier l’ADN in 

vitro et présentent une incapacité à induire la mort cellulaire dans des cellules (58). La découverte d’un 

site d’ubiquitination sur le résidu 255 conduit à envisager une double fonction pour cette région d’AIF, à 

la fois dans l’élimination de la protéine ou sa séquestration et dans l’interaction avec l’ADN. Il est 

possible que la liaison d’AIF avec l’ADN prévienne alors la dégradation et vice versa.  

 

D’autres mécanismes réguleraient cette fonction cruciale d’AIF, c’est le cas de la dimérisation de la 

protéine. AIF dimérise apparemment lors de la réduction du NADH, ceci a pu être montré in vitro mais 

aussi sur des cellules (53). Cette dimérisation concernerait tant la protéine humaine que la protéine 

murine et impliquerait des réarrangements conformationnels des domaines impliqués dans 
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l’oxydoréduction comme dans la mort cellulaire. L’ADN étant double-brin, cela aiderait AIF à se 

positionner avec ses partenaires de part et d’autre de l’ADN. Mon travail avec l’équipe de Milagros 

Medina (Université de Zaragoza, Espagne) sur cette question m’a permis d’appréhender mieux 

comment cette dimérisation influencerait les fonctions d’AIF. Grâce à l’utilisation d’un triple mutant 

d’AIF humain incapable de dimériser, nous avons pu étudier l’impact de la dimérisation sur l’induction 

de la condensation et la fragmentation de l’ADN. Nous avons ainsi constaté avec ce mutant des défauts 

de dégradation des noyaux par des expériences dites de cell-free où des noyaux purifiés ont été incubés 

avec l’AIF recombinant sauvage ou muté. Ces expériences nécessitent d’être complétées dans des 

conditions cellulaires moins articificielles où le triple mutant pourra être étudié dans l’intégralité de ses 

fonctions. Il faudrait aussi caractériser ses capacités de liaison aux différents partenaires protéiques déjà 

connus d’AIF, et potentiellement ceux liés à la fragmentation tels que la cyclophyline A et H2AX. 

 

Un modèle possible est qu’AIF accèderait à la chromatine via des points de cassure pré-existants. Via son 

interaction avec H2AX et l’ADN il pourrait ensuite se propager le long de l’ADN pour condenser la 

chromatine. Cette propagation pourrait se faire conjointement à des complexes modificateurs de la 

chromatine ou/et des complexes de réparation. La forme dimérisée d’AIF pourrait être la forme 

principalement sollicitée lors de cette action. Nous pouvons d’ailleurs envisager qu’AIF participe en 

dehors de la mort cellulaire à ces phénomènes, d’autant plus qu’une portion d’AIF a souvent été 

retrouvée au noyau lors d’expériences de sous-fractionnement de cellules contrôles. AIF pourrait 

comme d’autres protéines cumuler des fonctions de réponse de dommage à l’ADN et d’effecteur de 

mort d’une façon similaire à celle observée récemment pour ATM et BID (107). Ces dernières 

naviguent entre le noyau et la mitochondrie pour réguler au mieux la mort cellulaire et la réponse aux 

dommages à l’ADN. Est-ce que le pool d’AIF décrit à la surface des mitochondries par l’équipe des Drs 

Dawson pourrait être cet AIF relocalisé au noyau sans signal de mort ? Il serait intéressant de l’étudier. 

 

AIF pourrait par ailleurs être un facilitateur de la condensation de la chromatine et de la dégradation de 

l’ADN dans d’autres sytèmes de mort que la nécroptose intrinsèque et la parthanatos. Dans le cas de 

l’apoptose, c’est l’endonucléase CAD qui fragmente l’ADN d’une façon oligonucléosomale, soit entre 

les nucléosomes. Or la majorité de la chromatine est bien plus empactée que le stade nucléosomal dans 

le noyau des cellules, par des phénomènes à la fois physiques et biologiques. AIF pourrait être un 

système préparant le terrain de la CAD par la condensation et la fragmentation initiale de haut poids 

moléculaire, comme pour découper la chromatine avant de la hacher menue ! Cette répartition en 50 kb 

est curieuse et n’a pas été expliquée jusqu’alors. Une littérature assez ancienne s’était intéressée aux 

structures de la chromatine et avait mis en évidence l’existence de boucles dans la chromatine, tous les 
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50 kb, qui pouvaient s’assembler en rosettes hexamèriques (108, 109). La digestion de la chromatine 

par des nucléases in vitro avait permis l’obtention de ces fragments aussi retrouvés dans des cellules 

caractérisées à l’époque de pré-apoptotiques. L’incubation d’AIF avec de la chromatine « naturelle » 

comme nous suggérions plus haut aiderait à comprendre cette fragmentation. Il est important de 

mentionner que quelques études ont questionné la fonction d’AIF qui pourrait au moins être substituée 

par d’autres facteurs (110). Par contre, la condensation serait une marque incontestée de la 

relocalisation d’AIF dans le noyau. Il reste à déterminer comment et pourquoi cette condensation a lieu. 

Dans les deux phénomènes, condensation comme fragmention, nous pouvons nous demander si AIF 

n’agit pas dans tous les systèmes de mort associés à la perméabilité mitochondriale et donc à la sortie de 

ce facteur. L’inactivation génique d’AIF dans des cellules et des organismes est un moyen d’y répondre. 

Ces expériences ont été réalisées, parfois avec succès dans le cas de siRNA, mais ont surtout conduit les 

cellules, animaux et tissus complètement déficients en AIF à mourir plus qu’à résister à la mort 

cellulaire (53). En effet, le problème est qu’AIF agit à la fois comme inducteur de mort et gardien de la 

survie cellulaire. Comme l’ont montré les différents modèles, AIF participerait à la physiologie 

mitochondriale par son action sur la stabilité/maintien du complexe I de la chaîne respiratoire, son 

action sur la morphologie mitochondriale et/ou son effet sur la production des ROS (47). Nous verrons 

dans le détail l’ensemble des travaux portant sur l’étude de la fonction vitale d’AIF dans la deuxième 

partie de cette thèse mais son existence nous amène déjà à nous questionner sur laquelle de ces fonctions 

est la plus responsable de l’exécution de la mort : est-ce parce qu’AIF quitte la mitochondrie et cesse ses 

fonctions vitales que la cellule meure ? ou est-ce parce qu’AIF rejoint le noyau pour condenser la 

chromatine ? Des travaux menés par Cheung et ses collaborateurs en 2006 ont prouvé que la sortie 

d’AIF de la mitochondrie contribuait dans les temps précoces à l’induction de la mort cellulaire de 

neurones induite par dommage à l’ADN (111). Cette étude avait utilisé des neurones de télencéphale 

inactivés pour AIF et retransfectés avec des mutants d’AIF. La rétention d’AIF par une séquence 

d’insertion à la mitochondrie différente permettait ainsi de ralentir l’exécution de la mort, via un 

ralentissement de la perméabilité mitochondriale, de la chute de production d’ATP et de la 

consommation d’oxygène. Néanmoins, plus tardivement, la fonction pro-apoptotique d’AIF conduisait à 

la mort des neurones en question. Bien que le titre de cette étude soit « dissocier les fonctions doubles 

d’AIF dans la vie et la mort », leur travail démontre paradoxalement la difficulté de dissocier ces 

fonctions dans des conditions cellulaires normales. Pour pouvoir y parvenir, il faut déjà disposer de 

cellules viables invalidées pour AIF dans lesquelles la réintroduction de ces formes mutées d’AIF sera 

faisable.  
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C’est dans cette optique que la deuxième partie de ma thèse a été menée grâce à un modèle murin inédit 

de délétion d’AIF. Nous avons créé une souris floxée comprenant des séquences loxP de part et d’autre 

de l’exon 11 d’AIF. Cette lignée génétiquement modifiée a ensuite été croisée avec diverses souris 

exprimant la cre recombinasse : ubiquitaire PGK-cre, inductible par le tamoxifène ROSA-Cre-ERT2 ou 

spécifique du système hématopoïétique Vav1-Cre. Les résultats obtenus avec les deux premières Cre 

grâce au travail mené avec le Dr Laure Delavallée ont participé à la compréhension des altérations liées à 

la perte d’AIF dans les embryons et dans les cellules MEFs. La cre spécifique du système 

hématopoïétique a quant à elle permis d’appréhender le rôle d’AIF dans l’hématopoïèse essentiellement 

via ses fonctions vitales dans la mitochondrie. Comme vous le constaterez à la fin de la lecture de ce 

travail, ces autres approches technologiques ont à la fois permis de mieux comprendre AIF et 

d’envisager de futures études qui aideront à enfin percer les mystères de cette protéine. Cela permettra 

de revisiter le rôle d’AIF dans la mort cellulaire tout en ouvrant la voie pour des possibles applications 

thérapeutiques. Pour présenter et discuter les résultats obtenus dans cette partie focalisée sur l’AIF dans 

la physiologie mitochondriale, il me faut d’abord introduire les fonctions métaboliques de la 

mitochondrie ainsi que le rôle des mitochondries dans l’hématopoïèse et l’immunité. 
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TOME 2 

CHAPITRE 1: INTRODUCTION 

1. Mitochondrie et métabolisme 

1.1. La mitochondrie, site de production énergétique 

1.1.1. Principes généraux 
Le glucose, source principale de carburant métabolique et de la masse cellulaire, est absorbé par les 

cellules de façon régulée par les transporteurs au glucose GLUTs (Figure 11). Une fois dans la cellule, le 

glucose est phosphorylé en glucose-6-phosphate G6P par les hexokinases. A ce niveau, le G6P peut 

suivre la voie glycolytique et aboutir à la génération de pyruvate pour le cycle de Krebs ou être dirigé 

vers la voie des pentoses phosphates pour produire du ribose-5-phosphate et du NADPH (112). La 

production de NADPH par la voie des pentoses phosphates protège les cellules des dommages liés au 

stress oxydant en générant du glutathion réduit et en neutralisant les hyperoxydes. Le NADPH est aussi 

un cofacteur essentiel à la biosynthèse des nucléotides, des acides aminés et des acides gras. De plus, le 

ribose-5-phosphate est métabolisé de façon non oxydante et est utilisé pour la synthèse des acides 

nucléiques.  

Si le G6P poursuit au contraire vers la glycolyse, le substrat final obtenu dans le cytosol est le pyruvate 

qui peut alors rejoindre la mitochondrie pour y subir des oxydations successives via le cycle de Krebs. 

Son passage par le cycle produit deux molécules d’ATP et six molécules de NADH par molécule de 

glucose. Le NADH généré est alors utilisé comme agent réducteur dans la phosphorylation oxydative 

afin d’atteindre un fort rendement d’ATP. En plus du glucose, le cycle de Krebs reçoit un apport 

d’acides aminés pour produire les intermédiaires réactionnels (113). L’oxydation des acides gras par la 

mitochondrie conduit aussi à l’alimentation du cycle de Krebs. 

1.1.2. Cycle de Krebs 
Le cycle de Krebs, autrement appelé cycle des acides tricarboxyliques (TCA), est traditionnellement 

considéré comme une voie cyclique complémentaire du métabolisme oxydatif dont le rôle est d’oxyder 

l’acetyl-CoA en CO2, générant ainsi du NADH et du FADH2 pour alimenter la chaine respiratoire en 

électrons (Figure 12). Le cycle de Krebs peut être divisé en deux étapes : la première étape de 

décarboxylation consiste à transformer le citrate en succinyl-CoA libérant au passage deux molécules de 

CO2, tandis que la deuxième étape est réductrice et correspond aux oxydations successives du succinate 

en fumarate, du fumarate en malate et du malate en oxaloacétate (114). 
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Sterols 
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hème, chlorophylle 

Figure 11 : Métabolisme 
énergétique d’une cellule 
mammifère type 
Pour répondre aux besoins 
énergétiques, l’ATP est produit 
par la voie glycolytique (bleu), le 
cycle de Krebs et la 
phosphorylation oxydative. Le 
principal substrat qu’est le 
glucose entre dans la cellule via 
les transporteurs GLUTs et est 
converti en pyruvate. Le glucose 
excédentaire peut être stocké 
sous forme de glycogène ou peut 
rejoindre la voie des pentoses 
phosphates (vert). Le pyruvate est 
soit converti en lactate soit 
transporté à la mitochondrie pour 
former l’acétyl-CoA. Ce dernier 
est pris en charge par le cycle de 
Krebs pour générer du NADH et 
FADH2, substrats de l’OXPHOS. 
Le fructose, le galactose, les 
acides gras et la glutamine 
peuvent aussi rejoindre ce 
système de production d’ATP par 
différentes voies. 
D’après WJH Koopman, EMBO J, 
2013, 32, 9-29. 

Figure 12 : Cycle de Krebs 
Les différentes étapes du cycle sont représentées avec les enzymes en italique et les carbohydrates de chaque étape sont en 
gras. Le cycle est utile au catabolisme des carbohydrates, des acides gras et des acides amines. Il fournit aussi des 
précurseurs de voies anaboliques. L’!-KG et l’oxaloacetate servent par exemple à la synthèse d’aspartate et de glutamate 
par simple transamination. Le succinyl-CoA est un intermédiaire de la synthèse de l’anneau de porphyrine utilisé pour les 
groupes à hème. Ces voies annexes sont représentées en vert. D’après Arnold Munnich, Nature Genetics, 40, 1148-1149, 2008. 
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Mais il est aujourd’hui admis que le cycle de Krebs est plus qu’un générateur d’électrons pour la chaine 

respiratoire et correspond plutôt à une voie métabolique à la croisée du métabolisme des acides aminés, 

des acides gras et de l’hème (114). Ainsi l’acétyl-coA ne provient pas que du métablisme du glucose 

mais est aussi produit par la β-oxydation des acides gras. Les acides aminés peuvent aussi alimenter le 

cycle car leur catabolisme produit des intermédiaires tels que l’α-KG, le succinyl-CoA, le fumarate, 

l’oxaloacétate et l’acetyl-CoA. Par exemple, la glutamine est convertie par la glutaminase en glutamate 

qui est ensuite métabolisé en α-KG. L’α-KG est par ailleurs un substrat des prolyl-hydroxylases 

régulant les sous-unités alpha des facteurs induits par l’hypoxie HIF. Le succinyl-CoA est quant à lui le 

précurseur de la synthèse de l’hème qui a lieu dans la mitochondrie.  

En accord avec cette vision de carrefour métabolique, les métabolites et certaines enzymes du cycle de 

Krebs ne sont pas uniquement localisés dans la mitochondrie mais également dans le cytosol d’où ils 

contribuent à la régulation des étapes du cycle (115). C’est le cas de la fumarate hydratase et de la 

malate déshydrogénase par exemple. Les métabolites peuvent d’ailleurs diffuser au travers de canaux de 

la membrane plasmique externe et être activement importées dans la matrice mitochondriale via des 

transporteurs tels que les transporteurs tricarboxylate ou dicarboxylate. 

1.1.3. Phosphorylation oxydative 
Le NADH+H+ permet la génération de deux électrons via le complexe I NADH hydrogénase alors que 

le FADH2 sert à la SDH du complexe II pour réduire l’ubiquinone coenzyme Q10 en ubiquinol 

CoQH2. Les électrons transférés à l’ubiquinol CoQH2 par le complexe I et le complexe II passent 

ensuite par le complexe III, le cytochrome c, le complexe IV/cytochrome c oxydase et enfin l’oxygène 

pour générer de l’H2O (Figure 13) (116). De l’énergie est produite au cours du passage des électrons 

dans la chaîne. Celle-ci sert à expulser les protons à travers la membrane interne mitochondriale via les 

complexes I, III et IV. Cela établit un gradient électrochimique de protons avec un espace 

intermembranaire mitochondrial acide et positif opposé à une matrice basique et négative. Le potentiel 

d’énergie accumulé par ce gradient peut servir à différents processus : la génération de chaleur, l’import 

de protéines dans la mitochondrie, l’import de calcium ou la synthèse d’ATP dans la matrice 

mitochondriale (117). L’ATP matriciel est échangé par de l’ADP au niveau des transporteurs ANT 

(adenine nucleotide translocators) de la membrane interne mitochondriale. L’efficacité de couplage est 

maximale quand la sortie de protons est équivalente à son entrée pour la production d’ATP. En 

pratique, elle est rarement égale à 100%. Il existe des protéines découplantes (UCP1, 2 et 3) qui 

rendent la membrane plus perméable à cette fuite de protons. Elles conduisent à une activité de la 

chaine respiratoire maximale mais pas calée sur la production d’ATP. Cela entraine la dissipation de 

l’énergie par la chaleur, mais peut aussi influencer la génération des ROS, l’accumulation de calcium et 

la sensibilité à la mort cellulaire (117). 
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Les complexes de la chaine respiratoire, tous multiprotéiques, sont majoritairement codés par des gènes 

nucléaires (même si pour certains probablement mitochondriaux à l’origine) et par des gènes 

mitochondriaux (Figure 13). Le complexe I se compose de 45 protéines dont 7 codées par l’ADNmt, le 

complexe II comprend 4 protéines, le complexe III en compte 11 dont une mitochondriale, le complexe 

IV est constitué de 13 protéines dont trois provenant de l’ADNmt et enfin le complexe V est formé par 

16 protéines dont 2 mitochondriales (3). Les quatre complexes qui transportent les électrons sont aussi 

ceux pour qui au moins une protéine est codée par l’ADNmt. Cela prévient notamment la 

recombinaison homologue nucléaire et permet leur co-évolution au niveau de l’ADNmt transmis par les 

mitochondries d’un seul parent (la mère chez la plupart des animaux). Cette co-évolution est la garante 

d’un couplage de la chaîne le plus efficace possible (116).  

Figure 13 : Origine génétique et interactions fonctionnelles des complexes de l’OXPHOS 
Le système OXPHOS est constitué de 5 complexes multiprotéiques qui résident dans la membrane mitochondriale 
interne (MIM), délimitant la matrice. L’espace intermembranaire (IMS) et la membrane mitochondriale externe (MOM) 
sont situés de l’autre côté. Les sous-unités des complexes CI, CIII, CIV et CV sont codées par l’ADN mitochondrial 
(rouge) et l’ADN nucléaire (bleu) alors que le CII est uniquement constitué de sous-unités d’origine nucléaire. La 
biogenèse de l’OXPHOS est médiée par des facteurs d’assemblages codés par l’ADN nucléaire. Les protéines codées au 
noyau sont importées dans la matrice via les complexes TOM (translocator of the inner membrane) et TIM (translocator 
of the inner membrane). Au niveau du CI et CII, le NADH et le FADH2 sont oxydés et les électrons libérés sont alors 
transportés vers le CIII par la coenzyme Q10 (CoQ10). Ensuite, les électrons sont transportés jusqu’au CIV par le 
cytochrome c et transférés à l’oxygène. Les CI à CIV constituent la chaine de transport électronique (ETC). L’énergie 
issue de ce transport est utilisée pour expulser des protons de la matrice mitochondriale à travers la MIM. Cela établit la 
force proton-motrice associée à un potentiel mitochondrial négatif et un pH augmenté dans la matrice. Ce flux contrôlé 
de protons est utilisé par le CV pour la production d’ATP. D’après WJH Koopman, EMBO J, 32, 9-29, 2013. 
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L’organisation des complexes respiratoires dans la membrane interne mitochondriale a été très débattue 

par les spécialistes de la phosphorylation oxydative. Dans le premier modèle, il avait été proposé que les 

complexes respiratoires étaient entassés proches les uns des autres afin d’optimiser le transport 

électronique. Puis progressivement cette théorie avait été abandonnée au profit du modèle de collision 

aléatoire ou fluidique (118). Dans ce modèle, les complexes constituent des entités distinctes entre 

lesquelles naviguent le cytochrome c et la coenzyme Q (CoQ). En 2000, la découverte d’assemblages 

supramoléculaires des complexes chez la levure et le bœuf a permis de revisiter ces théories (119). Chez 

les mammifères, ces structures baptisées supercomplexes sont composées des trois complexes 

responsables du gradient de protons : le complexe I, le complexe III et le complexe IV. Le complexe II 

en est exclu, peut-être car il est aussi nécessaire au cycle de Krebs et doit donc rester géographiquement 

accessible pour cette autre fonction (Figure 14).  

 

Figure 14 : Structures des supercomplexes et des dimères d’ATP synthase 
Le modèle de plasticité de la chaine de transport électronique mitochondriale est représenté en haut de la figure. Les 
complexes I à IV sont partiellement organisés en supercomplexes, à l’exception du CII qui fournit des électrons au 
complexe III libre. Les flèches rouges montrent le circuit des électrons. En jaune, le CI, en rouge, le CII, en vert le CIII, 
en mauve, le CIV et en bleu, le CV. Le cytochrome c est représenté en violet et l’ubiquinol est noté Q.  
Dessous, l’arrangement du supercomplexe I, III, IV est schématisé d’après les images de cryoEM. Les co-facteurs sont 
indiqués ainsi que les domaines Fe/S et hème.
Les ATP synthases dimériques ont des structures similaires dans différents organismes comme le prouvent les analyses de 
microscopie électronique. Images du dimère d’ATP synthase de S.cerevisiae (b) et de Tetrahymena (c) avec les modélisations 
associées. 
D’après Yuriy Chaban, Biochimica et biophysica Acta, 1837, 4, 418-426, 2014 et JM Shaw, EMBO rep, 10, 1301-1305, 2009. 
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Les complexes I, III et IV ne seraient pas les seuls complexes à s’associer en structures supra-

moléculaires. Les ATP synthases peuvent s’associer en dimères qui forment ensuite des chaines 

oligomériques dans les courbes des crêtes mitochondriales (les supercomplexes seraient quant à eux sur 

la surface plate des crêtes) (Figure 14). Les dimères de l’ATP synthase spontanément courbés 

entraineraient ainsi la courbure de la membrane interne mitochondriale (120). La dimérisation de l’ATP 

synthase n’a pas été retrouvée ailleurs que chez les eucaryotes, renforçant l’idée d’un rôle fonctionnel 

pour les crêtes. Les sous-unités 4e et 4g responsables de la dimérisation sont d’ailleurs codées par 

l’ADN nucléaire. Cette répartition des ATP synthases au fond de crêtes et des supercomplexes sur les 

bords pourrait permettre de concentrer les protons vers la synthèse d’ATP.  

 

Les supercomplexes existent sous différentes configurations et stœchiométries en fonction de la cellule, 

de son état et de l’organisme concerné. Ils ont été observés dans plusieurs règnes eucaryotes malgré la 

distance phylogénétique qui sépare leurs constituants. Ces associations sont très stables car il est possible 

de les isoler sans dégradation majeure à partir de membranes mitochondriales (121). On peut distinguer 

au moins trois associations des complexes: I + III2 ; III2 + IV1-2 et I + III2 + IV1-4. La dernière contient 

jusqu’à 4 copies du complexe IV et a été nommé respirasome car elle fournit la force proton-motrice de 

la respiration en un complexe unique. Le complexe III réside dans l’arc du bras du complexe I tandis que 

le complexe IV est attaché à la pointe de la NADH déshydrogénase du complexe I. Chez la levure, qui 

ne possède pas de complexe I, l’organisation est forcément différente mais il subsiste une interaction 

entre le complexe III et IV (118). Le complexe IV n’y est d’ailleurs retrouvé qu’organisé en 

supercomplexe car aucun monomère ou dimère simple n’a pu être détecté chez cette espèce. Il reste 

entre les complexes de l’espace qui est comblé par des lipides tels que la cardiolipine notamment 

responsable de la stabilité de ces supercomplexes. Par spectrométrie de masse, 8 molécules de 

cardiolipine ont été retrouvées associées au complexe III et deux molécules de cardiolipine au complexe 

IV (120). Ces lipides favoriseraient la diffusion du cytochrome c et de la CoQ. Des protéines ont aussi 

été identifiées comme régulatrices de la stabilité ou de la formation des supercomplexes. C’est le cas de 

la sous-unité 7a de la cytochrome c oxydase (renommée SCAFI, supercomplexe assembly factor I), du 

transporteur ADP/ATP AAC2 ou de RCF1 (et RCF2 chez la levure). La chaperonne MCJ/DnaJC15 

régule par contre négativement cet assemblage via son action sur le complexe I. La morphologie des 

crêtes mitochondriales contrôlerait également la formation des supercomplexes car la perturbation de 

ces structures empêche l’assemblage, la stabilité et le fonctionnement des supercomplexes (118). Les 

années à venir permettront sans doute d’identifier plus précisément les protéines et les mécanismes 

impliqués dans l’organisation de ces complexes. 
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Une autre question fondamentale concerne la ou les fonctions de ces supercomplexes respiratoires. La 

proposition logique est de penser que cette organisation optimise le transport d’électrons via la 

canalisation des substrats ou l’augmentation de leur catalyse. Quelques preuves de ces bénéfices 

supposés ont été apportées. Mais les supercomplexes pourraient aussi servir de réserve de complexes 

respiratoires dans la membrane ou même avoir un rôle structural dans la morphologie mitochondriale. 

Par ailleurs, les supercomplexes constitueraient un niveau supplémentaire de régulation métabolique 

(121). L’association en supercomplexes serait favorisée quand le glucose est le substrat énergétique 

principal de la cellule alors qu’elle serait diminuée quand ce sont les acides gras. En effet, ces derniers 

génèrent plus de FADH2 que le glucose et nécessitent donc une utilisation du complexe II plus que du I. 

Le complexe III doit donc aussi être disponible pour ces électrons en plus grande quantité, venant du 

complexe II. 

L’organisation en supercomplexes pourrait aussi mieux séquestrer les intermédiaires réactionnels et 

diminuer les pertes d’électrons pour prévenir la génération d’espèces réactives de l’oxygène. En accord 

avec cette hypothèse, il a été montré que la génération de ROS par le complexe I était augmentée en 

absence de supercomplexes (118). Cela pourrait être en rapport avec une autre fonction des 

supercomplexes démontrée au moins pour le complexe I : celle de facteur d’assemblage des sous-unités 

d’un complexe respiratoire. La stabilité de ce complexe est grandement diminuée en l’absence de 

respirasome. Les délétions du complexe III ou IV conduisent à sa dissociation. Les mécanismes impliqués 

restent néanmoins controversés : soit le supercomplexe permettrait de terminer l’assemblage d’un 

complexe I immature, soit son absence conduirait à une augmentation des ROS auxquels le complexe I 

est très sensible, ce qui perturberait son assemblage et sa fonction. De plus, la délétion du facteur 

d’assemblage NDUFS4 du complexe I conduit à la diminution de la stabilité et l’activité de ce complexe. 

La fraction résultante est uniquement retrouvée dans les supercomplexes, ce qui est en faveur d’un rôle 

des supercomplexes dans la stabilité de ce complexe. D’ailleurs, dans le possible ancêtre procaryote de 

la mitochondrie, Paracoccus denitrificans, le complexe I est stabilisé par le respirasome (118). Par contre, 

une étude a démontré que l’assemblage des complexes individuels précède celui des supercomplexes et 

que l’association du complexe III au complexe I permet seulement à ce dernier d’être stocké et stabilisé. 

La difficulté de l’étude de ce système réside dans le fait que l’altération des supercomplexes pourrait 

être causée par l’augmentation des ROS et vice versa. 

1.2. Production et détoxification d’espèces réactives de l’oxygène 
Les espèces réactives de l’oxygène correspondent à toutes les espèces chimiques dans lesquelles un 

atome d’oxygène possède un électron de valence non apparié. La génération des espèces réactives de 

l’oxygène est assurée par trois sources principales dans la cellule : la chaine de transport électronique, le 

complexe NADPH oxydase membranaire NOX et le réticulum endoplasmique (122). L’anion 
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superoxyde O2
- est l’ion principalement produit mais est rapidement transformé soit en peroxyde 

d’hydrogène soit en peroxynitrite par réaction avec l’oxyde nitrique. Le peroxyde d’hydrogène peut 

ensuite être transformé en eau et dioxygène par la catalase, les glutathion peroxydases ou les 

peroxyredoxines (123). L’autre issue possible, moins favorable car plus délétère pour la cellule, est la 

conversion de l’H2O2 en ion hydroxyle en présence d’ion ferreux ou cuivre. Toutes ces enzymes 

détoxifiantes assurent la neutralisation des radicaux libres néfastes pour la cellule car capables 

d’endommager l’ADN, les membranes, les organelles, … Néanmoins, les espèces réactives de 

l’oxygène ne sont pas forcément délétères pour la cellule, surtout à des niveaux modérés (124). Elles 

peuvent participer à diverses voies de signalisation et favoriser aussi la différenciation et la survie. C’est 

pourquoi leur régulation est cruciale et se doit d’être assurée par différents systèmes fiables auxquels les 

mitochondries participent activement. 

1.2.1. Production des ROS par la mitochondrie 
Même si le complexe II a récemment été décrit comme capable de générer des ROS, les sites principaux 

de génération de ROS mitochondriaux sont le complexe I, au niveau du site flavine mononucléotide et 

du site de liaison à l’ubiquinone, ainsi que le complexe III au niveau de son cycle ubiquinone. Le 

complexe I génère de cette manière de l’O2
- du côté de la matrice alors que le complexe III en génère de 

part et d’autre de la membrane interne mitochondriale (Figure 15) (125). Il subsiste des doutes sur la 

capacité de l’O2
- à diffuser au travers des membranes mitochondriales même si des transporteurs ont été 

suggérés comme le complexe TOM, le VDAC ou les lipides membranaires. L’O2
- de l’espace 

intermembranaire aurait dans ce cas un accès au cytosol facilité par rapport à celui accumulé dans la 

matrice. L’H2O2 par contre a une demi-vie plus longue et peut diffuser à travers les membranes 

plasmiques. 

 

Le potentiel oxydo-réducteur de la chaîne respiratoire détermine la quantité d’anion superoxyde produit 

par la fuite d’électrons à partir d’oxygène réduit. Quand l’ADP est présent en grande quantité, il 

accélère le flux d’électrons et la consommation d’oxygène, ce qui conduit à une chaine majoritairement 

oxydée et diminue donc la formation d’anion superoxyde. Par contre, la production des ROS est 

augmentée lorsque la chaine est réduite car cela élève la probabilité de fuite d’électrons. C’est pourquoi 

une respiration mitochondriale découplée va favoriser une quantité d’ADP plus élevée et ainsi 

contribuer à diminuer le stress oxydant. Les protéines permettant ce découplage constituent une 

soupape de sûreté de la pression protonique (126). C’est le cas de l’UCP1 qui sert notamment dans le 

tissu adipeux brun à générer de la chaleur à partir de la chaîne respiratoire plutôt que de l’ATP. 

L’augmentation du ratio NADH/NAD+ est aussi un facteur important dans cette régulation car il peut 

accroître la production des ROS par le complexe I par exemple. 
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D’autres enzymes mitochondriales génèrent de l’H2O2 ou de l’O2
- telles que la 2-oxoglutarate 

déshydrogénase (Odh) du cycle de Krebs, la dihydroorotate déshydrogénase, la sn-glycerol-3-phosphate 

déshydrogénase (mGPDH), la p66shc/cytochrome c, le complexe Mia40p/Erv1p ou la flavoprotéine de 

transfert électronique oxydoréductase ubiquinol ETF-QO. Cette dernière enzyme participe à la β-

oxydation des acides gras (126). 

1.2.2. Détoxification par la mitochondrie 
La production des ROS par la mitochondrie varie en fonction des conditions physiopathologiques de la 

cellule mais comparativement à la quantité de ROS produits, très peu d’espèces réactives de l’oxygène 

sortent de la mitochondrie vers le cytosol grâce à des systèmes détoxifiants performants (Figure 16). 

L’anion superoxyde est efficacement pris en charge par les superoxydes dismutases (SOD) qui génèrent 

alors de l’H2O2. La dismutation est très rapide car les SOD sont en grande concentration (environ 

10 µM), de même que la concentration de l’oxygène est bien supérieure à celle de l’O2
-. Il existe une 

SOD dans l’espace intermembranaire Cu/Zn SOD et une SOD matricielle, la MnSOD (127).  

Figure 15 : Sites de production des ROS dans la mitochondrie 
Les principaux sites de production de ROS mitochondriaux sont les 
complexes I et III. Au niveau du CI, la fuite d’électrons peut induire la 
production de ROS dans la matrice. Pour le CIII, le site principal de 
production est adjacent à l’espace mitochondrial intermembranaire. D’autres 
sites ont néanmoins été identifiés. Certaines enzymes passent directement des  

électrons au pool de quinone. Par exemple, l’Odh, une enzyme du cycle de Krebs produit des ROS dans la matrice 
alors que la mGPDH en produit dans l’espace intermembranaire. L’ETF-QO qui fournit des électrons au pool de 
quinone à partir d’acides gras est un autre site de génération de ROS. La dihydroorotate déshydrogénase en produit via 
la biosynthèse des pyrimidines. P66shc produit des ROS dans l’espace intermembranaire lors de l’extraction 
d’électrons du cytchrome c. Enfin, le système oxydoréducteur Mia40p et Erv1p forme des ponts disulfide sur les 
protéines importées dans la mitochondrie et est une autre source de ROS dans l’espace intermembranaire. 
D’après Ryan J. Mailloux, Trends in Biochemical Sciences, 38, 12, 592-602, 2013. 
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L’anion superoxyde peut aussi réagir avec le radical oxyde nitrique contenu dans la mitochondrie pour la 

synthèse du Fer et produire du peroxynitrite hautement réactif, liposoluble et toxique. 

L’H2O2 produit par les SOD peut activer ou désactiver plusieurs enzymes mitochondriales. Il est aussi 

transformé en eau par les glutathion peroxydases et les peroxyredoxines qui sont ensuite régénérées par 

le glutathion et la thioredoxine. Les états de ces derniers sont réduits par le NADPH produits par trois 

enzymes aux substrats provenant du cycle de Krebs. Le cycle a de cette manière un rôle important dans 

le maintien de la capacité antioxydante de la matrice mitochondriale (123). La mitochondrie contient 

deux glutathion peroxydases sur les 8 que possèdent les cellules mammifères, Gpx1 et Gpx4, la 

première étant dans la matrice et la seconde dans la membrane interne mitochondriale. Les 

peroxyredoxines sont elles au nombre de 6 dont deux mitochondriales, Prx3 et Prx5 (127). Malgré une 

Figure 16 : Sites de détoxification des ROS 
Il existe d’autres sources de ROS que la mitochondrie comme par exemple les NADPH oxydases membranaires. Le 
système de détoxification cellulaire comprend plusieurs enzymes : les superoxydes dismutases (SOD) dont la MnSOD 
et la CuZnSOD, les catalases (CAT), les glutathion-peroxydases (GPX) et les peroxyredoxines (PRX). Ces trois 
dernières oxydent le glutathion (GSH) dans le processus de détoxification. Le recyclage du glutathion oxydé (GSSG) 
requiert du NADPH. En parallèle du GSH, la metallothioneine (MT) et les thioredoxines (TRX) sont aussi utilisées. Si 
les ROS sont considérablement augmentés, les radicaux hydroxyls, forme la plus dangereuse de ROS, peuvent être 
produits par la réaction de Fenton. Les dommages alors générés peuvent concerner l’ADN, les protéines et les lipides. 
Des dysfonctions mitochondriales sont aussi induites telles que des perturbations du potentiel, l’induction de la mort 
cellulaire et des perturbations de flux calcique. 
D’après Charlène Brault, Viruses, 5, 3, 954-980, 2013. 
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efficacité semblable aux Gpx, elles sont plus abondantes et il est estimé que 90% de l’H2O2 est neutralisé 

par la Prx3. Les peroxyredoxines seraient responsables de la neutralisation de l’H2O2 à des niveaux 

nanomolaires permettant ainsi la régulation de la signalisation par les ROS. Les Gpx interviendraient 

quant à elles plutôt lorsque les concentrations d’H2O2 augmentent considérablement et qu’il faut à tout 

prix éviter les dommages cellulaires auxquels la cellule est exposée. Une autre enzyme, la catalase, est 

également efficace dans ces conditions mais son action demeure restreinte aux peroxysomes. Quand ces 

systèmes de détoxification sont débordés, d’autres peuvent venir en renfort comme par exemple les α-

kétoacides du cycle de Krebs ou le pyruvate (126). 

La détoxification des ROS par la mitochondrie est tellement automatique et efficace que cet organelle 

constitue lui-même un système antioxydant important de la cellule. La mitochondrie est ainsi à la fois 

productrice de ROS et détoxifiante. L’élévation de la biogenèse mitochondriale peut néanmoins parfois 

contrecarrer une montée des ROS dans la cellule grâce à la stimulation simultanée par PGC-1α des 

enzymes antioxydantes (2). 

1.2.3. Signalisation pathologique et physiologique des ROS 
Des ROS produites en trop grande quantité sont susceptibles de causer de nombreux dommages. Elles 

peuvent modifier les acides gras polyinsaturés composant les membranes lipidiques et ainsi entrainer un 

enchaînement de réactions peroxydantes. Elles peuvent aussi endommager des protéines et des enzymes 

en altérant notamment leurs fonctions. Enfin, elles peuvent compromettre l’ADN en causant des 

cassures et des mutations (122). Malgré des systèmes antioxydants performants, un stress oxydatif est 

inévitable dans une cellule. C’est en partie pour cette raison qu’il existe des systèmes de réparation de 

l’ADN et de nombreuses protéases. Un stress oxydatif plus important que celui supportable par la 

cellule conduira à des dommages irréparables et éventuellement à la mort cellulaire. Le stress oxydant 

augmente les taux de Ca2+ et de Fe2+ en mobilisant le calcium des réserves intracellulaires et en altérant 

les protéines chélatrices de Fer. Le premier a pour effet d’activer les calpaïnes potentielles exécutrices 

de mort alors que le second participe à la génération du radical hydroxyle hyper réactif et délétère. 

Des niveaux de ROS intracellulaires aberrants ont été associés à de nombreuses pathologies dont les 

cancers, maladies neurodégénératives ou cardiovasculaires et les diabètes. Il est toutefois difficile de 

déterminer si les ROS sont une cause ou une conséquence de ces maladies. 

 

Par contre, à faibles concentrations, les ROS sont des molécules de signalisation primordiales dans la 

cellule qui agissent essentiellement par modifications post-traductionnelles. Les phosphatases sont 

particulièrement sensibles aux ROS puisqu’elles possèdent une cystéine réactive dans leur domaine 

catalytique dont l’oxydation inhibe leur activité de déphosphorylation (124). Il est estimé que 0,2 à 2% 

de l’oxygène consommé par la cellule devient des ROS (128). Ces ROS sont essentiels pour de 
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nombreux processus tels que le signal de satiété, la libération d’insuline, la régulation du cycle 

cellulaire, la signalisation hypoxique, la régulation du métabolisme mitochondrial, l’immunité cellulaire, 

la stabilité des télomères, l’activation de facteurs de transcription, des modifications épigénétiques et 

bien d’autres. Les voies de signalisation majeures que sont la voie Notch, la voie Akt, la voie des MAPK 

et ATM sont régulées par les ROS mitochondriaux (122). L’étude de la signalisation contrôlée par les 

ROS est contrainte par la difficulté dans la mesure des concentrations de ces composés à courte durée. 

1.3. Autres rôles mitochondriaux métaboliques 

1.3.1. Métabolisme des acides gras 
Les acides gras arrivant dans une cellule sont estérifiés puis métabolisés en seconds messagers lipidiques 

ou $-oxydés dans la mitochondrie. Dans le cas d’acides gras à chaînes lourdes, la navette de carnitine est 

requise (Figure 17). Dans le cas d’acides gras à chaînes courtes, leur diffusion vers la matrice 

mitochondriale est passive et va directement dans la voie de $-oxydation (Figure 17). La dégradation 

complète de l’acide gras repose sur quatre étapes biochimiques répétées qui permettent à chaque tour de 

dégrader deux carbones, de produire une molécule d’acétyl-CoA, une molécule de NADH et une 

molécule de FADH2. Le premier peut rejoindre le cycle de Krebs par exemple tandis que les NADH et 

FADH2 fournissent des électrons à la chaine respiratoire (129). 

 

Le malonyl-CoA dérivé du métabolisme du glucose et premier intermédiaire de la lipogenèse régule 

négativement la $-oxydation en inhibant la navette de carnitine (130). Un régulateur positif crucial de 

cette voie est l’AMPK qui d’une manière générale réduit les voies consommatrices d’ATP tout en 

activant les voies cataboliques. Quand l’AMPK est active, elle inhibe l’acétyl-CoA-carboxylase 

contrôlant la synthèse de malonyl-CoA et réduit l’expression de l’acide gras synthase. Cela diminue le 

flux de substrats dans les voies anaboliques, augmente l’activité de la navette carnitine (par la diminution 

du malonyl-CoA) et la $-oxydation (131). 

Figure 17 : Navette carnitine et 
$-oxydation des acides gras 
Les acides gras à chaîne lourde rejoignent 
la matrice mitochondriale grâce au 
système carnitine qui utilise les 
transporteurs CPT I puis II carnitine-
palmitoyl transférases. Les acides gras 
sont alors intégrés à l’hélice de Lynen où 
des oxydations successives conduisent à la 
production d’acetyl-CoA. Ce dernier 
peut alors rejoindre le cycle de Krebs.  
D’après Priscilla Gross, Obesity Project, 2009 
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1.3.2. Signalisation calcique 
Après le réticulum endoplasmique, la mitochondrie est le deuxième site de stockage du calcium dans la 

cellule. Elle peut retenir du calcium à une concentration d’ordre de grandeur une à deux fois plus 

importante que le cytosol dont la concentration calcique avoisine 100 nm tandis que le milieu 

extracellulaire en contient autour d’1 mM. Les stocks internes de calcium dans le réticulum sont quant à 

eux de l’ordre de 100 µM. Ces différences de concentrations très importantes constituent la base 

requise pour l’utilisation du Ca2+ comme second messager inductible dans la régulation de nombreuses 

voies de signalisation, dans la contraction musculaire, dans la sécrétion hormonale ou dans la régulation 

de l’expression génique (132). L’accumulation de calcium par la mitochondrie permet de tamponner le 

calcium libéré par le réticulum et d’ajuster les concentrations calciques du cytosol. D’autre part, la 

présence du calcium matriciel mitochondrial stimule l’activité de la phosphorylation oxydative et la 

production d’ATP notamment en activant les enzymes du cycle de Krebs (132). Cette charge de calcium 

favoriserait aussi la mitophagie en provoquant le recrutement de PINK1 à la membrane externe. 

 

L’absorption du Ca2+ dans la mitochondrie se fait grâce à au canal uniport mitochondrial MCU situé dans 

la membrane interne mitochondriale qui profite de la différence de potentiel mitochondrial pour le 

transport des ions calciques (Figure 18) (133). Il a une faible affinité pour le calcium, de l’ordre de 10 à 

30 µmol/L, mais cela n’empêche pas la mitochondrie de l’absorber rapidement (134). Ceci est rendu 

possible par l’existence de microdomaines de calcium établis entre le réticulum et la mitochondrie. Ils 

Figure 18 : Transfert de calcium et points de contacts mitochondrie/RE 
Le transfert de calcium se ferait entre le réticulum et la mitochondrie au niveau de points de contact spécifiques. 
Ce procédé requiert le récepteur inositol 1,4,5-triphosphate sur la membrane du RE et le canal VDAC sur la 
membrane mitochondriale. Plus récemment, un transporteur uniport MCU a été identifié comme le régulateur 
de l’absorption du calcium par la mitochondrie. Il nécessite apparemment des concentrations calciques trouvées 
au niveau de ces points de contacts mitochondrie/RE. Un tomogramme de microscopie électronique 3D obtenu 
dans une cellule de levure permet de visualiser ces sites, la mitochondrie est en violet alors que le RE est en vert. 
Le tomogramme présenté sur la droite montre aussi cette interaction dans des cellules de poulet et le 
tomogramme en dessous correspond à une cellule de foie de rat. La flèche indique les ponts formés entre la 
mitochondrie et le RE. 
D’après Ashley A. Rowland, Nature Reviews Molecular Cell Biology, 13, 607-625, 2012. 
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permettent aux concentrations calciques d’être plus élevées (>10µM) à la surface mitochondriale après 

libération du calcium endoplasmique par les récepteurs à l’inositol 1,4,5-triphosphate IP3R. La 

mitofusine-2 impliquée dans la fusion mitochondriale participe par exemple à cette interaction entre la 

mitochondrie et le réticulum. D’autres protéines telles que le canal VDAC, Fis1, Grp75 ou Bap31 

seraient impliquées dans la formation et le maintien de ces connexions (135).  

Ces points de contact entre les membranes du réticulum et des mitochondries sont appelées MAM pour 

mitochondria-associated ER membranes et servent non seulement à la transmission du calcium mais 

aussi à l’échange de lipides. Ils permettent de plus la transmission vers la mitochondrie de signaux 

dépendant des ROS générés par le réticulum (3). Cette dernière propriété est illustrée par l’apoptose 

dépendante du réticulum qui peut à la fois impliquer une concentration excessive de calcium et de ROS. 

1.3.3. Biogenèse des protéines Fe-S et métabolisme du fer 
De nombreuses protéines dépendent de co-facteurs pour leur fonctionnement normal. On distingue les 

facteurs organiques des facteurs inorganiques. Dans la dernière catégorie, les plus anciens et les plus 

versatiles sont probablement les clusters Fer-Souffre qui participent au transfert d’électrons, servent de 

catalyseurs et régulent différents processus. Ils sont généralement intégrés à des protéines dites fer-

souffre dont font par exemple partie les complexes respiratoires I à III. La mitochondrie est responsable 

de la biogenèse des protéines Fe-S dont elle gère l’assemblage dans sa matrice. Les ions ferreux sont 

importés du cytosol grâce à la force proton-motrice et diverses enzymes se chargent ensuite de la 

biogenèse des protéines Fe-S (136). Cela ne concerne pas que des protéines mitochondriales mais aussi 

des protéines cytosoliques et nucléaires. C’est d’ailleurs pour cette raison que cette fonction de la 

mitochondrie est vitale. La découverte des mitosomes appuie cette hypothèse : ces organelles de 

protistes dérivent des mitochondries et n’ont gardé comme fonction de ces dernières que la maturation 

des protéines Fe-S (137). Parmi les protéines Fe-S indispensables à la viabilité d’une cellule, nous 

pouvons citer l’ABCE1 requise pour l’assemblage des ribosomes et leur recyclage ou les ADN hélicases 

dépendantes de l’ATP qui permettent la réparation de l’ADN et le maintien des télomères (136). 

En dehors des protéines Fe-S, une autre voie primordiale utilise la mitochondrie pour sa synthèse : celle 

de la biosynthèse de l’hème. Ce co-facteur contient un atome de fer, pouvant fixer un gaz tel que 

l’oxygène, situé au centre d’un anneau formé par une petite molécule organique, la porphyrine. La 

première étape de sa synthèse se déroule dans la matrice mitochondriale (138). Les quatre étapes 

suivantes sont effectués dans le cytosol et aboutissent à la génération de coproporphyrinogène IX. Celui-

ci rejoint alors la mitochondrie où il est oxydé en protoporphyrinogène IX puis porphyrinogène IX avant 

l’ajout de Fe2+ pour obtenir l’hème. L’hème est un composant essentiel de l’hémoglobine mais aussi des 

cytochromes des complexes III et IV par exemple (117). 
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1.4. Voies de signalisation de stress mitochondrial et métabolique 

1.4.1. Fusion/fission et métabolisme 
La dynamique mitochondriale dont nous avons explicité les mécanismes dans le premier chapitre est 

influencée par le métabolisme et réciproquement. Des perturbations de la chaine de transport 

électronique ou une diminution du potentiel de membrane entrainent par exemple le clivage de la 

protéine de fusion OPA1 en isoformes plus courtes par la métalloprotéase OMA1 ce qui a pour 

conséquence de diminuer la fusion au profit de la fission (139). Les isoformes longues d’OPA1 sont par 

contre favorisées lors du phénomène appelle hyperfusion mitochondriale. Cette réponse est induite lors 

d’un stress cellulaire temporaire dont le réseau mitochondrial se protège (140). Cette fusion excessive a 

pu aussi être observée lors d’un déficit en protéines de complexes respiratoires comme le complexe IV: 

la fusion sert alors à partager les protéines restantes dans l’attente de son réapprovisionnement. Cette 

fusion est cependant transitoire et ne pallie pas les défauts à long terme d’une activité de la chaine 

respiratoire. Si le problème se maintient c’est au contraire la fragmentation mitochondriale qui est 

activée et même la mitophagie (141). Cette stratégie permet d’éliminer les mitochondries défectueuses 

ou non fonctionnelles pour garder un réseau mitochondrial le plus performant et le plus sain possible. 

Des changements métaboliques influencent aussi la dynamique mitochondriale. Un excès en nutriments 

favorise une fragmentation modérée du réseau mitochondrial qui peut s’accompagner dans certaines 

cellules comme les cellules β pancréatiques d’une augmentation de la respiration maximale (142). Parmi 

les hypothèses avancées pour expliquer ce lien de cause à effet, il a été suggéré que la fragmentation 

permettrait une réorganisation des crêtes plus favorable à l’import des nutriments à la mitochondrie. 

Dans des conditions de carence, le réseau mitochondrial fusionne et les mitochondries s’allongent 

considérablement. Ce processus serait induit par l’inhibition de la protéine de fission DRP1 et 

protégerait les mitochondries de la mitophagie. L’augmentation conjointe du nombre de crêtes serait de 

son côté associée à la dimérisation de l’ATP synthase et une production d’ATP plus efficace (142). En 

accord avec cette observation, des études ont démontré l’élongation des mitochondries lors de la phase 

du cycle cellulaire G1/S pendant laquelle les cellules ont un besoin énergétique important pour soutenir 

les processus de biogénèse (141). 

1.4.2. Voies AMPK/mTOR 
D’une manière générale, le statut énergétique de la cellule est régulé par les quantités d’ATP et d’ADP. 

Le premier est produit par les voies cataboliques, avec la phosphorylation oxydative mitochondriale 

comme générateur le plus performant, tandis que le second est produit par l’hydrolyse de l’ATP en 

ADP+phosphate lors de tous les phénomènes biologiques consommateurs d’ATP. Le ratio ADP/ATP 

est une façon de reporter le statut énergétique de la cellule. C’est aussi le cas du ratio AMP/ATP. En 

effet, lorsque la consommation d’ATP est supérieure à sa production, l’ADP augmente dans la cellule et 



TOME 2 - INTRODUCTION 

 

 

cela contribue à l’activation des adénylates kinases pour rétablir des niveaux d’ATP suffisants. Cette 

réaction produit une molécule d’ATP et une molécule d’AMP pour l’hydrolyse de deux molécules 

d’ADP. L’ATP est utilisé aussitôt par la cellule en manque, alors que l’AMP subsiste. Le ratio 

AMP/ATP est ainsi un autre témoin du problème énergétique (131). 

Différentes enzymes métaboliques sentent ces ratios et leur activité en est modifiée. Par exemple, la 

glycogène phosphorylase et la phosphofructokinase, respectivement impliquée dans le dégradation du 

glycogène et la glycolyse, sont activées par un ratio AMP/ATP augmenté. La fructose 1,6-

biphosphatase, enzyme importante pour la gluconéogenèse, est quant à elle inhibée par ce même ratio. 

Mais le principal senseur d’énergie est la protéine kinase activée par l’AMP, l’AMPK (Figure 19). 

  

Hétérotrimérique, elle est constituée d’une sous-unité ! catalytique et de deux sous-unités régulatrices 

$ et #. Elle possède dans son domaine kinase un résidu thréonine Thr situé dans la boucle d’activation 

dont la phosphorylation augmente l’activité de l’AMPK. Ce résidu est phosphorylé par le complexe 

LKB1-STRAD-MO25 ou les kinases activées par le calcium/calmoduline telles que la CaMKK$. Mais la 

Thr en question est aussi déphosphorylée par des phosphatases (131). A l’état basal, la sous-unité # qui 

possède trois sites de liaisons, deux occupés par l’ATP et un par l’AMP. Le remplacement de l’ATP par 

l’AMP ou l’ADP sur l’un des sites (site 3) en cas de stress énergétique modéré va améliorer la 

phosphorylation du résidu thréonine et augmenter l’activité AMPK de 100 fois. Lors d’un stress 

important, les trois sites sont occupés par l’AMP ou l’ADP et la kinase est encore 10 fois plus activée 

(soit x1000 depuis l’état basal). Les effets de l’ADP et l’AMP sur l’activité kinase requièrent la sous-

Figure 19 : Modèle d’activation d’AMPK 
Le modèle représente différents stades des trois sous-unités de l’AMPK. Cette kinase est activée par l’augmentation en 
AMP et ADP. A l’état basal, les sites 1 et 3 de la sous-unité # sont occupés par l’ATP (le site 4 est toujours occupé par 
l’AMP). Le remplacement de l’ATP par l’ADP ou l’AMP sur le site 3 augmente l’activité AMPK via la 
phosphorylation de la Thr172. Le remplacement de l’ATP sur le site 1 augmente encore l’activité AMPK. Quand le 
statut énergétique de la cellule revient à la normale, l’ATP récupère ses sites et la Thr172 est déphosphorylée.  
D’après Grahame Hardie, Nature Reviews Molecular Cell Biology, 13, 251-262, 2012. 
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unité β. De cette manière, l’AMPK est activée par des situations ayant conduit à la diminution de l’ATP 

via une production moins importante ou une consommation plus élevée. L’AMPK peut aussi être 

activée par les ROS directement, par oxydation ou glutathionylation de l’enzyme, ou indirectement, par 

des effets secondaires des ROS sur la phosphorylation oxydative. AMPK serait également une cible 

d’ATM lors d’un stress oxydant mais les mécanismes impliqués sont mal connus.  

Dans tous les cas, l’activation d’AMPK va favoriser les voies cataboliques susceptibles d’élever la 

production d’ATP tout en inhibant celles consommatrices d’ATP. Une des voies principales 

positivement régulées est celle de la biogenèse mitochondriale qu’AMPK active via la phosphorylation 

du facteur de transcription PGC1α. Cette phosphorylation permettrait à PGC1α d’augmenter sa propre 

transcription et par ce biais accroître celle de tous les gènes mitochondriaux codés au noyau. AMPK 

pourrait aussi activer ce facteur de transcription en favorisant sa déacétylation par SIRT1 dont l’action 

est promue par l’augmentation du NAD (131). 

Par ailleurs, l’AMPK agit sur la mitophagie en s’assemblant avec les kinases ULK1 et ULK2, orthologues 

d’Atg1 initiatrices d’autophagie. AMPK participerait ainsi à l’élimination des mitochondries 

dysfonctionnelles pour garder un réseau mitochondrial performant pour la production d’ATP (143). 

Une autre cible majeure d’AMPK est la voie mTOR. Par l’activation des inhibiteurs de mTOR, TSC2 et 

RAPTOR, AMPK contribue à l’augmentation de l’expression des enzymes OXPHOS et l’activation de 

la β-oxydation des acides gras principalement par des mécanismes de répression de la traduction 

contrôlés par mTOR via 4EBP1 et S6K. mTOR peut néanmoins être parfois utile à l’état actif en cas de 

problème mitochondrial ou énergétique car il peut induire l’activation de PGC1α et concourir à 

l’augmentation de la biogenèse mitochondriale favorable à l’adaptation de l’organisme (144).  

1.4.3. Facteurs inductibles par l’hypoxie (HIF) 
L’oxygène est un élément essentiel à la survie des organismes aérobies qui l’utilisent pour la production 

d’ATP par la mitochondrie. L’hypoxie est définie par de faibles niveaux d’oxygène (0,3 à 3% d’O2) et 

cet état va induire des réponses transcriptionnelles et post-traductionnelles pour augmenter 

l’approvisionnement en oxygène tout en diminuant sa consommation (124). La famille des facteurs 

inductibles par l’hypoxie HIF coordonne la réponse transcriptionnelle à l’hypoxie en favorisant 

l’expression de l’érythropoïétine pour élever la production de globules rouges, l’expression du VEGF 

pour accroitre la formation de nouveaux vaisseaux sanguins et l’expression des enzymes glycolytiques 

comme la PDH kinase I pour assurer la production d’ATP anaérobie pour pallier le manque d’O2 (145).  

HIF-1 et HIF-2 sont des hétérodimères constitués d’une partie alpha et d’une partie bêta. Les deux 

unités font partie de la famille des facteurs de transcription bHLH-PAS (basic-helix loop hélix/Per-

ARNT-SIM). Le domaine HLH est responsable de la dimérisation du facteur tandis que la partie basique 

permet la fixation à l’ADN (146). Dans des conditions de normoxie, la protéine propyl hydroxylase 
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domain 2 PHD2 hydroxyle HIF! sur deux résidus proline ce qui oriente la sous-unité vers la 

dégradation au protéasome dépendante de pVHL, une E3 ubiquitine ligase suppressive de tumeur 

(Figure 20). Quand les niveaux d’oxygène atteignent un niveau inférieur à 5%, PDH2 est inhibé et HIF! 

est stabilisé. Il est alors libre de dimériser avec HIF$ et se lier aux éléments de réponse aux HIF pour 

activer leur transcription (125). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La mitochondrie joue un rôle important dans la signalisation hypoxique en partie car les ROS 

mitochondriaux participent à l’activation d’HIF en conditions d’hypoxie mais leur augmentation 

prolongée peut s’avérer finalement néfaste en entrainant la mort cellulaire. HIF lui-même réduit à 

nouveau ces ROS une fois la signalisation hypoxique engagée afin de limiter les risques associés à une 

concentration élevée de ROS. Pour ce faire, HIF ralentit par exemple l’expression de sous-unités de la 

cytochrome c oxydase afin de freiner la production de ROS. Il pourrait aussi favoriser la formation des 

supercomplexes ou altérer l’émission de ROS de la matrice vers l’espace intermembranaire (147). 

Par le cycle de Krebs, la mitochondrie régule encore d’une autre manière l’hypoxie. Les PDH sont 

négativement régulées par les intermédiaires métaboliques du cycle de Krebs. Le fumarate, le succinate 

et le malate inhibent les propyl hydroxylases alors que l’!-KG en est un substrat (114). 

Figure 20 : Régulation de HIF-1!  
En conditions de normoxie, HIF-1! est soumis à une hydroxylation dépendante de l’oxygène sur les prolines 402 
et 564. L’ubiquitination par VHL cible HIF-1! à la dégradation par le protéasome. En conditions d’hypoxie, 
d’irradiations aux UV ou d’activation de certaines voies de signalisation, HIF-1! est stabilisé, relocalise au noyau 
et interagit avec les éléments sensibles à l’hypoxie pour promouvoir l’expression génique de ses cibles.  
D’après Hamid Rezvani, Journal of Investigative Dermatology, 131, 1793-1805, 2011. 
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1.5. Rôles d’AIF dans le métabolisme mitochondrial 

1.5.1. AIF, une NAD(H) oxydoréductase ? 
De par son homologie avec des NADH-oxydoréductases bactériennes et ses motifs de liaison au FAD et 

au NAD(P)H, AIF a été supposé capable de participer à des processus d’oxydoréduction. Différentes 

analyses biochimiques ont été menées pour le vérifier. La protéine présente un faible potentiel redox et 

une affinité plus grande pour le NADH que le NAD(P)H. Elle est capable de former un complexe de 

transfert de charge, mais celui-ci est très résistant à l’oxydation. AIF peut transférer les électrons du 

NADH vers des accepteurs d’un ou deux électrons mais ne réduit pas l’anion superoxyde, le peroxyde 

d’hydrogène ou tout autre espèce réactive de l’oxygène (53). Le statut redox de cette protéine influence 

surtout sa dimérisation qui se trouve favorisée par la réduction du NADH. Bien que la fonction létale 

d’AIF et celle d’oxydoréductase aient souvent été présentées comme indépendantes l’une de l’autre, 

cette dimérisation pourrait réguler la fonction de mort d’AIF en restreignant notamment l’accessibilité 

de la portion clivable d’AIF par les protéases comme les calpaïnes (60). Ces résultats restent à confirmer 

par d’autres études indépendantes mais ce concept élargirait les possibilités de régulation d’AIF qui 

serait bien une NADH oxydoréductase mais dont l’accepteur d’électrons ne serait autre que lui-même. 

Il n’est pas encore démontré si ce dimère d’AIF influence les fonctions vitales liées au métabolisme 

mitochondriales identifiées au travers des différents modèles cellulaires et animaux déficients pour AIF. 

1.5.2. Modèle Harlequin 
L’invalidation génique d’AIF dans divers organismes modèles a surtout mis en lumière l’autre fonction 

d’AIF : celle nécessaire à la survie plus qu’à la régulation de la mort cellulaire. Parmi les rôles évoqués 

figure celui lié au métabolisme énergétique via la phosphorylation oxydative, la morphologie 

mitochondriale ou la régulation des ROS (Tableau 1). 

Le premier modèle ayant soulevé l’hypothèse d’un rôle vital d’AIF fut le modèle Harlequin Hq décrit en 

2002 par l’équipe de S Ackerman (148). Cette souris exprime jusqu’à 80% moins d’AIF en raison d’une 

insertion rétrovirale dans le premier intron du gène d’AIF. Les animaux sont viables mais développent 

progressivement différents phénotypes : perte de poil, retard de croissance, neurodégénérescence, 

ataxie, cécité causée par la dégénérescence de la rétine. Ils sont par contre avantagés vis à vis de la prise 

de poids qu’ils ne présentent pas malgré un régime riche en graisses. Le modèle Hq est alors très utilisé 

dans le domaine des neurosciences en raison du phénotype marqué qu’il présente au niveau du cerveau. 

Des études menées sur les cellules Hq granulaires du cervelet démontrent une sensibilité accrue de ces 

cellules à l’excitotoxicité induite par le glutamate et à la mort induite par l’H2O2. Les cellules présentent 

à l’état basal une élévation des enzymes détoxifiantes des ROS. Comme l’ADN mitochondrial est aussi 

diminué et l’activité du complexe réduite, les auteurs proposent qu’AIF agisse in vivo comme 
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antioxydant de la chaine respiratoire. Ce rôle d’antioxydant sera cependant loin d’être retrouvé dans 

tous les modèles de diminution ou de déficience d’AIF alimentant la controverse à ce sujet.  

D’autres travaux menés sur la souris et les cellules Hq démontrent au contraire une neuroprotection vis 

à vis de l’ischémie cérébrale, de l’excitotoxicité induite par le glutamate et du dommage à l’ADN (111, 

149). Ces observations sont en faveur d’un rôle primordial d’AIF dans l’exécution de la mort cellulaire 

des neurones, type cellulaire que l’on sait globalement résistant aux voies dépendantes des caspases.  

1.5.3. Cellules souches embryonnaires 
Puisque les cellules et animaux Hq expriment encore au moins 20% d’AIF, ce modèle limite la 

compréhension du rôle d’AIF à un contexte de diminution d’AIF et non de suppression. Pour pallier ce 

problème, des cellules souches embryonnaires ES murines déficientes pour AIF sont générées par 

recombinaison homologue de l’exon 3 d’AIF. Le développement embryonnaire d’animaux à partir de 

l’injection de ces cellules dans des blastocystes ne se fait pas et des expériences de cavitation in vitro 

démontrent l’impossibilité de faire cette étape dans le contexte de la déficience d’AIF (150). Les cellules 

générées sont néanmoins étudiées et révèlent des informations nouvelles sur cette protéine (151). En 

effet, les cellules présentent une production de lactate élevée et une dépendance accrue à la voie 

glycolytique due à un dysfonctionnement de l’activité de la chaine respiratoire. La disparition d’AIF a 

entrainé une réduction conséquente de l’activité du complexe I, ainsi que de l’expression protéique de 

ses sous-unités. La régulation concernée est post-traductionnelle car les ARNm des différentes sous-

unités sont toujours produits. Les cellules ES générées ne présentent pas de niveaux élevés de ROS ou 

d’enzymes détoxifiantes, allant contre l’hypothèse antioxydante du modèle Harlequin. Les mêmes 

auteurs constatent de plus une phosphorylation oxydative également diminuée dans le cerveau et la 

rétine Hq ainsi qu’une réduction des sous-unités du complexe I. Ils suggèrent alors que le stress oxydant 

du modèle Hq est une conséquence plus qu’une cause du dysfonctionnement mitochondrial (151). Des 

études menées sur les cellules immortalisées Hep3b sont en accord avec cette idée. Ces cellules Hep3b 

présentent une augmentation des ROS lorsqu’elles sont déficientes pour AIF dans un contexte sauvage. 

Mais dans un contexte d’absence d’ADNmt, cette élévation du niveau des ROS n’a pas lieu (152). 

L’hypothèse de fonction vitale d’AIF alors retenue est celle d’un facteur impliqué dans le maintien et/ou 

la stabilité du complexe I. La qualification de facteur d’assemblage n’est pas utilisée car AIF n’est pas 

retrouvé étroitement associé au complexe.  

1.5.4. Modèles cre/lox  
D’autres modèles sont alors établis par des systèmes cre-lox et permettent quant à eux l’obtention 

d’embryons au delà de la cavitation. Ce même système va être utilisé pour la génération de déficience 

tissu-spécifique dans le muscle, le foie, le télencéphale, le mésencéphale et le cervelet (Tableau 1). 
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Tableau 1a : Caractérisation phénotypique des modèles murins KO pour AIF 
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Tableau 1b : Défauts métaboliques, mitochondriaux et respiratoires des modèles AIF KO 
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Dans le contexte d’une délétion d’AIF ubiquitaire, deux équipes décrivent une létalité embryonnaire 

survenant au stade de développement E12.5 qui se traduit par des embryons morphologiquement 

normaux mais de taille plus petite (153, 154). Les auteurs de la deuxième étude expliquent cette létalité 

précoce par l’augmentation de la mort cellulaire en raison d’une perte de fonction de la phosphorylation 

oxydative suite à la réduction du complexe I.  

L’inactivation d’AIF dans le cerveau conduit aussi à des phénotypes graves avec une létalité 

embryonnaire à E17 pour le télencéphale (111) et une létalité à la naissance pour le mésencéphale et 

cervelet (155). AIF est effectivement absolument nécessaire à la survie des neurones et des cellules 

granulaires du cervelet. Cela pourrait venir du fait que ces types cellulaires sont extrêmement 

dépendants de la phosphorylation oxydative pour leur métabolisme énergétique et la glycolyse anaérobie 

peine à compenser ce défaut du à l’absence d’AIF. 

La délétion dans les autres organes permet l’obtention d’animaux viables à la naissance mais qui 

présentent et/ou développent des phénotypes anormaux : une cardiomyopathie dilatée et une atrophie 

musculaire sévère dans le cas du muscle (dans un fond génétique mixte) (154), une amélioration de la 

tolérance au glucose et de la sensibilité à l’insuline dans le cas du muscle (dans un fond génétique pur), 

une protection vis à vis du diabète et de l’obésité dans le cas du foie (156).  

Toutes ces observations sont en faveur d’un rôle vital essentiel d’AIF plus que d’un rôle dans la mort 

cellulaire. 

1.5.5. Mécanismes reliant AIF au  maintien et à la stabilité du complexe I 
Dans la totalité des modèles utilisés, une altération de l’activité du complexe I et une diminution de ses 

sous-unités ont pu être constatés quand ces paramètres ont été regardés. Cette perte de fonction 

s’accompagne parfois de la déficience d’autres complexes respiratoires : le IV en plus du I dans le 

muscle, le III dans les cellules ES et les HeLa, le III et le IV dans le prosencéphale (53). Comme le 

complexe I fait partie des supercomplexes, son altération pourrait entrainer des conséquences sur le 

complexe III et IV également membres du respirasome. La façon dont AIF participerait au maintien du 

complexe I reste un mystère à ce jour car ce dernier ne fait ni partie du complexe I lui même, ni partie 

des supercomplexes. Son accepteur physiologique d’électron est inconnu et il n’est même pas certain 

que sa fonction d’oxydoréduction soit nécessaire à son action sur le complexe I. Par ailleurs des 

partenaires protéiques d’AIF qui pourraient être impliqués dans l’assemblage du complexe I demeurent 

non identifiés. 

Parmi les théories avancées pour expliciter ce phénomène, il a été suggéré AIF protège le complexe I ou 

son assemblage via son rôle d’antioxydant. Le complexe I étant celui le plus sensible à une élévation des 

ROS, il serait grandement compromis par la perte d’AIF (118).  
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Autre supposition, néanmoins appuyée par des observations récurrentes, AIF jouerait un rôle dans la 

morphologie mitochondriale ce qui influencerait l’activité du complexe I et éventuellement des autres 

complexes respiratoires. Dans le modèle de suppression d’AIF dans le télencéphale, le réseau 

mitochondrial apparaît fragmenté : les mitochondries sont petites et hyperpolarisées, avec des crêtes 

anormales dilatées (111). Cette observation est rapportée également dans les délétions spécifiques d’AIF 

dans le prosencéphale ou dans le muscle (154, 155). En accord avec cette théorie, une interaction 

physique entre OPA1 et AIF a pu être rapportée dans une étude portant sur des fibroblastes issus de 

patients atteints d’atrophie optique dominante (157). Les auteurs avancent qu’OPA1 et AIF seraient 

ensemble liés à la fonctionnalité de la phosphorylation oxydative via leur action sur le complexe I. 

1.5.6. Encéphalyomyopathies liées à l’X 
En 2010, deux cousins atteints d’une encéphalomyopathie liée à l’X font l’objet d’une publication 

scientifique : ils portent tous deux une mutation héritée de leurs mères jumelles dans le gène codant 

pour AIF, c’est une mutation se traduisant par la délétion de l’arginine 201 (158). Cette mutation est 

associée à une neuropathie périphérique motrice et sensorielle axonale, une atrophie musculaire grave, 

des activités OXPHOS réduites, une déplétion d’ADNmt et une augmentation des taux de lactate dans 

le sérum. Les fibroblastes de ces patients cultivés dans des conditions de métabolisme oxydatif forcé 

présentent une diminution de l’activité des complexes I, III et IV. Des analyses de modélisation et la 

caractérisation de la protéine recombinante résultante suggèrent une protéine plus instable, perdant le 

FAD, réagissant avec le NADH plus rapidement et à conformation légèrement différente. L’AIF muté a 

aussi une affinité plus grande pour l’ADN et en conséquence une activité létale plus marquée. 

En 2011, trois frères sont décrits comme porteurs d’une mutation dans le gène d’AIF probablement 

responsable de la ventriculomégalie prénatale précoce dont ils sont atteints (159). Les activités des 

complexes I et IV sont fortement réduites dans les mitochondries isolées du tissu de ces patients. La 

mutation concerne un changement dans l’exon 9 du gène et se traduit par le remplacement d’une 

glycine en glutamate sur la position 308. Cette région est celle de liaison au NADH. Peu d’informations 

sur la protéine mutée ont été obtenues pour l’instant. 

En 2013, le cas d’un patient muté sur AIF est présenté au congrès de Neuropédiatrie à Vienne. Le 

patient soufre d’ataxie, de surdité, de mutisme, de myopathie progressive, d’ophtalmoplégie externe, 

de leucodystrophie périventriculaire et d’atrophie du cervelet. Il présente une diminution de l’activité 

du complexe I dans ses muscles. La mutation identifiée concerne la région de liaison au FAD.  

L’étude de ces mutations concernant des régions biochimiques distinctes d’AIF participera probablement 

à la compréhension des fonctions d’AIF dans la mitochondrie, via leur étude biochimique, cellulaire et 

physiologique dans des modèles animaux par exemple. 
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2. Mitochondrie et système hématopoïétique 
 

Dans ce deuxième chapitre, je présenterai l’importance des fonctions mitochondriales dans la 

différenciation hématopoïétique et dans certaines sous-populations hématopoïétiques à la fois en fonction 

de la littérature existante et des pré-requis nécessaires pour commenter et comprendre les résultats de 

ce deuxième tome.  

2.1. Rôle de la mitochondrie dans la différenciation hématopoïétique 

2.1.1. L’hématopoïèse 
5 litres de sang circulent dans un individu humain adulte, la moitié de ce volume étant du plasma et 

l’autre moitié des cellules. Les érythrocytes sont une grande majorité de ces cellules avec un ratio de 

1000 pour 1 leucocyte. Dans les leucocytes, 60% sont des neutrophiles et 35% des lymphocytes, les 5% 

restants contenant les autres granulocytes, les macrophages, cellules dendritiques. Il faut ajouter à cela 

les microcellules que sont les plaquettes. Ces cellules hématopoïétiques ont une durée de vie très 

variable, de quelques heures pour certains granulocytes, à une semaine pour les plaquettes, jusque 120 

jours pour les érythrocytes, voire quelques années pour les lymphocytes mémoires. Ce sont en tout plus 

de 30 000 milliards de cellules constamment renouvelées en fonction des besoins de l’organisme (160). 

Le lieu de l’hématopoïèse varie d’une espèce à l’autre et d’un stade de différenciation à l’autre. Dans les 

souris comme les hommes, les tissus hématopoïétiques sont d’abord retrouvés dans plusieurs organes 

embryonnaires (le sac vitellin, la région aorte-gonade-mésonéphros ou le placenta) (161). Puis 

l’hématopoïèse définitive s’amplifie dans le foie fœtal avant de coloniser la moelle osseuse à la naissance 

chez la souris et lors du troisième trimestre de grossesse chez l’homme (162).  

La différenciation hématopoïétique est classiquement représentée sous la forme d’un dendrogramme ou 

d’un arbre dont le tronc est la cellule souche hématopoïétique à long terme LT-HSC (Figure 21). De 

cette cellule dérivent des CSH engagées vers la lignée myéloïde et d’autres engagées vers la lignée 

lymphoïde. Les CSH présenteraient déjà à ce moment des propriétés d’engagement myléoïde ou 

lymphoïde selon leur microenvironnement et leur âge. Les ROS et le vieillissement favoriseraient par 

exemple la lignée myéloïde au détriment de la lymphoïde. Ce biais dans la différenciation de la CSH 

expliquerait en partie l’incidence augmentée des leucémies myéloïdes chez le sujet âgé et 

l’affaiblissement de l’immunité adaptative (160). Les progéniteurs multipotents découlant des CSH se 

différencient en progéniteurs communs lymphoïdes ou myéloïdes engagés puis en précurseurs de 

lignées. Ces branches se ramifient ensuite en cellules myéloïdes matures (érythrocytes, mégacaryocytes, 

granulocytes, …) ou cellules lymphoïdes matures (NK, cellules dendritiques, lymphocytes T, 

lymphocytes B, …). Le modèle actuellement proposé est que les cellules les plus immatures ont une  
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voie dominante de différenciation (la plus susceptible de se produire) alors que les cellules engagées dans 

un lignage ont un potentiel un peu plus restreint et les cellules différenciées ont une possibilité très 

limitée d’évoluer vers un autre lignage. L’évolution du potentiel de différenciation et donc le destin de 

chaque cellule hématopoïétique sont contrôlés par des signaux extrinsèques comme les cytokines et la 

niche hématopoïétique et des signaux intrinsèques comme les facteurs de transcription (163). Les deux 

types de signaux peuvent interagir les uns avec les autres bien entendu. Les facteurs de transcription 

impliqués dans le système hématopoïétique sont de toute nature et ont pour la plupart été reliés à des 

translocations chromosomiques ou des mutations somatiques des hémopathies malignes. Certains 

d’entre eux participent plus à la formation, le maintien et la survie des CSH tandis que d’autres sont plus 

nécessaires à l’acquisition des propriétés d’un lignage spécifique. Par exemple, GATA-1 est exprimé 

fortement dans les progéniteurs mégacaryocytes/érythrocytes MEP tandis que C/EBP! est plus 

caractéristique des progéniteurs GMP engagés vers les granulocytes et monocytes/macrophages (163). 

Mais cette vision dichotomique est un peu éloignée de la réalité, tout comme la représentation de 

l’arbre hématopoïétique de différenciation.  

Figure 21 : Modèle hiérarchique de l’hématopoïèse adulte 
Toutes les cellules hématopoïétiques dérivent d’une petite population de CSH séparable en deux sous-groupes, les 
LT-HSC reconstituant à long terme et les ST-HSC reconstituant à court terme. Ces deux populations sont 
capables d’auto-renouvellement, illimité pour les LT et limité pour les ST. Les progéniteurs multipotents MPP et 
les progéniteurs oligopotents CMP, CLP, MEP et GMP vont permettre ensuite la différenciation en tous les 
lignages. Les anticorps utilisés en cytométrie en flux pour identifier chez la souris ces sous-populations de CSH et 
progéniteurs sont indiqués. D’après Leo D. Wang, Nature Reviews Molecular Cell Biology, 12, 643-655, 2011. 
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De nombreuses études ont en effet récemment montré la plasticité inhérente des cellules en 

différenciation et même des cellules matures. L’invalidation du facteur de transcription PAX5 dans une 

souris démontre ainsi dans ce contexte au moins la capacité d’une cellule pro-B à garder un potentiel 

multipotent et à se différencier en T, en NK, en DC, en macrophage, en neutrophile ou en érythrocyte 

(164). Dans des souris sauvages, des progéniteurs de ce type, nommés EPLM pour early progenitors 

with lymphoid and myeloid potential, ont par la suite été identifiés. D’autres progéniteurs 

intermédiaires de lignée « non classiques » ont aussi été mis en évidence. Autre exemple, les thymocytes 

les plus immatures ne sont pas restreints à la lignée T mais sont capables de se différencier en NK ou 

cellules myéloïdes. La délétion de Notch dans le thymus murin conduit même à l’obtention de B dans 

cet organe (164). Ainsi, les cellules déjà engagées dans un lignage n’y sont pas obligatoirement bloquées, 

elles conservent une plasticité leur permettant d’évoluer vers un autre lignage.  

Toutes ces découvertes amènent à revisiter la représentation schématique de l’hématopoïèse. Rhodri 

Ceredig, Antonius Rolink et Geoffrey Brown proposent une vision alternative comme vous pouvez le 

constatez la figure 22 (164). 

Figure 22 : Modèle d’hématopoïèse appariée 
Ce modèle présente l’hématopoïèse comme un continuum de relations de lignée entre les CSH et leur progénie 
oligopotente. Ce modèle n’impose pas de chemin de différenciation privilégié pour les progéniteurs. Les arcs 
indiquent les progéniteurs oligopotents connus. Certains d’entre eux se chevauchent : les flèches de deux des arcs 
reflètent le fait que les cellules denditiques peuvent dériver à la fois des progéniteurs mégacaryocyte-monocyte et 
des progéniteurs B/T. Cela met en évidence qu’un destin cellulaire peut être issu de plus qu’un progéniteur 
intermédiaire. Cette représentation tient ainsi compte du potentiel de différenciation large qui caractérise les 
progéniteurs déjà découverts et ceux restant à identifier. Ce modèle explique aussi comment un développement 
myéloïde ou érythroide peut passer par différents chemins de développement. 
 D’après Rhodri Ceredig, Nature Reviews Immunology, 9, 293-300, 2009. 
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2.1.2. Erythrocytes 
A partir des CSH, un progéniteur érythroide BFU-E pour Burst Forming Unit est généré dans la moelle 

et prolifère pour se différencier progressivement en précurseurs érythroblastiques proérythroblastes et 

érythroblastes (165). La maturation terminale érythrocytaire a ensuite lieu dans des îlots 

érythroblastiques retrouvés dans le foie fœtal, la moelle osseuse et la rate (Figure 23).  

Ces structures se composent d’un macrophage au centre entouré d’au moins une cohorte de maturation 

d’érythrocytes. Le pronormoblaste précurseur érythroide est à l’origine de normoblastes plus petits 

contenant moins d’ARN, plus d’hémoglobine et une chromatine plus condensée. La maturation a alors 

lieu grâce à l’activation transitoire de la caspase 3 par la transition de perméabilité mitochondriale et 

l’induction de la caspase 9. Pour empêcher l’apoptose du normoblaste, la protéine HSP70 protège 

GATA-1 de l’action protéolytique de la caspase 3 (166). GATA-1 est un facteur de transcription 

Figure 23 : Erythropoïèse 
A partir d’un progéniteur érythroide, la maturation terminale des érythrocytes se met en place. Les érythroblastes 
précoces synthétisent d’abord des ribosomes. Puis les érythrocytes tardifs accumulent l’hémoglobine. Ensuite le 
normoblaste constitue l’étape d’énucléation avant le stade réticulocyte. Ce stade voit l’élimination des 
mticohondries et des autres organelles avant d’atteindre le stade d’érythrocyte. Ces étapes ont lieu dans les îlots 
érythroblastiques où les érythroblastes sont organisés autour d’un macrophage comme présenté sur la photo en 
bas à gauche de la figure. Une des étapes clés de la régulation de l’érythropoïèse passe par le contrôle de la mort 
cellulaire programmée. Le normoblaste est en effet soumis à l’apoptose qui peut être induite en l’absence d’Epo. 
Si l’Epo est présente, HSP70 peut aller au noyau pour protéger le facteur de transcription GATA-1 de l’activité 
de la caspase 3 qui résulte de la transition de perméabilité mitochondriale. 
D’après Benjamin Cummings, Addison Wesley Longman, Geneviève Courtois, Hématologie, 13, 6, 400-408, 2007 et Mitchell 
Weiss, Blood, 5, 113, 2136-2144, 2009.
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primordial pour la voie érythroïde car il permet l’expression de gènes tels que la globine, le récepteur à 

l’érythropoïétine Epo ou BCL-XL. La caspase 3 va par contre cliver la lamine B et cliver la protéine 

acinus pour permettre la condensation du noyau. Les niveaux d’activation de caspases ne varient pas que 

les érythroblastes soient voués à mourir ou à se différencier. C’est le taux d’érythropoïétine qui 

contrôlerait la localisation cellulaire d’HSP70 : quand le taux d’Epo est élevé, HSP70 peut aller au 

noyau protéger GATA-1. L’Epo est le facteur de régulation principal de l’érythropoïèse produit par le 

rein en conditions hypoxiques. Lorsque l’oxygène vient à manquer, le rein sent cette diminution et y 

répond en produisant plus d’Epo, qui encourage la production de globules rouges dans la moelle 

osseuse. Cela augmente ainsi l’apport d’oxygène au rein qui baisse en retour sa production d’Epo. Dans 

la différenciation érythroide, les érythroblastes peuvent donc mourir par apoptose Fas dépendante en 

l’absence d’Epo ou terminer leur maturation en réticulocyte en présence d’Epo (166). L’expulsion du 

noyau qui en résulte s’accompagne d’une exposition de phosphotidylsérines à sa surface qui permet son 

élimination par le macrophage de l’îlot. Le réticulocyte énucléé obtenu contient encore un réticulum 

endoplasmique, des vésicules d’endocytose, un appareil de Golgi, ribosomes et des mitochondries. Ces 

organelles doivent être éliminés pour l’obtention d’érythrocytes circulants et les voies d’autophagie 

contribuent grandement à ce processus (165). L’élimination des mitochondries a particulièrement été 

étudiée grâce à des modèles murins invalidés pour des protéines d’autophagie. La protéine 

mitochondriale NIX de la famille BCL-2 est ainsi responsable du recrutement d’autophagosomes au 

niveau des mitochondries dépolarisées contenues dans les réticulocytes. Les érythrocytes NIX-/- générés 

produisent plus de ROS en raison de la persistance de mitochondries, ce qui induit leur mort et conduit 

à l’anémie des animaux (165). D’après l’anémie développée par les animaux invalidés pour Atg7 dans le 

système hématopoïétique, Atg7 est aussi nécessaire à la mitophagie érythroide mais ne serait pas la seule 

voie requise (167). Une voie dépendante d’ULK1 existe aussi et la suppression de ce gène dans des 

souris conduit à l’accumulation de mitochondries et de ribosomes dans les érythrocytes matures. 

La production d’Epo étant contrôlée par l’hypoxie et en particulier les facteurs HIF, la mitochondrie 

joue également un rôle important dans la différenciation et la régulation érythropoïétique par les 

relations existantes entre la phosphorylation oxydative, les ROS et l’activation d’HIFα. Il a en effet été 

montré que des cellules sans ADN mitochondrial ne stabilisent pas HIFα en conditions d’hypoxie. 

L’inhibition des complexes respiratoires aboutit au même résultat (168). Par contre, l’invalidation du 

cytochrome b perturbant la phosphorylation oxydative mais conservant la génération de ROS par le 

reste du complexe III permet la stabilisation d’HIFα. Cela prouve que le rôle de la phosphorylation 

oxydative dans l’hypoxie passe par son impact sur la production de ROS. En favorisant l’hypoxie par les 

ROS, l’activité de phosphorylation oxydative augmente ainsi l’érythropoïèse.  
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2.1.3. Développement thymique 
Les précurseurs thymiques quittent la moelle osseuse pour rejoindre le thymus où ils vont se 

différencier. La maturation des thymocytes repose à la fois sur des mécanismes d’apoptose et de survie 

et implique le réarrangement des gènes des chaines composant le T-cell Receptor TCR. A la sortie du 

thymus, les lymphocytes matures doivent exprimer un TCR fonctionnel et sûr, c’est à dire capable de 

reconnaître un antigène présenté par des molécules du CMH du soi mais non autoréactif (169). 

Dans les premières étapes de développement, les thymocytes doubles négatifs DN CD4-CD8- ont besoin 

de signaux de survie pour empêcher leur apoptose (Figure 24).  

 
Figure 24 : Développement des lymphocytes T 
L’architecture thymique s’organise en zones corticales et médullaires, chacune étant caractérisée par des cellules 
stromales particulières de même que des précurseurs thymiques à différents stades. La différenciation thymique 
peut être suivie par l’expression de marqueurs de surface spécifiques, dont le CD4, CD8, CD44 et CD25, et le 
statut du TCR. Les interactions entre les thymocytes exprimant le récepteur Notch et les cellules stromales 
exprimant les ligands Notch induisent un programme complexe de maturation thymique qui aboutit à la 
génération de CD4+ auxiliaires tolérant le soi et des CD8+ cytotoxiques. Ces derniers quittent alors le thymus 
pour établir le stock de lymphocytes T dans la périphérie. 
D’après Juan Carlos Zuniga-Pflücker, Nature Reviews Immunology, 4, 67-72, 2004. 
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Ces signaux sont importants pour le contrôle des progéniteurs et la différenciation du TCR. On peut 

distinguer quatre stades de différenciation parmi les DN : DN1, DN2, DN3 et pre-DP (169). Les DN1 

expriment CD44 mais pas CD25 et n’ont pas subi les réarrangements géniques de la chaine β du TCR. 

Les DN2 commencent le réarrangement de la chaine β et expriment CD44 et CD25. Les DN3 CD44-

CD25+ ont terminé le réarrangement de la chaîne β et expriment un pré-TCR avec une chaîne α de 

substitution. L’expression de ce pré-TCR en même temps que le CD3 permet l’obtention de signaux de 

survie et de prolifération qui permettent aux DN3 de passer au stade pré-DP CD44-CD25-. Les pré-DP 

passent ensuite au stade double positif CD4+CD8+ pendant lequel le locus α du TCR est réarrangé et 

exprimé (170). Ils y subissent la première étape de sélection dans le cortex thymique lors de 

l’interaction de leur TCR avec les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité CMH exprimées 

par les cellules épithéliales les entourant. Les cellules incapables d’interagir via leur TCR ne reçoivent 

pas les signaux de survie et sont ainsi éliminées. Ceci est la sélection positive, phénomène nécessaire 

pour assurer des lymphocytes T fonctionnels pour une réponse immunitaire. En fonction de quel CMH 

est le mieux reconnu par le DP, le thymocyte devient simple positif CD4+ (CMH classe II) ou simple 

positif CD8+ (CMH classe I). Les lymphocytes T simples positifs CD4+ ou CD8+ possédant un TCR à 

affinité trop grande pour le CMH sont associés à un risque d’auto-immunité. Ils sont éliminés par 

sélection négative via l’induction de l’apoptose. De la même manière, le développement des 

lymphocytes B repose aussi sur une sélection positive et une sélection négative (31).  

La mitochondrie joue un rôle majeur dans le développement des T et des B par ses fonctions dans la 

mort cellulaire. Les membres de la famille BCL-2 ont été particulièrement étudiés à ce sujet. Comme 

les résultats obtenus ont permis d’apporter des informations sur la régulation de la mort cellulaire de 

populations en différenciation comme de populations matures, nous développerons ce sujet dans la 

section suivante « élimination par mort cellulaire ». 

La mitochondrie est également nécessaire au développement des T via le rôle qu’elle exerce sur le 

métabolisme et les ROS. Néanmoins, il faut reconnaître que la littérature actuelle est assez réduite sur 

ce point et mériterait d’être approfondie. 

La génération d’ATP dans les thymocytes serait assurée à 96% par la phosphorylation oxydative tandis 

que la glycolyse en produirait 4% (171). Cela rendrait les thymocytes très dépendants de la 

mitochondrie et de son métabolisme associé. Quelques études se sont focalisées sur la compréhension du 

métabolisme énergétique requis pour le développement des T dans le thymus. La délétion de RICTOR, 

composant du complexe mTORC2, compromet la prolifération des thymocytes, particulièrement les 

DN qui s’accumulent au stade DN3 (172). Ce stade correspond au moment de la β-sélection du TCR et 

s’accompagne d’un boost de prolifération pour l’évolution vers le stade DP. L’effet de RICTOR sur la 

lymphopoïèse passerait par son action sur Akt. En accord avec cette hypothèse, la délétion simultanée 
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d’Akt1 et d’Akt2 chez la souris conduit aussi à une diminution de la cellularité thymique, un défaut de 

prolifération des DN, un métabolisme diminué et un blocage dans la transition DN3-preDP (173). Les 

souris déficientes pour les deux sous-unités catalytiques de PI3K, kinase régulatrice d’AKT, présentent 

aussi un thymus plus petit en raison d’une augmentation de la mort cellulaire conjuguée à un défaut de 

prolifération (174, 175). Un autre régulateur de la voie mTOR s’est avéré impliqué dans le 

développement des T. L’inactivation de LKB1 par trois équipes différentes aboutit en effet à l’induction 

de la mort des thymocytes, mort qui peut être empêchée par la surexpression de BCL-XL (176, 177, 

178). Le nombre de thymocytes LKB1-/- est diminué, la fréquence de DN est bien plus importante et les 

DN3 incapables de proliférer s’accumulent à ce stade. LKB1 est sans doute aussi requise pour les 

thymocytes DP car en conditions sauvages, ceux-ci expriment des taux élevés de LKB1 et présentent 

une phosphorylation d’AMPK conséquente. Néanmoins, la perte d’AMPK1α, isoforme prédominante 

chez les T, ne conduit pas à un défaut majeur de développement des T, suggérant des voies redondantes 

ou additionnelles sous la kinase LKB1 (175). Le modèle actuel concernant la transition DN/DP propose 

que les signaux Notch et pre-TCR convergent vers la signalisation PI3K/AKT et LKB1 qui en utilisant 

entre autres les voies mTOR favoriseraient les changements métaboliques requis pour 

l’hyperprolifération des DN3 (174). Ces changements pourraient optimiser l’utilisation des voies 

cataboliques et des voies anaboliques en fonction de la demande, de sorte que la perturbation d’un axe 

ou d’un autre comprometterait le développement des T de façon équivalente. 

Le développement des T serait aussi très influencé par les espèces réactives de l’oxygène. Deux études 

ont montré qu’un excès de ROS pouvait être favorable à la prolifération des thymocytes. La première 

concerne l’inactivation de la peroxyrédoxyne II, enzyme antioxydante dont l’inactivation conduit à une 

augmentation de ROS dans les thymocytes (179). Ce changement affecte le nombre de thymocytes DP 

qui se retrouve augmenté par rapport à celui des SP diminué. Cet effet passerait par une résistance à 

l’apoptose des thymocytes DP. Un autre modèle conduit à l’augmentation des ROS dans le thymus, 

celui de la déficience pour ATM. La perte d’ATM dans les thymocytes conduit à un dysfonctionnement 

mitochondrial accompagné d’une augmentation de la masse mitochondriale, de la capacité de 

phosphorylation oxydative et de la production de ROS (180). L’augmentation du nombre de 

mitochondries est liée à un défaut de mitophagie comme l’a montré la perte additionnelle dans ce 

modèle de Beclin-1, régulateur de l’autophagie. Ces modifications affectant les thymocytes les rend plus 

susceptibles à l’émergence de tumeurs lymphoïdes T, en accord avec la fréquence importante de 

lymphomes T développés par les patients atteints d’ataxia telangiectasia. Le traitement des souris ATM-/- 

par des antioxydants diminue considérablement l’incidence de ces tumeurs, liant l’excès de ROS à la 

pathologie observée (180). D’autres études montrent à l’inverse qu’un excès de ROS impacte la viabilité 

des thymocytes et conduit à une diminution de la cellularité. La délétion du répresseur de la famille 
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Polycomb Bmi1 induit ainsi une diminution de la cellularité thymique caractérisée par la réduction du 

nombre de thymocytes DP (181). Les mitochondries sont altérées et les ROS augmentés, ce qui induit 

une réponse de dommage à l’ADN létale pour les cellules. La suppression de cette voie de réponse au 

dommage à l’ADN ou le traitement par un antioxydant rétablit une différenciation thymique normale. 

Un autre modèle conduisant à un excès de ROS néfaste pour la survie est celui de la souris déficiente 

pour la superoxyde dismutase mitochondriale 2 SOD2 (182). Son inactivation dans les thymocytes 

adultes, et non fœtaux, génère une augmentation de ROS associée à la réduction du nombre de 

thymocytes en raison d’une sensibilité accrue à l’apoptose de ces derniers. Les ROS peuvent donc selon 

le schéma habituel être favorables à la prolifération des thymocytes comme responsables de leur 

mortalité selon le niveau et le moment auxquels ces ROS sont générés. 

2.2. Rôle de la mitochondrie dans la régulation du système hématopoïétique 

2.2.1. Elimination par mort cellulaire 
L’homéostasie et l’efficacité du système hématopoïétique repose sur la régulation de la mort cellulaire 

dans les différentes sous populations hématopoïétiques. De nombreuses voies de mort ont pu être 

décrites ces vingt dernières années dans divers systèmes liés ou non à l’immunité. Pour une revue 

détaillée de ces mécanismes de mort cellulaire programmée, merci de se référer à la revue Médecine 

Sciences du tome 1 de ce travail de thèse. Dans l’immunité, trois grands types de mort sont 

majoritaires : l’apoptose, la nécroptose et la pyroptose (Figure 25) (183). La première se partage entre 

l’apoptose intrinsèque et l’apoptose extrinsèque dont nous avions précédemment discuté les modalités. 

Les récepteurs de mort membanaires de la superfamille du TNF sont très sollicités dans le système 

hématopoïétique. Leur engagement par la liaison d’un ligand s’accompagne de leur oligomérisation 

trimérique et du recrutement de molécules effectrices ou adaptatrices. Ce premier complexe 

membranaire évolue en deuxième complexe cytosolique comprenant la protéine FADD (Fas-associated 

death domain), la pro-caspase 8 et la kinase RIP1. L’activation de la caspase 8 est contrôlée par les 

inhibiteurs c-FLIP et XIAP. 

Ce complexe II peut alors engager la signalisation de mort par deux moyens. L’un implique le clivage 

par la caspase 8 des caspases exécutrices 3, 6, 7 et l’autre le clivage de BID qui induit ensuite la 

transition de perméabilité mitochondriale nécessaire à la libération du cytochrome c, la formation de 

l’apoptosome et l’activation de la caspase 9.  

Contrairement à l’apoptose, la nécrose a longtemps été considérée comme passive et accidentelle. Mais 

de nombreuses études, dont celles de mon laboratoire, ont démontré l’existence de voies de nécrose 

régulée. De nombreux signaux peuvent l’induire tels que le dommage à l’ADN, l’activation des PRRs, 

la déplétion d’ATP, l’excès de ROS ou de taux de calcium intracellulaire. Le TNF peut aussi induire une 
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nécrose, de type nécroptose, dont la signalisation est médiée par les kinases RIP1 et RIP3. Le complexe 

II « apoptotique » peut en effet évoluer vers un complexe III nécroptotique, le nécrosome, composé de 

RIP3 en plus de RIP1, la caspase 8 et FADD. L’homodimère actif de la caspase 8 et l’hétérodimère 

caspase 8-cFLIPL régulent cette voie de nécrose programmée (183). L’inactivation de la caspase 8 ou de 

FADD dans un modèle murin induit d’ailleurs une létalité embryonnaire à mi-gestation due à un excès 

de nécroptose. La délétion combinée de RIP1 ou RIP3 supprime en effet cette létalité (184). Par contre, 

la voie de nécroptose sert visiblement au moins de sauvegarde de l’apoptose dans l’élimination des 

lymphocytes T. La nécroptose est aussi utile dans l’immunité anti-virale car de nombreux virus 

possèdent des protéines inhibitrices de l’apoptose. L’intérêt de cette voie de secours est illustré par 

l’existence de quelques protéines virales également inhibitrices de la nécroptose  (185)! 

Figure 25 : Les principales voies de mort cellulaire dans l’immunité 
Les voies apoptotiques extrinsèques et intrinsèques se rejoignent à la mitochondrie où l’apoptosome se forme et 
s’active. Dans certains types cellulaires, les récepteurs de mort peuvent outrepasser la mitochondrie pour 
directement activer les caspases effectrices. Quand la caspase-8 est inactive, RIP1 forme un complexe de 
signalisation de type amyloïde avec RIP3 et y recrute des effecteurs comme MLKL er PGAM5. Les ROS peuvent 
agir en amont ou en aval pour renforcer la signalisation nécrotique ou induire des dommages comme la rupture 
des membranes. La pyroptose induite par l’inflammasome est aussi caractérisée par la rupture des membranes. 
Alors que les cellules apoptotiques sont majoritairement phagocytées rapidement, la nécrose et la pyroptose 
favorise l’inflammation via la libération de signaux de danger. 
D’après Jason W. Upton, Molecular Cell, 54, 2, 273-280, 2014. 
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Différentes cibles cellulaires du ripoptosome ont été évoquées, dont la kinase MLKL qui aurait pour rôle 

principal de compromettre l’intégrité de la membrane plasmique. La nécroptose pourrait aussi 

impliquer une augmentation des ROS, la perturbation de voies bioénergétiques mitochondriales,  

l’activation de la famille BCL-2, la rupture de la membrane mitochondriale, la déplétion d’ATP, la 

rupture des lysosomes,  (92)… 

Enfin, la pyroptose est une voie de mort cellulaire induite par l’inflammasome contenant le récepteur 

NLR, l’adaptateur ASC et la caspase 1 (183). L’inflammasome permet la maturation et la libération de 

cytokines pro-inflammatoires par les macrophages notamment. Mais son activation conduit 

fréquemment à la rupture de la membrane plasmique et la mort de la cellule. Les conséquences sont une 

inflammation encore plus considérable car la libération des cytokines s’accompagne alors du 

déversement du contenu cellulaire agissant comme signal de danger.  

La mort cellulaire induite chez les lymphocytes T a été particulièrement étudiée et plusieurs de ces 

mécanismes impliquent la mitochondrie. Au delà de la sélection positive et négative dans le thymus, les 

lymphocytes T sous soumis à différents types de mort cellulaire (186). Une fois en périphérie à l’état 

naïf, le lymphocyte T peut y rencontrer un antigène pour lequel il est spécifique. Suite à cette activation, 

le lymphocyte T passe alors à l’état prolifératif de cellule effectrice et participe à la réponse immune sur 

le site de l’infection ou de l’inflammation.  Cette période est appelée phase d’expansion et constitue une 

étape critique pour la génération d’un nombre conséquent de lymphocytes T effecteurs. Après 

l’élimination du pathogène ou la résolution de l’inflammation, la plupart des lymphocytes T effecteurs 

va mourir excepté les quelques cellules qui deviendront mémoires. Cette phase est la phase de 

contraction. La suppression de ces lymphocytes est cruciale pour éviter des phénomènes d’auto-

immunité et l’apparition de lymphomes (187). Deux processus différents pouvant conduire à la mort 

des lymphocytes ont été proposés pour expliquer la contraction : la mort cellulaire induite par 

l’activation (AICD activation induced cell death) ou la mort cellulaire autonome du T activé (ACAD 

activated T cell autonomous death) (188). L’AICD se produit via la restimulation du TCR quand le 

lymphocyte T effecteur rencontre une deuxième fois l’antigène. Il est important de noter que le 

lymphocyte T effecteur est résistant à l’AICD lors de la phase d’expansion et y devient sensible au 

moment de la contraction (187). L’AICD peut impliquer des signalisations dépendantes et 

indépendantes des récepteurs de mort, intrinsèques ou extrinsèques, dépendantes et indépendantes des 

caspases. L’ACAD a lieu lorsque le lymphocyte T ne reçoit plus de signaux de survie, indépendamment 

de l’engagement de son TCR. L’AICD et l’ACAD coopèreraient ensemble pour la résolution de 

l’inflammation pendant la phase de contraction.  

Les protéines de la famille BCL-2 sont des régulateurs clés de l’ACAD et pourraient aussi participer à 

l’AICD (186). Ils sont également impliqués dans l’hématopoïèse, dans le développement thymique et 
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participent à l’induction de la mort d’autres sous-populations immunitaires que les lymphocytes T. 

L’étude des déficiences simples ou combinées de ces protéines par inactivation génique dans des modèles 

murins a permis de mettre en évidence leurs fonctions (Figure 26).  

 
 

 

 

 

 

 

BIM et PUMA apparaissent notamment comme extrêmement importants pour l’induction de la mort 

cellulaire liée à l’absence de signal. Ainsi, les thymocytes déficients en BIM sont résistants à la sélection 

négative, et donc à la mort cellulaire, de même que le sont les lymphocytes B dans ces mêmes souris. En 

remplaçant le domaine BH3-only de BIM par celui d’autres BH3-only (BAD, NOXA et PUMA) et en 

réintroduisant ce mutant dans les souris déficientes pour BIM, il a été démontré que cette fonction de 

BIM in vivo nécessitait plus que l’inhibition des protéines anti-apoptotiques de la famille BCL-2 (31). 

BIM sert également à l’induction de la mort des macrophages après phagocytose. Ce mécanisme permet 

Figure 26 : La famille BCL-2 dans l’hématopoïèse 
Les protéines de la famille BCL-2 contribuent à de nombreuses étapes du développement du système adaptatif 
comme inné. Le système adaptatif dérive d’un progéniteur CLP et comprend les lymphocytes B et T. La famille 
BCL-2 est un régulateur critique de la plupart des étapes de différenciation lymphocytaire (sélections positives et 
négatives, différenciation en cellules mémoires). Le système inné dérive d’un progéniteur CMP et la 
différenciation des cellules myéloïdes dépend aussi de la famille BCL-2. Pour plus d’informations sur les 
références cités entre crochets, se référer à la revue originale. 
D’après Thibaud T. Renault, Ann N Y Acad Sci, 1285, 1, 59-79, 2013. 
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d’éliminer les macrophages infectés après éradication des pathogènes sur le site de l’infection. 

L’expression de MCL-1 est elle aussi requise dans le développement des T comme des B pour la bonne 

et simple raison que MCL-1 antagonise l’action de BIM. MCL-1 aurait en plus une fonction primordiale 

dans les CSH car sa délétion induit une apoptose drastique et conduit à la diminution de tous les 

progéniteurs dérivés (8). Les souris invalidées pour PUMA et BIM, et non les simples KO, ont une 

quantité anormale de macrophages, probablement due à un défaut d’apoptose. Ces animaux ont 

également un excès de thymocytes immatures (31). La délétion conjointe de BIM et PUMA conduit 

aussi à l’accumulation de lymphocytes T auto-réactifs responsables de phénomènes d’auto-immunité 

dans divers organes. D’autre part, les souris déficientes pour BAX présentent un nombre augmenté de 

lymphocytes B et T sans changement de proportions dans les sous-populations. Les animaux déficients 

pour BAX et BAK ont par contre 3 à 10 fois plus de cellules lymphoïdes et myéloïdes (31). Leurs 

thymocytes sont résistants à la mort cellulaire induite in vitro (irradiation ou étoposide). Les lymphocytes 

T générés ont un phénotype mémoire suggérant une fonction de BAX et BAK dans le renouvellement, 

le destin et/ou le maintien des lymphocytes T. 

La protéine BH3-only BMF est quant à elle impliquée dans la maturation des lymphocytes B car sa 

délétion dans un modèle murin conduit à une augmentation de pré-B et de B matures (31). 

Toutes ces observations démontrent l’importance de la famille BCL-2 dans la régulation de 

l’homéostasie immunitaire et avec, au moins en partie, l’importance de la mitochondrie dans ces mêmes 

fonctions. 

2.2.2. Phosphorylation oxydative dans les T 
Le métabolisme du lymphocyte T évolue en fonction de son état : naïf, effecteur ou mémoire. Lors de la 

rencontre avec l’antigène, le lymphocyte T naïf passe à un état activé, hyperproliférant et se différencie 

en lymphocyte effecteur. Une fois le pathogène éliminé, la plupart des lymphocytes T effecteurs est 

éliminée mais une faible proportion d’entre eux se différencie en lymphocytes T mémoires (189). Ces 

derniers ont une durée de vie allongée pour maintenir possible une réponse plus rapide spécifique de cet 

antigène en cas de réinfection future.  

De façon similaire à des cellules non proliférantes, les lymphocytes T naïfs présentent un état 

métabolique qualifié de quiescent où la glycolyse est faible et le pyruvate qu’elle génère sert à produire 

de l’ATP via la phosphorylation oxydative ou la β-oxydation des acides gras (Figure 27). La quiescence 

des cellules naïves est contrôlée par divers mécanismes mais la régulation du métabolisme en fait partie. 

Les lymphocytes T invalidés pour TSC1, régulateur négatif de mTOR, prolifèrent trop et perdent leur 

état naïf (175).  
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Figure 27 : Programmes métaboliques des lymphocytes T 
Les lymphocytes T quiescents oxydent le pyruvate dérivé du glucose en même temps que les lipides et acides 
aminés afin de produire suffisamment d’énergie requise pour la surveillance immunitaire. Suite à l’activation, 
l’oxydation des lipides est diminuée et la glycolyse augmente avec l’oxydation de la glutamine afin de produire des 
précurseurs de biosynthèse nécessaires à la croissance cellulaire et la prolifération. A la fin de la réponse immune, 
les cellules qui survivent deviennent des lymphocytes T mémoires et reviennent à l’oxydation des lipides. Ils 
présentent une capacité respiratoire augmentée et plus de mitochondries. Selon les sous-populations de T, les 
profils métaboliques vont aussi varier en accord avec leurs fonctions. Le programme métabolique et ses 
régulateurs clés sont indiqués pour chaque sous-type T au milieu de la figure.  
D’après NJ MacIver, Annu Rev Immunol, 31, 259-283, 2013 et Erika L. Pearce, Science, 342, 6155, 2013. 



TOME 2 - INTRODUCTION 

 

 165 

Quand le lymphocyte T rencontre l’antigène spécifique de son TCR, il passe à un état métabolique 

activé favorisant les voies métaboliques anaboliques. Le lymphocyte T activé repose alors sur une 

glycolyse aérobie, c’est à dire une conversion du pyruvate en lactate malgré la disponibilité en oxygène 

pour la phosphorylation oxydative. C’est l’effet Warburg observé dans le cas des tumeurs (190). 

L’assimilation du glucose et des acides aminés est augmentée grâce à l’expression favorisée par le TCR 

de transporteurs du glucose et des acides aminés. L’interleukine 2 (IL-2) et le facteur de costimulation 

CD28 aident au switch glycolytique des T activés en induisant l’activation d’AKT dépendante de PI3K 

qui conduit à l’activation de mTOR. La β-oxydation des acides gras est inhibée tandis que la 

phosphorylation oxydative demeure dans un état faiblement actif. L’enzyme GAPDH a un rôle 

intéressant au carrefour de la glycolyse et l’OXPHOS : elle possède en plus de sa fonction enzymatique 

dans la glycolyse une fonction immunomodulatrice via sa liaison aux ARNm de cytokines dont elle freine 

la traduction (191). Quand l’OXPHOS est privilégiée dans un lymphocyte T activé, GAPDH est moins 

occupée à la glycolyse et se concentre sur ses fonctions immunosuppressives. Le statut d’effecteur 

requiert donc une activité glycolytique aérobie plus qu’une OXPHOS performante. Cependant la 

respiration mitochondriale est tout de même importante pour l’activation des T car l’inhibition de 

l’ATP synthase par l’oligomycine bloque l’expression de marqueurs d’activation et la prolifération des T 

après liaison du TCR à l’antigène (191). La transition de l’état naïf à l’état mémoire réclame donc soit 

une production d’ATP mitochondrial soit des produits de la chaine respiratoire comme les ROS. 

Plusieurs études ont démontré l’importance des ROS dans la prolifération des T activés. Des 

lymphocytes T dépourvus d’une sous-unité du complexe III, UQCRFS1, montrent des défauts dans la 

production de ROS dépendante du TCR et des défauts de prolifération (192). Un lien possible entre le 

TCR et l’activité OXPHOS/production de ROS est l’influx calcique généré par la signalisation du TCR. 

Entre autres choses, le calcium stimule certaines déshydrogénases du cycle de Krebs ce qui peut 

conduire à une augmentation de l‘activité OXPHOS et la production de ROS. L’utilisation de 

lymphocytes T sans BAX et BAK présentant des défauts dans l’homéostasie du calcium en plus de la 

mort cellulaire a permis d’étayer cette hypothèse (191). Ces lymphocytes T sont en effet incapables de 

proliférer correctement suite à l’activation du TCR à cause d’un défaut dans la production de ROS. Les 

voies métaboliques du lymphocyte T sont étroitement reliées aux voies de transduction du signal 

contrôlées par les récepteurs de surface.  

Les lymphocytes T mémoires sont dans un état métabolique proche de celui des lymphocytes naïfs : ils 

s’appuient sur un métabolisme essentiellement catabolique. Ils possèdent néanmoins une caractéristique 

bien différente : leur masse mitochondriale est plus importante et leur capacité respiratoire maximale 

est ainsi augmentée (193). Cette propriété présente l’avantage de pouvoir rapidement générer plus 

d’énergie en cas de stress ponctuel, via la glycolyse comme l’oxydation des acides gras utilisant aussi 
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l’OXPHOS. Il a d’ailleurs été montré que suite à l’engagement du TCR, les T mémoires produisent plus 

d’ATP mitochondrial ce qui favorise leur prolifération rapide. L’IL-15 serait responsable de 

l’augmentation de la biogenèse mitochondriale dans les T mémoires (Figure 27). 

Le passage d’un état effecteur à un état mémoire pourrait être contrôlé par les changements 

métaboliques subis par les T. L’activation d’AMPK par la metformine augmente la génération de CD8+ 

mémoires de même que l’inhibition de la voie mTOR par la rapamycine (189). En accord avec ces 

observations, les lymphocytes T déficients pour l’AMPK n’arrivent pas à produire des CD8+ mémoires 

après une infection et les souris déficientes pour AMPK ou sa kinase régulatrice LKB1 accumulent des 

CD8+ activés (194). L’autophagie pourrait participer à ce processus. L’activation de la β-oxydation des 

acides gras serait elle aussi requise pour cette transition vers l’état mémoire.  

Des différences existent également entre les sous-populations de lymphocytes T (Figure 27). Ainsi les T 

auxiliaires CD4+ dépendent plus de la glycolyse que du métabolisme mitochondrial alors que les T 

régulateurs s’appuient à la fois sur la glycolyse, l’OXPHOS et l’oxydation des lipides. Les Th17 sont 

particulièrement dépendants de la glycolyse dont l’inhibition empêche le développement de cette sous-

population au profit des Tregs. HIF-1 est un facteur essentiel pour le développement des Th17 en raison 

de son rôle dans le contrôle de la glycolyse (189). Les Tregs quant à eux reposent plus sur la voie 

d’oxydation des lipides qui est induite par AMPK et inhibée par HIF-1 (195). Dans le tissu comme dans 

le sang, le microenvironnement et notamment son influence sur le métabolisme pourrait donc jouer un 

rôle crucial dans la polarisation des lymphocytes T. Ces différences de métabolisme des sous-populations 

peuvent être détournées pour des applications thérapeutiques. Par exemple, en atteignant les Th17, 

l’inhibition de la glycolyse réduit la sévérité d’un modèle murin de sclérose en plaques, l’EAE pour 

encéphalite auto-immune expérimentale (195). L’inhibition pharmacologique de l’ATP synthase permet 

d’induire l’apoptose des lymphocytes T alloréactifs donneurs dans la réponse du greffon contre l’hôte 

(190). Ces lymphocytes alloréactifs ont en effet une phosphorylation oxydative très augmentée et un 

système antioxydant saturé alors que les lymphocytes T naïfs ont une activité OXPHOS faible ou les T 

effecteurs expriment beaucoup d’antioxydants. 

Encore peu étudié, le métabolisme énergétique d’autres populations immunitaires permettra sans doute 

des applications thérapeutiques intéressantes. Il a été montré que les cellules dendritiques subissent une 

augmentation de la glycolyse lors de leur activation via une signalisation TLR (196). Cela pourrait venir 

d’une inhibition de l’OXPHOS par l’oxyde nitrique généré par les ROS. D’autre part, les lymphocytes 

B augmentent de façon égale le métabolisme glycolytique et oxydatif lors de leur activation quand les 

lymphocytes T augmentent plus le métabolisme glycolytique (197). Il y a aujourd’hui néanmoins très 

peu d’informations concernant ces sous-populations, ce qui mériterait d’être approfondi. 
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2.2.3. Plaquettes 
Les plaquettes sont essentielles à la coagulation et l’hémostase mais ont aussi des fonctions dans 

l’immunité innée et adaptative. Dépourvues de noyau, elles possèdent néanmoins des mitochondries 

qu’elles utilisent pour la production d’ATP mais aussi d’autres fonctions comme la production de ROS, 

la transition de perméabilité mitochondriale ou la chute de potentiel mitochondrial. Les plaquettes 

quiescentes ont recours à la phosphorylation oxydative comme à la glycolyse anaérobie pour leur 

production énergétique, la première étant responsable de 30 à 40% de cette production (198). L’une 

compense l’autre si nécessaire lors d’une inhibition d’une voie. La respiration des plaquettes serait très 

associée à la production d’ATP avec très souvent la sollicitation de la capacité maximale respiratoire. En 

conditions d’activation, les plaquettes augmentent alors et la glycolyse et la respiration pour répondre à 

la demande énergétique (199). L’inhibition de la phosphorylation oxydative compromet la sécrétion des 

granules et l’agrégation plaquettaire. Les ROS interviennent aussi sur la régulation des plaquettes. Leur 

traitement par des ROS augmente d’une manière générale leur activation. La production de ROS 

mitochondriaux peut être incitée par une hyperpolarisation mitochondriale conduisant à une fuite 

d’électrons plus importante par la chaine de phosphorylation oxydative. Ce phénomène est observé dans 

des conditions d’hyperglycémie et chez des patients diabétiques (198). Les signaux activant les 

plaquettes tels que le peroxyde d’hydrogène, la thrombine ou le collagène peuvent aussi induire leur 

apoptose à fortes concentrations. Malgré l’absence de noyau, l’apoptose peut se produire dans les 

plaquettes via la voie mitochondriale. Le pore de transition mitochondrial jouerait par ailleurs un rôle 

particulièrement important dans l’élimination des plaquettes car les souris déficientes en CypD ont une 

réponse très altérée à la thrombine et la rétraction du caillot (199). 

La présence de mitochondries dans les plaquettes constitue un outil intéressant lorsqu’il s’agit d’étudier 

ou de détecter des dysfonctionnements mitochondriaux chez un patient. Elles sont en effet nombreuses 

et faciles à prélever et pourraient donc être exploitées pour les patients atteints de mitochondriopathies. 

Cette approche a déjà permis par exemple de montrer que les patients souffrant de la maladie de 

Parkinson ont une chaine de transport électronique altérée notamment associée à une déficience en 

complexe I (199). 

2.2.4. Immunité innée, macrophages, granulocytes et cellules dendritiques 
Les cellules du système immunitaire inné dont font partie les macrophages, les cellules dendritiques et 

les granulocytes, participent à l’identification et l’élimination d’agents pathogènes extérieurs. La 

reconnaissance de ces agents implique des signaux PAMP pour pathogen-associated molecular patterns 

et des signaux DAMP pour danger-associated molecular patterns. Les premiers concernent des motifs 

provenant de pathogènes (acides nucléiques ou lipopolysaccharides, lipoprotéines, flagellines, 

peptidoglycanes, …) tandis que les seconds proviennent du soi et sont généralement associés à un tissu 
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abîmé (libération d’ATP ou HMGB). Ils peuvent dans les deux cas être reconnus par des récepteurs PRR 

pour pattern recognition receptor tels que les TLR Toll-like receptors (large spectre), les NLR NOD-

like receptors (bactéries), les RLR RIGI-like receptors (virus) ou les CLR C-type lectin receptors 

(champignons, bactéries, virus) (200). Le milieu extracellulaire dans lequel a lieu l’infection ou la 

blessure influence forcément l’activation et l’état des cellules innées. Ces dernières années ont permis 

de mieux comprendre le métabolisme des granulocytes, dendritiques et macrophages. 

Les neutrophiles s’appuient essentiellement sur la glycolyse pour leur production d’ATP (201). Attirés 

sur le site de l’infection par des chimiokines, ces granulocytes à durée de vie courte possèdent beaucoup 

de granules qui leur permettent d’exercer leur activité de phagocytose très efficacement. Ils possèdent 

peu de mitochondries et consomment très peu d’oxygène. Suite à leur activation, par engagement de 

leur TLR par exemple, ils augmentent leurs consommations de glucose et d’oxygène mais pas leur 

activité de phosphorylation oxydative. La voie des pentoses phosphates augmente et avec elle la 

génération de NADPH. Ce facteur est essentiel à la NADH oxydase qui produit à partir d’oxygène les 

ROS nécessaires à l’élimination des microbes phagocytés. Les neutrophiles maintiennent un potentiel de 

membrane mitochondrial malgré l’absence d’une activité respiratoire classique. Les complexes 

respiratoires I, III et IV des neutrophiles sont très peu exprimés et ne s’assemblent pas en 

supercomplexes (202). Mais le complexe III est utilisé par la navette glycérol-3-phosphate pour le 

transfert d’électrons nécessaire à l’établissement du potentiel de membrane mitochondrial. Cela permet 

d’empêcher la sortie des facteurs apoptotiques contenus dans les mitochondries des neutrophiles. Les 

granulocytes éosinophiles et basophiles seraient métaboliquement similaires aux neutrophiles (203). Ils 

sont d’ailleurs tous trois incapables de proliférer en périphérie une fois différenciés, ce qui peut 

s’expliquer par leur capacité métabolique limitée. 

Les cellules dendritiques existent sous différents états mais elles participent dans l’ensemble à l’initiation 

de l’inflammation et son amplification via le système immunitaire adaptatif. D’une façon assez similaire 

aux lymphocytes T, leur métabolisme est essentiellement oxydatif lorsqu’elles sont au repos alors 

qu’elles adoptent un métabolisme glycolytique associé à une production de lactate élevée une fois 

activées. Cette activation s’accompagne aussi d’une expression de l’enzyme NO synthase iNOS dont le 

produit NO inhibe notamment les complexes respiratoires I, II et IV (203). La production de NO 

pourrait d’ailleurs exercer cette action inhibitrice de façon paracrine. L’augmentation de la glycolyse 

dans les cellules dendritiques semble être requise pour leur activation car son inhibition par le 2-DG la 

compromet. 

Les macrophages sont probablement le type cellulaire myéloïde pour lequel la quantité d’information 

sur la mitochondrie et le métabolisme est la plus importante. Les macrophages proviennent d’au moins 

deux mécanismes distincts d’hématopoïèse, l’un dérivant de progéniteurs mésenchymateux issus du sac 
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vitellin et l’autre dérivant du lignage monocytaire (204). Très variés, les macrophages sont retrouvés 

dans tous les tissus de l’organisme où ils jouent un rôle clé dans la réponse immunitaire innée. 

L’interféron gamma associé à la signalisation TLR favorise une activation classique de macrophages dits 

M1 tandis que l’IL-4 et l’IL-13 induisent une activation alternative de macrophages dits M2 (Figure 28). 

Les M1 sont majoritairement inflammatoires et produisent ainsi du NO, du TNF-α, de l’IL-1, de l’IL-6 

et de l’IL-12 capable d’inciter les NK et les LT à la sécrétion d’IFN-γ. Ils participent de cette manière à 

l’élimination de nombreux pathogènes (205). Les macrophages M2 quant à eux exercent une fonction 

plus régulatrice qui module la réponse inflammatoire et privilégie la réparation du tissu après infection. 

En réponse à l’IL-4 et l’IL-13, ils expriment dectin-1 et le récepteur au mannose, produisent de l’IL-10 

et de l’IL-1 récepteur antagoniste. Ils expriment aussi l’enzyme arginase I qui participe à la synthèse en 

polyamines et proline, essentiels au collagène. En utilisant l’arginine, même substrat que la NOS, elle 

empêche en même temps la production de NO (206). Les macrophages M2 sont absolument nécessaires 

pour retrouver un tissu normal mais interviennent apparemment en plus dans la régulation du 

métabolisme du foie et du tissu adipeux.  

 

 

Les macrophages M1 ne partagent pas du tout les mêmes propriétés métaboliques que les macrophages 

M2. Les macrophages M1 sont très glycolytiques, HIF-1 participant à l’induction de cet état, et ont aussi 

recours à la voie des pentoses phosphates (207). En utilisant cette dernière, ils génèrent comme les 

neutrophiles du NADPH pour la NADPH oxydase produisant les ROS, mais aussi pour la NOS 

Figure 28 : Activation des 
macrophages et programmes 
métaboliques 
Les macrophages peuvent adopter des 
phénotypes distincts en fonction de 
leur expostion aux cytokines Th1 ou 
Th2. Cela entraine soit des réponses 
pro-inflammatoires soit des réponses 
réparatives. Le phénotype classique 
(M1) inclut la production d‘oxyde 
nitrique, de TNFα, d’IL-1,6 et 12. Le 
phénotype alternatif (M2) est 
caractérisé par l’expression de dectin-
1, du récepteur au mannose, de l’IL-
10, IL-1RA, FIZZ1, de chitinase YM1 
et de collagène. Ces phénotypes sont 
directement liés à l’état métabolique, 
glycolytique pour le premier et 
reposant sur l’oxydation des acides 
gras pour le second. 
D’après A. Lacy-Hubert, Cell Metabolism, 
4, 1, 7-8, 2006. 
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produisant du NO et pour la réduction du glutathion, antioxydant réduisant les effets néfastes des ROS. 

Les mitochondries des macrophages M1 sont malgré tout importantes notamment pour leur rôle dans la 

production de ROS. L’expression des TLRs à la surface des macrophages M1 s’accompagne d’un 

recrutement des mitochondries aux phagolysosomes d’une façon dépendante de TRAF6 (Figure 29). Ce 

recrutement permet alors une production de ROS mitochondriaux efficace pour la dégradation des 

bactéries phagocytées. Cette production est rendue possible grâce à l’inhibition d’une sous-unité du 

complexe I, ECSIT, par sa liaison à TRAF6 (208). La production de ROS mitochondriaux est aussi 

requise pour l’activation de l’inflammasome NPLR3. Ce complexe moléculaire induit la production 

d’IL-1β et de la caspase-1 en réponse à certaines infections ou signaux de danger comme l’ATP 

extracellulaire. L’inhibition de l’activité de la chaine respiratoire a montré que les ROS qu’elle produit 

sont nécessaires à NPLR3. La mitochondrie sert aussi de plateforme pour NPLR3 et pour la protéine 

mitochondriale de signalisation anti-virale MAVS (204). Cette dernière est activée par la liaison d’ARN 

cytosolique viral au récepteur RIGI et va permettre l’enclenchement de la signalisation nécessaire pour 

la production d’interféron de type I et l’activation de NF-κB (209). MAVS interagit dans ce cas avec la 

protéine de fusion MFN1 soit pour relocaliser à la mitochondrie soit pour provoquer l’élongation du 

réseau mitochondrial. Cette élongation pourrait favoriser l’interaction de MAVS avec STING, un 

adaptateur de cette signalisation antivirale localisé au niveau du réticulum endoplasmique. Un autre 

récepteur PRR, le NLRX1, se situe dans la matrice mitochondriale où il interagit avec UQCRC2, une 

sous-unité du complexe respiratoire III pour produire des ROS mitochondriaux (200). 

Les macrophages M2 reposent plus sur un métabolisme oxydatif impliquant l’oxydation des acides gras 

et la phosphorylation oxydative. Via STAT6, l’IL-4 induit l’activation de PGC-1α dans ces macrophages 

et permet ainsi un métabolisme mitochondrial performant. La β-oxydation des acides gras est 

augmentée de 200% dans ces cellules (207). La différenciation des macrophages en type M2 est très 

inhibée par des altérations de la respiration mitochondriale ou de l’oxydation des acides gras prouvant 

leur importance pour ce type cellulaire (203). Les macrophages M2 sont par ailleurs capables de 

proliférer, sans doute grâce au métabolisme énergétique plus performant en production d’ATP.  

2.3. Rôle de la mitochondrie dans les cellules souches hématopoïétiques 

2.3.1. Propriétés des cellules souches hématopoïétiques 
Le système hématopoïétique est depuis longtemps un modèle privilégié pour étudier et comprendre la 

biologie des cellules souches. Ce système dont les cellules matures ont pour l’ensemble une durée de vie 

très limitée repose sur l’existence de cellules souches hématopoïétiques CSH capables de renouveler les 

progéniteurs multipotents et les précurseurs à la base des différents lignages immunitaires. Elles 

possèdent la propriété unique de subir des divisions asymétriques qui permettent de produire au cours  
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Figure 29 : Signalisation et dynamique mitochondriale dans l’immunité innée 
A la membrane mitochondriale externe, MAVS interagit avec MFN1 et MFN2. MFN2 est un inhibiteur direct de MAVS. 
L’activation RLR induit l’oligomérisation de MAVS qui recrute TRAF3 et d’autres E3-ubiquitine ligases. TANK et NEMO 
sont alors recrutés et activent TKB1 permettant la phosphorylation d’IRF3. En même temps MFN1 conduit à la 
redistribution de MAVS sur la mitochondrie et la fusion du réseau mitochondrial aide l’interaction entre MAVS et STING. 
Un faible potentiel mitochondrial ou des ROS diminués inhibent la signalisation MAVS. D’autre part, lors de l’induction 
des ROS mitochondriaux, NLRP3 relocalise au niveau des jonctions RE/mitochondrie avec ASC et la caspase 1. Lors de la 
stimulation TLR1/2/4, TRAF6 transloque à la mitochondrie et interagit avec ECSIT pour produire des ROS. NLRX1 est 
internalisé dans la matrice mitochondriale où il interagit avec UQCRC2, une sous-unité du complexe III de la chaine 
respiratoire. IRGM se lie au cardiolipide mitochondrial régulant ainsi l’autophagie et la fission mitochondriale.  
D’après Damien Arnoult, EMBO reports, 12, 9, 901-910, 2011. 
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d’une division cellulaire à la fois une CSH et une cellule en voie de différenciation. Ces cellules dérivent 

originellement d’un progéniteur commun, l’hémangioblaste, qui donne naissance aux cellules 

endothéliales et aux CSH (162). Chez les mammifères adultes, les CSH résident dans la moelle osseuse 

et représentent une population très rare. Dans le développement embryonnaire, elles sont retrouvées 

successivement dans le sac vitellin, la région aorte-gonade-mésonéphros, le placenta et le foie. Ces 

changements de compartiments hématopoïétiques pourraient permettre de favoriser le développement 

de CSH indifférenciées dans un organe pendant que des cellules matures sont générés dans un autre 

organe. Le site d’hématopoïèse adulte n’est pas forcément la moelle osseuse chez les vertébrés comme 

en témoignent le poisson et la grenouille par exemple qui utilisent respectivement le rein et le foie pour 

cette fonction (161). Les raisons d’une implantation des CSH variable d’une espèce à l’autre et d’un 

stade développemental à l’autre restent assez mal connues. Mais le microenvironnement dans lequel 

elles se trouvent, aussi appelé la niche, joue indubitablement un rôle dans la régulation de l’équilibre 

entre différenciation et auto-renouvellement de ces cellules. Les propriétés de la CSH permettent de la 

classer en un état de cellule proliférante ou de cellule quiescente (210). Ce dernier état est 

classiquement perçu comme un mécanisme de protection du matériel génétique porté par la CSH et du 

pool de CSH de l’organisme. Il est en effet crucial de conserver ces cellules autant que possible à l’abri 

des stress résultant d’une prolifération excessive puisqu’elles sont à l’origine de toutes les autres cellules 

hématopoïétiques. Les CSH embryonnaires sont très différentes des CSH adultes notamment sur cette 

question de la quiescence car elles sont majoritairement proliférantes et subissent même des divisions 

symétriques produisant deux CSH à partir d’une CSH. Chez l’adulte par contre, il a pu être estimé que 

les CSH sont à 70% quiescentes quand seuls 10% des progéniteurs multipotents MPP le sont. Des 

stratégies de modélisation mathématique et de suivi de cellules marquées au BrdU ont établi que le stock 

de CSH murines était constitué à 30% d’une population inerte se divisant une fois tous les 145 à 193 

jours et à 70% d’une population homéostatique ou activée se divisant une fois tous les 28 à 36 jours 

(168). Un autre étude a pu montré que les souris possédaient des CSH quiescentes ne se divisant pas une 

seule fois en 14 semaines et des CSH proliférantes se divisant 4 à 7 fois en 7 semaines. D’une manière 

générale, les CSH faiblement proliférantes correspondent à des cellules dotées d’une capacité de 

reconstitution à long terme évaluables lors de transfert de cellules sur souris irradiées. Elles sont 

nommées LT-HSC pour long-term hematopoietic stem cells. Les CSH proliférantes actives dites ST-

HSC pour short-term et les progéniteurs multipotents n’ont qu’une capacité de reconstitution à court 

terme, soit 3-4 mois. Les LT-HSC ont une capacité d’expulsion de drogue élevée grâce à l’expression 

conséquente de transporteurs ATP dépendants. Cela les protège de composés externes toxiques (168). 
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2.3.2. HIF-1α  
Grâce notamment à l’avancée des techniques d’imagerie in vivo et des systèmes rapporteurs, nous avons 

aujourd’hui une meilleure connaissance de la localisation des cellules souches hématopoïétiques dans la 

moelle osseuse et donc de leur microenvironnement. Les cellules voisines des CSH et progéniteurs dans 

la moelle comptent de nombreux types tels que les ostéoblastes, les cellules endothéliales, les 

adipocytes, les macrophages et des éléments du système nerveux sympathique. Le destin de chaque CSH 

est bien entendu influencé par ces interactions proches mais aussi par des acteurs plus distants comme les 

oscillations circadiennes du système nerveux central. On trouve les CSH essentiellement dans deux 

niches, l’une endostéale et l’autre vasculaire (162). La première située au contact de l’os serait le lieu 

privilégié des cellules quiescentes et participerait activement au maintien de cet état tandis que la 

seconde constituée de vaisseaux fenêtrés accueillerait préférentiellement les CSH en prolifération et 

différenciation. La niche endostéale est une zone de la moelle osseuse faiblement perfusée où la pression 

en oxygène est très faible : c’est donc une zone d’hypoxie (211). Plusieurs données expérimentales 

soutiennent cette hypothèse de CSH en hypoxie. L’administration d’un marqueur de perfusion à des 

souris atteste que les CSH sont plus nombreuses au niveau d’une zone faiblement perfusée de la moelle 

osseuse. Le pimonidazole, sonde fluorescente réagissant avec les groupements thiols des protéines 

uniquement en conditions hypoxiques,  s’accumule plus dans les CSH et notamment les LT-CSH. Enfin, 

le traitement de souris par la tirapazamine, toxine sélective des cellules hypoxiques, conduit à 

l’élimination des CSH in vivo (145). En accord avec ces observations, il a été montré que les CSH 

conservent mieux leur capacité de transplantation lorsqu’elles sont cultivées en conditions hypoxiques et 

ce statut corrèle d’ailleurs avec leur capacité augmentée d’efflux de drogues (168). 

L’hypoxie des CSH est associée au facteur d’hypoxie HIF-1 dont l’ARNm et la protéine sont plus 

exprimés dans les LT-HSC. L’étude des souris déficientes en HIF-1α a révélé l’incapacité de leurs CSH à 

reconstituer la moelle d’un animal receveur irradié dans le contexte de transplantation (145). Les LT-

HSC de ces souris sortent en fait de quiescence et se mettent en prolifération, ce qui les rend aussi plus 

sensibles à des situations de stress comme lors d’un épuisement du système hématopoïétique induit par 

traitement au 5-fluorouracil. A l’inverse, le gain de fonction d’HIF-1α par délétion du gène VHL, 

régulateur de l’élimination de HIF, conserve les LT-HSC en quiescence mais aussi les progéniteurs qui 

devaient proliférer (145). Ces données suggèrent un taux d’HIF finement régulé dans les CSH, qui ne 

doit être ni excessif ni insuffisant. Des facteurs régulateurs d’HIF-1α ont d’ailleurs été identifiés comme 

régulateurs majeurs du métabolisme de la CSH : c’est le cas de MEIS1 ou de CITED2 qui activent 

transcriptionnellement HIF-1 (211). Comme nous l’avions mentionné dans le chapitre 2, HIF-1 est 

reconnu pour induire une transition métabolique de la phosphorylation oxydative à la glycolyse 

anaérobie par une activation transcriptionnelle des gènes codant des transporteurs du glucose comme 
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GLUT1, des enzymes glycolytiques comme la lactate déshydrogénase LDH, la protéine GRP78 et son 

ligand Cripto ou des enzymes régulant le métabolisme comme les pyruvate déshydrogénase kinases 

PDK. Ces dernières inhibent les pyruvates déshydrogénases génératrices d’acétyl-CoA afin de ralentir le 

métabolisme mitochondrial (145). Elles permettraient notamment l’augmentation de la capacité 

glycolytique des LT-HSC. Cette fonction est cruciale pour le maintien de quiescence des LT-HSC 

comme l’a montré une étude d’invalidation de PDK2 et PDK4 chez la souris (212). Dans les CSH de ces 

souris, la respiration mitochondriale remplace la glycolyse anaérobie et précipite le pool de CSH vers 

son épuisement. Ainsi, l’activation d’une glycolyse indépendante de la mitochondrie constitue un point 

de contrôle clé dans la régulation des fonctions de la CSH, d’un statut de quiescence vers un statut 

prolifératif. C’est pourquoi le métabolisme énergétique et particulièrement mitochondrial a été 

dernièrement l’objet de plusieurs études s’intéressant aux CSH. 

2.3.3. Métabolisme mitochondrial voie mTOR/AMPK 
Pour préserver l’état de quiescence des CSH, il faut limiter les dégâts pouvant être générés par les 

mitochondries, les ROS faisant partie des produits à freiner. En accord avec cette hypothèse, 

l’inactivation de gènes impliqués dans l’autophagie comme Atg7 ou FIP200 dans des CSH adultes et 

fœtales conduit à l’accumulation de mitochondries non éliminées par mitophagie, produisant un excès 

de ROS, une prolifération abusive, du dommage à l’ADN et une perte progressive des CSH (213). 

Tout ce qui conduit à une sortie de quiescence des CSH par activation du métabolisme énergétique voire 

mitochondrial est d’une manière générale associée à l’épuisement des CSH. Ainsi, l’activation 

constitutive de la voie PI3K-AKT-mTOR expose les CSH à une sortie de quiescence, une prolifération 

excessive et une augmentation des ROS. Ce phénomène est observé lors de la délétion de TSC1, 

inhibiteur de mTOR, la délétion de PTEN, inhibiteur de PI3K/AKT, ou l’activation constitutive d’AKT 

(170, 214, 215). La suppression de trois membres de la famille FOXO, FOXO1, FOXO3 et FOXO4, 

accélère aussi la prolifération et l’épuisement des CSH murines accompagnés de l’augmentation du 

niveau de ROS (216, 217). La famille des facteurs de transcription FOXO (pour forkhead box protein 

O) est un important régulateur du stress oxydant grâce à son action sur la transcription de gènes de 

détoxification comme la superoxyde dismutase et la catalase. Il se trouve qu’AKT régule négativement 

les FOXO en entrainant leur exclusion du noyau par phosphorylation, la perte des FOXO semble donc 

conduire à des effets similaires à ceux induits par l’activation constitutive d’AKT. FOXO3 est 

particulièrement important dans la régulation des CSH car sa délétion reproduit les mêmes effets bien 

que dans une moindre mesure que la triple délétion. Ses cibles dans la CSH ne sont pas identifiées mais 

FOXO3A encouragerait une réponse autophagique lors d’un stress métabolique de la CSH. Le 

traitement avec l’antioxydant NAC atténue les défauts induits par la perte des FOXO prouvant 

l’importance des ROS dans ces modèles (146).  
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La kinase LKB1 a aussi été décrite comme impliquée dans la sortie de quiescence des CSH. 

Normalement responsable de l’activation d’AMPK lors d’une augmentation du ratio AMP/ATP, LKB1 

participe à la réduction de la prolifération par l’inhibition de mTOR mais aussi à l’activation de la 

signalisation FOXO. Trois études ont démontré l’importance de LKB1 pour préserver le statut non 

proliférant des CSH mais ce rôle serait indépendant d’AMPK/mTOR/FOXO (218, 219, 220). LKB1 

agirait dans ce cas sur la fonction mitochondriale via PGC-1α et éventuellement sur le métabolisme 

lipidique. Il pourrait permettre d’équilibrer les voies anaboliques et cataboliques des cellules 

hématopoïétiques (168). 

PGC-1α a d’ailleurs été identifié comme un facteur crucial de l’hématopoïèse de stress. Il aide en effet 

par l’augmentation de la biogenèse mitochondriale et de la consommation de glucose à une prolifération 

rapide des CSH et des progéniteurs pour répondre vite au manque de cellules dans des conditions de 

faible disponibilité en oxygène (168). 

Des études de microscopie électronique et de cytométrie en flux ont démontré que les CSH humaines 

comme murines contenaient très peu de mitochondries et que celles-ci étaient arrondies et non 

fusionnées (221). Elles sont relativement inactives, à priori pour limiter le niveau de ROS produits par 

la chaîne respiratoire dans ces cellules, tandis que les progéniteurs qui en découlent comme les MPP, 

CMP et GMP présentent une activité mitochondriale plus élevée conjointement à l’élévation des ROS et 

de la masse mitochondriale (222). Perçue comme néfaste pour les CSH quiescentes, la phosphorylation 

oxydative mitochondriale serait par contre requise pour la différenciation et la prolifération des 

progéniteurs hématopoïétiques. La délétion de PTPMT1 (protein tyrosine phosphatase mitochondrial 1) 

dans les CSH conduit à une incapacité de ces cellules à se diviser pour se différencier. Les substrats de 

PTPMT1, les PIPs phosphatidylinositol phosphates, augmentent l’activité d’UCP2 qui à son tour 

améliore l’oxydation du pyruvate dans la mitochondrie. L’inactivation de PTPMT1 diminue donc la 

respiration mitochondriale et compromet la différenciation correcte des CSH (211).  

Il est important de noter que ce n’est pas parce que les CSH quiescentes ne doivent pas accumuler trop 

de mitochondries et limiter leur activité de respiration qu’elles ne sont pas pour autant utiles à leur 

survie et à leurs fonctions. Cet organelle demeure le lieu du cycle de Krebs, de la synthèse de l’hème, de 

l’oxydation des acides gras, … La mitochondrie est donc sous surveillance en partie à cause des ROS 

mais probablement pas inutilisée par la CSH. 

2.3.4. Niveaux de ROS 
Les cellules souches hématopoïétiques sont plus sensibles aux ROS que les progéniteurs qui en découlent 

et sont susceptibles de perdre leur fonction de cellules souches voie même de mourir lorsque le stress 

oxydant est trop important. L’utilisation de sondes fluorescentes marquant les ROS a démontré qu’il 

existait même en conditions basales un pool de CSH avec un taux de ROS plus élevé dont l’activité de 
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reconstitution était réduite par rapport au pool de CSH à taux de ROS faible (168). Son traitement par 

des antioxydants rétablit une capacité de former des colonies in vitro. Cette fraction de CSH à ROS 

élevés démontre par ailleurs une capacité de différenciation biaisée vers la lignée myéloïde. Ce 

phénotype est retrouvé chez les CSH âgées qui sont elles aussi exposées à une production accrue de 

ROS. Cette propriété a également été observée chez les progéniteurs hématopoïétiques de la drosophile 

(210).  

La famille de répresseurs transcriptionnels Polycomb et en particulier Bmi1 a été mise en évidence pour 

son rôle sur la régulation des ROS dans les CSH. Les souris déficientes pour Bmi1 présentent une 

hématopoïèse fœtale apparemment normale mais développent une pancytopénie progressive après la 

naissance (181). Celle-ci a pu être attribué à un défaut d’auto-renouvellement des CSH, les LT-HSC et 

non les ST-HSC. Ce défaut résulte à la fois du microenvironnement et des cellules hématopoïétiques 

elles-mêmes. L’expression de p16Ink4a et de p19Arf, régulateurs du cycle cellulaire et inducteurs de 

sénescence, est très augmentée dans les CSH déficientes pour Bmi1 (168). Leur inactivation génique 

permet de rétablir un phénotype quasi-normal dans le contexte d’une délétion de Bmi1. Bmi1 agit aussi 

sur la régulation des ROS, notamment mitochondriaux. L’étude de thymocytes Bmi1-/- a montré un 

dysfonctionnement mitochondrial lié à un défaut de la phosphorylation oxydative. Cet effet passerait par 

la régulation transcriptionnelle de gènes régulant l’OXPHOS mais cela reste à prouver. Les thymocytes 

comme les CSH déficients pour Bmi1 présentent un niveau plus élevé de ROS, qui pourraient d’ailleurs 

être aussi liés à l’activation de p16Ink4a et de p19Arf. Un traitement antioxydant ou l’inactivation de la 

réponse aux dommages à l’ADN par délétion de Chk2 supprime des défauts des souris déficientes pour 

Bmi1 dont la cellularité thymique et le nombre de CSH (181). Mais la capacité d’auto-renouvellement 

des CSH semble indépendante de cette voie et reposerait sur la signalisation p16Ink4a / p19Arf. 

Différentes voies de signalisation peuvent être induites par un stress oxydant parmi lesquelles la voie p38 

MAPK et la voie p53/p21 conduisant à l’arrêt du cycle cellulaire, la sénescence ou l’apoptose. p38 

MAPK active p16Ink4a lors d’une augmentation des ROS. Le traitement par des inhibiteurs de p38 s’est 

d’ailleurs montré bénéfique pour améliorer les capacités de transplantation des CSH en les protégeant 

de la sénescence (146). De son côté, la voie p53 participe à l’activation de l’apoptose induite par les 

ROS et son activation par délétion de l’inhibiteur Mdm2 compromet la survie des CSH et des 

progéniteurs.  

Un autre acteur du dommage à l’ADN participe au maintien de la fonction des CSH : la kinase ATM. 

Importante pour la réparation de l’ADN, son inactivation induit dans les CSH une accumulation de ROS 

qui conduit à l’induction de p16Ink4a. Cela aboutit à la sénescence prématurée des CSH et leur diminution 

précoce au cours du temps. L’administration de l’antioxydant NAC atténue ces effets (211). La protéine 

BH3-only BID pourrait être le lien entre les ROS et ATM car sa phosphorylation par ATM maintient la 
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quiescence des CSH. L’étude de souris possédant une forme non phosphorylable de BID démontre 

l’importance de cette phosphorylation pour les CSH (223). En phosphorylant BID, ATM provoquerait 

sa dissociation des mitochondries ce qui préviendrait la production d’anion superoxyde mitochondrial 

induite par BID. Ce rôle de BID dans la production des ROS mitochondriaux a été récemment décrit et 

pourrait impliquer une interaction avec son récepteur MTCH2 (mitochondrial carrier homolog 2). 

 

ROS!

Figure 30 : Voies de signalisation, mécanismes de défense et métabolisme des CSH 
Plusieurs voies de signalisation contrôlent la quiescence et la prolifération des CSH. La voie PI3K/Akt est activée 
en conditions de taux d’oxygène ou de nutriments élevés. Cela s’accompagne d’une élévation de la synthèse 
protéique, de la phosphorylation oxydative et de la génération de ROS. L’hyperactivation de la voie Akt épuise les 
CSH d’une façon indépendante des ROS. Les CSH quiescentes maintiennent de faibles taux de ROS via divers 
systèmes dont l’utilisation de la glycolyse et de l’autophagie ainsi que la surexpression des FoxOs. LKB1 pourrait 
faciliter le maintien des CSH par différents mécanismes. Cela permet de protéger un maximum ces cellules 
soumises à divers stress pouvant induire leur sénescence, leur transformation tumorale, leur mort cellulaire ou 
leur différenciation précoce. Le métabolisme joue un rôle majeur dans la régulation des fonctions des CSH. 
D’après Toshio Suda, Cell Stem Cell, 9, 4, 298-310, 2011 et Keisuke Ito, Nature Reviews Molecular Cell Biology, 15, 243-
256, 2014. 
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2.4. AIF et système hématopoïétique 

2.4.1. Développement thymique 
AIF a été très minoritairement étudié dans le système hématopoïétique, surtout en ce qui concerne les 

conditions physiologiques normales. En tant qu’effecteur de mort, AIF a pu être fréquemment montré 

libéré ou nécessaire à l’induction de la mort de cellules immunitaires cancéreuses par divers agents 

cytotoxiques. A l’heure actuelle, l’essentiel de la littérature sur le rôle d’AIF dans le système 

hématopoïétique qui a été réalisé s’est concentré sur les lymphocytes T. L’utilisation du modèle 

Harlequin par l’équipe de S Rath a permis d’obtenir des informations sur le rôle que pourrait jouer AIF 

dans le développement des T dans le thymus et la régulation des T en périphérie.  

Une partie de leurs résultats a démontré une fonction importante d’AIF dans le développement des T  

(224). Les thymus de souris Harlequin présentent 10 fois moins de thymocytes, majoritairement au 

stade DN. Les DN s’accumuleraient au stade DN3 non pas pour des problèmes liés à la recombinaison 

du TCR mais plutôt liés à un excès de ROS. Les thymocytes Hq ont en effet des taux élevés de ROS et 

une mort cellulaire augmentée. Le traitement de ces souris par l’antioxydant EUK-134 neutralisant 

l’H2O2 aide à rétablir une différenciation normale des thymocytes. Les auteurs proposent que l’absence 

d’AIF compromette la capacité des DN3 à détoxifier les ROS associés à la prolifération excessive qui 

caractérise ce stade. Ce serait donc par son rôle antioxydant qu’AIF participerait à ce processus comme 

le suggère l’utilisation de mutants d’AIF. Un mutant déficient pour l’interaction avec l’ADN règle le 

problème de différenciation tandis qu’un mutant déficient pour la fonction oxydoréductase en est 

incapable. Ces résultats mériteraient d’être approfondis dans un modèle murin totalement inactivé pour 

AIF et non pour 80% de cette protéine. 

2.4.2. Régulation de la mort des lymphocytes T en périphérie 
Une autre partie de leurs résultats s’est focalisée sur le rôle d’AIF dans la mort des lymphocytes T en 

périphérie. Comme nous l’avons déjà dit précédemment, les lymphocytes T meurent en l’absence de 

signaux de survie (ACAD) ou après activation (AICD). AIF serait nécessaire au premier type de mort car 

les blastes obtenus à partir de lymphocytes T Hq sont moins sensibles à la ACAD (225). Les auteurs 

suggèrent qu’AIF aide dans ce cas à la libération du cytochrome c. Ils ont également étudié l’AICD dans 

les blastes T Hq et ont à l’inverse observé une sensibilité accrue de ces derniers. Ils l’expliquent par une 

augmentation de ROS favorisant l’induction de l’AICD. Le traitement des blastes T à un mimétique de 

SOD, MnTBAP, rétablit une sensibilité à la mort comparable aux WT. Le rôle antioxydant d’AIF est 

encore avancé par les auteurs pour expliquer ce résultat. 

D’autres études suggèrent une implication d’AIF dans l’induction ou l’exécution de la mort cellulaire 

des lymphocytes T. La protéine Scythe a été identifiée comme facteur interagissant avec AIF pour 

l’exposition des phosphatidylsérines de lymphocytes T en train de mourir (226). Cela permet 
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l’élimination correcte des cellules mortes par les macrophages. Un autre partenaire d’AIF a été 

découvert chez les T : l’histidine phosphatase TULA (64). Possédant un domaine SH3, un domaine de 

liaison à l’ubiquitine et un domaine phosphatase, TULA interagit avec la signalisation des récepteurs à 

protéine kinase. Une étude a montré son implication dans l’apoptose des T, d’une façon indépendante 

de la signalisation TCR ou des caspases. TULA interagit avec l’AIF cytosolique où il permet 

probablement AIF d’interagir avec d’autres partenaires de mort cellulaire. 

 

Au vu de la littérature actuelle sur le rôle d’AIF dans le système hématopoïétique, l’intérêt d’étudier les 

fonctions de ce facteur apoptotique dans un modèle d’invalidation génique se trouve justifié. Le modèle 

Hq a en effet mis en évidence l’importance d’AIF dans le développement des T et dans la régulation de 

la mort en périphérie des T matures. Cependant ce modèle demeure celui d’une diminution et non 

d’une disparition d’AIF. D’autre part, les travaux accumulés ces dix dernières années dans le domaine 

de l’immunologie et de l’hématologie ont démontré l’importance capitale du métabolisme 

mitochondrial dans la régulation de nombreuses sous-populations et de leur différenciation. Nous 

voyons dans la délétion d’AIF restreinte au système hématopoïétique un moyen d’étudier à la fois les 

fonctions d’AIF et de comprendre le rôle de l’OXPHOS et du métabolisme mitochondrial en général 

dans l’hématopoïèse dans un premier temps, dans des lignages spécifiques dans un second temps. 
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CHAPITRE 2: RESULTATS 
 

Avant de pouvoir présenter le travail réalisé dans le cadre de la délétion d’AIF spécifique au système 

hématopoïétique, je souhaite tout d’abord présenter quelques résultats obtenus dans le modèle de 

délétion d’AIF de façon ubiquitaire ainsi que les observations recueillies sur les MEFs déficientes pour 

AIF. Ils confirment en partie la littérature précédente mais apportent aussi des précisions quant à la 

succession des modifications entrainées par la perte d’AIF. Il est par ailleurs intéressant de vérifier 

quelles sont les altérations cellulaires dans ce modèle murin inédit avant de considérer leur extrapolation 

au système hématopoïétique. 

La création de la lignée AIF floxée a été rendue possible par l’insertion de deux séquences loxP de part 

et d’autre de l’exon 11 dans des portions introniques (figure 1). L’excision par la cre recombinase de cet 

exon conduit à l’introduction d’un codon stop dans le cadre de lecture du gène AIFM1 et à la perte de la 

protéine AIF. Afin d’assurer la délétion d’AIF de façon ubiquitaire, nous avons croisé des mâles issus de 

lignée floxée pour AIF avec des femelles de la lignée exprimant la cre recombinasse sous le contrôle du 

promoteur PGK-cre (227). Cela permet l’excision du gène AIF dès le premier stade embryonnaire et 

conduit à des altérations du développement embryonnaire.  

 

Figure 1 : Schéma de construction de la souris AIF floxée 
Représentation partielle du locus AIF murin lié à l’X et du vecteur cible comportant les séquences LoxP, du locus d’AIF 
modifié après recombinaison homologue puis du locus excisé de la cassette neo après expression transitoire  de la Flp 
recombinase. L’exon 11 est flanqué de séquences LoxP (triangles gris) et la cassette neo est flanquée de séquences FRT.  
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La perte d’AIF entraine une létalité embryonnaire des mâles hémizygotes au stade E10.5 en accord avec 

les modèles réalisés par Joza et collaborateurs (154) ainsi que Brown et collaborateurs (153). Le 

croisement devant permettre l’obtention à la naissance de 25% de mâles KO pour AIF ne permet en 

effet d’en observer aucun (figure 2A). L’observation des embryons aux stades précédents E7.5, E8.5 et 

E9.5 permet de constater une croissance des mâles KO extrêmement réduite à partir de E8.5 au vu de la 

taille des embryons (figure 2A). Ces derniers possèdent néanmoins 4 membres et une morphologie 

extérieure apparemment normale excepté la présence d’un tube neural mal refermé.  
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Figure 2 : Caractérisation des embryons obtenus par inactivation ubiquitaire d’AIF 
(A) Tableau de statistiques attendues et obtenues pour les naissances issues du croisement AIF floxé par PGK-cre 
recombinase. En dessous, les photos des embryons des quatre génotypes possibles sont présentés à trois stades 
différents. (B) Analyse western blot de l’expression d’AIF et de différentes sous-unités des complexes respiratoires 
dans les embryons à E9.5. La charge protéique est contrôlée par la $-actine. (C) Analyse histochimique pour 
détecter l’activité COX et SDH dans les embryons  E9.5 WT et KO. (D) Analyse par microscopie électronique de 
coupes d’embryons à E9.5. Noter les mitochondries plus courtes et les crêtes irrégulières dans les KO. 
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Une analyse par western blot permet de confimer la perte d’AIF dans ces embryons mais aussi une 

diminution drastique de l’expression protéique du complexe I et du complexe IV, associée à une 

diminution du complexe III (figure 2B). Les activités enzymatiques du complexe II et du complexe IV 

sont mesurées sur coupes histologiques des embryons à E9.5 à l’aide d’un double marquage COX/SDH. 

Le DAB (3,3’-diaminobenzidine) est utilisé comme donneur d’électrons du complexe IV au niveau de 

l’activité cytochrome c oxydase et produit un marquage orangé une fois oxydé. Le NBT (nitroblue 

tetrazolium) est utilisé comme accepteur d’électrons du complexe II au niveau de la succinate 

déshydrogénase et est de couleur bleue une fois qu’il est réduit. Si les deux complexes ont une activité 

normale, le marquage est brun foncé comme nous pouvons l’observer sur les coupes d’embryons WT. 

L’analyse des embryons KO démontre par contre un dysfonctionnement général de la chaine 

respiratoire car il n’y aucun marquage (figure 2C). Les analyses des mitochondries des tissus 

embryonnaires par microscopie électronique confirment une altération des mitochondries dans les 

embryons KO, notamment une taille réduite et des crêtes mitochondriales moins visibles et délimitées 

(figure 2D). L’ensemble de ces défauts observés sur les embryons déficients pour AIF peut être à 

l’origine de leur retard de croissance et de leur létalité.  

 

Pour étudier plus facilement les conséquences cellulaires associées à AIF, nous avons par ailleurs 

développé des MEFs primaires à partir d’embryons porteurs de l’allèle floxé pour AIF et du transgène 

codant la cre recombinase inductible par le tamoxifène. L’excision du gène AIFM1 et donc la perte 

d’AIF est alors induite par l’ajout de tamoxifène in vitro et suivie au cours du temps à D4, D8, D12 et 

D16. L’étude de ces MEFs de D4 à D16 démontre la diminution de la protéine AIF dès deux jours après 

ajout du tamoxifène (figure 3A). Cette perte est très importante dès 6 jours et considérée totale après 

12 jours. La diminution du complexe I de la chaine respiratoire est corrélée à la perte d’AIF mais de 

façon décalée dans le temps de 6 jours. Les complexes II, III et V ne diminuent pas tandis que le 

complexe IV voit sa sous-unité COX1 stable et sa sous-unité COX4I2 réduite en même temps que les 

sous-unités du complexe I. Comme nous l’avons précédemment vu dans l’introduction, les complexes 

respiratoires I, III et IV s’associent en supercomplexes. Ces entités peuvent être détectées par des 

techniques d’électophorèse non dénaturantes sur mitochondries purifiées. Cette analyse nous a permis 

de vérifier que l’absence d’AIF entraine une perte des supercomplexes dès 8 jours après l’ajout de 

tamoxifène, soit au moment où le complexe I commence à diminuer lui aussi (figure 3B). L’analyse de 

l’activité enzymatique du complexe I par l’ajout de NADH/NBT sur gel indique que le complexe I libre 

disparaît et que le peu de complexe I restant est retrouvé essentiellement dans les supercomplexes, 

surtout la forme I et III2 à 16 jours. Suite à ces résultats, nous avons mesuré la consommation d’oxygène 

des cellules pour estimer les répercutions fonctionnelles des diminutions de complexes et de 
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supercomplexes. Comparée aux cellules WT, la mesure de la consommation d’oxygène en conditions 

non perméabilisées est très diminuée dans les MEFs KO tant à l’état basal qu’à l’état découplé par FCCP 

de conditions maximales de transfert d’électrons (figure 3C). La perméabilisation des mêmes cellules et 

l’ajout successif d’inhibiteurs et de substrats adéquats permettent la mesure de la consommation 

d’oxygène associée à chaque complexe individuellement des autres complexes respiratoires (figure 3D). 

Cette analyse démontre une forte diminution de l’activité du complexe I, mais aussi du II, du III et du 

IV. La chaine respiratoire est donc entièrement affectée par la perte d’AIF.  
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Figure 3 : Caractérisation des MEFs invalidées pour AIF 
(A) Analyse western blot de l’expression d’AIF et des complexes respiratoires des lysats protéiques obtenus à 
partir de MEFs traitées 4’OHTA. (B) Analyse par western blot de la présence du complexe I sous forme libre et 
associée en supercomplexes réalisée sur gel natif à partir de mitochondries purifiées. Activité en gel du complexe I 
dans les mitochondries purifiées perméabilisées. Les bandes observées correspondent à l’activité NADH 
déshydrogénase. Les complexes III et IV sont aussi détectés par western blot sur gel natif. (C) Mesure de la 
consommation d’O2 (par une électrode de Clark) couplée ou non à la production d’ATP dans des MEFs non 
perméabilisées. (D) Activités spécifiques des complexes calculées grâce aux consommations d’O2 obtenues avec 
le(s) substrat(s) et l’inhibiteur spécifique de chaque complexe. … 
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Ces modifications de l’OXPHOS ne sont pas les seuls changements que nous observons dans les cellules 

AIF KO. Le réseau mitochondrial est également très affecté. Ainsi l’utilisation de sondes fluorescentes et 

de la microscopie électronique a permis de visualiser ce réseau au cours du temps : suite à la perte 

d’AIF, les mitochondries fusionnent excessivement à D12 avant de finalement fissionner et se 

fragmenter (figure 3E). Comme l’indiquent l’expression du facteur de transcription PGC-1! et 

l’incorporation de la sonde Mitotracker Green FM, la masse mitochondriale est néanmoins augmentée 

dès D4 et va continuer de croître jusqu’à D16 (figure 3F, 1er et 2ème graphiques). Finalement, le 

potentiel mitochondrial créé normalement grâce au gradient de protons provenant de l’activité 

OXPHOS est diminué de façon croissante de D4 jusqu’à D16 (figure 3F, dernier graphique).  

… (E) Analyse par microscopie confocale du réseau mitochondrial grâce à la sonde Mitotracker Red et par 
microscopie électronique de la morphologie des mitochondries. (F) Mesure de la masse mitochondriale, du 
potentiel mitochondrial normalisé et de l’expression de PGC-1. 
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Les dysfonctionnements observés dans les mitochondries déficientes en AIF conduisent à une 

augmentation des ROS mitochondriaux mesurés avec la sonde spécifique MitoSOX (figure 4A). Les 

ROS cellulaires mesurés avec la sonde H2DCFDA s’en trouvent également élevés au même moment 

(figure 4B). Comme on pourrait l’attendre, plus précocement dès 8 jours, nous constatons 

l’augmentation de la quantité d’ARNm de la superoxide dismutase 2 (SOD2), enzyme détoxifiante de 

ROS localisée dans la mitochondrie (figure 4C). Le destin des cellules se trouve altéré par la perte d’AIF 

puisque le pourcentage de cellules en phase S s’effondre jusqu’à atteindre 2% au lieu de 16% (figure 

4D). Cela témoigne d’un arrêt important du cycle cellulaire. La viabilité n’est pas pour autant affectée 

Figure 4 : Conséquences de la perte d’AIF sur la production de ROS et le destin cellulaire 
(A) Mesure de la quantité d’anion superoxyde mitochondrial (sonde MitoSOX) dans les MEFs traitées au 4’OHTA  
(B) Mesure des ROS intracellulaires par la sonde H2DCFDA (C) Expression de l’ARNm de la superoxyde dismutase 2 
(D) Analyse du cycle cellulaire par double marquage Brdu/IP. Deux profils de cytométrie en flux représentatifs sont 
présentés. Le pourcentage de cellules en phase S est représenté dans un histogramme (E) Analyse de la viabilité des 
MEFs (AnnexineV-IP-) (F) Evaluation de la sénescence par l’utilisation de substrats fluorescents (C12FDG) ou colorés 
(X-gal) de la $-galactosidase. Un profil cytométrique, des photos et un histogramme sont présentés. 
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(figure 4E), c’est la sénescence qui suit l’arrêt du cycle cellulaire comme le démontre l’utilisation de 

substrats fluorescents ou colorés de la β-galactosidase (figure 4F).  

 

En conclusion, la perte d’AIF dans les MEFs entraine de fortes perturbations dans la composition et la 

fonctionnalité de l’OXPHOS accompagnées de modifications drastiques du réseau mitochondrial. Les 

quantités de ROS sont augmentées et les cellules cessent de proliférer. Elles n’entrent majoritairement 

pas en apoptose mais en sénescence. Des travaux sont en cours pour savoir si les tissus embryonnaires 

subissent les mêmes conséquences en terme de mort, de prolifération et de sénescence. Le modèle que 

nous avons créé confirme ainsi le lien entre AIF et le complexe I ou les supercomplexes. Il met en 

évidence les conséquences sur le réseau mitochondrial et la production des ROS qui avaient été décelées 

dans d’autres modèles comme celui de la délétion d’AIF dans les neurones (111). Il démontre aussi 

l’impact néfaste que cela peut avoir sur la croissance cellulaire via l’induction de la sénescence après 

arrêt du cycle cellulaire. Toutes ces observations constituent des bases pour comprendre le travail 

effectué dans le système hématopoïétique. Il n’en reste pas moins que ce système peut s’avérer différent 

des embryons et des MEFs en plusieurs points, entre autres pour ce qui est de la manifestation et 

l’interprétation du stress cellulaire induit par la perte d’AIF. Les cellules hématopoïétiques peuvent 

effectivement avoir des propriétés métaboliques et mitochondriales assez éloignées des MEFs par 

exemple. 
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La délétion d’AIF compromet l’hématopoïèse et le développement thymique 

via la déficience de l’OXPHOS et la production de ROS 

 

Comme indiqué dans l’introduction de ces résultats, AIF est une flavoprotéine initialement 

identifiée pour sa capacité à condenser la chromatine et à dégrader l’ADN. Diverses études 

d’invalidation génique et le modèle murin Harlequin hypomorphique pour AIF ont par la suite révélé 

son autre fonction dans le métabolisme mitochondrial. AIF stabiliserait le complexe I de la chaine 

respiratoire via un mécanisme encore non élucidé et sa perte entraine donc des dysfonctionnements de 

la phosphorylation oxydative. L’altération d’AIF a ainsi été considérée comme un bon modèle de 

mitochondriopathie associée à une déficience du complexe I. Des cas cliniques de patients souffrant 

d’encéphalomyopathie ont d’ailleurs été récemment décrits comme porteurs de mutations d’AIF. La 

diminution du complexe I induit par la perte d’AIF a pu être associé à une production accrue d’espèces 

réactives de l’oxygène dans plusieurs modèles (148, 224) ainsi qu’à des changements du métabolisme 

vers l’utilisation de la glycolyse (151). La morphologie et la biogenèse mitochondriale sont aussi parfois 

modifiées dans le cadre de la délétion d’AIF comme observé dans les cellules de muscle cardiaque ou les 

neurones (111, 154). Pour ces raisons, la délétion d’AIF réalisée dans divers tissus empêche le 

développement embryonnaire au delà de la mi-gestation (E11.5), prévient le développement du cervelet 

et du cortex, conduit à l’atrophie du muscle squelettique et à une cardiomyopathie (111, 153, 154, 155, 

156). L’étude du système immunitaire de la souris Harlequin a récemment aussi mis en évidence une 

altération du développement, des thymocytes cette-fois, entrainant une cellularité thymique dix fois 

diminuée (224). Les précurseurs thymiques hypomorphiques pour AIF peinent en effet à se différencier 

du stade DN3 vers le stade DN4 en raison d’un excès de ROS. Ces travaux constituent les seuls à ce jour 

portant sur le lien entre AIF et le système hématopoïétique. 

Pourtant les fonctions mitochondriales sont de plus en plus étudiées dans ce tissu et démontrent 

clairement l’importance qu’elles revêtent à la fois dans la différenciation et dans les fonctions des 

populations immunitaires. Le métabolisme mitochondrial et les ROS mitochondriaux jouent ainsi un 

rôle dans la régulation de la quiescence, la survie et prolifération des cellules souches hématopoïétiques 

(211). Un nombre supérieur de mitochondries serait conservé dans les lymphocytes T mémoires pour 

solliciter la phosphorylation oxydative et produire vite beaucoup d’énergie en cas d’activation (191). Les 

macrophages anti-inflammatoires de type M2 présentent aussi une dépendance vis à vis de la 

mitochondrie et en partie l’OXPHOS pour l’exercice de leurs fonctions (203). Cette liste est loin d’être 

exhaustive et renforce l’idée que le système hématopoïétique peut aussi nécessiter une OXPHOS 

performante pour l’énergétique et la production des ROS de cellules immatures comme matures. 
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Nous avons étudié le rôle d’AIF dans le développement hématopoïétique par la suppression 

totale de la protéine de façon restreinte au système hématopoïétique dans un modèle murin. Nos 

données démontrent un rôle prédominant d’AIF dans l’hématopoïèse et le développement thymique via 

son action sur la phosphorylation oxydative et la régulation des espèces réactives de l’oxygène. 

 

Résultats 

Pour éliminer AIF dans le système hématopoïétique nous avons d’abord généré par 

recombinaison homologue un allèle floxé d’AIF dans des cellules souches embryonnaires. Les animaux 

obtenus de fond génétique C57Bl6/J ont ensuite été accouplés avec une lignée exprimant la cre-

recombinase sous le contrôle du promoteur Vav-1 permettant l’excision dans toutes les cellules de la 

lignée hématopoïétique. Le transgene Vav1-cre est exprimé dans les CSH et tous les lignages 

hématopoïétiques dérivés. Nous avons analysé par PCR et par western blot l’excision efficace du gène 

puis la suppression de la protéine AIF dans les différents organes hématopoïétiques, c’est à dire le foie 

fœtal, la moelle osseuse, la rate, le thymus et les ganglions (figure 1B). Nous pouvons remarquer 

d’ailleurs une excision parfaite du gène AIF dans le foie fœtal de stade embryonnaire E17.5 accompagné 

d’une diminution de la protéine de moitié uniquement. Tous les autres organes sont à la fois excisés au 

niveau du gène et n’expriment plus la protéine, ce dès leur développement embryonnaire pour les 

thymus. Les souriceaux AIFY/- générés naissent à des fréquences mendéliennes et montrent à l’âge d’une 

semaine un phénotype extérieur apparemment identique à leurs contrôles de portée (figure 1A, 

gauche). Aucune différence entre les contrôles sauvages, les contrôles avec le transgene vav-cre ou les 

contrôles avec l’allèle d’AIF floxé n’a pu être constatée au cours de l’étude. L’observation des thymus 

révèle dès 7 jours une différence de taille conséquente où les thymus KO sont deux à trois fois plus 

petits (figure 1A). Par contre la rate et les os ne présentent pas de différence significative à cet âge. Les 

animaux vont bien jusque l’âge de trois semaines, moment à partir duquel leur état se détériore jusqu’à 

une anémie visible par les extrémités blanchies des membres des animaux à 28 jours. La mort des 

animaux survient autour de cet âge (supplementary figure 1). Les thymus AIFY/- ne grossissent pas entre 

la naissance et la mort et les rates présentent une surface à l’aspect irrégulier accompagné d’une 

épaisseur réduite. L’analyse histologique des moelles montre une diminution évidente du nombre de 

cellules dans les os. La mesure des leucocytes, des érythrocytes et des plaquettes dans le sang au cours 

du temps permet de mettre en évidence l’installation d’une pancytopénie (figure 1C). Nous avons par 

ailleurs mesuré la cellularité de la moelle osseuse, de la rate, du thymus et des ganglions (figure 1D). La 

moelle osseuse des KO n’est pas différente en terme de nombre de cellules à 7 jours. De façon similaire 

à la rate, ce nombre évolue de façon croissante, bien qu’inférieure aux contrôles, jusqu’à 21 jours, avant 

de s’effondrer dans la dernière semaine précédant la mort de l’animal.  
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Figure 1 : La perte d’AIF entraine une sévère pancytopénie et des défauts de développement 
(A) Caractérisation du phénotype extérieur des animaux et de leurs organes à l’âge de 7 jours. Des photos du thymus, 
de la rate et des coupes histologiques hématoxyline/éosine de moelle osseuse sont présentées pour chaque génotype (B) 
L’excision du gène d’AIF est vérifié par PCR ainsi que l’expression protéique d’AIF par WB dans les foies fœtaux, les 
moelles osseuses, les rates, les thymus et les ganglions lymphatiques (C) Analyse du nombre de leucocytes,…  
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La cellularité du thymus n’évolue quant à elle pas du tout et est même proche de zéro alors que les 

contrôles passent de 200 à 500 millions de cellules en l’espace de 4 semaines. La cellularité des ganglions 

lymphatiques a un profil comparable à celui des thymus KO. L’immunophénotypage des lignées 

constituant la moelle osseuse à 7 jours ne met en évidence aucune différence significative tandis que la 

même analyse à 21 jours démontre une diminution significative de la lignée érythroide (Ter119+), de la 

lignée monocytaire (CD11b+Gr1-), de la lignée B (B220+) et de la lignée T (CD3+) (figure 1E). Seule la 

lignée granulocytaire n’est pas diminuée significativement. L’immunophénotypage du thymus à l’aide 

d’un marquage CD4/CD8 permet de constater un blocage de différenciation vers le stade DP dans les 

AIFY/- qui se manifeste par presque 90% de précurseurs thymiques versus 4% dans les contrôles (figure 

1F). Bien que de façon moins marquée que les thymocytes, l’analyse des stades de maturation des 

lymphocytes B dans la moelle osseuse et dans la rate démontre aussi un retard de différenciation de ces 

cellules caractérisé par une fréquence augmentée de précurseurs B (B220+IgM-IgD-) et moins de B 

immatures (B220+IgM+IgD-), B transitionnels (B220+IgMhiIgDint) et B matures (B220+IgMloIgD+) (figure 

1G). Les érythroblastes KO sont aussi retrouvés en fréquence plus importante à des stades de 

différenciation précoces (figure 1H). Contrairement à la lignée T qui ne présente pas de cellules en 

périphérie, la lignée B et la lignée érythroide atteignent bien l’obtention de cellules matures circulantes. 

 

Pour comprendre les altérations induites par la perte d’AIF dans le système hématopoïétique, 

nous avons tout d’abord étudié les caractéristiques des cellules de moelle osseuse totale. L’analyse de 

plusieurs sous-unités des complexes de la chaine respiratoire démontre une forte diminution du 

complexe I au niveau protéique qui peut s’accompagner d’une plus faible diminution du complexe III et 

IV (figure 2A). Pour tester la fonctionnalité de cette chaine respiratoire, nous avons mesuré la 

consommation d’oxygène. Une expérience représentative est présentée figure 2B et la quantification de 

la respiration basale et maximale est représentée figure 2C. La mesure de la consommation d‘oxygène 

des cellules de la moelle à l’état basal montre une respiration inférieure aux contrôles pour les cellules 

qui n’ont plus AIF. L’ajout d’oligomycine permet alors d’inhiber l’activité du complexe V producteur 

d’ATP et d’ainsi évaluer le découplage de la chaine, soit le transfert électronique indépendant du 

complexe V. L’inhibition constatée est équivalente entre les KO et les contrôles donc la chaine 

… d’érythrocytes et de plaquettes dans le sang des animaux aux âges indiqués (D) Mesure de la cellularité de la moelle 
osseuse, la rate, le thymus et les ganglions des animaux AIFY/+ et AIFY/- au cours du temps (E) Quantification des 
différentes lignées hématopoïétiques dans la moelle osseuse des animaux à 7 et 21 jours (F) Analyse des sous-populations 
thymiques selon le marquage CD4/CD8 dans les thymus à 21 jours. Un profil représentatif ainsi qu’un histogramme 
quantitatif sont présentés. (G) Analyse des stades de différenciation des lymphocytes B de la moelle osseuse et de la rate 
à 21 jours. Des profils représentatifs et les histogrammes correspondants sont présentés (H) Analyse des stades de 
différenciation érythroblastique dans la rate des animaux à 21 jours. I: pro-érythroblastes ; II: érythroblastes basophiles ; 
III: érythroblastes tardifs basophiles et chromatophiles ; IV: érythroblastes orthochormatophiles (Ter119/CD71). 
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Figure 2

respiratoire n’est pas plus couplée lors de la perte d’AIF comme cela avait pu être observé dans le 

muscle et le foie délété pour AIF. L’ajout du découplant FCCP permet ensuite d’obtenir la capacité 

maximale de respiration dans ces cellules, d’une manière indépendante de la production énergétique en 

bout de chaine. Puisque le complexe I est diminué dans les cellules AIFY/-, nous avons souhaité vérifier 

s’il existait une consommation d’oxygène sans ce complexe I, par exemple via l’entrée d’électrons par le 

complexe II. Il n’en est rien car la consommation d’oxygène est fortement diminuée pareillement dans  

les contrôles et les KO après ajout d’amytal, inhibiteur spécifique du complexe I.  

Figure 2 : La perte d’AIF est associée à des perturbations de l’OXPHOS liées à des changements 
du métabolisme et de la génération de ROS au niveau de la mitochondrie et de la cellule 
(A) Analyse par western blot de l’expression d’AIF et des complexes respiratoires dans les cellules de moelle à 21 jours 
(B) Mesure de la consommation d’O2 au cours du temps dans les cellules de moelle à 21 jours à l’aide d’une électrode de 
Clark. Les inhibiteurs utilisés sont indiqués (C) Taux de consommation d’O2 basale et maximale (D) Mesure du potentiel 
mitochondrial normalisé (Mitotracker Red/Mitotracker Green) (E) Mesure de la masse mitochondriale par incorporation 
de la sonde Mitotracker Green (F) Evaluation de la consommation de glucoce à l’aide d’un analogue fluorescent (G) 
Mesure de la quantité d’ATP total (H) Analyse du niveau des ROS mitochondriaux et (I) des ROS cellulaires. 
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Enfin, l’ajout de l’inhibiteur du complexe IV responsable de cette consommation d‘oxygène permet 

d’évaluer la consommation qui pourrait être indépendante de la chaine respiratoire, par exemple via les 

NADH oxydases membranaires. Celle-ci est très faible et équivalente aux contrôles chez les KO. La 

quantification de la respiration basale et maximale sur plusieurs expériences démontre que les cellules de 

moelle déficientes en AIF présentent une consommation d’oxygène diminuée à l’état basal, proche de 

leur capacité maximale de respiration, au contraire des contrôles qui peuvent augmenter 

considérablement leur respiration après découplage de la chaine. En accord avec cette respiration 

diminuée, le potentiel de membrane mitochondrial dépendant du gradient de protons créé par la chaine 

est lui aussi plus faible (figure 2D). L’augmentation de la masse mitochondriale et de la consommation 

de glucose semble néanmoins atténuer la diminution de la production d’ATP qui devrait être liée au 

dysfonctionnement de la phosphorylation oxydative (figure 2E, F, G). Une autre conséquence d’une 

chaine respiratoire altérée peut être la modification de la production des espèces réactives de l’oxygène. 

La mesure des ROS mitochondriaux (figure 2H) et des ROS cellulaires (figure 2I) revèle en effet une 

augmentation conséquente des ROS dans les cellules de moelle osseuse n’exprimant plus AIF. 

L’ensemble de ces modifications constitue la signature associée à la perte d’AIF dans la moelle osseuse.  

 

Pour pouvoir préciser et comprendre les défauts de développement de la lignée T, nous avons 

effectué des marquages spécifiques des progéniteurs thymiques DN dans les thymus récoltés dans des 

embryons de E15.5, E17.5, et des souriceaux de 7 et 21 jours (figure 3A). Le double marquage 

CD4/CD8 permet d’observer l’inexistence d’une population DP au stade E15.5 dans les contrôles 

comme les KO : seuls les précurseurs DN sont présents. A l’aide des marqueurs CD44 et CD25 

délimitant les populations DN1, DN2, DN3 et DN4, nous constatons des profils également identiques 

entre les deux génotypes à ce stade (figure 3A). Le développement vers le stade E17.5 s’accompagne 

d’un passage des DN au stade DP dans les embryons sauvages qui n’est presque pas observé dans les 

AIFY/-. L’analyse des sous-populations DN permet de déceler une transition vers les stades DN3 et DN4 

ralentie au vu des fréquences plus grandes de DN1 et DN2 dans les thymocytes DN KO. Les souriceaux 

de 7 jours déficients pour AIF présentent toujours peu de DP et leurs précurseurs sont toujours plus 

nombreux dans les stades précoces que tardifs. Cette observation se confirme à 21 jours avec une 

fréquence augmentée de DN1 et DN2 associée à une fréquence diminuée de DN4. Puisque le stade de 

différenciation DN3 correspond au moment de la recombinaison homologue du TCR, nous avons vérifié 

l’expression du TCRβ à la surface des DN et n’avons pas mis en évidence de différence à ce niveau 

(figure 3B). Nous avons ensuite mesuré le potentiel de membrane mitochondrial qui s’avère bien plus 

faible dans les thymocytes KO que dans les WT (figure 3C).  
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Figure 3 : AIF est nécessaire au développement normal des lymphocytes T 
(A) Analyse des stades de différenciation thymique selon le marquage CD4/CD8 puis CD44/CD25 dans les thymus à 
E15.5, E17.5, 7 jours et 21 jours. Les profils de cytométrie et les histogrammes sont présentés (B) Analyse du pourcentage 
de thymocytes DN exprimant le TCR$ à leur surface (C) Mesure du potentiel mitochondrial normalisé dans les 
thymocytes. La mesure pour la moelle osseuse WT est présentée pour comparaison (D) Analyse de la masse mitochondriale 
des thymocytes (E) Evaluation de la consommation de glucose des thymocytes (F) Mesure du ratio ATP/ADP (G) Analyse 
de la prolifération des sous-populations de thymocytes immatures par incorporation BrdU (H) Evaluation de la mortalité 
des thymocytes par marquage Annexine-V/7-AAD (I) Mesure des ROS mitochondriaux dans les sous-populations de 
thymocytes immatures 
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D’ailleurs il est intéressant de noter que le potentiel des thymocytes est supérieur à celui des cellules de 

moelle, reflétant potentiellement des activités d’OXPHOS différente. La mesure de la consommation 

d’oxygène révèle en effet une capacité respiratoire des thymocytes sauvages supérieure à celle des 

cellules de moelle osseuse. La détermination de l’ATP total, mitochondrial et cytosolique grâce au 

traitement par l’oligomycine démontre que les thymocytes ont 2 fois plus d’ATP total que les cellules de 

moelle (supplementary figure 2). Cet ATP provient 5 fois plus de la mitochondrie que du cytosol dans le 

cas des thymocytes alors qu’il n’est que 2 fois plus important dans les cellules de moelle. Toutes ces 

données abondent dans le sens d’une dépendance plus grande des thymocytes vis à vis de l’OXPHOS, au 

moins pour la production d’ATP. Contrairement à la moelle osseuse des animaux AIFY/-, la masse 

mitochondriale des thymocytes déficients en AIF ne change pas et leur consommation de glucose est 

même diminuée (figures 3D, E). Cela contribue à une très forte diminution de l’ATP dans ces cellules 

(figure 3F). Cette altération du métabolisme est associée à des changements dans la prolifération des 

thymocytes. Alors que les précurseurs les plus précoces DN1 prolifèrent un peu plus en l’absence d’AIF, 

les DN2, DN3 et DN4 KO présentent une diminution de plus en plus marquée de leur prolifération 

(figure 3G). Cela va de pair avec une augmentation conséquente de la mortalité des thymocytes (figure 

3H). Suspectant le rôle des ROS en plus du manque d’ATP dans la perte de viabilité et le défaut de 

développement de ces thymocytes, nous avons vérifié leurs niveaux de ROS mitochondriaux. Ceux-ci 

sont très considérablement augmentés dans les DN1, DN2 et DN3 déficients en AIF (figure 3I). Ces 

paramètres ont été mesurés à divers âges sans que nous constations de différence. Le stade 21 jours est 

celui présenté dans la figure 3. 

Comme signalé dans la figure 1, en plus du problème de développement des T, les souriceaux AIFY/- 

développent une pancytopénie létale au cours du temps. Les diminutions de nombre concernent 

quasiment toutes les lignées suggérant que les cellules souches et progéniteurs hématopoïétiques de ces 

animaux puissent être les cellules d’abord affectées par la perte d’AIF. C’est pourquoi nous nous 

sommes intéressés aux cellules souches et progéniteurs hématopoïétiques de ces individus. Nous avons 

suivi l’évolution de la fraction LSK contenant les souches hématopoïétiques dans les foies fœtaux 

d’embryons puis les moelles osseuses de souriceaux de 7 jours et ceux de 21 jours (figure 4A). Les 

embryons et animaux présentent autant de LSK en fréquence et en nombre à E17.5 et à 7 jours. Leur 

fréquence s’effondre dès 14 jours et ne cesse de diminuer jusqu’à 28 jours dans les KO. Leur nombre est 

de plus en plus important dans les contrôles au cours du temps quand il diminue jusqu’à zéro dans les 

moelles déficientes en AIF. Pour pouvoir déterminer quelles sous-populations au sein des LSK et quels 

progéniteurs sont affectés par la perte d’AIF, nous avons quantifié le nombre de LT-HSC (Lin-c-Kit+Sca-

1+CD34-CD135-), ST-HSC (Lin-c-Kit+Sca-1+CD34+CD135-), MPP (Lin-c-Kit+Sca-1+CD34+CD135+) 

ainsi que les CLP(Lin-c-KitloSca-1loCD127+), les CMP (Lin-c-Kit+Sca-1-CD34+CD16/32-), les GMP 
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(Lin-c-Kit+Sca-1-CD34+CD16/32+) et les MEP (Lin-c-Kit+Sca-1-CD34-CD16/32-) à 7 et 21 jours 

(figure 4B). Nous observons une diminution de toutes les sous-populations dès 7 jours, diminution qui 

s’accentue encore plus à 21 jours, notamment pour les ST-HSC et MPP presque disparus.  

En complément de ces expériences, la capacité proliférative et régénérative de ces progéniteurs a 

ensuite été testée par des expériences de culture ex vivo en méthylcellulose à partir de foies fœtaux et de 

moelle osseuse de 7 et 21 jours (figure 4C). Les cellules de moelle osseuse déficientes en AIF forment 

très peu de colonies en méthylcellulose. De plus, celles observées sont surtout de type érythrocytaire et 

monocytaire et sont de taille bien inférieure à celle des colonies formées par l’ensemencement de 

cellules de moelle contrôle. 
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Figure 4 : L’inactivation d’AIF conduit à la diminution des souches et progéniteurs et leur perte 
de potentiel de reconstitution 
(A) Analyse de la population LSK (Lin-Sca-1+cKit+) contenant les CSH. Des profils de cytométrie représentatifs sont 
présentés pour les foies fœtaux à E17.5 et les cellules de moelle osseuse à 7 et 21 jours. Les pourcentages et nombres de 
LSK sont représentés au cours du temps à droite de ces profils (B) Quantification des différentes espèces de souches et de 
progéniteurs dans la moelle osseuse à 7 et 21 jours … 
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Les défauts à former des colonies s’accentuent au cours du temps et sont plus importants à 21 jours. Ces 

défauts sont bien spécifiques de la perte d’AIF car la réintroduction par transduction rétrovirale de l’AIF 

wt dans des cellules de moelle de 7 jours permet de rétablir un nombre et une taille de colonies plus 

importants (supplementary figure 3). Cette expérience prouve de plus la relation de cause à effet 

existant entre AIF et le complexe I car la réintroduction d’AIF rétablit aussi le complexe I comme 

démontré par analyse western blot de l’ensemble de ces colonies.  

Pour compléter cette étude ex vivo, les cellules de moelle totale déficientes en AIF âgées de 3 à 7 jours 

(500,000 donneuses CD45.2) ont d’autre part été transférées dans des souris receveuses irradiées 

(CD45.1). Elles sont incapables de reconstituer le système hématopoïétique de ces animaux et 

conduisent même à la mort de plusieurs d’entre eux (figure 4D). Cette expérience de transfert a aussi 

été réalisée avec des cellules LSK greffées en même temps que 500,000 cellules de moelle de 

complément CD45.1 et la reconstitution échoue de la même manière (figure 4E). La reconstitution par 

les donneuses CD45.2 est suivie par analyse du chimérisme dans le sang puis dans la moelle. Ce suivi 

démontre une incapacité totale des cellules déficientes en AIF à s’installer dans le receveur 

contrairement à leurs contrôles sauvages qui constituent 60 à 80% des cellules hématopoïétiques de leur 

hôte. Les cellules souches et progéniteurs AIFY/- présentent donc des défauts sévères de fonctions de 

régénération comme indiqués par les expériences ci-dessus. 

Pour identifier plus précisément les raisons de ses altérations, nous avons évalué divers paramètres dans 

les souches et progéniteurs AIFY/- en comparaison de leurs contrôles. Ainsi, la consommation de glucose 

… (C) Quantification des colonies obtenues en culture en méthylcellulose à partir des foies fœtaux de E15.5 et des moelles 
osseuses de 7 et 21 jours (D) Survie Kaplan-Meier des souris CD45.1 létalement irradiées receveuses de cellules de moelle 
totale CD45.2 WT ou KO pour AIF (E) Pourcentage de cellules CD45.2 détectées dans le sang à 2 semaines et 6 semaines 
ou dans la moelle osseuse à 8 semaines de souris CD45.1 létalement irradiées avant greffe de LSK AIFY/+ ou AIFY/- et moelle 
de complément CD45.1. 
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et la masse mitochondriale ne change pas dans les cellules (figure 5A, B). Par contre, la mesure des ROS 

mitochondriaux témoigne de leur élévation très significative et conséquente dans toutes les sous-

populations LSK et LK (figure 5C). Les ST-HSC et MPP proliférantes sont encore plus concernées par 

cette augmentation. Cette augmentation de ROS ayant pu être associée dans d’autres modèles à des 

perturbations de l’équilibre quiescence/prolifération des HSC, nous avons vérifié ces deux paramètres 

dans les progéniteurs des animaux KO pour AIF. La prolifération ne varie pas pour les LT-HSC comme 

ST-HSC alors qu’elle augmente de deux fois pour les progéniteurs multipotents MPP (figure 5D). La 

prolifération des progéniteurs est aussi un peu plus augmentée, ce que nous commenterons en détail 

dans la discussion de ces résultats. Le nombre de cellules quiescentes LT-HSC et d’une manière générale 

LSK est aussi plus important (figure 5E). Les ROS pouvant entrainer un dommage à l’ADN et induire 

une mortalité quand ils sont en excès, nous nous sommes aussi intéressés à ces paramètres. Le dommage 

à l’ADN évalué par phosphorylation de l’histone H2AX est accru dans toutes les populations (figure 5F). 

Ce dommage pourrait être causé par les ROS et à l’origine de la mort cellulaire augmentée de ces 

populations. En effet, la mesure de la mortalité de ces sous-populations démontre une augmentation 

conséquente de cette dernière dans les LT-HSC, ST-HSC comme MPP (figure 5G).   

Figure 5 : La perte d’AIF conduit à une augmentation des ROS dans les souches et progéniteurs 
qui est responsable de leur diminution voire disparition 
(A-G) Mesure de plusieurs paramètres des sous-populations KO normalisés par rapport aux valeurs des WT rapportés à 1  
(A) Evaluation de la consommation de glucose, (B) de la masse mitochondriale, (C) des ROS mitochondriaux , (D) de la 
prolifération, (E) de la quiescence, (F) du dommage à l’ADN et (G) de la mortalité. … 
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Afin d’évaluer s’il existe un lien de cause à effet entre l’excès de ROS et les défauts des HSC, nous avons 

réalisé les expériences de culture ex vivo de cellules de moelle osseuse en présence d’un antioxydant, le 

N-acétyl-Cystéine NAC. De façon remarquable, l’ajout de ce composé permet de rétablir une 

différenciation de nombreuses colonies provenant de cellules KO dont des colonies issues de 

progéniteurs précoces, les GEMM et les GM (figure 5H). Les colonies dénombrées déjà observées dans 

les cultures KO sans NAC sont aussi plus grosses avec le traitement, ce qui concerne les BFU-E, CFU-G 

et CFU-M. Pour vérifier l’effet bénéfique de la diminution des ROS par le NAC in vivo, nous avons 

ensuite administré du NAC dans l’eau de boisson des mères allaitant leurs portées de souriceaux de 

… (H) Dénombrement des colonies formées en méthylcellulose avec ou sans ajout d’antioxydant NAC à partir de cellules 
de moelle osseuse totale issues d’animaux âgés de 7 jours. Des photos représentatives et un histogramme des colonies 
quantifiées sont présentés (I) Mesure du nombre total de cellules souches LT-HSC (Lin-cKit+CD34-CD135-), de ST-HSC 
(Lin-cKit+CD34+CD135-), de progéniteurs multipotents MPP (Lin-cKit+CD34+CD135+) et de progéniteurs LK (Lin-

cKit+Sca-1-) dans les moelles osseuses d’animaux de 21 jours traités ou non au NAC sur deux semaines (J) Pourcentage de 
thymocytes au stade DN4 (CD4-CD8-CD44-CD25-) et mesure des ROS mitochondriaux dans les précurseurs DN (CD4-

CD8- ) des animaux de 21 jours traités ou non au NAC sur deux semaines  
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moins de 7 jours. Le sacrifice à 21 jours des souriceaux traités a permis de constater à nouveau 

l’amélioration due au NAC. En effet, le nombre de cellules souches et de progéniteurs augmente de 

façon significative dans les animaux KO ayant reçu le traitement antioxydant (figure 5I). Cette 

augmentation concerne plus précisément les LT-HSC, les MPP, les GMP et les MEP. La diminution des 

ROS grâce au traitement NAC permet ainsi de conserver un nombre plus important de progéniteurs 

potentiellement via la diminution de leur mortalité. L’analyse des thymus révèle également l’effet 

bénéfique du NAC sur la différenciation des précurseurs thymiques. Les thymocytes DN4 KO 

reviennent à des fréquences équivalentes aux contrôles lorsque les animaux ont reçu l’antioxydant sur 

deux semaines, et la quantité de ROS mitochondriaux diminue en effet dans les DN des mêmes animaux 

par rapport aux KO non traités (figure 5J). Cela place les ROS comme effecteurs toxiques majeurs liés 

aux altérations mitochondriales induites par la perte d’AIF. Ces composés peuvent expliquer la perte des 

CSH et des progéniteurs hématopoïétiques de la moelle ainsi que le problème de différenciation 

thymique observé au stade DN. 
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Supp figure 1 : Les souris AIFY/- meurent à 28 jours d’une pancytopénie sévère 
(A) Caractérisation du phénotype extérieur des animaux et de leurs organes à l’âge de 28 jours. Des photos du 
thymus, de la rate et des coupes histologiques hématoxyline/éosine de moelle osseuse sont présentées pour 
chaque génotype (B) Quantification des sous-populations des diverses lignées hématopoïétiques dans la moelle 
osseuse à 28 jours (C) Analyse des sous-populations thymiques des animaux à 28 jours 
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Supplementary figure 3

Supp figure 2 : Différences d’utilisation de l’OXPHOS entre la moelle osseuse et le thymus 
(A) Evaluation du ratio ATP mitochondrial/cytosolique grâce au traitement des cellules avec l’oligomycine (2µM) 
pendant 1h (B) Quantification de l’ATP total, cytosolique et mitochondrial par luminescence dans les cellules de 
moelle osseuse et de thymus WT 

Supp figure 3 : Réintroduction d’AIF dans les cellules de moelle osseuse Lin- AIFY/- 
(A) Quantification du nombre de colonies obtenues à partir de Lin- transduites avec un rétrovirus MSCV-IRES-GFP ou 
un MSCV-AIFWT-IRES-GFP et triées sur la base de la GFP le jour de la mise en culture en méthylcellulose  
(B) Analyse par western blot de l’expression d’AIF et du complexe I des lysats obtenus à partir des colonies récoltées  
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CHAPITRE 3: DISCUSSION 
 

L’ensemble de la deuxième partie de mes travaux met en lumière l’importance des fonctions jouées par 

AIF dans l’hématopoïèse. Les animaux délétés pour AIF dans ce système présentent une pancytopénie de 

plus en plus marquée dans le temps, caractérisée par une disparition précoce des cellules souches et une 

absence d’expansion des lignées plus différenciées. Dans ce système et par comparaison avec les études 

précédentes dans le télencéphale, le muscle et le foie, nous confirmons le lien entre la perte d’AIF et la 

diminution du complexe I de la chaine respiratoire. Cette chaine en devient dysfonctionnelle et à 

l’origine d’une surproduction d’espèces réactives de l’oxygène fortement néfastes aux CSH et aux 

thymocytes. L’étude de notre modèle murin confirme aussi la nécessité de cette protéine pour la 

différenciation et la maturation des thymocytes comme le modèle Harlequin l’avait récemment suggéré. 

Par contre, la déficience totale d’AIF ne fait pas que ralentir mais compromet totalement la 

différenciation des thymocytes en doubles positifs. Notre étude démontre de plus l’autre rôle essentiel 

d’AIF dans la survie et les fonctions d’auto-renouvellement et de différenciation des cellules souches 

hématopoïétiques, confirmant l’importance de la mitochondrie et des ROS dans ces cellules. Nous 

discuterons plusieurs points dans cette partie à savoir le rôle d’AIF dans l’hématopoïèse, la possibilité 

d’étudier son rôle dans des lignages plus spécifiques, les utilisations et considérations cliniques de ces 

découvertes et enfin la fonction vitale d’AIF. 

1. AIF et le système hématopoïétique 

1.1. Comparaison avec le modèle Harlequin 
Le modèle Harlequin décrit en 2002 par l’équipe de Susan Ackerman a été fréquemment utilisé depuis, 

surtout dans des études portant sur les neurones et le développement du cerveau (148). Assimimable à 

une mitochondriopathie associée à une déficience du complexe I, son analyse a apporté de nombreuses 

informations réutilisées depuis dans la communauté scientifique travaillant sur AIF, entre autres. En 

2012, l’équipe de Satyajit Rath a démontré un rôle d’AIF dans le développement des T (224). Leur 

travail met en évidence une altération du développement thymique des souris Hq caractérisée par des 

thymus contenant dix fois moins de cellules et présentant moins de DP et de SP en nombre et en 

fréquence. Nous observons aussi un phénotype marqué sur le thymus des animaux de notre modèle mais 

il est bien plus drastique. Nous avons en effet entre cent et mille fois moins de thymocytes dans les 

animaux sans AIF et il n’y a pas de génération de DP et de SP. En conséquence, nous ne retrouvons 

aucun lymphocyte mature dans la périphérie ce qui contraste avec les observations chez la souris Hq qui 

a des T en périphérie, en quantité moindre mais tout de même présents. La souris Hq n’a pas de 

cellularité réduite au niveau de la rate contrairement à notre souris déficiente pour AIF. Les résultats 
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dans la moelle ne sont pas présentés dans l’article en question. Les nombres de macrophages et de 

lymphocytes B ne varient pas non plus chez la souris Hq. L’analyse de la différentiation des B ne permet 

pas de constater de différence. Tous ces résultats sont en opposition avec notre modèle qui conduit à 

l’altération de toutes les lignées. L’hypothèse la plus probable pour expliquer cela est la différence de 

quantité d’AIF entre les deux modèles. L’AIF restant dans les cellules Hq peut suffire à préserver les 

autres lignées, dont les souches hématopoïétiques. Il serait intéressant au vu de nos résultats de vérifier 

la présence et les fonctions des cellules souches hématopoïétiques dans la souris Hq. Nous pourrions 

réaliser des transferts de moelle, éventuellement sériées, pour voir si la diminution d’AIF peut altérer 

ces cellules, même si c’est de façon moindre que la perte d’AIF. Beaucoup d’élements n’ont pas été 

caractérisés dans ce modèle comme la présence des sous-unités des complexes respiratoires, la 

fonctionnalité de la phosphorylation oxydative, l’état des mitochondries, l’état énergétique des cellules. 

Cela mériterait d’être étudié pour conclure de façon plus nette sur ce phénotype. Il pourrait être utile 

notamment de mesurer la quantité d’AIF et de complexe I restants ainsi que la fonctionnalité de la 

respiration dans le thymus, moelle osseuse et rate Hq au cas où l’absence de phénotype des deux 

derniers organes soit due à une différence d’expression protéique. Les tissus Hq ne sont en effet pas 

équivalents quant à la réduction de l’expression du gène d’AIF.  

1.2. Impact des ROS sur le développement des T 
Dans la souris Hq comme dans notre souris AIFY/-, les DN ont un problème de progression de 

différenciation. Dans la souris Hq âgée de 8 à 12 semaines, les DN s’accumulent au stade DN3, au moins 

d’après les résultats présentés. Dans notre cas, il y a une évolution au cours du temps et il faut attendre 

28 jours après la naissance, moment proche de la mort des animaux, pour avoir une fréquence 

augmentée de DN3 (mais avec un nombre toujours inférieur aux WT). Auparavant, il y a plus de DN1 

et DN2 en fréquence puis moins de DN4. Peut-être qu’une étude cinétique chez l’Harlequin 

permettrait d’avoir des observations similaires. Pour expliquer le ralentissement de la différenciation des 

thymocytes DN Hq, les auteurs avancent l’hypothèse qu’AIF joue un rôle anti-oxydant dans le thymus et 

non qu’il agisse sur la recombinaison du TCR. Nous ne retrouvons pas non plus de défauts d’expression 

du TCR à la surface des DN, suggérant une cause autre que ce phénomène pour expliquer les différences 

constatées. Tout comme dans notre modèle, les souris Hq présentent des défauts de prolifération et une 

augmentation significative de la mortalité des DN3 et DN4. L’utilisation de mutants spécifiques de la 

fonction oxydoréductase ou de la fonction de mort a permis à l’équipe de Satyajit Rath de relier ces 

défauts à la fonction de vie d’AIF (224). L’effet bénéfique d’un antioxydant, l’EUK-134, permet en effet 

de réaugmenter le nombre de thymocytes et de corriger la perte d’AIF. Cela est corrélé à la diminution 

des ROS dans les DN3 et la suppression de la mortalité excessive. Au vu de nos résultats obtenus par le 

traitement des souris au NAC, nous croyons aussi à l’importance des ROS dans les effets délétères 
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constatés dans le développement des T. Quelques modèles murins ont aussi décrit un problème de 

différenciation des T liés à une surproduction de ROS. C’est le cas de la souris déficiente pour le 

répresseur de la transcription Bmi1 dont la perte génère une augmentation des ROS responsables de la 

mort des thymocytes et donc de la grande diminution de cellularité thymique (181). Les mêmes 

observations sont constatées avec les souris déficientes pour la SOD mitochondriale (182). Néanmoins, 

plus qu’être un antioxydant, AIF pourrait n’être qu’un régulateur de la chaine respiratoire : sa perte 

genèrerait de la même manière des ROS via le dysfonctionnement de cette chaine. L’étude de souris 

invalidées pour une sous-unité du complexe I, NDUFS4, dans le système hématopoïétique permettra 

peut-être de préciser ce point. J’ai obtenu les souris floxées sur NDUFS4 grâce au Pr Richard Palmiter 

et elles sont actuellement en croisement dans notre animalerie (228). Par l’accouplement avec la lignée 

Vav1-cre, nous allons pouvoir étudier les conséquences liées à la perte de NDUFS4.  

 

D’autre part, contrairement au modèle Hq, le traitement à l’antioxydant dans notre modèle permet 

surtout le rétablissement d’une différenciation pas du nombre de thymocytes. Les problèmes de 

différenciation sont corrigés mais l’expansion de cet organe pour l’établissement du répertoire ne 

revient pas à la normale. Il est bien sûr possible que l’antioxydant ne soit pas assez puissant dans notre 

modèle, surtout que nous ne commençons les traitements in vivo qu’une semaine après la naissance, 

pour des raisons pratiques de génotypage des animaux. Nous avons aussi une limite établie par 

l’administration du composé, à savoir par l’eau de boisson qui doit passer par le lait des mères. Plusieurs 

études ont déjà démontré l’efficacité de cette technique mais elle ne permet probablement pas de traiter 

autant et de façon reproductible les souriceaux. Pour dépasser cette limite, nous avons essayé à deux 

reprises le traitement des souriceaux directement en injections intra-péritonéales. Néanmoins, la 

toxicité était plus grande et le résultat sur les thymus pas plus important. Nous avons actuellement 

synchronisé des souris pour les accoupler de façon conjointe et traiter au NAC les mères et leurs portées 

une semaine avant la mise bas via l’eau de boisson. Si le nombre de thymocytes revient à la normale 

comme la souris Hq, nous pourrons exclure un rôle additionnel de l’effet d’AIF sur le métabolisme 

énergétique du thymus. Plusieurs données de la littérature et de notre étude suggèrent néanmoins un 

éventuel effet néfaste de la perte d’AIF sur la capacité des thymocytes à proliférer correctement. 

1.3. Impact du manque d’énergie sur le développement des T 
Sans doute en raison de l’effet spectaculaire du traitement à l’antioxydant, l’aspect énergétique n’a pas 

du tout été abordé dans la souris Hq. Nous constatons de notre côté une forte diminution de l’ATP dans 

les thymocytes AIFY/- et des altérations du potentiel de membrane mitochondrial. Il est difficile 

d’étudier ces paramères à cause de l’importante mortalité associée mais il est pourtant possible que ce 

soit aussi un point important dans notre modèle. Il est également très difficile de séparer les effets dus à 
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la déficience d’OXPHOS en terme énergétique des effets dus à la production de ROS associée. Comme 

AIF semble induire les deux, nous nous heurtons à cette difficulté dans les différents systèmes. Pour 

preuve de cette association forte OXPHOS/ROS, beaucoup de signaux de biogenèse mitochondriale 

sont directement ou indirectement reliés à ceux du métabolisme des ROS. Par exemple, SIRT3 favorise 

l’OXPHOS en déacetylant les complexes I et II. Mais elle déacétyle et favorise aussi l’activité de la 

MnSOD, contrecarrant l’effet oxydant de l’augmentation de l’OXPHOS (2). PGC-α contrôle la 

biogenèse mitochondriale et peut donc conduire à l’augmentation du nombre de mitochondries. Cela 

accroit le risque de produire des ROS. PGC-α favorise alors de façon concommitante l’activation des 

facteurs de transcription FoxO pour activer les gènes liés à la détoxification des ROS. Le nombre de 

mitochondries, leur activité OXPHOS et la quantité de ROS dans une cellule sont interconnectés et 

c’est pourquoi il est compliqué de démontrer qui joue le rôle le plus important dans un modèle donné. 

En ce qui concerne les thymocytes, ils sont supposés très dépendants de la phosphorylation oxydative et 

nous avons des données appuyant ce fait (171). En effet, dans un animal sauvage, le potentiel de 

membrane mitochondrial reflétant la respiration est bien plus élevé dans les thymocytes que dans des 

cellules de moelle. Il en est de même pour la quantité d’ATP fournie par la mitochondrie versus le 

cytosol et pour la capacité respiratoire maximale des thymocytes. Il est légitime d’envisager que 

l’expansion nécessaire des thymocytes, dès le stade DN3, requiert la mise en place d’un programme 

énergétique performant afin de fournir l’énergie nécessaire à cette division. Ce programme devrait gérer 

à la fois la demande anabolique et catabolique, un peu comme les cellules tumorales le font. Justement, 

les souris invalidées pour Akt1/Akt2, invalidées pour PI3K ou LKB1 présentent toutes une 

hypocellularité thymique, caractérisée par un blocage aux stades DN qui ne prolifèrent pas normalement 

(174). Le thymocyte a peut-être encore plus besoin d’ATP qu’une cellule tumorale et la glycolyse peut 

ne pas suffire à cette forte demande. La phosphorylation oxydative pourrait alors être indispensable à ce 

type cellulaire.  

 

Le DN1 voire le DN2 moins touchés ne seraient quant à eux pas encore dans le programme de 

différenciation T. Il est vrai qu’ils peuvent donner naissance à des NK ou des B au lieu des T à ces stades 

de développement (164). Les thymocytes Hq possédant encore de l’AIF ont peut être assez de complexe 

I pour avoir une phosphorylation oxydative peu touchée. Dans notre modèle, le très faible nombre de 

thymocytes KO nous a empêché de mesurer la consommation d’oxygène dans ces cellules. La technique 

que nous avons au laboratoire demande en effet des millions de cellules. L’utilisation de plusieurs 

thymus à la fois pourrait nous permettre d’évaluer ce paramètre. Dans le cas du thymus, les ROS 

générés par l’OXPHOS déficiente viendraient s’ajouter au manque d’ATP dans les raisons expliquant la 

forte mortalité des thymocytes invalidés pour AIF. Les DN présentent d’ailleurs une forte diminution de 
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prolifération que nous n’avons pas retrouvée dans les CSH de la moelle. Celles-ci se contentent peut-

être de la glycolyse alors que le thymocyte souffre de l’altération de l’OXPHOS directement. Il est 

également possible que d’autres fonctions énergétiques mitochondriales soient impliquées, comme la β-

oxydation des acides gras qui se trouve être très rentable en énergie. Cette dernière est par exemple 

sollicitée par des lymphocytes T régulateurs. La mesure de l’expression de différentes enzymes de ces 

voies pourrait nous aider à comprendre le métabolisme normal d’un thymocyte et celui d’un thymocyte 

déficient pour AIF. Les autres altérations que celles de l’OXPHOS à envisager sont nombreuses car aussi 

variées que les fonctions mitochondriales : métabolisme du calcium, métabolisme du fer, … Néanmoins 

la démonstration d’un effet bénéfique du NAC tempère le rôle que ces fonctions peuvent jouer ici dans 

le principal phénotype. Elles pourraient quand même s’y additionner. 

1.4. Lymphocytes T des patients atteints de mitochondriopathies 
L’obtention de nos résultats et ceux du modèle Hq laissent attendre des défauts similaires dans le 

développement T de patients atteints de mitochondriopathies. Pourtant, ce phénotype n’a été peu voire 

pas rapporté dans la littérature concernant ces individus excepté quelques cas d’immunodéficiences T 

sévères. En 2006, Reidenbach et collaborateurs ont rapporté un cas de maladie mortelle associée à un 

défaut de chaine respiratoire et présentant une immunodéficience T spécifique (229). De très faibles 

nombres de CD8+ et de NK étaient observés ainsi qu’une perte progressive des CD4+. En 2008, 

Karacici et collaborateurs ont décrit le cas d’une patiente de 20 mois atteinte d’un défaut de la chaine 

respiratoire souffrant d’une immunodéficience T et d’une auto-immunité. Le ratio CD4/CD8 était 

augmenté avec un nombre total de CD8 diminué et une sécrétion de l’interféron gamma altérée. Deux 

cas de cardiomyopathies néonatales ont aussi été décrits comme associées à des mutations de NDUFAF1 

(229). La maladie était dans les deux cas causée par une infection virale qui pourrait résulter d’un défaut 

des T. En ce qui concerne les patients atteints de mitochondriopathies associées à une mutation dans 

AIF, aucun des articles ne mentionne des problèmes liés aux lymphocytes T. Une éventualité est que ce 

ne soit pas remarqué ou recherché en clinique à cause de tous les autres symptômes graves observés. 

Après tout, la souris Hq a été utilisée 10 ans sans que ses défauts thymiques ne soient jamais mentionnés. 

Par ailleurs, les patients présentent seulement une mutation d’AIF, pas une perte comme notre modèle 

ou une forte diminution comme l’Hq. Il est donc possible que la lignée T ne soit pas affectée dans ce 

contexte. Enfin, ces mutations qui pourraient conduire à des défauts graves du développement thymique 

sont peut-être incompatibles avec le développement embryonnaire ou même la survie, comme nous 

l’observons avec la délétion totale d’AIF dans le modèle PGK-Cre. Notre modèle n’inactive AIF que 

dans la lignée hématopoïétique, ce qui permet l’obtention d’animaux viables à la naissance. 
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1.5. Adaptations mitochondriales et métaboliques à la perte d’AIF 
Il est intéressant de noter que la délétion du gène AIF ne corrèle pas exactement dans le temps avec la 

perte de la protéine. Nous observons cela dans des modèles cellulaires comme les MEFs mais aussi dans 

notre modèle spécifique du système hématopoïétique. Les foies fœtaux présentent en effet une excision 

parfaite du gène dès le stade 15.5 alors que l’analyse par western blot démontre la présence d’encore 

50% de la protéine. Par contre, le thymus embryonnaire est déficient protéiquement pour AIF 

quasiment aussitôt que le gène est excisé par la cre recombinasse. Il est possible que le turn-over d’AIF 

ou même des mitochondries diffère entre les cellules de foie fœtal et celles du thymus. Le nombre de 

mitochondries ou la dynamique mitochondriale qui les contrôle est peut être différent. Dans des cas de 

déficiences de protéines mitochondriales, il a par exemple été observé une rétention et un partage des 

protéines restantes par des mécanismes de fusion (230). C’est justement ce que nous avons pu constater 

dans les MEFs ayant perdu AIF génomiquement depuis 8 à 12 jours et protéiquement depuis 4 à 8 jours. 

La fusion du réseau mitochondrial serait un des mécanismes pour compenser temporairement la perte 

d’AIF et la diminution du complexe I. Plus tardivement, le réseau adopte une autre stratégie qui est 

celle de fragmenter et d’éliminer le plus possible de mitochondries déficientes. Cette différence entre 

délétion du gène et perte de la protéine est potentiellement ce qui a permis l’obtention et l’étude de 

souriceaux viables. C’est aussi possible que cela permette l’obtention d’embryons jusqu’au stade 11.5. 

Dans l’étude faite par Joza et collaborateurs sur la cavitation altérée par la perte d’AIF, le modèle utilisé 

s’appuyait sur des cellules ES déjà déficientes pour AIF et maintenues en culture (150). D’après les 

résultats plus tard publiés par Vahsen sur des ES similaires, ces cellules étaient sans doute déjà altérées 

en terme de métabolisme énergétique et réseau mitochondrial, avec notamment une capacité 

glycolytique augmentée au détriment de l’OXPHOS abîmée (151). Les ES en question pourraient donc 

être vraiment incapables de faire correctement la cavitation et les étapes successives de développement. 

Les cellules souches embryonnaires pluripotentes ont en effet peu de mitochondries. Elles sont larges, 

avec un faible potentiel énergétique, la majorité de leur énergie provient de la glycolyse anaérobie. Mais 

à l’inverse, les cellules différenciées du trophectoderme ont des mitochondries plus allongées et utilisent 

plus d’oxygène (222). L’avantage le plus considérable dans la diminution du taux de respiration 

cellulaire serait la limitation du niveau de ROS à un niveau favorable à l’activation des kinases 

prolifératives (ERK1/2 et Akt). Il est donc probable qu’une OXPHOS efficace soit nécessaire lors des 

étapes de cavitation. Dans le cas des croisements lox/cre de Joza, de celui de Brown et du notre, les 

premières étapes de développement embryonnaire ont probablement lieu avec la protéine AIF dans les 

cellules (153, 154). En effet, la cre recombinase va couper le gène dès le stade du zygote mais la 

protéine peut ne pas être instantanément éliminée. 
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Pour gérer la perte d’AIF, il existe sans doute d’autres moyens que la dynamique mitochondriale comme 

l’adaptation du métabolisme énergétique. C’est ce que nous observons dans les cellules de moelle totale 

qui augmentent leur masse mitochondriale, leur consommation de glucose et limitent ainsi la diminution 

d’ATP. La prolifération n’est ainsi pas changée et bien que la production de ROS soit augmentée, les 

cellules de moelle totale ne meurent pas. La diminution du complexe I, probablement par 

déstabilisation, est quand même associée à une diminution de la capacité maximale de respiration et 

peut-être de la production d’ATP mais n’empêche pas pour autant le reste de complexe I de participer à 

cette OXPHOS. Les analyses de consommation d’oxygène que nous avons réalisées montrent en effet 

une inhibition de la consommation d’oxygène suite à l’ajout d’amytal, inhibiteur du complexe I. Cette 

inhibition est équivalente à celle observée dans les WT et prouve que ces cellules n’ont pas effectué une 

transition vers l’utilisation du complexe II, III et IV pour le transfert d’électrons. Elles n’en sont peut 

être pas capables, par exemple si le complexe II reste trop sollicité par le cycle de Krebs. Les cellules 

trouvent donc une façon de conserver le reste de complexe I pour l’OXPHOS. Dans les MEFs nous 

avions constaté que le complexe I restant était retrouvé dans le supercomplexe I/III/IV plus que libre. 

Cela pourrait être une façon de le stabiliser et limiter un peu sa production de ROS. Ces mécanismes 

adaptatifs que font les cellules de moelle totale ne sont pas retrouvés dans les cellules du thymus, ni dans 

les cellules souches hématopoïétiques. Les CSH n’augmentent pas leur masse mitochondriale, ni leur 

consommation de glucose, présentent plus de ROS, de quiescence et de mortalité. Par contre, au 

contraire des thymocytes, les CSH ne cessent pas de proliférer. C’est pourquoi nous suggérons une 

différence de sensibilité en terme de métabolisme entre les thymocytes et les CSH. Les dernières n’ont 

peut-être pas à compenser énergétiquement une OXPHOS moins performante car elles sont 

hyperglycolytiques comme le montre plusieurs travaux de la littérature. Leur environnement hypoxique 

soutient en effet l’utilisation de la glycolyse anaérobie décelable par l’analyse métabolique des CSH (par 

exemple fort taux de fructose 1,6 bisphospate) et la mesure des activités kinases (par exemple forte 

activité pyruvate kinase) (212). La consommation de glucose des CSH invalidées pour AIF ne serait pas 

augmentée car déjà à sa capacité maximale. Ce n’est pas pour autant que la surproduction de ROS ne 

leur est pas délétère. En effet, de façon similaire aux thymocytes, le dommage à l’ADN est augmenté, la 

quiescence aussi et leur mortalité avec. 

1.6. Impact des ROS sur les CSH et progéniteurs 
Ces observations peuvent sembler contradictoires avec celles obtenus dans certains modèles murins 

surexprimant les ROS. En effet, l’inactivation de plusieurs gènes liés à la régulation des ROS dans les 

CSH compromet leur état de quiescence et les pousse à proliférer d’une façon non régulée. Par 

exemple, dans les souris Mutator Polγ et FoxO1/3/4-/-, une faible augmentation de ROS dans les CSH 

suffit à affecter leur quiescence et empêche leur capacité à reconstituer durablement l’hématopoïèse 
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(168). Cela se traduit par l’épuisement du pool de CSH, qui se différencie trop sans assurer l’auto-

renouvellement. Le traitement au NAC rétablit un retour à la normale, démontrant le rôle des ROS 

dans ces effets. Les modèles d’inactivation de LKB1 par exemple avaient particulièrement mis en 

évidence une première phase d’hyperprolifération suivie d’un épuisement ces CSH (222). Dans notre 

modèle, nous avons observé la diminution des CSH mais sans préalablement déceler l’hyperprolifération 

en question. Nous avons donc voulu nous assurer que nous n’étions pas passé à côté de cette phase. La 

vérification de la fraction LSK à des stades précoces embryonnaires (E17.5) et à la naissance nous a 

permis de réfuter l’existence d’une telle phase dans notre modèle. Effectivement, les CSH AIFY/- ne 

prolifèrent pas plus et sont même un peu plus nombreuses en quiescence. L’utilisation de modèles 

animaux à cre inductibles à l’interféron ou au tamoxifène serait un moyen de confirmer cette 

observation, en étant certain de regarder le pool de CSH le plus proche possible de la perte d’AIF. Mais 

cette différence avec d’autres modèles peut s’expliquer de toute façon par le fait que les ROS ne sont 

pas faiblement plus élevés dans notre système, mais beaucoup plus élevés, et nuisent à la fois à la survie 

des cellules et à leurs fonctions. Les LT-HSC veillent en condition normale à maintenir bien basses les 

quantités de ROS, à la fois en renforçant les défenses anti-oxydantes via les FOXO et en diminuant les 

sources de ROS via une localisation dans un environnement hypoxique et l’absence de l’utilisation de 

l’OXPHOS (210). Les ROS risquent grandement de compromettre la survie des souches. Dans le cas 

des animaux déficients pour AIF, nous mesurons effectivement plus de mortalité des CSH et plus de 

quiescence pour ce qui est des LT-HSC. En accord avec cette hypothèse, les modèles murins 

d’inactivation de Bmi1 ou d’inactivation d’ATM conduisent aussi à une élévation du niveau de ROS dans 

les CSH qui se traduit par l’induction de la sénescence et de la mortalité des cellules (181, 231). Le 

dommage à l’ADN est un des mécanismes résultant de l’excès de ROS. Nous en avons mesuré plus dans 

les CSH AIFY/- comme l’attestent les niveaux de γH2AX mesurés dans ces cellules. Via le dommage à 

l’ADN et via l’activation de la p38 MAPK, les ROS conduiraient à l’activation de p16 et p19 qui 

signaleraient ensuite via p53 ou non le danger à la cellule (211). Dans ces modèles comme dans le notre, 

aucune hyperprolifération des CSH n’a alors lieu. Suite à un tri des sous-populations et obtention d’une 

fraction de souches, nous pourrions vérifier par RT-q-PCR si ces mêmes régulateurs sont activés dans le 

cas de la délétion d’AIF. Ces résultats démontrent une fois de plus la relativité des conséquences des 

ROS en fonction de leur taux. Chez les CSH, une faible augmentation permet la sortie de quiescence via 

l’activation de voies telles que celles des MAPkinases. Quand cette augmentation reste constante, elle 

conduit alors à l’épuisement du stock. Mais une forte augmentation des ROS compromet aussi les CSH, 

pas pour leur épuisement via la prolifération, plutôt pour la sénescence et la mortalité excessive qu’elle 

entraine (211).  
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D’autres stades de différenciation que les CSH ne réagissent pas forcément de la même manière. Les 

progéniteurs multipotents MPP KO pour AIF présentent par exemple une augmentation des ROS et de 

la mortalité, mais accompagnée d’une hyperprolifération. Dans leur cas, l’excès de ROS conduit bien à 

la prolifération mais cela s’avère peut-être encore plus néfaste dans ce contexte de dommages à l’ADN. 

Il est possible que les MPP tolèrent un niveau de ROS plus élevé compatible avec leur prolifération car 

ces cellules ont déjà de base des taux plus importants que les CSH. Les progéniteurs présentent une 

masse mitochondriale accrue et sollicitent plus l’OXPHOS pour leur production énergétique, c’est 

potentiellement là la source de l’augmentation des ROS dans les MPP (221). Ces ROS en plus grand 

nombre participeraient aux voies de signalisation des cellules en question comme l’ont démontré 

plusieurs études. Par exemple, les progéniteurs hématopoïétiques multipotents de drosophile ont aussi 

des niveaux de ROS élevés en conditions physiologiques in vivo. Neutraliser les ROS de ces progéniteurs 

hématopoïétiques (en surexprimant par exemple la catalase ou Gpx) induit un ralentissement de la 

différenciation en cellules matures. A l’opposé, augmenter les ROS de ces progéniteurs de drosophile 

conduit à une différenciation précoce suggérant que l’augmentation des ROS dans les progéniteurs 

quiescents prépare à la différenciation (1). La perte d’AIF pourrait être encore plus délétère aux MPP à 

cause de l’utilisation qu’ils font de l’OXPHOS. En augmentant le nombre de mitochondries et 

l’OXPHOS, ils s’exposeraient en effet à une production de ROS plus grande due au dysfonctionnement 

de la chaîne induite par la perte d’AIF. D’ailleurs, les progéniteurs multipotents meurent encore plus 

que les CSH dans notre modèle. Finalement, en utilisant peu l’OXPHOS, en vivant en hypoxie et en 

restant en quiescence, les CSH résisteraient plus longtemps à la mort due à la perte d’AIF.  

Nous constatons en effet des altérations encore plus marquées dans les ST-HSC et les MPP, ce qui se 

traduit par une diminution du nombre encore plus importante dans ces populations par comparaison 

avec les LT-HSC à 21 jours. Le traitement NAC ne rétablit pas des quantités de ces sous-populations 

aussi conséquentes que dans les LT-HSC. Ces résultats démontrent que le métabolisme des différentes 

cellules progénitrices hématopoïétiques peut beaucoup varier et être directement corrélé à leurs 

proprietés et leurs fonctions. Ces différences expliquent alors les conséquences diverses de la perte 

d’AIF en fonction des lignages. Il serait très intéressant de les étudier mais notre modèle est limité par le 

fait que les CSH et progéniteurs précoces soient touchés, ainsi que le développement T altéré.  

Des données de la littérature comme quelques unes de nos observations nous encouragent à utiliser des 

Cre spécifiques de lignée pour étudier les effets de la perte d’AIF spécifiquement dans ces cellules. Nous 

allons discuter ce point dans la partie suivante de la discussion. 
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2. Nécessité d’utiliser des Cre spécifiques de lignages pour la suite – quoi 
attendre ? 

2.1. Le développement des B freiné par l’altération des T ? 
Dans nos souris invalidées pour AIF, les lymphocytes B sont présents mais en quantité inférieure et 

surtout avec des sous-populations de fréquence modifiée. En effet, les précurseurs sont plus importants 

en fréquence par rapport aux animaux contrôles alors que les B immatures, transitionnels et matures 

sont moins nombreux. Cela traduit un retard dans le développement des B. Nous pourrions en déduire 

qu’AIF est nécessaire au développement des B mais nous nous sommes demandés dans quelle mesure 

l’absence de T influençait ce retard. L’analyse des données de la littérature concernant les modèles de 

souris et de rat sans thymus nous a aidé à appréhender cette question. Les premières études menées sur 

les souris nude, sans TCR ou thymectomisées n’ont pas démontré un changement des quantités de 

lymphocytes B dans la rate et dans la périphérie (232). Le développement des B a par conséquent été 

d’abord considéré comme indépendant du thymus ou des lymphocytes T. Des travaux ultérieurs dans les 

souris nude ont ensuite montré que les stades de différenciation des B dans la moelle osseuse étaient 

différents : le nombre de pre-B dans ces animaux était plus élevé et l’expression de RAG-1 était moins 

grande. L’analyse de rats nude a aussi démontré une accumulation de lymphocytes B immatures en 

défaveur des lymphocytes B matures dans le sang et dans les ganglions (232). Cette altération pouvait 

être corrigée par le transfert adoptif de T ou la greffe de tissu thymique dans une capsule rénale. Ces 

résultats suggèrent que nos observations sont en partie dues à l’absence de T dans ces animaux KO pour 

AIF. Si les expériences de NAC améliorent suffisamment le développement des T pour en avoir en 

périphérie, nous pourrions vérifier si le développement des B s’améliore avec ou non. Il est aussi 

possible de croiser les souris floxées sur AIF avec une lignée exprimant la cre-recombinase sous le 

contrôle du promoteur CD19 afin d’éliminer AIF uniquement dans cette lignée. Si la même difficulté 

des précurseurs à progresser dans la différenciation est constatée, alors il sera légitime de questionner 

l’importance d’AIF, via les ROS, via l’OXPHOS, dans le développement lymphocytaire B. Les 

lymphocytes T ayant clairement besoin d’AIF pour que leur développement se déroule normalement, il 

est possible que les lymphocytes B soient également touchés pour des raisons équivalentes de besoin 

énergétique lors de l’expansion et de sensibilité aux ROS. Cependant, la présence initiale des 

lymphocytes B même précurseurs laisse supposer un rôle moins important d’AIF comparé à la lignée T, 

et donc la possibilité d’étudier des cellules viables. La délétion spécifique d’AIF dans la lignée B 

permettrait peut-être d’obtenir des lymphocytes B viables et d’étudier le rôle de la phosphorylation 

oxydative dans les B. Il se trouve que très peu de choses sont connues et décrites concernant le 

métabolisme des lymphocytes B, dans la différenciation, dans la maturation mais aussi dans les sous-

populations matures. Au vu des nombreuses observations faites sur le métabolisme des lymphocytes T et 
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les applications envisagées, l’accès à ce type d’information pour la lignée B nous semble particulièrement 

intéressant. Il est tout à fait envisageable que les découvertes réalisées renseignent quant aux 

modifications possibles du lymphocyte B tumoral et les conséquences qui en découlent pour son ciblage 

thérapeutique. Nous pourrions conjuguer plusieurs modèles d’inactivation de l’OXPHOS, de la 

biogenèse mitochondriale et du métabolisme dans les lymphocytes B pour mieux comprendre les 

propriétés métaboliques normales dans un premier temps puis transposer ces techniques à des conditions 

pathologiques. 

2.2. Quid des érythrocytes ? 
Une autre lignée semble touchée en terme de progression dans la différenciation, d’une façon qui 

rappelle celle des B. C’est la lignée érythrocytaire. En plus d’un nombre moins important 

d’érythrocytes immatures comme matures, elle présente en proportion plus de pro-érythroblastes I et 

d’érythroblastes basophiles II que de poly-érythroblastes III et ortho-érythroblastes IV. Nous pouvons 

envisager un retard du à des problèmes de synthèse de l’hèmoglobine en raison de mitochondries 

éventuellement abîmées par la perte d’AIF. Il est aussi possible que les mitochondries déficientes 

génératrices de ROS compromettent la viabilité des érythrocytes d’une façon analogue aux altérations 

de la mitophagie. Ces dernières se sont avérées perturber la survie des érythrocytes ayant conservé des 

mitochondries endommagées. Un autre défaut nous intéressait tout particulièrement dans la 

différenciation de cette lignée : celui de l’énucléation. AIF est censé participer à ce phénomène. 

L’obtention d’érythrocytes énucléés dans les animaux AIFY/- laisse supposer au moins une redondance 

avec le système caspase dépendant, sinon l’absence de fonction d’AIF dans ce processus biologique 

requis pour la maturation des érythrocytes.  

Il est aussi possible que la perte d’AIF entraine des perturbations de la synthèse de l’héme via les 

altérations mitochondriales engendrées. Par exemple, l’import des ions ferreux à la mitochondrie 

repose sur l’existence d’une force proton-motrice générée par l’OXPHOS. Or la synthèse de l’hème est 

absolument cruciale pour l’hémoglobinisation des érythrocytes et la régulation génique érythroide via 

des facteurs de transcription ou des répresseurs sensibles à l’hème (233). Une déficience perturbant 

l’import de fer à la mitochondrie est en conséquence associée à un défaut de développement 

érythrocytaire. L’invalidation de MRFN1, ABCB10 ou FECH dans des souris empêche l’érythropoïèse, 

dès les stades d’hématopoïèse primitive fœtale pour les deux premiers gènes (142). Ces trois facteurs 

forment un complexe moléculaire dans la membrane interne mitochondriale et participent à l’import de 

Fer dans la mitochondrie, import notamment nécessaire à la synthèse de l’hème. L’export de l’hème est 

aussi nécessaire à l’érythropoïèse comme l’ont montré les souris déficientes pour FLVCR1 (234). 

Celles-ci meurent d’une anémie sévère supposément causée par l’incapacité des macrophages à exporter 

l’hème libéré lors de la lyse des érythrocytes. A titre indicatif, les macrophages phagocytent chez 
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l’homme plus de 360 milliards de globules rouges sénescents par jour et exportent soit l’hème 

directement soit le fer après dégradation par l’hème oxygénase 1 HO-1 (233). Il pourrait être pertinent 

de regarder spécifiquement les anomalies liées à l’hème dans notre modèle. D’une manière plus 

générale, au vu de ces nombreuses fonctions potentiellement reliées à AIF dans l’érythropoïèse et son 

action sur les mitochondries ; il serait intéressant de nous focaliser sur l’importance d’AIF dans 

l’érytropoïèse. Nous pourrions réaliser la même étude avec une lignée cre-recombinase spécifique des 

globules rouges telles que la lignée EpoR-GFP. 

2.3. Les granulocytes, en particulier les neutrophiles, résistants à la 
perte d’AIF ?? 

La lignée granulocytaire a particulièrement attiré notre attention en raison de la très faible altération 

constatée sur les granulocytes matures. Les progéniteurs myéloïdes CMP comme GMP sont affectés par 

la perte d’AIF car ils sont diminués mais les cellules CD11b+Gr1+ ne sont pas moins nombreuses dans la 

moelle comme dans la rate jusqu’à 21 jours et présentent une fréquence totale plus élevée dans la 

moelle, la rate et le sang par rapport aux contrôles. Des marquages plus poussés confirment que les 

cellules en question sont essentiellement des neutrophiles. C’est la seule lignée aussi peu marquée par la 

perte d’AIF dans notre modèle. Les travaux effectués sur le métabolisme des neutrophiles nous 

permettent d’énoncer une hypothèse : les neutrophiles AIF KO ne seraient pas perturbés 

métaboliquement et auraient même un avantage de survie. En effet, plusieurs études ont précédemment 

démontré que les neutrophiles n’utilisaient pas l’OXPHOS pour la production d’ATP (201, 202). 

Exprimant très peu de complexes respiratoires, ils ne présentent pas d’organisation en supercomplexes 

et utilisent presque que le transfert d’électrons via le complexe III, pour l’établissement d’un potentiel 

de membrane mitochondrial. La perte d’AIF et la diminution du complexe I pourraient donc ne pas 

mettre en cause la viabilité des neutrophiles. Une autre possibilité, compatible avec la précédente, est 

que les ROS qui pourraient être produits dans ces neutrophiles AIFY/- ne poseraient pas de problème en 

raison des systèmes détoxifiants qu’elles possèdent. Les neutrophiles sont en effet des cellules ayant 

recours à de grandes quantités de ROS pour leurs différentes fonctions (201, 202). Ils possèdent donc 

des moyens pour que les ROS ne compromettent pas leur survie. Nous pourrions mesurer les ROS 

produits dans les neutrophiles KO pour AIF afin de vérifier si leur niveau est augmenté ou non. La 

combinaison des sondes MitoSOX/H2DCFDA avec des anticorps de surface répondrait à cette question. 

D’autre part, nous nous demandons si la perte d’AIF comme effecteur de mort ne pourrait pas être un 

avantage pour la survie des neutrophiles. Les quantités de neutrophiles ne diminuent pas alors que leurs 

progéniteurs sont altérés et que la durée de vie d’un neutrophile mature n’est que de quelques jours. Il 

est donc plausible que les neutrophiles présents soient moins éliminés si la mort cellulaire programmée 

qui les caractérise dépend directement ou indirectement d’AIF. Pour cela, nous pourrions effectuer des 



TOME 2 - DISCUSSION 

 

 215 

suivis de neutrophiles après incorporation in vivo de BrdU pour voir combien de temps restent les 

populations de neutrophiles KO par rapport aux WT. Nous pourrions aussi envisager des tests de 

culture ex vivo pour suivre leur prolifération et leur mortalité. En fonction des résultats, nous pourrions 

croiser la lignée AIF floxée avec une lignée MRP8 exprimant la cre recombinasse dans les granulocytes 

uniquement. Cette sous-population immunitaire constituerait peut-être un outil approprié pour 

discerner les fonctions de vie d’AIF de ces fonctions de mort et enrichir à la fois les connaissances sur le 

mtéabolisme et les propriétés des neutrophiles. 

2.4. Notre souris, un outil pour réintroduire des mutants d’AIF 
Le modèle d’invalidation d’AIF dans le système hématopoïétique que nous possédons est un potentiel 

outil pour l’étude in vivo de mutants d’AIF dans ce tissu. Dans cette optique, nous avons réalisé des 

transductions rétrovirales de cellules KO immatures (lineage negative) avec des versions mutées d’AIF. 

L’une est invalidée pour la fonction d’oxydoréduction, par des mutations des acides aminés 262 et 299, 

et l’autre est mutée dans le domaine de liaison à l’ADN, sur les acides aminés 254 et 264 (224, 235). 

Les greffes sont réalisées sur des animaux CD45.1 pour permettre de tracer les cellules donneuses. Ces 

animaux receveurs sont préalablement irradiés à une dose létale. Pour permettre une meilleure 

reconstitution, des cellules de moelle de complément CD45.1 sont ajoutées aux cellules de donneurs 

AIFY/- Lin- CD45.2 transduites avec des virus vides ou contenant la version WT, 262/299 ou 254/264 

d’AIF. Ces expériences sont réalisées avec des cellules de moelle de donneurs les plus jeunes possibles, 

autour d’une semaine après la naissance, pour éviter de cultiver et greffer des cellules déjà trop 

endommagées par la perte d’AIF. Les virus utilisés sont testés et optimisés pour transduire le plus 

efficacement possible et sauver les cellules AIFY/-. Néanmoins, malgré cela, les cellules de donneurs ont 

très peu reconstitué le système des souris receveuses dans les deux expériences indépendantes que nous 

avons réalisées, même celles transduites avec l’AIF WT. Nous avons tout de même obtenu quelques 

résultats préliminaires prometteurs pour le mutant 254/264 avec un biais dans la différenciation vers la 

différenciation myéloïde. Il semble que les cellules donneuses compromettent même la survie/ 

l’implantation de celles de complément car plusieurs souris receveuses meurent dans les deux semaines 

suivant l’irradiation. Le profil des donneuses productrices de ROS, endommagées au niveau de l’ADN, 

peut être associé au relarguage de signaux néfastes lors de la greffe, soit de type cytokines pro-

inflammatoires, soit de type signaux de danger liés à la mort des cellules (relarguage d’ATP, d’ADNmt, 

…). Pour dépasser ce problème, nous envisageons de réaliser les mêmes expériences soit à partir de 

foies fœtaux AIFY/- soit à partir de cellules AIF floxé/ROSA-Cre-ERT2 que nous inactiverions par 

injection de tamoxifène après la greffe. Dans les deux cas, les cellules transduites pourraient avoir assez 

d’AIF pour ne pas subir trop les conséquences de la perte d’AIF et s’implanteraient dans les souris 

receveuses avant d’être complètement délétées pour AIF. Elles pourraient tenir mieux en culture ex vivo 
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et incorporer plus efficacement les virus lors de la transduction. Cela nous permettrait d’obtenir des 

souris dans lesquels les mutants d’AIF pourraient être étudiés dans les différents lignages 

hématopoïétiques et ainsi permettre la dissociation AIF oxydoréductase et AIF effecteur de mort. Si le 

système est optimisé, peut-être plutôt via l’utilisation d’animaux ROSA-Cre-ERT2, nous pourrions 

l’utiliser pour tester d’autres mutants d’AIF.  

 

L’ensemble des découvertes réalisées dans le cadre de ce projet sur le rôle d’AIF dans l’hématopoïèse 

nous amène à réfléchir à l’utilisation que nous pourrions en faire et quelles seraient les considérations 

cliniques associées. 

3. Utilisations et considérations cliniques de ces découvertes 

3.1. Altérations du système immunitaire dans les mitochondriopathies 
Peu d’altérations du système hématopoïétique ont été associées à des mitochondriopathies. Nous avions 

discuté plus haut le manque d’observations d’anomalies du thymus ou des T dans le cadre de ces 

maladies. Nous pouvons étendre les remarques faites dans ce précédent paragraphe à l’hématopoïèse en 

général. La maladie mitochondriale causée par un réarrangement de l’ADNmt la plus grave est le 

syndrome de Pearson (236). Dans ce syndrome, les patients développent une pancytopenie à un âge 

précoce et s’ils n’en meurent pas passent à un syndrome de Kearns-Sayre (ophtalmoplégie, ptosis, 

myopathie). Quelques autres mitochondriopathies ont été reliées à des phénotypes similaires, au moins 

des anémies. Pourtant, au vu de nos observations, nous sommes en mesure de nous questionner sur la 

possibilité de ces maladies à ne pas toucher ce système. Encore une fois, il est probable que les mutations 

qui auraient des conséquences dans l’hématopoïèse ne permettent pas l’existence de nouveaux nés 

viables, empêchant leur occurrence dans la population. Une donnée de la littérature a cependant piqué 

notre curiosité concernant cette question. En effet, les enfants atteints d’une mitochondropathie liée à 

l’X caractérisée par une mutation d’AIF (délétion de l’arginine 201) sont issus de mères jumelles portant 

elles aussi la mutation. Les investigateurs de l’étude rapportant ces deux cas cliniques ont effectué des 

analyses du sang des mères en question (158). Ils se sont aperçus qu’aucun des leucocytes analysés 

n’exprimaient le chromosome X muté, toutes les cellules l’avaient inactivés. Cette observation 

témoigne de l’inconvénient de cette mutation dans la sélection, voire laisse envisager une 

incompatibilité de la mutation avec la survie des cellules hématopoïétiques. Nous avons également 

effectué des analyses des souris femelles hétérozygotes, tant dans le modèle ubiquitaire que dans le 

modèle spécifique du système hématopoïétique. Dans les deux cas, les femelles présentent une 

diminution de la cellularité thymique et de la cellularité splénique qui s’accentuait au cours du temps 

(âges de 2 mois, 5 mois et 10 mois). L’immunophénotypage général ne permet pas la mise en évidence 
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d’altérations spécifiques et explicables de sous-populations en particulier, concluant à une diminution 

touchant tous les lignages.  

 

A la lumière des résultats obtenus sur les mâles hémizygotes, nous pourrions proposer que la diminution 

de cellularité soit due à l’épuisement des CSH qui à chaque division risqueraient d’avoir le « bon X » 

inactivé. Cela pourrait se traduire par moins de progéniteurs au cours du temps. Seul le marquage LSK a 

été réalisé à l’époque sur ces souris mais il y a une diminution de la fréquence des LSK dans la moelle 

des femelles âgées de 5 mois, à une différence d’un p=0,07. En accord avec cette hypothèse, les 

expériences de méthylcellulose réalisées avec les femelles Vav-cre ; AIF+/- conduisent à moins de 

colonies que les femelles WT équivalentes. Nous avons aussi retrouvé une augmentation de la fréquence 

des DN3 et une diminution de la fréquence des DN4 dans ces femelles hétérozygotes à l’âge de 5 mois. 

Dans les embryons femelles au stade 17.5, le thymus des femelles AIF+/- contient jusqu’à deux fois 

moins de DP que celui des femelles AIF+/+. Les DN hétérozygotes pour AIF présentent moins de DN3 

et DN4 et plus de DN1 et DN2 que les DN AIF+/+. Toutes ces observations vont dans le sens d’un rôle 

spécifique d’AIF dans le développement hématopoïétique. 
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Supplementary figure : Caractérisation des femelles hétérozygotes Vav-AIF+/- 

(A) Cellularité de la moelle osseuse, de la rate, du thymus et des ganglions lymphatiques des femelles AIF+/+ ou AIF+/- 
âgées de 20 semaines (B) Caractérisation des thymus primitifs des embryons femelles AIF+/+ ou AIF+/- à E17.5. Analyse par 
western blot de l’expression d’AIF et immunophénotypage des sous-populations thymiques dans ces embryons.  
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3.2. Culture ex vivo des CSH 
Une autre application liée à l’étude du métabolisme des CSH permet d’envisager des améliorations de 

leur culture et de leur conservation en vue de greffes de ces cellules pour des thérapies géniques et 

cellulaires. Dans la lignée d’autres études, notre travail démontre l’importance de maîtriser les niveaux 

de ROS pour altérer et perdre le moins possible de CSH lorsqu’elles sont ex vivo. Les milieux de culture 

et les dispositifs devraient être adaptés pour se rapprocher au maximum des conditions qu’elles ont dans 

la moelle. Cela peut impliquer des chambres hypoxiques pour réduire les 20% d’oxygène à 1-3%. Les 

substrats de leur milieu de culture méritent aussi d’être optimisés en fonction de leur consommation liée 

à leur métabolisme préféré (237). Il est aussi possible que certaines voies optimisent des propriétés des 

CSH recherchées lors de la greffe. Par exemple, la FAO sert à la division asymétrique et permet de 

maintenir l’auto-renouvellement des CSH conjointement à leur participation à la différenciation 

hématopoïétique. La stimuler serait une façon d’optimiser les réussites d’implantation et de 

régénération des CSH (211). La stimulation de mitochondries pour la FAO et non l’OXPHOS est alors 

un défi à relever dans le cadre de la culture de ces cellules. Les thérapies dont le succès est basé sur 

l’implantation de CSH nécessitent surtout la transduction de cellules à potentiel régénérateur à long 

terme. Les conditions de culture en question doivent donc tenir compte en majorité de ces cellules. Il a 

été montré que certaines cytokines ajoutées dans les cultures de cellules de cordon ombilical pouvaient 

par exemple expandre considérablement le nombre de progéniteurs. Cela permet la réussite à court 

terme de la thérapie mais conduit en même temps à son échec à long terme en ayant défavorisé les CSH 

les plus quiescentes. Les cytokines sont malgré tout utilisées dans les essais cliniques de thérapie génique 

de 3e génération à base de vecteurs lentiviraux au lieu de rétroviraux (238). Par ailleurs, de la 

fibronectine recombinante humaine est aussi ajoutée pour mimer la matrice du microenvironnement de 

la moelle. Ces essais ont démontré leur efficacité en terme de bénéfice clinique avec aucune génotoxicité 

décelée pour l’instant chez les patients souffrant d’adrenoleucodystrophie ou de β-thalassémie. Leur 

mise en œuvre est cependant très lourde et l’optimisation de la culture ex vivo pourrait laisser envisager 

des applications plus larges en terme de nombre de patients et de maladies concernées. 

3.3. Utiliser AIF comme déstabilisateur de l’OXPHOS dans la lignée T  
Au vu des récentes études sur le métabolisme des sous-populations T, notre modèle de délétion d’AIF 

pourrait être transposé dans certaines de ses états (naïfs, activés, mémoires) ou de ses lignées (Th1, Th2, 

T régulateurs). Plusieurs travaux ont en effet démontré les différences métaboliques auxquelles sont 

soumis les lymphocytes T. Nous pourrions essayer d’étudier les conséquences de la délétion d’AIF dans 

les différentes sous-populations mais les systèmes inductibles existants limiteraient notre capacité à ne 

supprimer AIF que dans un sous-type. Peut-être que des transferts adoptifs spécifiques permettraient ces 

études ou bien des expériences ex vivo. Le problème des modèles de culture cellulaire utilisés est qu’ils 
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ne correspondent sans doute pas à la réalité de l’in vivo d’un point de vue métabolique. Si l’on prend 

l’exemple d’un lymphocyte T en culture in vitro standard, il se retrouve dans un milieu à 25mM glucose 

(5 fois plus élevé que dans le sang), 4 mM glutamine (8 fois plus que le sang), 20% d’oxygène (2 à 4 fois 

plus que dans le sang) (191). Largement en hyperglycémie et hyperoxie par rapport aux conditions in 

vivo, l’étude de ces lymphocytes ne permet probablement pas d’obtenir des informations fiables 

extrapolables à l’in vivo. Le thymus, la moelle osseuse et l’épithélium gastro-intestinal sont par exemple 

des organes très hypoxiques. La nature du microenvironnement des lymphocytes influence très 

certainement leur métabolisme. Bien que l’équipement nécessaire à l’étude du métabolisme des cellules 

immunitaires devienne de plus en plus adapté (consommation d’oxygène et production de protons), 

certaines technologies restent assez peu accessibles à l’immunologiste telles que la spectrométrie de 

masse ou la résonance magnétique nucléaire. L’ensemble des études métaboliques requiert une quantité 

très importante de matériel. Par exemple, une expérience classique de flux métabolique demande des 

millions de cellules. Il devient nécessaire de développer des outils plus sensibles et éventuellement des 

préparations plus efficaces. La mise au point de sondes fluorescentes associées au métabolisme devrait 

aussi améliorer l’accès aux conformations métaboliques des sous populations immunitaires rares.  

Les premières études de ces dernières années ont déjà permis d’accéder à des informations très 

intéressantes sur le métabolisme des sous-populations T dans les tumeurs par exemple. Il a été montré 

que les cellules tumorales entrent en compétition avec les lymphocytes T pour le glucose dans la tumeur 

ce qui compromet la fonction des T effecteurs à produire des cytokines. Par ailleurs, le lactate produit 

par les tumeurs inhibe la fonction cytotoxique des T en empêchant l’export de lactate des lymphocytes 

nuisant de cette manière à leur glycolyse. L’excrétion du lactate permet en effet la régénération du 

NAD+ à partir du NADH (191). Il serait intéressant de réfléchir à des modéles pour étudier ces relations 

tumeur/système immunitaire au regard des conditions métaboliques et dans ces systèmes la délétion 

d’AIF pourrait être outil intéressant de perturbateur de l’OXPHOS et générateur de ROS.  

3.4. AIF en cancérologie 
L’étude des fonctions d’AIF dans la cancérologie et particulièrement dans l’oncogenèse s’est heurtée au 

problème de dualité de fonction de cette protéine. Certaines études ont associé des diminutions 

d’expression d’AIF à un effet oncogénique tandis que d’autres ont attribué la surexpression d’AIF à un 

effet suppresseur de tumeur (53). Ce paradoxe vient sans doute des fonctions opposées qu’AIF peut 

avoir. L’invalidation d’AIF pourrait permettre à la cellule tumorale d’échapper à la mort cellulaire via le 

rôle qu’AIF joue comme effecteur de mort cellulaire. Mais elle pourrait aussi compromettre la viabilité 

de la cellule par la production de ROS toxiques ou la diminution de la production d’ATP via l’OXPHOS 

ou la FAO. Sa surexpression pourrait être bénéfique à la survie de la tumeur via la production de ROS 

pro-prolifératifs et d’ATP induits par l’activation de l’OXPHOS dans les mitochondries. Mais elle 
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pourrait aussi l’exposer à un risque accru de mourir suite à la sortie d’AIF des mitochondries ou 

l’augmentation des ROS. Le lien entre AIF et production de ROS est d’ailleurs bien compliqué car 

plusieurs observations contradictoires ont été accumulées. Je pense que l’augmentation d’AIF peut 

augmenter les ROS en augmentant les performances de la première source de ROS dans la cellule, à 

savoir l’OXPHOS. Sa diminution peut donc les diminuer et cela a d’ailleurs déjà été observé (239). Mais 

quand AIF diminue considérablement ou est supprimé, le complexe I diminue encore plus et peut alors 

être associé à une production aberrante de ROS via un dysfonctionnement de l’OXPHOS. Les 

conséquences de la perte d’AIF ou de sa surexpression dépendront alors des quantités d’AIF engagées et 

du métabolisme utilisé par la cellule ou le tissu en question. Les travaux d’Urbano et collaborateurs 

avaient par exemple démontré dans des lignées de carcinomes de colon humaines que la diminution 

d’AIF conduisait à une diminution de leur agressivité à former des tumeurs (235). Ils prouvaient avec les 

mêmes mutants que nous utilisons actuellement qu’AIF était nécessaire à l’état transformé des tumeurs 

par le rôle qu’il avait dans la génération suffisante de ROS prolifératifs. Une autre étude démontrait plus 

tard dans des cancers de la prostate humains et dans des lignées de cancer de la prostate l’importance 

d’AIF pour maintenir un état métabolique performant requis pour la croissance et l’invasion de ces 

tumeurs (240). Cependant, si on s’intéresse au cancer du poumon par exemple, le haut niveau 

d’expression d’AIF a été corrélé à une sensibilité plus élevée aux drogues cytotoxiques (à lier à la 

fonction de mort d’AIF ou à sa fonction sur les ROS/l’OXPHOS) (241). Le lien entre perturbations 

métaboliques et cancers est aujourd’hui bien établi et nul doute que la régulation appropriée du 

métabolisme est une condition sine qua non du développement d’une tumeur. Il est finalement possible 

qu’AIF soit détourné en cancérologie pour produire un excès de ROS dans les cellules tumorales pour 

les tuer ou bien que sa diminution compromette l’invasion tumorale. Notre travail démontre qu’au 

moins dans les cellules leucémiques, cibler AIF pourrait rendre la survie de ces cellules impossible. Les 

fonctions qu’AIF joue en cancérologie restent encore compliquées par le manque d’informations claires 

que nous avons sur ses deux principales fonctions. La continuité de notre travail avec l’utilisation de 

différents mutants aidera peut-être à préciser ce point.  
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

L’obtention de ce nouveau modèle d’invalidation d’AIF nous amène à repenser les fonctions 

d’AIF dans la mitochondrie comme dans la mort cellulaire. Grâce à l’étude de MEFs et d’animaux KO 

pour AIF, nous avons en effet accumulé des observations qui nous aident à appréhender les données de la 

littérature d’une façon plus claire. Cela nous permet aussi d’entrevoir le développement de nouveaux 

outils qui répondront plus spécifiquement aux questions soulevées et en suspens.  

 

Nos études démontrent une fois de plus le lien entre la perte d’AIF et l’impact sur le complexe I 

de la chaine respiratoire. Elles prouvent aussi les possibles altérations conséquentes du complexe III et 

du complexe IV en marge du complexe I, comme observé dans les MEFs et dans les cellules de moelle. 

Les supercomplexes sont moins nombreux dans les MEFs même si le reste de complexe I y est retrouvé. 

Cette altération des complexes respiratoires se traduit par un dysfonctionnement de la chaine 

respiratoire plus ou moins marqué et une augmentation de la production des ROS.  

La plupart des travaux publiés fait état de la relation AIF/complexe I, sans pour autant avoir une idée 

précise du ou des mécanismes impliqués. Dans le travail mené par Vahsen et collaborateurs, AIF n’était 

pas retrouvé comme composant à part entière du complexe I, ni du III, ni des supercomplexes d’ailleurs 

(151). Des études d’identification de facteurs d’assemblage des complexes I et III n’ont effectivement 

jamais identifé AIF. Une observation curieuse questionne aussi le rôle d’AIF dans l’assemblage du 

complexe I : nous ne retrouvons pas de complexes I non-fonctionnels aberrants dans le cas des MEFs 

KO pour AIF comme cela peut être vu dans des modèles d’altérations de biogenèse des complexes. Soit 

AIF est un facteur d’assemblage hyper-précoce du complexe I (mais nous ne devrions même plus en 

voir), soit il le régule via d’autres mécanismes comme l’assemblage des supercomplexes. Le document 

de thèse de Nicola Vahsen mentionne une association d’AIF à un complexe de 300 kDa, résultat non 

publié. Ce complexe pourrait être celui dans lequel AIF excerce son rôle sur l’assemblage ou le maintien 

du complexe I et/ou des supercomplexes. Une étude sur des fibroblastes de patients atteints d’atrophie 

optique a démontré une interaction physique possible d’AIF avec le complexe I et OPA1 (157). Serait-

ce via ce complexe non identifié? Le fait que la perte d’AIF compromette l’OXPHOS de S.cerevisiae 

appuie l’hypothèse selon laquelle AIF régulerait l’OXPHOS au delà du complexe I. La levure ne possède 

en effet pas de complexe I ! (116) AIF est peut-être une chaperone des supercomplexes. La diminution 

d’AIF n’aurait pas les mêmes conséquences sur l’OXPHOS que la perte totale d’AIF. C’est ce que 

prouve la comparaison de notre étude avec celle menée sur l’Hq. C’est aussi appuyé par les observations 

faites sur les souris déficientes pour AIF dans le muscle versus la souris Hq (148, 154). De plus, les tissus 

possèderaient des caractéristiques métaboliques qui leur sont propres. Ils auraient aussi des compositions 
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et expressions des complexes respiratoires variables conditionnant leur susceptibilité à la perte d’AIF. 

Cela influencerait de cette manière le lien entre la perte d’AIF, le dysfonctionnement de l’OXPHOS et 

la production de ROS pas systématiquement observé. Certaines études dont celles sur les ES n’associent 

pas la perte d’AIF à la génération accrue de ROS (53). Nous l’avons pourtant clairement observée dans 

la moelle comme le thymus. L’augmentation du niveau d’expression ou d’activité des enzymes 

antioxydantes est une explication possible pour l’absence de différence en conditions basales dans 

certaines cellules. Le traitement des cellules ES à l’H2O2 démontre ainsi une sensibilité à la mort plus 

élevée explicable par des systèmes de détoxification de ROS saturés (151). Un meilleur couplage de la 

chaine respiratoire comme observé dans le muscle et le foie est une autre manière de diminuer cette 

production des ROS (156). D’autres façons de compenser la diminution du complexe liée à la perte 

d’AIF existent comme la modification du réseau mitochondrial ou l’activation d’autres voies 

métaboliques indépendantes de l’OXPHOS. D’ailleurs l’augmentation de la glycolyse constatée dans 

divers modèles (les ES ou encore les neurones dans le modèle spécifique du télencéphale) est peut-être 

un moyen de limiter la production de ROS à cause de l’OXPHOS dysfonctionelle plus que de produire 

suffisamment d’ATP. Dans tous les cas, le type cellulaire concerné et son environnement jouent 

sûrement considérablement dans la variété des défauts entrainés par la perte d’AIF et donc dans leur 

dépendance à cette protéine. 

Une autre question cruciale se pose à l’issue de ces études, à savoir les relations qui existent 

entre la fonction mitochondriale et la fonction de mort d’AIF. La première peut réguler fortement la 

seconde et la mort cellulaire peut aussi passer par la perturbation de la fonction vitale. Comme les 

travaux de Cheng et collaborateurs l’avaient démontré, les deux fonctions ne sont pas forcément 

indépendantes (111). L’étude de la biochimie d’AIF laisse aussi penser que les changements structuraux 

permis par l’oxydoréduction de la protéine peuvent être nécessaire à sa conformation et son interaction 

avec l’ADN et ses partenaires protéiques. Au final, AIF ne serait pas la première protéine aussi ciblée 

dans la mort cellulaire pour perturber la chaine respiratoire et l’intégrité mitochondriale. Par exemple, 

la dissipation du potentiel mitochondrial est accélérée par le clivage par les caspases de NDUFS1, sous-

unité du complexe I de la chaine respiratoire. Ceci précipite la réduction de la synthèse d’ATP et 

augmente les ROS intracellulaires (6). La réciproque peut être vraie, à savoir l’inhibition de la mort par 

le métabolisme au lieu de l’inhibition du métabolisme lors de la mort. Par exemple, l’activité 

apoptotique du cytochrome c est régulée par le métabolisme du glucose qui contribue par la voie des 

pentoses phosphates à l’inhiber. Le cytochrome c a besoin d’être oxydé pour exercer sa fonction de 

mort, or cette voie produit du NADPH et donc du glutathion réduit, contribuant ainsi à maintenir le 

cytochrome c dans un état réduit (113). AIF est potentiellement lui aussi un régulateur à l’interface du 

métabolisme mitochondrial et de la mort cellulaire. 
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Malgré l’obtention de nouvelles informations par notre modèle et la confirmation de certaines 

autres, les fonctions d’AIF ne sont toujours pas assez définies et caractérisées, notamment dans la 

mitochondrie.  

Comment AIF agit-il sur le complexe I ? Est-ce via une action sur l’assemblage ou la stabilité des 

supercomplexes? A quoi lui sert sa fonction oxydoréductase ? A-t-il d’autres accepteurs que lui-même ? 

Quelle fonction a sa dimérisation dans la mitochondrie et dans le noyau ? Comment régule-t-il la 

production de ROS ? Quels sont ces partenaires pour ses fonctions mitochondriales ? Quelles sont ses 

fonctions dans la mitochondrie ? Est ce que les fonctions de vie sont indépendantes des fonctions de 

mort ? Ou est-ce par la déstabilisation de l’OXPHOS et des ROS qu’AIF tue les cellules ? Que fait le 

pool à la surface externe mitochondriale ? Dans quels types de mort AIF joue un rôle crucial et via 

quelles fonctions ? Quels sont les rôles physiologiques d’AIF ? Dans quels tissus ? 

Plusieurs études ont tenté de répondre à ces questions, mais toujours de façon partielle. Nous pensons 

détenir aujourd’hui l’outil adéquat pour y répondre plus facilement et exhaustivement, avec un modèle 

supprimant bien AIF contrairement aux souris Hq précédemment utilisées. 

 

Notre travail permet d’obtenir des cellules MEFs viables dans lesquels des versions taggées d’AIF ou des 

versions mutées peuvent être réintroduites. Les cellules MEFs KO pour l’AIF endogène mais possédant 

l’AIF-V5 sont disponibles aujourd’hui au laboratoire. Nous pouvons utiliser ces cellules pour réaliser des 

analyses d’immunoprécipitation suivies de spectrométrie de masse afin d’identifier les partenaires d’AIF. 

Cela peut être effectué à partir de lysats totaux ou sous-fractionnés (mitochondrie, cytosol, noyau) 

obtenus dans des conditions d’hypoxie, de glycolyse, de mort cellulaire, de stress oxydant, …  La 

détermination de ces partenaires conjointement aux connaissances de biochimie structurale permettra la 

sélection de mutations d’AIF capables de cibler seulement une de ses fonctions. Certains mutants ont 

déjà été décrits comme le 262/299 ou le 254/264 mentionnés dans la précédente discussion. Nous 

comptons les étudier via les MEFs. Nous avons aussi déjà commencé à tester dans ces conditions un 

mutant altéré pour la dimérisation avec nos collaborateurs en Espagne. Les expériences à venir aideront 

enfin à discerner les fonctions d’AIF et à voir si des mutants peuvent répondre à l’exigence de ne pas 

modifier les rôles vitaux tout en impactant ceux liés à la mort cellulaire. La suite de l’étude in vitro de 

ces mutants sera l’étude in vivo. Les expériences de greffe de moelle osseuse pourraient être des 

approches innovantes pour introduire les cellules transduites avant délétion de l’AIF endogène puis 

tester les effets des mutants dans ce système. Des cultures ex vivo à partir des mêmes cellules peuvent 

aussi être mises au point. Il serait pertinent d’optimiser des modèles pour étudier la contraction des 

lymphocytes T dont les mécanismes moléculaires sont encore mal connus. Les études menées sur des 

blastes Hq laissent penser que la mort des lymphocytes par manque de signaux de survie, l’ACAD, 
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pourrait dépendre d’AIF (225). Les résultats obtenus sur les neutrophiles nous encouragent aussi 

particulièrement à étudier cette sous-population. Par ailleurs, nous pourrions transposer ce système à 

des contextes tumoraux pour étudier les fonctions d’AIF en oncologie et éventuellement y associer des 

approches thérapeutiques. Il serait également approprié de trouver des façons de l’étudier dans le 

contexte des neurones pour qui l’importance d’AIF a déjà été démontrée, sans pouvoir mettre de côté le 

rôle mitochondrial. La mort cellulaire dépendante d’AIF est en effet supposée jouer un rôle majeur dans 

l’excitoxicité, l’ischémie-reperfusion en général, la maladie de Parkinson ou même la maladie 

d’Alzheimer. Des molécules sont d’ailleurs à l’étude actuellement pour cibler ces types de mort (47). 

Au vu des nombreux domaines d’application concernés par l’utilisation d’AIF, via l’OXPHOS, le 

métabolisme, les ROS et/ou la mort cellulaire, il me semble primordial pour des raisons évidentes de 

sureté de mieux comprendre AIF avant de pouvoir détourner ses fonctions à des fins thérapeutiques. 

L’accumulation de ces connaissances dans le souci de meilleures applications conditionnera sans doute la 

réussite de futures thérapies innovantes. 

 

« Il faut apprendre pour connaître, connaître pour comprendre, comprendre pour juger » 

Narada, disciple de Bouddha 
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The Oxido-reductase Activity of the Apoptosis Inducing Factor: A Promising  
Pharmacological Tool? 
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Abstract: The apoptosis inducing factor (AIF) was first discovered as a caspase-independent apoptosis effector that promoted cell death 
upon release from the mitochondria (triggered by pro-apoptotic stimuli) and relocalization into the nucleus, where it promotes chromatin 
condensation and DNA fragmentation. AIF is a mammalian mitochondrial FAD-dependent flavoenzyme, ubiquitous in vertebrate cells, 
and with orthologs in all eukaryotes. Beyond its role in apoptosis AIF has additional functions in mitochondria, mainly related with the 
redox function of its flavin adenine dinucleotide cofactor (FAD), which despite being poorly understood are vital. Thus, defects in AIF 
trigger major dysfunctions in oxidative phosphorylation, and cause severe illnesses related with neurodegeneration as a consequence of 
mitochondriopathies. AIF folds in three modules: a FAD-binding, a nicotine adenine dinucleotide (NADH)-binding and a C-terminal 
modules. Upon reduction of the flavin cofactor by NADH, conformational changes leading to AIF dimerization are proposed as a key 
early event in the mitochondrial sensing/signaling functions of AIF. The recent interest in the design of new therapies to modulate 
caspase-independent apoptosis pathways also makes AIF a potential pharmacological target to treat pathological disorders related with 
AIF dependent mitochondriopathies. Therefore, the first step in this direction must be to understand the molecular basis of the AIF redox 
reactions and their relationship with the apoptotic function. Here, we examine recent research towards the molecular mechanisms linked 
to the AIF oxido-reduction properties.  

Keywords: Apoptosis inducing factor, NADH-reductase activity, programmed cell death, mitochondrial respiration, nucleus.  

INTRODUCTION 
 Multicellular organisms have developed complex monitoring 
mechanisms to allow a correct maintenance of tissue homeostasis. 
Cells potentially dangerous to the body are eliminated by a mecha-
nism leading to its demise and known as programmed cell death 
(PCD) [1]. Deregulation by default of this mechanism is involved in 
carcinogenic and neoplastic processes with metastasis, as well as in 
tumor resistance to chemotherapy or radiotherapy [2]. Knowledge 
of the mechanisms that control PCD pathways is key to develop 
new therapeutic strategies conducted to correct failures in this  
process. PCD is organized in different phases: (i) an initiation phase 
in response to an initial stimulus; (ii) a decision phase, and (iii) a 
degradation stage that activates catabolic nucleases and proteases, 
and is responsible for the morphological and biochemical changes 
that characterize PCD [1, 3-5]. Molecular analysis of PCD allowed 
the characterization of a Cys protease family, called caspases, in-
volved in its regulation [5] and responsible, in most cases, of the 
typical phenotype of the apoptotic cell. Initially it was thought that 
caspases governed PCD in its entirety, but the existence of an alter-
native caspase-independent cell death mechanism involving the 
flavoprotein apoptosis inducing factor (AIF) was later accepted [6-
9]. AIF is a phylogenetically preserved mitochondrial flavin ade-
nine dinucleotide (FAD) dependent enzyme present in all primary 
kingdoms and sharing homology with different families of reduc-
tases [10, 11]. When mitochondria receive an apoptotic stimulus, 
also including some bacterial infections [12], AIF is released from 
their intermembrane space and translocates to the cell nucleus,  
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where it induces partial chromatin condensation and DNA degrada-
tion into 50 Kb fragments (chromatinolysis typical of caspase-
independent death) [10]. Beyond its participation in lethal signal 
transduction, an additional cellular function is proposed for AIF in 
healthy mitochondria. AIF presents a (nicotinamide adenine 
dinucleotide) NADH oxido-reductase activity through its FAD 
cofactor. This function is absolutely required for mitochondrial 
energy production and optimal function of the respiratory chain [9, 
13, 14], where AIF seems to participate in the stability of com-
plexes I and III and in the mitochondrial redox metabolic activity 
[15, 16]. Nevertheless, neither its role as oxido-reductase, nor how 
it generates stability of mitochondrial complexes are still under-
stood. Since the AIF redox state also influences the protein confor-
mation of the C-terminus apoptotic domain and, by extension, 
might influence the pro-apoptotic function, there is some contro-
versy about the relationship between these two AIF functions [14, 
17-19].  
 The interest in the design of new therapies to modulate caspase-
independent apoptosis pathways has increased in the last years, 
making AIF a potential pharmacological target to treat pathological 
disorders (cancer or degenerative diseases) in which this protein can 
be related to a defect or excess of apoptosis [9]. Additionally, de-
fects in mitochondrial respiration and energetic metabolism are 
involved in a wide variety of human diseases and ageing. In this 
context, current strategies in the study of AIF are aimed at the 
search for modulators (inhibitors or activators) of its apoptotic ac-
tivity. Since one of the possibilities for modulating the AIF pro-
apoptotic function consists in the regulation of its redox activity, it 
is imperative to understand the molecular basis of its redox reaction 
and its relationship with the apoptotic function. In this review we 
examine recent research advances on mouse and human AIF (mAIF 
and hAIF) with a special attention towards the molecular mecha-
nisms linked to the AIF oxido-reduction properties.  
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A. PHYSIOLOGICAL FORMS OF AIF 
 Sequence and phylogenetic analyses revealed that AIF shares 
common structural and functional features with a large family of 
proteins found across eukaryotes [11, 20, 21]. The gene encoding 
AIF is spread-out over 16 exons and resides in chromosome X in 
humans and mice (regions Xq25-Xq26 and A6, respectively) [10]. 
The most abundant AIF transcript, known as AIF1 or AIFexon2a, is 
translated in the cytoplasm producing a 613 residues protein in 
humans (612 residues in mice). It contains a bipartite-type mito-
chondrial leading sequence (MLS) at its N-terminal, two nuclear 
localization sequences (NLS) (NLS1, 278-KSRTTLFRKIG 
DFRSLEKISREVK-302 and NLS2, 446-KLBRRRV-452) and, 
FAD- and NADH-binding motifs in between (residues 123-262 and 
401-480, and 262-400, respectively) (Fig. 1) [22, 23]. The first 35 
N-terminal residues of the MLS are encoded by exon 1 and are 
required for importing the cytoplasmic protein to the mitochondria 
of healthy cells through translocases situated in the outer mitochon-
drial membrane. During this process, a mitochondrial peptidase 
eliminates the N-terminal region of the MLS by cleaving AIF1 after 
residue 53, hence producing AIF1 1-53 [10, 24]. The C-terminal part 
of the MLS is encoded by exon 2 (residues 36-82) and acts as an 
inner membrane sorting signal that contains a transmembrane (TM) 
region (residues 67-83), targeting and anchoring of AIF1 1-53 to the 
inner mitochondrial membrane (IMM). Upon anchoring of the TM 
region the rest of the sequence adopts its mature conformation 
through incorporation of the FAD cofactor, remaining accessible 
for the interaction of partners in the inner mitochondrial space [10, 
24]. Finally, stimulus-dependent cleavage of AIF1 1-53 at the prote-
olytic 101-GL-102 (in hAIF) site by calpains or cathepsins pro-
duces the proapoptotic AIF1 1-102 form ( 57 kDa) that detaches 
from the IMM [24, 25]. Upon permeabilization of the outer mito-
chondrial membrane AIF1 1-102 translocates to the nucleus in a 
process positively regulated by cyclophilin A (CypA) and nega-
tively by the heat-shock protein 70 (Hsp70) [26, 27] (see section E). 
Once in the nucleus, AIF1 induces caspase-independent chromati-
nolysis.  
 An alternative exon 2b can be used instead of exon 2a during 
transcription of AIF, producing a second splice variant, AIF2 or 
AIFexon2b, whose differences with AIF1 reside in its mitochon-
drial inner membrane sorting signal being more hydrophobic and, 
therefore, producing a stronger membrane anchorage (AIF1: resi-
dues 35-82; AIF2: residues 35-78) [24, 28, 29]. AIF2 is brain-
specific, its expression increases as neuronal precursor cells differ-
entiate. AIF2 dimerizes with AIF1 preventing AIF1 release from 
mitochondria, thus, AIF2 may have been 'designed' to be retained in 
mitochondria and to minimize its potential neurotoxic activity [28]. 
Three additional short AIF isoforms have been reported (Fig. 1B). 
AIFsh, produced from an alternative primary transcript starting 
within intron 9, starts at residue 353 of AIF1, and, therefore, lacks 
the MLS, the NADH-binding motif and a portion of the FAD-
binding one. This cytoplasmic isoform retains the C-terminal por-
tion of AIF1 (including one of the NLS and the proapoptotic seg-
ment), being able to cause apoptosis [30]. The isoforms AIFsh2 and 
AIFsh3 result from the alternative use of exon 9b. AIFsh2 contains 
residues 1-322, while AIFsh3 is formed by residues 87-322. Both 
lack the C-terminal domain and the NLS2 and, therefore, cannot 
translocate to the nucleus. AIFsh3 additionally lacks the MLS se-
quence and, therefore, does not translocate to mitochondria [31].  

B. AIF-MEDIATED CASPASE-INDEPENDENT CELL 
DEATH 
 AIF was discovered as the first caspase-independent cell death 
effector that can induce isolated nuclei to acquire features of apop-
tosis such as chromatin condensation and DNA fragmentation [32-
35]. Upon mitochondrial outer membrane permeabilization, a fea-
ture of most (if not all) apoptotic pathways, AIF is first translocated 
to the cytosol and then to the nucleus, where it fulfils its lethal func-

tion by inducing chromatin condensation and DNA degradation [1, 
4, 5, 20].  
 However, AIF is not a universal cell death effector and its con-
tribution to the execution of cell death is dependent not only on the 
cell type and the apoptotic insult, but also on its own intrinsic DNA 
binding capacity [20, 36-38]. The lethal activity of AIF requires the 
recruitment of endonucleases [27, 39, 40]. In Caenorhabditis ele-
gans, the AIF ortholog (named WAH-1) interacts with endonucle-
ase G, a mitochondrial DNAse also released in a caspase-
independent manner [40]. However, in mammals, AIF has been 
reported to cooperate either with endonuclease G or CypA to in-
duce chromatinolysis [27, 39, 41, 42]. Moreover, the histone H2AX 
also appears as a critical factor in the assembly of an AIF-mediated 
DNA degradation complex that also includes CypA. In alkylating 
DNA damage-induced necroptosis, AIF interacts with H2AX and 
CypA producing a “DNA degradosome” that provokes DNA  
degradation and PCD [32, 43].  
  In vitro studies have proven the ability of recombinant mAIF 
and hAIF to interact with DNA through positive residues located on 
the enzyme surface (Lys255, Agr265, Lys510 and Lys518 in hAIF) 
[19, 22, 30, 31, 44]. In addition, in cells treated with an apoptotic 
stimulus, endogenous AIF co-localizes with DNA at an early stage 
of nuclear morphological changes [20]. Structure-based mutagene-
sis shows that DNA-binding defective mutants of AIF fail to induce 
cell death while retaining nuclear translocation. The potential DNA-
binding site identified from mutagenesis also coincides with com-
putational docking of a DNA duplex. These observations suggest 
that AIF-induced nuclear apoptosis requires a direct interaction 
with DNA [22]. 

C. AIF FUNCTIONS IN HEALTHY CELLS 
 Despite the important number of in vivo studies of AIF genetic 
ablation in healthy cells, it is worth to mention at this point that its 
precise role in mitochondria remains unknown but well recognized 
as crucial for cell survival. Nevertheless, most of the functions  
suggested for AIF in healthy cells appear related with its reductase 
activity and with its FAD cofactor. Studies using mutant mice have 
enhanced the understanding of the mitochondrial functions of AIF 
and its contribution to the survival, proliferation and differentiation 
of cells. AIF-null mice die early in embryogenesis, while targeted 
deletion of the protein in particular tissues led to pathologies related 
with respiratory chain deficiencies and mitochondrial fragmentation 
[16, 45-47]. However, partially AIF-deficient Harlequin (Hq) mice 
constitute a reliable model of complex I deficiency [16, 45, 46, 48-
50] and exhibit a general reprogramming of mitochondrial metabo-
lism [49]. These Hq mutant mice, caused by severe reduction of 
AIF expression (80%) due to a retroviral insertion in the first intron 
of the gene, are viable and lack phenotypic alterations at early age, 
but adults show progressive neurodegeneration, ataxia, blindness 
and are resistant to weight gain and lipid accumulation [45, 49, 51].  
  These Hq mice represent a reliable genetic model that allows 
studying in vivo metabolic changes upon AIF ablation and resemble 
pathologies caused by human mitochondrial complex I deficiency, 
including degeneration of cerebellum, retina, optic nerve, thalamic, 
striatal and cortical regions [16, 48, 50]. The use of Hq mice has 
shown that AIF ablation reduces oxidative phosphorylation (OX-
PHOS) in the brain and retina, by diminishing expression of com-
plex I without changes in the mitochondrial production of reactive 
oxidative species, suggesting oxidative stress appears as conse-
quence of mitochondrial miss-function rather than being its cause 
[52]. Defects in the OXPHOS activity are caused by the decreased 
expression of several complex I subunits and, to a lower extent, of 
some complex III subunits [16]. Additionally, in conditional knock-
out mice deficiencies have also been found in muscle complex IV 
and liver complex V [49]. In general, this particularly affects the 
NADH oxidase activity of complex I, and, therefore, mitochondrial 
respiration, up-regulating the glucose uptake machinery and shift-
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ing the concentrations of coenzymes involved in the energetic me-
tabolism [16]. However, it does not affect normal levels of other 
markers related with oxidative stress, consistent with AIF knock-
out not leading to oxidative stress. Since AIF does not tightly asso-
ciate with any of the respiratory complexes and has no effect on 
their transcription at the mRNA level, it has been proposed to regu-
late OXPHOS and energy homeostasis by acting as an assembly 

factor assisting biogenesis/stabilization of multi-subunit complexes 
I and III [16]. In lower eukaryotes AIF-like proteins are also related 
with optimal OXPHOS functioning [16, 40, 53, 54].  
 Neurons are the cells suffering larger effects upon AIF defi-
ciency, probably due to their high dependency, from the energetic 
point of view, on the mitochondrial OXPHOS metabolism. AIF 
deficiency in these cells leads to neurodegeneration and blindness 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. (1). Primary structure of AIF. A. Alignment of the hAIF and mAIF amino-acid sequences. Residues corresponding to the FAD-binding, NADH-binding 
and C-terminal motifs are shown in bold, grey and italic respectively. Lined boxes indicate MLS and NLS. The PEST sequence is highlighted in grey boxes. 
TM residues in the MLS sequence are underlined. Arrows show peptidase-processing positions. Regions predicted for interaction with some proteins are un-
derlined in bold. GenBank accession numbers for hAIF and mAIF are AF100928 and AF100927, respectively. B. Schematic representation of the five differ-
ent isoforms reported for hAIF. The FAD-binding, NADH-binding and C-terminal modules are shown in dark grey, light grey and black, respectively. The TM 
region is in white and the MLS in black. 
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[45, 46, 48, 55-57]. AIF appears essential for post-mitotic neuron 
survival, cerebellar development and, therefore, neurogenesis [55], 
its deficiency causing death soon after birth due to cell cycle ab-
normalities in a neuron-specific manner. Nevertheless, under par-
ticular physiological settings, a decrease in AIF1 levels (for exam-
ple by its retention in mitochondria upon binding to the brain spe-
cific AIF2 isoform) can also be beneficial for neurons’ survival [28, 
58-61].  
 AIF has also been implicated in mitochondrial morphology and 
cristae formation, whose deregulation leads to metabolic and energy 
failures [46]. AIF associates with the optic atrophy 1 protein 
(OPA1) to cooperatively regulate and stabilize the respiratory chain 
[62]. Although the underlying mechanism is presently unknown, 
the AIF isoform content and AIF-OPA1 interaction are proposed to 
be the factors that could define mitochondrial morphology. In hu-
mans, OPA1 mutations are associated with familial autosomal 
dominant optic atrophy, characterized by progressive blindness 
[63]. Nevertheless, additionally to OPA1 there are other proteins 
that might connect with AIF to shape the IMM [64-66]. Finally, the 
nature of the AIF isoform predominant in the IMM also appears to 
define mitochondrial cristae morphology. Thus, since AIF2 is only 
expressed in the central nervous system, mitochondrial architecture 
in neurons is likely to be dynamic and affected by both the total and 
relative AIF1 and AIF2 contents [28]. Several studies also suggest 
an indirect role of the redox activity of AIF in the control of cyto-
plasmic stress granule formation upon failed attempts to produce 
proteins under environmental stress, by contributing to maintain a 
balance between the NAD(P)H and oxidized/reduced glutathione 
levels [67, 68]. 
 In humans only one mitochondrial disorder has been attributed 
to AIF so far [69]. The deleterious mutation of Arg201 (AIF 201) 
triggers a mitochondrial OXPHOS failure in infant patients with 
severe mitochondrial encephalomyopathy characterized by axonal 
sensory and motor peripheral neuropathy, severe muscular atrophy, 
reduced OXPHOS activities, tissue-specific mitochondrial DNA 
depletion, and increased levels of lactate in plasma [69]. This muta-
tion decreases stability of both AIF1 1-53 and AIF1 1-102, increases 
the DNA binding affinity of the second form (a prerequisite for 
nuclear apoptosis), and is associated with increased parthanatos-
linked cell death [70]. Stabilization of the FAD binding in AIF 201 
has also been shown to improve patient's neurological conditions, 
as well as correction of OXPHOS defects. Thus, this deleterious 
mutation alters structural (see below) and functional properties of 

AIF, leading to destabilization of the IMM, defects in the OXPHOS 
assembly/functioning, and reduction of mitochondrial DNA con-
tent.  

D. IN VITRO STUDIES AT MOLECULAR LEVEL OF THE 
AIF REDUCTASE ACTIVITY  
 The first biochemical characterization of an AIF form was re-
ported for the mAIF1 1-120 form heterogeneously expressed in E. 
coli cultures [13]. Recombinant mAIF1 1-120 was purified as an 
holoprotein that contained 1 mol of non-covalently bound FAD per 
mol of protein without any need of refolding [13], contrary to the 
misunderstanding later generated in the literature [14, 19]. Genera-
tion of the apoprotein form only produced 15% of the total protein 
being able to get FAD-reconstituted and refolded. This characteri-
zation also confirmed that AIF was able to transfer electrons at low 
rate from NAD(P)H to small electron acceptors or cytochrome c, 
and that this activity could be dissociated from its apoptosis-
inducing function (Table 1) [13]. Reduction of mAIF1 1-120 by 
NAD(P)H took place through the formation of a FADH2:NAD(P)+ 
charge transfer complex (CTC), while the electron transfer to the 
acceptor could take place either directly or via to superoxide anion 
[13]. Later, the mAIF1 1-53 and mAIF1 1-101 forms were also in vitro 
produced. These forms also reacted with the coenzyme with rela-
tively slow rates producing a long-lived FADH2:NAD(P)+ CTC, 
preferring NADH over NADPH, and being also able to shuttle elec-
trons to one- and two-electron acceptors (Table 1) [19].  
Additionally, upon reduction with NADH, they were reported to 
have a negligible NADH oxidase activity and to be unable to act as 
scavengers of reactive oxygen species [19]. Moreover, these AIF 
forms showed an NADH-induced monomer–dimer transition, a 
process that in many cases is related with cell signaling pathways. 
All together these observations suggest a low turnover for the AIF 
oxido-reductase activity (Table 1). The AIF 201 mutant, originated 
by the spontaneous mutation identified in one mitochondrial disor-
der, was also in vitro characterized, showing that this form is struc-
turally unstable, tends to lose FAD, reacts with NADH two-orders 
of magnitude faster than native protein (Table 1), produces shorter 
lived CTC, and has a higher capacity to bind DNA [69]. 
 Crystal structures of naturally folded AIF holoproteins have 
been reported for mAIF (including residues 121-610 at 2.0 Å in 
PDB 1GV4 [15] and 128-610 in PDB 1GD3 [18]) and hAIF (in-
cluding residues 128-608 at 1.8 Å PDB 1M6I [22]). They show the 
enzyme folding in three structural modules. The FAD- and NADH- 

Table 1. Steady-state Kinetics Parameters Reported for the NADH Reductase Activities of Different AIF Variants 

 NBT reductase activity DCPIP reductase activity 

 kcat (s-1) Km (mM) kcat (s-1) Km (mM) 

mAIF 1-53
(1) 0.88 1.2 0.7 2.0 

mAIF 1-101
(1) 1.02 0.5 0.82 1.4 

mAIF 1-120
(2) 37 2.2 0.36 3.4 

hAIF 201
(3) 11 0.35   

mAIF 1-77 K176A(4) 1.2 0.14   

mAIF 1-77 W195A(5)   3.67  

mAIF 1-101 E313A(4) 1.17 8x10-3   

mAIF 1-77 H453L(1) 2.78 0.6 4.13 1.3 

Activities calculated using as electron acceptors NBT (2,2’-di-p-nitrophenyl-5-5’-diphenyl-(2nitrobenzoate-Nbs2)) and DCPIP (2,6-dichlorophenolindophenol). Data taken from: (1) 
[19]; (2) [13]; (3) [69]; (4) [15]; (5) [18]. 
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binding modules have typical Rossmann folds and contain, respec-
tively, residues 130-262 and 401-480, and 263-400 in hAIF, while 
the C-terminal module folds in five –strands and two –helices 
(residues 481-613 in hAIF) (Fig. 2). Noticeably, in the C-terminal 
module of both hAIFox and mAIFox several motives are disordered 
and not detectable in the structures (residues 540-559 and 546-553 
in PDB 1M6I and 1GD3, respectively). The FAD cofactor binds 
non-covalently in an elongated manner. Its isoalloxazine ring is 
stabilized at the interface of the three modules and is partially ac-
cessible from the solvent, while the adenine, pyrophosphate and 
ribityl moieties reside in the FAD-module. The environment of the 
pteridine portion of the isoalloxazine ring has a positive polar  
character that is suggested to contribute to the modulation of the 
flavin midpoint reduction potential, and to the stabilization of the 
negative charge upon flavin reduction. Moreover, the N5 atom of 
the isoalloxazine ring is at H-bond distance to Lys176, residue that 
establishes a salt-bridge with Glu313. The involvement of both 
residues in FAD fixation and oxido-reduction action has been 
proved by sited-directed mutagenesis (Table 1) [15]. The AIF struc-
tural arrangement resembled those of bacterial ferredoxin reduc-
tases, the closest evolutionary homologs to AIF, which supported 
its role as reductase. Nevertheless, AIF differs from these non-
apoptogenic proteins in some essential structural features, like the 
long insertion in a C-terminal -hairpin loop related to the AIF 
apoptogenic functions (residues 510-560 in hAIF) [15]. This C-
terminal insertion contains a proline/glutamic acid/serine/threonine-
rich sequence (PEST-sequence, residues 529-560 in hAIF) that is 
usually involved in protein-protein interactions, can modulate the 
calpain proteolytic activity, and might also act as proteolytic signal 
mediating proteins turnover via proteosomal degradation [71]. Ad-
ditionally, the C-terminal insertion also contains a Pro-rich motif 
(residues 544-554 in hAIF), a potential recognition and interaction 
site for proteins implicated in the regulation of different cellular 
processes [15]. Noticeably, several portions of this Pro-rich motif 
appear disordered, as above mentioned, in the structures reported 
for AIFox. Finally, AIF also shows another specific insertion that 
fold as a -hairpin in the FAD-binding module (residues 190-202). 
All together, the structure of AIF also reveals the presence of a 
strong positive electrostatic potential at the surface, although the 
calculated theoretical isoelectric point for the entire protein is neu-
tral [22].  
 An X-ray structure has also been reported for a mAIF NADH-
reduced form (including residues 128-610 in PDB 1GD4) [18]. This 
structure consists of one FADH2:NAD+ CTC dimer resembling the 
crystallographic dimer of the oxidized form (Fig. 3A). Stabilization 
of the CTC is produced by coplanar -stacking interactions between 
the nicotinamide, isoalloxazine, and Phe309 rings (Fig. 3B). Addi-
tionally, a rearrangement of multiple aromatic residues in the C-
terminal domain (likely serving as an electron delocalization site) is 
produced, while the side-chain of His453 (His454 in hAIF) under-
goes a conformational switch to interact with and optimally orient 
the nicotinamide of the coenzyme (Fig. 3B). In mAIF replacement 
of His453 by Leu considerably affects the AIF redox properties 
(Table 1), showing that this His contributes to modulate the FAD 
midpoint reduction potential and the coenzyme orientation into the 
active site [18]. Via the His453-containing peptide, redox changes 
in the active site are also transmitted to the surface, promoting AIF 
dimerization and restricting access to NLS2 (the predominant NLS 
involved in the nuclear import of AIF) [26]. These redox-dependent 
structural changes also promote release of the 191-203 -hairpin 
towards the solvent. So far this insertion has an unknown role, but it 
might assist the folding of the 510-538 peptide in the oxidized state, 
as well as modulate the AIF redox properties and the interaction 
with its partners. Indeed, site directed mutagenesis studies sug-
gested Trp195 as a putative site for electron exchange (Table 1) 
[18]. Together with the biochemical characterization these struc- 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. (2). Three-dimensional structure of hAIFox (PDB 1M6I). A. Ribbon 
representation. The FAD cofactor is shown in black sticks. B. Surface repre-
sentation. The FAD-binding, NADH-binding and C-terminal modules are 
shown in light grey, grey and black, respectively. 
 
tural data support the hypothesis that both mitochondrial and apop-
togenic functions of AIF might be controlled by NADH [18]. Struc-
tural analysis also shows that Arg201, the residue above implicated 
in the encephalopathy, is part of this 191–203 -hairpin. Arg201 
establishes a salt link with a glutamate from the C-terminal module, 
assisting folding of the regulatory peptide and limiting solvent ac-
cess to the redox active site. The redox-induced restructuring of this 
region is expected to release the hairpin and to allow Arg201 form-
ing a H-bond with Phe205 [14]. Deletion of Arg201 shortens the 
hairpin, disrupting the -turn structure. Therefore, the structure of 
the protein shows that deletion of Arg201 might perturb the AIF 
folding, reductase activity, and interaction with partners [26, 68]. 

E. INTERACTION WITH OTHER PROTEINS AND LINK-
ING BETWEEN THE APOPTOTIC AND REDOX ACTIVI-
TIES OF AIF 
 The conformational changes induced upon AIF:NADH dimeri-
zation might also regulate binding of AIF to other molecules. Par-
ticularly these changes involve the 510-560 region that includes the 
Pro-rich motif (543-554 in hAIF) as a potential recognition and 
interaction site for proteins containing modules such as Src homol-
ogy 3 and WW [15]. At the mitochondrial level little has been re-
ported about the putative partners of AIF. AIF is thought to func-
tion as an oxidoreductase at the inner mitochondrial space that 
transfers electrons between NAD+/NADH, but so far the putative 
partners remain unknown. At the cytosolic level the apoptogenic 
AIF has been shown to interact with several proteins with different 
structural organizations and functions. The AIF interactions with 
Hsp70 and with the X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP) 
appear to induce cellular survival. Deletion mutagenesis and com- 
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Fig. (3). Three-dimensional structure of dimeric mAIFred:NAD+ complex 
(PDB 1GD4). A. Ribbon representation of the dimer. Residues forming the 
dimer interface are shown in grey sticks. B. A magnified view of mAIF 
active site. Key residues are shown in grey sticks. In both cases the FAD 
cofactor and the NAD+ coenzyme are shown in black and white sticks, re-
spectively. 
 
putational docking studies of the hAIF-Hsp70 interaction suggest 
that the 150-228 -hairpin of AIF is involved in the molecular in-
teraction with Hsp70 [68]. Thus, the redox-induced structural orga-
nization of the AIF dimer appears to increase the affinity of AIF for 
the Hsp70 chaperone, inhibiting apoptosis by retaining AIF in the 
cytosol [26, 68, 72, 73]. XIAP, an endogenous inhibitor of caspases 
(and, therefore, of apoptosis) that also regulates several caspase-
independent signaling pathways, has also been shown to regulate 
the AIF death-inducing activity through non-degradative ubiquiti-
nation at Lys255 [74]. The XIAP-AIF association is thought to 
affect caspase-independent functions of XIAP, as well as to pro-
mote cell survival by reducing oxidative stress. So far no proofs of 
differential binding of XIAP regarding the redox and oligomeric 
state of AIF have been reported, and the redox status of AIF does 
not appear to influence this processes. On the other hand, the inter-
actions of AIF with other proteins at the cytosolic level, such as the 
eukaryotic translation initiation factor 3, the T-cell ubiquitin ligand 
or CypA, promote its apoptotic activity [27, 39, 75, 76]. Regarding 
the influence of the redox status of AIF in modulating the interac-
tion with these proteins, data have only been reported for the CypA-
AIF interaction where CypA appears to bind stronger to the CTC 
dimer [27]. A docking for the CypA-hAIFox interactions also sug-
gests residues 345-397 of AIF as involved in this interaction, being 
this region separated from the predicted binding sites for Hsp70 and 
DNA [39].  
 At the nuclear level, AIF is able to directly bind RNA, double-
stranded DNA and, particularly single-stranded DNA mediating 
chromatin condensation [44], but degradation of DNA takes place 
in cooperation with CypA, a protein that co-translocates with AIF 
to the nucleus [22, 27, 39]. In vivo studies demonstrate that the 

CypA-AIF interaction is required for the optimal nuclear transloca-
tion of both proteins, as well as to induce chromatinolysis in neu-
rons damaged after cerebral hypoxia-ischemia [27, 43]. Pro-
grammed necrosis induced by DNA alkylating agents helped un-
raveling the importance of a new AIF partner, H2AX, in the forma-
tion of AIF/CypA interaction and subsequent chromatinolysis. In 
this case, cellular and in vitro studies suggest that no AIF-CypA 
interaction is produced without nuclear AIF-H2AX association. 
Moreover, AIF has also been shown to interact with H2AX in the 
absence of CypA. Phosphorylation of Ser139 in H2AX appears 
essential for its association with AIF through its C-terminal Pro-rich 
motif, suggesting it might be redox controlled. In vitro studies with 
cell-free systems individually lacking H2AX, AIF or CypA showed 
chromatinolysis abolition, indicating simultaneous associations of 
all these proteins. Thus, in this particular case these three proteins 
are proposed to interact in a sequential mode, AIF H2AX  
CypA, to form the DNA-degrading complex where CypA should 
disclose its endonuclease activity promoting DNA fragmentation 
and PCD [32].  
 Initially it was suggested that the apoptogenic activity of AIF 
would be independent on its oxido-reductase function [10, 13, 22, 
29, 31, 77]. However, since AIF dimerization upon NADH reduc-
tion produces significant structural reorganization in the pro-
apoptotic regions and monomers and dimers can be considered as at 
least two different functional forms, both AIF functions might be 
redox controlled [14, 18, 19]. Under the normal reducing physio-
logical conditions in mitochondria the reduced AIF dimer would be 
the predominant form, probably as part of a multiprotein complex 
[14, 18]. Fluctuations in the NAD(H) levels could transiently affect 
the oligomeric state of AIF, influencing the interactions with other 
proteins and/or signal transduction processes mediated by AIF not 
only in mitochondria, but also at the cytoplasmic and nuclear levels. 
NADH depletion would shift the equilibrium towards the mono-
meric form that is more susceptible to the N-terminal proteolysis 
and to translocation to the cytosol to initiate apoptosis. Therefore, 
the response of AIF to fluctuations in the compartmental redox 
status will be transmitted to its different interacting proteins, thus 
again linking the NAD(H)-dependent metabolic pathways to apop-
tosis [14].  

F. DEVELOPMENT OF THERAPIES BASED ON THE AIF 
REDUCTASE FUNCTION 
 So far, most of the therapies based on AIF have been related to 
the development of tools to control AIF-mediated excessive or de-
fective PCD [9, 78]. Some therapeutic approaches consist in modu-
lating the AIF mitochondrial release. Thus, compounds specifically 
provoking AIF translocation from mitochondria to the nucleus have 
been developed to treat some tumours [79-82]. Control of AIF mi-
tochondrial release via modulation of AIF proteases has been a 
second approach [78, 83]. In this case, calpain inhibitors have been 
shown to block AIF release in rat models of ischemia, Parkinson’s 
disease, and retinitis pigmentosa [84]. The use of different recom-
binant forms of AIF represents an alternative strategy that has been 
also explored for cancer therapies. The AIF-derived decoy for 
Hsp70, called ADD70, has been designed for targeting the AIF-
Hsp70 interaction. This peptide, that comprises residues 101–366, 
467–566, and 610–613 of hAIF, binds to Hsp70 in cytosol and neu-
tralizes it, thereby sensitizing cancer cells to apoptosis triggered by 
a variety of PCD stimuli [68, 85]. Thus, apoptosis and gastric le-
sions in the small intestine induced by indomethacin, an anti-
inflammatory drug, were decreased in transgenic mice overexpress-
ing Hsp70 [86], which were also protected against neonatal  
hypoxicischemic brain injury due to increased sequestering of AIF 
in the cytosol [72]. On the contrary, mice lacking Hsp70 show in-
creased apoptosis in the heart after ischemiareperfusion, providing 
additional evidence for the regulation of AIF apoptosis by Hsp70 
[87]. Overexpression of AIF in different cancer cells resulted in 
increased drug-induced apoptosis [88], and various therapeutic 
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methods to increase AIF apoptotic activity have been explored [84]. 
In this line, interference of the poly(ADP-ribose)-AIF interaction or 
poly(ADP-ribose) signaling also provides notable opportunities for 
preventing cell death after activation of poly(ADP-ribose)  
polymerase-1 in parthanatos [70]. As another example, some stud-
ies have demonstrated the feasibility of the quimeric immuno-AIF 
protein, which comprise an antibody fragment of the human epi-
dermal growth factor receptor 2 linked to Pseudomonas exotoxin 
translocation domain and AIF 200, as a novel approach to treat can-
cers that overexpress such receptors [77, 89].  
 However, little has been done regarding the search of com-
pounds that might alter the AIF reductase activity and, therefore, its 
role in the energetic metabolism, its monomer-dimer inter-
conversion and its stability. The search for compounds able to  
modify these AIF activities must include small molecules, peptides, 
peptidomimetics, or other drugs, which might affect its redox 
status. In this search the application of high throughput screening 
(HTS) methods, also considering the differential properties of di-
meric and monomeric AIF, might have an important potential to 
serve as leading molecules in the development of novel therapeutic 
structures to modulate the AIF redox status. HTS methods based on 
the activity are the most efficient when looking for enzymatic  
activity inhibitors, but HTS might also be based on indirect parame-
ters, such as stability or interaction with partners. So far, a HTS 
study having AIF as target has only been reported using a photonic 
crystal biosensor assay developed for the purpose of detecting pro-
tein–nucleic acid interactions. Screening a library of 1000 com-
pounds discovered an inhibitor of the AIF–DNA interaction, aurin 
tricarboxylic acid (ATA), proposed to prevent the interaction 
through direct binding to AIF [90]. However, further work must be 
done to characterize the binding properties of ATA binding to AIF 
and its influence on the protein redox status. 
 Recently, some works looking for therapies based on diseases 
related to the reductase function of AIF have also been reported. 
Retinas and optic nerves from Hq mice show an isolated respiratory 
chain complex I defect correlated with retinal ganglion cell loss, 
optic atrophy, glial and microglial cell activation, producing irre-
versible vision loss. The intravitreal administration of a recombi-
nant adeno-associated virus type 2 incorporating the mAIF1 open 
reading frame with its full-length 3’-untranslated region (to ensure 
sorting of the mRNA to mitochondria) has been reported to provide 
substantial and long-lasting protection of retinal ganglion cell and 
preservation of complex I function in optic nerves [91]. This work 
opens the possibility of using AIF gene therapy in the prevention of 
respiratory chain complex I defects and optic atrophy, or for mito-
chondrial diseases due to mutations in AIF DNA. A crucial role of 
the AIF redox activity for normal mitochondrial functioning is evi-
denced by the fact that only expression of full-length AIF can re-
store defects in complex I and the cell growth supportive function 
in AIF defective cells [44, 92]. 

G. CONCLUSIONS  
 Analyses of metabolic changes caused by AIF deficiency 
showed that a yet unidentified redox activity of AIF is crucial for 
functioning of the respiratory chain and for energy homeostasis. 
AIF is thought to act as an assembly factor that regulates OXPHOS 
indirectly by assisting biogenesis/maintenance of its complexes. 
Different studies also suggest that AIF may contribute to other cel-
lular functions such as mitochondrial cristae formation, or cyto-
plasmic stress granule formation. Nevertheless, we are far from the 
full understanding of the vital activity of this flavoenzyme and how 
it regulates OXPHOS functioning, reactive oxygen species detoxi-
fication, mitochondrial morphology, and cell cycle regulation.  
Nevertheless, it is clear that AIF targeting mostly affects cells with 
high demand for energy, especially neurons. Therefore, the AIF 
redox mechanism should be further explored, including the identifi-
cation of electron acceptors at the mitochondrial, cytoplasmatic and 

nuclear levels, as well as the dependences of the protein-protein 
interactions and signaling networks involving AIF on its 
oligomerization and redox states. In this sense, and considering the 
wide range and importance of cellular processes apparently 
regulated by AIF, understanding at the molecular level of its 
function in healthy cells will pave the way for designing new 
strategies through the use of different molecules targeting its oxido-
reductase activity.  
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ABSTRACT: The apoptosis-inducing factor (AIF) is a mitochondrial-
flavoprotein that, after cell death induction, is distributed to the nucleus to
mediate chromatinolysis. In mitochondria, AIF is present in a monomer−
dimer equilibrium that after reduction by NADH gets displaced toward the
dimer. The crystal structure of the human AIF (hAIF):NAD(H)-bound dimer
revealed one FAD and, unexpectedly, two NAD(H) molecules per protomer.
A 1:2 hAIF:NAD(H) binding stoichiometry was additionally confirmed in
solution by using surface plasmon resonance. The here newly discovered
NAD(H)-binding site includes residues mutated in human disorders, and
accommodation of the coenzyme in it requires restructuring of a hAIF portion
within the 509−560 apoptogenic segment. Disruption of interactions at the
dimerization surface by production of the hAIF E413A/R422A/R430A
mutant resulted in a nondimerizable variant considerably less efficiently
stabilizing charge-transfer complexes upon coenzyme reduction than WT hAIF. These data reveal that the coenzyme-mediated
monomer−dimer transition of hAIF modulates the conformation of its C-terminal proapoptotic domain, as well as its mechanism
as reductase. These observations suggest that both the mitochondrial and apoptotic functions of hAIF are interconnected and
coenzyme controlled: a key information in the understanding of the physiological role of AIF in the cellular life and death cycle.

The apoptosis-inducing factor (AIF) is a flavoprotein that
mediates caspase-independent programmed cell death

(PCD).1,2 Its gene is located on chromosome X, regions A6
and Xq25−26 in mice and humans, respectively.3 Human AIF
(hAIF) is expressed as an apoprotein precursor (613 residues)
that contains a N-terminal mitochondrial localization sequence
(MLS) and two nuclear leading sequences (NLS).1 After
import in the mitochondria, the proteolytic cleavage of its N-
terminal 54 residues produces the mature form of the protein,
hAIFΔ1−54. This form is inserted into the inner mitochondrial
membrane, incorporating the FAD cofactor and folding in three
structural domains.4 The FAD-binding and the NAD-binding
domains show the classical Rossmann topology found in many
other flavoproteins and confer to AIF a NAD(P)H dependent
reductase activity,5 while the C-terminal is considered the pro-
apoptotic region.6−8 After a cellular apoptotic insult, hAIFΔ1−54
is cleaved at residue 102 by calpains and/or cathepsins, yielding

a soluble and pro-apoptogenic form, hAIFΔ1−102. hAIFΔ1−102 is
translocated first to the cytoplasm and then to the nucleus,
where it induces apoptosis by chromatin condensation and
large scale DNA fragmentation.9−11 The identification of two
alternative spliced mRNA isoforms of AIF, named AIFsh and
AIFsh2, which correspond to the C-terminal and the reductase
domains of AIF, respectively, initially suggested that the
reductase and the apoptotic functions might be dissociated.7,12

In addition to its apoptotic function, AIF appears to play a
vital but unclear role in redox metabolism of healthy cells.
Phenotypes associated with AIF deficiency and defects in both
cellular and animal models suggest that its reductase activity
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regulates mitochondrial structure and redox metabolism.13,14

AIF deficiency is also related to respiratory defects in
mitochondrial complexes I and III, suggesting that its reductase
activity might regulate oxidative phosphorylation by contribu-
ting to their assembly or by providing them with reducing
power.15 More recently, mitochondrial human disorders
featuring neurodegeneration have been associated with
mutations in hAIF. Deletion of R20116 and G308E
replacement17 are associated with the early onset of severe
neuromuscular symptoms (including general delay and
regression in psychomotor development, brain anomalies,
hypotonia and hyporeflexia, seizures, muscle wasting and
weakness) leading to considerably short lifespans. Patients
affected by these two mutations also showed signs of
mitochondrial abnormalities and impaired oxidative phosphor-
ylation. Additionally, the E493V mutation is the genetic cause
of the type 4, X-linked form of the Charcot-Marie-Tooth
disease, Cowchock syndrome, a hereditary peripheral neuro-
pathy associated with deafness and cognitive impairment.18

Evidence for the reductase activity of AIF supporting energy
metabolism as well as benefiting the growth and invasiveness of
advanced prostate cancer cells further indicates a relationship
between the dual AIF action as a pro-life and as a pro-death
effector.19 The study of the AIF molecular and oxido-reductase
properties showed that its in vitro reduction by NADH occurs
through the appearance of charge transfer complexes (CTC),
inducing protein dimerization as well as conformational
rearrangements of the reductase and the apoptogenic
domains.4,5,18,20−22

The identified pathogenic hAIF mutations and the interest in
the design of new therapies to modulate caspase-independent
apoptosis pathways make AIF a potential target to treat
pathological disorders (cancer or degenerative diseases) in
which this protein causes a defect or excess of apoptosis.23

Since one of the possibilities for modulating the AIF pro-
apoptotic function might be regulating its reductase activity,13

as well as its coenzyme dependent dimerization ability, it is of
interest to further understand at the molecular level the
parameters underlying such mechanisms in the human enzyme.
Here, we present the crystal structure of the hAIFΔ1−102:NAD-
(H) complex, revealing one FAD and, unexpectedly, two
NAD(H) molecules per protomer. Proof of the critical in vivo
functionality of the here newly discovered coenzyme-binding
site of hAIF is given by the fact that two of the three detected
human neuropathies above-mentioned are due to defects in its
sequence, deletion of R201 and E493V mutation, correspond to
this novel NAD(H) binding site.16,18 We have also charac-
terized a mutant of hAIFΔ1−102 where, based on the structural
data, the dimerization surface has been altered. The effects
introduced by the mutations on protein dimerization,
coenzyme binding, and kinetic parameters for the reductase
activity indicate that the coenzyme-mediated monomer−dimer
transition of hAIF modulates its mechanism as reductase.

■ EXPERIMENTAL PROCEDURES
Production of hAIF Proteins. The gene encoding the

hAIF deletion mutant Δ1−102, hAIFΔ1−102, was cloned into the
pET28 expression vector with a cleavable N-terminal 6His-tag,
and the pET28-hAIFΔ1−102 construct was used to transform
Escherichia coli BL21(DE3) cells.12 The plasmid encoding for
the E413A/R422A/R430A hAIFΔ1−102 was obtained by site-
directed mutagenesis on pET28-hAIFΔ1−102 at Mutagenex.
Wild-type (WT) and E413A/R422A/R430A hAIFΔ1−102 were

expressed and purified as described in the Supporting
Information (SI).

Molecular Weight Determination by Size Exclusion
Chromatography. 90 μM WT and E413A/R422A/R430A
hAIFΔ1−102, either in the presence or absence of a 10-fold excess
of NADH, were loaded onto a HiPrep 26/60 SephacrylS-200
high resolution (GE Healthcare) column attached to a fast
pressure liquid chromatographic system (GE Healthcare), in 50
mM Tris-HCl, pH 8.0, 200 mM NaCl, at a flow rate of 0.5 mL/
min. The column was calibrated with a LMW calibration kit
(six proteins in the 6400−160000 Da range).

Stabilization of Cross-Linked Oligomers. Reaction
mixtures containing 2−5 μM WT or E413A/R422A/R430A
hAIFΔ1−102, in 10 mM phosphate, pH 8.0 and a 100-fold excess
of the homobifunctional-bis[sulfosuccinimidyl]-suberate (BS3,
Pierce) cross-linker were incubated 30 min at 25 °C either in
the absence or presence of 2 mM NADH. Reactions were
terminated by addition of the denaturing bromophenol blue
sample buffer. The mixture was resolved by 12% SDS-PAGE.

Atomic Force Microscopy Imaging. Atomic force
microscopy (AFM) measurements were performed with a
Cervantes Fullmode scanning probe microscope (Nanotec
Electrońica S.L.). Images were taken using the Jumping Mode24

with V-shaped silicon nitride cantilevers with integrated
pyramidal 2 nm ultrasharp tips and spring constants of 0.01−
0.03 N/m (Bruker Probes) in 0.5 μM solutions of hAIFΔ1−102
in PBS pH 7.0 at 20 °C, unless otherwise stated. The enzyme
was also incubated with 50 μM NADH, NADPH, NAD+ or
NADP+ at 4 °C for 10 min under mild stirring. When indicated,
protein samples were pretreated with 100 μM of BS3 for 50 min
at 25 °C in the presence of NADH, and the cross-linked
mixtures were separated using 50 kDa filters (Amicon).
hAIFΔ1−102 immobilization, image processing, and estimation
of percentages for the different oligomeric states are described
in SI.

Determination of the in vivo Association State of AIF
by Native Polyacrylamide Electrophoresis. Mitochondria
were isolated from mouse liver, mouse heart, HeLa cells, and
mouse embryonic fibroblasts (MEFs) as described else-
where.25−27 All procedures using mice were carried out under
Project License 212-328 approved by the in-house Ethic
Committee for Animal Experiments from the University of
Zaragoza. The care and use of animals were performed
accordingly with the Spanish Policy for Animal Protection
RD53/2013, which meets the European Union Directive 2010/
63 on the protection of animals used for experimental and
other scientific purposes. Digitonin-solubilized mitochondrial
proteins (10 μg per lane) were separated on clear native
gradient gels (4−15% acrylamide) with cathode buffer
containing 0.02% n-dodecyl β-D-maltoside by high-resolution
clear native electrophoresis-1.28 When appropriate, samples
were incubated for 15 min with various NADH concentrations,
before loading on the gels. AIF was detected by Western blot as
indicated in SI.

Crystal Growth, Data Collection, and Structure
Refinement. Crystals of the reduced hAIFΔ1−102rd:NAD(H)
complex were generated from a mixture containing oxidized
hAIFΔ1−102ox (150 μM) in 20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 0.15 M
NaCl, 10% glycerol with NADH (18 mM in H2O). One
microliter of this mixture was added to 1 μL of mother liquid
containing 16−20% PEG 4K, 0.2 M Li2SO4, and 0.1 M Tris-
HCl, pH 8.5. The resulting drops were equilibrated against 0.5
mL of mother liquid. Drops were set in an anaerobic glovebox
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(COY) to avoid turnover. Blue crystals grew after 24−48 h at
18 °C and were frozen under anaerobic conditions using
mother liquid plus 20% glycerol as cryoprotectant. X-ray data
sets were collected on the ID23.1 beamline at ESRF (Grenoble,
France) and processed, scaled, and merged with autoPROC.29

Crystals belonged to the P3221 space group with unit cells a = b
= 120.7 Å, c = 343.4 Å. The structure was solved by molecular
replacement using Molrep from the CCP4 package30 and the
hAIFΔ1−121ox structure (PDB ID: 1M6I21) as initial model. The
structure previously reported for hAIFΔ1−121ox (1M6I) has been
further refined here as indicated in SI using as initial input files
its own pdb and mtz files. Statistics for data collection and
refinement for both molecules are in Table SI-1. Atomic
coordinates and structure factors are deposited in the PDB with
PDB ID: 4BUR for the complex of hAIFΔ1−102rd with NAD(H)
and PDB ID: 4BV6 for the refined hAIFΔ1−121ox structure.
Surface Plasmon Resonance Measurements. Two

samples of His-tagged hAIFΔ1−102ox were covalently immobi-

lized on two independent NTA sensor chips31 up to responses
of 7400 and 2284 resonance units (RU). Interaction of these
immobilized proteins with 25 μM and 250 μM NADH,
respectively, was assayed using a Biacore T200 (GE Health-
care) biosensor in the Biacore HBS-P buffer at 60 μL/min and
25 °C. Binding stoichiometry of NADH to His-tagged
hAIFΔ1−102ox was estimated using the equation: S = (MWAIF

× RUmax
NADH)/(MWNADH × RUAIF), where RUmax

NADH refers to the
theoretical maximal binding capacity extrapolated from the
experimentally immobilized His-tagged hAIFΔ1−102ox, RU

AIF is
directly obtained by the sensorgram recorded during ligand
inmobilization, and MWAIF and MWNADH are the correspond-
ing molecular weights. The reference channel does not show
significant nonspecific binding.

Spectroscopic Measurements. Spectroscopic and steady-
state kinetic analyses were performed in a Cary 100 Bio
spectrophotometer (Varian). Concentrations were determined
using the molar absorbances of WT and E413A/R422A/R430A

Figure 1. Aggregation states of recombinant and mitochondrial hAIF. (A) Elution profile on a Sephadex S-200 column of WT hAIFΔ1−102 in 50 mM
Tris-HCL pH 8.0, 200 mM NaCl. Continuous line corresponds to the free enzyme, while dashed line shows the profile upon incubation with a 10-
fold excess of NADH. (B) Jumping mode-AFM topography 3-D images of (1) hAIFΔ1−102ox; (2) hAIFΔ1−102 incubated with NADH; and (3, 4)
details of a monomer (the protein organization in three domains can be appreciated) and a dimer, respectively. Monomers and dimers are
represented with black and red circles, respectively. Images obtained in PBS, pH 7.0. The area of the images in (1) and (2) corresponds to 300 nm2.
The image in (2) was the originally scanned, while the rest are zoomed images of original AFM scans of a 500 nm2. (C) Western blot of digitonin-
solubilized mitochondrial fractions obtained from mouse liver (lanes 1 and 2), mouse heart (lanes 3−5), HeLa cells (lanes 6 and 7), and MEFs cells
(lanes 8 and 9) after separation by high-resolution clear native gel electrophoresis-1. The blot was probed with AIF specific antibodies. The
concentration of NADH added to samples prior to electrophoresis is indicated. Molecular markers are indicated at the right side. (D) Elution profile
on a Sephadex S-200 column of E413A/R422A/R430A hAIFΔ1−102. Conditions and sample identification as in panel A. (E) Jumping mode-AFM
topography 3-D images for E413A/R422A/R430A hAIFΔ1−102. (1) E413A/R422A/R430A hAIFΔ1−102ox and (2) E413A/R422A/R430A hAIFΔ1−102
incubated with NADH. Most of the features were monomers (black circles), while dimers were hardly found in the sample. The image in (1) is the
original scanned image, while (2) is a zoomed image of the original AFM scan of a 500 nm2. Other conditions as in panel B.
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1

hAIFΔ1−102 estimated by released free FAD with 3 M
guanidinium chloride (ε450 137767 and ε450 12329 M−1 cm−1

respectively). Photoreduction of ∼15 μM hAIFΔ1−102 was
carried out at 18 °C using an anaerobic cuvette in 50 mM Tris-
HCl, pH 8.0, with 2 mM EDTA and 5 μM 5-deazariboflavin.32

Reduction was also investigated with an excess of sodium
dithionite, under both anaerobic and aerobic conditions.
Steady-state activities of hAIFΔ1−102 were measured as
described in SI.
Transient Kinetics Measurements. Stopped-flow meas-

urements were carried out under both anaerobic and air-
saturated conditions in an SX17.MV spectrometer (Appl. Phot.
Ltd.) with a diode-array detector and the Xscan software.
Tonometers containing enzyme or substrate solutions were
made anaerobic by successive evacuation and flushing with
argon.33 Measurements were carried out in 50 mM phosphate,
pH 8.0, at 25 °C with 8 μM hAIFΔ1−102 and a range of NAD(P)
H concentrations (0.03−5 mM). Given concentrations are the
final ones after mixing. Parameters were calculated as indicated
in SI.

■ RESULTS
Dimerization of hAIFΔ1−102. The recombinant WT

hAIFΔ1−102 was obtained as a soluble and folded protein with
the typical FAD maxima at 380 and 451 nm and a shoulder at
467 nm, indicating that the cofactor was in the oxidized state
and correctly incorporated (Figure SI-1). Gel filtration
chromatography indicated that hAIFΔ1−102ox was a monomer
with an apparent molecular weight of ∼65 kDa, while
hAIFΔ1−102 previously treated with NADH under aerobic
conditions showed an additional peak with an apparent
molecular weight of ∼150−180 kDa (Figure 1A). The
oligomer:monomer ratio was in the 2.3−2.7 range. Spectro-
scopic analysis of the oligomeric peak confirmed it
corresponded to a hAIFΔ1−102rd:NAD+ CTC (data not
shown). Thus, NADH induced oligomerization of hAIFΔ1−102.
The nature of the hAIFΔ1−102ox and hAIFΔ1−102rd:NAD

+ species
was further characterized at the AFM single-molecule level to
direct imaging single oligomers on mica surfaces, a method
preserving catalytic activity (Figure 1B),34 and to unequivocally
identify their quaternary organization. AFM images of
hAIFΔ1−102ox revealed a homogeneous distribution of isolated
molecules of diameter 7 ± 1 nm, that corresponded to the
dimensions for the monomeric crystallographic structure (∼5 ×
6 × 7 nm) (Figure 1B, panels 1 and 3, and Table 1). Treatment
of hAIFΔ1−102ox with NAD(P)H increased the percentage of
dimers over monomers (Figure 1B, panels 2 and 4), confirming
that dimers were the quaternary organization representing the
hAIFΔ1−102rd:NAD

+ CTC. Production of dimers was partic-
ularly evident upon treatment with NADH over NADPH,
suggesting lower enzyme affinity for NADPH. The oxidized
form of the coenzyme, NAD+, did not produce dimerization.
Most of the dimers showed asymmetrical compositions and,
although neatly distinguishable, it was not possible to assign
intermolecular interactions between domains. Increasing the
concentration of hAIFΔ1−102ox significantly increased the
percentages of oligomers (Table 1), including trimers and
other higher aggregates.
The association state of AIF in mitochondria from mouse

liver, heart, and MEFs cells, as well as from human HeLa cells
was investigated by using blue native electrophoresis (Figure
1C). In whole digitonin-solubilized mitochondrial fractions,
native AIF was mainly present as a monomer, while treatment

with exogenous NADH greatly increased dimerization. This
observation slightly differs from previously reported data in the
rodent liver fraction of mitochondria,20 where mAIF was
reported to exist as an equimolar mixture of monomers and
dimers. Altogether, these results encouraged us to further
analyze the molecular determinants controlling the dimeriza-
tion of human AIF.

The hAIFΔ1−102rd:NAD(H) Interaction at the Molecular
and Atomic Levels. The hAIFΔ1−102rd:NAD(H) structure was
solved at 2.9 Å resolution with final R and Rfree factors of 0.18
and 0.23, respectively (Table SI-1). The four chains of the
asymmetric unit present a similar overall fold: r.m.s.d. of 0.28 Å
(412 Cα, chain B), 0.24 Å (373 Cα, C), and 0.30 Å (384 Cα, D)
regarding chain A. The final atomic model contains residues
128−516 and 551−611 in chain A, 125−516 and 553−610 in
B, 127−517 and 558−612 in C, and 128−509 and 559−611 in
D, and electron density was clear to position one FAD and two
NAD(H) molecules per hAIFΔ1−102 protomer with 100%
occupancy (Figure 2). The blue color of the crystals indicated

the flavin was reduced and forming a CTC with at least one
NAD+ molecule. The nicotinamide rings of both coenzyme
molecules show perfect planar organizations, which suggest
both might be in the oxidized state. Therefore, herein we will
refer to this complex as hAIFΔ1−102rd:2NAD(H). The single
FAD and the two NAD(H) molecules occupy identical
positions in all chains (Figures 3 and 4). Analysis of association

Table 1. Distribution of Monomers and Dimers Identified by
AFM for WT and E413A/R422A/R430A hAIFΔ1‑102 under
Different Conditionsa

preincubation conditions monomers (%) dimers (%)

WT
WT 96 4
WT 5x NQ NQ
WT + NAD+ 96 4
WT + NADH 48 52
WT + NADP+ 87 13
WT + NADPH 66 33
E413A/R422A/R430A
E413A/R422A/R430A + NADH 96 4
E413A/R422A/R430A + NADH + BS3 90 10

aProtein concentration for the incubation on the mica was 0.5 μM in
PBS pH 7.0. Percentages refer to the total protein molecules,
independently on the association state. Error associated with the
percentages is within 5−15%. NQ: nonquantifiable and corresponding
to a fraction of molecules including trimers and higher aggregates.

Figure 2. Electron density maps for hAIF ligands. (A) The |Fo| − |Fc|
electron density map shown at 2.0σ with the ligands modeled inside it.
(B) Detail of the ligands electron density within the protein
environment. NAD(H)A, NAD(H)B, and FAD are displayed in CPK
sticks with carbons in white, while the protein backbone is shown in
gray cartoon.
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of the four chains of the asymmetric unit of the
hAIFΔ1−102rd:2NAD(H) complex suggests as the most probable
biological assembly in solution a dimer stabilized by several H-
bonds and salt bridges, and represented by either the
association of chains A and C, or of chains B and D (Figure
3B). The carboxylate of E426 from one protomer interacts with
the O-gamma and N atoms of S431 from the other protomer,
while N424 and A429 from each protomer are H-bounded to
each other. The dimer is additionally stabilized by salt bridges
between the carboxylic O-epsilon1 and O-epsilon2 atoms of
E413 and the N-epsilon and NH2 of R449, and between N-
epsilon of R430 and O-epsilon2 of E426 from each protomer.
Finally, Arg422 residues from each protomer stack on each
other through their guanidinium groups. These residues are
conserved in mouse AIF (mAIF) and also involved in
stabilization of its dimer.22 Superposition onto chain A of
hAIFΔ1−102rd:2NAD(H) of the refined hAIFΔ1−121ox monomeric
model (see SI) shows a r.m.s.d. of 1.108 Å (414 Cα atoms).
These data suggest that binding of NADH to hAIFox plus the
subsequent hydride transfer (HT) trigger dimerization of the
protein. To confirm whether the enzyme:coenzyme stoichiom-
etry found in the crystal was relevant in solution, complex
formation between covalently immobilized hAIFΔ1−121ox and

NADH was further analyzed using SPR. Sensorgrams obtained
under conditions trying to mimic the crystallographic ones,
2280 RUs of immobilized His-tagged hAIFΔ1−102ox and a high
concentration of the NADH ligand (250 μM), yielded a 55 RU
rise that indicated a 1:2 stoichiometry (not shown). When the
amount of immobilized protein was increased by 3 times and
that of NADH reduced by 10-fold, to mimic more physiological
conditions, the determined stoichiometry was 1:1.8 (Figure
3C). These results agree with the hAIFΔ1−102rd:2NAD(H)
structure and confirm the presence of two NAD(H) binding
sites in the enzyme.
Regarding these two NAD(H) molecules found in each

protomer (Figures 3A and 4), the first one (herein NAD(H)A)
shows an extended conformation with its nicotinamide stacking
in parallel between the re-face of the FAD flavin and the F310
rings (Figure 4B). Its binding is stabilized through a H-bond
network involving G308, F310, L311, E314, E336, G399, E453,
H454, and W483. Comparison with the free enzyme indicated
displacements of F310 (3.6 Å) and H454 (2.9 Å) (Figure 4B)
to accommodate the nicotinamide of NAD(H)A, producing a
stacking between the nicotinamide and flavin rings apparently
optimal for charge transfer. Similarly to the free structure, P173,
at the N-terminal of the 173−180 α helix, stacks against the

Figure 3. Structure of the hAIFΔ1−102rd:2NAD(H) dimer. (A) Surface representation. Chains A and C are in pale yellow and blue, respectively. FAD,
NAD(H)A, and NAD(H)B are shown as sticks with its C atoms in orange, blue, and pink, respectively. Residues at the interface are also represented
as sticks (yellow and blue C). (B) Cartoon representation. The interface residues are shown as sticks. A zoom of the interface area with interactions
in dashed lines is also shown. (C) SPR sensorgram showing the association of NADH (25 μM) with covalently immobilized His-tagged hAIFΔ1−102ox
on a NTA chip (7400 RUs) and the net resonance signal (RU) obtained by subtracting the reference channel from the experimental one.
Measurements were carried out in Biacore HBS-P buffer at 60 μL/min and 25 °C. The injection of NADH (arrow) resulted in a 159 RU rise,
indicating NADH binding with a ∼1:1.8 stoichiometry.
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pyrazine ring at the si-face of the flavin, while W483 closes its
pyrimidine end with an angle of ∼45°. The second NAD(H)
molecule (NAD(H)B), identified here for the first time, binds at
the si-side of the flavin (Figure 4A,C), with its nicotinamide
stacking at the other side of W483. NAD(H)B binding induces
displacement of F582 (2 Å) and, particularly, W196 (7 Å, plus
rotation) to accommodate the adenine of NAD(H)B through
stacking interactions. W196 and E493 also contribute to
stabilize the pyrophosphate, ribose, and nicotinamide moieties
of the coenzyme.
In hAIFox the apoptotic C-terminal domain (residues 478−

610) includes a long and flexible region (509−559) that
apparently occludes access to the redox active site.4 Our refined
hAIFΔ1−121ox model provides additional information on this
elusive, but key, fragment. A portion of this region folds into
two short α-helices (517−524 and 529−533) (Figure 5A),

which decrease the accessibility of solvent to the flavin ring
through W483. Residues following these two α-helices are
organized in a loop (533−545) and, high flexibility beyond
position 546 makes the rest of the region not visible (546−
558). In the structure of the hAIFΔ1−102rd:2NAD(H) complex
residues previously forming the two short α-helices (517−524
and 529−533) are not observed anymore (Figure 5B), and
their former position in the coenzyme free structure now
allocates NAD(H)B. Moreover, the loop 510−516 (connecting
the end of a β-sheet with the helix 517−524 in hAIFox) is
considerably displaced and transformed into the sixth
antiparallel β strand of the β-sheet that now ends at N516
(compare Figure 5A,B). In hAIFox the 517−533 region is
stabilized by direct interaction with the 190−202 β-hairpin,
particularly by a H-bond and a salt-bridge between the side-
chain of R201 and those of T526 and E531, respectively. Upon

Figure 4. FAD and NAD(H) binding sites in the hAIFΔ1−102rd:2NAD(H) complex. Network of H-bonds and hydrophobic stacking interactions at
the (A) FAD binding site. (B) NAD(H)A binding site, and (C) NAD(H)B binding site. Carbon atoms are shown in orange for FAD, and blue and
pink for NAD(H)A and NAD(H)B, respectively. Residues from hAIFΔ1−102ox (panels B and C) are shown as yellow sticks and those of
hAIFΔ1−102rd:2NAD(H) as green.
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coenzyme binding and/or reduction R201 results displaced by
forming a H-bond with the main chains of Y204 and S202, thus,
contributing to the unfolding of the short helices, allowing
NAD(H)B stabilization and releasing the orientation of the
190−202 β-hairpin to the solvent. Overall, these results
uncover that at a molecular level the oxido-reduction and/or
coenzyme bound status of hAIF modulates the conformation of
its C-terminal proapoptotic domain. This is a key result in the
comprehension of the double biological role of AIF.
The Dimerization Surface Modulates the Properties

of hAIFΔ1−102. To better understand the particular roles of the
dimerization surface, we produced the E413A/R422A/R430A
hAIFΔ1−102 variant. The purified mutant showed spectroscopic
properties similar to the WT (Figure SI-1B), indicating similar
folding around the oxidized flavin. Gel filtration analysis of
E413A/R422A/R430A hAIFΔ1−102, either in the absence of
NADH or upon incubation with the coenzyme under aerobic
conditions, indicated the protein was maintained as a monomer
with apparent molecular weights of ∼61 and ∼77 kDa,
respectively (Figure 1D). Given the apparently short life of
the E413A/R422A/R430A hAIFΔ1−102rd:NAD(H) complex, the
BS3 cross-linker (conjugating mAIF dimers22) was used to
block the presumptive formation of the dimer upon incubation
with NADH. After incubation of both E413A/R422A/R430A
and WT hAIFΔ1−102ox with a 100-fold excess of BS3, only a
protein monomer of ∼55 kDa was assessed by SDS-PAGE for
both samples (Figure SI-2, lanes 3 and 6). However, when WT
hAIFΔ1−102 was incubated with both BS3 and NAD(P)H, it

appeared mainly as a broad band covering the range of 130−
170 kDa (Figure SI-2, lane 4). This MW range includes the
value expected for the dimer, in agreement with the results
obtained by gel filtration and AFM. However, only traces of
dimers, if any, were detected for E413A/R422A/R430A
hAIFΔ1−102 when treated under the same conditions (Figure
SI-2, lane 7). AFM images of samples similarly treated
confirmed E413A/R422A/R430A hAIFΔ1−102 as a monomeric
species, even in the presence of the cross-linker and NADH
(Figure 1E, Table 1). All together these data corroborate that
the introduced mutations at the dimerization surface drastically
affect the hAIFΔ1−102 capacity to dimerize, confirming the role
of E413, R422, and R430 in the dimer stabilization.
At this point, it was necessary to identify whether the

introduced mutations might have any effect in the protein
properties as reductase. Even though the putative role of AIF as
mitochondrial oxidoreductase remains elusive,13 one common
experiment to unravel this potential role is to assay typical
electron acceptors, as well as types of redox centers, as
theoretical electron acceptors of NAD(P)H reduced hAIF.18

Determination of different activities confirmed that WT
hAIFΔ1−102 does not exhibit NAD(P)H oxidase activity, that
its redox partners are neither proteins containing iron−sulfur
centers nor glutathione, and that it does not have any relevance
in the in vivo bioreductive activation of quinones. DCPIP,
ferricyanide, and Cytc were more efficient in accepting
electrons from NADH reduced hAIFΔ1−102 (Table 2). When
using those acceptors kcat values were low and Km

NADH large, and

Figure 5. Conformational changes observed in hAIF upon NADH induced dimerization. Cartoon representation of (A) refined hAIFΔ1−121ox (pink)
and (B) hAIFΔ1−102rd:2NAD(H) (wheat). Visible residues in the 508−560 segments are drawn in orange, residues involved in the dimerization
surface in dark salmon and those of the β-hairpin in hot pink. FAD, NAD(H)A, and NAD(H)B are drawn in sticks with C in orange, blue, and yellow,
respectively. Missing fragments are indicated as dotted orange lines. Enlarged regions show a detail of the NAD(H)B binding site for each structure.
In (B) the second protomer of the dimer is also shown as a gray surface.
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in the same range than those reported for other AIF human and
mouse isoforms (despite slight differences in experimental
conditions; Table 1 from ref 18 and data from ref 13). The
similar low efficiencies with Cytc and the artificial electron
acceptors reduce the possibilities of Cytc being the in vivo
hAIFΔ1−102 redox partner, even though both proteins are in the
mitochondrial intermembrane space. E413A/R422A/R430A
hAIFΔ1−102ox was only slightly more efficient with either DCPIP
or ferricyanide (5- and 2.2-fold, respectively) and slightly less in
the Cytc reductase assay (0.4-fold) (Table 2). Differences
regarding the WT are just a consequence of slight differential
decreases in both kcat and Km

NADH, suggesting that changes at the
dimerization surface only have minor effects in these activities.
Similarly to the WT, this variant did not present NADH
oxidase activity.
The effects of mutations on coenzyme binding affinity and

on the rate constant describing the HT step, kHT, from NADH
to the isoalloxazine of hAIFΔ1−102ox were analyzed by stopped-
flow transient kinetics. Similarly to that observed for the WT,
HT from NADH to E413A/R422A/R430A hAIFΔ1−102ox
resulted in full reduction of the flavin with the concomitant
formation of a broad band (∼635 nm) consistent with the
formation of a FADH−:NAD+ CTC (Figure 6). However, the
CTC band considerably decreased in intensity (only ∼30% of
the WT process). This suggests either reduction of the
percentage of CTC stabilized or the production of a CTC
with different spectroscopic extinction coefficients (different
charge distribution between the reacting rings). The transient
observed rate constants, kobs, for the WT process were

independent of the presence of molecular oxygen, CTC
being stable for at least 3 days. Thus, and similarly to other
AIF forms,5,20 hAIFΔ1−102rd exhibits high affinity for the
NAD(H) ligand that when bound prevents reoxidation by
molecular oxygen. However, reaction for E413A/R422A/
R430A hAIFΔ1−102ox under aerobic conditions indicated quick
reoxidation of the reduced species at low coenzyme
concentrations and lack of CTC stabilization, while at higher
concentrations the produced CTC had very short lifetimes.
Herein kobs values were calculated under anaerobic conditions,
showing a hyperbolic dependence on the coenzyme concen-
tration for all the variants (Figure 6C). This dependence
allowed determining the kHT, and the dissociation constant,

Table 2. Kinetic Parameters for the Reduction of WT and
E413A/R422A/R430A hAIFΔ1‑102 by NADHa

Steady-State Kinetic Parameters for the NADH Reductase Activity with
Different Electron Acceptors

electron acceptor kcat (s
−1) Km

NADH (μM)
kcat/Km

NADH

(s−1 mM−1)

WT
DCPIPb 1.5 ± 0.1 273 ± 31 5.6 ± 0.2
ferricyanide 3.1 ± 0.4 1375 ± 249 2.3 ± 0.4
Cytc 0.6 ± 0.2 203 ± 75 6.4 ± 0.7
E413A/R422A/R430A
DCPIP 0.5 ± 0.03 17 ± 7 28 ± 0.5
ferricyanide 1.6 ± 0.4 335 ± 147 4.8 ± 0.7
Cytc 0.1 ± 0.01 39 ± 14 2.1 ± 0.5

Transient Kinetic Parameters for the Reductive-Half Reaction

AIFΔ1−102 variant kHT (s−1) Kd
NADH (μM)

kHT/Kd
NADH

(s−1 M−1)

WTc 1.0 ± 0.1 1055 ± 302 976 ± 0.4
E413A/R422A/R430A 0.5 ± 0.01 2260 ± 295 221 ± 0.2

aSteady-state assays were performed in 50 mM Tris-HCL, pH 8.0, at
25 °C, and pre-steady-state ones in 50 mM phosphate buffer, pH 8.0,
at 25 °C. bThe WT diaphorase activity with DCPIP was also
determined in 50 mM phosphate, pH 8.0, with similar kinetic
constants than those here reported. Regarding specificity for the
coenzyme, NADPH (Km

NADPH = 896 μM and kcat = 0.04 s−1 for
DCPIP) provided a catalytic efficiency 92-fold lower than NADH,
pointing to NADH as the preferred reductant for hAIFΔ1−102.
cIncreasing ionic strength up to 140 mM produced a considerable
decrease in the WT hAIFΔ1−102:NADH affinity (Kd

NADH = 5096 μM,
kHT = 2 s−1). Additionally, kHT and Kd for the WT form showed a
clearly preference for NADH versus NADPH as electron donor (kcat
and Kd

NADPH were 12.5-fold lower and 4.5-fold higher that the
corresponding with NADH), in agreement with steady-state kinetics.

Figure 6. Spectral changes during the reduction of hAIFΔ1−102ox by
NADH. Spectra recorded for the reaction of NADH (150 μM) with
(A) WT hAIFΔ1−102ox (8 μM) at 0.03, 3.6, 6.9, 16.7, 26.5, 36.4, and 46
s after mixing; (B) E413A/R422A/R430A hAIFΔ1−102ox (7 μM) at
0.03, 2.5, 5, 8, 11, and 16 s after mixing. The insets show the
absorbance spectra for the intermediate species obtained by fitting the
spectral evolution to a single step model (A → B). Dashed lines
correspond to oxidized protein spectra before mixing. (C) Depend-
ence of the observed reduction rates for the reduction of (●) WT and
(○) E413A/R422A/R430A hAIFΔ1−102ox on the concentration of
NADH. All reactions were analyzed using a stopped-flow spectropho-
tometer in 50 mM phosphate buffer, pH 8.0 at 25 °C.
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Kd
NADH, for the productive complexes (Table 2), with an

essentially irreversible reduction envisaged from data fits.
Kinetic parameters for E413A/R422A/R430A hAIFΔ1−102ox
indicated that this variant resulted around 5-fold less efficient
in oxidizing the coenzyme (kHT/Kd of 221 s−1 M−1 versus 976
s−1 M−1) than the WT. Nevertheless, its kHT was in the same
range as kcat for the DCPIP diaphorase and Cytc reductase
activities, as for the WT enzyme, indicating that the HT step is
the rate-limiting one.

■ DISCUSSION
Under physiological conditions in mitochondria, the mono-
meric state of native mAIF and hAIF appears to predominate
over the dimeric form, while the proportion of dimers
considerably increases upon binding of NADH and subsequent
reduction of the flavin (Figure 1). This observation pointed us
to gain further insights into the molecular determinants
controlling protein dimerization obtaining the crystal structure
of the dimer by incubation of hAIFΔ1−102ox with NADH. This
structure shows the novelty of having two molecules of
NAD(H) bound per protein protomer, hAIFΔ1−102rd:2NAD-
(H). This stoichiometry was also confirmed in solution by
using SPR (Figure 3C). One of them, NAD(H)A, was already
described in the structure of the mAIFrd:NAD

+ complex,4,22 but
the second, NAD(H)B, was not detected at that time. The
redox active nicotinamide of NAD(H)B shows a parallel
stacking against the side-chain of W483 that on the other
face stacks against the pyrimidine ring of FAD. W483 is not
displaced regarding the free structure, and its position prevents
direct stacking between the nicotinamide and the isoalloxazine
rings, forcing NAD(H)B into a bent conformation (Figures 4A
and 4C). Comparison of hAIFΔ1−102rd:2NAD(H) with
hAIFΔ1−121ox indicates that accommodation of NAD(H)B is
assisted by ligand-binding and/or redox induced conforma-
tional changes in the 190−202 β-hairpin and in the 509−560
segment (Figure 5). Both regions are specific for mammalian
AIF, being absent in its closest structural homologues.6

Although NAD(H)B was not detected in the mAIFrd:NAD
+

structure, it showed the above-mentioned conformational
changes as well as the preformed cavity for its binding.22

Moreover, docking analysis also predict binding of NAD(H)B
in similar conformation than in the human structure (Figure SI-
3). NAD(H)B is situated at the position of the two short helices
of hAIFΔ1−121ox, probably contributing to their disorder and
preventing their stabilization through the 190−202 β-hairpin,
particularly with R201 side-chain (Figure 5). Remarkably, a
human mitochondrial encephalopathy is directly associated
with the deletion of R201.16,18 Deletion of R201 might disrupt
the interactions and organization established by the β-hairpin,
and, therefore, of the rest of elements in contact with it, in both
AIFox and AIFrd:NAD(H). This will also include the conforma-
tional changes required during enzyme function and the
stabilization of NAD(H)B. In vitro this deletion mutant is an
unstable protein with altered properties as reductase and
increased affinity for DNA (a prerequisite for AIF-mediated
nuclear apoptosis).16 This has been associated with the
abnormally high percentage of DNA damage described in
cells of patients carrying the R201 deletion.35 On the contrary,
replacement in mAIF of another residue of the β-hairpin, W195
(equivalent to W196 on hAIF), improved the enzyme efficiency
as reductase.22 This was interpreted as this Trp being in the
pathway of electrons coming to the surface from the flavins.
However, the presence of NAD(H)B in the hAIFΔ1−102rd:NAD-

(H) structure might suggest an alternative path, by involving its
nicotinamide ring and W483 in the electron transfer pathway
toward the surface (Figure SI-4). The Cowchock syndrome has
also been associated with a mutation at the NAD(H)B site. It
involves substitution of E493 by Val.18 Such mutation would
prevent the interaction of the E493 side-chain with the two
short helices in hAIFΔ1−102ox and with the ribose of NAD(H)B
in hAIFΔ1−102rd:2NAD(H), explaining some of the effects
reported for the E493V hAIF variant.18,20 Curiously, the AIFsh
isoform, lacking the FAD and NAD(H)A binding regions (and
therefore the reductase activity), but keeping the dimerization,
NLS2 and main NAD(H)B binding regions, provokes the same
apoptotic effects as hAIFΔ1−102.

7 Altogether, these data support
the importance of the folding conservation in the region of AIF
where NAD(H)B binds, indicating that the integrity of this site
is required for the efficient action of the enzyme in living cells
and probably also modulating the apoptotic activity.
When comparing the dimeric hAIFrd:2NAD(H) and

mAIFrd:NAD
+ structures with their corresponding free oxidized

forms, it is clearly envisaged that NADH binding and the
subsequent HT event induce the displacement of several
residues and protein motifs (Figure 5).22 Differences at the
dimeric interface, formed by an intricate network of H-bonds
and salt-bridges with a typical overrepresentation of arginine
residues (Figure 3B),36 are mainly concentrated in slight
differences in the orientation of the backbone side-chains, as
well as of R239 and the NLS2 at the borders, facts contributing
to a good complementarity at the dimerization surface (Figures
3A, 3B and SI-5). The NLS2 region was proposed as the one
inducing dimerization upon receiving the redox signal from the
active site through the conformational shift of H454 (similarly
observed in hAIF and mAIF, Figure 3B, and Figure 1D from ref
22 respectively). However, other factors might not be excluded.
Thus, the large changes predicted in allocation and
conformation of the 509−559 fragment upon coenzyme
binding and flavin reduction, as well as the fact that the flavin
is reduced, might have important effects in the electrostatic
surface potential in protein regions different from the
dimerization surface and, therefore, in the magnitude and
orientation of the molecular dipole moment (Figure SI-6).
Here, we have particularly addressed the role of the dimer

interaction surface by introducing mutations at the dimer
interface that completely abolish detection of dimers (Figure
1D,E, Table 1). When compared to the WT, the non-
dimerizable R413A/R422A/R430A mutant shows deleterious
effects regarding the stabilization of CTCs, which also became
reactive versus reoxidation by molecular oxygen. However, this
mutant shows a slight increase in the catalytic efficiency, mainly
as consequence of the decrease in Km

NADH, while pre-steady-state
analysis indicated that the HT process with the mutant was just
slightly less efficient. All together this suggests that disruption
of the dimerization surface has negative effects in the protein
capacity to stabilize both the CTC and the dimer, indicating a
relationship between the formation of these two species, and,
therefore, a cross-talk between the NAD(H) binding sites and
the dimerization surface. Furthermore, the low catalytic
efficiencies and the high stability of the WT hAIFrd:NAD

+

CTC dimer suggest that dissociation of NAD+ limits the overall
rate in the reaction, these appearing to be key characteristics of
the WT enzyme to regulate its reductase activity. In vivo, and
under the adequate cellular environment, such kinetic limitation
might be overcome by interaction with the adequate
physiological electron acceptor, which might decrease the
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affinity for NAD+ within the hAIFrd:NAD
+ CTC dimer. The

importance of the regulation on this process is also stated by
the lethal effects in humans produced by mutations that
improve the hAIF reductase efficiency and/or the reactivity of
its reduced form versus different electron acceptors.16,18

Lack of the mutant to stabilize different conformations, as the
dimer, might influence also the interaction of AIF with its
partners. No information is available about the surface of AIF
interacting with other mitochondrial proteins, but some is
known at the cytosolic and, particularly, nuclear levels.37−42

Upon AIF dimerization, secondary structural elements and
their organization do not seem mainly altered neither at the
CypA nor at the Hsp70 binding regions (Figure SI-5), but the
accessibility to the surface of some of the atoms at those regions
is altered and might modulate the expected interactions.
Noteworthy, the CypA−AIF interaction appears to be stronger
upon AIF reduction by the coenzyme.39 Nevertheless, the
coenzyme induced dimerization will clearly have a much more
drastic effect on the interaction of those partners expected to
recognize the 509−559 fragment. This C-terminal insertion
contains a proline/glutamic acid/serine/threonine-rich se-
quence (residues 529−560) usually involved in protein−
protein interactions, modulation of the calpain proteolytic
activity, or acting as proteolytic signal to mediate protein
turnover via proteosomal degradation.43 Additionally, it
contains a Pro-rich motif (544−554, region not visible in the
hAIFox crystal structure), a potential recognition and interaction
site for proteins implicated in the regulation of different cellular
processes and described as the interaction site of H2AX38

In conclusion, within the last years, hypotheses have come up
with the two functions of AIF as a key factor for mitochondrial
energy production and as a pro-death effector somehow related.
Our data on different cellular types indicate that native AIF
monomers are the predominant form in healthy mitochondria,
undergoing dimerization upon NADH reduction. The NADH-
bound dimer is stabilized by long-lived CTCs that in vitro
protect from reoxidation by molecular oxygen. The crystal
structure of reduced hAIF shows for the first time two bound
NAD(H) molecules per protomer and indicates that the redox
reorganization of the two specific insertions for mammalian AIF
(the 190−202 β-hairpin and the 509−560 segment in the
apoptotic domain) allows the accommodation of the second
coenzyme molecule. The fact that several mitochondrial human
disorders caused by AIF mutations are related to this second
NAD(H)-binding active site, which remains in the apoptogenic
AIFsh isoform, points to its importance for the efficient action
of native hAIF in living and apoptotic cells. Therefore, AIF
activities might be positively or negatively regulated by binding
of the reduced form of the coenzyme in response of its
availability in the environment. This observation is supported
by the fact that mitochondria are the major stores of NAD(H),
its redox status being an important modulator of mitochondrial
function.44,45 This study further supports the fact that vital and
lethal functions of AIF are coenzyme controlled.
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Abstract

How do effector CD4 T cells escape cell death during the contraction of the immune response (IR) remain largely unknown.
CD47, through interactions with thrombospondin-1 (TSP-1) and SIRP-a, is implicated in cell death and phagocytosis of
malignant cells. Here, we reported a reduction in SIRP-a-Fc binding to effector memory T cells (TEM) and in vitro TCR-
activated human CD4 T cells that was linked to TSP-1/CD47-induced cell death. The reduced SIRP-a-Fc binding (CD47low

status) was not detected when CD4 T cells were stained with two anti-CD47 mAbs, which recognize distinct epitopes. In
contrast, increased SIRP-a-Fc binding (CD47high status) marked central memory T cells (TCM) as well as activated CD4 T cells
exposed to IL-2, and correlated with resistance to TSP-1/CD47-mediated killing. Auto-aggressive CD4 effectors, which
accumulated in lymph nodes and at mucosal sites of patients with Crohn’s disease, displayed a CD47high status despite
a high level of TSP-1 release in colonic tissues. In mice, CD47 (CD47low status) was required on antigen (Ag)-specific CD4
effectors for the contraction of the IR in vivo, as significantly lower numbers of Ag-specific CD47+/+CD4 T cells were
recovered when compared to Ag-specific CD472/2 CD4 T cells. In conclusion, we demonstrate that a transient change in the
status of CD47, i.e. from CD47high to CD47low, on CD4 effectors regulates the decision-making process that leads to CD47-
mediated cell death and contraction of the IR while maintenance of a CD47high status on tissue-destructive CD4 effectors
prevents the resolution of the inflammatory response.
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Introduction

During an adaptive immune response (IR), naive T cells
responding to Ag proliferate vigorously. While the majority of
activated T cells will be killed and eliminated (the contraction
phase), effector T cells that have passed this checkpoint will survive
and execute their memory T cell differentiation program to
generate long-lived memory T cells. Central questions are to
determine which cells among proliferating effector T cells will live
or die, which cells will be cleared or not, and which factors will
dictate these crucial decisions [1]. Although re-expression of IL-7R
is a determinant for the survival of effectors that will generate
memory T cells [2,3], no surface molecule has been implicated in
the control of cell death and elimination during the contraction
phase of the IR. Neither differential Fas expression, nor Fas-

induced cell death susceptibility can explain why some effectors die
during an acute immune response [4,5].
CD47, known as integrin-associated protein (IAP), contains

a single IgV-like extracellular domain, a multiple membrane-
spanning domain (MMS) and a short intracytoplasmic tail, which
is devoid of signaling motifs [6]. CD47, considered as a marker of
self, is expressed on hematopoietic and non- hematopoietic cells
and regulates two key functions implicated in the IR: cell death
and cell elimination [7]. CD47 interacts in cis with integrins and in
trans with two ligands, thrombospondin-1 (TSP-1) and signal
regulatory protein alpha (SIRP-a). TSP-1 binds two distinct
regions on the CD47 IgV loop while it competes with SIRP-a (D1
distal domain) for one of the two CD47 binding sites [8,9]. SIRP-
a/CD47 interaction controls immune cell elimination. CD47
delivers a negative signal through SIRP-a expressed on resident
macrophages or dendritic cells (DCs) to inhibit the clearance of
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intact hematopoietic cells [10]. In this regard, CD47 expression
must be transiently up-regulated on circulating wild type
hematopoietic stem cells to spare them from clearance during
bone marrow exit [11]. TSP-1/CD47 interaction induces the
caspase-independent cell death of malignant B and T lymphocytes
[7,12,13]. TSP-1 is mainly secreted by antigen presenting cells
(APCs) and facilitates the clearance of damaged apoptotic cells by
APCs [14]. In addition, increased TSP-1 binding facilitates the
elimination of aged erythrocytes by SIRP-a+ macrophages [15].
We recently reported that CD47 status (SIRP-a Fc binding) is
transiently regulated on murine CD4 T cells following in vivo
immunization. More precisely, CD47high status marked central
memory T (TCM) CD4 precursors at an early time point of the IR,
while CD47low status identified activated CD4 T cells [16].
In the present study, we demonstrated that CD47 expression

and more particularly CD47low status on murine activated CD4 T
cells, is key for the contraction phase of the IR in vivo. In addition,
we showed that TCR activation induced a transient change in the
CD47 status on human CD4 T cells, i.e. from CD47high to
CD47low to CD47high, which was linked to TSP-1/CD47-
mediated cell death in vitro. Importantly, CD47low status was
maintained on CD4 effectors cells in inflamed lymphoid and
mucosal tissues of patients with Crohn’s disease (CD). We thus
propose that CD47/SIRP-a/TSP-1 axis is involved in the
resolution of the inflammatory response.

Results

1. CD47 Status is Differentially Regulated on TCR-
Activated Human CD4 T Cell Subsets
We first investigated the modulation of CD47 expression on in

vitro activated human CD4 T cell subsets. To this end, we thought
to use a SIRP-a-Fc fusion protein and two anti-CD47 monoclonal
antibodies (mAbs) that identify different CD47 conformations
[15,17,18,19,20] and/or distinct CD47 epitopes [21]. Hence,
B6H12 mAb and SIRP-a-Fc compete for a similar CD47 binding
site since B6H12 but not 2D3 inhibits SIRP-a-Fc binding to CD47
[22]. We showed that CD47 expression, as detected by SIRP-a-Fc
binding, decreased on a majority of divided naı̈ve CD4 T cells
(TN; CD45RA+CCR7+) following stimulation with anti-CD3 and
anti-CD28 mAbs (Fig. 1A). The reduced CD47 expression was not
observed when activated CD4 T cells were stained with B6H12
anti-CD47 mAb. Thus, decreased SIRP-a-Fc binding to CD47 on
activated TN cells was hereafter referred to as CD47low status
when compared to SIRP-a-Fc binding to CD47 on undivided TN

cells as well as on 50% of activated central memory (TCM;
CD45RA-CCR7+CD27+) T cells hereafter referred to as CD47high

status (Fig. 1A). Divided CD47low CD4 T cells displayed an
effector phenotype (CCR7low) when compared to undivided
CD47high CD4 T cells (Fig. 1B).
Further studies demonstrated that CD47 status was differen-

tially modulated in ex vivo isolated circulating human CD4 T cell
subsets (Fig. 1C). Effector memory (TEM;

CD45RA2CCR72CD272) T cells, which represent chronically
activated T cells by repeated exposure to Ag in the peripheral
blood of healthy individuals, displayed a CD47low status when
compared to CD47high TN and TCM T cells (Fig. 1D). Transitional
memory (TTM, CD45RA2CCR72CD27+) and terminally differ-
entiated (TTD, CD45RA+CCR72CD272) cells were detected as
CD47low cells. Alike in vitro TCR-activated CD4 T cells, TN, TEM

and TCM expressed similar levels of CD47 expression when they
were stained with B6H12 and 2D3 anti-CD47 mAbs, suggesting
a change in the conformation rather than in the amount of CD47
protein. Indeed, western blot analysis showed that the three

circulating CD4 T cells subsets possessed similar CD47 protein
content (Fig. 1E). We next investigated whether differences seen in
SIRP-a- Fc binding to CD47 may reflect a differential distribution
of CD47 on the cell surface of TN, TEM and TCM. As depicted by
confocal microscopy, SIRP-a- Fc staining revealed a homogenous
distribution of CD47 molecules on the cell surface of TN and TCM

while a distinct and patchy redistribution was observed on TEM

(Fig. 1F). In contrast, no characteristic CD47 distribution was
found between TN, TEM and TCM using B6H12 mAb. Addition-
ally, SIRP-a-Fc failed to bind CD47 with a truncated trans-
membrane domain in a modified human T cell line (Fig. S1). We
propose that TCR activation elicits a post transcriptional/
translational modification of the CD47 molecule that dictates its
ability to bind SIRP-a-Fc but not B6H12 or 2D3 mAbs. These
data strongly suggested that CD47 status on TEM and TCM subsets
reflect different CD47 protein conformations, as these T cells
possessed similar protein content.

2. IL-2 Induces a CD47high Status on Human TCR-
activated CD47low CD4 T Cells
Several cytokines that signal through receptors sharing the

common c chain (cc) are critical for peripheral homeostasis and
the generation of memory T cells [23,24]. We found that a large
proportion of TCR-activated naive CD4 T cells regained
a CD47high status when these cells were cultured in the presence
of IL-2, with or without CD3 restimulation and co-stimulation
(Fig. 2A). This suggested that CFSElowCD47high activated TCM

cells arose from CD47low T cells. To rule out the possibility that
CD47high T cells originated from a few CD47high T cells, which
had proliferated and never modified their CD47 status, CD47low

CD4 T cells were purified at the end of T cell primary cultures
(day 6) and then were re-stimulated. We demonstrated that,
indeed, IL-2 induced the re-establishment of a CD47high and
central memory (CCR7high) phenotype in FACS sorted purified
TCR-activated CD47low CD4 T cells (Fig. 2B). The appearance of
CD47high effectors preceded that of CD127 positive cells (Fig. 2C).
Thus, human CD4 T cells transiently modulate their CD47 status
in response to polyclonal activation, and TCM phenotype is
associated with the reacquisition of a CD47high status.

3. CD47low Status is Linked to TSP-1-induced Cell Death
Susceptibility
We next explored whether the transient modulation of CD47

status seen on CD4 T cells might be linked to functional
consequences such as T cell death, which occurs during the
resolution of the IR. Ligation of CD47 by 4N1K, a peptide that
corresponds to the CD47-binding C-terminal domain of TSP-1,
kills malignant B cells and T cell lines through a caspase and
Fas-independent pathway [13,25,26,27]. We therefore assessed
the TSP-1/CD47-mediated cell death of human CD4 T cells in
relation to their CD47low or CD47high status. TCR-activated
CD47low T cells were susceptible to 4N1K-induced cell death
(Fig. 3A). However, they became resistant when they were
cultured in the presence of IL-2 and reacquired a CD47high

status, linking a change in the CD47 status to susceptibility to
TSP-induced cell death. Specific CD47-mediated killing was
demonstrated in TEM, while TN and a large fraction of TCM

were largely protected from 4N1K-induced cell death (Fig. 3B),
corroborating our in vitro findings with TCR-activated T cells.
We next asked whether differential CD47 status on CD4 T cell
subsets correlated with the switching on of one common ‘‘eat
me’’ signal, i.e. calreticulin, which favors cell elimination when
CD47/SIRP-a interactions are interrupted [28]. Expression
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of calreticulin was not detected on viable TN, TEM, or TCM,

although it was significantly induced on TEM killed by 4N1K
(Fig. 3C). We propose that killing of CD47low T cells occurs
upstream of cell clearance, with the latter being mediated by up-
regulation of ‘‘eat me’’ signals combined with the interruption of
SIRP-a/CD47 interactions.

4. Chronically Activated T Cells Display a CD47high Status
in Lymphoid and Intestinal Tissues of Patients with
Crohn’s Disease
Survival of auto-aggressive T cells in tissues prevents the

resolution of the inflammatory response and perpetuates disease in
patients with inflammatory bowel disease (IBD) [29]. More
specifically, lamina propria T cells appear resistant to cell death
in Crohn’s disease (CD). We therefore asked whether escape to cell
death of mucosal CD4 T cells correlated with their CD47 status in
CD patients. To this end, we examined binding of SIRP-a-Fc to

CD47 on CD4 T cells in blood, mesenteric lymph nodes (mLNs)
and intestinal lamina propria mononuclear cells (LPMC) of CD
patients. As expected, the frequency of CD4 effectors
(CD45RA2CD27+/2CCR72) was increased in mLNs and LPMC
when compared to PBMC, whereas that of TCM

(CD45RA2CD27+CCR7+) was reduced accordingly (Fig. 4A).
Despite abundant TSP-1 release in inflamed colonic CD tissues
(Fig. 4B), both CCR7+ and CCR72 CD4 T cell subsets that
infiltrated mLNs and inflamed gut tissues expressed a CD47high

status (Fig. 4C) that could explain the maintenance of auto-
aggressive T cells. However, as in healthy donors (Fig. 1),
circulating TEM and TCM displayed a CD47low and CD47high

status, respectively in patients with CD or an unrelated intestinal
disorder (non IBD)(Fig. 4). To verify that absence of differential
CD47 status on CCR7+ and CCR72 memory T cells was not
a property of T cells that were recruited to peripheral tissues, we
also examined mLNs and LPMC of patients with non IBD. As
depicted in the same figure, CCR72 effectors displayed a CD47low

Figure 1. CD47 status is differentially regulated on TCR- activated human CD4 T cell subsets. (A–B) CFSE-labeled TN and TCM cells were
stimulated with immobilized anti-CD3 and soluble anti-CD28 mAbs for 6 days. (A) CD47 (using human SIRP-a-Fc protein or anti-CD47 mAb, clone
B6H12) and CCR7 expression was analyzed by flow cytometry. (B) Phenotype of divided CD47low and undivided CD47high cells at day 6 of TN cultures.
(C) Strategies to examine CD47 expression on ex vivo isolated human T cells gated on CD4+ T cells. (D) CD47 expression on CD4 T cell subsets using
SIRP-a-Fc and anti-CD47 antibodies (B6H12 and 2D3). The mean 6 standard deviation (SD) for 16 donors is shown (Anova test: ***p,0.0001). (E)
Western blot analysis for CD47 protein on whole-cell lysates using 2D3 mAb. (F) Confocal immunofluorescence of CD47 using SIRP-a-Fc or anti-CD47
(B6H12) antibodies. (A–C; E and F) Data are representative of 3 to 6 independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0041972.g001
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status in mLNs and colons of non IBD donors as reflected by the
ratio of CD47 mean fluorescence intensity (MFI) between CCR72

and CCR7+ T cells. These data suggest that CD4 effectors
maintain a CD47high status in inflamed colons, which confers them
a resistance to TSP-1-mediated cell death in tissues and favors
their accumulation.

6. Expression of CD47 is Required on Murine Ag-specific
CD4 T Cells for the Contraction Phase in vivo
We recently reported that CD47low status is observed on

activated murine CD4 T cells in vivo, independently of the route
and the methods of immunization [16]. We hypothesized, here,
that CD47low status and CD47-mediated cell death are involved in
the crash of the IR, while the reestablishment of a CD47high status
might offer an advantage to pre-committed TCM cells to escape
cell death and elimination. Indeed, CD47high status marked TCM

precursors at an early time point of IR [16]. We therefore
determined whether CD47 expression and/or CD47 status on
murine CD4 T cells had an impact on the contraction phase of the
IR in vivo. CD47 is implicated in cell elimination [10]. Hence,
viable CD472/2 Tg T cells are readily cleared from wild type
hosts, whereas they can be adoptively transferred into CD47-
deficient hosts without being cleared [30,31]. Here, CD472/2

hosts were passively transferred with Tg CD472/2 or CD47+/+

CD4 T cells and immunized subcutaneously with CFA/OVA.
Kinetics revealed that proliferation of Tg CD47+/+ T cells
occurred at an early time point followed by cell contraction
(Fig. 5A). The latter correlated with a change to a CD47low status
(Fig. 5B). Tg CD47+/+ T cells also proliferated, albeit at a lower
rate, in DEC205-OVA when compared to CFA/OVA immunized
mice before their elimination from hosts (Fig. 5C). Although the
recovery of Tg CD47+/+ and CD472/2 CD4 T cells was similar
until day 9, the absence of CD47 on CD4 T cells significantly

increased the yield of Ag-specific T cells at later time points in both
immunogenic (CFA/OVA) and tolerogenic (DEC205-OVA)
responses (Fig. 5). Tg CD472/2 T cells were still retraced 70
days after immunization. Therefore, we demonstrate that CD47
expression, and specifically a CD47low status, is required on CD4
T cells for the contraction phase during an acute immune
response.

Discussion

The pathway to memory T cell generation can be divided into 3
sequential and critical steps during an acute immune response: 1)
resistance to massive cell death, 2) prevention of viable cell
elimination, and 3) cell survival. CD47 is implicated in the two first
steps [7]. We propose here that a change to a CD47low status is key
to determine the cell’s decision to die while the commitment to cell
clearance occurs as a downstream event. The CD47low status was
detected by staining CD4 T cells with a SIRP-a-Fc fusion protein,
although it was not observed using two anti-CD47 mAbs that
recognize distinct epitopes. Combined with flow cytometry data,
the confocal microscopy and Western blot analysis suggest that
CD47 status is linked to a post-translational modification and/or
cell surface redistribution rather than to differences in the amounts
of CD47 protein expression. A change in the CD47 conformation
has been reported in several earlier studies. In fact, binding of
B6H12, 2D3 mAbs and SIRP-a-Fc to CD47 is regulated by
several factors such as temperature, the cell type on which CD47 is
expressed and the presence of cholesterol [17,32]. For example,
affinity of B6H12 and 2D3 mAb for CD47 is higher when
monocytes but not RBC, are incubated at 37C instead of 0C. In
addition, CD47 displays a different conformation on sickle RBC
when compared to normal RBC [18]. 2D3 binds with greater
affinity than B6H12 mAb to CD47 on sickle [18] and aged
erythrocytes [15], which results in adhesion to TSP-1 under ow

Figure 2. IL-2 induces CD47high status on TCR-activated human CD47low CD4 T cells. (A) CFSE-labeled TN cells (left panels) were activated
with immobilized anti-CD3 and soluble anti-CD28 mAbs for 6 days. Unfractionated activated T cells or FACS sorted CD47low T cells (middle panels)
were restimulated for 5 days as indicated. CD47 expression in relation to cell division (CFSE cell dilution) and CCR7 expression in relation to CD47
status. (B) TN were activated as in A and FACS sorted CD47low (day 6) T cells were restimulated in presence of IL-2. Kinetics of CD47 (SIRP-a-Fc
protein), CCR7 and CD127 expression is shown. (A–B) Data are representative of at least 4 to 6 independent experiments. Right panel A shows the
mean 6 standard deviation (SD) for 5 independent experiments. Student t test: *p,0.05.
doi:10.1371/journal.pone.0041972.g002
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and static conditions. A loss of SIRP-a-Fc but not B6H12 and 2D3
binding, thus acquisition of CD47low status, can be artificially
induced either by replacing the transmembrane region of CD47
by CD7, by cholesterol removal, or by a double cysteine mutation
that disrupts the S-S disulfide bridge between the transmembrane
and extracellular CD47 domains [19,20]. Nonetheless, the precise
molecular mechanism behind the physiologic conformational
modification of CD47 remains to be elucidated. Reduced or

enhanced binding to SIRP-a-Fc might result from either CD47
association with other surface molecules, since CD47 was
originally identified as an integrin-associated molecule [33],
CD47 redistribution at the membrane [28], and/or a modified
glycosylation pattern [22].
In the present study, we investigated the functional con-

sequences provoked by the change in CD47 status on CD4 T cells.
Upon activation, human CD4 T cells transiently displayed

Figure 3. A CD47low status is linked to TSP-1-induced cell death susceptibility. (A–B) Specific CD47-mediated killing was performed using
4N1K (TSP-1) or 4NGG (control) peptide on in vitro restimulated FACS sorted activated CD47low T cells as in Figure 2 (A) and ex vivo isolated CD4 T cell
subsets (B). (A–B) The mean 6 standard deviation (SD) for 5 independent experiments. Student t test: *p,0.05, ***p,0.0001. (C) Calreticulin
expression is shown after specific CD47-mediated killing as in B. Data are representative of 4 independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0041972.g003
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a CD47low status and become sensitive to CD47-mediated cell
death by TSP-1. This may represent one mechanism involved in
the contraction of the IR, as well as in the resolution of the
inflammatory response. We here showed that the absence of CD47
on murine Ag-specific T cells significantly impaired the contrac-
tion of the IR in vivo, demonstrating that the presence of CD47,
and more particularly a CD47low status, was necessary for this
process to occur. Furthermore, a transient change of CD47low

status on CD4 T cells is required to mediate TSP-1-induced cell
death in vitro in humans. IL-2 induced a re-expression of CD47high

status on human TCR-activated CD4 T cells. T cells themselves
represent a source of IL-2 and TSP-1 and CD3 stimulation leads
to an increase in the availability of TSP-1 on the cell surface of
recently activated T cells [34]. CD47 ligation inhibits early T cell
activation, IL-2 production, and CD25 expression [35]. The latter
is transiently expressed on activated CD4 T cells in vivo, and
CD4+CD252/2 or IL-22/2 effector T cells survive very poorly
and generate low numbers of memory T cells in non lymphopenic

naive mice [36]. TSP-1 and SIRP-a bind CD47 IgV loop [37] and
TSP-1 can inhibit SIRP-a-Fc binding to CD47 expressing-Jurkat
cells [38]. We therefore postulate that the reestablishment of
a CD47high phenotype on TCM and re-encounter with SIRP-a+

myeloid cells (macrophages or DCs) might offer an advantage to
avoid TSP-1-induced cell death whereas CD47low status promotes
TSP-1 binding that favors cell death and elimination. A direct
interaction between CD47low effectors and SIRP-a+ DCs may also
induce IL-2 secretion by T cells. Rebres et al. have demonstrated
that SIRP-a-Fc ligation synergizes with CD3 for T cell activation
and induces PKC h translocation, resulting in IL-2 production by
T cells [19]. DCs, through autocrine secretion of IL-2, trans-
present IL-2 to T cells for optimal clonal expansion and effector
function [39]. Thus, in addition to T cell-derived IL-2, DCs also
could reverse a CD47low to a CD47high status. We showed here
that a CD47high status was maintained on CD4 effectors in
inflamed CD tissues. This suggests that auto-aggressive T cells that
contribute to tissue destruction, might possess a deregulation in the

Figure 4. CD4 effectors display a CD47high status in lymph nodes and lamina propria of patients with Crohn’s disease. (A) CD4 T cell
subsets were examined in PBMC, mLNs and LPMC of patients with Crohn’s disease. (B) TSP-1 concentration in human colon biopsies. (C) CD47
expression (SIRP-a-Fc protein) after gating on memory (CCR7+) and effector (CCR72) CD45RA2CD4+ T cells in PBMC, mLNs and LPMC. Data are
representative of 4 to 6 independent experiments. The CD47 Mean Fluorescence Intensity (MFI) CCR72T/CCR7+ T cell ratio was calculated for patients
with CD and unrelated IBD patients. (A and C) The mean 6 standard deviation (SD) for 5 to 6 independent experiments. Student t test was
performed: *p,0.05.
doi:10.1371/journal.pone.0041972.g004
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conformational change process of CD47 which is revealed by an
increase in SIRP-a-Fc binding. CD47high status confers resistance
to TSP-1-induced killing to CD4 tissue effectors that accumulate
in tissues, as we observed abundant TSP-1 release in CD tissues. In
that regard, we recently reported that CD47high status on CD4
effectors identifies functional long-lived memory T cell progenitors
[16]. Therefore, maintenance of a CD47high status in pathology
may be deleterious to the host and perpetuate chronic in-
flammatory response.
How effector T cell death is regulated during the contraction

phase is not fully understood. For many years, the Fas death
receptor was considered to be the only T cell surface molecule
implicated in the contraction phase of the IR. Fas-mediated
signaling leads to activation-induced caspase-dependent apoptosis
of TCR-expanded T cells [40,41]. Mice lacking functional genes
for Fas or its ligand (FasL), show uncontrolled lympho-pro-
liferation and developed autoimmunity [42,43]. CD47 has been
linked to Fas [44]. Yet, CD472/2 mice do not display lympho-
proliferative disorders as seen in Fas-deficient mice [45]. Fas
signaling, like CD47, kills TEM cells and spares TCM as well as TN

cells. However, unlike differential CD47 status, Fas expression is
similar on TEM and TCM cell subsets [46]. CD47 augments Fas-
mediated apoptosis, but CD47-initiated signaling is not required to
enable Fas killing. This process is unidirectional since Fas is not
necessary for CD47-mediated killing [44]. We thus propose that
CD47, rather than Fas-mediated cell death, plays a key role in the
dampening of an acute response. We showed here an increased
yield of Ag-specific CD472/2 T cells in CD472/2 hosts while Ag-
specific CD47+/+ T cell were barely detectable 70 days after
primary immunization. In fact, the role of Fas in contraction phase
has been challenged by Alexander et al, who showed that the
elimination of effector T cells is completely independent of caspase
activation. Administration of 11 different regimens of a pan-
caspase inhibitor benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp (OMe)-uoro-
methylketone (zVAD) in vivo showed no significant impact on
effector or memory CD8 or CD4 T cell development [4]. Neither
the activation of caspases nor that of pro-apoptotic members of the
Bcl-2 family, such as Bax, Bak or Bim, or the release of
apoptogenic proteins AIF (apoptosis-inducing factor), cytochrome
c, endonuclease G (EndoG), Omi/HtrA2 and Smac/DIABLO
from mitochondria tocytosol is observed in CD47-mediated cell
death [12,25]. Instead, the molecular pathway of CD47-caspase–

independent cell death involves Drp1 translocation from the
cytosol to the mitochondria, a process controlled by chymotrypsin-
like serine proteases [25]. Once inside the mitochondria, Drp1
provokes an impairment of the mitochondrial electron transport
chain, resulting in dissipation of mitochondrial transmembrane
potential, reactive oxygen species generation, and a drop in ATP
levels. However, a physical interaction between CD47 and the
proapoptotic Bcl-2/adenovirus E1B 19-kDa interacting protein 3
(BNIP3), which is expressed upon T cell activation, inhibits BNIP3
degradation by the proteasome, thereby sensitizing T cells to
apoptosis [26,47].
At the end of the contraction phase, macrophages and

neutrophils must eliminate unwanted (apoptotic or damaged)
and ‘‘unfit’’ cells via phagocytosis [48]. CD47 serves as a ‘‘don’t
eat me’’ signal, which inhibits cell clearance when delivered to
SIRP-a+ cells [49]. Viable CD472/2 T cells are quickly
eliminated from a CD47+/+, but not CD472/2 host, by SIRP-
a+ cells [30,31]. Notably, since CD472/2 mice are viable,
clearance of CD472/2 cells does not occur in CD472/2 mice
because these SIRP-a+ macrophages must be educated by
CD47 +/+ stromal cells to acquire functional phagocytosis via
interruption of the CD47/SIRP-a pathway [50]. Nonetheless, the
contraction of CD4+CD44hiCD47low T cells occurred in the
immunized CD472/2 host. In fact, a CD47low status does not
equate to absence of CD47. Of note, only 10% to 20% of normal
CD47 expression on RBC is sufficient to prevent cell clearance
[51]. Furthermore, Weissman and others demonstrated that
concealing CD47 with antibodies on live cells is necessary but
insufficient to trigger phagocytosis in vivo, since phagocytosis
required the expression of calreticulin, which is upregulated on
malignant cells [52]. In fact, the ‘‘turning off’’ of non-phagocytic
signals must be coupled to the ‘‘switching on’’ of phagocytic signals
to provoke cell elimination [48]. Among others, calreticulin serves
as a pro-phagocytic signal, which, through binding to its
macrophage counter-receptor low-density lipoprotein–related pro-
tein (LRP), leads to engulfment of the target cell [28]. In the
present study, calreticulin expression was not detected on viable
human memory CD4 T cell subsets. In contrast, killing by 4N1K
peptide induced calreticulin expression on TEM dying cells,
indicating that CD47-mediated cell death represents an upstream
event to the elimination of unwanted cells. CD47 expression/

Figure 5. CD47 on CD4 T cells regulates the contraction of the immune response in vivo. One day after adoptive transfer of CD47+/+ or
CD472/2 Tg T cells isolated from DO11.10 mice into CD472/2 BALB/c hosts, mice were immunized s.c. with CFA-OVA or DEC205-OVA. (A and C)
Kinetic of the recovery of viable Tg T cells is shown. (B) CD47 status (SIRP-a-Fc protein) gated on CD4 KJ126+(Tg) T cells post immunization. Data are
representative of 4 to 6 independent experiments, student t test was performed on 8 to 12 mice. *p,0.05, ***p,0.001.
doi:10.1371/journal.pone.0041972.g005
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redistribution on apoptotic cells also appear to augment phago-
cytosis [28,53].
Taken all, we present a key role for CD47 on CD4 T cells in the

resolution of an inflammatory response and propose that the
following sequence of events accounts for the elimination of a large
number of effector T cells. Ag encounter induces a CD47low status
on TCR-activated CD4 T cells. Unless rescued by IL-2, which
reverses their phenotype to CD47high status, the majority of
CD47low T cells will become susceptible to killing by TSP-1 and
then augment their expression of pro-phagocytic signals to
promote their clearance by SIRP-a+ cells. Further studies that
permit to modulate CD47’s status and T cell death may provide
novel strategies for improved vaccination and/or the elimination
of unwanted, auto-aggressive T cells in inflamed tissues such as in
CD.

Materials and Methods

Ethics Statement
All mouse experimental protocols were approved by ‘‘Comité

institutionnel de protection des animaux (CIPA) du Centre de
recherche du Centre hospitalier de l’Université de Montréal
(CRCHUM)’’ that follows the guidelines of the Canadian Council
on Animal Care (CCAC). All the experiments were approved by
‘‘Comité d’éthique de la recherche du Centre hospitalier de
l’Université de Montréal (CHUM)’’ and written informed consent
was obtained from all donors. Human samples were obtained from
healthy volunteers, umbilical cord blood and the patients recruited
from the Gastroenterology and Surgery Division at CHUM.

Clinical Samples
Peripheral blood samples were collected from all donors, and

tissue samples were obtained from endoscopic biopsies or
surgically resected specimens. Intestinal tissue samples were taken
from unaffected areas of donors with non inflammatory bowel
diseases (non IBD) or inflamed regions of Crohn’s disease (CD)
patients. Mesenteric lymph nodes (mLNs) were collected after
surgery by the pathologists.

Animals
CD472/2129sv/eg mice were backcrossed onto CD47+/+

BALB/c mice for 16 to 18 generations. Mice expressing the
DO11.10 TCR transgene, which is specific for the peptide
residues 323–339 of chicken OVA, were purchased from Charles
River Laboratories and backcrossed into CD472/2 mice. Female
mice 6 to 10 weeks old were used in all experimental protocols
and were maintained under specific pathogen-free conditions.

Isolation of Cells
Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) or umbilical cord

blood mononuclear cells (CBMC) were prepared by density
gradient centrifugation of heparinized peripheral blood. Lamina
propria mononuclear cells (LPMC) were prepared from intestinal
specimens using a modified protocol described by Bull and
Bookman (1977). Briefly, the dissected mucosal tissue was cut into
small pieces, incubated in HBSS (Sigma) with 1 mM DTT
(Sigma) and 1 mM EDTA (Sigma) for 45 min at 37uC, followed
by enzymatic digestion with 0.25 mg/ml of collagenase D (Roche)
and 0.01 mg/ml of DNase I (Roche) for 45–60 min at 37uC,
combined with mechanical dissociation by Dissociator (Miltenyi
Biotech). Mesenteric LNs were harvested and squeezed on
a 70 mm pore mesh to obtain a cellular suspension.

Antibodies and Reagents
All the antibodies were purchased from Biolegend (USA) unless

otherwise indicated. 2D3 cell line was obtained from Dr. E. Brown
(Genentech, USA). Monoclonal antibodies against the following
human antigens were used for labeling and sorting: CD45 (HI30)
CD4 (RPA-T4), CD45RA (HI100), CD62L (DREG-56), CCR7
(TG8/CCR7), CD47 (B6H12 and 2D3), CD27 (MT271, BD)
CCR5 (2D7/CCR5), CD127 (HIL-7R-M21) and Calreticulin
(FMC 75, Assay designs). Antibodies against mouse antigens: CD4
(RM4–5), TCR (DO11.10) (KJ126). Human and mouse CD47
expression was also revealed using huSIRP-a-Fc and muSIRP-a-
Fc fusion proteins that contain SIRP-aD1D2D3 domains fused to
mutated human Fc IgG (Novartis, Basel, Switzerland), respectively
[54]. For in vitro human T cell stimulation, anti-CD3 (OKT3,
Janssen-Ortho) and anti-CD28 (CD28.2) mAbs were used.

Flow Cytometry for Phenotypic Analysis
CD47 expression was examined with huSIRP-a-Fc or with anti-

CD47 mAbs after gating on naive (TN: CD4+CD45RA+CCR7+),
effector memory (TEM: CD4+CD45RA2CCR72CD272), and
central memory (TCM: CD4+CD45RA2CCR7+CD27+) T cells.
Staining was performed in FACS buffer (PBS supplemented with
2% FCS, 2 mM EDTA, and 0.01% sodium azide at 4uC for
30 min).

Cell Culture
TN and TCM cells were isolated from PBMC or CBMC using

a FACS Aria II sorter (BD). Purity was more than 99%. 16106

CFSE-labeled TN or TCM cells were stimulated in RPMI (Wisent
Inc.) supplemented with 10% fetal calf serum (Wisent Inc), 500 U/
ml penicillin, and 500 ug/ml streptomycin with immobilized anti-
CD3 (10 ug/ml) and soluble anti-CD28 (2 ug/ml) mAbs for 6
days in 24-well plates (Costar). For secondary cultures, 0.56106

activated TN cells were restimulated with coated anti-CD3 (10 ug/
ml) and soluble anti-CD28 (2 ug/ml) with/without IL-2 (100 U,
R&D system) or expanded only in IL-2 for 5 days in 48-well plates
(Costar). For some experiments, CFSE-labeled activated CD4 T
cells were stained with huSIRP-a-Fc protein and FACS-sorted
according to CD47 status before restimulation.

Protein Extractions and Immunoblot
Whole-cell extracts were prepared in 20 mM Tris-HCl pH 7.4,

150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 10% glycerol, 2 mM EDTA,
and antiprotease mixture (Roche). Protein content was determined
with the Bio-Rad DC kit and 10 dodecyl sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis (SDS-PAGE). After blotting, Nitrocellulose
filters were probed with 2D3 mAb and anti b-actin. Both were
detected according to standard procedures.

TSP-1 Production by Human Colonic Specimens
TSP-1 concentration (ng/ml) was measured with ELISA kit

(Chemicon International) in human colon tissue lysates after
homogenization and normalized per milligram of tissue.

Confocal Microscopy
TN, TEM and TCM were FACs sorted from PBMC (purity

.99.9%), stained with SIRP-a-Fc or anti-CD47 (B6H12)
biotinylated and followed by streptavidin Dylight 649 (Biolegend).
Samples were mounted in ProLong Gold (Invitrogen) and
analyzed with a confocal microscope (Leica).
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CD47-mediated Killing Assays
Purified T cells (46105) isolated from PBMC were labeled with

antibodies for CD4 T cell subsets before incubating with 200 uM
of TSP-1-specific (4N1K, KRFYVVMWKK) or control (4NGG,
KRFYGGMWKK) peptides (McGill University/Sheldon Bio-
technology, Montreal) for 30 min at 37uC. Apoptotic cells were
revealed with Annexin V binding (BD Bioscience) after gating on
TN, TEM, and TCM T cells. For some experiments, CFSE-labeled
TN were activated for 6 days and then FACS-sorted according to
CFSElow before in vitro secondary stimulation. After 5 days, CD47-
mediated killing assays were performed under the same conditions
as in ex vivo studies. Specific CD47-mediated killing was calculated
as follows: percentage of Annexin+ cells in 4N1K-stimulated T
cells, minus the percentage of Annexin+ cells in 4NGG-stimulated
T cells.

Adoptive Transfer Experiments
BALB/c CD47+/+ or CD472/2 mice were passively transferred

(intravenously, i.v.) with 26106 CFSE-labeled CD4 T cells isolated
from CD47+/+ or CD472/2 DO11.10 (Tg) mice. After 1 day,
mice were immunized either subcutaneously (s.c.) with OVA
protein (100ug/ml, Sigma) emulsified in complete Freund’sFreud
adjuvant (MP Biomedicals, LLC) or anti-DEC205 coupled with
OVA peptide (gift from R. Steinman, Rockefeller University). The
phenotype of Tg T cells was analyzed by flow cytometry at
different time points in draining LNs.

Statistical Analysis
Statistical analyses were performed using the unpaired Student t

test. One-way Anova test was used to compare the variation of
CD47 expression between human CD4 T cell subpopulations.
Data represent mean 6 standard deviation (SD). (***P,.001;
**P,.01; *P,.05).

Supporting Information

Figure S1 JinB8, a CD47-negative Jurkat cell line, was
transfected with various cDNA constructs of CD47 as previously
described [12]. Cell lines were stained with anti-CD47 (B6H12 or
2D3) mAbs or huSIRP-a-Fc protein. Data are representative of 2
independent experiments.
(TIF)
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Résumé : AIF fait partie des protéines mitochondriales inductrices de mort mais possède aussi un rôle vital 

nécessaire à la respiration cellulaire. Les recherches menées lors de cette thèse portent sur ces deux fonctions. 

D’une part, j’ai approfondi l’étude de la nécrose régulée induite par un agent alkylant de l’ADN. J’ai découvert 

l’importance de RIP1 dans cette voie de mort cellulaire et ainsi conduit à la définir comme nécroptose. J’ai aussi 

mis en évidence le rôle de BID, BH3-only de la famille BCL-2, dans la libération d’AIF des mitochondries. J’ai 

montré que les protéases calpaïnes clivaient BID permettant à sa forme tronquée de relocaliser aux mitochondries 

et d’y activer le facteur pro-apoptotique BAX. Cette étude contribue à replacer le rôle des BH3-only dans des 

voies de mort cellulaire au delà de l’apoptose. D’autre part, j’ai étudié le rôle d’AIF dans l’hématopoïèse grâce à 

un modèle murin invalidé pour AIF dans ce système. J’ai observé un blocage de différenciation thymique et le 

développement d’une pancytopénie sévère. J’ai démontré que cette dernière est associée à la perte des cellules 

souches hématopoïétiques dont j’ai testé les capacités ex vivo et in vivo. Pour comprendre les raisons de ce défaut, 

j’ai caractérisé les conséquences associées à la perte d’AIF : perte du complexe I de la chaine respiratoire, 

diminution d’activité de phosphorylation oxydative, diminution de la production d’ATP, augmentation des 

espèces réactives de l’oxygène. Cette deuxième étude démontre l’importance d’une phosphorylation oxydative 

fonctionnelle et de mitochondries saines pour une hématopoïèse normale et particulièrement pour le maintien des 

cellules souches hématopoïétiques. 

Mots-clés : AIF ; nécrose régulée; BID ; hématopoïèse ; ROS ; métabolisme mitochondrial 

 

Abstract : AIF is one of the cell death effectors released from mitochondria but it also possess a vital role by 

regulating the cellular respiration. Throughout this thesis work, I have focused my studies on these two functions. 

On one hand, I have performed a deeper characterization of the DNA alkylating agent induced regulated necrosis. 

I have identified RIP1 as a crucial determinant of this cell death pathway, hence linking it to necroptosis. I have 

also highlighted the role of BID, a BH3-only member of the BCL-2 family, in the mitochondrial release of AIF. I 

have shown that calpains proteases cleave BID into tBID which relocalize to mitochondria where it helps activating 

the pro-apoptotic factor BAX. This study contributes to reconsider the role of BH3-only proteins in cell death 

pathways beyond apoptosis. On the other hand, I have studied AIF role in hematopoiesis thanks to a mouse model 

with hematopoietic lineage-specific deletion of AIF. I have observed a block in T-cell development and the rapid 

development of severe pancytopenia. I have demonstrated that this pancytopenia is associated with the loss of 

hematopoietic stem cells whom capacities were tested both ex vivo and in vivo. In order to understand the 

underlying determinants of these defects, I have characterized the cellular consequences related to AIF deletion : 

loss of the respiratory chain complex I, decrease of the oxidative phosphorylation capacity, decreased levels of 

ATP, increased levels of reactive oxygen species. This second study reveals the importance of a proper oxidative 

phosphorylation system combined with healthy mitochondria for a normal hematopoiesis and hematopoietic stem 

cells maintenance. 

Keywords : AIF ; regulated necrosis ; BID ; hematopoiesis ; ROS ; mitochondrial metabolism 


