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Résumé

Les mitochondries sont des organites qui possedent leur propre ADN (ADNmt), codant
pour des genes de la chaine respiratoire. La réparation des dommages dus aux ROS, une
réplication défectueuse ou d’autres sources exogenes tels des agents chimiothérapeutiques
ou des irradiations ionisantes peuvent générer des cassures double-brin (CDB) de I’ADNmt.
L’ ADNmt code pour des protéines essentielles a la production d’énergie, et des systemes de
maintenance de I’intégrité de ce génome efficaces sont donc nécessaires pour la viabilité des
cellules. En effet des mutations de I’ADNmt sont présentes dans de nombreuses pathologies
comme les myopathies mitochondriales, les cancers et les maladies neurodégénératives. Ce-
pendant les processus responsables de la maintenance de I’ADNmt suite a des CDB restent
controversés.

Pour élucider les mécanismes impliqués, nous avons généré des CDB mitochondriales
en utilisant une lignée cellulaire humaine exprimant de maniére inductible I’enzyme de res-
triction Pstl liée a une séquence d’adressage mitochondrial. Nos résultats montrent, dans
notre systeme, une premiere phase de dégradation de I’ADNmt 1ésé avec une cinétique ra-
pide, n’impliquant pas 1’autophagie ou I’apoptose, suivie de la ré-amplification d’ADNmt
intact dans un deuxieme temps. Contrairement a d’autres études nous n’avons pas pu dé-
tecter d’évenements de réparation des CDB mitochondriales générées. Nous avons ensuite
cherché a identifier les protéines impliquées dans la dégradation de I’ADNmt 1€sé que nous
observons, mais aucune nucléase testée ne semble responsable de ce processus. Des ap-
proches plus globales sont mises au point pour identifier de nouveaux acteurs, notamment
un crible RNAIi a grande échelle. Parallelement nous nous intéressons aussi a une famille
de phosphohydrolases, les Nudix, et a leur role protecteur en assainissant le réservoir de
nucléotides libres.

Mots clés : ADN mitochondrial, cassures double-brin, dégradation de ’ADN, réparation de
I’ADN






Abstract

Maintenance of human mitochondrial DNA after double-strand breaks

Mitochondria are organelles that possess their own genome, the mitochondrial DNA
(mtDNA). Repair of oxidative damages, defective replication, or various exogenous sources,
such as chemotherapeutic agents or ionizing radiations, can generate double-strand breaks
(DSBs) in mtDNA. MtDNA encodes for essential proteins involved in ATP production and
maintenance of integrity of this genome is thus of crucial importance. Mutations in mtDNA
are indeed found in numerous pathologies such as mitochondrial myopathies, neurodege-
nerative disorders or cancers. However, the mechanisms involved in mtDNA maintenance
after DSBs remain unknown.

To elucidate this question, we have generated mtDNA DSBs using a human inducible
cell system expressing the restriction enzyme Pstl targeted to mitochondria. Using this sys-
tem, we could not find any support for DSBs repair of mtDNA. Instead we observed a loss
of the damaged mtDNA molecules and a severe decrease in mtDNA content, followed by
reamplification of intact mtDNA molecules. We have demonstrated that none of the known
mitochondrial nucleases are involved in mtDNA degradation and that DNA loss is not due
to autophagy, mitophagy or apoptosis but to a selective mechanism. Our study suggests
that a still uncharacterized pathway for the targeted degradation of damaged mtDNA in a
mitophagy/autophagy-independent manner is present in mitochondria, and might provide
the main mechanism used by the cells to deal with DSBs. Global approaches are ongoing to
identify proteins involved in degradation of damaged mtDNA following DSBs, mainly an
RNAI screen targeting 80 nucleases. In parallel we are interested in a family of phosphohy-
drolases named Nudix and their putative protective role in sanitizing the nucleotides pool in
mitochondria.

Key words : mitochondrial DNA, double-strand breaks, DNA degradation, DNA repair
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Chapitre 1

Les mitochondries

Les mitochondries sont des organites présents dans le cytoplasme de presque toutes les
cellules eucaryotes, en nombre tres variable d’un tissu et d’un type cellulaire a 1’autre. Ainsi
les hématies sont dépourvues de mitochondries alors que les cellules musculaires peuvent en
contenir plus de 2000. La majeure partie de 1’énergie nécessaire a la cellule est produite dans
ces organites sous forme d’adénosine triphosphate (ATP), grace au cycle de Krebs, a la phos-
phorylation oxydative (OXPHOS) et a la 3-oxydation des acides gras. Les mitochondries jouent
aussi un role crucial dans d’autres processus cellulaires, notamment 1I’apoptose. La particularité
de ces organites est qu’ils possedent leur propre ADN, double-brin et circulaire chez I’Homme.
Il est présent en plusieurs exemplaires dans chaque mitochondrie et code pour un nombre res-
treint de protéines essentielles a la chaine respiratoire et d’ARNs nécessaires a leur traduction.
La majorité des protéines présentes dans les mitochondries est codée par le génome nucléaire
et ensuite importée, un dialogue entre les deux génomes est donc nécessaire. De nombreuses
maladies impactant le fonctionnement des mitochondries ont été identifiées, avec des causes
génétiques pouvant venir de défauts du génome mitochondrial ou nucléaire, touchant directe-
ment les genes impliqués dans la production d’énergie ou altérant la maintenance de I’ADN
mitochondrial (ADNmt).

1.1 Origine

La présence d’un génome propre aux mitochondries ainsi que les nombreuses similitudes
entre ces organites et des bactéries supportent 1’hypothese de la théorie endosymbiotique : il y
a environ 2 milliards d’années, lorsque 1’atmosphere primitive s’est enrichie en oxygene, des
cellules procaryotes (a-Protéobactérie) auraient fusionné avec des cellules hotes de type Ar-
chae et établi une relation endosymbiotique (Sagan-Margulis, 1967). Au cours de 1’évolution la
majorité des genes de I’endosymbiote a été transférée vers le génome nucléaire, avec en paral-
lele le développement de translocases pour amener les protéines a I’intérieur de la mitochondrie
apres synthese dans le cytosol, et les genes redondants ont été perdus. Plusieurs hypotheses
existent pour expliquer que tous les genes mitochondriaux n’ont pas été transférés alors que la
cellule doit maintenir un systeme spécifique pour la réplication et I’expression de I’ADNmt.
Tout d’abord certaines protéines codées par I’ADNmt, comme COX1 et CytB, ne pourraient
peut-€tre pas étre importées a travers les membranes mitochondriales a cause de leur nature
fortement hydrophobe (von Heijne, 1986). Ensuite la comparaison entre les séquences géné-
tiques et protéiques des protéines codées par I’ADNmt a révélé un code génétique 1égerement
différent du code génétique nucléaire standard, comprenant des différences dans 1’'usage de co-
dons et un nombre réduit d’ARN de transfert (ARNt), ce qui a pu limiter le transfert de genes
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FIGURE 1 — Structure d’une mitochondrie

En haut : Cellule humaine de fibroblaste observée par microscopie en épifluorescence. Les mitochon-
dries sont marquées a I’aide d’un anticorps dirigé contre la protéine TOMM20 (rouge), localisée dans la
membrane externe et I’ADNmt a I’aide d’un anticorps dirigé contre I’ADN (vert). L’ ADN nucléaire est
marqué a I’aide de DAPI (bleu). Adapté de (Kukat ef al., 2011). En bas a gauche : Mitochondrie de foie
observée au microscope électronique. En bas a droite : Représentation schématique d’une mitochondrie.
Adapté de (Alberts et al., 2002).

FIGURE 2 — Dynamique mitochondriale

Observation de cardiomyocytes en microscopie confocale. Les mitochondries ont été marquées a 1’aide
de la sonde MitoTracker Green, sur des cellules traitées avec la norepinephrine pour 0 ou 24h, un com-
posé qui induit la fission mitochondriale. Les images de droite sont des grossissements des images de
gauche (barre d’échelle : 10um) (Pennanen et al., 2014).
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vers le noyau (Huot et al., 2014). Une derniere hypothese, la plus probable, propose que la co-
localisation dans la mitochondrie de certains genes et de leurs produits permet une régulation
directe de I’expression de ces genes, notamment par les niveaux de dérivés réactifs de 1’oxy-
gene (ROS) produits, et donc un avantage sélectif grace a une adaptation rapide a la demande
bioénergétique (Allen, 2003, 2017).

1.2 Structure et dynamique

Les mitochondries comportent deux membranes qui délimitent trois compartiments : le mi-
lieu extra-mitochondrial, c’est-a-dire le cytoplasme de la cellule, I’espace intermembranaire et
la matrice mitochondriale (Alberts et al., 2002) (Figure 1). La membrane mitochondriale ex-
terne contient un grand nombre de protéines membranaires, les porines, formant des canaux
aqueux permettant aux petites molécules hydrophiles de traverser la bicouche lipidique. L’im-
port de protéines possédant des signaux d’adressage mitochondrial se fait lui grace a des translo-
cases (Herrmann et Neupert, 2000). La membrane interne est repliée et forme des invaginations
appelées « crétes mitochondriales ». Ces crétes augmentent la surface de la membrane interne
par rapport a celle de la membrane externe et permettent une plus grande capacité respiratoire.
La morphologie des mitochondries, et notamment des crétes, est variable d’un type cellulaire
a lautre et influe sur le fonctionnement mitochondrial (Mannella, 2006). Il a ét¢é montré que
les cellules produisant beaucoup d’énergie, comme les cellules musculaires ou neuronales, pos-
sedent une membrane interne avec plus de replis. Cette membrane est peu perméable, la majorité
des molécules et des protéines doivent étre transportées activement. Les différents complexes
de la chaine respiratoire ainsi que 1’ ATP synthase sont ancrées dans la membrane interne. La
matrice mitochondriale contient quant a elle 1la majorité des protéines mitochondriales, dont
des ribosomes spécifiques, ainsi que des ARNSs de transfert et plusieurs copies d’ADNmt (Fox,
2012).

Les mitochondries sont organisées en un réseau dynamique dans le cytosol de la cellule. La
morphologie du réseau mitochondrial est régulée par les phénomenes de fission et de fusion et
est cruciale pour de nombreux processus biologiques (Figure 2). La fission est nécessaire avant
la division cellulaire afin de répartir les mitochondries dans les cellules filles, elle permet aussi
d’isoler les organites défectueux afin qu’ils soient par exemple éliminés par autophagie (Twig
et al., 2008). La fusion quant a elle permet une meilleure répartition des métabolites et des pro-
téines ainsi que de I’énergie cellulaire produite, les cellules avec un métabolisme tres actif ont
fréquemment un réseau mitochondrial trés connecté. Ce processus permet aussi de mélanger
le contenu des différentes mitochondries de la cellule et notamment les molécules d’ ADNmt.
Celles-ci peuvent exister sous différentes formes, un état connu sous le nom d’hétéroplasmie. La
fusion des mitochondries permet de contrer les déficiences de la chaine respiratoire dues a des
molécules d’ ADNmt mutées en permettant la complémentation par des protéines ou des ARN's
codés par des molécules d’ADNmt ou les genes sont fonctionnels (Youle et Van Der Bliek,
2012; Ishihara et al., 2015). Des guanosines triphosphatases (GTPases) appartenant a la famille
des dynamines sont principalement impliquées dans les mécanismes de fusion ou fission mito-
chondriales. Elles sont relativement bien conservées entre levure, Drosophile et Homme. Drpl
est le principal acteur de la fission : cette protéine est localisée dans le cytosol et est recrutée a
la membrane externe mitochondriale a 1’aide de protéines adaptatrices, ou elle s’oligomérise et
permet la constriction des membranes suivie par la fission en deux mitochondries (Otera ef al.,
2013). Le mécanisme de fusion nécessite quant a lui la fusion des membranes externes puis
des membranes internes. Les mitofusins Mfn1 et Mfn2, ancrées a la membrane externe par des
domaines transmembranaires, permettent de fusionner les bicouches lipidiques de deux mito-

3



Fusion ° Fission

-~

/77 7 Min Drpi \‘
Y

FIGURE 3 — Les acteurs de la dynamique mitochondriale

Mifn1/2 sont responsables de la fusion des membranes externes mitochondriales et Opal des membranes
internes. Drpl est la principale protéine impliquée dans la fission, elle est localisée dans le cytoplasme et
recrutée a la membrane externe mitochondriale (van der Bliek et al., 2013).
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FIGURE 4 — Phosphorylation oxydative
Les complexes respiratoires de la chaine de transport des électrons et I’ATP synthase sont schématisés.

Des protons sont expulsés par les complexes I, III et IV dans I’espace intermembranaire. Le gradient de
protons ainsi généré permet ensuite leur retour dans la matrice a travers I’ ATP synthase, produisant de
I’ATP (Mohamed Yusoff, 2015).
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chondries adjacentes (Westermann, 2010). La protéine clé de la fusion des membranes internes
est la GTPase Opal. Opal comporte 8 isoformes chez les mammiferes, possédant chacun un a
trois sites de clivages protéolytiques, et la balance forme courte - forme longue régule la fusion.
L’un des sites est clivé par la protéine Omal, uniquement quand les mitochondries perdent leur
potentiel membranaire ou ont un autre défaut, ce qui empéche la fusion et permet un controle
qualité du réseau mitochondrial (Baker et al., 2014; van der Bliek et al., 2013) (Figure 3).

1.3 Voies métaboliques

La majeure partie de 1’énergie nécessaire a la cellule est produite dans les mitochondries,
grace a la phosphorylation oxydative, aussi appelée respiration cellulaire. Lors de ce proces-
sus 1’oxydation de donneurs d’électrons par la chaine respiratoire permet la phosphorylation
de ’ADP en ATP. I’ ATP permet d’accumuler 1’énergie chimique. Ces molécules peuvent en-
suite sortir de la mitochondrie et participer a des réactions endothermiques ou elles fournissent
I’énergie nécessaire en perdant un phosphate, I’hydrolyse des liaisons phosphoanhydrides libé-
rant une importante quantité d’énergie. Les transporteurs d’électrons sont les coenzymes réduits
NADH et FADH,, obtenus par le cycle de Krebs ou la S-oxydation. Elles liberent des électrons
de haut potentiel de transfert qui sont ensuite transférés a la chaine respiratoire localisée dans
la membrane mitochondriale interne, entrainant une cascade de réactions d’oxydoréduction. Ce
mouvement électronique induit un mouvement de protons de la matrice mitochondriale vers
I’espace intermembranaire, grace a des pompes a protons, créant un gradient. Celui-ci est la
force motrice permettant aux protons de revenir dans la matrice mitochondriale par reflux, en-
trainant un rotor moléculaire dans le complexe V, I’ATP synthase, déclenchant la production
d’ATP a partir d’adénosine diphosphate (ADP) et de phosphate inorganique (Pi). Le rendement
énergétique de la phosphorylation oxydative est plus élevé que celui de la glycolyse ou de la
fermentation anaérobie (Papa et al., 2012).

Le complexe I (NADH déshydrogénase) accepte les électrons du coenzyme NADH et les
transfere au coenzyme Q (ubiquinone), ce qui entraine un flux de protons vers 1’espace inter-
membranaire. Ensuite le complexe III (coenzyme Q-cytochrome c¢ réductase) catalyse 1’oxyda-
tion du coenzyme Q réduit a 1’étape précédente (ubiquinol) et la réduction de deux molécules
de cytochrome c, ce qui est de nouveau associé a une expulsion de protons dans 1’espace inter-
membranaire. Enfin le complexe IV (Cytochrome ¢ oxydase) termine la chaine respiratoire en
utilisant les électrons du cytochrome c réduit pour réduire 1’oxygene moléculaire en eau. Lors
de cette étape des protons sont consommés pour la réduction de IO, mais aussi expulsés vers
I’espace intermembranaire par le complexe. Le complexe II (succinate déshydrogenase), quant
a lui, catalyse 1’oxydation du succinate en fumarate et la réduction du coenzyme Q, mais sans
flux de protons. De la méme maniere que pour le complexe I les électrons sont ensuite transférés
au complexe III puis IV, permettant la réduction de IO, (Figure 4).

Un gradient de protons se met ainsi en place entre la matrice mitochondriale et 1’espace in-
termembranaire grice a I’expulsion des protons par les complexes et leur consommation lors de
la réduction de 1’O-. Un flux de protons a ensuite lieu en sens inverse, a travers I’ ATP synthase,
entrainant la production d’ATP. I’ ATP produit dans la matrice mitochondriale est transporté
dans I’espace intermembranaire grace a 1’adénine nucléotide translocase (ANT), un antiport
qui permet I’export d’ATP en échange de I’'import d’ADP. 1l est ensuite libéré dans le cytosol
ou il peut participer aux réactions biochimiques nécessitant de 1’énergie. La concentration en
ADP, qui est corrélée a I’utilisation d’ ATP, régule I’OXPHOS, et par exemple I’inhibition de la
translocase ANT inhibe la phosphorylation oxydative (Schirris et al., 2015).
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phagocytose des corps apoptotiques. Adapté de (Abou-Ghali et Stiban, 2015).
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Schéma simplifié des voies de 1’apoptose suite a un signal externe (voie extrinseque) ou un signal intracel-
lulaire lié a un stress, comme des dommages de I’ ADN ou une augmentation des ROS (voie intrinseque).
Adapté de (UCLouvain - Virologie).
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La chaine respiratoire génere des dérivés réactifs de I’oxygene (ROS), potentiellement dan-
gereux pour la cellule. En effet la réduction de I’oxygene en eau nécessite deux protons et quatre
électrons, si seulement un ou deux électrons sont transférés 1’ion superoxyde Oy~ et I’ion per-
oxyde 0,2~ sont produits. Ces ions ainsi que leurs dérivés tels le peroxyde d’hydrogene H,O,
ou le radical hydroxyl HO'. sont instables et tres réactifs, ils peuvent oxyder les protéines,
I’ ADN et les lipides des membranes cellulaires, endommageant la cellule (Kong et al., 2014).

D’autres voies métaboliques ont lieu dans les mitochondries, comme le cycle de Krebs et
la S-oxydation. Le cycle de Krebs transforme 1’acétyl CoA, provenant de la conversion du
pyruvate obtenu par glycolyse ou par $-oxydation grace a une succession de réactions enzy-
matiques, produisant notamment du CO,, du GTP et les coenzymes NADH et FADH,. Des
bases azotées et des acides aminés proviennent aussi de métabolites du cycle de Krebs (Akram,
2014). La dégradation des acides gras se fait également dans la matrice mitochondriale grace a
la S-oxydation, apres activation en acyl-CoA dans le cytosol ou la mitochondrie. Cette réaction
métabolique permet la production d’acétyl CoA utilisé dans le cycle de Krebs mais aussi des
coenzymes réducteurs NADH et FADH,, dont les électrons alimentent la chaine respiratoire
(Aon et al., 2014).

1.4 Apoptose

Mis a part leur fonction dans le métabolisme énergétique les mitochondries sont impliquées
dans de nombreux autres processus cellulaires. Elles ont notamment un role crucial dans I’ apop-
tose. Ce processus de mort cellulaire entraine la condensation du cytoplasme, le bourgeonne-
ment des membranes cytoplasmiques et nucléaires et la compaction de la chromatine. L’ADN
est ensuite fragmenté, les phosphatidylserines de la membrane plasmique sont externalisées et
la cellule est segmentée en vésicules, appelées corps apoptotiques, qui sont phagocytées par les
macrophages (Figure 5). L’apoptose possede deux voies d’activation, la voie extrinseque ou
mort programmée, et intrinseque ou mort accidentelle (Figure 6).

La premiere est activée en réponse a un signal externe, par activation de récepteurs de mort
présents sur la membrane plasmique, comme le récepteur du TNF (tumor necrosis factor) ou le
récepteur FAS, ce qui déclenche une série de mécanismes conduisant a 1’ activation des caspases.
Ces protéines a cystéines reconnaissent chacune une séquence protéique particuliere et clivent
leurs substrats au niveau d’un résidu aspartate situé en P1 du site de clivage. La voie extrinseque
peut par exemple étre déclenchée par des lymphocytes cytotoxiques (Martinez-Lostao et al.,
2015).

Les mitochondries sont principalement impliquées dans la seconde voie, la voie apopto-
tique intrinseque. Elle est majoritairement déclenchée par des signaux d’origine intracellulaire,
lorsque les cellules sont 1€sées ou soumises a un stress, par exemple lors de dommages de I’ADN
ou de I’augmentation de la quantité de ROS. Suite a ces stimuli les protéines pro-apoptotiques de
la famille Bcl2, normalement localisées dans le cytosol, s’inserent dans la membrane mitochon-
driale externe. Les membres anti-apoptotiques de la famille Bcl2, comme Bcl2 et Bel-XL, sont,
quant a eux, constitutivement présents dans la membrane externe, séquestrant les molécules pro-
apoptotiques activatrices et effectrices et inhibant donc la perméabilisation de cette membrane.
Le rapport molécules pro-apoptotiques/ molécules anti-apoptotiques détermine ainsi I’entrée de
la cellule dans le programme d’apoptose (Gibson et Davids, 2015). En effet des protéines pro-
apoptotiques sensibilisatrices comme Bad vont inhiber les protéines anti-apoptotiques. Cela va
permettre I’activation des protéines pro-apoptotiques effectrices telles Bax et Bak par les ac-
tivatrices comme Bid et Bim (Bhola et Letai, 2016). La perméabilisation des mitochondries
peut se faire selon deux mécanismes. Les protéines pro-apoptotiques effectrices vont former
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des pores sur la membrane externe en s’oligomérisant, ce qui permet 1I’export du cytochrome c
de I’espace intermembranaire vers le cytosol (Ma et al., 2013; Westphal et al., 2014). Elles vont
aussi interagir avec les pores de transition de perméabilité (PTP), déclenchant leur ouverture.
La composition des PTP reste incertaine et pourrait comporter I’ANT et I’ATP synthase sur la
membrane interne et une protéine matricielle, la cyclophiline D (Siemen et Ziemer, 2013; Jonas
et al., 2015). Ces pores non spécifiques vont perméabiliser la membrane interne en s’ouvrant,
permettant le passage de molécules jusqu’a 1,5kDa et détruisant le gradient de protons, ce qui
va diminuer le potentiel membranaire mitochondrial. En conséquence les mitochondries vont
gonfler, menant a la rupture de la membrane externe et a la libération non spécifique dans le
cytosol de molécules auparavant localisées dans I’espace intermembranaire, et notamment du
cytochrome c, des procaspases 2, 3 et 9 et du facteur AIF (Apoptosis inducing factor).

Le cytochrome c cytosolique se fixe a une protéine adaptative, Apafl (Apoptotic protease
activating factor — 1), et va I’activer. Un complexe trimoléculaire appelé apoptosome peut alors
se former, comprenant le cytochrome ¢, Apafl et la procaspase 9, permettant 1’activation de
cette derniere en caspase 9 par protéolyse en présence de dATP. La caspase 9 initiatrice est
alors active et peut a son tour cliver la procaspase 3 effectrice. Il s’ensuit une cascade d’activa-
tions de caspases qui ont une activité protéolytique et vont dégrader des protéines cytosoliques
(actine, kératine. . . ) et nucléaires (lamine. .. ) mais aussi activer des nucléases qui vont fragmen-
ter ’ADN (Goldar et al., 2015). L’une des protéines impliquée dans la dégradation de I’ADN
nucléaire lors de I’apoptose est I’endonucléase ENDOG. Elle est localisée dans I’espace inter-
membranaire mitochondrial et est relocalisée vers le noyau dans certaines conditions. L’ étude de
sa structure cristallographique en complexe avec de I’ ADN a récemment démontré que son acti-
vité endonucléase non spécifique est forte (Lin et al., 2016). ENDOG a aussi un role régulateur
des nucléases apoptotiques puisque sa surexpression induit une augmentation de 1’expression
de DFFB (DNA fragmentation factor subunit beta, aussi appelé CAD pour Caspase-Activated
DNase) et des nucléases du groupe DNasel, augmentant la fragmentation de I’ADN (Zhdanov
etal., 2015).

Une autre voie indépendante des caspases participe a I’apoptose. Le facteur AIF, suite a son
relargage dans le cytosol apres perméabilisation de la membrane externe mitochondriale, est
relocalisé dans le noyau ot il induit I’apoptose nucléaire par condensation de la chromatine et
fragmentation de I’ADN (Candé et al., 2002).

Outre ses fonctions dans le métabolisme énergétique et 1’apoptose la mitochondrie parti-
cipe a d’autres processus biologiques, qui ne seront pas étudiés dans le cadre de ce projet de
recherche. Elle joue par exemple un role important dans 1’homéostasie du calcium. Elle permet
notamment son stockage en cas d’élévation importante de la concentration en ions calciques
cytosoliques durant diverses circonstances anormales, telle I’ischémie, protégeant la cellule
(Fonteriz et al., 2016). Elle est aussi le siege de la syntheése de nombreux composés comme
les hormones stéroidiennes ou les pyrimidines.
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Chapitre 2
ADN mitochondrial

2.1 Organisation du génome mitochondrial

Bien que les mitochondries des plantes et des animaux dérivent d’une méme bactérie ances-
trale leurs génomes ont évolué différemment. Ceux des plantes sont relativement larges, de 200
a 2000kb environ, et comportent des introns, des pseudogenes et des fragments d’ ADN chloro-
plastique et nucléaire (Morley et Nielsen, 2017). Au contraire I’ADNmt animal est plus petit,
avec une taille relativement constante de 14-20kb, des genes sans introns et peu de régions non
codantes.

L’ ADN mitochondrial humain est une molécule double-brin et circulaire de 16569pb, qui a
été séquencée pour la premiere fois en 1981 (Anderson et al., 1981). La composition en bases
des deux brins differe et ceux-ci peuvent étre séparés sur un gradient dénaturant de chlorure de
sodium en un brin lourd riche en guanines (brin H pour « heavy ») et un brin léger riche en
cytosines (brin L pour « light »). L’ ADNmt comporte deux régions non codantes, la plus longue
comporte 1’origine de réplication du brin H (OriH) et les promoteurs transcriptionnels (LSP et
HSP) ainsi que la D-loop (displacement loop) et permet la régulation a la fois de la réplication et
de la transcription, et la seconde est un segment d’environ 30 nucléotides qui contient 1’origine
de réplication du brin L (OriL). Ce génome code pour 13 protéines qui sont des sous-unités de la
chaine respiratoire et 22ARNt et 2 ARNr (128 et 16S) qui sont les composants ARN du systeme
de traduction mitochondrial. La plupart des geénes sont codés par le brin H, le brin L étant
la matrice de ’ARNm ND6 et de 8 ARNt uniquement. Les autres protéines mitochondriales
sont codées par le noyau, traduites dans le cytosol et importées dans les mitochondries par des
transporteurs (Fox, 2012) (Figure 7).

Une cellule somatique contient généralement 1000 a 10 000 copies d’ADNmt, qui sont ré-
pliquées indépendamment du cycle cellulaire (Falkenberg et al., 2007). L’ADNmt n’est pas
distribué de maniere homogene dans la matrice mitochondriale, il est concentré en complexes
protéines-ADN, les nucléoides, d’environ 100nm de diametre chez les mammiferes (Kukat
et al., 2011). Ces structures macromoléculaires sont ancrées a la membrane mitochondriale
interne. Le nombre de molécules par nucléoide a été longuement débattu et il est maintenant
estimé qu’en moyenne un nucléoide contient un unique ADNmt (Kukat et al., 2015). L’une
des protéines clé de ce complexe est le facteur de transcription mitochondrial A (TFAM). La
structure cristallographique de TFAM lié a la région promotrice de I’ADNmt a montré que
cette protéine comporte 2 domaines HMG (High Mobility Group). TFAM a la capacité de se
lier a I’ADN de facon non spécifique et peut recouvrir entierement I’ADNmt, en augmentant
sa flexibilité par un mécanisme de « charnieres flexibles » qui provoque la formation d’un en-
semble d’angles de repliements de I’ADNmt, le compactant (Farge et al., 2012). La quantité
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de TFAM est corrélée a la quantité d’ADNmt, sa surexpression résultant par exemple en une
augmentation du nombre de copies (Ekstrand, 2004). TFAM peut étre dégradée par la protéase
mitochondriale AAA LONPI, ce qui régule la compaction de I’ADNmt. Le nucléoide comporte
un grand nombre d’autres protéines, en plus faibles quantités, et notamment des protéines asso-
ciées a la réplication de I’ADNmt (mtSSB, POL~ et TWINKLE) et a sa transcription (POLRMT
et TFB2M) dont les roles seront détaillés ultérieurement, ainsi que des protéines de la réparation
et du métabolisme de I’ADNmt en général, mais I’ensemble des protéines présentes dans les nu-
cléoides n’est pas connu (Hensen et al., 2014). La composition des nucléoides est également
dynamique et varie en fonction des conditions cellulaires, par exemple la nucléase DNA2 est
recrutée en cas de blocage de la réplication (Duxin et al., 2009). La distribution des nucléoides
dans le réseau mitochondrial est importante, car par exemple la transmission de I’ADNmt lors
de la réplication cellulaire en dépend. Il a ét€ montré que les nucléoides sont répartis de ma-
niere équidistante lorsque les mitochondries sont fusionnées, alors qu’ils se regroupent lors de la
fission, les mitochondries fragmentées recevant le plus souvent au moins 2 nucléoides (Tauber
et al., 2013). Les nucléoides servent de plateforme de recrutement pour la réplication et la trans-
cription de I’ADNmt et la structure de ces complexes se relache alors afin de faciliter I’acces
de protéines additionnelles comme des facteurs de transcription (Lee et Han, 2017). L’ADNmt
est au centre du nucléoide et les protéines 1’entourant permettent donc également de le protéger
des dommages, de maniere un peu similaire aux histones pour I’ ADN nucléaire (Guliaeva et al.,
2006).

2.2 Communication noyau-mitochondries

Chez I’Homme I’ADNmt code pour seulement 13 protéines alors que le mitoprotéome en
comporte plus de 1000 (Calvo et al., 2016). La majorité des protéines présentes dans les mito-
chondries sont donc codées par le noyau. Les génes sont transcrits dans cet organite, les ARNm
traduits dans le cytoplasme et les protéines sont ensuite importées dans la mitochondrie. Cet
import peut par exemple se faire grace a une séquence d’adressage mitochondrial (MTS), située
a I’extrémité N-terminale, qui sera reconnue par une translocase qui permettra le passage de
la protéine a travers les membranes mitochondriales. Le MTS peut ensuite étre clivé par une
protéolyse (Maccecchini et al., 1979).

Une communication noyau-mitochondries est donc nécessaire pour coordonner la synthese
des protéines codées par les deux génomes afin que les sous unités des complexes respiratoires
soient présentes en proportions steechiométriques. Les protéines de la maintenance de I’ ADNmt
(transcription, réplication, réparation. .. ) sont aussi codées au niveau nucléaire, nécessitant de
méme le dialogue entre ces organites. Il existe une communication antérograde, du noyau vers
la mitochondrie, une communication rétrograde, de la mitochondrie au noyau, ainsi que d’autres
voies impliquant des échanges d’informations entre organites ou avec le milieu extracellulaire
(Quirds et al., 2016).

La signalisation antérograde permet aux mitochondries de s’adapter a I’environnement cel-
lulaire. Cette régulation est basée sur 1’expression de protéines mitochondriales codées par le
noyau, qui vont soit permettre I’expression des genes mitochondriaux soit directement par-
ticiper au métabolisme mitochondrial. Elle permet aussi d’informer les mitochondries d’un
stress nucléaire, comme des dommages chromosomiques, induisant une diminution du métabo-
lisme énergétique mitochondrial. Par exemple 1’activation de la poly(ADP-ribose) polymerase
1 (PARPI1) et de PARP2 en réponse aux cassures d’ADN nucléaire entraine une déplétion en
NAD™ cellulaire, inhibant I’activité de la sirtuine 1, qui régule positivement PGCI1-a. Ce co-
activateur active des facteurs de transcription comme les NRF (nuclear respiratory factors). S’il






Introduction bibliographique

n’est pas activé le métabolisme énergétique et la biogenese mitochondriale sont donc inhibés.
La restauration du niveau de NAD™, par exemple par traitement avec des précurseurs de NAD™,
permet d’activer ce signal antérograde et de restaurer le métabolisme (Cant6 et al., 2012).

Les mitochondries envoient aussi des signaux permettant par exemple de se protéger contre
les dysfonctionnements en activant 1I’expression de genes nucléaires impliqués dans la repro-
grammation métabolique ou les défenses contre le stress, c’est la signalisation rétrograde. Les
genes nucléaires activés dépendent fortement du type d’anomalie mitochondriale (Cagin et En-
riquez, 2015). On peut toutefois déterminer trois classes de dysfonctionnements dans la régula-
tion rétrograde : le stress énergétique, I’augmentation de la concentration calcique cytosolique
et le stress oxydant. Par exemple, pour la réponse au stress énergétique, une baisse du niveau
d’ATP due a I’exercice ou au jeline entraine une augmentation du ratio AMP/ATP et active la
protéine kinase activée par I’AMP (AMPK). L’augmentation du NAD™ cellulaire qui s’ensuit
mene a I’activation de la sirtuine 1, donc de PGC1-q, entrainant I’augmentation du métabolisme
énergétique et de la biogenese mitochondriale (Cant6 et al., 2010). De méme un signal rétro-
grade est mis en place en cas de production excessive mais non délétere de ROS, pour activer
des enzymes détoxifiantes et des protéines anti-oxydantes (Lu et al., 2012).

La communication mitochondries-noyau passe aussi par une régulation post-
transcriptionnelle des ARNm mitochondriaux par des microARN (miARN) nucléaires.
Les miARN sont des ARN non codants qui sont maturés dans le cytoplasme. Ils s’associent
notamment avec des protéines Argonautes (AGO) pour former un complexe ribonucléo-
protéique, RISC (RNA-induced silcencing complex). Ce complexe affecte la stabilité ou
la traduction de I’ARNm cible complémentaire au miARN, empéchant la synthese de la
protéine correspondante. Il a été montré que 13 miARN sont spécifiquement localisés dans les
mitochondries, ainsi que la protéine Argonaute 2 (Bandiera et al., 2011). Dans la mitochondrie
la régulation via miARN peut permettre d’ajuster rapidement et précisément I’expression des
genes mitochondriaux en fonction des conditions cellulaires.

Il est crucial pour la cellule de coordonner I’expression des genes nucléaires et le fonction-
nement mitochondrial et de nombreuses voies de signalisation permettent cette communication.
Le mitoprotéome est ainsi régulé suivant les nécessités énergétiques et 1’intégrité des deux gé-
nomes.

2.3 Transcription mitochondriale

La transcription de I’ADNmt humain implique un nombre réduit de protéines, dont les prin-
cipales sont I’ARN polymérase POLRMT et les facteurs de transcription TFAM et TFB2M.
Elle est relativement différente de la transcription nucléaire puisqu’elle produit des précurseurs
ARN polycistroniques comportant presque toutes les informations codées par chaque brin. Ces
transcrits sont ensuite modifiés pour produire les molécules d’ARNm, ARNt et ARNr indivi-
duelles, notamment par clivage endonucléolytique au niveau des ARN de transfert (Ojala et al.,
1981). Ensuite la poly(A) polymérase mitochondriale ajoute une queue poly(A) de 50 nucléo-
tides sur les ARNm. Pour certains ARNm cette polyadénylation est nécessaire pour générer le
codon stop UAA (Chang et Tong, 2012).

La syntheése d’ARN dans les mitochondries humaines peut commencer en différents sites
d’initiation qui se trouvent dans la région non codante de la D-loop, un pour la transcription du
brin L, le promoteur LSP et deux pour la transcription du brin H, les promoteurs HSP1 et HSP2.
HSP1 se trouve 16pb avant I’ ARNt Phe et produit un transcrit se terminant a I’extrémité 3’ du
gene ARNr 16S. HSP2 se trouve environ 80pb aprés HSP1 et exclut ’ARNt Phe, il produit
un transcrit polycistronique qui correspond quasiment a I’intégrité du brin H. La transcription
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FIGURE 8 — Transcription mitochondriale

Les complexes d’initiation de la transcription, composés de I’ARN polymérase mitochondriale
POLRMT, de TFAM et de TFB1M ou TFB2M, sont assemblés dans la région de la D-loop, au niveau des
promoteurs. La transcription du brin L, qui débute a LSP, peut soit continuer sur toute la longueur de la
matrice, soit étre stoppée a un site de transition ARN/ADN, et servira alors d’amorce pour la réplication
débutant a OriH (cf 2.4.1). La transcription du brin H commence soit a HSP1, soit 8 HSP2. L’initiation a
HSP1 permet la formation d’un transcrit jusqu’a un terminateur de transcription (TERM) situé au niveau
du gene codant pour I’ARNtLeu, ce transcrit permet de produire les ARNr 12S et 16S nécessaires a la
traduction mitochondriale. L’initiation a HSP2 permet quant a elle de transcrire 1’intégralité du brin H
(Scarpulla, 2008).



Introduction bibliographique

a partir de LSP peut s’arréter, formant un transcrit court appelé ARN 7S, ce qui permet de
contrdler la quantité de transcrit total du brin L produite (Figure 8).

L’ARN polymérase POLRMT est composée d’une seule sous-unité et comporte une sé-
quence d’adressage mitochondrial qui est clivée apres import. Son extrémité C-terminale pré-
sente des similarités de séquence avec les ARN polymérases de bactériophages, alors que son
extrémité N-terminale est unique et porte, chez I’Homme, 2 motifs a répétitions pentatricopep-
tides (PPR) (Lightowlers et Chrzanowska-Lightowlers, 2008). Il a ét¢ démontré que les pro-
téines comportant des motifs PPR se lient a I’ARN et facilitent les interactions entre ARN et
protéines impliquées dans le métabolisme de I’ARN, notamment dans les mitochondries et les
chloroplastes.

Contrairement aux ARN polymérases des bactériophages, notamment du phage T7,
POLRMT ne peut pas initier seule la transcription. Ainsi ’'un des deux facteurs de transcrip-
tion paralogues B (TFBIM et TFB2M) et le facteur de transcription mitochondrial A (TFAM)
sont nécessaires pour I’interaction de POLRMT avec le promoteur. TFB1M et TFB2M sont
semblables a des ARNr dimethyltransferases, et des analyses phylogénétiques suggerent que
ces facteurs ont pour origine une ARNr methyltransferase de 1’endosymbiont mitochondrial
(Cotney et Shadel, 2006). Les deux protéines ont conservé cette activité, mais elle est faible
pour TFB2M. 11 a donc été montré que TFB1M est principalement impliquée dans la bioge-
nese de la petite sous unité ribosomique par son activité ARNr méthyltransférase alors que
TFB2M est principalement un facteur d’initiation de transcription mitochondrial (Cotney et al.,
2009). Ainsi TFB2M facilite la transition de conformation du promoteur («promoter melting»),
permettant la transcription, et agit de maniere transitoire dans le site catalytique lors de la po-
lymérisation de I’ARN (Posse et Gustafsson, 2017). TFAM quant a lui se lie aspécifiquement
a I’ADN, par exemple pour le compacter (cf 2.1), mais aussi spécifiquement, avant les sites
d’initiation de transcription des promoteurs (Gaspari et al., 2004). Récemment la structure cris-
tallographique de cette protéine liée a la région promotrice de ’ADNmt a été déterminée :
TFAM comporte 2 domaines HMG, chaque domaine imposant a I’ADN une courbure de pres
de 90°, résultant en un demi-tour complet de I’ADN au niveau du promoteur, ce qui formerait
un agencement favorable pour I’initiation de la transcription (Ngo et al., 2011). 11 a été sug-
géré in vitro que POLRMT et TFB2M peuvent étre suffisants pour initier la transcription, mais
uniquement dans certaines conditions expérimentales, une concentration en sel qui permet un
«promoter breathing» (Shi et al., 2012). TFAM est donc probablement nécessaire pour la trans-
cription mitochondriale in vivo. De plus ce facteur de transcription est aussi capable in vitro
d’activer différemment les promoteurs HSPlet LSP, en fonction du ratio protéine/ADN, et de
réprimer HSP2 a des concentrations qui activent les deux autres promoteurs. Il permet donc
probablement de réguler I’activation des promoteurs mitochondriaux et donc la transcription de
genes spécifiques en fonction des besoins de la cellule (Bestwick et Shadel, 2013).

Au niveau mécanistique, il a été suggéré que TFAM recrute d’abord POLRMT au promo-
teur, puis que TFB2M se lie a son tour et induit la transition de conformation du promoteur,
permettant la transcription (Posse et Gustafsson, 2017). POLRMT, TFB2M et TFAM sont le
ceeur de la machinerie transcriptionnelle mitochondriale, mais d’autres facteurs, qui ne seront
pas détaillés, sont nécessaires pour une transcription efficace, comme par exemple TEFM, un
facteur d’élongation de la transcription (Minczuk et al., 2011).

En 2004 il a été montré que les ARN mitochondriaux nouvellement synthétisés s’agglomé-
raient en structures ponctuées dans les mitochondries, par marquage avec un analogue de 1’uri-
dine, le 5-bromouridine (BrU) (Iborra et al., 2004). Ainsi des granules d’ARN mitochondriaux
(MRGs), ressemblant aux granules d’ARN cytoplasmiques, compartimentent les ARN dans
des corps non délimités par des membranes, a I'intérieur de la matrice mitochondriale, ce qui
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FIGURE 9 — Modeles de la réplication mitochondriale

(A) Dans le modele par déplacement de brin la syntheése du brin L commence a OriH et le brin L ma-
trice est déplacé, la synthése du brin H est initiée lorsque OriL se retrouve simple-brin. (B) Le modele
RITOLS fonctionne sur le méme principe que le modele par déplacement de brin mais le brin L matrice
déplacé n’est pas laissé simple-brin, il est recouvert d’ARN, qui sera ensuite remplacé par de I’ ADN par
un mécanisme non élucidé. (C) Le modele de réplication couplée correspond a une réplication «conven-
tionnelle» ou les deux brins sont répliqués simultanément en sens opposés. Les lignes pleines représentes
I’ ADN et les lignes pointillées I’ ARN, les amorces ARN ne sont pas représentées. Adapté de (McKinney
et Oliveira, 2013).
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joue un rdle important dans I’expression des genes par modifications post-transcriptionnelles.
Il a notamment été démontré que de nombreuses protéines impliquées dans la maturation des
ARN colocalisent avec les MRGs, par exemple les RNases clivant les ARN polycistroniques
ou la poly(A) polymérase (Antonicka ef al., 2013). Les MRGs sont assemblés autour des ARN
nouvellement synthétisés en association avec les nucléoides, puis, apres dissociation, les ARN
sont maturés et les mitoribosomes sont associés dans ces sous compartiments mitochondriaux
(Jourdain et al., 2016).

2.4 Réplication de I’ADN mitochondrial

2.4.1 Modeles de réplication

La réplication de ’ADNmt a lieu dans la matrice mitochondriale, indépendamment du cycle
cellulaire. Elle n’est pas limitée a la phase S. Différents modeles ont été proposés (Figure 9).

Le premier modele et le plus admis est le modele de Clayton ou modele de déplacement de
brin (« strand-displacement») (Clayton, 1982). Il a été développé a partir d’images de microsco-
pie électronique ou des intermédiaires de réplication contenaient de longues parties ou le brin
H était simple-brin. D’apres ce modele la réplication de I’ADNmt est initiée a I’origine OriH
et continue dans une seule direction, déplacant le brin parental H qui se trouve alors simple-
brin. Lorsque la synthese du brin H atteint 1’origine OriL celui-ci est activé et la réplication du
brin déplacé peut commencer, en sens inverse. Les deux brins sont donc répliqués en continu
mais de maniere asymétrique et asynchrone. Des expériences de microscopie a force atomique
ont démontré I’existence de sites supplémentaires d’initiation de réplication sur le brin L. Ce-
pendant, individuellement, ces sites d’initiation sont rarement utilisés, raison pour laquelle seul
OriL avait été identifié comme site d’initiation de la synthese du brin L lors de la cartographie
en 5’ (Brown et al., 2005).

L’initiation de la réplication du brin H nécessite une amorce ARN, transcrite a partir du
promoteur du brin L et résultant de la terminaison prématurée de la transcription. Cette amorce
est 'ARN 7S et fait environ 200pb. Pour I’initiation de la réplication I’ ARN doit rester hybridé
a I’ADN et former un complexe ARN-ADN stable, sous forme d’une structure G-quadruplex,
appelée R-loop (Wanrooij et al., 2012a). Cette structure, grace a sa stabilité, conduirait a un ar-
rét de I’ARN polymérase et a sa dissociation de I’ADN, permettant ensuite la synthése d’ ADN.
Ainsi la réplication du génome mitochondrial de mammiferes est liée a sa transcription. Il a été
montré in vitro que le facteur d’élongation de transcription mitochondrial (TEFM) empéche la
terminaison de la synthese d’ARN a CSB2 (conserved sequence block 2), une région riche en
guanines commune a tous les vertébrés, empéchant la génération d’une amorce pour la réplica-
tion. TEFM serait donc un interrupteur moléculaire qui contrdlerait la balance entre transcrip-
tion et réplication, en interférant directement avec la formation de la structure G-quadruplex,
diminuant sa stabilité (Agaronyan et al., 2015). Le clivage de la R-loop pourrait se faire via la
ribonucléoprotéine endoribonucléase MRP (mitochondrial RNA-processing enzyme) (Chang
et Clayton, 1987) ou via d’autres protéines restant a identifier. L’ARN est ensuite allongé par
I’ ADN polymérase POLy.

L’initiation de la réplication du brin L se passe lorsque 1’ origine OriL est rendue simple-brin.
Elle adopte alors une structure tige-boucle (stem-loop), comportant dans la boucle un poly-
dT reconnu par une primase, POLRMT, qui synthétise alors une amorce de réplication (Fusté
et al., 2010). L’amorce peut ensuite de la méme maniere étre utilisée par POL~y pour synthétiser
I’ ADN. Il reste ensuite, une fois que la syntheése des deux brins est complete, a séparer les deux
molécules d’ADNmt, a éliminer les primers ARN et a suturer I’ ADN pour obtenir 1la molécule
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FIGURE 10 — Réplisome mitochondrial

POLRMT a le role de primase et synthétise les amorces ARN. L’ADN polymérase POL~y comprend
trois sous unités, une sous unité POL~A qui porte 1’activité catalytique et deux sous unités POL~yB qui
servent de facteur de processivité. TWINKLE est une hélicase qui déroule I’ADN au niveau de la fourche
de réplication et mtSSB est une protéine de liaison a I’ADN simple-brin qui le stabilise (Wanrooij et
Falkenberg, 2010).
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circulaire.

Le modele de réplication de I’ADNmt par déplacement de brin a été remis en cause par
des données d’électrophorese bidimensionnelle mettant en évidence la présence, dans des tis-
sus humains et murins, d’intermédiaires de réplication en forme « d’arc Y », correspondant a
des fourches de réplication caractéristiques de la réplication « conventionnelle » synchrone et
symétrique (Holt et al., 2000). Cependant ces résultats pourraient étre dus aux conditions expé-
rimentales et aux multiples origines de réplication du brin L normalement peu utilisées (Brown
et al., 2005).

Un troisieme modele a été proposé, le modele RITOLS (Ribo-nucléotide incorporation
throughout the lagging strand). Dans ce modele la réplication est asynchrone comme pour le
modele de réplication par déplacement de brin mais le brin H déplacé ne demeure pas simple-
brin. Des ARN sont déposés sur ce brin pendant la synthese du brin H fils, et sont ensuite rem-
placés par de I’ADN par un mécanisme inconnu, pour produire I’ADN double-brin (Yasukawa
et al., 2006; Reyes et al., 2013).

2.4.2 Le réplisome mitochondrial

La majorité des acteurs de la réplication mitochondriale a ét¢ identifiée et caractérisée, le
réplisome mitochondrial étant beaucoup plus simple que le réplisome nucléaire.

Les facteurs clés sont I’ ADN polymérase POL~, I’hélicase TWINKLE, la protéine de liaison
a I’ ADN simple-brin mtSSB et I’ARN polymérase POLRMT (Figure 10). Toutes ces protéines
sont codées par le génome nucléaire. La plupart ont une structure proche des protéines codées
par le bactériophage T7, son systeme de réplication ayant donc souvent servis de modele pour
comprendre la réplication mitochondriale. La reconstruction in vitro du réplisome mitochon-
drial (POL~y, TWINKLE et mtSSB) incubé avec de I’ADN double-brin permet de mimer la
synthese du brin H et d’obtenir la synthése d’ ADN simple-brin d’environ 16kb, soit la longueur
de ’ADNmt humain (Korhonen et al., 2004). La synthese du brin L est obtenue in vitro avec
les mémes composants plus POLRMT (Fusté et al., 2010).

L’ ADN polymérase POL~y est uniquement localisée dans les mitochondries. Chez les mam-
miferes c’est une enzyme hétérotrimérique composée d’une sous-unité catalytique de 140kD,
POL~A et de deux sous-unités accessoires de 53kD, POLyB (Yakubovskaya et al., 2006).
POL~A possede trois activités distinctes : une activité 5°-3’ polymérase, une activité 3’-5’
exonucléase et une activité 5’-désoxyribose phosphate lyase impliquée dans la réparation par
excision de base (BER). Elle a une organisation typique de la famille A des ADN polymérases
telles que la polymérase POL1 de E. coli ou la polymérase du phage T7, bien qu’elle possede
une importante région « spacer » de 400aa entre le domaine polymérase et le domaine exonu-
cléase, qui n’est pas retrouvé chez les autres protéines de la famille A (Kaguni, 2004). L’activité
exonucléase de POL~yA lui permet de dégrader quelques nucléotides pour corriger d’éventuelles
erreurs lors de I'insertion des bases. Cette relecture est cruciale car chez des souris ou 1’activité
exonucléase de POL-y est inactivée, des mutations de I’ADNmt s’accumulent et un phénotype
de vieillissement précoce apparait (Trifunovic et al., 2004). Les sous-unités POL~yB, présentes
chez la majorité des eucaryotes mais pas chez les levures, agissent comme des facteurs de pro-
cessivité. Elles augmentent I’ affinité de la polymérase POL~y pour I’ADN ainsi que la vitesse de
polymérisation. En I’absence de POL~B, POL~A est incapable de synthétiser I’ADN a partir
d’un substrat double-brin, ces sous-unités accessoires sont nécessaires pour coordonner les ac-
tivités polymérase de POL~ et hélicase de TWINKLE a la fourche de réplication (Farge et al.,
2007).

Le gene codant pour 1’hélicase TWINKLE a été découvert durant 1’analyse des mutations
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causant une pathologie neuromusculaire associée a des délétions multiples de I’ ADNmt, I’ oph-
talmoplégie externe progressive autosomique dominante (adPEO) (Spelbrink ez al., 2001). La
séquence d’acides aminés de TWINKLE est similaire a celle de gp4, ’hélicase-primase ré-
plicative du bactériophage T7. De maniere similaire a la protéine gp4, TWINKLE forme des
structures hexamériques et heptamériques, avec un canal central ou se lie I’ADN simple-brin.
Elle posseéde aussi trois régions : un domaine N-terminal, un petit domaine « linker » de 27aa et
un domaine C-terminal hélicase (Ziebarth et al., 2010; Farge et al., 2008). Des analyses bioin-
formatiques ont suggéré que TWINKLE est une primase active chez la plupart des eucaryotes
mais que cette activité a été perdue chez les métazoaires (Shutt et Gray, 2006). La primase mito-
chondriale, chez I’ Homme et la plupart des métazoaires, est ainsi une autre enzyme, POLRMT.
Pour ce qui est de I’activité hélicase, TWINKLE peut séparer I’ADN double-brin avec une po-
larité 5°-3’, un processus qui nécessite 1’hydrolyse d’ATP. Elle peut dérouler seulement 20pb
d’ADN double-brin lorsqu’elle est seule en présence d’une fourche de réplication, et environ
16kb en présence de POL~y et de mtSSB (Korhonen et al., 2003, 2004). TWINKLE ne néces-
site pas de facteurs protéiques pour s’assembler sur un ADN circulaire, méme en présence de
mtSSB (Jemt et al., 2011).

La protéine de liaison a I’ADN simple-brin mtSSB a un role essentiel dans la réplication mi-
tochondriale puisqu’elle stimule la vitesse de déroulement de I’ADN par TWINKLE, stabilise
I’ADN simple-brin obtenu par déplacement de brin et stimule I’activité de POL~y (Korhonen
et al., 2004). C’est une protéine de 13-15kD qui forme des tétrameres en solution (Yang et al.,
1997). De la méme maniere que la protéine SSB chez E. coli, mtSSB a une forte affinité pour
I’ ADN simple-brin.

L’ ARN polymérase mitochondriale POLRMT a aussi le role de primase, pour la synthése du
brin L qui débute a OriL (Fusté et al., 2010). In vitro POLRMT synthétise des amorces d’environ
25 nucléotides a OriL en présence de mtSSB, qui sont ensuite utilisées par POL~y pour initier la
synthése d’ADN. La structure tige-boucle et le poly-dT de cette boucle a OriLL sont nécessaires
pour le fonctionnement de cette primase (Wanrooij et al., 2012b). Une autre protéine a activité
primase et polymérase a été découverte dans les mitochondries, PrimPol. PrimPol peut générer
des amorces ADN et ARN sur de I’ADN simple-brin, mais aussi continuer la synthese apres
I’amorce. Elle possede aussi une activité TLS polymérase (translesion synthesis). Il a donc été
proposé que PrimPol joue un réle dans la réplication de I’ADNmt suite a un blocage de la
fourche de réplication, soit en synthétisant une nouvelle amorce apres le blocage, afin que la
syntheése de I’ADNmt continue pendant que différents processus spécifiques répliquent I’ ADN
au niveau de la 1€sion, soit en synthétisant elle-méme I’ADN au niveau de la 1€sion grace a son
activité TLS (Bailey et Doherty, 2017). Cette protéine a surtout été étudiée in vitro et d’autres
analyses sont nécessaires pour confirmer son rdle dans les mitochondries.

D’autres facteurs, non présents directement a la fourche de réplication, sont aussi néces-
saires pour le bon déroulement de la réplication mitochondriale. Ce sont notamment des topoi-
somérases, des ligases et des RNases. Les topoisomérases mtTOP1, mtTOP2B et mtTOP3A
ont notamment été localisées a la mitochondrie, mais leurs roles exacts restent indéterminés
(Sobek et Boege, 2014). La ligase 3 est la seule ligase qui a été montrée mitochondriale, elle
est produite a partir d’un codon start alternatif comparé a la version nucléaire, ce qui la dote
d’une séquence d’adressage mitochondrial a I’extrémité N-terminale (Lakshmipathy et Camp-
bell, 1999). La RNase H1 dégrade I’ARN des hybrides ARN-ADN et est responsable de la
dégradation des amorces lors de la réplication de I’ADNmt (Cerritelli et al., 2003; Holmes
et al., 2015). Cependant, elle est incapable de dégrader les deux derniers ribonucléotides a la
jonction ARN-ADN. L’ ARN restant est donc probablement déplacé sous forme d’intermédiaire
« flap » qui pourra étre clivé par les nucléases DNA2, FEN1 ou MGMEI (Uhler et Falkenberg,
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FIGURE 11 — Structure de la principale région non codante de I’ADNmt

La principale région non codante de ’ADNmt comprend la D-loop, une structure triple brin compor-
tant un ADN simple-brin, I’ADN 78, intercalé entre les deux brins du génome mitochondrial. L’ origine
de réplication OriH se trouve dans la D-loop. Chez ’Homme I’extrémité 3’ de I’ADN 7S est fixe et
Pextrémité 5° varie, donnant lieu a des fragments de différentes tailles (Nicholls et Minczuk, 2014).
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2015). En effet la délétion de MGMEI cause la formation de molécules d’ADN 7S allongées a
I’extrémité 5’ et finissant notamment proche de CSB1. Cette exonucléase est donc requise pour
éliminer I’ADN 7S entre CSB1 et OriH, et d’autres nucléases, comme FEN1 ou DNA2, sont
probablement impliquées dans la dégradation de I’ARN et I’ADN entre LSP et CSB1 (Nicholls
et Minczuk, 2014).

2.5 Régulation

Une importante séquence régulatrice de I’ ADNmt est la région non codante qui comporte les
promoteurs de transcription et OriH. Cette région peut comprendre une D-loop stable, consti-
tuée d’une copie du brin H ARN-ADN d’environ 650 nucléotides hybridée a sa matrice, appelée
ADN 78, ce qui forme une structure triple brin. La D-loop s’étend approximativement de OriH a
son extrémité 5’ jusqu’a la séquence associée a la terminaison (TAS) proche du gene de I’ ARNt
Pro a son extrémité 3°. L’extrémité 5’ peut varier chez ’Homme et les molécules d’ADN 7S ont
donc des tailles 1égerement différentes (Kang et al., 1997). La proportion d’ ADNmt contenant
une D-loop dépend de I’espece et du tissu et peut varier de 10 a 90% (Figure 11).

La D-loop est la conséquence d’une terminaison prématurée de la synthese d’ADN. La syn-
these de I’ADN 78S est amorcée par la molécule d’ARN 7S (cf 2.4.1) et nécessite les protéines
TFAM, mtSSB, TWINKLE et POL~, notamment POL~B qui possede une activité de liaison a
I’ ADN double-brin et une affinité pour les structures D-loop. Le mécanisme précis de la termi-
naison de la synthese d’ADN a la séquence TAS n’est pas encore élucidé (Nicholls et Minczuk,
2014). I ADN 7S a une demi-vie relativement courte, 45 min a 1 heure dans des cellules de
rongeur, et est probablement éliminé par une nucléase. MGMEI est une exonucléase mito-
chondriale qui dégrade efficacement I’ADN simple-brin. Des mutations de ce gene causent des
déplétions d’ADNmt ainsi qu’une augmentation du niveau d’ADN 7S suggérant I’implication
de MGMEI dans la dégradation de I’ADN 7S (Szczesny et al., 2013). Cependant le méca-
nisme n’est pas clairement élucidé puisque cette exonucléase a une faible activité sur I’ADN
double-brin.

La fonction de la D-loop n’est pas totalement élucidée mais elle est probablement cruciale
dans la régulation du métabolisme de I’ADNmt puisque la synthese de ’ADN 7S nécessite
I"utilisation de ressources énergétiques importantes. In vitro I’ADN 7S peut servir d’amorce a
la polymérase 3 afin de continuer la synthése d’ADNmt, mais ce mécanisme n’a pas été€ montré
in vivo (Eichler et al., 1977). 11 a été proposé que les évenements de terminaison prématurée de
la réplication permettent de réguler le nombre de copies d’ADNmt. Cependant méme en cas de
déplétion importante en ADNmt, ot la réplication totale de la molécule serait favorable, la for-
mation de structures D-loop est encore détectée (Brown et Clayton, 2002). Une autre hypothese
est que la présence d’ADN 7S permet de changer la conformation de I’ADNmt et de le rendre
plus accessible, augmentant par exemple I’acces a des sites de liaison pour des protéines de la
réplication ou de la transcription, régulant de ce fait ces mécanismes. En effet il a été montré
que I’ADNmt présente des sites charnieres de délétions immédiatement apres 1’extrémité 3° de
la D-loop, dans certaines pathologies ou apres cassures induites par des enzymes de restriction
ailleurs dans le génome (Bacman et al., 2009). De plus la diminution d’ADN 7S entraine un
surenroulement des molécules d’ ADNmt (Ruhanen et al., 2010). Une troisieme hypothese lie la
synthese d’ADN 7S avec le cycle cellulaire et la disponibilité en nucléotides. Une étude in vitro
a ainsi montré qu’une haute concentration en nucléotides entraine une augmentation de la syn-
these d’ADN 7S sans faire varier la synthese d”’ADNmt total. De méme, bien que la réplication
de I’ ADNmt soit indépendante du cycle cellulaire, la synthese d’ADN 7S est plus importante en
phase S. Ainsi la synthese d”’ADN 7S puis sa dégradation rapide pourraient permettre aux mito-
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FIGURE 12 — Corrélation ADNmt-TFAM

L’ ADNmt a été quantifié dans des embryons de souris de différents génotypes, exprimant plus ou moins
le facteur de transcription TFAM. (A) Quantification de I’ ADNmt par Southern Blot. L’hybridation par
une sonde ciblant le géne nucléaire 18S sert de témoin de charge. (B) Quantification par phosphori-
mager des signaux obtenus par Southern blot. Les ratios ADNmt/ 18S sont présentés en pourcentage
de la moyenne obtenue pour les embryons sauvages exprimant pleinement TFAM. Les barres d’erreurs
représentent les erreurs standards sur la moyenne (Ekstrand, 2004).
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chondries de maintenir un réservoir de nucléotides tout au long du cycle cellulaire, permettant
a I’ADNmt d’étre répliqué indépendamment (Antes et al., 2010).

La balance transcription/ réplication évoquée au 2.4.1 est un autre aspect de la régulation du
métabolisme de I’ADNmt, avec notamment I’implication de TEFM.

Le nombre de copies d’ADNmt dépend fortement du type cellulaire et du stade de dé-
veloppement mais est finement régulé, avec un équilibre syntheése-dégradation des molécules
d’ADN. La diminution du nombre de copies, et plus rarement son augmentation, sont retrou-
vées dans plusieurs pathologies mitochondriales (Blokhin et al., 2008; Bai et Wong, 2005). Les
mécanismes de régulation sont cependant encore largement inconnus. Comme détaillé précé-
demment, la synthése d’ADN 7S au lieu d’une molécule d’ADNmt totale lors d’une réplication
terminée prématurément peut permettre de controler le nombre de copies, mais les protéines
impliquées ne sont pas clairement identifiées. D’apres une autre hypothese la disponibilité en
nucléotides influe aussi sur la réplication de I’ ADNmt et donc sur le nombre de copies. De plus,
la quantité d’ ADNmt est aussi controlée par régulation des protéines du réplisome, par exemple
avec la méthylation du gene nucléaire de POL~A sur I’exon 2 (Lee et al., 2015), et la quan-
tit¢ d’ADNmt est corrélée a la quantité du facteur de transcription TFAM (Clay Montier et al.,
2009) (Figure 12).
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Chapitre 3

Maladies mitochondriales

3.1 Génétique mitochondriale

Le génome mitochondrial est hérité de maniere non mendélienne, uniquement maternelle-
ment, les nucléoides étant I’unité transmise. Différents mécanismes permettent I’élimination de
I’ ADNmt paternel chez les mammiferes. Tout d’abord les spermatozoides contiennent beaucoup
moins de molécules d’ADNmt que I’ovule, environ 100 molécules dans les cellules sperma-
tiques contre 100 000 pour I’ovule. Dans un deuxieme temps les mitochondries paternelles sont
spécifiquement éliminées apres fertilisation, probablement par une ubiquitinylation, peut €tre de
la prohibitine, une protéine de la membrane interne, pendant la spermatogenese. Les mitochon-
dries sont ensuite dégradées sélectivement apres fertilisation, entre le stade 4 cellules et le stade
8 cellules de I’embryon, impliquant les protéosomes ou les lysosomes (Sato et Sato, 2013).
D’autres mécanismes supplémentaires peuvent exister car lors de croisement inter especes 1’éli-
mination de I’ADNmt paternel n’est pas totale alors que le processus d’ubiquitinylation est bien
conservé chez les mammiferes (Gyllensten et al., 1991).

Tout au long de I’évolution, des mutations neutres de I’ADNmt ont été transmises et ont créé
des sous populations qui se différencient par des variations de séquences communes, appelées
haplogroupes. La majorité de ces sous divisions ont eu lieu il y a 10 000 ans et elles sont ainsi
actuellement utilisées pour étudier les migrations de populations ancestrales. Plus de 95% des
Européens appartiennent a I’'un des 10 haplogroupes principaux : H, J, T, U, K, M, I, V, W et X
(Torroni et al., 1996). De par leur neutralité sélective ces variants d’ ADNmt communs ont été
fixés dans les populations.

Dans la plupart des cas les molécules d’ ADNmt d’une cellule sont identiques, une situa-
tion appelée homoplasmie, mais il est aussi possible que différentes populations d’ADNmt
coexistent dans une méme cellule, en cas d’hétéroplasmie. Les patients atteints de maladies
mitochondriales sont souvent hétéroplasmiques, avec une population d’ADNmt sauvage, sans
mutation, et une population mutée responsable de la pathologie. L’ apparition et la sévérité des
symptomes dépendent de la proportion d’ADNmt muté. Un individu hétéroplasmique dévelop-
pera des symptomes uniquement lorsque le taux d’ADNmt muté dépasse un certain seuil, qui
est variable en fonction des mutations. Par exemple pour des ADNmt présentant des délétions
le seuil est souvent autour de 50-60% alors que pour des mutations ponctuelles d’ ARNt il est
supérieur a2 90% (Chinnery et Hudson, 2013).

La transmission des maladies mitochondriales dues & des mutations de I’ADNmt se fait
donc maternellement. Une mere non atteinte mais hétéroplasmique et porteuse d’une muta-
tion pathogénique peut donner naissance a des enfants sains et des enfants séverement atteints,
car le ratio ADNmuté/ ADN sauvage hérité ne sera pas le méme entre les enfants. En effet
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FIGURE 13 — Goulet d’étranglement mitochondrial

La figure du haut présente I’évolution de I’ADNmt durant la différenciation germinale embryonnaire mu-
rine. L’ ADNmt n’est pas répliqué entre 1’ovocyte et le blastocyste, ce qui résulte en sa dilution au cours
des divisions cellulaires qui suivent la fécondation. La réplication reprend au stade post-implantatoire,
alors que les cellules germinales primordiales comportent un faible nombre de molécules d’ADNmt par
cellule, augmentant fortement la quantité d’ADNmt a partir de quelques molécules. Il existe donc un
goulet d’étranglement (Stewart et Larsson, 2014). La figure du bas tente d’expliquer le changement de
ratio ADNmt muté/ ADNmt sauvage qui peut survenir lors de la formation des cellules germinales fe-
melles, expliquant les différences de phénotypes observées entre la mere et les différents enfants. D’ apres
le modele (A), les molécules d’ADNmt sont ségrégées aléatoirement lors des différentes divisions cel-
lulaires, et la réduction du nombre de copies puis la ré-amplification entrainent une augmentation de ces

différences. Dans le modele (B), des sous-groupes de molécules sont préférentiellement répliqués lors de
la ré-amplification du nombre de copies. Adapté de (Carling et al., 2011).
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d’apres la théorie du goulet d’étranglement mitochondrial (mitochondrial bottleneck) I’ADNmt
de I’ovocyte n’est pas répliqué pendant les premiers stades de développement de I’embryon. I1
est ainsi redistribué entre les cellules filles, le contenu d’ ADNmt par cellule étant drastiquement
réduit, jusqu’a moins de 200 molécules par cellule. Dans un deuxieme temps la réplication est
amplifiée pour restaurer un taux d’ADNmt normal. Ce phénomene de réduction — amplification
permet un changement du ratio ADN muté/ ADN sauvage entre les cellules, et notamment entre
les cellules germinales primaires. Les ovules matures ont donc des taux d’ADNmt muté diffé-
rents entre eux et par rapport aux cellules somatiques, expliquant les différences de phénotypes
observées entre la mere et les différents enfants. Les mécanismes permettant ce changement ne
sont pas totalement élucidés et plusieurs hypotheses sont avancées : la variation d’hétéroplasmie
pourrait étre due a une ségrégation mitotique inégale de I’ADNmt ou des nucléoides durant les
divisions cellulaires ou a une réplication sélective d’une sous population d’ADNmt (Stewart et
Larsson, 2014) (Figure 13).

3.2 Maladies mitochondriales

Des dysfonctionnements mitochondriaux peuvent étre dus a des mutations de I’ADNmt mais
aussi a des mutations de I’ADN nucléaire puisque celui-ci code pour des protéines essentielles
dans la chaine respiratoire et dans la maintenance de I’ADNmt. Les maladies mitochondriales
consistent principalement en un défaut de la phosphorylation oxydative et donc en une perte
chronique d’énergie cellulaire, avec des symptomes divers. Les tissus les plus affectés sont
souvent ceux ou la demande énergétique est élevée, tels le systeme nerveux central, le ceeur ou
les muscles. La prévalence des maladies mitochondriales, lorsque I’on considere a la fois les
pathologies dues a des mutations de I’ADNmt et du génome nucléaire, est d’environ 1/5000
(DiMauro et Davidzon, 2005).

3.2.1 Mutations de I’ADN mitochondrial

Les pathologies mitochondriales peuvent étre causées directement par des mutations de
I’ADNmt, impactant donc des genes codant pour des protéines de la chaine respiratoire ou
des ARNr ou ARNt nécessaires a la traduction mitochondriale. Plus de 150 maladies ont a ce
jour été reliées a des mutations de I’ADNmt (DiMauro et Davidzon, 2005) (Figure 14 page
suivante). Ces mutations peuvent étre hétéroplasmiques ou homoplasmiques. Le plus souvent
les mutations rares et graves, causant des maladies monogéniques multisystémiques, sont hété-
roplasmiques et apparaissent de novo sur deux ou trois générations, voire une génération pour
les délétions. Au contraire les pathologies moins séveres affectant seulement un organe peuvent
provenir d’une mutation homoplasmique, qui nécessite des facteurs environnementaux pour dé-
clencher le phénotype. Certains variants homoplasmiques vieux de plusieurs milliers d’années
sont aussi associés a des risques augmentés de développer des maladies communes, comme
Parkinson.

Les délétions d’ ADNmt ont été les premieres mutations d’ADNmt qui ont ét€ montrées as-
sociées a une pathologie mitochondriale (Holt et al., 1988). 1l existe des délétions d’une seule
paire de bases comme de plusieurs milliers et elles sont le plus souvent localisées dans 1’arc
majeur de I’ADNmt, c’est-a-dire entre OriH et OriL. Il a été suggéré que ces délétions pro-
viennent d’erreurs de réplication : dans le modele de réplication par déplacement de brin, lors
du déplacement de I’ADN simple-brin, deux séquences répétées qui se suivent peuvent étre
mal appariées, résultant en un glissement qui conduit a une délétion (Phillips et al., 2017). Il est
aussi possible que ces mutations soient dues a des erreurs de réparation des cassures double-brin
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FIGURE 14 — Carte génétique des maladies liées a des mutations de I’ ADNmt

Les mutations ponctuelles sont représentées par des fleches et la délétion commune est indiquée au centre
de la molécule (CPEO : ophtalmoplégie externe progressive chronique, KSS : syndrome de Kearns Sayre,
LS : syndrome de Leigh, MELAS : mitochondrial encephalopathy, lactic acidosis, stroke-like episodes,
MERREF : myoclonic epilepsy and ragged red fibres, MILS : syndrome de Leigh hérité maternellement,
NARP : neurogenic weakness, ataxia and retinitis pigmentosa, PS : syndrome de Pearson (Russell et

Turnbull, 2014).
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(Chen et al., 2011). Les délétions uniques sont souvent considérées comme le résultat d’un éve-
nement sporadique apparu dans I’ovocyte et affectant I’embryon, elles ne sont pas directement
transmises. Ainsi toutes les cellules d’un tissu sont affectées par la méme mutation (Schapira,
2006). Ces délétions existent sous forme hétéroplasmique et le ratio ADNmt délété/ ADNmt
sauvage peut varier entre tissus et au cours du temps, impliquant des modifications de phéno-
types. Certains patients présentent de multiples délétions de I’ADNmt provenant de mutations
dans des genes nucléaires codant pour des protéines impliquées dans la réplication ou le mé-
tabolisme des nucléotides mitochondriaux. Les trois phénotypes cliniques principaux associés
a de larges délétions d’ADNmt sont le syndrome de Pearson, le syndrome de Kearns-Sayre et
I’ophtalmoplégie externe progressive.

Le syndrome de Pearson est une maladie infantile caractérisée par une atteinte hémato-
logique, avec une anémie macrocytaire sidéroblastique, mais aussi par une insuffisance pan-
créatique et un déficit de la phosphorylation oxydative avec augmentation des lactates (ORPHA
699). Le syndrome de Kearns-Sayre est une pathologie neuromusculaire caractérisée par 1’ appa-
rition précoce d’une ophtalmoplégie et d’une rétinite pigmentaire. Certains patients développent
aussi une atteinte cérébrale, cardiaque ou musculaire. Le dysfonctionnement mitochondrial se
manifeste par des altérations morphologiques dans le muscle squelettique avec des fibres pré-
sentant une accumulation de mitochondries dysfonctionnelles (Ragged Red Fibers) et des fibres
déficitaires en activité cytochrome ¢ oxydase (ORPHA 480). L’ophtalmoplégie externe pro-
gressive se caractérise par un ptosis et une paralysie oculomotrice douloureuse, et est souvent
associée a d’autres symptomes comme des troubles de la motricité (ORPHA 254892 et 254886).

Plus de 100 mutations ponctuelles de I’ADNmt associées a des pathologies ont aussi été
décrites, a la fois dans des genes codant pour des protéines de la chaine respiratoire et dans
des ARNt et ARNr. Les phénotypes cliniques sont tres variés et comprennent par exemple le
syndrome de MELAS (mitochondrial encephalomyopathy with lactic acidosis and stroke-like
episodes), le syndrome de MERRF (myoclonic ataxia and epilepsy with ragged red fibres), et
la neuropathie optique héréditaire de Leber (LHON).

Le syndrome de MELAS est typiquement dii & une mutation ponctuelle, dans 80% des cas
une transition A>G en m.3243, dans le gene de I’ARNt Leu, les patients sont généralement
hétéroplasmiques. La maladie est multisystémique et débute souvent dans 1’enfance ou chez le
jeune adulte. Les symptdmes se composent d’une myopathie mitochondriale, d’une encépha-
lopathie, d’une acidose lactique et d’épisodes neurologiques aigus ressemblant a des accidents
ischémiques cérébraux. L activité biochimique des complexes I et [V est souvent altérée chez les
patients (ORPHA 550). Le syndrome de MERRF est une encéphalomyopathie mitochondriale
caractérisée par des crises d’épilepsie myocloniques, causée a 80% par une transition A>G en
m.8344, dans le gene de I’ARNt Lys. Les symptomes additionnels varient, avec une possible
faiblesse musculaire, une atrophie optique, une atteinte cérébrale. .. Les fibres musculaires des
patients présentent la aussi une accumulation de mitochondries dysfonctionnelles (Ragged Red
Fibers) et des fibres déficitaires en activité cytochrome ¢ oxydase. Comme pour le syndrome
de MELAS la gravité dépend du taux d’hétéroplasmie et les complexes respiratoires I et IV
sont atteints (ORPHA 551). La maladie de LHON est quant a elle souvent due a une mutation
homoplasmique. Elle se manifeste par une baisse rapide de 1’acuité visuelle centrale, survenant
chez le patient jeune et 5 patients sur 6 sont des hommes. Elle est principalement due a trois
mutations ponctuelles relativement communes : m.3460G>A, m.11778G>A et m14484T>C,
qui affectent des genes codant pour des sous unités du complexe I de la chaine respiratoire.
Le dysfonctionnement mitochondrial dii & ces mutations cause une perte sélective des cellules
ganglionnaires de la rétine puis une dégénérescence du nerf optique. Actuellement la raison
pour laquelle les mutations affectent seulement la vision, bien qu’elles soient généralement ho-
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moplasmiques et touchent toutes les cellules du patient, n’est pas expliquée. Tous les patients
possédant une mutation liée a la neuropathie de Leber ne développent pas la pathologie, 1I’ha-
plotype mitochondrial, le contexte génétique nucléaire ainsi que des facteurs environnementaux
comme le tabagisme influencent la pénétrance de la maladie (ORPHA 104).

Le lien entre mutations mitochondriales et phénotypes est tres complexe. Par exemple, la
mutation m.3245A>G, caractéristique du syndrome de MELAS, a été retrouvée chez des pa-
tients atteints du syndrome de Kearns-Sayre ou d’ophtalmoplégie externe progressive, tout
comme des patients atteints du syndrome de MELAS présentent des délétions d’ADNmt (Scha-
pira, 2006). Une mutation peut générer différents phénotypes pathologiques et un méme phé-
notype peut étre causé par différentes mutations. Il n’y a pas non plus de lien entre le site de la
mutation et le phénotype clinique.

Une accumulation de mutations somatiques de I’ADNmt est aussi observée chez les per-
sonnes agées, avec différentes mutations ponctuelles et délétions. Méme si la charge globale de
mutations par organe est faible les mutations peuvent s’accumuler au sein d’une méme cellule,
menant a des défauts de la production énergétique. La proportion de cellules déficientes peut
ensuite augmenter au cours du temps, ce qui suggere 1I’implication de ces mutations somatiques
de I’ADNmt dans le processus de vieillissement.

3.2.2 Mutations de genes nucléaires

Les mutations de genes nucléaires causant des maladies mitochondriales peuvent étre clas-
sées en deux types : les mutations qui affectent des genes impliqués dans le métabolisme de
I’ADNmt et celles qui affectent directement des genes responsables de 1’assemblage et de la
stabilité des protéines de la chaine respiratoire.

Le premier type de mutations induit généralement de multiples délétions de I’ADNmt ou
une déplétion en ADNmt. Des mutations des genes du réplisome mitochondrial, notamment
POL~A, POL~B et TWINKLE sont impliquées dans de nombreuses maladies mitochondriales.
La premiere mutation découverte dans la sous unité alpha de la polymérase a été associée a
I’ophtalmoplégie externe progressive (Van Goethem et al., 2001). Lorsque la protéine POLvYA
est mutée dans son domaine polymérase les pathologies qui en résultent sont le plus souvent
dominantes, puisque la capacité de la protéine a se lier a I’ADN n’est pas altérée et qu’elle est
donc en compétition avec la protéine sauvage active. Au contraire les maladies sont générale-
ment récessives lorsqu’une mutation affecte le domaine « linker » ou le domaine exonucléase
et diminue de ce fait la capacité de liaison a I’ADN ainsi que ’interaction avec POL~yB (Chan
et Copeland, 2009). Presque un patient sur deux présentant de multiples délétions de I’ADNmt
possede une mutation de POL~y (Ferreira et al., 2011) et, par exemple, des souris homozygotes
déficientes en activité exonucléase de POL~yA portent 90 fois plus de délétions de I’ADNmt
que des souris sauvages au méme age (Vermulst et al., 2008). Ces délétions pourraient provenir
d’un glissement du brin d’ADN lors de la réplication, dii a un amorcage de la réplication en
aval de la cible, ce qui est évité par I’activité exonucléase de POL~yA, mais le mécanisme n’est
pas clairement élucidé (Stumpf et al., 2013). D’autres mutations affectant I’activité polymérase
de POL~A ont été reliées a des mutations de I’ADNmt, délétions mais aussi mutations ponc-
tuelles. Par exemple la tyrosine 955 est un acide aminé trés conservé de la polymérase, qui joue
un role critique dans I’incorporation des nucléotides et la fidélité de la réplication. La mutation
de cette tyrosine en cystéine produit une protéine qui possede moins d’1% de 1’activité poly-
mérase comparée a la protéine sauvage et cause une réplication infidele et des blocages de la
fourche de réplication. Les patients hétérozygotes Y955C présentent une accumulation de mu-
tations ponctuelles et de délétions de I’ ADNmt ainsi qu’un phénotype d’ophtalmoplégie externe
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progressive (Graziewicz et al., 2004). Il a récemment ét€ montré que cette méme tyrosine peut
aussi étre mutée en histidine, résultant en un phénotype multi-systémique encore plus marqué,
Le remplacement du groupe phényl hydrophobique de la tyrosine par la chaine polaire de I’his-
tidine affecte fortement la stabilité de la protéine et la liaison a I’ ADN, car la polymérase forme
normalement a cet endroit une poche hydrophobique dont le solvant est exclu grace a I’encom-
brement du groupe phényl (Siibak et al., 2017). La mutation du gene POL~ peut aussi entrainer
une déplétion en ADNmt, par exemple pour les patients atteints du syndrome d’Alpers. Des
mutations de la sous-unité béta de la polymérase ont également été€ identifiées chez des patients
atteints d’ophtalmoplégie externe progressive autosomale dominante (Walter ez al., 2010). Cette
maladie peut aussi étre causée par des mutations de la protéine TWINKLE, qui suppriment soit
son activité hélicase, soit sa capacité a se lier a I’ADN ou soit son aptitude a former des hexa-
meres/ heptameres (Longley et al., 2010). Les mutations récessives de TWINKLE sont quant a
elles associées a une déplétion d’ADNmt et non pas a des délétions (Ylikallio et Suomalainen,
2012).

D’autres mutations de genes nucléaires impliqués dans la réplication et la transcription de
I’ADNmt ont des conséquences tres déléteres. Une mutation homozygote entrainant la perte
de fonction de la nucléase MGMEI, impliquée dans le clivage du «flap» lors de la réplication
de I’ADNmt, a par exemple été identifiée chez plusieurs patients présentant une maladie mito-
chondriale multi-systémique sévere (Kornblum et al., 2013). La perte de MGMEI a plusieurs
conséquences au niveau de ’ADNmt : la présence d’ADN 78S rallongé et une diminution du
nombre de copies, une accumulation d’un fragment d’ADNmt linéaire de 11kb provenant de
cassures de I’ADN lors de la réplication, ainsi que des réarrangements de I’ADNmt, notam-
ment des duplications et des délétions (Nicholls ez al., 2014). Des mutations hétérozygotes de
I’hélicase/ nucléase DNA2 ont aussi été découvertes chez des patients souffrant de maladies
mitochondriales associées a des délétions de I’ ADNmt (Ronchi et al., 2013). 1l est possible que
ces mutations affectent la réplication, car DNA2 joue elle aussi un rdle dans le clivage du «
flap », mais également dans la réparation par excision de base (BER), qui sera détaillée dans
la partie 4.2.1. 1l a aussi €té montré que des mutations du domaine catalytique de la RNase
HI, qui dégrade I’ARN dans les duplex ARN/ ADN, causent une ophtalmoplégie externe pro-
gressive et une intolérance a 1’exercice chez des patients adultes. In vitro les variants RNase
H1 ont une capacité réduite a dégrader I’ARN et le phénotype observé est donc probablement
d@i a une mauvaise élimination des amorces ARN lors de la réplication de I’ADNmt, et a 1’ac-
cumulation de délétions (Reyes et al., 2015). Enfin, des mutations du facteur de transcription
mitochondrial TFAM sont aussi responsables de pathologies. Un variant faux sens homozy-
gote est par exemple associé a des déplétions d’ADNmt (Stiles et al., 2016), et des mutations
décalant le cadre de lecture et produisant des protéines tronquées ont aussi été détectées dans
des cellules du cancer colorectal, entrainant également une déplétion en ADNmt (Guo et al.,
2011). Le dysfonctionnement de protéines impliquées dans le métabolisme mitochondrial des
nucléotides a aussi des conséquences désastreuses pour la cellule, impliquant généralement une
déplétion d’ADNmt dans les tissus atteints. Le syndrome de déplétion de I’ADNmt a un phé-
notype hétérogene, comportant notamment des formes hépatocérébrales, myopathiques et car-
diomyopathiques, mais résulte souvent en une mort précoce du patient. Des mutations de trois
genes impliqués dans les voies de synthese du réservoir mitochondrial de nucléotides, qui se-
ront détaillées dans la partie 4, ont été associées a des déplétions mitochondriales : 1a thymidine
kinase 2 (TK2) (Saada et al., 2001), la désoxyguanosine kinase (dGK) (Mandel et al., 2001) et
la ribonucléotide réductase (RNR) (Bourdon et al., 2007). Un déséquilibre dans la composition
du réservoir de nucléotides peut aussi étre délétere. Par exemple une mutation de la thymidine
phosphorylase (TP), qui dégrade normalement la thymide, cause une encéphalopathie myo-
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neuro-gastrointestinale (MNGIE), associée a des délétions de I’ADNmt, une déplétion et des
mutations ponctuelles (Ylikallio et Suomalainen, 2012). La liste des genes nucléaires dont le
dysfonctionnement entraine un syndrome de déplétion d’ADNmt n’est ici pas exhaustive.

Bien que la majorité des sous unités des complexes respiratoires soit codée par le noyau peu
de mutations ont été identifiées. Elles sont probablement souvent déléteres et fatales a I’em-
bryon. Quelques mutations de sous unités du complexe I, entrainant le syndrome de Leigh
et une leucodystrophie, et du complexe II, induisant le syndrome de Leigh, une ataxie et des
tumeurs sécrétrices de catécholamines, ont été décrites. Aucune mutation de sous unités nu-
cléaires du complexe IV n’a été€ identifiée (Schapira, 2006). Cependant le dysfonctionnement
de protéines mitochondriales codées par le noyau et impliquées dans la maintenance et I’assem-
blage du complexe IV est impliqué dans des déficiences de ce complexe héritées de maniere
récessive et causant syndrome de Leigh, myopathie, encéphalopathie et acidose lactique. C’est
le cas par exemple de mutations des protéines SCO2, SURF1, COX10, COX15 et LRPPRC.

3.3 Diagnostic

Un dysfonctionnement mitochondrial doit étre considéré lors du diagnostic différentiel
d’une maladie progressive multisystémique. Les signes cliniques évocateurs peuvent parfois
correspondre a des syndromes bien définis tels ceux de MERRF, MELAS, Pearson ou Kearns
Sayre, mais sont souvent des atteintes touchant plusieurs organes, fréquemment le muscle et
le systeme nerveux. Le diagnostic clinique est compliqué, les symptomes étant tres variables
d’un patient a I’autre et les maladies mitochondriales nombreuses. Il faut aussi tenir compte de
I’age du patient car les manifestations pathologiques ne seront pas les méme (Auré et al., 2005).
Classiquement la premiere étape du diagnostic consiste en une analyse biochimique pour éva-
luer des biomarqueurs mitochondriaux et notamment les niveaux de lactate et de pyruvate dans
le sang, I’urine et le liquide rachidien. L’ imagerie est aussi utilisée, a la recherche de signes évo-
cateurs telles une atteinte des noyaux gris centraux, la calcification des ganglions de la base ou
des 1ésions occipitales de type ischémique, avec parfois la présence d’un pic de lactate en spec-
troscopie RMN cérébrale. L’étude morphologique et histochimique des muscles peut permettre
de mettre en évidence la présence de fibres musculaires présentant une accumulation de mito-
chondries dysfonctionnelles (Ragged Red Fibers), par coloration au trichrome de Gomori, et
de fibres déficitaires en activité cytochrome ¢ oxydase, signalant la myopathie mitochondriale.
Cependant ce diagnostic n’est pas suffisant car la morphologie musculaire peut par exemple étre
normale chez un enfant malade. La mesure de 1’activité des complexes respiratoires est aussi une
étape du diagnostic, plus informative chez I’enfant que chez I’adulte, car chez celui-ci le déficit
d’OXPHOS est souvent beaucoup moins important. Cette mesure peut se faire par spectropho-
tométrie sur tissus congelés ou par polarographie en mesurant la consommation d’oxygene sur
mitochondries isolées ou tissus perméabilisés vivants (Liang et al., 2014).

L’analyse génétique au niveau mitochondrial ou nucléaire peut permettre d’identifier la pa-
thologie. Elle est cependant compliquée a cause du grand nombre de genes potentiellement
impliqués, en effet 83 genes codent pour des sous unités des complexes et plus d’une centaine
pour des protéines impliquées dans la maintenance, 1’assemblage ou la régulation de I’ADNmt
et de la chaine respiratoire. Les analyses génétiques moléculaires peuvent étre réalisées sur de
I’ADN extrait du sang mais il est préférable d’extraire I’ADN a partir d’un tissu atteint, no-
tamment pour étudier les mutations de I’ADNmt, car les mutations pathogéniques sont souvent
moins détectées dans le sang (Rahman et al., 2001). Une analyse de I’histoire familiale est
importante en premier lieu. Une transmission purement maternelle indique un défaut primaire
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de I’ADNmt alors qu’une transmission autosomale orientera vers une mutation d’un gene nu-
cléaire.

Généralement 1’analyse génétique débute par une étude de I’ADNmt. Des analyses par Sou-
thern Blot peuvent permettre d’identifier des réarrangements de I’ADNmt et notamment des
délétions. La présence de multiples délétions orientera vers 1’étude de genes nucléaires impli-
qués dans la maintenance de I’ADNmt, par exemple POL~y ou TP. L’ADNmt est aussi quantifié
par PCR quantitative, ce qui permet de mettre en évidence les déplétions, dues a des mutations
dans des genes nucléaires tels POL~y, TWINKLE ou TK2, ou au contraire les amplifications,
qui peuvent correspondre a une prolifération mitochondriale visant a compenser un déficit da
a une mutation ponctuelle de I’ADNmt. Lorsque le phénotype du patient ainsi que les analyses
biochimiques et morphologiques permettent de suspecter une maladie classique, par exemple le
syndrome de MELAS, les mutations communes responsables de cette pathologie peuvent €tre
testées par séquencage Sanger. Ensuite 1’étude génétique est orientée par 1’analyse de 1’activité
des complexes réalisée précédemment. En présence d’un déficit isolé, on étudiera en priorité les
genes codant pour les sous unités protéiques du complexe correspondant, alors qu’un déficit de
plusieurs complexes orientera vers les génes d’ARNt, notamment I’ARNt Leu et I’ARNt Lys
qui sont des hot-spots de mutations. Le séquencage total du génome mitochondrial par NGS est
maintenant réalisable du point de vue technique, et remplace souvent le séquencage Sanger, ci-
blé, ainsi que les analyses de réarrangement par Southern Blot, peu sensibles (McCormick et al.,
2013; Ye et al., 2014). Cependant son analyse est complexe. Le séquencage doit étre réalisé de
préférence sur le tissu atteint, car tous les tissus n’ont pas la méme charge en ADNmt muté, et
la technique doit permettre de détecter les mutations méme a un faible taux d’hétéroplasmie.
De plus, I’ADNmt est tres polymorphe. Il faut donc analyser les variants détectés, s’ils ne sont
pas déja répertoriés, afin d’évaluer leur role pathogene, par exemple en étudiant la conservation
de la séquence au cours de 1’évolution.

La détection de mutations de I’ADN nucléaire peut €tre faite par séquencage ciblé des genes
couramment impliqués dans les pathologies mitochondriales, comme POL~y ou TWINKLE,
mais aussi par séquencage total de I’exome (Carroll et al., 2014). L’exome, c’est-a-dire les ré-
gions codantes, comprend environ 1,6% du génome nucléaire humain. Le séquencage total de
I’exome est donc beaucoup plus facile que le séquencage du génome entier, et permet d’identi-
fier la grande majorité des mutations pathogéniques. Un filtrage des mutations détectées est né-
cessaire, en éliminant les SNPs (single-nucleotide polymorphism) communs, et éventuellement
en se focalisant sur les génes codant pour des protéines dont la localisation mitochondriale a
été prouvée. Il est aussi possible de cibler le NGS directement sur les protéines mitochondriales
(Calvo et al., 2012). Le séquencage de I’exome est disponible en clinique depuis 2011 et est de
plus en plus utilisé dans le diagnostic de patients potentiellement atteints par une maladie mi-
tochondriale (Parikh et al., 2015). Cette technique a permis de détecter de nouvelles mutations
pathogéniques des génes nucléaires, mais aussi d’identifier de nouvelles protéines du protéome
mitochondrial. Par exemple la protéine FBXL4, considérée auparavant uniquement nucléaire, a
été associée a une encéphalopathie mitochondriale avec déplétion d’ ADNmt par séquencage de
I’exome (Lightowlers et al., 2015).
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FIGURE 15 — Voies de synthese des nucléotides

Les nucléotides peuvent étre synthétisés de novo, ou a partir des bases obtenues par recyclage de I’ADN
et ’ARN par la voie de sauvetage. Un échange de nucléotides a lieu entre les mitochondries et le cyto-
plasme. TS : thymidylate synthase, TK : thymidine kinase, dCK : désoxycytidine kinase, dGK : désoxy-
guanine kinase.



Chapitre 4

Maintenance de ’ADN mitochondrial

4.1 Maintenance du réservoir de nucléotides

La réplication de I’ADNmt a lieu dans la matrice mitochondriale, séparée du cytosol par une
double membrane, ce qui nécessite un réservoir de nucléotides spécifique, de composition parti-
culiere. La présence dans la mitochondrie des quatre nucléotides dans des proportions précises
est nécessaire pour une réplication fidele de I’ADNmt. Un déséquilibre dans la composition
du pool de nucléotides est en effet la cause de plusieurs maladies mitochondriales liées a une
déplétion en ADNmt, comme vu au 3.2.2. Les nucléotides sont produits dans la cellule grace
a deux voies de syntheses (Figure 15). La voie de novo, cytosolique, convertit les ribonucléo-
tides en désoxyribonucléotides et est active uniquement pendant la phase S du cycle cellulaire.
Comme I’ADNmt est répliqué indépendamment du cycle cellulaire ainsi que dans les cellules
post-mitotiques comme les neurones et les cellules du muscle squelettique, la deuxieéme voie
de synthese, la voie de sauvetage, est cruciale pour fournir des dNTPs lors de la réplication
mitochondriale. Dans ce cas les désoxyribonucléosides, obtenus par dégradation de I’ARN et
de I’ADN, et par exemple de I’ADN 78S, sont phosphorylés en dNTPs.

Les voies de synthese de novo des nucléotides puriques (ATP et GTP) et pyrimidiques (CTP,
UTP et TTP) sont différentes et comprennent chacune plus d’une dizaine d’étapes. Elles uti-
lisent toutes les deux le sucre activé 5-phospho-a-D-ribosyl 1-pyrophosphate (PRPP). Lors de
la synthese des nucléotides puriques le PRPP est transformé en inosine monophosphate (IMP)
suite a plusieurs réactions nécessitant 5 ATP, 2 glutamines, 1 glycine, 1 molécule de CO,, 1
aspartate et 2 molécules d’acide formique. L'IMP permettra ensuite de synthétiser soit I’AMP,
grace a I'utilisation d’énergie sous forme de GTP, soit le GMP, grace a I'utilisation d’ATP.
L’IMP, I’AMP et le GMP inhibent la PRPP synthase et permettent donc d’effectuer un rétro-
controle sur la voie de synthése de novo des nucléotides puriques. Pour la synthese de novo
des nucléotides pyrimidiques le carbamyl phosphate et I’aspartate sont transformés en orotate
par trois réactions consécutives. L’ orotate, apres réaction avec le PRPP, donne ensuite I’UMP.
Celui-ci est phosphorylé en UTP, qui peut étre transformé en CTP. La synthese de dTTP, elle,
requiert 1’activité de la thymidylate synthase (TS) qui catalyse la méthylation réductrice du
dUMP en dTMP, en utilisant le methylene tétrahydrofolate comme donneur de méthyl. Il n’y
a donc pas de branchement dans la synthése comme pour la syntheése des nucléotides puriques
avec 'IMP (Lane et Fan, 2015). Les ribonucléotides formés sont réduits en désoxyribonucléo-
tides par une ribonucléotide réductase (RNR), et sont ensuite importés dans les mitochondries
par des transporteurs (Nordlund et Reichard, 2006). La synthese de novo des nucléotides est
couteuse en €nergie et soumise au cycle cellulaire car plusieurs enzymes comme TS ou une
petite sous-unité de RNR sont régulés négativement en dehors de la phase S.
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Au contraire la voie de sauvetage recycle les nucléosides et désoxynucléosides pour syn-
thétiser les nucléotides correspondants. Cette voie de synthese opere a la fois dans le cytosol et
les mitochondries. Quatre désoxynucléosides kinases sont présentes chez les mammiferes. La
thymidine kinase 1 (TK1), nucléaire, phosphoryle la thymidine (dT) et la désoxyuridine (dU),
la désoxycytidine kinase (dCK), elle aussi nucléaire, phosphoryle la désoxycytidine (dC), la
désoxyadenosine (dA) et la désoxyguanosine (dG). Les deux enzymes restantes sont mitochon-
driales, la thymidine kinase 2 (TK2) phosphoryle dC, dT et dU alors que la désoxyguanosine
kinase (dGK) phosphoryle dG et dA. Les désoxynucléosides monophosphates (ANMPs) obte-
nus sont ensuite phosphorylés en dNTPs par des kinases (Wang, 2016).

De nombreuses autres protéines sont impliquées dans la régulation des nucléotides au ni-
veau mitochondrial. Par exemple la désoxynucléotide triphosphohydrolase SAMHD1 a un role
important dans I’homéostasie du réservoir de dNTPs, puiqu’elle peut hydrolyser les dNTPs qui
seront ensuite recyclés par les nucléosides kinases (Franzolin et al., 2015). Des transporteurs
sont aussi impliqués dans les échanges de nucléotides entre compartiments nucléaire et mi-
tochondriaux, comme les protéines de la famille des transporteurs de solutés (SLC) (D1 Noia
et al.,2014). De plus des enzymes du métabolisme énergétique, comme SUCLG1 ou SUCLA?2,
jouant un role dans le cycle de Krebs, influent également sur 1’homéostasie des nucléotides.
En effet elles catalysent la synthese du succinyl-CoA en utilisant préférentiellement le GTP ou
I’ ATP, ce qui induit un déséquilibre lorsque 1’'une des protéines est mutée (Ostergaard et al.,
2007).

La composition du réservoir de nucléotides mitochondriaux est asymétrique, les quatre nu-
cléotides n’étant pas présents dans les mémes proportions. Cette asymétrie peut venir du fait
que les enzymes mitochondriales TK2 et dGK n’ont pas la méme efficacité en fonction de leur
substrat. Par exemple TK2 phosphoryle dT avec une meilleure efficacité que dC, entrainant un
niveau de dTTP plus élevé que celui du dCTP dans les mitochondries (Eriksson et al., 2002).

Il a récemment été montré que la composition du réservoir de nucléotides est aussi impor-
tante dans I’incorporation potentiellement dommageable de ribonucléotides lors de la réplica-
tion de I’ADNmt. En effet ’ADNmt comprend 10 a 30 ribonucléotides par molécule (Grossman
et al., 1973), pouvant provenir soit de restes d’amorces ARN partiellement enlevées, soit d’une
erreur de POL~y qui ajouterait un ribonucléotide a la place d’un désoxyribonucléotide lors de
la réplication. Une récente étude indique que I’incorporation de ribonucléotides serait plutot
dépendante de POL~y (Berglund et al., 2017). POL~y a une affinité beaucoup plus importante
pour les dNTPs que pour les NTPs mais une perturbation de la composition nucléotidique dans
les mitochondries, avec par exemple une accumulation de NTPs, entraine une augmentation
de I'incorporation de ribonucléotides dans I’ADNmt (Copeland et Longley, 2014). Lorsque le
réservoir de dNTPs est limitant cette incorporation peut permettre d’éviter le blocage de la
réplication, qui serait dommageable pour la cellule. I a cependant été montré qu’une accu-
mulation de ribonucléotides dans I’ADN cause une instabilité génomique pouvant induire des
cassures simple-brin ou double-brin (Williams et al., 2016). POL~ est capable de contourner
un ribonucléotide lors de la réplication, mais une série de quelques ribonucléotides entraine un
blocage de la fourche de réplication. Il n’existe pas de réparation par excision de ribonucléotide
(RER) dans les mitochondries, et POL~y n’a pas d’activité relecture, grace a son activité exo-
nucléase, vis-a-vis des NTPs (Berglund et al., 2017). Dans des cellules de patients présentant
une altération du réservoir de nucléotides la quantité de ribonucléotides dans I’ADNmt est plus
élevée. L’incorporation d’une série de NTPs est alors envisageable, ce qui pourrait causer des
problémes de transcription et de réplication.

Un aspect important de la maintenance du réservoir de nucléotides dans la mitochondrie
est la gestion des dommages oxydants. En effet comme dit précédemment (1.3) la phosphoryla-
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tion oxydative est une source de production de ROS. Ceux-ci peuvent endommager I’ADN mais
aussi réagir avec les dNTPs libres et les oxyder. Les dNTPs oxydés peuvent ensuite étre incorpo-
rés dans I’ ADN, créant une instabilité génomique et une diminution de la fidélité de réplication.
Par exemple POL~ peut incorporer le 8-oxo-dGTP, méme a 1’état de traces, a la place du dTTP,
induisant une transversion A-T -> C-G (Pursell et al., 2008). La cellule a mis en place des mé-
canismes pour éliminer les nucléotides libres oxydés. Principalement dans le cytoplasme, mais
aussi dans la mitochondrie, la protéine MTH1 (MutT homolog-1), aussi appelée NUDT1, une
triphosphatase de nucléosides purines oxydés, est capable d’hydrolyser les nucléotides GTP,
dGTP, ATP et dATP oxydés comme le 8-0x0-(d)GTP ou le 2-OH-(d)ATP (Nakabeppu et al.,
2006) (Figure 16). Elle a donc un role protecteur en diminuant la concentration de nucléotides
oxydés, ce qui empéche leur incorporation dans I’ADN lors de la réplication. MTHI1 fait partie
de la famille des hydrolases Nudix qui catalysent I’hydrolyse de nucléosides diphosphates liés a
un autre groupement, X (Mildvan et al., 2005). Les protéines de cette famille présentent un mo-
tif consensus qui facilite 1’activité phosphohydrolase : GXSEx2[UA]xREX2EExGU (ou « U »
est un résidu aliphatique hydrophobique et « x » un acide aminé quelconque). Elles hydrolysent
une grande diversité de substrats et ne sont pas toutes impliquées dans 1’assainissement des
nucléotides oxydés. Par exemple NUDT15 a une faible efficacité d’hydrolyse des nucléotides
oxydés alors qu’elle hydrolyse relativement efficacement le dGTP et le 6-thio(d)GTP (Rudd
et al., 2016). Certaines autres protéines de la famille NUDIX sont localisées a la mitochondrie,
mais leur role dans la maintenance du réservoir de nucléotides n’est pas connu. Par exemple
NUDT9«, cytosolique, comporte une séquence d’adressage mitochondrial et est une pyrophos-
phatase de I’ ADP ribose, son activité d’hydrolyse de nucléotides n’a pas été étudiée (Long et al.,
2017). Dans les mitochondries 1’assainissement du réservoir de nucléotides pourrait €tre crucial
a la cellule du fait du haut taux de ROS produits dans cet organite.

4.2 Réparation des dommages de I’ADN

L’ ADN peut étre endommagé par de nombreux agents exogenes, tels les radiations ioni-
santes ou les agents chimiothérapeutiques, ainsi que par des réactions spontanées endogenes,
comme des mésappariements de bases lors de la réplication, des désaminations, dépurinations
ou dépyrimidations de bases, et des dommages oxydatifs dus a la réaction des ROS produits par
la chaine respiratoire sur I’ADN.

Au niveau nucléaire les mécanismes de réparation qui permettent de réparer les dommages
de I’ADN chromosomique sont relativement bien caractérisés et certains mécanismes sont re-
trouvés au niveau mitochondrial. Ainsi des voies de réparation par excision de base (BER),
réparation par excision de nucléotides (NER), réparation des mésappariements (MMR) et ré-
paration des cassures double-brin (CDB) ont été mises en évidence dans le noyau. Le BER,
une voie de réparation tres conservée, a été le premier mécanisme de réparation décrit dans la
mitochondrie. Depuis il a ét€ montré que des acteurs du MMR et de la réparation des CDB sont
aussi présents au niveau mitochondrial. Au contraire le NER n’a probablement pas lieu pour
réparer I’ADNmt (Kazak et al., 2012).

4.2.1 Réparation des bases endommagées

La réparation par excision de base permet de réparer les Iésions non encombrantes produites
par oxydation, alkylation, désamination ou cassure simple-brin (CSB) (Krokan et Bjgras, 2013).
Le mécanisme est le méme pour la réparation nucléaire et mitochondriale, seuls certains acteurs
different. Il peut étre résumé par les étapes suivantes : Tout d’abord la base endommagée est
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reconnue et excisée par une ADN glycosylase spécifique de chaque dommage, par clivage de
la liaison N-glycosidique entre la base et son désoxyribose. Puis le site abasique (AP) qui en
résulte est supprimé par clivage du squelette phosphodiester. Ensuite les extrémités libérées
sont modifiées et le vide est comblé par 1’ajout de nucléotide(s) par la polymérase. Enfin la
ligation entre le(s) nucléotide(s) ajouté(s) et le reste de la molécule d’ ADN, par la ligase 3 dans
la mitochondrie, termine le processus de réparation.

Deux voies existent pour la réparation par excision de bases : une voie courte («short-patch»,
SP-BER) ou un seul nucléotide est synthétisé et une voie longue («long patch», LP-BER) ou
deux nucléotides ou plus sont synthétisés (Figure 17).

La voie SP-BER est la premiere a avoir ét€é mise en évidence dans la mitochondrie. Dans
cette voie le clivage du site AP peut étre réalisé soit directement par la glycosylase si elle pos-
sede une activité lyase (glycosylase bifonctionnelle) soit par I’ AP endonucléase (APE1) dans le
cas d’une glycosylase monofonctionnelle. Les glycosylases bifonctionnelles sont au nombre de
quatre dans la mitochondrie. Elles peuvent avoir une activité 5-lyase, comme la 8-oxoguanine
DNA glycosylase (OGG1) et la nth (E.coli endonucléase III)-like-1 (NTH1), ou f3, d-lyase,
comme les Nei (E.coli endonucléase VIII)-like-1 et -2 (NEIL1 et NEIL2). Elles reconnaissent
les dommages de type oxydatif et nécessitent 1’intervention d’APE1 pour modifier les extré-
mités de I’ADN avant ’insertion de nouveaux nucléotides par POL~ dans le cas de OGG1 et
NTHI1, ou de la polynucléotide kinase phosphate (PKNP) pour NEIL1 et NEIL2. Les glycosy-
lases monofonctionnelles, elles, sont au nombre de trois dans la mitochondrie : ’uracil ADN
glycosylase 1 (UNGTI aussi appelée UDG1), I’alkyladenine ADN glycosylase (AAG) et la gly-
cosylase MUTYH (aussi appelée MYH). Elles sont principalement impliquées dans la répara-
tion des bases alkylées ou désaminées. Le groupe 5’-désoxyribosophosphate (5’-dRP) généré
par APE1 apres I’action d’une glycosylase monofonctionnelle est éliminé grace a I’activité dRP
lyase de POL~. Quelle que soit la glycosylase impliquée pour éliminer la base endommagée et
les autres protéines responsables du clivage du site abasique et de sa modification, le vide ob-
tenu est un manque d’un seul nucléotide, avec des extrémités 5’-P et 3’-OH. POL~ comble ce
vide en ajoutant le nucléotide complémentaire au brin opposé et la ligase 3 relie ce nucléotide au
reste de la molécule d’ADNmt (Akhmedov et Marin-Garcia, 2015; Prakash et Doublié, 2015).

FIGURE 17 : Réparation par excision de base dans la mitochondrie

Le systeme du BER est mis en place pour réparer les dommages des bases de I’ADN, comme des oxy-
dations ou des alkylations. La base endommagée est reconnue et éliminée par une glycosylase. Les
glycosylases monofonctionnelles suppriment la base puis APE1 clive I’ADN, alors que les glycosylases
bifonctionnelles possedent ces deux activités, et la cassure qu’elles génerent est ensuite modifiée par
APE1 ou PNKEP. Si le vide obtenu sur ’ADN a des extrémités 5°-P et 3’-OH libres POL~y synthétise le
nucléotide manquant et la ligase 3 relie ce nucléotide au reste de la molécule, c’est la voie courte du
BER (SP-BER). Au contraire si I’extrémité 5° est encombrée POL~y va déplacer le brin sur deux nucléo-
tides ou plus, générant une extrémité sortante simple-brin appelée « flap », c’est la voie longue du BER
(LP-BER). Les extrémités courtes sont clivées par FEN1 et EXOG, alors que les extrémités longues sont
d’abord clivées par DNA2, qui génere une extrémité courte, puis par FEN1 et EXOG. La ligase 3 relie
ensuite I’ADN nouvellement synthétisé au reste de la molécule. 3’-PUA : 3’-phospho-«, S-unsaturated
aldehyde, 5° dRP : 5° désoxyribosephosphate. Adapté de (Kazak et al., 2012).
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La voie LP-BER a été détectée plus tardivement dans la mitochondrie (Akbari et al., 2008).
Elle est recrutée lorsque I’extrémité 5°, apres clivage par une AP endonucléase, est réfractaire
a I’activité dRP lyase de POL~y. C’est le cas par exemple lorsque des 2-désoxyribonolactones
(dL) sont générées suite a 1I’oxydation de I’ADN lors de la formation spontanée de sites aba-
siques oxydés, sans intervention d’une ADN glycosylase. Il a été montré que les tentatives de
réparation d’un site dL par une protéine possédant une activité dRP-lyase entraine le blocage de
cette protéine par liaison covalente avec I’ADN (DeMott et al., 2002). Puisque la polymérase
ne peut donc pas éliminer I’extrémité 5° elle va continuer la polymérisation en déplagant le brin
contenant I’extrémité modifiée, ajoutant 2 a 12 nucléotides au lieu d’un seul pour remplacer le
nucléotide manquant. La structure « flap » formée doit ensuite étre éliminée pour que I’ADN
nouvellement synthétisé soit scellé au reste de la molécule. Des endonucléases spécifiques éli-
minent donc le fragment déplacé. Dans la mitochondrie ce sont FEN1, qui intervient aussi dans
le LP-BER nucléaire, et DNA2 (Zheng et al., 2008; Liu et al., 2008). FEN1 élimine de pré-
férence les « flaps » courts et DNA2 ceux qui sont plus longs. Cependant il a ét€ montré que
DNAZ2 ne peut pas cliver le fragment a la jonction ADN simple-brin/ ADN double-brin, et laisse
donc un « flap » résiduel qui devra étre éliminé par une autre nucléase. De plus I’exo/ endo-
nucléase G (EXOG) a aussi un role dans le BER. Cette protéine exclusivement mitochondriale
a une activité endonucléase simple-brin et une activité 5’-3 exonucléase, elle peut éliminer le
groupe bloquant de nucléotides dans le LP-BER. Une déplétion en nucléase EXOG affecte le
génome mitochondrial et entraine des dysfonctionnements mitochondriaux ainsi que 1’apoptose.
Il a été démontré que EXOG interagit physiquement avec d’autres protéines de la voie BER,
notamment POL~, APEI et la ligase 3 (Tann et al., 2011). EXOG pourrait étre la nucléase pré-
férentielle pour le BER mitochondrial, FEN1 étant principalement nucléaire. Le complexe du
LP-BER nucléaire comporte plusieurs protéines autres que I’endonucléase dégradant le « flap »,
comme la protéine d’échafaudage XRCCl1, qui est nécessaire pour la stabilisation de la ligase,
et la pince 8 ADN PCNA (Proliferating cell nuclear antigen), mais de telles composantes n’ont
pas encore été mises en évidence dans la mitochondrie (Muftuoglu et al., 2014).

La majorité des protéines impliquées dans le BER mitochondrial sont des isoformes ou des
variants d’épissage des genes codant pour les facteurs correspondants au niveau nucléaire. Par
exemple le gene OGG1 produit deux transcrits par épissage alternatif, OGGla et OGG1/3 (Ni-
shioka et al., 1999). OGGla possede un domaine C-terminal portant une séquence d’adressage
nucléaire et se localise principalement au noyau mais aussi a la mitochondrie. OGG1/ quant a
elle est localisée uniquement a la mitochondrie. Cependant la protéine recombinante OGG1
ne possede pas d’activité glycosylase détectable, ce qui suggere que OGGla est responsable du
clivage des bases modifiées 8-oxo-guanines a la fois dans le noyau et la mitochondrie (Hashi-
guchi et al., 2004).

La voie mitochondriale de réparation par excision de base est tres performante, en effet la
réparation du 8-0x0-dG, la 1ésion oxydative la plus courante, est plus efficace dans les mito-
chondries que dans le noyau (Thorslund ez al., 2002).

Il existe aussi au niveau nucléaire la réparation directe de certaines 1ésions, comme les di-
meres pyrimidines de cyclobutanes ou les bases méthylées. Le premier dommage est réparé
chez les plantes et les levures par des photolyases dans les mitochondries (Takahashi et al.,
2011; Yasui et al., 1992), mais ces enzymes n’existent pas chez les mammiferes. Le second
est réparé grace a la principale protéine impliquée dans la réparation directe nucléaire, la O6-
methyl-guanine ADN methyl transférase (MGMT) qui transfere le groupe méthyl de la base
modifiée sur un de ses résidus cystéines, causant son inactivation. L’élimination des O6-methyl-
guanosines et des O6-ethyl-2’-désoxyguanosines de I’ADNmt a été montrée, sur extraits mito-
chondriaux de foie de rat et sur tissu de foie de rat in vivo respectivement (Myers et al., 1988;
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Satoh et al., 1988). Cependant MGMT ne semble pas €tre présente dans la mitochondrie, une
autre protéine pourrait donc étre responsable de cette activité de réparation (Rasmussen et Ras-
mussen, 2005).

La réparation par excision de nucléotides (NER) est principalement utilisée au niveau nu-
cléaire pour I’élimination de 1ésions encombrantes tels les dimeres de pyrimidines causés par
I’exposition aux UV, mais aussi pour la réparation d’oxydations de I’ADN. Elle peut se faire par
deux voies, un mécanisme réparant les liaisons bloquant la transcription (Transcription-Coupled
NER) et un mécanisme excisant les dommages sur I’ensemble du génome (Global Genome
NER). Globalement les deux voies peuvent €tre décrites par quatre étapes : Reconnaissance
de la Iésion, recrutement du complexe de pré-incision et déroulement de 1I’ADN, excision du
fragment d’ADN endommagé par incision de chaque c6té de la 1ésion et finalement synthese
d’ADN pour remplacer le fragment et ligation. Les systemes NER ne sont pas actifs dans les
mitochondries (Melis et al., 2013).

Les mésappariements de bases et les petites boucles d’insertion ou de délétion de 1 a 4
nucléotides sont corrigés par la voie de réparation MMR. Le mécanisme de MMR nucléaire est
tres conservé de la bactérie a I’Homme et implique des homologues des protéines bactériennes,
par exemple MSH2, MSH6 et MLHI1. L’existence d’un systtme MMR mitochondrial a été
détectée par des analyses in vitro avec des extraits mitochondriaux humains (Mason et al.,
2003). Les acteurs ne sont pas les mémes que dans le noyau : la protéine YB-1, mitochondriale,
se lie aux bases mésappariées et est probablement impliquée dans la reconnaissance de la 1ésion
(de Souza-Pinto et al., 2009), mais les autres protéines responsables de 1’activit¢ MMR n’ont
pas été identifiées. Seule MSHS a été détectée dans la mitochondrie, mais son rdle n’a pas été
étudié en détails (Bannwarth et al., 2012).

4.2.2 Réparation des cassures simple-brin

Les cassures simple-brin (CSB) peuvent étre générées directement par attaque des ROS mais
aussi lors du BER, pendant I’étape de clivage du squelette d’ADN au niveau du site abasique. Ce
sont les 1ésions d’ADN les plus communes. Si elles ne sont pas réparées elles peuvent entrainer
un blocage de la fourche de réplication et de la transcription, ce qui peut évoluer en une cassure
double-brin (CDB), tres délétere pour la cellule. La réparation des cassures simple-brin (SSBR)
peut étre considérée comme une voie secondaire du BER. Tout comme pour le BER classique
le SSBR peut étre résumé en plusieurs étapes : détection de la 1ésion, modification de la cassure
pour permettre le travail de la polymérase, synthese d’ADN et ligation.

Dans le noyau la détection et la signalisation d’une cassure d’ADN sont réalisées par les
protéines de la famille des polymérases de poly(ADP-ribose) (PARP) qui modifient d’autres
protéines en leur ajoutant des polymeres d’ ADP ribose. Cette modification post traductionnelle
est appelée Poly (ADP-ribosyl)ation, ou PARylation. Chez I’Homme la famille des PARP com-
porte 17 membres, PARP-1 étant I’isoforme principalement impliquée dans I’'induction de la
réponse aux cassures d’ADN. PARP-1 est activée lors de la reconnaissance de la 1ésion, ce
qui entraine son auto-parylation et I’ajout de polymeres PAR sur des protéines nucléaires res-
ponsables de la réparation des cassures (Ishak er al., 2016). La présence des protéines PARP
a la mitochondrie est toujours débattue. Certaines études ont détecté des protéines PARylées a
I’intérieur des mitochondries apres un traumatisme cérébral (Lai et al., 2008), ou des interac-
tions entre PARP-1 et des protéines du BER mitochondrial comme EXOG et POL~, par une
technique d’immunofluorescence spécifique (Proximity ligation assay) (Szczesny et al., 2014).
Cependant d’autres études n’ont pas permis de mettre en évidence la localisation mitochon-
driale de PARP, et suggerent plutdt que PARP nucléaire serait impliquée dans la réparation de
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I’ ADNmt en régulant I’expression de genes nucléaires codant pour des facteurs de maintenance
de I’ADNmt (Lapucci et al., 2011). De plus Szczesny et al. ont montré que PARP-1 inhibe la
réparation de I’ADNmt. En effet des cellules déplétées en PARP-1 présentent une plus forte
interaction entre les différentes protéines du BER mitochondrial, comme POLy, la ligase 3 ou
APEI1, et une activit¢ BER mitochondriale augmentée. Les auteurs suggerent que la PARyla-
tion mitochondriale des enzymes de réparation de I’ADNmt inhibe leur activité catalytique ou
retarde 1’assemblage du complexe de réparation (Szczesny et al., 2014). Ces résultats contra-
dictoires pourraient indiquer que la présence d’une PARP mitochondriale, ainsi que son r0le,
dépend du tissu, du cycle cellulaire ou de la quantité de dommages de I’ADNmt (Sykora ef al.,
2012). D’autres protéines pourraient étre responsables du recrutement des acteurs de réparation
aux sites de CSB mitochondriales.

L’ étape suivante consiste a modifier les extrémités de la CSB afin que la ligation puisse étre
réalisée, apres I’éventuelle synthése d’ ADN par la POL~ si des nucléotides manquent. Plusieurs
protéines remplissant ce role ont été identifiées dans la mitochondrie. L’ aprataxin (APTX) par
exemple, une nucléotide hydrolase/ transférase, élimine les groupes 5’-AMP qui proviennent
des réactions de ligation avortées, dues par exemple a une tentative de ligation d’une CSB
contenant une extrémité 5’ réfractaire a I’action de la ligase (Sykora et al., 2011). La tyrosyl-
ADN phosphodiesterase (TDP1) quant a elle hydrolyse la liaison phosphodiester a I’extrémité
3> d’une CDB lorsqu’elle est liée au groupe tyrosyl d’une protéine. De tels complexes ADN-
protéine peuvent se former quand la topoisomérase I reste bloquée sur I’ADN. TDP1 est la seule
enzyme mitochondriale permettant de séparer les complexes ADN-protéine (Das et al., 2010).
Les protéines impliquées dans le BER classique, APE1 et PNKP, sont aussi responsables de la
modification des extrémités des CDB. La fin du processus de SSBR est similaire au mécanisme
du LP-BER, POL~ synthétisant I’ADN pour combler le vide éventuel et les nucléases FENI,
DNA2 et EXOG clivant le « flap » généré. La ligase 3 catalyse la ligature de la cassure. EXOG a
un rdle primordial pour éliminer les extrémités 5° bloquantes, en effet des cellules déplétées en
EXOG accumulent des CSB qui peuvent déclencher des dysfonctionnements mitochondriaux
et ’apoptose (Tann et al., 2011).

4.2.3 Réparation des cassures double-brin

Les mécanismes de maintenance des cassures double-brin mitochondriales sont beaucoup
moins élucidés que les systemes de BER et SSBR mitochondriaux. Pour comprendre comment
la cellule prend en charge les CDB mitochondriales (CDBmt), des comparaisons sont faites
avec ce qu’il se passe au niveau nucléaire. Dans un premier temps les mécanismes de réparation
des CDB de I’ADN nucléaire vont donc étre présentés. Celles-ci peuvent étre réparées par
différents processus : la recombinaison homologue (HR) ou la recombinaison des extrémités
non homologues (NHEJ). Le choix de la voie de réparation dépend de plusieurs facteurs tels
I’organisme, le cycle cellulaire, le type cellulaire... Chez les mammiferes le mécanisme de
NHEJ répare probablement la majorité des CDB (Kakarougkas et Jeggo, 2014). La réparation
des CDB nucléaires, méme infidele, est nécessaire pour la survie cellulaire, car ces lésions sont
déléteres et empéchent la réplication de I’ ADN.

La signalisation des cassures nucléaires est commune aux deux mécanismes. Elle consiste en
la phosphorylation du variant d’histone H2AX autour de la cassure par des protéines de la voie
PI-3K, notamment ATM (ataxia telangiectasia mutated) et ATR (ATM-Rad3-related). H2AX
phosphorylé, appelé v-H2AX, peut étre visualisé par un anticorps spécifique et les foci observés
représentent des CDB. Ces marqueurs de CDB aident ensuite au recrutement des protéines de
réparation (Kuo et Yang, 2008).
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FIGURE 18 — Réparation des CDB nucléaires par recombinaison homologue (HR)

Lors de la HR la reconnaissance de la CDB est effectuée par le complexe MRN (Mrel1-RADS50-Nbs1),
qui s’associe ensuite avec CtIP, Exol et BLM, responsables de la résection 5°-3’. Le simple-brin d’ADN
généré est stabilisé par la protéine RPA, puis RADS2 est recruté. Ensuite RADS1 remplace RPA sur le
simple-brin, ce qui permet 1’invasion de la région homologue sur la chromatide sceur. Différents mé-
canismes permettent enfin la réparation : le BIR (Break-induced repair), la réparation selon le modele
de Szostak ou le SDSA (Synthesis-dependent strand annealing). La réparation par SSA (Single-strand
annealing) est relativement différente puisqu’elle ne nécessite pas RADS1 et la chromatide sceur, mais
dépend de séquences homologues de part et d’autre de la CDB. Adapté de (Iyama et Wilson, 2013).
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Lors de la HR une molécule homologue est utilisée comme matrice, et le mécanisme est
efficace lorsque I’homologie est d’au moins 250pb (Inbar et al., 2000). Ce processus permet
ainsi de réparer fidelement I’ADN, sans introduire de mutation. Dans le noyau cette molécule
homologue est la chromatide sceur, la HR est donc restreinte aux phases S et G2 du cycle
cellulaire, ou a la méiose. Le mécanisme peut étre divisé en trois étapes : la phase pré-synaptique
durant laquelle la 1ésion est détectée, partiellement dégradée et ou les protéines de réparation
sont assemblées; une phase synaptique pendant laquelle les composants de la recombinaison
cherchent une séquence homologue qui servira de matrice pour la réparation et procedent a
I’échange des brins ; et enfin une phase post-synaptique qui permet de synthétiser I’ADN pour
restaurer le fragment perdu au site de cassure et de résoudre les intermédiaires d’échanges de
brins d’ADN (Figure 18).

Phase pré-synaptique :

La premiere étape consiste en la détection de la cassure et la résection du brin d’ADN de part et
d’autre de la cassure, dans le sens 5’-3’, ce qui expose un ADN simple-brin avec une extrémité
débordante 3’. Le complexe MRN est principalement impliqué dans cette étape. 1l est formé de
la nucléase Mrell, de RADS0 qui a une affinité pour les extrémités des CDB et de Nbsl qui
aide au recrutement de protéines comme CtIP (C-terminal interacting protein) et RPA (protéine
de réplication A). Mrell a une tres faible activité nucléase 3°-5" et n’est donc pas responsable
de la formation des simple-brins débordants. Ce complexe permet d’attacher les extrémités de
la cassure et d’empécher leur éloignement (Lamarche et al., 2010). L’ association de MRN avec
CtIP permet d’initier la résection, qui sera notamment continuée chez les mammiferes par la
nucléase Exol et I’hélicase BLM (Jasin et Rothstein, 2013). Les simple-brins débordants géné-
rés sont stabilisés par la protéine RPA, un hétérodimere formé de trois sous unités. La protéine
RADS?2 peut aussi se lier aux RPA. RPA est ensuite déplacée pour permettre 1’assemblage de
la recombinase RADS1 sur le simple-brin, formant un filament nucléoprotéique. Ce remplace-
ment est catalysé chez ’Homme par BRCA2 et des paralogues de RADS1 comme RADS51B,
RADSIC, RADS51D XRCC2 et XRCC3 (Prakash et al., 2015).

Phase synaptique :

Pendant cette phase la recombinase RADS1 cherche une séquence homologue a celle de I’ADN
simple-brin auquel elle est associée. Le mécanisme de cette recherche d’homologie est mal
connu mais implique la protéine RAD54. Celle-ci se fixe sur RADS1 et stimule I’invasion de la
chromatide sceur a la recherche de la séquence homologue. L’invasion est réciproque puisque le
filament nucléoprotéique envahit la chromatide sceur et que 1’'un des deux brins de cette derniere
envahit aussi la chromatide portant la CDB. Quand les séquences homologues sont appariées
RADS54 glisse le long du filament en enroulant les deux brins, formant un hétéroduplex, et en
détachant RAD51. A 1la fin de cette étape 1’ ADN est sous forme de D-loop, un double-brin
hétéroduplex et un simple-brin déplacé (Wright et Heyer, 2014).

Phase post-synaptique :

La synthese d’ADN en utilisant la séquence homologue comme matrice est réalisée grace aux
polymérases 9, et ), a partir de I’extrémité 3’ de la cassure (McVey et al., 2016). Différents
modeles expliquent la séparation des brins et la résolution de la D-loop. Certains permettent le
transfert de I’'information génétique de la molécule homologue a la molécule endommagée, et
ce transfert non réciproque est appelé conversion génique. La résolution de la D-loop peut aussi
étre associée a un crossing-over. Dans le modele Szostak I’ADN des deux brins endommagés
est synthétisé en utilisant la molécule homologue comme matrice et les invasions réciproques
entre les deux chromatides créent deux jonctions de Holiday. La résolution de ces jonctions par
des coupures symétriques n’est pas associée a un crossing-over alors que leur résolution par
des coupures asymétriques 1’est (Szostak et al., 1983). Le modele SDSA (Synthesis-dependent
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FIGURE 19 — Réparation des CDB nucléaires par jonction des extrémités non homologues
(NHEJ)

La réparation des CDB nucléaires par NHEJ peut suivre deux voies : le NHEJ classique, qui entraine
une perte limitée de I’information génétique et le NHEJ alternatif, qui cause une instabilité génomique.
Pour le C-NHEIJ I’hétérodimere Ku70/ Ku80 reconnait la cassure et recrute DNA-PKcs qui va former la
synapse. Différentes nucléases et hélicases vont modifier les extrémités afin que des polymérases syn-
thétisent les nucléotides manquants et que le complexe XRCC4/ Ligase 4/ XLF réalise la ligation. Dans
le A-NHEJ la détection de la cassure se fait par PARP-1 qui recrute le complexe MRN. Puis CtIP réalise
la résection des extrémités ce qui permet aux deux brins de se réhybrider au niveau de microhomologies
de séquences. POLA synthétise les nucléotides manquants et différents facteurs clivent les extrémités
simple-brin sortantes, afin que la ligation soit faite probablement par XRCCI1 et la ligase 3, et potentiel-
lement la ligase 1. Adapté de (Deriano et Roth, 2013).
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strand annealing) est un peu différent puisque I’ADN d’un seul brin endommagé est synthétisé
a partir de la molécule homologue. Ce brin néosynthétisé se dissocie ensuite de la molécule
donneuse et s’hybride de nouveau a 1’autre brin de la molécule endommageée. 11 sert alors lui-
méme de matrice pour la synthese d’ADN, et deux ligatures sont nécessaires pour terminer la
réparation. Dans le modele BIR (Break-Induced Repair), seule I’extrémité 3’ envahit la chro-
matide sceur et sert d’amorce a la synthese. Cette structure forme une fourche de réplication
qui permet la synthese du deuxieme brin sur tout le chromosome. Ce mécanisme serait surtout
impliqué pour réparer les blocages lors de la réparation (Costantino et al., 2014). La réparation
par SSA (single-strand annealing) est relativement différente des autres modeles car il n’y a pas
d’invasion de brin. Elle nécessite que la CDB ait lieu entre deux séquences répétées orientées
dans la méme direction, mais celles-ci peuvent étre séparées de plusieurs kilobases, méme si
dans ce cas la réparation sera plus lente. Dans ce modele la phase pré-synaptique est similaire
aux autres mécanismes de HR, méme si RADS1 n’intervient pas dans le processus puisqu’il n’y
a pas d’invasion de brin, voire I’inhibe en favorisant les autres mécanismes de HR. Ensuite les
protéines RADS52 et ERCC1 notamment permettent de dégrader I’ADN dans le sens 5°-3’entre
les deux séquences homologues complémentaires, et elles peuvent alors s’hybrider. Les extré-
mités 3’ non complémentaires sont excisées et la ligature des extrémités acheve la réparation.
Ce mécanisme, contrairement aux autres modeles de HR, n’est pas conservatif puisqu’il induit
des délétions (Bhargava et al., 2016).

Le deuxieme type de réparation des CDB nucléaires est le NHEJ. Dans ce processus il n’y a
pas de synthese a partir d’une matrice intacte, les extrémités de la cassure sont seulement liées
et il peut donc y avoir des erreurs de réparation avec des insertions ou délétions de séquences.
La réparation peut avoir lieu a n’importe quel moment du cycle cellulaire. Il existe deux voies
pour le NHEJ : le NHEJ classique (C-NHEJ) et le NHEJ alternatif (A-NHEJ), qui sont toutes
deux divisées en trois phase : pré-synaptique, synaptique et ligature des extrémités (Figure 19).

Pour le C-NHEJ une synapse est créée entre les extrémités de la CDB grace a 1’hétérodi-
mere Ku70/ Ku80 qui a une forte affinité pour les extrémités libres d’ADN et se place de part et
d’autre de la cassure. D’apres sa structure cristallographique il s’assemble en anneau capable de
se lier aux extrémités libres de I’ADN (Walker et al., 2001). Il permet ensuite le recrutement de
DNA-PKcs (DNA-dependent protein kinase, catalytic subunit), une kinase de la famille PI3K
(phosphatidylinositol 3-kinase-related kinase) (Yaneva et al., 1997). Les DNA-PKcs peuvent
ainsi se lier aux extrémités de I’ADN et s’autophosphoryler. Ce sont les complexes Ku/ DNA-
PKcs, de chaque c6té de la CDB, qui permettent de maintenir les extrémités proches. Les DNA-
PKcs, de par leur activité kinase, recrutent aussi les autres acteurs du C-NHEJ. Une fois la
synapse €tablie les dommages subis par les bases et les pentoses a proximité de la CDB doivent
étre éliminés. Pour ce faire des nucléases comme Artémis, WRN (Werner syndrom protein)
et FEN1 ainsi que des hélicases qui facilitent leur accessibilité a I’ADN, comme BLM, sont
recrutées pour dégrader les nucléotides endommagés (Deriano et Roth, 2013). Des ADN poly-
mérases synthétisent ensuite les séquences d’ADN manquantes. Chez les mammiferes POL,
POL et la terminal-désoxyribonucléotide transférase sont impliquées dans cette synthese (Ma-
hajan et al., 2002; Fan et Wu, 2004). Ces polymérases interagissent avec le complexe XRCC4/
Ligase IV qui assure la ligation de I’ ADN néosynthétisé avec le reste de la molécule, avec I’aide
de la protéine XLF qui stimule la ligation des extrémités incompatibles (Gu et al., 2007). L’ éli-
mination des nucléotides endommagés et la synthese d’ADN en ’absence de matrice peuvent
entrainer une réparation infidele.

Lautre type de NHEJ, le A-NHEJ, pourrait regrouper différentes voies mais correspond ma-
joritairement a la réparation par recombinaison des extrémités présentant des microhomologies
(MMEJ). Ce type de réparation interviendrait uniquement lorsque la C-NHEJ est insuffisante,
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par exemple lors de dommages trop nombreux ou lorsqu’un acteur essentiel de cette voie est
muté. La cinétique de réparation par A-NHE]J est plus lente que par C-NHEJ (entre 2h et 20h)
comme cela a été montré par étude de cellules déficientes en protéines de la voie classique
(Wang et al., 2003). Ce processus est indépendant de I’hétérodimere Ku et des protéines DNA
PKcs, et utilise au contraire des protéines de la HR dans la phase pré-synaptique : PARP-1 dé-
tecte la cassure et recrute le complexe MRN ainsi que CtIP. Celui-ci permet la résection des
brins et la formation de simple-brins a extrémités 3’ débordantes. Ces brins vont de nouveau
s’hybrider grace a des microhomologies de séquences de quelques nucléotides, a proximité de la
CDB (entre 0 et 10 nucléotides de la cassure). Ensuite POL# synthétise la séquence manquante
d’ADN et les extrémités 3’ non hybridées peuvent étre clivées par des nucléases, possiblement
XPF et ERCCI. Enfin la ligation est réalisée notamment par la ligase 3 et XRCC1 (Sfeir et Sy-
mington, 2015). Ce mécanisme de réparation est moins fidele que le C-NHEJ puisqu’il entraine
nécessairement une délétion ou un réarrangement chromosomique.

La régulation de la réparation des CDB nucléaires et notamment le choix de la voie de ré-
paration ne sont pas totalement élucidés. La phase du cycle cellulaire est importante puisque
la recombinaison homologue n’a lieu que lorsque la chromatide sceur est présente. Différentes
protéines dirigent le systéme vers une voie en particulier, par exemple 1’hétéroduplex Ku vers
le C-NHEJ ou RADS52 et ERCCI1 vers le SSA, mais bien d’autres facteurs sont impliqués (Ben-
nardo et al., 2008; Kakarougkas et Jeggo, 2014).

L’étude des CDB nucléaires permet de faire des hypotheses sur la réparation des CDB mi-
tochondriales, notamment en analysant la localisation des protéines impliquées dans les méca-
nismes déja décrits. Il a par exemple été montré qu’une forme alternative de Ku80, ne possédant
pas la méme extrémité C-terminale que Ku80 nucléaire mais ayant aussi la capacité de se lier
aux extrémités d’ADN, est présente dans les mitochondries (Coffey et Campbell, 2000). Un
crible RNA1 visant a évaluer le role des acteurs de la maintenance de I’ADN nucléaire sur la
maintenance de I’ADNmt, en induisant des dommages mitochondriaux de différentes sortes
(stress oxydatif, CDB ou alkylations), a permis d’identifier de nouvelles candidates potentiel-
lement impliquées dans la réparation de I’ADNmt. Ainsi XRCC4 et POL6 ont été identifiées a
la mitochondrie et leur extinction entraine une élévation de la mort cellulaire en cas de dom-
mages oxydatifs ou de CDB (Wisnovsky et al., 2016). RADS1, essentielle pour la recombinai-
son homologue, interagit aussi physiquement avec I’ADNmt et a un role dans sa maintenance
et I’augmentation du nombre de copies suite a un stress oxydatif (Sage et al., 2010).

Bien que de nombreuses protéines impliquées dans la maintenance des CDB nucléaires aient
été détectées dans les mitochondries, les mécanismes de réparation des CDBmt restent contro-
versés. Chez la levure Saccharomyces cerevisiae les CDBmt sont réparées par recombinaison
homologue grace aux protéines du groupe d’épistasie RADS2 (Stein et al., 2015). Diftérentes
protéines de ce groupe sont localisées dans les mitochondries : Rad51p et Rad59p se trouvent
dans la matrice mitochondriale et Rad51p se lie a ’ADNmt. La génération de CDBmt grace
a une enzyme de restriction a adressage mitochondrial meéne a une accumulation de molécules
d’ADNmt délétées entre des séquences homologues, suggérant une réparation des cassures.
Dans des souches mutantes n’exprimant pas 1’une de ces trois protéines le nombre de délétions
observées est réduit, ce qui indique le role des protéines du groupe d’épistasie RADS?2 dans la
réparation des CDBmt (Stein et al., 2015). Il a également été montré que les CDBmt sont répa-
rées dans des cellules de Drosophiles (Morel et al., 2008). Cependant la réparation des CDBmt
chez les mammiferes ainsi que les mécanismes mis en ceuvre restent débattus. Certaines études
suggerent que des processus de recombinaison réparent les cassures. Une étude sur un modele
murin hétéroplasmique a montré que des CDBmt, induites par I’enzyme de restriction Scal a
adressage mitochondrial, sont réparées par C-NHEJ. La recombinaison intramoléculaire était
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Le complexe ULK1/2 est, en conditions normales, 1li¢ 8 MTORCI1 qui I’inhibe par phosphorylation. En
réponse a une carence en nutriments par exemple, MTORCI1 se dissocie et le complexe ULK1/2 initie la
nucléation du phagophore a 1’aide du complexe PtdIns3K et d’autres facteurs. L’élongation est ensuite
réalisée par le complexe ATG12-ATGS5-ATG16L1, le complexe PtdIns3K, LC3-II et ATG9. L’ autopha-
gosome se referme alors sur son cargo et LC3-II est clivé de la membrane externe. L’ autophagosome
fusionne alors avec un lysosome ou un endosome puis un lysosome, ce qui mene a sa destruction par
des hydrolases et au relichement dans le milieu des produits de cette dégradation par I’intermédiaire des
perméases. Adapté de (Parzych et Klionsky, 2014).
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plus fréquente que la recombinaison intermoléculaire et impliquait majoritairement une région
proche de la D-loop, laissant supposer 1’existence de hotspots de recombinaison sur I’ADNmt
(Bacman et al., 2009). Les molécules d’ ADNmt sont empaquetées dans les nucléoides et n’in-
teragissent donc pas en conditions normales, ce qui limite les possibilités de recombinaison
intermoléculaire (Gilkerson et al., 2008). Au contraire, d’autres travaux in vitro et ex vivo n’ont
pas réussi a détecter d’évenements de recombinaison par C-NHEJ et démontrent que le MMEJ
a un role central dans la maintenance de I’intégrité¢ de I’ADNmt apres CDB (Tadi et al., 2015).
Ce résultat est cohérent avec une étude indiquant qu’environ 85% des délétions d’ADNmt dé-
tectées dans des cellules humaines sont flanquées par de courtes répétitions de séquences (Kri-
shnan et al., 2008). Cependant I’ADNmt est tres dense en genes et les délétions entrainées par
le MME]J pourraient donc facilement impacter la phosphorylation oxydative, ce qui en fait un
mécanisme peu efficace pour préserver la fonction de la mitochondrie apres CDBmt.

Les capacités réparatrices des mitochondries vis-a-vis des CDB sont cependant controver-
sées car plusieurs études ont montré que I’induction d’un nombre important de CDBmt entraine
une déplétion d’ADNmt (Kukat et al., 2008). De plus la réparation des CDBmt n’est pas to-
talement nécessaire : En effet, un grand nombre de copies d’ADNmt est présent dans chaque
cellule et il est donc possible d’éliminer une molécule d’ ADNmt endommagée sans menacer la
survie cellulaire, ce qui est au contraire impossible au niveau des chromosomes nucléaires.

4.3 Dégradation de I’ADN mitochondrial

Comme évoqué auparavant, un autre aspect de la maintenance de I’ADNmt est la dégra-
dation des molécules endommagées. Ce processus est rendu possible par la présence de nom-
breuses copies d’ADNmt a I’intérieur d’une cellule et méme d’une mitochondrie. Mais il est
également nécessaire : en effet ’ADNmt est susceptible de subir des modifications encom-
brantes induisant des distorsions de la structure double-brin. Or aucune activité NER, respon-
sable de la réparation de ce type de dommage, n’a été détectée au niveau mitochondrial. Ces
nucléotides modifiés sont donc irréparables et peuvent générer des mutations lors de la répli-
cation. Cependant il a ét€ montré chez C. elegans que des dommages de ce type, générés par
exposition a des ultraviolets C, étaient éliminés sur le long terme. L’ autophagie et la mitophagie,
couplées a la dynamique mitochondriale, sont responsables de cette élimination, par dégrada-
tion de I’organite (Bess et al., 2013). L’autophagie est un processus cellulaire qui désigne une
dégradation d’une partie du cytoplasme de la cellule par ses propres lysosomes, qui va la re-
cycler. Elle est stimulée lorsque les nutriments sont rares, que les cellules sont soumises a un
stress ou que des bactéries intracellulaires ou des organites endommagés doivent €tre dégradés.
La mitophagie est 1’autophagie spécifique des mitochondries.

Globalement un défaut local de la chaine respiratoire qui peut étre dii a une mutation de
I’ADNmt, associé a une diminution locale du potentiel membranaire mitochondrial, peut dé-
clencher la fission afin d’isoler cette partie non fonctionnelle de la mitochondrie. Celle-ci peut
ensuite étre dégradée par les lysosomes grace a I’activation des voies d’autophagie (Twig et al.,
2008). Comme I’ADNmt muté se trouve a proximité de la protéine défectueuse qu’il code, il
est donc ségrégé dans cette mitochondrie fissionnée et éliminé. Cependant ce processus n’est
pas totalement efficace puisque des mutations hétéroplasmiques déléteres peuvent quand méme
s’accumuler, suggérant qu’une complémentation intramitochondriale a lieu quand les mitochon-
dries sont fusionnées, ce qui empéche d’avoir un lien génotype-phénotype évident (Kowald et
Kirkwood, 2011).

La macroautophagie est le mécanisme principal de I’autophagie et permet d’éliminer des
parties entieres de cytoplasme, comme des organites (Figure 20). Elle commence par la for-
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En conditions normales la protéine PINK1 entre dans les mitochondries ou elle est dégradée par PARL.
En cas de chute du potentiel membranaire mitochondrial, par exemple a cause de dommages de I’ADN,
PINK1 est stabilisée a la membrane externe mitochondriale ol elle phosphoryle Parkin qui, a son tour,
ubiquityle des protéines de la membrane externe. Celles-ci sont alors reconnues par 1’optineurine, qui
s’y fixe. Grace a son domaine LIR I’optineurine se lie alors au LC3-II, entrainant la formation de 1’auto-
phagosome et I’élimination de la mitochondrie défectueuse. Adapté de (Wei et al., 2015).
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mation, ou nucléation, d’'une vacuole appelée phagophore, qui s’allonge et se referme en
séquestrant des constituants du cytoplasme. L’autophagosome ainsi formé, délimité par une
double membrane phospholipidique, fusionne ensuite avec un endosome et/ ou un lysosome,
ce qui va engendrer la dégradation de son contenu (Parzych et Klionsky, 2014). Le méca-
nisme de macroautophagie implique un grand nombre de protéines, notamment de la famille
ATG (autophagy-related). Le complexe ULK1/2 formé des protéines ULK1 ou ULK?2, ATG13,
RBICCI, et ATG101 est en conditions normales associé a MTORC1 (mechanistic target of
rapamycin complex 1) qui inhibe ULK1/2 et ATG13 par phosphorylations. En réponse a la ra-
pamycine ou a une carence en nutriments MTORCI se dissocie du complexe, qui est alors activé
par déphosphorylations (Hosokawa et al., 2009). La nucléation du phagophore commence grace
au complexe PtdIns3K (phosphatidylinositol 3-kinase), a ATG14 et a BECNI, et I’élongation
est ensuite aidée par le complexe ATG12-ATG5-ATG16L1, le complexe PtdIns3K, LC3-II et
ATG9. LC3-II est obtenu par hydrolyse de LC3 par ATG4 en LC3-I suivie de la conjugaison
de cette forme avec le lipide phosphatidylethanolamine (Tanida et al., 2008). Puis 1’autopha-
gosome se referme sur son cargo et LC3-I1I est clivé de la membrane externe. Finalement il fu-
sionne avec la membrane lysosomale, formant un autolysosome, ou avec I’endosome, générant
un amphisome qui fusionnera ensuite avec le lysosome. Le déplacement de 1’autophagosome se
fait grace aux microtubules (Monastyrska et al., 2009).

La macroautophagie non sélective est activée notamment en cas de carence en nutriments,
afin de recycler une partie du cytoplasme. Dans le cas de la réponse a des dommages mito-
chondriaux un processus sélectif existe, la mitophagie (Figure 21). Il va cibler les organites qui
signalent leur dysfonctionnement par un mécanisme impliquant les protéines PINK1 (PTEN-
induced putative kinase 1) et Parkin. PINK1 est un indicateur du stress mitochondrial. En effet
dans des mitochondries fonctionnelles cette protéine est importée du cytoplasme a la mitochon-
drie ou elle est dégradée par protéolyse au niveau de la membrane interne, par exemple par les
protéases MPP (mitochondrial processing peptidase) et PARL (presenilin-associated rhomboid-
like protease). Mais lors d’une diminution du potentiel membranaire mitochondrial, PINK1 est
stabilisé a la membrane externe ou elle recrute et active par phosphorylation Parkin, une ubiqui-
tine ligase E3 (Greene et al., 2012). Parkin ubiquityle alors plusieurs protéines de la membrane
externe mitochondriale dont BCL-2, VDAC et les mitofusines 1 et 2 (Mfnl et 2) (Green et al.,
2011). Enfin I’optineurine, un récepteur de 1’autophagie possédant un domaine de liaison a
I’ubiquitine et un motif LIR (LC3-interacting region) s’associe aux protéines ubiquitylées de
la membrane externe, ce qui induit la séquestration des mitochondries endommagées dans les
autophagosomes, par interaction avec LC3 (Wong et Holzbaur, 2014).

Deux autres mécanismes de mitophagie existent. L’un est spécifique a I’élimination des mi-
tochondries lors de la maturation des réticulocytes pour donner des érythrocytes. Il implique les
protéines mitochondriales BNIP3 (BCL2 and adenovirus E1B 19-kDa-interacting protein 3) et
BNIP3L (BNIP3-like, aussi appelée NIX), qui possedent un motif LIR orienté vers le cytosol
leur permettant d’interagir avec LC3 (Rikka et al., 2011; Schweers et al., 2007). Le deuxieme
est activé en cas d’hypoxie ou de la présence d’un découplant mitochondrial. Dans ce proces-
sus le récepteur de la membrane externe mitochondriale FUNDCI1 (FUN14 domain-containing
protein 1) est différentiellement phosphorylé en normoxie ou hypoxie. En condition d’hypoxie
la liaison LC3-FUNDCI par le motif LIR est activée, permettant a 1’autophagosome de se refer-
mer autour de la mitochondrie défectueuse et de I’amener au lysosome pour dégradation (Wei
etal., 2015).

La dégradation de I’ADNmt peut aussi passer par une élimination de la cellule en entier, par
apoptose. Il a par exemple été montré que la perte d’EXOG entraine des dommages de I’ ADNmt
di a 'accumulation d’intermédiaires toxiques du BER, ce qui mene a un dysfonctionnement
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mitochondrial suivi de la dépolarisation et de I’apoptose induite par la voie mitochondriale
(Tann et al., 2011; Houten et al., 2016).

La dégradation sélective de '’ ADNmt endommagé, sans passer par 1’élimination de 1’orga-
nite ou de la cellule, est aussi envisageable. En effet certaines études ont montré que la baisse du
potentiel mitochondrial et la modification physiologique des mitochondries avec la fragmenta-
tion du réseau, étaient secondaires a la dégradation de I’ADNmt et la diminution de I’expression
des protéines codées par I’ADNmt (Shokolenko et al., 2013). Les mécanismes de cette dégra-
dation ne sont cependant pas €élucidés, il a été proposé que différents processus avec différentes
cinétiques sont mis en place en fonction du type cellulaire, mais les acteurs impliqués n’ont pas
été identifiés (Shokolenko et al., 2014). Ce mécanisme sélectif devrait impliquer des nucléases.

4.4 Systeme de génération expérimentale de cassures double-
brin

4.4.1 Non ciblées

L analyse de la maintenance de I’ ADN suite a des CDB implique la mise au point d’un mo-
dele expérimental permettant de générer ces cassures sur un systeme d’étude. Il est par exemple
possible d’induire des cassures non ciblées de I’ ADN, qui vont casser a la fois les chromosomes
nucléaires et I’ADNmt.

Les irradiations par rayonnements ionisants, comme les rayons X, gamma ou ultraviolets,
sur cellules ou organismes entiers, sont ainsi utilisées pour étudier les réponses globales aux
CDB ou I'impact de facteurs de réparation. Ces rayonnements peuvent provoquer 1’ionisation
ou I’excitation des atomes et la formation de radicaux libres. Ceux-ci vont réagir avec les consti-
tuants des cellules et induire des lésions de I’ADN, par effet direct ou indirect. En effet les
rayons ionisants peuvent réagir directement avec I’ADN mais aussi par exemple avec I’eau, qui
constitue 80% de la cellule, provoquant la radiolyse de 1’eau et la production de radicaux libres
comme HO" ou H,O,. Ces especes tres réactives sont particulierement agressives pour la molé-
cule d’ADN et entrainent les effets indirects. Les 1ésions qui en découlent sont par exemple des
dommages des sucres ou des bases, des pontages intra et interbrins et des cassures de I’ADN.
Une CDB consiste en la rupture des deux chaines d’ADN en méme temps, en des endroits
distants au plus de trois nucléotides. Elles peuvent résulter de I’action d’une seule particule ré-
active cassant les deux brins ou de la combinaison de deux CSB proches dues a deux particules
différentes. Il a été estimé qu’une irradiation d’une cellule avec 1 Gray entraine 500 a 1000 CSB
et 40 CDB de I’ADN nucléaire par exemple (Jalade, 2005).

Une autre méthode pour générer des CDB non ciblées consiste a utiliser des composés chi-
miques. Des agents génotoxiques comme des intercalants de I’ADN, des agents alkylants ou
des antibiotiques cytotoxiques peuvent ainsi induire des cassures d’ADN. Par exemple la doxo-
rubicine est un intercalant de I’ADN qui modifie donc sa structure localement, et elle stabilise
aussi le complexe topoisomérase 1I/ ADN, générant des cassures et des blocages de la fourche
de réplication (Yang et al., 2014). La bléomycine, quant a elle, est un peptide non ribosomique
produit par une bactérie, qui fonctionne comme un antibiotique et induit une rupture du brin
d’ADN (Chen et al., 2008; Ishak et al., 2016). Ce composé est capable d’endommager I’ADN
mitochondrial, mais les cassures nucléaires sont aussi importantes.

La génération de CDB non ciblées complique 1’étude de la réponse aux cassures mitochon-
driales, puisque I’ADN chromosomique est aussi atteint. Il est donc difficile de savoir si I’effet
observé provient des CDB mitochondriales ou nucléaires.
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2002).
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4.4.2 Ciblant PADN mitochondrial

Depuis plus d’une dizaine d’années des enzymes de restriction sont utilisées pour générer
des CDB ciblées a I’ADNmt. Dans leur forme la plus simple ces outils de modification du
génome consistent en une enzyme de restriction recombinante liée a une séquence d’adressage
mitochondrial (MTS) qui permet de I’importer dans la mitochondrie, ou elle coupera I’ADNmt
aux sites de restriction. Il est parfois nécessaire de modifier la séquence initiale de nucléotides
de I’enzyme bactérienne pour que les codons correspondent mieux au code génétique utilisé par
I’espece dans laquelle on veut utiliser cet outil. On parle par exemple d’humanisation lorsque
la séquence est adaptée pour pouvoir €tre transcrite et traduite par des cellules humaines.

Cet outil de modification du génome peut €tre utilisé au niveau cellulaire ou au niveau
de I’organisme entier, il peut aussi étre inductible ou exprimé spécifiquement dans un organe.
Par exemple Srivastava et Moraes ont mis au point un modele murin transgénique exprimant
I’enzyme de restriction Pstl spécifiquement dans le muscle. Le gene de Pstl avait été construit
avec la séquence d’adressage mitochondrial de I’extrémité N-ter du géne humain COX8A et
codé dans un plasmide pSMA, il était donc sous I’emprise du promoteur d’actine des muscles
squelettiques (Srivastava, 2005). Il est aussi possible de créer des systemes ou 1’expression de
I’enzyme de restriction est inductible, par exemple grace au systeme Tet-off/ Tet-on (Figure 22).
Le systeme Tet-Off utilise une protéine chimérique, la protéine transactivatrice de la tétracycline
(tTA), créée en fusionnant la protéine TetR de E.coli avec le domaine activateur de la protéine
VP16 du virus de I’herpes. tTA se lie sur I’ADN, sur la séquence opératrice TetO en amont
du promoteur, ce qui active la transcription. L’ajout de tétracycline, ou de doxycycline qui est
un analogue plus stable, empéche la transcription en se liant a la protéine tTA, changeant sa
conformation et supprimant sa liaison a TetO. Le systeme Tet-on fonctionne de manicre inverse :
c’est la protéine rtTA (reverse tetracycline-controlled transactivator), obtenue par mutation dans
la protéine TetR, qui est utilisée. Celle-ci ne peut se lier a la séquence TetO qu’en présence
de tétracycline ou de doxycycline, ce qui active la transcription (Gossen et Bujard, 1992). Si
I’expression de I’enzyme de restriction est sous le contrdle d’un opéron tétracycline il est donc
possible de controler temporellement I’induction de CDB par incubation avec de la doxycycline
pour les modeles cellulaires ou par injection ou ajout de I’antibiotique dans la nourriture pour
les animaux.

Lutilisation d’enzymes de restriction a adressage mitochondrial vise plusieurs objectifs.
Tout d’abord ces cassures peuvent permettre d’établir des modeles de pathologies mitochon-
driales, comme des myopathies, des maladies neurodégénératives ou simplement le vieillisse-
ment, en créant un dysfonctionnement de la phosphorylation oxydative. Ensuite les enzymes
de restriction peuvent cibler une molécule d’ADNmt en particulier, ce qui ouvre des perspec-
tives thérapeutiques pour soigner les pathologies dues a des mutations hétéroplasmiques de
I’ADNmt. En effet, si I’enzyme coupe préférentiellement les molécules mutées, un changement
de ratio entre ADN muté et ADN sauvage peut étre induit, permettant de restaurer la fonction
altérée par la mutation. La premiere expérience pour confirmer 1’efficacité de cette approche
utilisait des cellules cybrides contenant a la fois de I’ADNmt de souris et de rat. L’ADNmt de
souris contient deux sites de restriction Pstl alors que I’ADNmt de rat n’en contient pas. Apres
expression de I’enzyme de restriction Pstl a adressage mitochondrial le ratio ADNmt souris/
ADNmt rat avait significativement changé en faveur de I’ADNmt de rat, résistant a PstI (Srivas-
tava et Moraes, 2001). Une expérience similaire a été réalisée sur un modele cellulaire contenant
de I’ADNmt sauvage et muté m.8993T>C dans le gene de I’ATP6. Cette mutation, a des taux
d’hétéroplasmie €levés, entraine une encéphalomyopathie sévere. Elle crée un site de restriction
pour I’enzyme Smal, et apres transfection des cellules avec cette enzyme il a été observé une
baisse du ratio ADNmt muté/ ADNmt sauvage, ouvrant des perspectives de thérapies géniques
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dans le futur (Tanaka et al., 2002). Les cellules p0 sont des cellules dont les mitochondries sont
intactes mais ne possedent pas d’ADNmt, originellement obtenues par exposition au bromure
d’éthidium (Hashiguchi et Zhang-Akiyama, 2009). Alternativement les enzymes de restriction
a adressage mitochondrial peuvent étre utilisées pour générer ces cellules, ce qui a par exemple
été fait avec I’endonucléase EcoRI dans des cellules de souris, de rat et humaines (Kukat ef al.,
2008). Les cellules p0 sont intéressantes pour étudier I’ADNmt de patients : Il est possible de
créer des cellules cybrides issues de la fusion de cytoplastes énuclées de patients malades et
de cellules pO immortalisées, ce qui peut permettre de déterminer si une mutation nucléaire ou
mitochondriale est a I’origine de défauts de la chaine respiratoire (Tonin et Entelis, 2014).

Lutilisation d’enzymes de restriction a adressage mitochondrial présente cependant une
limitation majeure : la majorité des mutations pathologiques hétéroplasmiques de I’ADNmt
ne créent pas un nouveau site de restriction qui peut étre ciblé par une enzyme de restriction
naturelle. D’autres systemes, utilisant des endonucléases avec des domaines de reconnaissance
de I’ADN modulables, ont donc été mis au point, notamment les nucléases a doigts de zinc
(ZFN5s) et les nucléases effectrices de type activateur de transcription (TALENs) (Bacman et al.,
2014).

Les ZFNs sont créées artificiellement, grace a la fusion d’un domaine de liaison a I’ADN
séquence spécifique de type « doigt de zinc » et du domaine catalytique d’une nucléase. Chaque
doigt de zinc reconnait environ trois paires de bases, grace a sa partie C-terminale, et trois doigts
de zinc sont souvent associés pour une ZFN, permettant une bonne spécificité de séquence. Le
domaine de clivage non spécifique utilisé est souvent le domaine catalytique de 1’endonucléase
Fokl. Pour cliver I’ADN ce domaine doit se dimériser et il faut donc utiliser une paire de ZFNs
pour cibler un site de coupure spécifique, les ZFNs étant spécifiques de séquences situées a
proximité sur chaque brin de I’ADN (Kim ef al., 1996). 1l faut ensuite ajouter a ces nucléases
une séquence d’export nucléaire ainsi qu’une séquence d’adressage mitochondrial pour qu’elles
puissent cibler ’ADNmt. L'un des inconvénients des ZFNs est leur sensibilité a I’environne-
ment génomique réel, qui peut influer sur leur spécificité, nécessitant une importante mise au
point et la validation de chaque paire de ZFNs avant étude (Ramirez et al., 2008). Des ZFNs
a adressage mitochondrial ont été utilisées dans un modele cellulaire cybride de la délétion
commune afin de diminuer le taux de molécules d’ADNmt mutées (Gammage et al., 2014).

Les TALENSs fonctionnent sur le méme principe que les ZFNs, seul le domaine de liaison
a I’ ADN est différent. Celui-ci est constitué d’effecteurs TAL (TALESs), des protéines sécrétées
par la bactérie Xanthomonas. Chaque TALE comprend 33 ou 34 acides aminés identiques a
I’exception des acides aminés 12 et 13 qui sont tres variables et permettent la reconnaissance
d’un nucléotide spécifique. Un assemblage de TALEs permet donc la reconnaissance d’une
séquence particuliere. Le domaine de clivage de I’ADN est souvent le domaine catalytique de
Fokl, comme pour les ZFNs, et les TALENSs sont donc aussi utilisés par paires, la dimérisation
étant nécessaire pour que la nucléase induise une CDB (Boch, 2011). La synthese artificielle
du geéne codant pour un TALEN nécessite souvent des étapes d’optimisation car les séquences
répétées du domaine de liaison a I’ADN risquent de s hybrider entre elles lors des étapes de
synthese des oligonucléotides (Zhang et al., 2011). L’ajout d’'une MTS sur la séquence du gene
est nécessaire pour I’import du TALEN dans la mitochondrie.

Lutilisation des ZFNs et des TALENs pour cibler I’ADNmt est cependant parfois problé-
matique. En effet les mutations hétéroplasmiques différent souvent de I’ADNmt sauvage par
une seule base et il peut étre difficile de concevoir des nucléases qui discriminent les deux
molécules. De plus I'import mitochondrial n’est pas toujours efficace (Bacman et al., 2014).
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Les processus cellulaires enclenchés suite a des CDBmt sont encore mal élucidés. Trois possibilités sont
envisageables : la réparation des cassures, la dégradation des molécules endommagées et la réplication
intensifiée des molécules intactes. Cette these vise a découvrir lesquels de ces processus sont mis en
ceuvre, et a déterminer les mécanismes et les protéines impliqués.



Objectifs du projet de recherche

L’ ADNmt peut €tre la cible de cassures double-brin suite a la production de ROS, d’irra-
diations ionisantes ou encore d’erreurs de réparation ou de réplication. Les CDB sont déléteres
pour la cellule car elles empéchent notamment la réplication des molécules d’ADN, et, au ni-
veau nucléaire, des mécanismes de réparation existent pour faire face a ces dommages. Cette
these se focalisera sur 1’étude des impacts de ce type de 1ésion en particulier sur ’ADNmt.

Chez les mammiferes la gestion des cassures double-brin au niveau mitochondrial n’est pas
bien comprise. Certaines €tudes ont détecté une réparation des CDBmt, par C-NHEJ (Bacman
et al., 2009) ou MME] (Tadi et al., 2015). D’autres indiquent plutdt une dégradation des mo-
lécules 1ésées, par des mécanismes de mitophagie (Busch et al., 2014; Diot et al., 2016) ou
d’apoptose (Tann et al., 2011), ou directement avec I’implication de nucléases (Shokolenko
et al., 2013), ce qui pourrait €tre associé a une amplification de la réplication des molécules in-
tactes. Ces résultats contradictoires montrent que des analyses complémentaires sont requises.
De plus les protéines mises en jeu dans ces processus n’ont pas été identifiées. Comprendre
plus précisément comment la cellule gere la maintenance de I’ ADNmt suite a des CDB pour-
rait éventuellement permettre de mieux appréhender certaines pathologies mitochondriales pour
lesquelles les patients présentent des délétions ou des déplétions d’ ADNmt non expliquées par
des mécanismes connus.

L’ objectif de cette these est donc d’étudier les mécanismes de maintenance de I’ ADNmt
suite a des cassures double-brin chez I’Homme, et la problématique peut étre résumée par deux
questions (Figure 23) :

- Quels processus permettent la gestion des CDBmt ?
- Quelles protéines sont impliquées dans ces processus, et par quels mécanismes ?

La premiere étape de ce projet a consisté en la mise au point d’un systeme permettant la
génération de CDBmt, pour pouvoir ensuite en étudier les conséquences au niveau cellulaire.
Pour cela une lignée cellulaire humaine a été transfectée de manicre stable avec un géne codant
pour une enzyme de restriction (Pstl) a adressage mitochondrial dont I’expression est inductible.

Dans une deuxieme étape, 1’état de I’ADNmt a été observé apres induction de CDBmt et
pendant une phase de récupération. Cette partie vise a répondre a la premiere question de la
problématique, a savoir quelles stratégies sont mises en place par la cellule suite a des CDBmt.

Enfin nous avons essayé de déterminer quels sont les acteurs de la réponse a des CDBmit.
Pour cela différentes stratégies ont été mises en place : une approche ciblée, par protéines can-
didates, et une approche plus globale, par protéomique et crible RNA..

Parallelement a ce projet j’ai aussi participé a une étude sur les polymérases de poly(ADP-
ribose) (PARP) qui modifient d’autres protéines en leur ajoutant des polymeres d’ ADP ribose,
et notamment sur leur r6le dans la réponse aux cassures de I’ADN dans des cellules embryon-
naires de drosophiles. La génération des cassures simple et double-brin était alors réalisée par
traitement des cellules avec un agent radiomimétique, la bléomycine, qui cible a la fois I’ADN
nucléaire et I’ADN mitochondrial. Cette étude a fait I’objet d’une publication et est présentée
dans la partie annexe.
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Chapitre 1

Culture cellulaire

1.1 Entretien des cellules

Plusieurs lignées cellulaires humaines ont été utilisées dans le cadre de cette these : Flp-In
TREx 293 (Invitrogen) qui correspond a des cellules HEK293 (cellules embryonnaires de rein)
modifiées pour exprimer le répresseur Tet et qui contiennent un site FRT (Flp recombination
target) dans leur génome, HAP1 (cellules de leucémie myéloide chronique dérivées de la lignée
KBM-7) WT, KO NUDT6 ou KO NUDT19 (Horizon Discovery), HeLa (cellules dérivées d’un
cancer du col de I'utérus) et U20S (cellules épithéliales d’ostéosarcome).

Les cellules HEK293 sont cultivées en milieu DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s me-
dium) haut glucose supplémenté en GlutaMAX et pyruvate (Gibco by Lifetechnologies), avec
10% de SVF (certifié sans tetracycline, Biowest) et 100U/mL de pénicilline et streptomycine
(HyClone, Thermo Scientific). Les cellules HAP1 sont quant a elles cultivées en milieu IMDM
(Iscove’s Modified Dulbecco’s Media, Sigma), avec du GlutaMAX, 10% de SVF et 100U/
mL de pénicilline et streptomycine. Enfin les cellules HeLa et U20S sont cultivées en mi-
lieu DMEM haut glucose (Gibco by Lifetechnologies), avec 10% de SVF et 0.1mg/ mL de
gentamicine.

La congélation des cellules est faite dans du SVF supplémenté avec 10% de DMSO (3.10°
cellules dans 1mL par ampoule), a -20°C pendant quelques heures puis -80°C et éventuellement
dans I’azote liquide. La décongélation est réalisée rapidement, les cellules décongelées sont
ajoutées a 9mL de milieu puis centrifugées. Le culot est repris dans 1mL de milieu et les cellules
sont mises en culture avec SmL de milieu. Le milieu est changé le lendemain pour éliminer les
cellules mortes et 10mL de milieu neuf est utilisé par boite ronde de 10cm de diametre.

La contamination éventuelle par des mycoplasmes des cellules HEK293 et HAP1 WT et KO
NUDT19 a été vérifiée par PCR grace au kit LookOut Mycoplasma PCR Detection Kit suivant
les indications du fabricant (Sigma-Aldrich).

1.2 Etablissement du systeme de cassures inductibles

Les cellules Flp-In TREx 293 non transfectées sont notées HEK293 WT car elles sont uti-
lisées comme contrdle dans les expériences. Elles sont cultivées avec 100 pg/ ml de zeocine
(Invitrogen) et 15 pug /ml de blasticidine (Invivogen) comme antibiotiques de sélection. Le vec-
teur pcDNA3 contenant le gene Pstl flanqué de la séquence d’adressage mitochondrial du gene
COXS8 nous a été donné par le Dr. Carlos Moraes. La construction a été re-clonée dans le vecteur
pcDNAS/FRT/TO (Invitrogen) et la séquence du gene Pstl a été confirmée par séquencage.
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Gene cible

Reference

Founusseur

HSS141823

ThermoFisher Stealth
sIRNAs

ThernmoFisher Stealth

DFFR HSS141824
sIRNAs
Themmolisher Stealth
HBSS8141825 .
sIRNAs
HSS141856 ThermoFisher Stealth
BRlAtean siRNAs
ThenmoFisher Stealth
DNA2 HSS141857 .
sIRMNAs
ThermoFisher Stealth
HES141858 .
sIRMNAs
103083878 (j!iagen FlexiTube
ENDOG SIRNA
5707 Ambion
ThermoFisher Stealth
HES124153 .
sIRMNAs
EXD2 HSS124155 Tllcl‘LlloFisllcl‘ Stealth
siRMNAs
Themmolisher Stealth
HSS182946 .
’ sIRNAs
HSS115057 Tllcl‘LlloFlelcl‘ Stealth
siRMNAs
i o Qiagen FlexiTube
ZOG SI03075534 N
EXOG SRNA
519208 Ambion
ThermoFisher Stealth
HES103627 .
’ sIRMNAs
FENI HSS103620 Tlle11110Fisllel' Stealth
siRMNAs
ThermoFisher Stealth
HSS176903
sIRNAs
- o Qiagen FlexiTube
SINA3369 .
SINA336976 GRNA
ThermoFisher Stealth
MGMEL HES132380 .
sIRMNAs
HSS132390 TllelillOFi.S}.lc‘l' Stealth
siRMNAs
ThermoFisher Stealth
SS120322 .
HSS120 sIRMNAs
SNDL HSS120324 'll'hcmmF'Lshm‘ Stealth
siIRMNAs
Themmolisher Stealth
HSS178293 .
sIRNAs
. _ a Dharmacon SMART pool
TFAM L-019734-00-00035

ON-TARGETplus

Tableau 1 — Liste des siRNA utilisés
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Pour établir le systeme inductible de CDBmt dans les cellules HEK293 le vecteur pcDNAS/
FRT/TO comportant le gene Pstl et le vecteur pOG44 (Invitrogen) qui exprime la recombinase
Flp, ont été co-transfectés avec un rapport massique 1 :10 (environ 1ug de pcDNAS-Pstl et
10ug de pOGG44) dans les cellules Flp-In TREx 293 a I’aide de Lipofectamine 2000 (Invitro-
gen) suivant les indications du fabricant. 5h apres transfection le milieu est changé, sans ajouter
les antibiotiques de sélection. Ceux-ci, I’hygromycine B Gold (150 pg/ ml, Invivogen) et la
blasticidine (15ug/ mL, Invivogen), sont ajoutés 48 a 96h post transfection pour sélectionner
les cellules efficacement transfectées. Apres environ 2 semaines seules les cellules transfectées
ont survécu, et les antibiotiques de sélection sont ajoutés a chaque passage lors de I’entretien.
Les cellules Flp-In TREX transfectées Pstl sont notées HEK293 Pstl. Pour sélectionner des po-
pulations clonales, différentes dilutions des cellules transfectées sont réalisées dans des plaques
96 puits, afin qu’un puits contienne une seule cellule a 1’origine de la population monoclonale,
qui sera ensuite amplifiée.

L’expression de I’enzyme de restriction Pstl dans les cellules HEK293 Pstl est induite par
traitement avec 1ug/ mL de doxycycline ajouté au milieu, et stoppée par enlevement du milieu,
rincage au PBS et ajout de nouveau milieu sans doxycycline.

1.3 Transfection de siRNA

Les transfections de siRNA sont réalisées selon le mode direct (Forward transfection) sauf
pour le crible RNAI ou elles sont réalisées selon le mode inverse (Reverse transfection).

Les transfections directes sont réalisées 24h apres ensemencement des cellules. Les sé-
quences, concentrations et fournisseurs des différents siRNA sont indiqués dans le Tableau
1. Lors de la transfection de cellules cultivées dans des plaques 6 puits 150uL de milieu Op-
tiMEM + GlutaMAX (Gibco) avec 10-12uL de Lipofectamine RNAi Max (Invitrogen) sont
ajoutés goutte a goutte a 150 L de milieu OptiMEM + GlutaMAX mélangé aux siRNA souhai-
tés pour chaque puits. Le mélange est incubé 20min a température ambiante puis ajouté goutte a
goutte au puits dans lequel 3mL de milieu OptiMEM + GlutaMAX a préalablement été ajouté.
Les cellules sont incubées Sh a 37°C puis le milieu OptiMEM + GlutaMAX est remplacé par
du milieu de culture normal. Les cellules sont utilisées 3-4 jours apres transfection. Pour aug-
menter ’efficacité de certains siRNA une double transfection des siRNA a parfois été réalisée.
La premiere transfection est réalisée dans 1 ou 2 puits d’une plaque 6 puits, 2j apres les cellules
sont transférées dans une boite 10cm et la deuxieme transfection a lieu le 3éme jour.

Lorsque la transfection de siRNA est suivie par induction de Pstl la doxycycline est ajoutée
au milieu 3j apres transfection.

Pour le crible RNA1 la transfection de siRINA est réalisée selon le mode inverse, en utili-
sant une librairie de siRNA sur mesure ciblant environ 80 genes de nucléases nucléaires plus
quelques genes de la maintenance de I’ADNmt tels POL~y, TFAM, TWINKLE et POLRMT,
avec 4 siRNA ciblant chaque gene (Chery-pick siRNA library plate, Dharmacon, Figure 24,
page suivante). Le protocole reste le méme mis a part que le mélange OptiMEM - Lipofecta-
mine — siRNA est réalisé directement dans les puits et que les cellules sont ajoutées dans un
second temps, diluées dans du milieu DMEM GlutaMAX SVF afin de supprimer 1’étape de
changement de milieu 5h apres transfection. L’expression de Pstl est induite 2j apres transfec-
tion par ajout de la doxycycline, et les cellules sont utilisées en immunofluorescence le lende-
main.
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FIGURE 24 — Plan de plaque du crible RNA1
Les puits vides sont utilisés pour différents contréles : non traité doxycycline, sans lipofectamine, sans
marquage avec |’anticorps primaire.
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1.4 Transfection de plasmides (localisation)

La localisation de certaines protéines, notamment NUDT6, NUDT19, RADS4L et POLy, a
été réalisée par transfection de cellules avec un plasmide codant pour la protéine liée a I’e GFP.
Le protocole est similaire a la transfection de siRNA en mode direct. Lors de la transfection
dans des plaques 6 puits 145uL de milieu OptiMEM + GlutaMAX avec 5u:L de Lipofectamine
2000 sont ajoutés goutte a goutte a 150uL de milieu OptiMEM + GlutaMAX mélangé a environ
1,81g de plasmide. Le mélange est incubé 20min a température ambiante puis ajouté goutte a
goutte au puits dans lequel 3mL de milieu OptiMEM + GlutaMAX a préalablement été ajouté.
Les cellules sont incubées S5h a 37°C puis le milieu OptiMEM + GlutaMAX est remplacé par du
milieu de culture normal. Les cellules sont observées au microscope 2-3 jours apres transfection
dans le cas de transfections transitoires, ou sont d’abord sélectionnées a 1’aide de gentamycine
environ une semaine apres transfection, dans le cas de transfections stables, puis observées au
microscope apres 1-2 semaines de sélection.
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Chapitre 2

Analyses sur les acides nucléiques

2.1 Extraction d’ADN

L’ ADN est extrait grace au kit NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel) selon les instructions
du fabricant, avec une étape supplémentaire de dégradation de I’ARN. Pour chaque extraction
1-4.10° cellules sont utilisées. Brievement, les cellules sont lysées dans un tampon de lyse
contenant de la protéinase K et du SDS pendant 15min a 70°C puis incubées Smin avec de la
RNaseA a 37°C. Ensuite I’ ADN est purifié sur colonne et élué avec 100uL de tampon d’élution.
Pour les applications nécessitant de I’ADN concentré (notamment le southern blot), I’ADN est
précipité avec de I’éthanol et de I’acétate de sodium au moins 3h a -20°C. Il est ensuite lavé a
I’éthanol 70% et resuspendu avec 10uL d’eau distillée stérile. La concentration et la pureté de
I’échantillon sont mesurées par Nanodrop (Nanodrop ND-1000, Thermo scientific). Lorsqu’une
mesure plus précise de la concentration €tait nécessaire le Quantus Fluorometer avec le systéme
QuantiFluor ONE dsDNA (Promega) était utilisé.

2.2 Extraction d’ARN et transcription inverse

L’ARN total est isolé 2 partir de 0.5-1.5.10° cellules, congelées dans 1’azote liquide des
leur collecte et stockées a -80°C si besoin, avec du TRI Reagent (Molecular Research Center
Inc.) selon le protocole du fabricant. La concentration et la pureté des ARN sont mesurées par
Nanodrop. Pour chaque échantillon un mélange de 2ug d’ARN, 1uL d’amorces hexamériques
(random hexamer, Promega) et d’eau distillée ultrapure d’un volume final de 10uL est incubé a
65°C pendant 15min puis refroidi a 4°C 5 min. Ensuite du tampon M-MLV RT 1X (Promega),
des ANTP (0.5mM chacun), 2U/uL. de RNAsin Plus (Promega) et 10U/uL de transcriptase in-
verse M-MLV (Promega) sont ajoutés pour un volume final de 20uL (concentrations finales),
avant de réaliser la transcription inverse dans un thermocycleur (Mastercycler gradient, Eppen-
dorf) : 37°C pendant 1h puis 95°C 10min. De la RNase A est finalement ajoutée dans chaque
échantillon et incubée 20min a 37°C puis 10min a 4°C.

2.3 Southern Blot

Pour analyser I’ADNmt en utilisant des sondes mitochondriales, 1;1g d’ADN est chargé sur
un gel d’agarose 1%, apres digestion pendant 3-4h a 37°C avec BamH1 ou BamH1 + Pstl pour
le contrdle. La digestion par BamH1 a lieu dans le tampon H (Promega) et la double digestion
dans le tampon E (Promega), en présence de BSA 1X (Promega). 7.5U de chaque enzyme de
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Amorce Forward Amorce Reverse
Taille | Position Sequence Position Sequence
229 L671-1690 5°-GCT AAA CCT AGC 1180.2499 5°-AAA CAG GCG GGG
o= T CCCAAA CC-¥ e TAA GATTT-3°
Sondes 5 -TTCATG ATC ACG 5¢. AT GGG C
842 7653-7672 - _T_T '_F\T(J F\T_ S ACG 8475-8494 - wTwTT_TF\FE (;T(J(J -TT
ADNmt CCCTCATA-3 TGGTGA GG-3¢
- 11714-11733 5°-CACGGG CTT ACA 1352512544 5°.TGG CTC AGT GTC
o I TCC TCATT-3 R AGTTCG AG-3°
Sonde 135 130.250 5°-CTCACC CACTAG 655-674 5°-GAT ACT GCG ACA
7S AR GAT ACC AAC-3° - TAG GGT GC-3°

Tableau 2 — Sondes utilisées pour les Southern Blots

Géne cible Amorce Forward Amorce Reverse
APP 5-TTTTTG TGT GCT CTC CCA GGT CT-3"  [5-TGGTCA CTG GTT GGT TGG C-3°
DNA2 5-CAGTCC CTC TGA TAT TGG TA-3' 5TCTTTC AAG AGT TCA CCA AC-3'
ENDOG 5-GAA GGC CAT GGA CGA CAC-3° 5°-AGGATT TCC CAT CAG CCT CT-3°
EXO0GI 5°-GGGTGC CTA GAT GGG TTC TT-3° 5'-CAA AAT CCT GAG GCA CAATG-3
EXOG2 5°-GGA AGC AGC CGG ATG GTG AT-3" 5°-CAA AAT CCT GAG GCA CAATG-3
MGME1 5°-CGA GCT CTT GAA AGT GCT GTT-3" 5'-CCATGT ATG CCA CAA CTT GC-3°
mtCYTB 5-GCCTGC CTG ATC CTC CAA AT-3 5'-AAGGTA GCG GAT GAT TCA GCC-3°
NUDT6 5'-CCA GCA GAT TAC CAG GAT AT-3' 5-GTCTCC AAT ATC TTC TTC AGG-3'
Pstl 5-ATTACA AGC CCA ATT CCC GC-3' 5"TAGGAA CGT GGG TCA GGA AC-3
TBP 5'-ACGCCA GCT TCG GAG AGT TC -3/ 5'-CAAACC GCT TGG GAT TAT ATT CG-3'

Tableau 3 — Liste des amorces PCR et qPCR utilisées




Matériel et méthodes

restriction est utilisée par échantillon, pour un volume final de 20uL. La migration est effectuée
a 100V pour environ 2h30.

L’ ADN est ensuite dépuriné par incubation du gel 10min dans une solution de HCI1 0.25M,
puis dénaturé 30min dans une solution NaOH 0.5M, NaCl 1.5M et enfin neutralisé 45min dans
une solution de TrisHCI pH8 1M, NaCl 1.5M. Les fragments d’ADN sont transférés sur la nuit
par capillarité avec du SSC 5X sur une membrane nylon, qui est bloquée 2h a 80°C le lendemain.

La membrane est hybridée avec trois sondes mitochondriales marquées radioactivement et
reconnaissant des séquences situées dans le gene codant pour I’ ARNr 16S, entre les genes NDS5
et ND4 et entre les genes COX?2 et ATPS. Les sondes sont présentées dans le Tableau 2. Apres
1h de pré-hybridation, I’hybridation des membranes est réalisée sur la nuit a 60°C dans un
tampon phosphate de sodium 0.25M pH 7.2 et SDS 7%. Les membranes sont ensuite lavées
une premiere fois 10min a 60°C (SSC 1X, SDS 0.5%) puis trois fois 10min toujours a 60°C
(SSC 0.1X, SDS 0.1%). Les signaux d’hybridation sont analysés par phosphoimager (BioRad)
ou contact avec un film photographique (Amersham Hyperfilm MP, GE Healthcare).

Dans le cas d’un Southern Blot avec hybridation avec la sonde 7S (présentée dans le Tableau
2), 311g d’ADN est chargé sur un gel d’agarose 0.8%, apres 3-4h de digestion a 37°C par BamHI
seulement.

2.4 PCR quantitative en temps réel

Toutes les réactions de PCR quantitative ont été réalisées sur un thermocycleur MasterCy-
cler RealPlex (Eppendorf) en utilisant du MESA GREEN qPCR Mastermix Plus for SYBR
Assay (Eurogentec) selon les instructions du fabricant.

La quantification relative de I’ADNmt a été réalisée par amplification par PCR quantitative
en temps réel d’une portion du gene mitochondrial cytochrome b, en utilisant le géne nucléaire
APP (amyloid precursor protein) comme standard. La qPCR (94°C pendant 2 min, 40 cycles
de 94°C pendant 20s, 60.4°C pendant 20s et 72°C pendant 45s) est réalisée avec 10ng d’ADN
totale. Les amorces utilisées sont renseignées dans le Tableau 3. Chaque mesure est faite en
duplicat sur la méme plaque 96 puits. La spécificité de I’amplification est controlée grace aux
courbes de fusion et les efficacités d’amplification sont déterminées grace a des courbes étalons
pour les deux couples d’amorces et différentes dilutions d’ADN total correspondant & un mé-
lange d’ADN de tous les échantillons testés (Figure 25, page suivante). Le ratio ADNmt/ ADN
nucléaire est estimé en utilisant les valeurs de cycles seuils (cycle threshold, Ct) obtenues.

La quantification relative de différents transcrits ARNm (Pstl, ENDOG, EXOG, MGMEI1,
FEN1, DNA2) a aussi été estimée par PCR quantitative en temps réel sur les ADNc corres-
pondants, en utilisant les transcrits du gene TBP (TATA box binding protein) comme contrdle
interne. Les différentes amorces utilisées pour les PCR (94°C pendant 2 min, 40 cycles de 94°C
pendant 20s, 60°C pendant 20s, 72°C pendant 45s) sont renseignées dans le Tableau 3. De la
méme maniere une courbe étalon pour chaque gene a été générée en utilisant une dilution sériale
(1:10-1 :80) d’ADNCc correspondant a un mélange d’ ADNCc de tous les échantillons testés et
chaque mesure est faite en duplicat sur la méme plaque 96 puits.

2.5 Etude des sites Pstl résistants par digestion in vitro

L’ ADN de cellules Flp-In TREx 293 sauvages et Flp-In TREx 293 transfectées Pstl non in-
duites ou 27j post-induction avec la doxycycline a été extrait pour étudier I’éventuelle résistance
de ces sites de restriction a la digestion in vitro par I’enzyme Pstl. 400-500pb autour des sites de
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FIGURE 25 — Exemple de courbe étalon pour le gene mtCYTB en gPCR

La gamme est réalisée a ’aide de dilutions d’une solution stock d’ADN correspondant & un mélange
de tous les échantillons. Les points sont mesurés en duplicats. D’apres la courbe étalon les amorces
mtCYTB ont une efficacité de 96%.

Site cible Amorce Forward Amorce Reverse

PstlI-COXI |5°-AGA CGT AGA CAC ACG AGC AT-3" 5°-GCCGAG AAA GTG TTGTGG GA-3°

PstI-ATP6 | 5°-AAA CCT AGC CAT GGC CAT CC-3° 5°-AGG CCT AGT ATG AGG AGC GT-3°

Tableau 4 — Liste des amorces utilisées pour I’amplification de fragments d’ADN autour des
sites Pstl

) . _ Sequence : :
Condition | Site | Sens . MID Sequence cible
adaptatrice

WT COXI |Fwd 1 ACGAGTGCGT |AGACGTAGACACACGAGCAT
WT COXI |Rev 2 ACGCTCGACA | GCCGAGAAAGTGTTGTGGGA
WT ATPG |Fwd 1 ATCAGACACG |AAACCTAGCCATGGCCATCC

WT ATPG6 |Rev 2 ATATCGCGAG |[ATATGATAGGCATGTGATTGGTGG
Pstl COXI |Fwd 1 AGACGCACTC |AGACGTAGACACACGAGCAT
Pstl COXI |Rev 2 AGCACTCTAG GCCGAGAAAGTGTTGTGGGA

Pstl ATPG6 |Fwd 1 CGTGTCTCTA AAACCTAGCCATGGCCATCC

Pstl ATPG6 |Rev 2 CTCGCGTGTC ATATGATAGGCATGTGATTGGTGG

Tableau 5 — Liste des amorces utilisées pour 1’amplification de fragments d’ADN autour des
sites Pstl avant le séquencage par NGS

La séquence adaptatrice n°1 est : CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG et la séquence adaptatrice n°2
est : CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG. (Fwd : Forward, Rev : Reverse)
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restriction Pstl ont été amplifiées par PCR a I’aide de I’enzyme Pfu (Promega), qui posseéde une
activité relecture, et des amorces indiquées dans le Tableau 4. La PCR est réalisée sur un ther-
mocycleur Eppendorf Mastercycler Gradient avec 100ng d’ADN total (95°C pendant 1min, 30
cycles de 95°C pendant 30s, 58°C pendant 30s et72°C pendant Imin, et une élongation finale de
72°C pendant 5min). Les amplicons sont vérifiés par électrophorese sur gel d’agarose 1.2% et
purifiés avec le kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) selon les instructions
du fabricant.

I1s sont ensuite digérés in vitro par I’enzyme de restriction Pstl pendant au moins 2h a 37°C
et migrés sur un gel d’agarose 2%. L' ADNmt intact (non coupé) est récupéré a ’aide d’un
batonnet stérile pour chaque échantillon et amplifié de nouveau par PCR. Apres purification et
nouvelle digestion in vitro par Pstl les amplicons sont migrés sur gel d’agarose 2% pour évaluer
la résistance des sites de restriction Pstl des différents échantillons.

2.6 Next Generation Sequencing

L’ ADN de cellules Flp-In TREx 293 sauvages et Flp-In TREx 293 transfectées PstI 10j post-
induction avec la doxycycline a été séquencé par NGS. Pour caractériser I’'impact des CDB sur
I’intégrité de I’ADNmt, 400-500pb autour des sites de restriction Pstl ont été amplifiées par
PCR a I’aide de I’enzyme Pfu (Promega), qui posseéde une activité relecture, et des amorces
contenant des séquences code-barres (MIDs, Multiplex Identifiers) afin de séquencer a la fois
les cellules sauvages et Pstl induites, aux deux sites de restriction. Les séquences des amorces
sont indiquées dans le Tableau 5. Les produits de PCR sont vérifiés par électrophorese sur gel
d’agarose 1.2% et purifiés avec le kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel)
selon les instructions du fabricant. La concentration en ADN de chaque produit PCR purifié est
mesurée par Qubit dsDNA HS Assay Kit (Molecular Probes). Les amplicons PCR, portant cha-
cun une séquence code-barres différentes, ont été mélangés dans des proportions équimolaires
et séquencés sur une plateforme Roche 454 GS-FLX+ Titanium par I’entreprise Eurofins MWG
(Ebersberg, Germany).

Les données de séquencage ont été analysées grace au logiciel GS Data Analysis et a 1’aide
de I’outil de détection des variants « LoFreq » sous Linux.

2.7 Séquencage par clonage et analyse des colonies

Pour séquencer les sites Pstl sans passer par du NGS nous avons amplifié des fragments
d’ADNmt autour des sites Pstl, que nous avons ensuite cloné dans un plasmide dans des bac-
téries. Nous avons ensuite extrait I’ADN plasmidique de plusieurs colonies et nous 1’avons
séquencé, ce qui nous a permis d’étudier I’hétéroplasmie a petite échelle.

Pour cela les fragments autour des sites de restriction Pstl ont été amplifiés par PCR grace a
des amorces spécifiques (Tableau 4) et a la polymérase Pfu (Promega), qui a I’avantage de pos-
séder une activité relecture et donc d’étre plus fidele. La PCR est réalisée sur un thermocycleur
Eppendorf Mastercycler Gradient avec 100ng d’ADN de cellules Pstl non induites, cultivées
depuis plus d’un mois et partiellement résistantes aux cassures, dans un volume réactionnel
final de 50uL (95°C pendant 1min, 30 cycles de 95°C pendant 30s, 58°C pendant 30s, 72°C
pendant 1min et une élongation finale a 72°C pendant 5min). Le produit de la PCR est purifié
avec NucleoSpin Gel and PCR Clean-up selon le protocole du fabricant (Macherey-Nagel) puis
une extrémité 3’-A est ajoutée avant le clonage, par incubation de 25uL de produit PCR purifié
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FIGURE 26 — Séquencage du site Pstl par clonage et analyse des colonies

La présence d’un double-pic indique que les deux colonies séquencées en méme temps possedent deux
polymorphismes différents de I’ADNmt, ici CTGCAG, le site de restriction Pstl et CTGCGG, un poly-
morphisme résistant a la digestion par Pstl.
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avec 6.7uL. de tampon Gotaq 5X, 1uL d’ATP 10mM et 0.5uL de Gotaq pendant 10-12min a
72°C.

Le clonage est ensuite réalisé grace au kit TOPO TA Cloning Dual Promoter (Invitrogen)
selon les instructions du fabricant, en utilisant 2uLL de produit PCR. Des bactéries DH5« ou
BCa sont transformées par incubation de 2L de la réaction de clonage avec 30uL de bactéries,
incubation 30min sur glace et heat shock de 30s a 42°C. 250uL de milieu LB sont ajoutés au
tube, qui est ensuite incubé 30min a 37°C sous agitation. Les bactéries sont ensuite étalées sur
boites LB/agar contenant de la kanamycine a 254/ mL et incubées sur la nuit a 37°C.

48 colonies sont piquées et incubées sur la nuit sous agitation avec 3mL de LB contenant
de la kanamycine a 30ug/ mL (2 colonies par Falcon). L’ADN plasmidique est ensuite ex-
trait grace au kit Nucleospin Plasmid (Macherey-Nagel), suivant les instructions du fabricant.
L’ ADN, apres dosage, est ensuite envoyé a séquencer par la société Eurofins Genomics. L’ana-
lyse des spectres de séquencage permet de déterminer si les deux colonies séquencées en méme
temps présentent les mémes séquences. Un double pic pour un nucléotide indique que les deux
molécules sont différentes (Figure 26).
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Anticorps primaires

Masse o ) :
Cible | moleculal Pilution WH Production Reference A]lHCOIPS
e {oulIF) secondaire
49kDa 49kD 1/500 lapin Fait maison 1
ADN - (1/800) souris Progen #AC-30-10 7
ATP5a 54kD
UQCR2 48kD
SDHB 20kD 1/1000 souris Abcam 110411 2
CoxnI 22kD
NDUFBS 18kD
DFFB 39kD 1/800(1/300) lapin Abcam 69438 1.5
ENDOG 33kD 1/1000 lapin Abcam 9647 1
EX0G 41kD 1/500 lapin Proteintech 21523-1-AP 1
EXD2 70-75kD | 1/1 000(1/200) lapin Sigma HPA005848 1.5.6
FEN1 43kD 1/1000 lapin Fait maison 1
v-H2ZAX 17kD 1/750 lapin Cell SignalingmAb #9718 1
v-H2ZAX - (1/200) SOUris Merck Millipore 05-636-1 4
H3 15kD 1/3000 souris Abcam 10799 2
LC3 17kD 1/2000 lapin Abcam 48394 1
MGMEL 39kD 1/200 lapin Sigma HPA040913 1
NDUFA9 40kD 1/1000 souris Abcam 14713 2
NUDTI19 42kD 1/1000(1/100) lapin Abcam 180167 1.5,6
PDH 44kD 1/2500 souris - 2
PINK1 63kDa 1/1000 souris Abcam 75487 2
PMP70 - (1/50) SOUrls Abcam 211533 8
POLyA 140D 1/300 chévre Santacruz sc5931 3
POLp 55kD 1/1000 lapin Abcam 157465 1
RADS4B | 90-103kD | 1/1000(1/200) lapin Abcam 8331 1.5
RADS4L 70-84kD 1/2000 lapin Abcam 10705 1
RADGA 17kD 1/1000(1/200) lapin Abcam 31917 1.5
RADGB 17kD 1/1000(1/200) lapin Abcam 128951 1.5
SND1 102kD 1/400(1/400) lapin Abcam 65078 1,5
TFAM 25kD ( 1181)?)-01020) lapin Faitmaison 1.5
TOMM20 16kD 1/500 souris Abcam 56783 2
TREX1 39kD 1/1000(1/250) lapin Abcam 185228 1
Tubuline 50kD 1/2000 souris Sigina 2
TWINKLE 77kD 1/500 lapin Fait maison 1

Tableau 6 — Liste des anticorps primaires utilisés
(WB : Western Blot, IF : immunofluorescence)



Chapitre 3

Analyses protéiques

3.1 Extraction de protéines

Les cellules sont récoltées par trypsinisation et 5.10° a 4.10° cellules sont centrifugées a
4°C, a 200g, pendant 2 min. Les culots sont resuspendus dans du tampon de lyse (TrisHCI pH
7.8 50mM, NaCl 150mM, Nonidet P-40 1%, inhibiteurs de protéases), 1.10° cellules HEK293,
HeLa ou U20S sont reprises dans 80uL de tampon de lyse alors que 2.10° cellules HAP1 sont
reprises dans 80u L. Une incubation de 10min sur glace permet la lyse et les lysats sont ensuite
soniqués deux fois 10s avec 50% d’impulsions pour fragmenter I’ADN. Les concentrations sont
déterminées par la méthode de Bradford (BioRad) selon une gamme étalon d’albumine bovine
et du Laemmli 5X (TrisHC1 0.3M pH 6.8, bleu de bromophénol 0.1% p/v, glycérol 50% v/v,
SDS 10% p/v, S-mercaptoéthanol 25% v/v) est finalement ajouté aux échantillons.

3.2 Western Blot

Les protéines sont dénaturées Smin a 95 °C, déposées sur gels SDS-PAGE 10-15% et mi-
grées a 80-100V. Elles sont ensuite transférées sur membrane de nitrocellulose (GeHealthcare)
pendant 1h20 a 200mA.

Les membranes sont ensuite bloquées dans du TBST (Tris pH 7.4 50mM, NaCl 20mM,
Tween 20 0.1%) contenant 5% de lait écrémé pour 1h minimum, a température ambiante. Elles
sont ensuite incubées avec les anticorps primaires correspondants (Tableau 6) 1-3h a tempé-
rature ambiante. Apres trois lavages de 5 min au TBST les membranes sont incubées avec les
anticorps secondaires correspondants (Tableau 7, page suivante), conjugués a la HRP, 1h a tem-
pérature ambiante. La détection des protéines, apres trois lavages au TBST, est réalisée grace
aux révélateurs LuminataTM forte western HRP Substrate (Millipore) or SuperSignal™ West
Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific™), par film photographique (Amer-
sham Hyperfilm ECL, GE Healthcare) ou caméra (MF-ChemiBIS, DNR Bio-Imaging Systems).
[’abondance relative des protéines analysées est évaluée par quantification densitométrique de
I’intensité du signal grace au logiciel Quantity One (BioRad).

3.3 Fractionnement

La localisation subcellulaire de certaines protéines a été réalisée grace a un kit de fraction-
nement cellulaire (ab109719, abcam), selon les instructions du fabricant. 1-3.106 cellules sont
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Anticorps secondaires

Numeéro Type Dilution Réterence
1 Chévre (HRP) anti-lapin 1/10000 Abliance BL2407
2 Lapin (HRP) anti-souris 1/10000 Sigma A9044
3 (HRP) anti-cheévre 1/5000 Don
4 Chévre (Alexa Fluor 488) anti-souris IgG3 1/1000 Molecular Probes A21151
5 Cheévre (Alexa Fluor 488) anti-lapin IgG 1/1000 Molecular Probes A11034
6 Chévre (Alexa Fluor 355) anti-lapin 1/1000 Don
7 (AlexaFluor488) anti-souris [gM 1/1000 Don
3 Ane (Alexa Fluor 488) anti-souris IeG 1/1000 Molecular Probes A21202

Tableau 7 — Liste des anticorps secondaires utilisés
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utilisées par fractionnement. Les différentes fractions obtenues sont soniquées puis dosées par
la méthode de Bradford. Du Laemmli 5X est enfin ajouté.

Une autre technique de fractionnement a été utilisée pour la préparation de mitoplastes dans
le but de faire une analyse protéomique SILAC, utilisant des centrifugations différentielles et
I’ultracentrifugation sur gradient de sucrose pour séparer les différents organites. 2-3.10% cel-
lules sont récoltées et regroupées dans un falcon 50mL apres ringage au PBS. Le culot est pesé
(1g de cellules correspond a 0.8mL en volume humide) et repris dans 9 volumes de tampon
hypotonique (HEPES pH 8 20mM, KCl 5SmM, MgCl12 1.5mM, DTT 2mM, BSA Img/ mL, PI
1X) sur glace pendant 10min. Les cellules sont ensuite lysées avec un homogénéisateur Dounce
et un pilon avec ajustement serré, par environ 20 allers-retours. 2mL de tampon MSH 2.5X
(mannitol 525mM, sucrose 175mM, HEPES pH 8 20mM, EDTA 5SmM, DTT 2mM, PI 1X,
BSA Img/mL) pour 3mL de tampon hypotonique sont ensuite ajoutés et I’homogénat est cen-
trifugé a 1600g pendant 10min pour éliminer les débris cellulaires et les noyaux. Le surnageant
est récupéré et de nouveau centrifugé a 1600g pendant 10min. Les organites sont ensuite culot-
tés par centrifugation a 8000rpm et le culot est resuspendu dans le tampon DNasel (mannitol
210Mm, sucrose 70mM, HEPES pH 8 20mM, EDTA 2mM, DTT 2mM, BSA Img/ mL, MgCI2
10mM, PI 1X) afin d’avoir une concentration totale en protéine de 2mg/ mL (en considérant que
1g de cellules au départ correspond a 10mg de mitochondries). De la DNase I ou Benzonase
ainsi que 1uL de PI sont ajoutés et 1’échantillon est mis sur roue a 4°C pendant 1-2h. L ajout
d’EDTA a une concentration finale de 15mM permet de stopper ’activité DNase. La suspen-
sion est ensuite lavée deux fois avec du tampon MSH 1X (mannitol 210Mm, sucrose 70mM,
HEPES pH 8 20mM, EDTA 2mM, DTT 2mM, PI 1X) et centrifugation a 8000g a 4°C pendant
Smin. L’échantillon, repris dans un volume minimum de tampon MSH 1X est chargé sur un
gradient 1M/ 1.5M de sucrose dans du tampon de gradient (HEPES pH 7.8 10mM, EDTA 5SmM
et DTT 2mM) et centrifugé a 33000 rpm pendant 1h a 4°C (1g de cellules au départ est chargé
sur un gradient). L’interface est collectée et 4 volumes de tampon de gradient sont ajoutés tout
en vortexant doucement. Les mitochondries sont ensuite obtenues par centrifugation a 10000g
pendant 10min a 4°C.

Pour obtenir les mitoplastes la fraction obtenue est alors incubée avec 200uL de tampon
potassium phosphate pH 7.2 20mM pendant 20min sur glace. De I’ ATP et du MgCl2, concen-
trations finales 1mM chacun, sont ensuite ajoutés. Aprés Smin sur glace I’échantillon est cen-
trifugé a 15000g pendant 10min a 4°C puis traité avec de la protéinase K (50ug/ mL dans le
tampon MSH 1X) pour éliminer les protéines potentiellement attachées a la membrane interne
mitochondriale, pendant 30min sur glace. L’ajout de PMSF 5SmM permet d’inactiver la protéi-
nase K, puis I’échantillon est centrifugé a 15000g pendant 10min a 4°C et finalement lavé avec
le tampon MSH 1X et de nouveau centrifugé pour culotter les mitoplastes.

3.4 Dosage de ’activité du complexe IV

Pour le dosage de I’activité du complexe IV les cellules sont lysées dans un tampon particu-
lier, composé d’une solution d’HEPES pH 7.5 20mM, de Triton 100X 0.1% et ’EDTA 1mM.
Le dosage des protéines est réalisé¢ par la méthode de Bradford et tous les échantillons sont
ramenés a la méme concentration par ajout de tampon de lyse. Environ 1mg de protéines est
nécessaire par échantillon, dans un volume de 80uL.

Une solution stock de cytochrome ¢ (Sigma) a 100uM dans un tampon KH2PO4 50mM,
EDTA pH 7 1mM fraichement préparée est utilisée pour ce dosage. ImL de la solution est
tout d’abord oxydé a 100% par ajout de ferricyanure de potassium et sert a faire le blanc du
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spectrophotometre a 550nM. 1mL de la solution stock est réduit a 100% par ajout de dithionite
de sodium, et son absorbance est mesurée, toujours a 550nm. La solution stock est alors par-
tiellement réduite par ajouts successifs de dithionite de sodium jusqu’a obtenir une absorbance
correspondant a 90-95% de celle de la solution 100% réduite.

Le blanc est réalisé sur 1’air avant le dosage des activités des échantillons, qui se fait avec
le spectrophotometre thermostaté a 37°C. Les cuvettes sont incubées a 37°C avec 920uLde
solution de cytochrome c partiellement réduite. La réaction est alors déclenchée par ajout de
I’échantillon 1 dans la cuvette 1, mélangé rapidement, et la lecture de I’absorbance a 550nM
est réalisée selon la cinétique suivante : lecture toutes les Ssec deés le lancement de la ciné-
tique, pendant 45 secondes. La pente de la droite décroissante obtenue en tracant I’absorbance
en fonction du temps représente 1’oxydation du cytochrome c. La quantité de cytochrome c
oxydée est calculée a 1’aide de la loi de Beer-Lambert (¢ = 18.5 mM™~1.cm™1) et exprimée en
fonction du temps pour obtenir I’activité totale. L’ activité spécifique du complexe IV correspond
a Dactivité totale rapportée a la quantité de protéines utilisées pour le dosage, et est exprimée
en nmol.min~!.mg(protéines) .
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Chapitre 4

Microscopie et cytométrie en flux

4.1 Microscopie en épifluorescence

Les cellules sont cultivées au moins une nuit sur des lamelles en verres dans des plaques
6 puits avant toute expérience de microscopie. Le marquage des mitochondries est réalisé par
incubation des cellules vivantes avec 40nM de MitroTracker Red CMXRos (Molecular Probes)
a 37°C pendant 30 min pour les cellules HEK293 et HAP1 (20nM pendant 20min pour les
cellules HeLLa et U20S) puis ringage deux fois avec du PBS. Les incubations suivantes sont
alors faites au maximum dans I’ obscurité.

Les cellules sont ensuite fixées avec une solution de formaldéhyde 3.7% dans du PBS, a
37°C pendant 15min, rincées 3 fois avec du PBS additionné de 0.1% de Tween 20 (PBST),
perméabilisées avec du PBS additionné de 0.5% de Triton 100X a température ambiante pendant
10min, rincées 3 fois avec du PBST et incubées avec une solution de blocage (BSA 1% et
glycine 22.5mg/mL dans du PBST) a température ambiante 30min. Les lamelles sont ensuite
incubées avec I’anticorps primaire souhaité dilué dans du PBS (Tableau X) 1-2h a température
ambiante, en retournant la lamelle sur une goutte d’anticorps. Pour cela au minimum 70uL
d’anticorps dilué dans du PBS sont déposés sur du parafilm et la lamelle est retournée sur la
goutte, cellules vers le bas. L’incubation est réalisée dans une boite fermée saturée en humidité.
Les anticorps non attachés sont ensuite éliminés par 3 lavages au PBST, puis les lamelles sont
incubées 1h avec I’anticorps secondaire correspondant conjugué au fluorophore voulu dilué
dans du PBS (Tableau X). Les cellules sont rincées 3 fois au PBST et I’ ADN est marqué a I’aide
de DAPI (10pg/mL, 20pL/ 1lamelle) pendant 1min. La lamelle est rincée une derniere fois avec
du PBS. Les lamelles sont montées sur des lames en utilisant comme milieu de montage 10uL
de PBS/glycérol (50/50, v/v) et observées grace au microscope Leica MMAF Imaging NX et
au logiciel MetaMorph (Leica). Les filtres DAPI (bleu), excitation : BP405/60, dichroique : 455
LP, émission : BP470/40; FITC (vert), excitation : BP480/40, dichroique : 505 LP, émission :
BP527/30; Texas Red (rouge) excitation : BP560/40, dichroique : 585 LP, émission : BP645/75,
sont utilisés suivant les observations. L’ observation de cellules transfectées avec des protéines
liées a la eGFP peut se faire sur cellules vivantes ou fixées, le protocole général reste le méme,
sans incubation avec des anticorps.

Pour visualiser la réplication de I’ ADN, mitochondrial et nucléaire, nous avons utilisé un
analogue de la thymidine, I’EdU, qui est incorporé a I’ADN nouvellement synthétisé et ensuite
marqué grace a une réaction clic par le fluorophore Alexa Fluor 488 (Click-iT EAU Alexa Fluor
488 Imaging Kit, Invitrogen). Les cellules, cultivées sur lamelle dans une plaque 6 puits, sont
incubées avec une solution d’EdU a 50uM préparée avec le milieu de culture dans lequel les cel-
lules poussent depuis au moins une nuit a 37°C pendant 1h (ImL/ puits). Le milieu additionné
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FIGURE 27 — Analyse de la masse mitochondriale en cytométrie en flux

La population R1 exclut les débris cellulaires et la majorité des cellules mortes, la population R2, sous-
population de R1, sélectionne les cellules vivantes, négatives au Sytox Blue et la population R3, sous-
population de R2, représente les cellules positives au MitoTracker Green. La masse mitochondriale est
estimée grace a la moyenne d’intensité de fluorescence de la population R3 sur le canal BL1.
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FIGURE 28 — Analyse de I’apoptose par cytométrie en flux

La population R1 exclut les débris cellulaires. Le tracé de BL2, représentant I’intensité de fluorescence
de I’iodure de propidium, en fonction de BL1, représentant I’intensité de fluorescence de 1’annexine
V liée a I’Alexa Fluor 488, sur la sous-population R1, permet de délimiter 4 populations : les cellules
vivantes (R4), les cellules en apoptose précoce (R5), les cellules en apoptose tardive (R3) et les cellules
mortes (R2).
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d’EdU est éliminé et les cellules sont rapidement rincées avec du milieu neuf. Les lamelles sont
fixées a ’aide de formaldéhyde 3.7% dans du PBS 15min a température ambiante, rincées 2
fois avec du PBS additionné de 3% de BSA et perméabilisées avec du PBS additionné de 0.5%
de Trition 100X. Apres 2 rincages PBS et BSA 3% les lamelles sont incubées a I’envers sur une
goutte d’au moins 70uL de cocktail réactif Click-It, 30min a I’abri de la lumiere. Ce cocktail
réactif est préparé selon les instructions du fabricant, en remplacant seulement le produit « reac-
tion buffer additive » par de I’acide ascorbique 0,5M dilué dans de I’eau. Il est préparé pendant
la perméabilisation car il doit €tre utilisé dans les 15min. Les lamelles sont lavées une derniere
fois avec du PBS et BSA 3% et montées sur les lames en utilisant comme milieu de montage
10pL de PBS/glycérol (50/50, v/v). L’ observation se fait au microscope Leica MMAF Imaging
NX avec le logiciel MetaMorph (Leica), I’exposition du canal GFP doit étre élevée pour détecter
le signal mitochondrial, ce qui sature le signal nucléaire des cellules en réplication nucléaire.

4.2 Cytométrie en flux

Les analyses de cytométrie en flux ont été réalisées avec I’appareil Attune Acoustic Focu-
sing Cytometer (Thermo Scientific) exceptées les analyses sur les cellules HAP1 WT et KO
NUDT19 qui ont été réalisées avec 1’appareil FACS Calibur (BD Biosciences).

Pour évaluer la masse mitochondriale environ 2.10° cellules sont incubées 30min avec
150nM de MitoTracker Green FM (Molecular Probes) puis rincées au PBS. Elles sont ensuite
récoltées par trypsination et lavées deux fois a I’aide de milieu de culture sans phénol rouge
(RPMI 1640 Medium, no phenol red, Gibco). 5.10° cellules/mL sont utilisées pour chaque
échantillon. Quelques minutes avant acquisition au cytometre en flux les cellules sont incubées
avec 1L d’un colorant vital a ImM (SYTOX Blue Dead Cell Stain, Life Technologies) sur
la glace et a I’abri de la lumiere. Un contrdle négatif, traité selon le méme protocole mais sans
marquage par le MitoTracker, a été ajouté a I’expérience. La fluorescence verte est mesurée avec
un laser a 488nm et un filtre 530/30nm et la fluorescence bleue avec un laser violet a 405nm
et un filtre 450/40nm. En moyenne 10000 événements sont analysés par échantillon. Le SSC
tracé en fonction du FSC permet tout d’abord d’exclure les débris et les cellules mortes selon
les parametres physiques, puis la fluorescence du Sytox Blue est tracée en fonction du FSC sur
cette population, ce qui permet de bien sélectionner uniquement les cellules vivantes. Enfin la
masse mitochondriale est évaluée grace a la moyenne de I’intensité de fluorescence du canal
MitoTracker sur la population vivante (Figure 27).

L apoptose a aussi été analysée par cytométrie en flux grace au kit Dead Cell Apoptosis
Kit with Annexin V Alexa Fluor 488 & Propidium Iodide (PI) (Molecular Probes), selon les
instructions du fabricant. Des cellules traitées avec de la staurosporine 2uM pendant 4h servent
de témoin positif de I’apoptose. Pour cette expérience le milieu de culture surnageant, pouvant
contenir des cellules flottantes en apoptose, a été conservé lors de la collecte des cellules. La
fluorescence de I’annexine V liée a I’ Alexa Fluor 488 est déterminée a I’aide du laser a 488nm
et du filtre 530/30nm, et la fluorescence de I’IP a I’aide du laser a 488nm et du filtre 575/24nm.
En moyenne 10000 événements sont analysés par échantillon. Pour corriger le chevauchement
spectral entre 1’ Alexa Fluor 488 et I'IP une compensation de fluorescence a été réalisée, sur
I’échantillon traité staurosporine, afin d’éliminer le signal de chaque fluorophore du canal de
I’autre fluorophore ot il était aussi détecté. La population cellulaire cible a tout d’abord été
sélectionnée en tracant le SSC en fonction du FSC, pour exclure les débris mais pas les cellules
mortes, selon les parametres physiques. La population sélectionnée a ensuite été analysée sur
un graphe représentant la fluorescence d’IP en fonction de celle de 1’ Alexa Fluor 488, a 1’aide
d’un quadrant délimitant les différentes sous-populations, vivante ou apoptotiques (Figure 28).
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Le cycle cellulaire a aussi été analysé par cytométrie en flux a 1’aide du produit FxCycle
P1/ RNase Staining Solution (Molecular Probes). Des cellules ont été traitées avec de la deme-
colcine a 0.01pg/ mL pendant 12h & 37°C afin d’obtenir un controle bloqué en phase G2/M.
Environ 5.10° cellules sont utilisées par échantillon, et fixées a I’éthanol 70% préalablement
refroidi a -20°C. L’ éthanol est ajouté goutte a goutte en vortexant pour éviter I’amas de cellules.
La fixation est réalisée au minimum 3h a -20°C, puis I’éthanol est éliminé apres centrifugation
(1000g, Smin car les cellules dans 1’éthanol flottent plus facilement). Apres un ringage PBS,
250uL de réactif est ajouté par échantillon, et incubé 15min dans le noir a température ambiante.
L’iodure de propidium est visualisé grace au canal FL2 (laser a 488nm et filtre 585/42nm). En
moyenne 10000 évenements sont analysés par échantillon, passé a vitesse lente. Le SSC tracé
en fonction du FSC permet tout d’abord de sélectionner la population cellulaire vivante. En-
suite 1’aire du signal FL.2 de cette population est tracée en fonction de la hauteur du signal FL2,
ce qui permet de sélectionner uniquement les cellules a 1’état singulet. Enfin un histogramme
représentant le nombre d’évenements en fonction du signal FL2, sur la population de cellules
vivantes a I’état singulet, permet de visualiser la quantité de PI absorbé par les cellules et donc
la quantité d’ADN, indiquant les phases du cycle cellulaire (Figure 29).

G0/G1 G2/M

1.

FL2-H i FL2-H

163

FLZ-A

FIGURE 29 — Analyse du cycle cellulaire par cytométrie en flux

Le tracé de I’aire du signal FL2 en fonction de la hauteur du signal FL2 a partir de la population cel-
lulaire vivante permet de sélectionner les cellules a 1’état singulet (graphe de gauche). L’histogramme
représentant le nombre d’évenements en fonction du signal FL2 permet de visualiser la quantité d’ADN
des cellules et indique donc les phases du cycle cellulaire. Le graphe de droite présente 1’histogramme
obtenu pour des cellules traitées démécolcine pendant 12h, bloquées en phase G2/M.
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FIGURE 31 — Electrophorese sur gel SDS-PAGE apres purification de la protéine NUDT19 sur

colonne de nickel
Dépots 20uL. FT : flowthrough, W : wash, N : fractions collectées.



Chapitre 5

Etude de protéines recombinantes

5.1 Expression et purification des protéines recombinantes

Les cDNA des genes d’intérét MTH1, NUDT6 et NUDT19 ont été tout d’abord clonés,
avec I’ajout d’une queue poly(histidines), dans le plasmide BacPAK9, pour une expression en
cellules d’insectes avec le systeme baculovirus (Figure 30). La séquence d’adressage mito-
chondrial de NUDT®6 a été supprimée lors du clonage pour obtenir la protéine recombinante.
La culture des cellules d’insectes a été réalisée par des chercheurs du laboratoire du Pr. Maria
Falkenberg a I’université de Goteborg, Suede (BacPAK Baculovirus Expression System, Clon-
tech). Les cellules ont été récoltées environ 4j apres infection. Toutes les étapes de purification
sont réalisées au maximum a 4°C.

La purification des protéines recombinantes débute par la lyse des cellules d’insectes. Les
cellules sont centrifugées a 4000rpm, pendant 10min. Le surnageant est éliminé et le culot
resuspendu dans du PBS froid puis centrifugé de nouveau a 4000rpm, pendant 10min, ce rincage
est réalisé deux fois. Le culot est ensuite resuspendu dans du tampon de lyse (TrisHCl pH
8 20mM, NaCl 500mM, [-mercaptoethanol 10mM, PI 1X) et congelé dans I’azote liquide.
Les protéines sont récupérées dans le surnageant apres décongélation rapide de 1’échantillon et
ultra centrifugation a 20000rpm, pendant 45min. I’ ADN est fragmenté en passant la solution
plusieurs fois a travers 1’aiguille d’une seringue.

Ensuite une premiere étape de purification est réalisée sur colonne de nickel. La résine est
équilibrée avec un tampon imidazole OM (TrisHCI pH 8 25mM, NaCl 0.4M, glycérol 10%, -
mercaptoethanol 10mM, PI 1X) et une centrifugation 4°C, 2800rpm, pendant Smin. La solution
de protéines obtenue apres I’étape de lyse est ajoutée a la résine et mise en rotation sur roue
45min, ainsi les protéines vont se lier a la résine nickel grace a leurs étiquettes poly(histidines).
Le surnageant est éliminé apres centrifugation a 2800rpm, pendant Smin. Deux lavages sont
réalisés avec un tampon imidazole 10mM, par rotation sur roue Smin et centrifugation. La ré-
sine liée aux protéines recombinantes est resuspendue dans un petit volume de tampon imida-
zole 10mM et chargée sur la colonne. Du tampon imidazole 250mM, la solution d’élution, est
ensuite ajouté sur la colonne. Apres élution de 1mL la résine est incubée 10min avec la solu-
tion d’élution. 15 fractions supplémentaires de 1mL sont ensuite collectées. La présence de la
protéine purifiée est vérifiée par dépot des protéines sur gel SDS-PAGE (Figure 31) puis les
fractions sont congelées dans I’azote liquide et stockées a -80°C.

La deuxieme étape consiste en une filtration sur gel, sur colonne Hil.oad 16/60 Superdex
200 prepGrad (volume de la colonne : 120mL). Le tampon d’élution (HEPES pH 7.2 25mM,
glycérol 10%, EDTA pH8 0.5mM, NaCl 0.4M, DTT 1mM, PI 1X) est filtré sous vide avant
utilisation. L’ €élution est réalisée avec un flux de 1mL/ min. Des fractions de 1mL sont collectées
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FIGURE 32 — Purification de la protéine NUDT19 par gel filtration
En haut : Chromatogramme de la purification. En bas : Electrophorese sur gel SDS-PAGE des fractions
collectées correspondant au pic sur le chromatogramme, dépots 20uL. C et D : fractions collectées.
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FIGURE 33 — Purification de la protéine NUDT19 sur colonne héparine
En haut : Chromatogramme de la purification. En bas : Electrophorese sur gel SDS-PAGE des fractions
collectées correspondant au pic sur le chromatogramme, dépots 20uL. A et B : fractions collectées.
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45min apres le début de 1’élution et pendant 75min ensuite, et les fractions correspondant au pic
sur le chromatogramme sont testées par dépot des protéines sur gel SDS-PAGE (Figure 32),
puis elles sont congelées dans 1’azote liquide et stockées a -80°C.

La derniere étape est une purification sur colonne héparine (HiTrap Heparin ImL x2). Les
fractions de la filtration sur gel contenant la protéine recombinante sont regroupées et diluées
avec un tampon de dilution (HEPES pH 7.2 25mM, glycérol 10%, EDTA pH 8 0.5mM, DTT
mM, PI 1X) afin que la concentration en sels de I’échantillon soit la méme que celle du tampon
faible en sels. Le tampon A, faible en sels, a la méme composition que le tampon de dilution
plus 0.2M de NaCl et le tampon B, riche en sels, a la méme composition que le tampon de
dilution plus 1.2M de NaCl. L’élution est réalisée grace a un gradient 100% B en 40min, avec
un flux de 1mL/ min, et des fractions de 0.5mL sont collectées. Les fractions correspondant au
pic sur le chromatogramme sont testées par dépot des protéines sur gel SDS-PAGE (Figure 33),
puis elles sont congelées dans 1’azote liquide et stockées a -80°C.

5.2 Dosage de I’activité NTPase

La mesure de la capacité d’hydrolyse des nucléotides par les NUDIX NUDT6 et NUDT19
a été réalisée par dosage du phosphate libéré par I’incubation de ces protéines avec différents
nucléotides, modifiés ou non. La NUDIX MTHI1 sert de contrdle positif d’activité dans ce do-
sage.

Le mélange réactionnel de base se compose de TrisHCI 20mM pH 8, MgCl12 4.5mM, DTT
ImM, nucléotide 0.5mM pour les non modifiés ou 0.05mM pour les modifiés, pyrophosphatase
0.4U/ mL (sauf pour le test avec NUDT6 sur nucléotides non modifiés) et de la protéine ou
du tampon de dilution seul (témoin négatif). MTH1 et NUDT6 sont dans le méme tampon de
dilution (le tampon d’élution de la purification sur colonne héparine), alors que NUDT19 est
dans un tampon possédant une concentration en NaCl légerement plus élevée. Il a donc fallu
ajouter du NaCl dans les puits correspondant a I’enzyme MTHI1 sur les plaques 96 puits des
dosages d’activités de NUDT19 pour étre a concentrations en sels égales. Les plaques sont
ensuite incubées 1h a 37°C.

Le kit Malachite Green Phosphate Assay (BioAssay Systems) est utilis€ pour détecter le
phosphate libre produit par incubation des enzymes avec les différents nucléotides, selon les
instructions du fabricant. La plaque est incubée environ 20min avec les réactifs a température
ambiante puis analysée avec un lecteur de plaque (Sigma960, Metertech Inc) a 600nm (Figure
34). Différents pH de TrisHCI et différents cofacteurs ont aussi été testés pour les analyses
d’activité de NUDT19 comparée a MTHI1, avec les mémes concentrations que le mélange réac-
tionnel de base.

FIGURE 34 — Dosage du phosphate libre a I’aide du kit Malachite Green Phosphate Assay
En présence de phosphate libre le réactif prend une couleur verte quantifiable par lecture de 1’absorbance
a 600nm
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Chapitre 6

Analyses statistiques

Le test de Student a été utilisé pour évaluer les différences entre moyennes des échan-
tillons contrdles et tests dans les expériences fournissant des données quantitatives et réalisées
au moins en triplicat. La significativité statistique est reconnue a partir de p<0.05. Les barres
d’erreur sur les figures représentent les erreurs standards par rapport a la moyenne.
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FIGURE 35 — Stratégie d’induction de CDBmt

L’ajout de doxycycline induit 1’expression de I’enzyme de restriction liée a une séquence d’adressage
mitochondrial. L’enzyme est ainsi importée dans les mitochondries ol elle coupe I’ADNmt en deux sites
de restriction situés dans les genes COX1 et ATPase6.
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FIGURE 36 — Induction de CDBmt suite a différents temps de traitement avec la doxycycline
Les cellules Pstl sont traitées a la doxycycline pendant différents temps (2h, 1h, 30min, 10min et 5 min)
et ”’ADNmt est analysé par Southern Blot juste aprés induction (pistes 3 a 7) ou 5h apres induction (pistes
8 a 11). Un traitement de 12h a aussi été réalisé et I’ADNmt a été analysé juste apres induction (piste
3’). Tous les échantillons d’ADN sont digérés BamHI avant d’étre déposés sur gel, afin de linéariser
I’ADNmt. I ADN de cellules HEK WT digéré in vitro par Pstl sert de contrble (piste 2). La bande a
16.6kb correspond a I’ADNmt intact. La digestion totale de I’ADNmt par Pstl entraine I’apparition de
3 bandes (9225pb, 5234pb et 2110pb), mais des digestions partielles sont aussi observées (14459pb et
7344pb).



Chapitre 1

Génération de cassures double-brin
mitochondriales

1.1 Induction de cassures double-brin mitochondriales

Pour comprendre quelles stratégies les cellules mettent en place pour gérer les CDB des
génomes mitochondriaux nous avons tout d’abord dii créer un systeme générant des CDB uni-
quement dans la mitochondrie. Pour cela nous avons modifié un systeme existant qui consiste en
I’enzyme de restriction Pstl humanisée et fusionnée a la séquence d’adressage mitochondrial du
gene humain COX8 (Srivastava, 2005). Nous avons établi une lignée cellulaire humaine (Flp-In
TREXx 293, modifiée a partir de la lignée HEK293) stable polyclonale exprimant de maniere in-
ductible cette enzyme, grace a un promoteur régulé par la doxycycline. L’ ADNmt possede deux
sites de restriction Pstl, et, apres induction, I’enzyme coupe donc I’ADNmt en deux endroits,
comme schématisé sur la Figure 35. Nous avons choisi ce systeme car il permet un ciblage
de ’ADNmt, de plus il est inductible et nous permet donc de suivre les cellules pendant une
période de récupération apres la génération de cassures.

Ce systeme a ensuite été testé afin de vérifier la génération de CDBmt. Nous avons ainsi
visualisé 1’état de I’ADNmt par Southern Blot sur de I’ADN extrait de cellules non induites
et de cellules traitées avec 1ug/mL de doxycycline pendant différents temps d’induction. A
chaque fois nous utilisons comme contrdle des cellules Flp-In TREx 293 non transfectées, que
J appellerat HEK WT. Ainsi nous avons pu observer que méme en 1’absence d’induction par la
doxycycline des cassures basales de I’ADNmt sont détectées, le promoteur du systeme Tet-on
n’est pas totalement réprimé en 1’absence de I’inducteur (Figure 36, piste 11 et 1°). La géné-
ration de CDBmt apres traitement par la doxycycline est efficace. Nous observons une bande
correspondant a I’ADNmt intact (16569pb) et des bandes correspondant a la digestion totale
(9225pb, 5234pb et 2110pb) et partielle (14459pb et 7344pb) de I’ADNmt par Pstl, montrant
que notre systeme est fonctionnel. Nous pouvons détecter I’augmentation du nombre de cas-
sures des 2h d’induction et une quasi disparition de I’ADNmt apres 12h d’induction (Figure
36). Nous avons donc choisi d’utiliser 2h de traitement par la doxycycline pour le reste de
nos expériences, car nous observons alors une digestion presque complete de I’ADNmt et les
différents fragments sont encore détectables.

Nous avons isolé différents clones HEK293 PstI & partir de la population polyclonale non
induite et analysé leurs comportements sans induction, dans le but de s’affranchir de 1’expres-
sion basale observée sur la population cellulaire totale. Cependant les cinq clones analysés
présentaient le méme profil d’ADNmt et environ le méme ratio ADNmt coupé/ ADNmt intact
sans doxycycline (Figure S1). Nous avons quand méme choisi de travailler sur une population
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FIGURE 37 — Etude des CDB nucléaires lors de I’'induction de 1’expression de Pstl

Niveau d’un marqueur de CDB nucléaires y-H2AX dans des cellules HEK WT irradiées aux rayons X
a des doses de 0, 5 et 15Gy, ainsi que dans des cellules HEK Pstl non induites et traitées pendant 2h a
la doxycycline. 20ug de protéines cellulaires totales ont été analysés par Western Blot avec un anticorps
dirigé contre I’histone H2AX phosphorylée (y-H2AX). Tubuline : témoin de charge.
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FIGURE 38 — Evolution du systeme Pstl au cours du temps

Les profils d’ ADNmt apres induction de Pstl pendant 2h, 12h ou 24h ont été comparés par Southern Blot
pour le méme lot de cellules monoclonales, non congelées depuis la transfection, avec 4 mois d’intervalle.
L’induction des CDBmt est plus faible au cours du temps. " ADNmt est linéarisé par BamHI avant dép6t
sur gel, I’ADN de cellules HEK WT digéré in vitro par Pstl sert de controle.



Résultats

clonale, le clone 4, apres avoir vérifié que son comportement correspondait a celui de la popu-
lation totale apres induction. Ainsi toutes les cellules ont initialement le méme génotype et la
variabilité entre elles est réduite.

L’adressage mitochondrial de I’enzyme de restriction Pstl a aussi été vérifié en détectant la
présence éventuelle de CDB au niveau nucléaire apres induction du systeme par la doxycycline.
L’une des premieres étapes de la signalisation des CDB nucléaires est la phosphorylation du va-
riant d’histone H2AX, alors noté v-H2AX, aux alentours des cassures. Nous avons donc analysé
la présence de ce marqueur par Western Blot sur des cellules HEK WT soumises a différentes
doses d’irradiation aux rayons X afin d’avoir des témoins positifs de cassures nucléaires, et
des cellules HEK Pstl non induites et induites 2h sans temps de récupération (+0) (Figure 37).
L’irradiation, notamment avec une dose de 15Gy, entraine effectivement une augmentation du
signal 7-H2AX, confirmant la génération de cassures d’ ADN nucléaire, mais les cellules HEK
Pstl avant ou apres induction ont un signal 7v-H2AX faible. Ce résultat indique que le systeéme
cible efficacement I’ADNmt, sans affecter le génome nucléaire. La réponse cellulaire que nous
allons observer sera donc bien spécifique aux CDBmt.

1.2 Evolution du systeme au cours du temps

Au cours du temps nous avons observé que le méme temps d’induction générait moins de
CDBmt pour le méme lot de cellules HEK Pstl clonales, non congelées depuis la transfection
(Figure 38). En effet si I’on compare les pistes n°3 des deux Southern Blots on observe que la
bande correspondant a I’ADNmt intact est plus intense en mars 2015, ce qui signifie que peut
que la fuite est beaucoup moins importante en mars 2015 qu’en novembre 2014. De facon simi-
laire on observe, pour les pistes induites, que la génération de cassures est beaucoup plus faible
en mars 2015. Par exemple, pour le méme temps d’induction de 2h, le ratio ADNmt intact/ frag-
ment 5234pb est environ 6 fois plus élevé en mars 2015 qu’en novembre 2014 (quantification
approximative réalisée avec le logiciel Quantity One).

Face a ce constat, des cellules d’une lignée clonale congelées en décembre 2014 ont été
décongelées et amplifiées. Ainsi un grand nombre de lots a pu étre congelé a un temps t, afin de
travailler sur des cellules dans le méme état et obtenir des résultats reproductibles. Nous avons
vérifié cette reproductibilité en décongelant plusieurs lots de cellules et en analysant I’état de
I’ ADNmt sans induction et apres deux inductions de 2h et Sh. Comme I’indique la Figure S2
les profils d”’ADNmt sont effectivement semblables entre les deux lots, et cette stratégie nous a
permis de nous affranchir de cette dérive du systeme. La génération de cassures est cependant
plus faible que ce que I’on avait pu obtenir auparavant, juste apres transfection. Cette situation
est un peu plus proche des conditions de cassures auxquelles la cellule est susceptible de faire
face naturellement, notamment pour les cellules HEK PstI non induites. Cette expression basale
de I’enzyme de restriction peut donc aussi nous permettre d’évaluer la réponse cellulaire a des
CDBmt modérées. Pour la suite du projet de nouvelles cellules étaient décongelées avant chaque
expérience et au maximum tous les 1-2 mois.

Nous n’avons pas exploré les raisons de cette évolution, qui entraine une extinction partielle
de I’expression de Pstl. Une hypothese est liée a la construction du systeme et a la méthode de
sélection : En effet les cellules sont continuellement sous pression de sélection avec des antibio-
tiques, le gene de résistance a la blasticidine étant situé pres du gene codant pour le répresseur
Tet et le gene de résistance a I’hygromycine pres du gene codant pour Pstl. Cependant ces génes
de résistance sont sous le controle de promoteurs différents que les genes qu’ils permettent de
sélectionner. Il serait donc possible que le géne codant pour Pstl soit éteint au cours du temps,
par exemple par épigénétique, bien que les cellules résistent toujours aux antibiotiques.
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FIGURE 39 — Dégradation de I’ADNmt apres CDB

(A) Analyse par Southern Blot de cellules HEK293 controles (WT) et de cellules transfectées Pstl apres
digestion par BamHI ou BamHI+Pstl pour le contrdle. L’expression de Pstl a été induite pendant 2h a
I’aide de doxycycline et les cellules ont été suivies pendant une période de récupération de 2j. L’ ADNmt
est linéarisé par BamHI avant dépot sur gel, ’ADN de cellules HEK WT digéré in vitro par Pstl sert
de controle. (B) Quantification du ratio ADNmt/ ADN nucléaire par qPCR dans des cellules Pstl non
induites ou induites 2h et suivies sur une période de récupération de 3j (ratio ADNmt/ ADN nucléaire
normalisé a 1 pour I’échantillon non induit, moyenne +/- erreur standard, n=3).
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FIGURE 40 — Expression du transcrit Pstl
Quantification des transcrits Pstl par qPCR, aprés normalisation avec I’ARN de référence TBP, sur des
cellules HEK293 WT et des cellules Pstl avant et apreés induction (moyenne +/- erreur standard, n=3).



Chapitre 2

Réponses cellulaires aux CDBmt

2.1 Dégradation de ’ADNmt

2.1.1 Elimination de PADNmt lésé

Pour étudier I’effet des CDB sur I’ ADNmt nous avons induit I’expression de Pstl pendant 2h
et suivi les cellules pendant une période de récupération de 3j apres induction. Suite a 1’induc-
tion de Pstl et a la génération de CDBmt, I’ ADNmt est tout d’abord digéré au niveau des deux
sites de restriction Pstl, puis rapidement dégradé. Il ne reste que quelques molécules d’ ADNmt
intactes apres 1-3j de récupération, comme le montrent les résultats de Southern Blot (Figure
39A) et de qPCR (Figure 39B). La qPCR permet de quantifier cette perte d’ ADNmt : Apres
2h d’induction de Pstl (+0) il y a déja une diminution d’environ 50% du ratio ADNmt/ ADN
nucléaire, et 8h apres induction (+8h) il reste moins de 10% de la quantité d’ADNmt initiale.

Nous nous sommes demandé si cette dégradation rapide d’ADNmt suite a I’induction de
Pstl pourrait venir de I’action de I’enzyme de restriction elle-méme, qui agirait de maniere as-
pécifique une fois tous les sites de restriction coupés. Pour tester cette hypothese nous avons
suivi la quantité de transcrits Pstl produits pendant les phases d’induction et de récupération
précoce par RT-qPCR (Figure 40). Le traitement de 2h a la doxycycline augmente tres forte-
ment la production de transcrits Pstl par rapport a la situation basale (plus de 30 fois plus),
mais ces transcrits continuent d’étre présents pendant la phase de récupération, jusqu’a 3j apres
I’enlevement de la doxycycline du milieu cellulaire. La dégradation d’ADNmt pourrait donc
provenir de coupures aspécifiques de I’enzyme Pstl qui est produite tout au long de cette phase
précoce de dégradation. Cependant nous avons écarté cette hypothese en testant in vitro 1’acti-
vité non spécifique de Pstl sur des plasmides comportant 1 ou O site de restriction PstI (Figure
S3). Apres 24h d’incubation avec I’enzyme, Pstl étant de nouveau ajouté apres Sh et 22h d’incu-
bation, on observe une linéarisation de I’ADN pour le substrat comportant un site Pstl mais pas
de dégradation aspécifique. Pstl n’a donc pas d’activité aspécifique in vitro, dans son tampon
d’activité. Bien que cette expérience soit tres loin des conditions cellulaires, il apparait peu pro-
bable que Pstl ait une forte activité aspécifique ex vivo, ou le milieu cellulaire est plus complexe
et ’ADNmt empaquetté dans les nucléoides, et soit responsable de la dégradation d’ADNmt
1ésé observée apres induction des CDBmt.

La phase précoce de réponse aux CDBmt consiste donc en une dégradation rapide des mo-
1écules 1ésées, qui s’effectue en moins d’un jour apres 1’induction des dommages.
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FIGURE 41 — Impact des CDBmt et de la dégradation d’ ADNmt sur la structure mitochondriale
(A) Niveaux de protéines mitochondriales avant et apres induction de I’expression de Pstl par traitement
de 2h avec la doxycycline. 20ug de protéines cellulaires totales ont été analysés par Western Blot avec
des anticorps dirigés contre une protéine de la matrice mitochondriale (PDH) et une protéine de la mem-
brane mitochondriale externe (TOMM?20). Tubuline : témoin de charge. (B) Analyse de la quantité de
mitochondries par cytométrie en flux avant induction et pendant la période de récupération (moyenne +/-
erreur standard, n=3). * P < 0.05, ** P < 0.005 versus cellules Pstl non induites (test de Student).
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FIGURE 42 — Impact des CDBmt sur le réseau mitochondrial

Les cellules HEK WT et Pstl, non induites ou a différents temps post-induction, ont été observées au
microscope en épifluorescence apres marquage des mitochondries a 1I’aide du MitoTracker Red CMXRos
(rouge) et du noyau au DAPI (bleu). Des mitochondries « boules » sont visibles post-induction. Barres
d’échelle : 10pm.




Résultats

2.1.2 Impacts mitochondrial et cellulaire
Structure mitochondriale intacte

Nous avons ensuite évalué I’'impact de cette perte d’ADNmt sur le réseau mitochondrial.
En effet plusieurs études suggerent que des dommages de I’ADNmt entrainent un défaut de la
chaine respiratoire, une augmentation de la production de ROS et éventuellement une chute du
potentiel membranaire mitochondrial. L’intégrité de la structure mitochondriale a tout d’abord
été vérifiée par Western Blot en quantifiant deux marqueurs mitochondriaux, une protéine ma-
tricielle, PDH (pyruvate déhydrogénase), et une protéine de la membrane externe, TOMM?20
(translocase of outer membrane). Comme le montre la Figure 41A les niveaux de ces deux
marqueurs restent inchangés jusqu’a 3j apres induction des CDBmt, alors que I’ADNmt a
presque completement disparu moins d’1j aprés induction (Figure 39), et méme jusqu’a 6j
post-induction (Figure S4). De mani¢re complémentaire nous avons estimé la quantité de mi-
tochondries par cytométrie en flux, apres incubation des cellules avec le MitoTracker Green, un
marqueur qui s’accumule dans les mitochondries indépendamment du potentiel membranaire
(ThermoFisher Scientific). Celle-ci ne diminue pas au cours de la phase de récupération, elle
augmente méme légerement apres 3j de récupération et relativement fortement si nous pous-
sons 1’analyse plus loin dans la phase de récupération, a 6j post-induction (Figure 41B). Cette
augmentation pourrait étre due a un phénomene de compensation : pour faire face a la perte
d’ADNmt la cellule augmenterait la biogenese mitochondriale. Cependant ce résultat pourrait
aussi étre d0i aux conditions expérimentales. En effet les échantillons 6j post-induction compor-
taient moins de cellules que les autres, mais tous les échantillons ont ét€ marqués avec la méme
concentration de MitoTracker Green. Il est donc possible que les mitochondries des cellules 6]
post-induction, moins nombreuses, aient absorbé plus de marqueur, si la concentration de celui-
ci est limitante. Il est aussi possible que le MitoTracker Green ait coloré d’autres organites de
maniere aspécifique, ce qui peut arriver d’apres le fabricant lorsque sa concentration est trop
élevée.

L’étude du potentiel membranaire mitochondrial a été réalisée par microscopie en épifluo-
rescence a 1’aide du marqueur Mitotracker Red CMXRos, qui, contrairement au Mitotracker
Green, s’accumule uniquement dans les mitochondries polarisées. Des cellules incubées avec
un découplant mitochondrial, le CCCP, ont servi de témoins dans cette expérience, permet-
tant de visualiser I’aspect diffus du MitoTracker Red CMXRos en cas de dépolarisation. La
Figure 42 indique que les mitochondries restent polarisées jusqu’a 3j post-induction. A 2-3j
post-induction le réseau mitochondrial apparait légerement plus fragmenté qu’avant induction,
avec quelques mitochondries gonflées qui ont un signal plus fort. Cette faible modification du
réseau est cependant postérieure a la dégradation de I’ADNmt.

Ces résultats indiquent que la perte d’ ADNmt observée suite a 1I’induction de CDBmt ne
provoque pas une destruction de la structure mitochondriale et une réduction du potentiel mem-
branaire.

Effet sur les protéines impliquées dans la maintenance de ’ADNmt

Nous nous sommes aussi demandé si la disparition de I’ADNmt suite a 1’induction de CDB
impactait les protéines impliquées dans la maintenance de I’ ADNmt. La variation d’expression
des principales protéines de la réplication mitochondriale, POL~y et TWINKLE, ainsi que du
facteur de transcription TFAM a été évaluée par Western Blot jusqu’a 3j post-induction (Fi-
gure 43, page suivante), et jusqu’a 6j post-induction (Figure S4). De maniere surprenante les
quantités des différentes protéines de la réplication ne varient pas significativement au cours
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FIGURE 43 — Impact des CDBmt sur I’expression de protéines de la maintenance de I’ ADNmt
Niveaux de protéines mitochondriales impliquées dans la maintenance de I’ADNmt avant et apres induc-
tion de I’expression de Pstl par traitement de 2h avec la doxycycline. 20ug de protéines cellulaires totales
ont été analysés par Western Blot avec des anticorps dirigés contre 1’hélicase TWINKLE, la polymérase
POL~A et TFAM. H3 : t¢émoin de charge.
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FIGURE 44 — Visualisation de la perte d” ADNmt par microscopie en épifluorescence
Des cellules HEK PstI non induites ou 1j post-induction ont été marquées par le MitoTracker (rouge), le
DAPI (bleu) et un anticorps anti-TFAM (vert). Barres d’échelle : 10um.
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FIGURE 45 — Analyse de la mitophagie et de 1’autophagie apres génération de CDBmt

Niveaux de marqueurs de la mitophagie (PINK1) et de I’autophagie (LC3-II) avant et apres induction de
I’expression de Pstl par traitement de 2h avec la doxycycline. 20ug de protéines cellulaires totales ont
été analysés par Western Blot, les cellules traitées au CCCP, un découplant mitochondrial, constituent
des témoins positifs de la mitophagie et de 1’autophagie.
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de la phase précoce de dégradation, la 1égere diminution d’expression de POL~ entre 2h et 8h
post-induction n’étant pas reproductible. Par contre la réduction drastique en ADNmt est ac-
compagnée par une perte de I’expression de TFAM, avec une cinétique similaire (environ -60%
apres 4h de récupération et -85% apres 8h). Ce résultat est cohérent avec d’autres données de la
littérature qui indiquent que la quantité de TFAM est fortement corrélée a la quantité d’ ADNmt
(Kanki et al., 2004) (Ekstrand, 2004).

Cette disparition de TFAM a ensuite été confirmée par une expérience d’immunofluores-
cence, permettant de visualiser la protéine avant et apres induction. Les cellules ont aussi été
incubées avec le MitoTracker Red CMXRos avant fixation. La Figure 44 montre que tous les
échantillons possedent des mitochondries correctement polarisées, mais qu’a partir d’1j post-
induction certaines cellules n’expriment plus TFAM. La forte diminution du signal TFAM en
Western Blot n’est donc pas due a une baisse homogene de son expression dans toutes les cel-
lules HEK PstI induites mais plutot a une perte d’expression cellule dépendante. Ce résultat
est surprenant puisqu’une population cellulaire clonale est utilisée et que toutes les cellules de-
vraient donc avoir le méme comportement. Une expérience d’immunofluorescence similaire,
utilisant cette fois un anticorps primaire dirigé directement contre I’ADN simple et double-brin
a aussi été réalisée. La encore, si on regarde le signal mitochondrial uniquement, seulement
une partie des cellules sont marquées par I’anticorps anti-ADN, confirmant que la majorité des
cellules ont perdu leur ADNmt apres CDB (Figure SS).

Les protéines de la réplication ne varient pas en quantité au cours de la phase de dégradation,
mais cela ne contredit pas I’hypothese d’une amplification de la réplication suite a la diminution
d’ADNmt subie par les cellules apres induction des CDB. En effet les protéines peuvent étre
initialement présentes en quantité suffisante et la régulation entrainant une amplification de
la réplication peut se faire a un autre niveau. La quantité de TFAM est corrélée a la quantité
d’ADNmt et cette protéine apparait €tre un bon marqueur de I’ADNmt puisque les images
obtenues par immunofluorescence avec un anticorps anti TFAM ou anti ADN sont similaires.

Implication des processus de mitophagie-autophagie

Plusieurs études ont montré que 1’élimination de I’ADNmt suite a des dommages était liée
a une dégradation de 1’organite entierement, par des processus d’autophagie ou de mitophagie
(Busch et al., 2014) (Diot et al., 2016). Bien que nous ayons déja montré que la structure
mitochondriale n’est pas altérée pendant la phase de dégradation précoce de I’ADNmt (Figure
41), nous avons voulu vérifier que ces processus ne sont pas mis en jeu. Nous avons donc estimé
les quantités d’un marqueur d’autophagie (LC3) et de mitophagie (PINK1) par Western Blot,
sur des échantillons protéiques de cellules induites ou non (Figure 45). Nous avons de nouveau
utilisé un traitement avec le CCCP (18h, 10uM ou 20uM) comme témoin positif, en effet ce
découplant mitochondrial est connu pour induire les processus d’autophagie (Chen et al., 2013)
et de mitophagie (Narendra et al., 2008). Sur le Western Blot de LC3 la bande avec un poids
moléculaire apparent plus important correspond a LC3-I et la bande plus basse a LC3-II, la
forme qui s’associe a la membrane de I’autophagosome. En effet, bien que LC3-1I provienne de
la conjugaison de LC3-I avec le lipide phosphatidylethanolamine et que sa masse moléculaire
est donc plus élevée, son hydrophobicité la fait migrer plus rapidement sur un gel SDS-PAGE.
Cette figure nous indique que la forme LC3-I est largement majoritaire dans les cellules ou des
CDBmt ont été induites, et qu’il n’y a donc pas induction de I’autophagie, contrairement aux
témoins positifs trait€és CCCP, ou le ratio LC3-II/ LC3-I est beaucoup plus élevé. De la méme
maniere la protéine PINK1, indicatrice de la mitophagie, reste faiblement exprimée alors que
I’ ADNmt est dégradé, alors qu’elle est bien surexprimée dans les témoins positifs.
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FIGURE 46 — Etude de la survie cellulaire apres induction de CDBmt

L’apoptose a été analysée par cytométrie en flux sur des cellules HEK Pstl non induites ou apres in-
duction. Les cellules Pstl non induites traitées staurosporine (STS) sont un témoin positif de I’apoptose
(moyenne +/- erreur standard, n=3). * P > 0.05 versus cellules PstI non induites (test de Student).
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FIGURE 47 — Impact des CDBmt sur les protéines de la chaine respiratoire

Niveaux de différents sous unités des complexes respiratoires avant et apres induction de 1’expression
de Pstl par traitement de 2h avec la doxycycline. 20ug de protéines cellulaires totales ont été analysés
par Western Blot, avec un cocktail d’anticorps ciblant des sous unités codées par I’ADNmt (COX2 :
complexe IV) et par le génome nucléaire (ATP5a : complexe V; UQCR2 : complexe III; SDHB : com-
plexe II; NDUFBS : complexe I) et avec un anticorps ciblant la sous unité NDUFAS du complexe 1. H3 :

témoin de charge.



Résultats

La dégradation de I’ADNmt apres génération de CDBmt n’est donc pas due aux processus
d’autophagie ou de mitophagie, puisqu’apres 3j de récupération les protéines impliquées dans
ces mécanismes ne sont pas activées, alors que I’ADNmt est déja éliminé apres 1j de récupéra-
tion.

Survie cellulaire apres déplétion en ADNmt

Un autre mécanisme possible pour I’élimination de I’ADNmt endommagé est I’élimination
de la cellule entiere, par apoptose. En effet nous avons pu observer que suite a I’induction de
CDBmt la croissance cellulaire était plus faible (Figure S6), pouvant indiquer soit un ralentis-
sement de la multiplication cellulaire, soit une multiplication cellulaire normale mais accompa-
gnée d’une augmentation de la mort cellulaire. Il était improbable que le processus d’apoptose
soit entierement responsable de 1’élimination de I’ADNmt 1ésé puisque des images d’immu-
nofluorescence montrent des cellules avec des mitochondries et un noyau intacts alors qu’elles
ont perdu I’expression de TFAM et n’ont plus de signal ADNmt (Figure 44), mais il pouvait
y participer. L’étude de 1’apoptose a été réalisée par cytométrie en flux, en utilisant I’iodure de
propidium (PI) et I’annexine V couplée a un fluorophore, AlexaFluor488, comme marqueurs.
Le PI ne peut entrer dans les cellules et se fixer a I’ADN nucléaire que lorsque I’intégrité de la
membrane est perdue, c’est-a-dire pour des cellules nécrotiques ou en apoptose tardive. L.’ an-
nexine V, elle, se lie aux phosphatidylsérines qui sont externalisées précocement lors du pro-
cessus d’apoptose. Nous avons utilisé des cellules traitées a la staurosporine comme témoins
positifs de 1’apoptose. Ce composé inhibe les kinases en se fixant sur leur site de liaison pour
I’ ATP, il est tres cytotoxique. La Figure 46 montre que le pourcentage de cellules vivantes ne
varie pas significativement apres induction de Pstl, pendant la phase de dégradation d’ADNmt,
alors qu’il diminue pour les cellules traitées staurosporine. De la méme maniere la proportion
des cellules en apoptose précoce ou tardive et des cellules mortes augmente significativement
uniquement pour les cellules ou I’apoptose a été€ induite par traitement avec la staurosporine, et
pas apres induction de CDBmt.

La génération de CDBmt n’influe donc pas sur la survie cellulaire, elle ne déclenche pas
I’induction de I’apoptose. Les cellules survivent avec tres peu d’ ADNmt et un mécanisme spéci-
fique, qui ne passe ni par la destruction de 1’ organite, ni par celle de la cellule, permet d’éliminer
I’ ADNmt endommaggé.

2.1.3 Fonctionnement de la chaine respiratoire

La survie cellulaire et la structure mitochondriale ne sont pas affectées par la dégradation
de I’ADNmt. Cependant ce génome code les genes de sous unités de la chaine respiratoire et la
phosphorylation oxydative devrait étre perturbée par cette perte d’ADN. Pour vérifier cette hy-
pothese nous avons tout d’abord quantifié 1’expression protéique d’une sous unité de chaque
complexe respiratoire, par Western Blot. Nous avons utilisé un anticorps ciblant NDUFA9
(complexe I) et un cocktail d’anticorps ciblant a la fois cinq protéines impliquées dans la
chaine respiratoire : NDUFB8 (complexe I), SDHB (1I), UQCR2 (III), COX2 (IV) et ATP5a
(V). Ainsi les sous unités COX2, codée par le génome mitochondrial, ainsi que NDUFBS et
UQCR?2, codées par le génome nucléaire, sont beaucoup plus faiblement exprimées a partir de
2j post-induction (Figure 47). Le délai entre la perte quasi totale d” ADNmt, a partir de 1j post-
induction, et la diminution d’expression de ces protéines pourrait s’expliquer par leur stabilité.
De maniere surprenante les autres sous unités étudiées, codées par le génome nucléaire, ne va-
rient pas pendant la phase de dégradation de I’ADNmt, et restent exprimées a leur niveau initial
jusqu’a 3j post-induction, méme NDUFA9 qui appartient au méme complexe que NDUFBS.
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FIGURE 48 — Ré-amplification d’ADNmt intact apres la dégradation d’ADNmt suite a des
CDBmt

(A) Visualisation du profil d’ ADNmt par Southern Blot avant et apres 2h d’induction et sur une période
de 27j post-induction. De I’ADNmt intact est ré-amplifié a partir de 6-13j post-induction, et I’expression
basale de Pstl n’est plus visible, comparé aux cellules Pstl non induites (derniere piste). L’ADNmt est
linéarisé par BamHI avant dép6t sur gel. (B) Quantification du ratio ADNmt/ ADN nucléaire par gPCR
dans des cellules Pstl non induites ou induites 2h et suivies sur une période de récupération de 27j (ratio
ADNmt/ ADN nucléaire normalisé a 1 pour I’échantillon non induit, moyenne, n=2).



Résultats

Nous avons ensuite mesuré 1’activité du complexe IV, par dosage de I’activité cytochrome
¢ oxydase. Les résultats sont cohérents avec le Western Blot puisque les cellules ayant subi
I’induction des CDBmt et une récupération de 3j présentent une activité significativement di-
minuée, presque cinq fois plus faible que les cellules non induites (Figure 49). La génération
de CDBmt entraine une perte d’ADNmt et donc du gene COX2. La protéine n’est plus pré-
sente a 2j post-induction d’apres le Western Blot et I’activité du complexe IV est donc abolie,
comme vérifié a 3j post-induction. La phosphorylation oxydative semble affectée par la diminu-
tion drastique de la quantité d’ADNmt liée a I’'induction de CDBmt et une analyse de 1’activité
des autres complexes pourrait permettre de le vérifier. Cependant les mitochondries arrivent a
maintenir leur potentiel membranaire, comme vu Figure 42.

2.2 Ré-amplification de ’ADNmt

2.2.1 Ré-amplification de molécules d’ADNmt intactes

Dans un deuxiéme temps nous avons poussé plus loin 1’analyse de la réponse cellulaire
aux CDBmt, en allongeant la phase de récupération pour suivre le devenir des quelques mo-
lécules d”’ADNmt restantes. Ainsi la perte d’ADNmt est suivie par une lente ré-amplification
d’ ADNmt intact, comme I’ attestent les résultats de Southern Blot et gPCR (Figure 48). Cette ré-
amplification commence environ 6 jours apres la génération des CDBmt (piste 6 Figure 48A),
et augmente fortement jusqu’a 27j post-induction (piste 11 Figure 48A). A ce moment le ratio
ADNmt/ ADN nucléaire est plus de deux fois supérieur au ratio avant induction (Comparaison
des points « Non induit » et « +27j » Figure 48B). D’autres expériences de Southern Blots
ont montré que la quantité d’ ADNmt diminue ensuite lentement jusqu’a revenir approximative-
ment au niveau avant induction apres une quarantaine de jours de récupération. La encore nous
pouvons imaginer qu’un processus de compensation se met en place, avec une augmentation de
la quantité d’ADNmt pour rétablir I’expression des protéines perdues de la chaine respiratoire
et restaurer son bon fonctionnement. Nous n’observons plus de digestions basales totales ou
partielles lors de cette ré-amplification, mais uniquement des molécules d’ADNmt intactes.
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FIGURE 49 — Mesure de ’activité du complexe IV apres dégradation de I’ ADNmt

Lactivité du complexe IV a été mesurée par dosage de 1’activité cytochrome c oxydase, sur cellules Pstl
non induites et 3j post-induction (moyenne +/- erreur standard, n=3). ** P > 0.005 versus cellules Pstl
non induites (test de Student).
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FIGURE 50 — Etude de la réplication lors de la phase de dégradation et de ré-amplification de
I’ ADNmt suite a des CDB

(A) Visualisation de ’ADN 7S par Southern Blot avant et apres induction des CDBmt, jusqu’a 9j post-
induction. Les signaux a la taille de I’ADNmt sont saturés pour les pistes 1, 2, 6 et 7. (B) Southern Blot
correspondant aux mémes échantillons en hybridant avec les sondes mitochondriales (nouvelle mem-

brane). L’ADNmt est linéarisé par BamHI avant dépdt sur gel, I’ADN de cellules HEK WT digéré in
vitro par Pstl sert de contrdle.



Résultats

Nous avons cherché a savoir si cette ré-amplification d’ ADNmt intact est liée a une augmen-
tation de la réplication en étudiant la quantité d’ADN 7S apres induction des CDBmt et jusqu’a
9j post-induction, par Southern Blot (Figure 50).

Nous pouvons effectivement détecter une augmentation de I’ADN 7S a partir de 3-6j post-
induction, mais le rapport ADN 7S/ ADNmt ne varie pas sensiblement. De plus le signal
ADNmt intact est saturé et les dépdts d’ADN totaux ne sont pas tout a fait homogenes, ce
qui ne permet pas de conclure sur 1’augmentation de la réplication. Nous pouvons aussi re-
marquer que la diminution de I’ADN 7S est importante juste apres la génération de CDBmt,
alors que I’ADNmt coupé est encore présent (Figure S0A, piste 3 et S0B, piste 4). Nous avons
aussi étudié la réplication par microscopie, en utilisant un analogue de la thymidine, I’EdU,
qui est incorporé a I’ADN nouvellement synthétisé et ensuite marqué grace a une réaction clic
par le fluorophore Alexa Fluor 488 (Click-iT EdU Alexa Fluor 488 Imaging Kit, Invitrogen).
Cependant le signal nucléaire est tres fort dans les cellules qui se sont répliquées ce qui géne
pour distinguer le signal mitochondrial, notamment dans les cellules HEK293 qui ont un cyto-
plasme relativement resserré autour du noyau. Dans les cellules U20S, le cytoplasme est plus
grand et il est possible d’observer le signal mitochondrial en saturant le signal nucléaire (Figure
51). Pour observer la réplication mitochondriale dans les cellules HEK293 apres génération des
CDBmt avec cette technique il faudrait d’abord bloquer la réplication nucléaire, par exemple
par I’aphidicoline, et éventuellement augmenter le signal EAU (Lentz et al., 2010). Cependant
le blocage de la réplication nucléaire risque aussi d’influer sur le comportement des cellules et
la réplication mitochondriale. Nous ne pouvons donc pas conclure quant a I’augmentation de la
réplication de I’ADNmt suite a la génération de CDBmt.

FIGURE 51 — Visualisation de la réplication de I’ADN

La réplication de I’ADN a été visualisée par microscopie en épifluorescence a 1’aide de 1’incorporation
d’EdU marqué ensuite avec de I’ Alexa Fluor 488, sur des cellules U20S. (A) Observation de cellules
avec une excitation faible, visualisation de la réplication nucléaire (B) Observation de cellules ou I’ADN
nucléaire n’a pas été répliqué avec une excitation forte, visualisation de la réplication mitochondriale (C)
Observation de cellules ot I’ADN nucléaire a été répliqué avec une excitation forte, visualisation des
réplications mitochondriale et nucléaire. Barres d’échelle : 10pm.
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FIGURE 52 — Ré-amplification d’ADNmt apreés une premiere induction de Pstl et nouvelle in-
duction

(A) Analyse en Southern Blot de cellules HEK WT et HEK Pstl. L’expression de Pstl est induite 2h a
I’aide de doxycycline et les cellules sont suivies pendant 20j. Au 20 eéme jour une deuxieme induction
de I’expression de Pstl est réalisée et les cellules sont suivies sur une deuxieme période de récupération
(notée avec une apostrophe). L’ ADNmt est linéarisé par BamHI avant dépot sur gel, I’ADN de cellules
HEK WT digéré in vitro par Pstl sert de controle. (B) Quantification du ratio ADNmt/ ADN nucléaire des
cellules HEK Pstl avant et apres induction de 1’expression de Pstl, pendant 41 jours apreés une premiere
induction avec la doxycycline et sur une période de 20j apres une deuxieéme induction réalisée 20j apres
la premiéere (notée avec une apostrophe) (moyenne +/- erreur standard, n=3).



Résultats

La phase de dégradation d’ADNmt suite a la génération de CDB est suivie par une aug-
mentation de la quantité de molécules intactes, avec perte de la fuite observée avant induction.
Il serait intéressant de pouvoir quantifier la réplication de I’ADNmt pendant cette phase de
ré-amplification d’ ADNmt intact.

2.2.2 Perte de ’induction de Pstl

L’absence de digestions basales totales ou partielles des molécules d’ADNmt ré-amplifiées
apres CDBmt, observées Figure 48 pistes 7 a 11, nous a amené a nous demander si I’ADNmt
était devenu résistant a Pstl ou si I’enzyme n’était tout simplement plus exprimée. Nous avons
tout d’abord réalisé une seconde induction de I’expression de Pstl, et donc un nouveau trai-
tement de 2h avec la doxycycline, 20j apres la premiere induction, alors que les molécules
d’ADNmt ont été ré-amplifiées. La Figure 52 présente des résultats de Southern Blot et de
gPCR et indique que cette seconde induction a un effet beaucoup plus faible que la premiere :
tres peu de molécules d’ADNmt sont coupées (Figure 52 A, pistes 11-12) et la diminution du
ratio ADNmt/ ADN nucléaire est minime (Figure 52 B, points « +Oh’ » et « +2j’ »). Ce n’est
donc pas seulement la fuite qui est perdue apres récupération des cellules pendant une vingtaine
de jours, la génération de CDBmt est aussi fortement diminuée.

Nous avons donc quantifié I’expression des transcrits Pstl par RT-qPCR lors des deux induc-
tions et pendant les phases de récupération afin d’évaluer I’ hypothese selon laquelle I’expression
de Pstl serait perdue. D’apres la Figure 53, I’expression de Pstl perdure jusqu’a plus de 3;j post-
induction, avec un pic a 2j, et est presque abolie a 6j. Cependant lors de la seconde induction
(14j apres la premiere) I’expression de Pstl est tres faible, a peine plus élevée que le niveau
basal d’expression observé en 1’absence de traitement doxycycline avant la premiere induction.

Nous pouvons donc en conclure que 1’apparente « résistance » de I’ADNmt nouvellement
amplifié a Pstl provient en fait d’une extinction de 1’expression de Pstl. Le processus impliqué
pourrait etre le méme que celui responsable de la dérive du systeme au cours du temps expliqué
au 1.2, accéléré a cause de la pression de sélection générée par une premicre génération de

CDBmt.
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FIGURE 53 — Expression du transcrit Pstl aprés une deuxieéme induction

Quantification des transcrits Pstl par qPCR, apres normalisation avec I’ARN de référence TBP, sur des
cellules HEK WT et des cellules Pstl avant et apres induction, puis pendant une deuxieéme période
de récupération apres une nouvelle induction réalisée 14j apres la premieére (notée avec une astérique)
(moyenne +/- erreur standard, n=3).
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FIGURE 54 — Analyse des sites de restriction Pstl par digestion in vitro

Quelques centaines de bases autour des sites de restriction Pstl d’ADN total de cellules HEK WT, de
cellules non induites et de cellules 27 post-induction sont amplifiées par PCR puis digérées in vitro
par 'enzyme de restriction Pstl. Les fragments sont déposés sur gel d’agarose apres digestion (gel de
gauche). L’ ADN non digéré, dont la taille correspond au fragment complet, est prélevé (encadré rouge),
de nouveau amplifié par PCR et digéré in vitro. Les produits de digestion sont de nouveau déposés sur
gel (gel de droite). La figure présente les résultats pour le site Pstl situé dans COX1, I’analyse a aussi été
faite sur le deuxieme site et donne les mémes résultats.

Séquence Pstl o T G o A G

Mutation C/A| ¢/T| T/C| G/A| C/T | A/G | G/A
HEK WT 0% |0.04% |0.02% |0.06% |0.02% [0.04% |0.05%
HEK Pstl 0.01%| 0% 0% |0.02%|0.04%|0.86%|0.01%

Tableau 8 — Séquencage NGS du site de restriction Pstl situé dans le gene COX1

Environ 100pb autour du site de restriction Pstl ont été séquencées par NGS, sur de I’ADN issu de cellules
HEK WT et de I’ADN de cellules HEK Pstl 13j post-induction. Seule une mutation ponctuelle dans le
site Pstl, une transition A-G, est augmentée de manicre significative dans les cellules Pstl comparé aux
cellules WT (bleu).
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Résultats

2.2.3 Analyse des sites de restriction apres ré-amplification
Suite a la génération massive de CDBmt

Nos résultats indiquent que I’ ADNmt est principalement dégradé suite a la génération mas-
sive de CDBmt, cependant cela n’exclut pas que quelques molécules l1ésées soient réparées. En
effet certaines études indiquent que les mécanismes de NHEJ (Bacman et al., 2009) ou MMEJ
(Tadi et al., 2015) sont actifs dans les mitochondries. Nous avons donc analysé les sites de res-
triction Pstl apres génération de CDBmt et ré-amplification a la recherche de mutations dues
a des erreurs de réparation, car la réparation par NHEJ peut par exemple introduire des délé-
tions dans I’ADN. En effet, lors du C-NHE]J, les extrémités de la CDB sont en partie dégradées
avant d’étre ligaturées et, lors du MMEJ, de microhomologies de séquences sont appariées de
chaque c6té de la CDB, et I’ADN entre ces microhomologies est éliminé. L’analyse des sites de
restriction Pstl et des éventuelles mutations ne nous permet cependant pas de conclure quant a
la présence de HR mitochondriale, car la recombinaison homologue, inter-moléculaire, est un
mécanisme de réparation fidele qui n’introduit pas de mutations.

Tout d’abord nous avons testé la résistance de I’ADNmt ré-amplifié a la digestion par Pstl
in vitro. Pour cela des fragments autour des sites de restriction sont amplifiés par PCR, pour de
I’ ADN extrait de cellules sauvages, de cellules Pstl non induites et de cellules Pstl apres 27j
post-induction. Ces fragments sont ensuite digérés in vitro par Pstl et migrés sur gel d’agarose
(Figure 54). Une faible bande correspondant a de I’ADNmt intact est visible pour les dépdts
d’ADN de cellules transfectées, induites ou non, alors qu’elle est quasiment absente pour les
cellules sauvages. Cet ADN « résistant » est prélevé pour chaque échantillon et amplifié de
nouveau par PCR. Il est de la méme maniere digéré in vitro par Pstl et migré sur gel d’agarose.
Le résultat est alors plus frappant : la bande correspondant a de I’ADNmt intact est trés faible
pour I’ADN issu de cellules sauvages mais intense pour les cellules transfectées Pstl. Le ratio
ADNmt intact/ ADNmt coupé est environ 4 fois plus élevé pour les cellules HEK Pstl non
induites comparé aux cellules HEK WT, et encore plus élevé, environ 8 fois, pour les cellules
HEK Pstl 27j post-induction (quantification a 1’aide du logiciel Quantity One). De I’ADNmt
« résistant » a la coupure Pstl est donc sélectionné apres transfection et apres induction des
CDBmt.

Cette résistance a Pstl peut s’expliquer par des mutations dans le site de restriction Pstl,
qui peuvent soit étre dues a un polymorphisme présent dans la population d’ADNmt origi-
nelle et amplifié, soit a une réparation non fidele des cassures. Le séquencage haut débit nous
a permis d’analyser ces deux possibilités. Nous avons fait séquencer environ 100pb autour des
deux sites de restriction Pstl. Pour le site Pstl situé dans le gene COX1 nous avons pu analyser
environ 40000 molécules d’ADNmt de cellules PstI récoltées 13j post-induction comparées a
environ 40000 d’ADNmt de cellules sauvages. Dans les cellules Pstl, ou I’ADNmt a donc été
dégradé puis ré-amplifié, aucune mutation dans le site de restriction non déja présente dans les
cellules sauvages n’a été détectée. Aucune délétion n’a également été décelée. Ces arguments
vont contre I’hypothese d’une réparation des CDBmt dans notre systéme par un mécanisme
comme le NHEJ ou le MMEJ. Cependant la possibilité d’une réparation fidele, par exemple par
recombinaison homologue, ne peut pas étre écartée par cette expérience. Une seule mutation
ponctuelle dans le site Pstl, une transition A-G, est augmentée de maniere significative dans
les cellules Pstl 13j post-induction comparé aux cellules sauvages (Tableau 9). Cette mutation
est plus de 20 fois plus abondante dans les cellules Pstl que dans les cellules sauvages (0.86%
contre 0.04%). Elle reste cependant faiblement abondante, et indique un 1éger changement de
I’hétéroplasmie, probablement sous la pression de sélection qu’exerce Pstl. La transition A-G
induit une mutation silencieuse et n’a donc pas d’impact au niveau protéique, de plus ce poly-
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Séquence Pstl C T G C A G
Pstl- X
cox1 Mutation G/A A/G
HEK Pstl 6% 29%
Séquence Pstl (o T G C A G
Pstl- [ Mutati /A
ATP6 utation
HEK Pstl 10%

Tableau 9 — Séquencage des sites de restriction Pstl par clonage de I’ADN dans des plasmides
et transfection de bactéries

L’ ADN de cellules HEK Pstl non induites, cultivées plus d’un mois sans doxycycline et partiellement
résistantes a Pstl a été analysé. Environ 100pb autour des sites de restriction Pstl ont été séquencées apres
clonage de I’ADN dans des plasmides, transfection de bactéries pour amplifier les molécules individuel-
lement et extraction de I’ADN plasmidique d’une quarantaine de colonies avant séquencage. Plusieurs
mutations ponctuelles dans les sites Pstl ont une hétéroplasmie élevée (bleu).



Résultats

morphisme est référencé dans GenBank (Par exemple GenBank ID FJ951521.1, KM245132.1
et KY409757.1). Pour le deuxieme site de restriction Pstl, situé dans le gene ATP6, le séquen-
cage a moins bien fonctionné et seulement environ 300 molécules d’ADNmt issues de cellules
Pstl récoltées 13j post-induction comparées a environ 300 d’ADNmt de cellules sauvages ont
été séquencées. Aucune différence significative n’a été détectée entre les deux échantillons,
peut-étre a cause du faible nombre de molécules séquencées.

Les deux sites de restriction Pstl ont aussi été analysés de maniere plus grossiere, sur des cel-
lules Pstl non induites, cultivées depuis plus d’un mois et partiellement résistantes aux cassures
(Figure 38). Un fragment d’environ 100pb autour de chaque site de restriction a été amplifié par
PCR, puis cloné dans le vecteur pCRII-TOPO TA, et des bactéries ont ensuite été transformées
avec ces plasmides. Une quarantaine de colonies ont été amplifiées puis I’ADN plasmidique
a été extrait et séquencé (Tableau 9). Pour le site Pstl situé dans le géne COX1, seulement
65% des colonies, et donc des molécules d’ ADNmt initiales en supposant qu’une bactérie est
transformée avec un seul plasmide comportant un fragment d’ADNmt, ont un site de restriction
intact, alors que 29% présentent une transition A-G (déja détectée par NGS) et 6% une transition
G-A. Pour le site Pstl situé dans le gene ATP6, 10% des colonies présentent une transversion
C-A dans le site Pstl. Ce site de restriction n’a pas été séquencé pour les cellules sauvages, ce
qui ne permet pas d’affirmer que la proportion de cette mutation augmente aprés cassures mais
il est probable que ce soit encore un polymorphisme. En effet les mécanismes de réparation non
fideles induisent rarement des mutations ponctuelles et de plus il serait improbable que toutes
les erreurs de réparation menent a une unique mutation.

Dans le cas d’une génération massive de CDBmt dans notre systéme, nous n’avons pas
pu détecter de micro-délétions suggérant une réparation par NHEJ ou MME]J. La seule diffé-
rence entre la population d’ADNmt dégradée apres cassures puis ré-amplifiée par rapport a la
population sauvage, qui n’a jamais été soumise aux cassures, est une légere augmentation de
la proportion de molécules d’ADNmt hétéroplasmiques résistantes a Pstl. Une expérience plus
complete est en cours, afin d’étudier la réponse des cellules a une génération limitée de CDBmt,
sous une pression de sélection plus importante. Pour cela des cellules HEK Pstl ont été cultivées
pendant 3 mois, en I’absence de doxycycline. L’expression basale de Pstl permet la génération
de CDBmt en quantité limitée, ce qui est plus proche des conditions physiologiques. Une par-
tie des cellules a également été cultivée en milieu galactose, afin que la production d’énergie
grace a la phosphorylation oxydative soit nécessaire pour la survie cellulaire. Cette condition
ajoute une pression de sélection car les cellules dont la chaine respiratoire est fonctionnelle,
et donc I’ADNmt intact, sont avantagées. Nous allons ensuite étudier I’ADNmt des différents
échantillons, par Southern Blot et séquencage.
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FIGURE 55 — Variation des niveaux des nucléases mitochondriales apres génération de CDBmt
(A) Analyse protéique des niveaux des nucléases mitochondriales sur cellules HEK WT et Pstl avant et
apres induction de I’expression de Pstl par traitement de 2h avec la doxycycline. 20ug de protéines cel-
lulaires totales ont été analysés par Western Blot, avec des anticorps ciblant EXOG, ENDOG, MGMEI1
et FEN1. H3 : témoin de charge. (B) Quantification des transcrits des nucléases mitochondriales sur cel-
lules HEK Pstl avant et apres induction de 1’expression de Pstl par traitement de 2h avec la doxycycline,
a I’aide d’amorces ciblant ENDOG, EXOG, MGMEI et DNA2, apres normalisation avec I’ARN de
référence TBP (n=1 pour ENDOG, EXOG et MGMEI, moyenne +/- erreur standard, n=4 pour DNA?2).



Chapitre 3

Acteurs de la maintenance de ’ADNmt
apres CDB

3.1 Approche protéines candidates

3.1.1 Nucléases mitochondriales
Localisation

La dégradation de I’ADNmt 1ésé observée suite a I’'induction de CDBmt semble passer
par un mécanisme spécifique qui n’implique pas la dégradation de 1’organite ou de la cellule
dans son ensemble. Des protéines, probablement avec une activité nucléase, doivent donc étre
responsables de ce processus, et nous avons cherché a les identifier.

Cinq nucléases sont connues pour avoir une localisation mitochondriale : EXOG, ENDOG,
MGMEI, FENI et DNA2, bien que la localisation de FEN1 et DNA2 reste controversée. Elles
ont déja des roles en partie définis dans la mitochondrie, par exemple dans 1’élimination des
amorces ARN lors de la réplication (DNA2, FEN1, MGME1), dans I’élimination de I’extrémité
sortante lors de la réparation des 1ésions d’ADN par le mécanisme de LP-BER (DNA?2, FENI,
EXOG) ou dans I’apoptose (ENDOG). Cependant cela n’exclut pas qu’elles puissent aussi étre
impliquées dans la dégradation d’ADNmt suite a des cassures double-brin.

Nous avons tout d’abord étudié la localisation mitochondriale de ces protéines dans
notre type cellulaire, par fractionnement subcellulaire puis Western Blots, pour les nucléases
MGMEI, EXOG et FEN1 (Figure S7). L’anticorps DNA2 ne donnant pas de résultats fiables
nous n’avons pas pu vérifier la localisation de cette protéine. Comme indiqué dans la littérature
nous avons bien retrouvé MGME]1 et EXOG dans les mitochondries des cellules HEK293, fai-
sant d’elles de bonnes candidates pour la dégradation de I’ ADNmt suite a des CDB. La protéine
FENT est principalement cytosolique mais on la retrouve aussi dans la fraction mitochondriale.

Role dans la maintenance de ’ADNmt suite a des CDBs

Pour étudier le role potentiel de ces nucléases dans 1’élimination de I’ADNmt 1és€ suite a
des CDB nous avons commencé par suivre leurs variations au cours de la phase précoce de
dégradation, apres induction de I’expression de Pstl. Ces variations ont été suivies au niveau
protéique par Western Blots pour MGMEI1, ENDOG, EXOG et FENI1 et au niveau des trans-
crits par RTqPCR pour MGMEI1, DNA2, ENDOG et EXOG (Figure 55). Au niveau protéique
aucune augmentation significative n’a été détectée apres induction des cassures, la quantité de
MGMEI semble méme légerement diminuer a partir de 4h post-induction. L’expression des
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FIGURE 56 — SiRNA des genes de nucléases mitochondriales : effet sur la dégradation rapide
de I’ADNmt

(A) Analyse par Southern Blot de cellules HEK WT et HEK Pstl. Les cellules ont été cultivées en pré-
sence ou en absence d’un mélange de siRNA ciblant EXOG et/ ou ENDOG. Trois jours apres la trans-
fection avec les siRNA les cellules sont traitées par la doxycycline pendant 2h pour induire I’expression
de Pstl et le profil de I’ADNmt a été examiné avant induction et pendant la période de récupération. (B),
(C) et (D) Analyse similaire au (A) avec des siRNA ciblant MGMEI1, DNA?2 ou FENI1 respectivement.
(E) Analyse similaire au (A) avec des siRNA ciblant les cinq nucléases simultanément, par une double
transfection siRNA réalisée a 2 jours d’intervalle. L ADNmt est linéarisé par BamHI avant dépdt sur gel,
I’ ADN de cellules HEK WT digéré in vitro par Pstl sert de controle.
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transcrits des nucléases ne varie pas non plus significativement durant la phase de dégradation
de ’ADNmt (n=1). Cependant I’expression basale de ces protéines pourrait suffire pour éli-
miner I’ADNmt 1€sé en cas de cassures, surtout que cette dégradation a lieu tres rapidement,
laissant peu de temps pour la synthese de nouvelles protéines. L’ augmentation de 1’expression
des nucléases n’est donc pas une condition nécessaire pour juger de leur implication dans le
processus de dégradation de I’ADNmt.

Pour continuer d’évaluer le role de ces protéines dans la maintenance de I’ADNmt suite
a des CDBs nous avons réalisé des expériences RNAi-induction : Nous avons bloqué 1’ex-
pression de chaque geéne en transfectant les cellules avec les siRNA (small interfering RNA)
correspondants. Nous avons ensuite généré des CDBmt 3j apres transfection et observé les pro-
fils d’ ADNmt pendant la phase de dégradation par Southern Blot. A chaque fois nous avons
comparé le profil d” ADNmt des cellules transfectées siRNA au profil d’ ADNmt de cellules Pstl
sans siRNA. La Figure 56 montre les profils obtenus en empéchant séparément 1’expression
de chaque nucléase. Pour les protéines ENDOG et EXOG, le double siRNA a aussi été réa-
lisé car les deux nucléases sont des paralogues, dérivant de la duplication ancestrale d’un gene
de nucléase, ce qui pourrait générer des roles redondants. L’ efficacité des siRNA a été vérifiée
par Western Blot ou qPCR (Figure 57). L’expression des différentes protéines ciblées est tres
fortement diminuée suite a la transfection avec les différents siRNA, d’au moins environ 80%
pour ENDOG, EXOG, FEN1 et MGMEI. L’efficacité des siRNA ciblant la nucléase DNA2 a,
elle, été vérifiée au niveau transcriptionnel, et on observe une diminution d’environ 50% des
transcrits. Bien que I’expression de chaque gene soit effectivement fortement diminuée grace
aux siRNA, aucune différence n’est observée entre les profils d’ ADNmt de cellules transfectées
par siRNA ou non, c’est-a-dire avec ou sans expression de la nucléase candidate.
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FIGURE 57 — Efficacité des siRNA ciblant les nucléases mitochondriales

Lefficacité des siRNA ciblant les nucléases mitochondriales apres transfection simple a été vérifiée par
Western Blot avec des anticorps anti (A) ENDOG et EXOG, (C) FEN1 et (D) MGMEI1, avec H3 comme
témoin de charge, et (B) par RT-qPCR avec un couple d’amorces amplifiant les transcrits DNA2, apres
normalisation avec I’ ARN de référence TBP (moyenne +/- erreur standard, n=3).
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FIGURE 58 — Blocage de la réplication nucléaire par traitement avec le ddC
Les cellules HEK WT ont été traitées avec différentes concentrations de ddC pendant 24 ou 48h et le
ratio ADNmt/ ADN nucléaire a été estimé par qPCR (n=1).
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FIGURE 59 — Effet du blocage de POL~y sur la dégradation rapide de I’ADNmt suite a des CDB
Analyse par Southern Blot d’ADNmt de cellules HEK WT et HEK Pstl. Des cellules HEK Pstl ont été
traitées, ou non, avec 500uM de ddC pendant 1j, puis I’expression de Pstl a été induite, ou non, pendant
2h par traitement avec la doxycycline, et les cellules ont été suivies sur une période de récupération
de 5h ou 1j. Une image plus exposée du Southern Blot a permis de vérifier qu’aucune différence dans
la dégradation de I’ADNmt n’était visible pour les pistes traitées ddC ou le signal est faible sur cette
image (non montrée). L’ ADNmt est linéarisé par BamHI avant dépdt sur gel, I’ADN de cellules HEK
WT digéré in vitro par Pstl sert de contrdle.
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Une rapide dégradation de I’ADNmt est toujours observée, méme apres déplétion des nu-
cléases individuellement. Cette élimination de I’ADNmt 1és€ n’est donc pas effectuée par 1’une
de ces nucléases seule. Pour éliminer la possibilité d’un role redondant entre les différentes
protéines nous avons réalisé le knock-down simultané des cinq nucléases, suivi de la méme
maniere par I'induction des CDBmt 3j apres transfection et analyse du profil d’ADNmt pen-
dant la phase précoce de dégradation (Figure S6E). Cette fois une double transfection siRNA
a été réalisée, afin de diminuer au maximum 1’expression des différentes protéines. La encore
aucune différence entre les échantillons transfectés RNA1 ou non n’a été détectée, la cinétique
de dégradation de I’ADNmt est la méme que ces nucléases soient exprimées ou non.

Nous pouvons conclure de ces expériences qu’il est trés peu probable que les nucléases
mitochondriales EXOG, ENDOG, MGMEI, FEN1 et DNA2 soient impliquées dans la rapide
dégradation de I’ADNmt 1ésé€ observée apres induction de CDBmt. Cependant, apres transfec-
tion avec les différents siRNA, nous obtenons une diminution de seulement environ 50% des
transcrits pour DNA?2 et 80-90% des protéines pour les autres nucléases. Il est possible que la
quantité de protéines restantes soit suffisante pour dégrader I’ ADNmt, et que I’extinction soit
insuffisante pour obtenir un effet visible en Southern Blot.

312 POLy

La polymérase mitochondriale POL~, impliquée dans la réplication et la réparation de
I’ADNmt, possede une activité 3°-5’ exonucléase, utilisée pour I’élimination des nucléotides
mal incorporés lors de la réplication de I’ADNmt (Spelbrink et al., 2000). Cette protéine pour-
rait donc étre impliquée dans la dégradation de I’ADNmt suite a I’'induction de CDB.

Nous n’avons pas utilisé de siRNA pour abolir I’expression de cette protéine, car nous pen-
sons qu’une diminution quasi totale de la polymérase responsable de la réplication de I’ ADNmt
pourrait étre trop drastique pour les cellules et que la réponse que nous pourrions observer dans
ce cas ne serait pas uniquement li€ a la génération de CDBmt. Nous avons donc préféré utiliser
un traitement au ddC (didésoxycytidine) qui permet de bloquer la polymérase sur son substrat,
ce qui empéche également son activité exonucléase. Le ddC, dont la structure est présentée
Figure S8, est un terminateur de chaine en 3’. En effet il est ajouté par la polymérase en tant
qu’analogue du dCTP, apres avoir été métabolisé en ddCTP, et I’absence du groupement —OH
sur le pentose empéche 1’ajout d’autres nucléotides. POL~ se retrouve donc bloquée sur I’ ADN,
ce qui I’empéche d’exercer ses activités polymérase et exonucléase. Le traitement de cellules
avec du ddC induit donc une déplétion en ADNmt, due a I’absence de réplication de I’ADNmt
et a sa dilution lors des divisions cellulaires.

Tout d’abord nous avons mis au point le traitement en faisant plusieurs tests avec différentes
concentrations de ddC et différents temps d’incubation, et nous avons mesuré le ratio ADNt/
ADN nucléaire par qPCR. L’ objectif était de se placer a une concentration suffisante pour blo-
quer la majorité des protéines POL~ mais avant que la déplétion en ADNmt soit trop forte et
qu’il ne soit donc plus possible d’analyser un profil d’ADN apres cassures. La Figure 58 montre
les ratios ADNmt/ ADN nucléaire dans différentes conditions. Nous avons choisi de travailler
avec une concentration de 500uM de ddC et d’induire les cassures 24h apres le début du trai-
tement pour étudier le role de POL~y dans la maintenance de ’ADNmt apres CDB. Le ddC a
aussi été ajouté lors de I’induction avec la doxycycline et lors de la phase de récupération de 1j
pour éviter que POL~ soit relachée de I’ADN. Un contrdle supplémentaire, des cellules HEK
Pstl non induites traitées au ddC, a été ajouté pour étudier le profil d’ADNmt. Le Southern Blot
des différents échantillons (Figure 59) ne montre pas de différence sur la cinétique de dégra-
dation de I’ADNmt apres cassures que les cellules aient été traitées au ddC ou non. La seule
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FIGURE 60 — Localisation des protéines a activité nucléase potentiellement impliquées dans la
maintenance de I’ADNmt suite a des CDB

(A) Localisation par immunofluorescence des protéines SND1, DFFB et EXD2. L’ ADN nucléaire est
marqué par le DAPI (bleu), les mitochondries sont visualisées grace au MitoTracker Red CMXRos
(rouge) et les protéines d’intérét grace a un anticorps spécifique détecté par un anticorps secondaire
couplé a I’ Alexa Fluor 488 (vert). Barres d’échelle : 10um. (B) Localisation par Western Blot avec des
anticorps ciblant EXD2 ou SNDI1 apres fractionnement subcellulaire (dépots inégaux).
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différence est un signal plus faible pour les pistes correspondant aux cellules traitées au ddC,
que les CDBmt aient été induites ou non, car la quantité d’ADNmt totale est plus faible. Ceci
est dii au blocage de POL~y qui entraine I’arrét de la réplication mitochondriale et a la dilution
de I’ADNmt lors des divisions cellulaires.

L’ ADNmt polymérase mitochondriale n’est donc pas non plus responsable de I’élimination
de I’ADNmt endommagé par des CDB grace a son activité exonucléase.

3.1.3 Nucléases potentiellement mitochondriales
Localisation

Puisque les cing nucléases connues pour étre mitochondriales ainsi que POL~ ne sont vrai-
semblablement pas impliquées dans la dégradation de I’ ADNmt induite par des CDB nous avons
sélectionné d’autres nucléases candidates qui pourraient potentiellement avoir ce role. Nous
avons tout d’abord isolé une centaine de protéines humaines identifiées avec les mots clés «
nuclease » et « DNase » dans la base de données « Protein » de NCBI, qui regroupe les bases de
données PDB, RefSeq et UniProtKB/SwissProt. Les probabilités d’adressage mitochondrial de
ces candidates ont été ensuite estimées grace aux logiciels PSORT II et MitoProt. PSORT II pré-
dit un pourcentage d’adressage dans chaque compartiment et MitoProt recherche les s€équences
d’adressage mitochondrial et indique spécifiquement la probabilité d’adressage mitochondrial.
Trois nucléases a forte probabilité d’adressage mitochondrial avec des rdles intéressants dans le
noyau ont été sélectionnées : DFFB, SND1 et EXD2. DFFB est prédite principalement nucléaire
(43%) et mitochondriale (39%) d’apres PSORT, et a une probabilité d’adressage mitochondrial
de 94% avec MitoProt. SND1 est principalement cytosolique d’apres PSORT, et seulement a
13% mitochondriale, mais MitoProt indique une probabilité de 82% d’adressage mitochondrial.
Enfin, EXD2 est principalement nucléaire d’apres PSORT (65%) et a 13% mitochondriale, mais
MitoProt indique une probabilité de 69% d’adressage mitochondrial.

Le role de ces nucléases a déja été en partie étudié au niveau nucléaire. DFFB (DNA Frag-
mentation Factor subunit Beta), aussi appelé CAD (Caspase-activated DNase), a un role dans
I’apoptose et est la sous unité active de I’hétérodimere DFF. Apres activation de DFF par la
caspase 3, DFFB déclenche la fragmentation de I’ADN et la condensation de la chromatine
(Widtak, 2000). SND1 (Staphylococcal Nuclease and Tudor Domain Containing 1) est une pro-
téine multifonctionnelle qui régule la transcription mais aussi I’épissage, la modification et la
stabilité des ARNm ainsi que I’extinction de genes par interférences ARN. C’est I'un des com-
posants majeurs du complexe RISC (RNA induced silencing complex) (Jariwala et al., 2015).
Pour la troisieme protéine candidate, EXD2 (Exonuclease 3’-5’ Domain Containing 2) il a été
montré qu’elle a un role dans la recombinaison homologue nucléaire. Elle est recrutée a la
chromatine suite a des dommages et interagit avec le complexe MRN, elle est requise pour la
résection des CDB (Broderick et al., 2016).

La premiere étape de 1’étude de ces protéines présentant une activité nucléase a été de vé-
rifier leur localisation mitochondriale prédite in silico. La localisation a été déterminée par im-
munofluorescence des protéines d’intérét et co-marquage avec le MitoTracker Red CMXRos
qui montre le réseau mitochondrial et le DAPI qui cible I’ADN nucléaire, sur cellules HEK Pstl
non induites fixées et perméabilisées. La Figure 60A montre que contrairement a nos prévisions
in silico SND1 est plutdt cytosolique et DFFB disséminée dans toute la cellule, avec un signal
nucléaire légerement plus fort. EXD2 quant a elle s’accumule bien préférentiellement dans
les mitochondries puisque les marquages EXD?2 et MitoTracker co-localisent. La localisation
d’EXD2 et de SND1 a aussi été étudiée par Western Blot apres fractionnement sub-cellulaire.
Cette technique indique qu”’EXD?2 est a la fois cytoplasmique et mitochondriale et que SND1 est
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FIGURE 61 — siRNA des genes des protéines SND1, DFFB et EXD2 : effet sur la dégradation
rapide de I’ADNmt

(A) Analyse par Southern Blot de cellules HEK WT et HEK Pstl. Les cellules ont été cultivées en
présence ou en absence de siRNA ciblant SND1 ou DFFB. Une double transfection avec les siRNA a été
réalisée, a 3j d’intervalle, et 3j apres la deuxieme transfection les cellules sont traitées par la doxycycline
pendant 2h pour induire 1’expression de Pstl et le profil de ’ADNmt a été examiné avant induction
et pendant la période de récupération. (B) Analyse similaire au (A) avec des siRNA ciblant EXD2,
transfection simple des siRNA. I’ ADNmt est linéarisé par BamHI avant dépdt sur gel, I’ADN de cellules
HEK WT digéré in vitro par Pstl sert de controle.



Résultats

présente a la fois dans le cytoplasme, les mitochondries et le noyau (Figure 60B). Cependant
le kit de fractionnement utilisé ne permet pas d’obtenir des mitochondries pures, les fractions
mitochondriales peuvent contenir des protéines cytoplasmiques accrochées a la membrane ex-
terne, ou des lysosomes, ce qui peut expliquer la différence de localisation observée pour SND1
entre I’immunofluorescence et le Western Blot.

Sur nos trois protéines candidates seulement EXD2 semble étre mitochondriale. Cependant
la localisation a été étudiée sur des cellules HEK Pstl non induites, donc tres peu soumises a
des CDBmt. Il était donc possible que SND1 et DFFB se relocalisent dans les mitochondries en
cas de dommages de I’ ADNmt, et nous avons testé cette possibilité en analysant la localisation,
toujours par immunofluorescence, sur des cellules HEK Pstl juste apres induction et apres 1j de
récupération. Apres induction SND1 reste cependant cytosolique et DFFB disséminée dans la
cellule, avec une accumulation 1égerement plus faible dans le noyau.

Role dans la maintenance de I’ADNmt suite a des CDBs

Malgré 1’absence de localisation mitochondriale de SND1 et DFFB nous avons toutefois
réalisé le méme type d’expérience RNAi-induction que précédemment, pour étudier la poten-
tielle implication de SND1, DFFB et EXD2 dans la dégradation de I’ADNmt endommagé par
des CDB. De la méme maniere des CDBmt ont été induites apres déplétion de chaque protéine
par transfection de siRNA, et le profil d’ADNmt durant la phase de dégradation précoce a été
visualisé par Southern Blot (Figure 61). L’efficacité de 1’extinction de 1’expression des pro-
téines a été verifiée (Figure S9). La encore aucune différence dans la cinétique d’élimination de
I’ ADNmt n’était visible, en comparant les cellules exprimant ou non les protéines candidates.
Les Southern Blots des expériences de RNAi-induction des protéines SND1 et DFFB ne sont
pas tres nets mais ils permettent toutefois de voir qu’il n’y a pas de différences importantes avec
les dépdts témoins. Ceci ainsi que leur absence de localisation mitochondriale méme apres in-
duction des CDBmt est suffisant pour juger qu’elles ne sont donc probablement pas impliquées
dans le processus de dégradation d’ ADNmt. EXD2 n’apparait pas non plus avoir un role dans
la maintenance de ’ADNmt aprés CDB. Ainsi il est tres peu probable que les trois protéines
que nous avions estimé étre de bonnes candidates pour la dégradation de I’ADNmt suite a la
génération de CDBmt, SND1, DFFB et EXD?2, soit responsable de la dégradation d’ ADNmt.

EXD2 : Role dans la réparation des CDB nucléaires

Nous nous sommes toutefois intéressés un peu plus a EXD?2, et notamment a son implication
dans la réparation des CDB nucléaires. En effet la localisation tres préférentiellement mitochon-
driale de cette nucléase, d’apres nos données d’immunofluorescence (Figure 60), apparait peu
compatible avec le role essentiel de EXD2 dans la recombinaison homologue nucléaire montré
par Broderick et al (Broderick et al., 2016).

Cependant il était 1a encore possible que la nucléase se relocalise dans le noyau en cas de
CDB nucléaires, afin d’effectuer la résection des extrémités. Nous avons donc généré une quan-
tit¢ massive de CDB nucléaires, par irradiation aux rayons X sur des cellules HeLa, et nous
avons comparé la localisation d’EXD?2 entre les cellules non irradiées et les cellules irradiées.
Pour vérifier la génération de CDB nucléaires nous avons co-marqué les cellules avec un an-
ticorps primaire dirigé contre v-H2AX, un marqueur des CDB nucléaires qui sert a signaler
les dommages. L’irradiation de cellules HelLa a 13Gy entraine effectivement la génération de
nombreuses CDB nucléaires, comme indiqué par I’intensité du signal v-H2AX dans le noyau
des cellules irradiées. Cependant EXD2 reste trés fortement mitochondriale, méme en cas de
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FIGURE 62 — Localisation d’EXD2 apres génération de cassures de I’ADN nucléaire

Des cellules HeLa ont été soumises ou non a une irradiation aux rayons X, a une dose de 13Gy et ont
été observées apres marquage par immunofluorescence. L’ ADN nucléaire est visualisé grace au DAPI
(bleu), le marqueur de cassures nucléaires y-H2AX a ’aide d’un anticorps marqué par un anticorps
secondaire 1ié¢ a I’Alexa Fluor 488 (vert) et la protéine EXD2 a I’aide d’un anticorps marqué par un

anticorps secondaire lié a I’ Alexa Fluor 555 (rouge). Barres d’échelle : 10um.
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FIGURE 63 — Localisation de protéines de la réparation des CDB nucléaires potentiellement

mitochondriales par Western Blot

La localisation de protéines de la réparation des CDB nucléaires potentiellement mitochondriales dans
des cellules HEK WT et HeLa a été analysée apres fractionnement subcellulaire a 1’aide d’anticorps ci-
blant RADS54L, RAD54B, POLu, RAD6A, RAD6B et TREX1. C : fraction cytoplasmique ; M : fraction

Cellules Hela

mitochondriale ; N : fraction nucléaire (dépots inégaux).
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cassures elle ne se relocalise pas dans le noyau (Figure 62). Son role direct dans la recombinai-
son homologue nucléaire, par résection des extrémités des cassures, est donc remis en question
et nécessiterait des analyses supplémentaires.

3.1.4 Protéines potentiellement impliquées dans la réparation mitochon-
driale

Initialement mon projet de these portait sur les mécanismes de réparation de I’ ADNmt suite
a des CDB et nous avions commencé, en parallele de I’établissement du modele de génération
de CDBmt avec des cellules transfectées Pstl, I’étude de protéines candidates potentiellement
impliquées dans la réparation des CDBmt. Cette analyse s’est limitée a I’étude de la localisa-
tion mitochondriale de certains facteurs de la réparation des cassures nucléaires, puisque nous
n’avons pas pu détecter de réparation dans notre modele et que nous nous sommes ensuite
focalisés sur 1’aspect dégradation.

La probabilité d’adressage mitochondrial de 43 protéines décrites impliquées dans la répara-
tion des CDB nucléaires par la littérature a été déterminée avec les logiciels MitoProt et PSORT,
et 8 protéines ont été sélectionnées. Poly et XRCC4 sont plutdt impliquées dans le NHEJ nu-
cléaire, RADS54 dans la HR et Rad6 dans les deux processus. Trex1 est une DNase dont le role
dans la réparation des CDB n’est pas clair. La protéine NUDT®6 fait partie de la famille des hy-
drolases Nudix et I’étude des membres mitochondriaux de cette famille a fait 1’objet d’un sous
projet dans le cadre de ma these, I’analyse de la protéine NUDT6 sera donc détaillée partie 3.3.

La localisation de ces protéines a été réalisée par Western Blot apres fractionnement subcel-
lulaire (Figure 63). L’étude de XRCC4 n’a finalement pas été réalisée en 1’absence d’anticorps
fiable. La protéine RADS5S4L, une hélicase DEAD-like, présente un profil de localisation intéres-
sant en Western Blot, en effet elle est présente a la fois dans le cytoplasme et la mitochondrie,
avec une masse moléculaire 1égerement plus faible, ce qui peut correspondre au clivage d’une
séquence d’adressage mitochondrial. L’étude de la localisation a ensuite été€ réalisée en micro-
scopie sur cellules HeLLa par immunofluorescence ou transfection des protéines liées a la GFP.
Le Tableau 10 résume les informations de localisation que nous avons pu obtenir par Western
Blot et microscopie.

Western Blot Microscopie

HEK293 Hela Hela
RADS54L C,M N? C?, M?
RAD54B N N N
POLu C,M C,M, N Cc?, M?
RADGA M,N |[C,M,N? N
RAD6B C, M? M, N? C,N
TREX1 c? M, N C

Tableau 10 — Bilan de la localisation de protéines de la réparation des CDB nucléaires poten-
tiellement mitochondriales par Western Blot et microscopie
C : fraction cytoplasmique ; M : fraction mitochondriale ; N : fraction nucléaire.
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FIGURE 64 — Localisation de protéines de réparation nucléaires par microscopie

La localisation par microscopie a été réalisée sur des cellules HeLa. La protéine RADS4L a été visua-
lisée par transfection stable d’un plasmide codant pour RADS54L liée a I'’eGFP (vert), co-marquage des
mitochondries (rouge). RADS54B a été visualisée par immunofluorescence a I’aide d’un anticorps ciblant
la protéine et marquée par un anticorps secondaire couplé a 1’ Alexa Fluor 488 (vert), co-marquage de
I’ ADN nucléaire (bleu). POLy a été visualisée par transfection stable d’un plasmide codant pour POLy
liée a I’eGFP (vert), co-marquage des mitochondries (rouge). Barres d’échelle : 10um.
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FIGURE 65 — Représentation graphique des résultats de protéomique

L’intensité du signal de chaque protéine détectée dans les cellules HEK WT lors de I’analyse protéomique
des fractions mitochondriales est représentée en fonction de I’intensité du signal de la méme protéine
dans les cellules HEK Pstl non induites. Une valeur arbitraire de 10 est donnée lorsque la protéine n’est
pas détectée dans I’une des conditions.
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Les images de microscopie acquises pour les protéines RAD54B, RADS54L et POLu sont
présentées Figure 64.

Les protéines RAD54L et POLx semblent mitochondriales méme si I’utilisation d’un micro-
scope confocal serait nécessaire pour valider leur colocalisation avec le signal du MitoTracker.
L’analyse du role de ces protéines au niveau mitochondrial n’a pas été continuée puisque le phé-
nomene majoritaire obtenu dans notre systeme apres génération de CDBmt est une dégradation
de I’ADNmt et non une réparation des cassures.

3.2 Approche globale

3.2.1 Protéomique

Une seconde approche a consisté a essayer d’identifier de nouvelles protéines candidates
potentiellement impliquées dans la maintenance de ’ADNmt soumis a des CDB de manicre
plus globale, sans étude préalable de la localisation mitochondriale comme dans la partie pré-
cédente. Nous avons ainsi réalisé plusieurs analyses protéomiques par spectrométrie de masse
comparant la condition sauvage a la condition ou les cellules sont soumises a des CDBmt apres
induction de Pstl.

Un premier essai a permis d’analyser des fractions mitochondriales de cellules HEK WT
et HEK Pstl non induites (Figure S10), en utilisant une HPLC nano débit couplée a un spec-
trometre de masse ayant une source nanoelectrospray. Environ 2800 protéines ont été identi-
fiées, dont les principales protéines de la maintenance de I’ ADNmt (POL~, TFAM, TWINKLE,
mtSSB, TFB1/2M, POLRMT, FENI...), ce qui indique que 1’analyse a une bonne profon-
deur. Le ratio de I’intensité du signal dans la condition sauvage et dans la condition Pstl pour
chaque protéine donne une idée des protéines dont la quantité mitochondriale varie sous 1’effet
de CDBmt dues a I’expression basale de Pstl. Cependant aucune protéine a activité nucléase ou
impliquée dans la maintenance de I’ADN mitochondrial ou nucléaire n’est apparue vraiment
sur ou sous exprimée dans les cellules Pstl, cette méthode d’analyse protéomique n’étant pas
quantitative et permettant uniquement de repérer les variations d’abondance trés importantes
(Figure 65).

Nous avons donc décidé d’utiliser une méthode quantitative, le SILAC (stable isotope labe-
ling with amino acids in cell culture). Dans cette technique les cellules des différentes conditions
sont cultivées dans des milieux contenants différents isotopes d’acides aminés. Les différentes
populations cellulaires sont alors mélangées dans des proportions égales et analysées par spec-
trométrie de masse. Les peptides chimiquement identiques mais de compositions en isotopes
différentes sont différenciées par le spectrometre de masse grace a leurs masses. Les ratios
d’intensités pour ces peptides refletent les ratios d’abondance entre les conditions des protéines
correspondantes. Nous avons réalisé trois analyses protéomiques avec différentes populations
cellulaires : HEK WT + HEK Pstl toutes deux non traitées doxycycline; HEK WT non trai-
tés Pstl + HEK Pstl traitées doxycycline pendant Sh et enfin HEK WT et HEK Pstl toutes
deux traitées doxycycline pendant 5h. Ces analyses ont donné entre 1700 et 2400 protéines,
mais peu de protéines de la maintenance de I’ADNmt ont été détectées. Par exemple POL-y,
TWINKLE et TFB1/2M sont absentes de ces analyses. La profondeur est donc diminuée et le
grand nombre de protéines identifiées rend difficile 1’isolation de protéines candidates poten-
tiellement impliquées dans la maintenance de I’ADNmt suite a des CDBs. Ce fichier nous a
cependant aidé a choisir les protéines a activité nucléase potentiellement mitochondriales que
nous avons étudiées, SND1, DFFB et EXD2 (cf 3.1.3), car elles étaient présentes dans la liste,
donc vraisemblablement mitochondriales.
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Nous avons donc décidé de réaliser I’analyse protéomique non pas de fractions mitochon-
driales mais de mitoplastes. En effet les fractions mitochondriales peuvent contenir des pro-
téines cytoplasmiques accrochées aux membranes, ou des lysosomes car le kit sépare essentiel-
lement le noyau, le cytoplasme et les organites, et le grand nombre de protéines détectées peut
noyer le signal des protéines qui nous intéressent. La préparation de mitoplastes par centrifu-
gations différentielles et ultra centrifugation a été faite sur des cellules HEK WT et HEK Pstl
induites + 12h cultivées dans des milieux approprié€s pour faire de la protéomique quantitative
par SILAC. Nous avons cependant pu isoler peu de matériel et la pureté de la fraction n’a pas
pu étre vérifiée par Western Blot. Apres analyse protéomique environ 400 protéines ont pu étre
détectées, avec un fort enrichissement en protéines mitochondriales puisque plus d’un tiers sont
étiquetées mitochondriales. La purification semble donc avoir fonctionné, mais la concentra-
tion de 1’échantillon était trop faible et les différences entre les deux conditions sont faibles
et peu significatives. De plus plusieurs protéines de la maintenance de I’ADNmt n’ont pas été
détectées (POL~y, TWINKLE, TFB1/2M). L‘expression de la protéine TFAM apparait bien Etre
réduite apres induction des CDBmt, puisque le ratio sauvage/ Pstl 12h post-induction de cette
protéine vaut 0.675, ce qui valide en partie la méthode. Une seule candidate nucléase que nous
avons étudiée se trouve dans la liste de protéines identifiées, SND1, mais elle est présente dans
les mémes proportions entre les deux conditions. Nous avions cependant localisé cette protéine
plutdt au niveau cytoplasmique par immunofluorescence et observation au microscope (3.1.1).

Les différentes expériences de protéomique, visant a détecter des protéines potentiellement
impliquées dans la dégradation de I’ ADNmt 1ésé par des CDB, ne nous ont pas permis d’iden-
tifier de nouvelles candidates.

3.2.2 Crible RNAi

En plus de la protéomique nous avons commencé a mettre en place une nouvelle méthode
d’analyse globale, toujours dans le but d’identifier les protéines impliquées dans 1’élimination
de ’ADNmt apres CDB. Cette approche se base sur un crible RNAi, que nous mettons tout
d’abord au point avec une banque d’environ 80 genes, principalement des nucléases nucléaires
(librairie de siRNA sur mesure avec 4 siRNA ciblant chaque gene, Chery-pick siRNA library
plate, Dharmacon). Ce projet est réalisé en collaboration avec le laboratoire du Pr. Maria Fal-
kenberg a ’université de Goteborg, Suede, et notamment avec la postdoc Xie Xie.

Le principe de ce test est d’éteindre 1’expression du géne cible sur des cellules HEK293 Pstl,
puis d’induire les CDBmt par traitement avec la doxycycline et d’observer la présence de TFAM
en immunofluorescence 1j post-induction (cf Figure 44). Si le niveau de TFAM est le méme
pour un puits traité siRNA et pour le puits contrdle cela signifie que le gene éteint n’est pas
responsable de la dégradation de I’ ADNmt suite a des CDB, en tous cas a lui seul. Si au contraire
le signal TFAM du puits traité siRNA est plus élevé que pour le puits contrdle cela signifie
que I’ADNmt a été moins dégradé et donc que le gene éteint est impliqué dans 1’élimination
d’ADNmt. Nous avons ajouté dans notre banque de siRNA quelques geénes contrdles de la
maintenance de I’ADNmt, comme POL~, TWINKLE et bien entendu TFAM. Leur extinction
doit mener a une diminution forte de la quantit¢ d’ADNmt et donc du signal TFAM, comparé
aux cellules contrdoles HEK Pstl 1j post-induction, méme si celles-ci ont déja un signal TFAM
faible apres génération des CDBmt et récupération pendant 1j.

Nous avions prévu de réaliser ce crible dans des plaques 96 puits noires a fond en verre
(Nunc MicroWell 96-Well Optical-Bottom Plates with Coverglass Base, Thermo Scientific)
afin d’obtenir une bonne qualité d’image lors de 1’observation au microscope manuel ou au-
tomatique. Cependant nous avons di faire face a un probleme technique, en effet les cellules
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FIGURE 66 — Test crible RNAi

Une librairie de siRNA ciblant 80 génes codant pour des nucléases nucléaires ainsi que des geénes
contrdles a été utilisée lors de ce test, sur des cellules HEK Pstl. 41 puits/ 96 étaient exploitables. L’ ex-
pression de Pstl a été induite par traitement de 2h avec la doxycycline 3j apres transfection siRNA, sauf
pour certains puits témoins non induits et non transfectés siRNA (No dox). Le rapport des intensités de
fluorescence de TFAM, apres marquage par immunofluorescence, et du DAPI a été mesuré a I’aide d’un
microscope automatique (en bleu) ainsi que le pourcentage de cellules exprimant TFAM (en orange).
Les genes dont les siRNA correspondants semblent augmenter le ratio d’intensités de fluorescence et/
ou le pourcentage de cellules positives au marquage TFAM sont encadrés en jaune et ceux qui semblent
les diminuer en violet. Non-target : siRNA ne ciblant aucun gene; No 1st : cellules non incubées avec

I’anticorps primaire ciblant TFAM lors du marquage d’immunofluorescence. (Expérience réalisée par
Xie Xie)

0.9 360

326
0,2 78

Nodox Non_target  DFFB ZRAN3  RADSIC TATDN1  WRN XRCC3

% de cellules exprimant TFAM

—— N°1 —a— N°2

FIGURE 67 — Vérification manuelle du test crible RNAi

Les puits sur ou sous exprimant TFAM comparé au contrdle transfecté par un siRNA ne ciblant aucun
gene dans I’expérience de la Figure 66 ont été de nouveau analysés, cette fois manuellement, par comp-
tage des cellules exprimant TFAM avec un microscope en épifluorescence classique. Ce comptage a été
réalisé a deux reprises (bleu et orange). Les chiffres indiqués pour chaque point correspondent au nombre
de cellules analysées pour chaque puits et chaque comptage. (Expérience réalisée par Xie Xie)
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HEK?293 sont semi adhérentes et adherent tres mal a la surface en verre des plaques.

La premiere étape de la mise au point du crible est donc I’optimisation de 1I’adhérence des
cellules, en recouvrant le fond des plaques de poly-L-lysine (PLL) ou en utilisant des plaques a
fond plastique de qualité suffisante pour la microscopie. Nous avons comparé les ratios d’inten-
sité de fluorescence TFAM/ DAPI entre des plaques a fond en verre, en verre recouvert de PLL
ou en plastique, sur des cellules HEK293 WT, apres transfection ou non avec un siRNA ciblant
TFAM (Figure S11). Les puits ayant été transfectés avec des cellules diluées dans le milieu Op-
tiMEM, remplacé par du DMEM apres 5h d’incubation, ont perdu beaucoup de cellules durant
ce changement de milieu pour les plaques en verre, et les cellules effectivement transfectées par
le siRNA ont pu se détacher préférentiellement. Les ratios d’intensité de fluorescence sont donc
peu cohérents, sauf pour les plaques a fond plastique, dont les cellules se détachent beaucoup
moins. Les réglages du microscope automatique de la plateforme d’imagerie de I’université de
Goteborg ayant été réalisés avec la plaque a fond en verre nous avons cependant décidé de
continuer les tests avec un fond en verre recouvert de PLL. Nous avons éliminé au maximum
les étapes de lavages et décidé de diluer les cellules dans du DMEM lors de la transfection des
siRNA, pour éviter I’étape de changement de milieu.

Un deuxieme probleme a nécessité des modifications du protocole. En effet nous avons
remarqué que I'intensité du signal TFAM était dépendante du nombre de cellules marquées, et
elle n’était donc pas fiable pour comparer deux puits qui ne comportent pas le méme nombre de
cellules. Par exemple un puits avec peu de cellules présente un ratio d’intensités TFAM/ DAPI
plus élevé, alors que la seule différence entre les puits est la densité cellulaire (Figure S12). Ce
constat nous a amené a fixer un seuil et éliminer de notre analyse les puits avec moins de 100
cellules. Nous avons aussi pensé que la concentration en anticorps, primaires ou secondaires,
devait étre limitante, et nous avons fait plusieurs essais avec différentes concentrations, pour
finir par choisir une dilution d’anticorps primaire 1 :50 et d’anticorps secondaire 1 :250.

Nous avons enfin réalisé un premier test de crible RNAi sur notre librairie, avec les ajus-
tements du protocole discutés précédemment. Seulement 41 puits sur 96 contenaient assez de
cellules pour une mesure des intensités de fluorescence fiable, ce qui montre que I’adhérence
des cellules nécessite encore d’étre optimisée. Deux parametres ont été évalués par un micro-
scope automatique pour ce crible test : le ratio d’intensités de fluorescence TFAM/ DAPI mais
aussi le pourcentage de cellules exprimant TFAM (Figure 66). Ces deux parametres varient
assez similairement, ce qui indique que nous avons réussi relativement bien a nous affranchir
du probleme de dépendance entre I’intensité du signal TFAM et le nombre de cellules (indi-
qué en abscisse du graphique Figure 66). Différents puits contrdles ont été utilisés : cellules
transfectées par un siRNA non ciblé (non-target), non transfectées siRNA et non traitées doxy-
cycline (no dox), et non incubées avec I’anticorps primaire lors de 1’étape de marquage (no
Ist). Leurs ratios d’intensités de fluorescence et de pourcentages de cellules positives a TFAM
sont cohérents. Lors de ce crible test quelques siRNA semblent augmenter le pourcentage de
cellules exprimant TFAM (encadrés en jaune Figure 66), et les protéines correspondantes pour-
raient donc étre impliquées dans la dégradation d’ ADNmt apres CDB, alors que d’autres siRNA
semblent le diminuer (encadrés en violet Figure 66). Ce pourcentage a été de nouveau évalué
au microscope en observant des images manuellement, pour certains puits ou il était augmenté
ou diminué d’apres 1’analyse au microscope automatique (Figure 67). Les puits siRNA DFFB,
ZRANB3, RADS51C et TATDNI apparaissent effectivement avoir un pourcentage de cellules
exprimant TFAM légerement plus élevé que le contrdle siRNA non ciblé. Si ce résultat est
confirmé lors de nouveaux cribles il pourra étre intéressant d’étudier individuellement le role
de ces protéines dans la maintenance suite a des CDBmt. La protéine DFFB est impliquée
dans I’apoptose, ZRANB3 est une endonucléase avec une activité hélicase qui intervient lors
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FIGURE 68 — Localisation de NUDT6 en microscopie
Des cellules HeLa ont été transfectées avec un plasmide codant pour la protéine NUDT6 liée a I’eGFP
(vert) et ont été observées en microscopie. Le MitoTracker Red CMXRos (rouge) permet de vérifier la

colocalisation de NUDT®6 avec les mitochondries pour les cellules transfectées de maniere stable. Barres
d’échelle : 10um.
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FIGURE 69 — Localisation de NUDT19 en microscopie

La localisation de NUDT19 a été étudiée par immunofluorescence avec un anticorps ciblant NUDT19
marqué par un anticorps secondaire lié a 1’ Alexa Fluor 488 (vert) et co-marquage des mitochondries
(rouge) et de I’ADN nucléaire (bleu) dans les cellules HAP1 et HEK293. Elle a aussi été étudiée par
transfection transitoire avec un plasmide codant pour la protéine liée a I’eGFP (vert) et co-marquage des
mitochondries (rouge) dans les cellules HeLa. Barres d’échelle : 10um.



Résultats

du blocage de la fourche de réplication nucléaire, RADS1C joue un réle dans la recombinaison
homologue nucléaire et TATDNI1 est probablement une désoxyribonucléase. Cependant le pour-
centage de cellules exprimant TFAM dans les puits transfectés par ces siRNA n’atteint pas le
pourcentage du puits non traité doxycycline, ce qui signifie qu’une partie de I’ADNmt est tou-
jours éliminé, suggérant que plusieurs protéines pourraient étre impliquées dans la dégradation
d’ADNmt 1ésé.

3.3 Potentiel role protecteur des Nudix : NUDT6 et NUDT19

Les Nudix sont une famille de protéines qui catalysent I’hydrolyse de nucléosides diphos-
phates liés a un autre groupement. Au niveau nucléaire NUDT1, aussi appelée MTH1, permet
I’assainissement du réservoir de nucléotides en hydrolysant les nucléotides puriques oxydés.
Elle a donc un role protecteur en empéchant 1’incorporation de ces nucléotides modifiés dans
I’ ADN lors de la réplication. Certains membres de la famille Nudix, NUDT6 et NUDT19, ont
un fort pourcentage d’adressage mitochondrial et nous avons décidé d’étudier le role de ces pro-
téines. En effet les mitochondries sont le siege de la phosphorylation oxydative, qui produit de
nombreux ROS, et il est donc possible qu’un systeme permette de contrer I’oxydation des nu-
cléotides libres dans ce compartiment, comme dans le noyau. Les Nudix mitochondriales n’ont
probablement pas directement un role dans la maintenance de I’intégrité de I’ADNmt suite a
des CDB, mais elles pourraient avoir un role protecteur en empéchant la génération de certaines
de ces cassures. En effet, si des nucléotides modifiés libres sont incorporés dans I’ADNmt lors
de la réplication, des mécanismes de réparation peuvent étre déclenchés pour éliminer la 1¢-
sion, notamment a I’aide du BER. Or I’'un des intermédiaires de réparation dans ce processus
est un ADN possédant une cassure simple-brin. Si, pour une raison ou une autre, la réparation
n’est pas correctement continuée, cette cassure simple-brin peut évoluer en CDB. L’assainisse-
ment du réservoir mitochondrial de nucléotides oxydés pourrait donc diminuer la génération de
CDBmt. Le role de NUDT®6 a surtout été décrit au niveau transcriptionnel, car NUDT6, aussi
appelé GFG, est I’anti-sens du FGF-2 (fibroblast growth factor 2). Le transcrit NUDT6 permet
ainsi de réguler I’expression du FGF, et impacte le cycle cellulaire (Baguma-Nibasheka et al.,
2012; McEachern et Murphy, 2014). NUDT19 quant a elle possede une activité décapping des
ARNmMm (Song et al., 2013) et une activité acyl-CoA diphosphatase dans le péroxysome (Ofman
et al., 2006).

3.3.1 Localisation

La premiere étape de notre étude des Nudix NUDT6 et NUDT19 a été la vérification de leur
localisation mitochondriale, qui a été réalisée par microscopie en épifluorescence.

Nous n’avons pas réussi a avoir des résultats fiables avec différents anticorps anti-NUDT®6,
sur plusieurs lignées cellulaires (HEK293, HelLa, HAP1). Nous avons donc établi la localisa-
tion de la protéine uniquement par transfections transitoire et stable de cellules HelLa avec un
plasmide codant pour le cDNA de NUDT®6 lié a I'’eGFP. Les images de microscopie indiquent
une colocalisation du marqueur mitochondrial MitoTracker Red CMXRos et de la GFP (Figure
68), ce qui valide la localisation mitochondriale de NUDT6.

La localisation de NUDT19 a été réalisée a la fois par immunofluorescence sur des cellules
HEK?293 WT et HAP1 WT et par transfection transitoire de cellules HeLa avec un plasmide co-
dant pour le géne lié a I’eGFP (Figure 69). Toutes les méthodes semblent indiquer une coloca-
lisation du MitoTracker Red CMXRos et de la protéine, validant la localisation mitochondriale
de NUDT19.
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FIGURE 70 — Activités d’hydrolyse de nucléotides des Nudix NUDT6 et NUDT19 comparées
a celle de MTH1

Les activités d’hydrolyse de nucléotides de (A, B) NUDT6 et (C, D) NUDT19 ont été comparées a celle
de MTHI1, sur des nucléotides non modifiés (A, C) et modifiés (B, D), par dosage spectrophotométrique
du phosphate 1ibéré apres incubation des enzymes avec les nucléotides. De la pyrophosphatase a été
ajoutée dans tous les dosages, sauf en (A), afin d’hydrolyser les molécules de di ou triphosphates qui
peuvent étre formées sous I’action des protéines. Le signal obtenu sans enzyme a été soustrait aux signaux
obtenus avec NUDT6, NUDT19 ou MTHI. ((A, B) n=1; (C,D)moyenne +/- erreur standard, n=3)
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FIGURE 71 — Activité d’hydrolyse de nucléotides de NUDT19 comparée a celle de MTHI1, en
variant le cofacteur et le pH

La mesure d’activité d’hydrolyse a cette fois été réalisée sur un mélange des nucléotides non modifiés
(NTPs) ou des désoxynucléotides non modifiés (ANTPs). (A) Différents cofacteurs ont été utilisés, a pH
8, (B) puis différents pH ont été testés, en utilisant soit MgCl2, soit ZnCI2 comme cofacteur (moyenne
+/- erreur standard, n=3).



Résultats

Les deux Nudix NUDT6 et NUDT19 apparaissent donc bien mitochondriales, méme si la
localisation de la protéine NUDT6 a seulement été réalisée indirectement, par transfection d’une
protéine exogene liée a I’e GFP. Nous ne sommes ainsi pas certains que le transcrit NUDT®6 soit
effectivement traduit en protéine dans les types cellulaires que nous avons testés.

3.3.2 Activité d’hydrolyse des nucléotides

La mesure de I’activité d’hydrolyse de nucléotides a été réalisée par dosage du phosphate
libéré lors de I’incubation des différentes protéines recombinantes avec les nucléotides. La pro-
téine recombinante MTHI a été utilis€ée comme contrdle pour évaluer les activités de NUDT6
et NUDT19, sur des nucléotides modifiés ou non.

Les activités ont tout d’abord été testées dans des conditions réactionnelles courantes, a pH
8 et avec Mg2+ comme cofacteur, sur différents nucléotides individuellement. De la pyrophos-
phatase a été ajoutée, sauf pour le test d’activité de NUDT6 sur les nucléotides non modifiés
(Figure 70A), afin d’hydrolyser les molécules de di et triphosphate qui peuvent étre produites
lors de I’hydrolyse des nucléotides par les enzymes. En effet notre méthode de dosage du phos-
phate quantifie uniquement le phosphate libre sous forme de monophosphate et sans pyrophos-
phatase il est possible de ne pas détecter une activité d’hydrolyse de nucléotides. Les résultats
indiquent une forte activité d’hydrolyse par MTHI1 sur la majorité des nucléotides testés, et no-
tamment les nucléotides modifiés, qui sont utilisés a une concentration 10 fois inférieure que les
nucléotides non modifiés dans toutes les expériences. Cependant, aucune activité d’hydrolyse
par NUDT6 ou NUDT19 n’est détectable, pour aucun nucléotide (Figure 70). Nous avons donc
décidé de varier les conditions réactionnelles, pour I’étude de NUDT19 seulement, car le gene
NUDT®6 pourrait étre seulement transcrit et non traduit en protéine, et que la protéine recombi-
nante précipite tres facilement, rendant difficile les analyses d’activité. Nous avons donc réalisé
la réaction d’hydrolyse avec différents ions divalents en tant que cofacteurs, sur un mélange de
nucléotides non modifiés et un mélange de nucléotides modifiés, pour les protéines MTHI et
NUDT19 (Figure 71A). L activité d’hydrolyse de NUDT19 reste tres faible voire nulle quel
que soit le cofacteur, et semble tres légerement présente avec le cofacteur Zn2+. Pour MTH1
I’activité est maximale lorsque le cofacteur est Mg2+, ce qui a déja ét€ démontré. Nous avons
ensuite fait varier le pH, en utilisant Mg2+ comme cofacteur, ou Zn2+ pour un test unique-
ment sur les nucléotides non modifiés (Figure 71B). La encore aucune activité¢ d’hydrolyse
des nucléotides significative n’est détectée pour NUDT19, alors que I’activité de MTH1 est
importante, notamment a pH 7.8.

Ainsi il apparait peu probable que NUDT6 ou NUDT19 aient une activité d’hydrolyse des
nucléotides leur permettant d’assainir le réservoir mitochondrial de nucléotides.

3.3.3 Etude des cellules KO

Bien que les Nudix NUDT6 et NUDT19 ne possedent vraisemblablement pas une activité
d’hydrolyse des nucléotides permettant d’éviter 1’incorporation de nucléotides modifiés dans
I’ ADN lors de la réplication nous avons cherché a évaluer leurs roles, notamment en rapport
avec leur localisation mitochondriale.

Pour cela nous avons travaillé avec des lignées cellulaires HAP1 KO pour ces protéines.
Les cellules HAP1 sont haploides et les lignées KO sont établies grace a la méthode CRISPR,
par ’entreprise Horizon Discovery. Nous avons tout d’abord vérifié I’extinction des protéines
dans les lignées KO. En I’absence d’anticorps fiable anti-NUDT6 nous avons quantifié les trans-
crits NUDT6 par qPCR. Les transcrits sont quand méme amplifiés pour les cellules HAP1 KO
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FIGURE 72 — Quantification de I’ADNmt dans les cellules KO NUDT6
Quantification du ratio ADNmt/ ADN nucléaire dans les cellules HAP1 WT et HAP1 KO NUDT®6 par
gPCR (moyenne +/- erreur standard, n=3).
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FIGURE 73 — Temps de doublement des cellules KO NUDT19

(A) Représentation graphique des temps de doublement des cellules HAP1 WT et HAP1 KO NUDT19 a
chaque passage. (B) Moyenne des temps de doublement (moyenne +/- erreur standard, n=14). * P < 0.05
versus cellules HAP1 WT.



Résultats

NUDT6, méme si plus faiblement que pour les cellules HAP1 WT (Figure S13 A), cependant
les courbes de fusion n’ont pas la méme allure pour les deux lignées cellulaires. Apres migration
des échantillons amplifiés sur gel d’agarose 2%, des bandes de différentes tailles sont détectées
(Figure S13 B). Les cellules KO NUDT®6 expriment un transcrit 1égerement plus court, ce qui
correspond a la délétion génique de 10pb induite par la méthode CRISPR. La délétion est en
partie au niveau de I'une des amorces ce qui peut expliquer que I’amplification des transcrits
des cellules KO NUDT®6 est plus faible que pour les cellules WT, puisque 1’amorce s hybride
moins bien. La protéine NUDT6 est donc probablement non fonctionnelle dans les cellules KO
NUDT6, méme si son expression dans les cellules WT est aussi discutable. L’extinction de
la protéine NUDT19 dans la lignée cellulaire HAP1 KO NUDTI19 a quant a elle été vérifiée
par Western Blot et immunofluorescence. L’expression de la protéine est bien éteinte dans les
cellules KO NUDT19 comparé aux cellules WT (Figure S14).

Les cellules HAP1 KO NUDT®6 n’ont pas une croissance significativement différente des
cellules WT et la quantification du ratio ADNmt/ ADN nucléaire par qPCR indique également
une méme quantité d’ ADNmt entre les cellules KO NUDT6 et WT (Figure 72).

Les cellules HAP1 KO NUDT19 ont été étudiées de maniere plus poussée, toujours par com-
paraison avec les cellules HAP1 WT. Leur croissance est 1égerement ralentie, avec un temps de
doublement augmenté d’une heure environ (Figure 73). La quantité d’ ADNmt a également été
estimée par qPCR, en quantifiant le ratio ADNmt/ ADN nucléaire, et il apparait que les cellules
KO possedent significativement légerement moins d’ADNmt que les cellules WT (Figure 74).
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FIGURE 74 — Quantification de I’ADNmt dans les cellules KO NUDT19
Quantification du ratio ADNmt/ ADN nucléaire dans les cellules HAP1 WT et HAP1 KO NUDT19 par
gPCR (moyenne +/- erreur standard, n=12). * P < 0.05 versus cellules HAP1 WT.
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FIGURE 75 — Structure et fonctionnement des mitochondries dans les cellules KO NUDT19
(A) Observation du réseau mitochondrial de cellules HAP1 WT et HAP1 KO NUDT19 aprés marquage
en immunofluorescence de TFAM (vert), des mitochondries polarisées a I’aide du MitoTracker Red
CMXRos (rouge) et de I’ADN nucléaire avec du DAPI (bleu). Barres d’échelle : 10pm. (B) L’activité
du complexe IV a été mesurée par dosage de I’activité cytochrome c oxydase, sur cellules HAP1 WT
et KO NUDT19 (moyenne +/- erreur standard, n=3). (C) Niveaux de protéines mitochondriales dans les
cellules HAP1 WT et HAP1 KO NUDT19. 20ug de protéines cellulaires totales ont été analysés par
Western Blot avec des anticorps dirigés contre PDH, TOMM20 et les protéines de la maintenance de
I’ADNmt TWINKLE, POL~y et TFAM et un cocktail d’anticorps ciblant différentes sous unités de la
chaine respiratoire. Tubuline et H3 : témoins de charge.
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FIGURE 76 — Etude de I’apoptose dans les cellules KO NUDT19

L’apoptose a été analysée par cytométrie en flux sur des cellules HAP1 WT et HAP1 KO NUDT19. Les
cellules HAP1 WT traitées staurosporine (STS) sont un témoin positif de 1I’apoptose (moyenne +/- erreur
standard, n=3). * P > 0.05 versus cellules HAP1 WT (test de Student).



Résultats

Au niveau mitochondrial le réseau, visualisé par microscopie en épifluorescence a 1’aide
du MitoTracker, apparait intact dans les cellules KO, les mitochondries sont correctement po-
larisées et il n’y a pas de différences entre cellules WT et KO (Figure 75A). La Figure 75C
indique aussi que toutes les protéines mitochondriales testées (PDH et TOMM?20, les protéines
de la maintenance de I’ ADNmt TFAM, POL~ et TWINKLE, ainsi qu’une sous unité de chaque
complexe respiratoire) sont exprimées de maniere similaire dans les deux lignées cellulaires.
L’activité du complexe IV, mesurée par dosage de 1’activité cytochrome c oxydase, est égale-
ment la méme entre cellules WT et KO (Figure 75B). Des expériences de cytométrie en flux ont
révélé que I’apoptose n’est pas affectée par I’absence de NUDT19, seul le controle traité stau-
rosporine montre une augmentation de la mort cellulaire (Figure 76). Enfin, 1’étude du cycle
cellulaire, par cytométrie en flux également, n’est pas reproductible. En effet, certaines expé-
riences ont montré une accumulation des cellules KO NUDT19 en phase G2/M comparé aux
cellules WT alors que d’autres ne révelent aucune différence (Figure 77). Une carence en SVF,
afin d’induire le blocage des cellules en phase G1 pour obtenir des cellules contrdles au profil
prédictible, n’a pas donné le résultat attendu sur ce type cellulaire, les cellules HAP1 supportent
mal I’absence de SVF et meurent rapidement. Nous avons donc essayé de bloquer les cellules en
phase G2/M par traitement de 12h avec la démécolcine, ce qui a fonctionné (Figure 29). Cette
expérience doit étre refaite afin d’évaluer 1’éventuel impact de NUDT19 sur le cycle cellulaire.

Pour résumer, I’étude de NUDT6 n’a pas été tres poussée car I’expression du gene au niveau
protéique n’est pas certaine. L’analyse des cellules KO NUDT19 a quant a elle révélé peu de
différences avec les cellules WT pour les parametres mesurés. Les cellules KO présentent seule-
ment une légere diminution de la quantité d’ADNmt, et peut étre une accumulation de cellules
en phase G2/M, ce qu’il reste a vérifier. Des expériences supplémentaires sont nécessaires pour
déterminer le role de NUDT19 au niveau mitochondrial.
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FIGURE 77 — Etude du cycle cellulaire dans les cellules KO NUDT19

Le cycle cellulaire a été analysé par cytométrie en flux sur les cellules HAP1 WT et HAP1 KO NUDT19.
La figure présente les résultats de deux expériences indépendantes. L’ expérience 1 indique une accumu-
lation des cellules KO dans la phase G2/M comparé aux cellules WT alors que 1’expérience 2 ne montre
pas de différence importante entre les deux conditions
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FIGURE 78 — Cassures de I’ADNmt suite a un traitement par la bléomycine

Des cellules embryonnaires de Drosophiles (cellules S2) ont été traitées a la bléomycine (75ug/ mL)
pendant O a 30 min, puis I’ADN total a été analysé par Southern Blot a 1’aide d’une sonde ciblant
I’ ADNmt. Expérience : Layal Ishak.



Chapitre 1

Systeme de génération de CDBmt

1.1 Un systeme inductible a adressage mitochondrial

Dans ce projet nous avons étudié les conséquences de la production de CDBmt. In vivo
ces dommages peuvent étre produits par blocage de la fourche de réplication, par des sources
endogenes ou exogenes tels I’exposition aux ROS générés par la chaine respiratoire, certains vi-
rus, les irradiations ionisantes ou ultraviolettes ou par d’autres agents clastogenes. L’étude de la
maintenance de I’ADNmt suite a des CDB peut étre faite ex vivo, par traitement de cellules avec
la bléomycine, ou irradiation aux rayons X. Cependant, méme si ces deux techniques génerent
effectivement des cassures de I’ADNmt (Figure 78), probablement aussi sur cellules humaines
(Yeung et al., 2015; Zhou et al., 2011), elles induisent aussi d’autres types de dommages, telles
les cassures simple-brin pour la bléomycine ou les cassures simple-brin et les oxydations de
bases pour les rayons X, et affectent également le génome nucléaire. La réponse observée n’est
donc pas spécifique aux CDB ni a I’ADNmt.

Afin de générer spécifiquement des CDB ciblées a I’ADNmt de maniere controlée nous
avons mis au point un systeme inductible a adressage mitochondrial. Une lignée cellulaire
humaine commercialement disponible (Flp-In T-REx 293, des cellules HEK293 modifiées) a
été transfectée de maniere stable avec I’enzyme de restriction Pstl fusionnée a une séquence
d’adressage mitochondrial, sous le controle d’un promoteur inductible par la doxycycline.
Apres traitement des cellules avec la doxycycline nous obtenons effectivement des CDB de
I’ADNmt, sans atteinte de I’ADN nucléaire, uniquement au niveau des sites de restriction
Pstl. Cette enzyme avait déja été utilisée par une autre équipe afin d’étudier la maintenance
de I’ADNmt suite a des CDBmt, mais avec une expression constitutive, ce qui avait conduit
a une perte presque totale de I’ADNmt pour certains clones cellulaires (Srivastava et Moraes,
2001). L’ utilisation d’un systeme inductible a ainsi I’avantage de permettre un certain contrdle
de la quantité de CDBmt générées ainsi que le suivi des cellules pendant une période de récu-
pération.

Cependant, une expression basale de Pstl est détectée dans notre systeme, méme en 1’ab-
sence d’inducteur. La répression non totale du promoteur était présente dans les cinq populations
clonales que nous avons testées, méme en utilisant un sérum de veau fétal certifié sans tétracy-
cline pour préparer les milieux de culture cellulaire. Grace a cette fuite nous pouvons étudier
I’impact de la génération d’une petite quantité de CDBmt sur les cellules et I’ADNmt, ce qui
est plus proche des conditions physiologiques que la génération massive de CDBmt induite
par traitement avec la doxycycline, ce qui ne serait pas possible avec un systéme a expression
constitutive. Cependant ce probleme d’expression basale du transgene méme en 1’absence d’in-
ducteur est un probleme récurrent du dispositif Tet-On (Meyer-Ficca et al., 2004), et questionne
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I’efficacité de ce systeme inductible dans les cas ou une expression totalement réprimée ou ac-
tivée est nécessaire. Plusieurs optimisations ont été développées pour éliminer ou diminuer cet
inconvénient. Il a par exemple été montré que 1’ajout d’éléments riches en AU, déstabilisant
les ARNm, a I’extrémité 3’ non traduites de la construction inductible, peut réduire la fuite
(Pham et al., 2008), mais cette technique est tres peu utilisée. Une autre amélioration nécessite
I’utilisation de silencieux transcriptionnels contrdlés par la tétracycline (tTS) (Zhu et al., 2001).
La protéine tTS est une protéine de fusion contenant un répresseur Tet (TetR), tout comme la
protéine rtTA, ainsi que le domaine KRAB-AB du répresseur transcriptionnel Kid-1. En I’ab-
sence de tétracycline, ou de doxycycline, tTS se lie a la séquence opératrice TetO, en amont du
promoteur, et réprime la transcription du transgene. L’ajout de doxycycline permet la dissocia-
tion de tTS, puis, a une concentration suffisante, la doxycycline interagit aussi avec la protéine
rtTA, qui pourra se lier sur TetO et activer la transcription du gene d’intérét. Cette modification
du systeme Tet-On permet effectivement de diminuer 1’expression basale, a la fois dans des
modeles cellulaires et murins. Cependant elle présente aussi un inconvénient : I’expression du
transgene est retardée suite a 1’ajout de doxycycline. En effet apres 6h de traitement doxycycline
dans un systeme comportant cette amélioration, seulement 20-30% de transcrits du gene d’inté-
rét étaient détectés comparés a un systeme Tet-On sans amélioration tTS, comportant le méme
transgene (Mallo et al., 2003). Ce retard est probablement dii au temps nécessaire pour que
suffisamment de molécules entrent dans la cellule, permettent la dissociation de tTS et TetO, et
se lient ensuite a rtTA, qui pourra enfin lever la répression transcriptionnelle. Etant donné que
nous voulions étudier la dégradation de I’ ADNmt sur des cinétiques courtes ce systeme n’aurait
probablement pas été tres adapté.

1.2 Choix de ’enzyme de restriction

L ADNmt possede deux sites de restriction Pstl. L’expression de Pstl suite au traitement
avec la doxycycline génere donc deux coupures et la formation de deux molécules partielles
d’ADNmt. Cette situation est rare au niveau physiologique, car les CDBmt sont normalement
peu nombreuses et la probabilité qu’une méme molécule d’ADNmt soit coupée deux fois est
faible. De plus la formation de deux molécules pourrait limiter les phénomenes de réparation, si
elles s’€éloignent trop avant la formation d’une synapse de réparation. L’enzyme Pstl crée aussi
des cassures a extrémités cohésives, dont les quelques nucléotides sortant peuvent probablement
étre éliminés simplement par instabilité dans le milieu cellulaire, générant alors des cassures a
bords francs.

Nous avons voulu réaliser le méme systeme inductible permettant cette fois I’expression
d’une enzyme de restriction possédant un seul site de restriction sur ’ADNmt dans le gene
codant pour I’ARNn 16S, I’enzyme Pvull, afin d’évaluer I’'impact du nombre de CDBmt par
molécule d’ADNmt sur la maintenance de I’ADNmt apres cassures. L’enzyme de restriction
Pvull crée des cassures a bords francs, contrairement a Pstl. Un tag V5 a aussi été ajouté a la
construction afin de vérifier plus facilement la localisation et la persistance de la protéine apres
induction. Le geéne de Pvull a été humanisé en changeant certains codons du gene bactérien par
des codons synonymes plus courants pour les ribosomes de mammiferes, et la méme séquence
d’adressage mitochondrial que pour le gene de Pstl a été ajoutée (celle du gene COXS8). Il a
ensuite été cloné dans le plasmide pcDNAS. Le séquengage du plasmide a permis de confirmer
la séquence du geéne Pvull inséré. Des cellules Flp-In TREx 293 ont été co-transfectées avec
les plasmides pcDNAS-pvull et pOG44 selon le méme protocole que lors de 1’établissement
de la lignée HEK Pstl, et sélectionnées grace aux antibiotiques de sélection. L’ expression de
Pvull a ensuite été testée par induction de 30min a 24h avec la doxycycline et analyse du profil
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FIGURE 79 — Test d’induction de CDBmt avec ’enzyme de restriction Pvull suite a différents
temps de traitement avec la doxycycline

Les cellules Pvull sont traitées a la doxycycline pendant différents temps (24h, 2h et 30min) et ’ ADNmt
est analysé par Southern Blot juste apres induction. Tous les échantillons d’ADN sont digérés BamHI
avant d’étre déposés sur gel, afin de linéariser '’ ADNmt. L’ ADN de cellules HEK WT digéré in vitro par
Pvull sert de contrdle (piste 2). La bande a 16.6kb correspond a I’ADNmt intact. La digestion totale de
I’ ADNmt par Pvull entraine 1’apparition de 2 bandes (11,6 kb et 5kb).



Discussion et perspectives

d’ADNmt par Southern Blot. Aucune coupure de ’ADNmt n’a été détectée, pour aucun temps
d’induction, et le tag V5 n’a pas non plus été décelé par analyse Western Blot de cellules Pvull
induites (Figure 79). La protéine ne s’exprimait donc pas dans notre systtme, bien que les
cellules soient résistantes aux antibiotiques de sélection et que le gene soit donc probablement
inséré dans leur génome. Il est possible que I’humanisation du géne Pvull n’ait pas été correcte
et que I’ADNCc ne puisse pas €étre traduit par les ribosomes des cellules humaines.

Nous projetons maintenant de transfecter des cellules Flp-In TREx 293 avec le cDNA de
I’enzyme de restriction Eagl, qui génere une seule cassure de ’ADNmt a extrémités cohésives,
dans le gene codant pour I’ARNr 16S, toujours avec le méme systeme inductible. L’humanisa-
tion du gene Eagl est en cours.

1.3 Perte de I’expression de Pstl

Une premiere induction de I’expression de Pstl avec la doxycycline entraine la coupure de la
grande majorité des molécules d’ADNmt, mais, au contraire, une seconde induction apres une
période de récupération cause treés peu de CDBmt, car I’enzyme est tres faiblement exprimée
au niveau transcriptionnel. Nous n’avons pas étudié les raisons de ce silence transcriptionnel
mais une hypothese est I’extinction épigénétique du gene Pstl en réponse aux dommages cau-
sés aux cellules lors de la premiere induction. En effet la génération des CDBmt lors de la
premiere induction a un colt pour les cellules, qui se multiplient alors plus lentement et n’ont
plus une phosphorylation oxydative fonctionnelle. L’extinction du gene Pstl, par exemple par
méthylation de I’ADN, pourrait étre un mécanisme de protection. Cette méthylation pourrait
étre détectée a I’aide d’une MS-HRM (Methylation-Sensitive High Resolution Melt). Pour cela
I’ ADN doit étre mis en présence de bisulfite, qui va désaminer les cytosines non méthylées,
les transformant en uraciles, alors que les cytosines méthylées ne seront pas modifiées. Le
gene Pstl doit ensuite étre amplifié par gPCR et les courbes de fusion doivent étre analysées
a la recherche de variation résultant de la présence d’uraciles ou de cytosines. Les échantillons
peuvent aussi €tre analysés par séquencage haut débit pour avoir la localisation des méthyla-
tions. Il est aussi possible que certaines cellules subissent un réarrangement dans la séquence
Pstl ou les régions régulatrices et perdent ainsi leur capacité a exprimer I’enzyme en présence
de I’inducteur. Cette hypothese pourrait aussi étre vérifiée par séquencage du génome nucléaire
au niveau du site d’insertion, afin de vérifier la présence du promoteur et du gene Pstl. Les cel-
lules HEK Pstl sont constamment cultivées avec des antibiotiques de sélection, la blasticidine
et I’hygromycine, qui doivent normalement empécher la perte du transgene. Cependant 1’ex-
pression des genes de résistance a ces antibiotiques n’est pas gouvernée par le méme promoteur
que I’expression du gene Pstl. Il est donc possible que les cellules résistent aux antibiotiques de
sélection bien qu’elles n’expriment plus le gene d’intérét.

Nous avons aussi remarqué une diminution de la génération de CDBmt lors d’une premiere
induction a la doxycycline réalisée apres plusieurs mois d’entretien des cellules Pstl. Bien que
cette diminution puisse venir en partie d’une augmentation des molécules d’ADNmt hétéro-
plasmiques possédant une mutation dans les sites de restriction, I’expression de 1’enzyme de
restriction est probablement aussi diminuée. L’expression basale de Pstl méme en I’absence
d’inducteur pourrait créer une pression de sélection qui peut suffire a déclencher I’extinction du
gene pour protéger les cellules.
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FIGURE 80 — Caractérisation de délétions de I’ADNmt obtenues apres I’induction de CDBmt
dans un modele murin

Des cassures de I’ADNmt ont été générées dans un modele murin pendant 3 jours a I’aide de I’enzyme
de restriction Pstl a adressage mitochondrial s’exprimant seulement dans les neurones adultes. Quelques
semaines apres I'induction des cassures les souris ont été sacrifiées et I’ ADNmt du cortex cérébral a
été analysé. Plusieurs délétions de I’ADNmt ont été détectées, dont les trois présentées sur la figure, ol
environ 3,8kb ont été délétés. Les séquences autour des délétions sont présentées. La délétion 2 présente
des répétions directes (lettres en gras soulignées) de chaque c6té du point de cassure, I’un dans la région
délétée et I’autre a I'extérieur. La délétion 3 suggere une réparation par NHEJ apres élimination des
extrémités sortantes des cassures grice au mécanisme proposé en bas de la figure (Fukui et Moraes,
2009).
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FIGURE 81 — Analyse in vitro de la capacité de réparation des CDBmt humaines

Le plasmide pUC-19 a été traité par différentes enzymes de restriction, Pstl, BamHI ou Smal, pour
créer une CDB contenant une extrémité 3’ débordante, une extrémité 5’ débordante ou des bords francs,
respectivement. Les séquences de reconnaissance et les sites de cassures des différentes enzymes sont
représentés a droite de la figure. Les molécules d’ADN coupées ont été incubées avec des protéines
mitochondriales humaines extraites de cellules de fibroblastes GM847. La réparation des CDB a ensuite
été détectée par qPCR et mesurée a 1’aide de Picogreen, une sonde fluorescente qui se lie a1’ ADN double-
brin. La quantité d’ ADN réparée a pu étre estimée par rapport a une courbe standard, et est présentée a
gauche de la figure (Houten et al., 2016).



Chapitre 2

Réponses cellulaires aux CDBmt

2.1 Résultats controversés sur la réparation des CDBmt

Bien que de nombreuses protéines impliquées dans la maintenance des CDB nucléaires
aient été détectées dans les mitochondries, les mécanismes de réparation des CDBmt restent
controversés, notamment chez les mammiferes.

Des preuves de recombinaison de ’ADNmt suite a des CDB induites par 1’endonucléase
Scal a adressage mitochondrial ont été trouvées chez la souris, les évenements de recombi-
naison intramoléculaires étant beaucoup plus courants que la recombinaison intermoléculaire.
La plupart des évenements de recombinaison impliquaient une région proche de la D-loop et
certains sites de restriction Scal préférentiellement (Bacman et al., 2009). Le méme type de ré-
sultats a été obtenu lors de I’'induction de CDBmt grace a I’enzyme de restriction Pstl exprimée
dans les muscles squelettiques, toujours dans un modele murin. La encore les réarrangements
impliquaient préférentiellement la région de la D-loop et un site Pstl, et seules des petites sé-
quences répétées ont pu Etre parfois détectées au niveau des sites de recombinaison (Srivastava,
2005). Cette enzyme de restriction a aussi été utilisée pour générer des CDBmt in vivo grace a
un systeme inductible Tet-Off ciblant les neurones de souris. Apres induction des cassures 22
délétions d’environ 4kb a 10kb se sont accumulées et, en se basant sur la présence ou I’absence
de répétions a proximité des cassures, elles pourraient a la fois impliquer le MMEJ, 1a HR ou le
C-NHE]J (Figure 80) (Fukui et Moraes, 2009). Au contraire, la méme enzyme de restriction a
adressage mitochondrial, Pstl, a été utilisée pour induire des CDBmt dans des cellules humaines
d’ostéosarcomes, mais n’a pas généré de recombinaison a un niveau significatif (Srivastava et
Moraes, 2001). Jusqu’a maintenant la réparation des CDBmt n’a pas été démontrée dans des
cellules humaines, mais elle a été détectée in vitro. Des plasmides ont été linéarisés avec dif-
férentes enzymes de restriction créant des cassures a extrémités 3’ sortantes (Pstl), 5° sortantes
(BamHI) ou a bords francs (Smal) et incubés avec des extraits protéiques de mitoplastes hu-
mains. La réparation des CDBmt a ensuite pu étre mesurée par qPCR (Figure 81) (Houten
etal., 2016).

D’autres études in vitro ont aussi montré la capacité des mitochondries humaines et murines
a utiliser le mécanisme de réparation MMEJ. Des extraits protéiques mitochondriaux issus de
tissus de rats ou de la lignée cellulaire humaine HeLa ont été incubés avec différents ADN
double-brin oligomériques mimant des cassures double-brin et possédant, ou non, des micro-
homologies de séquences (Tadi et al., 2015). Aucun évenement de C-NHEJ n’a pu étre détecté,
ce qui contredit certaines études in vivo, alors que la réparation par MMEJ a été décelée des
I’ajout de séquences homologues de Snt dans les substrats. L’efficacité du MMEJ augmente
avec la longueur de la microhomologie et dépend aussi de la distance entre le site de cassure et
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la séquence homologue. Ce résultat reste a €tre confirmé ex vivo et in vivo.

Dans nos expériences nous avons pu majoritairement observer la dégradation des molécules
d’ADNmt Iésées suite a I’induction de Pstl et a la génération massive de CDBmt. Apres une pé-
riode de récupération, en 1I’absence d’inducteur, des molécules d’ ADNmt apparemment intactes
sont ré-amplifiées. Nous avons cherché a comprendre cette repopulation et étudié la présence
de mécanismes de réparation des CDBmt dans notre modele, mais nous n’avons détecté aucun
élément pouvant nous indiquer une quelconque réparation par HR, MMEJ ou C-NHEJ. En ef-
fet nous avons séquencé I’ADNmt autour des sites de restriction Pstl apres génération d’une
quantité massive de CDBmt suivie par une période de récupération ot des molécules d’ADNmt
intactes sont ré-amplifiées et nous 1’avons comparé a de I’ADNmt de cellules non soumises a
des CDB. Nous n’avons détecté aucune délétion qui pourrait suggérer une réparation des cas-
sures par C-NHEJ ou MMEJ. Bien que la HR soit un mécanisme de réparation fidele et puisse
ne pas €tre décelée avec nos techniques d’analyses il apparait peu probable qu’elle soit active
dans les mitochondries, ou alors de maniere trés minoritaire, car la perte d’ADNmt est tres
importante. Nous n’avons pas non plus détecté de mutations ponctuelles créées de novo mais
uniquement 1’augmentation de la proportion d’un polymorphisme de I’ADNmt dans 1’un des
sites de restriction.

2.2 Délétions de ’ADNmt

De nombreuses pathologies mitochondriales sont causées par des délétions de I’ADNmt,
par exemple le syndrome de Pearson, le syndrome de Kearns-Sayre et I’ophtalmoplégie externe
progressive. Ces délétions pourraient provenir de la réparation non fidele des CDBmt, par C-
NHEJ ou MMEJ, comme ce qui est observé dans certains modeles murins ol une enzyme
de restriction a adressage mitochondrial est utilisée pour générer des CDBmt (Bacman et al.,
2009; Srivastava, 2005). La réparation par MMEJ notamment serait cohérente avec certaines
mutations observées chez des patients atteints de maladies mitochondriales ou de cancers, dont
les délétions de I’ ADNmt sont flanquées par de petites séquences répétées (Houten et al., 2016).
Ces molécules délétées créées de novo peuvent ensuite s’accumuler car elles sont plus petites
que I’ADNmt intact et peuvent donc posséder un avantage réplicatif. Il a par exemple été montré
dans un modele murin ot des CDBmt étaient générées pendant une courte période grice a un
systeme inductible exprimant Pstl dans les neurones que les grandes délétions s’accumulent
comparées aux plus petites délétions lors du vieillissement des souris (Fukui et Moraes, 2009).
La génération de délétions de I’ADNmt est donc trés nocive pour les cellules, puisqu’il y a
perte d’information génique et que cette perte a tendance a s’amplifier au cours du temps. Nous
n’avons cependant détecté aucune délétion de I’ADNmt dans notre modele apres génération
massive de CDBmt suivie d’une période de récupération ou I’ADNmt est ré-amplifié. Nous
visualisons seulement une bande correspondant a I’ADNmt total en Southern Blot apres ré-
amplification et le séquencage par NGS d’environ 40000 fragments d’ADNmt autour d’un site
Pstl n’a pas non plus révélé de délétion, méme en faible quantité.

Cependant les délétions de I’ ADNmt observées dans certaines pathologies peuvent s’expli-
quer autrement. En effet il a été suggéré qu’elles ne proviennent pas de la réparation par NHEJ
ou recombinaison mais qu’elles sont plutot le résultat du blocage de la fourche de réplication
et de mécanismes de réparation couplés a la réplication faisant intervenir les protéines du répli-
some (Phillips et al., 2017). L’analyse nucléaire du génome de patients présentant des délétions
multiples a aussi montré que des genes nucléaires impliqués dans la réplication de I’ADNmt
sont souvent mutés (Van Goethem et al., 2001; Longley et al., 2010). Nos résultats vont dans le
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sens de ces hypotheses puisque la génération de CDBmt n’entraine pas la formation de délétions
dans notre modele.

2.3 Quantité de CDBmt et réponses cellulaires

Notre systeme inductible de génération de CDB ciblées a la mitochondrie déclenche des cas-
sures de I’ADNmt trés nombreuses, puisque presque toutes les molécules subissent au moins
une cassure en 2h de traitement par la doxycycline. Cette quantit¢ de CDBmt n’est pas physio-
logique et il est possible que la cellule mette en place des mécanismes particuliers pour faire
face a une telle accumulation de dommages.

L’expression basale de Pstl que nous observons en 1’absence de doxycycline peut cependant
nous permettre d’étudier I’impact d’une production modérée de CDBmit, ce qui est plus suscep-
tible de se produire naturellement. Apres avoir cultivé ces cellules, sans induction, pendant plus
d’un mois, nous les avons ensuite traité a la doxycycline et avons visualité I’état de I’ADNmt
par Southern Blot. Moins de cassures étaient générées, I’ADNmt apparaissait résistant au cli-
vage par Pstl, ce qui aurait pu étre di a un mécanisme de réparation non fidele entrainant la perte
du site de restriction. Cependant, le séquencgage autour des sites de restriction Pstl de ’ADNmt
de cellules non induites cultivées pendant plusieurs mois et apparemment résistantes n’a amené
aucune preuve soutenant cette hypothese. En effet seules des mutations ponctuelles dans les
sites de restriction ont été détectées, avec une proportion €levée (deux mutations ponctuelles
dans le site situé dans le gene COX1, avec environ 35% de molécules mutées, et une autre mu-
tation ponctuelle dans le site situé dans le gene ATP6, avec environ 10% de molécules mutées).
Le mécanisme mis en place suite a la génération modérée de CDBmt ne semble donc toujours
pas inclure des processus de réparation, mais consiste plutdt en une sélection et une amplifica-
tion des molécules non reconnues par I’enzyme de restriction, avec donc une modification de
I’hétéroplasmie.

Une autre série de tests est en cours pour étudier la réponse cellulaire a un faible taux de
CDBmt. Les cellules sont toujours cultivées en 1’absence d’inducteur, 1’expression basale de
Pstl suffisant a induire des dommages de I’ADNmt et un stress cellulaire. Dans cette expé-
rience les cellules sont en outre cultivées dans un milieu faible en glucose ou dans un milieu
contenant du galactose, afin de les forcer a produire 1’énergie cellulaire par 1’intermédiaire de
la phosphorylation oxydative, et non pas par la glycolyse, indépendante des mitochondries. Ce
milieu de culture ajoute donc une pression de sélection aux cellules, puisqu’elles ont alors réel-
lement besoin de ’ADNmt qui code des protéines essentielles au bon fonctionnement de la
chaine respiratoire. En effet, les cellules p0, dépourvues d’ ADNmt, peuvent cependant survivre
dans un milieu riche en glucose supplémenté en pyruvate et uridine (Kukat et al., 2008). Ce
stress supplémentaire pourrait permettre d’augmenter la sélection des molécules d’ ADNmt ré-
sistantes aux cassures générées par 1’enzyme Pstl, et donc présentant des sites de restriction
altérés. Cette méthode devrait nous permettre de détecter plus facilement les mutations et les
éventuelles délétions puisque leurs proportions devraient Etre augmentées.

La visualisation des cellules HEK Pstl en immunofluorescence avec un marquage ciblant la
protéine TFAM, dont la quantité est corrélée a la quantité d’ADNmt, a révélé que certaines cel-
lules perdent TFAM, et donc leur ADNmt, 1j post-induction, alors que d’autres non. Ce résultat
est surprenant puisque nous travaillons avec des populations clonales, et que toutes les cellules
ont donc les mémes génomes et la méme insertion du gene Pstl. Cependant il est possible que
des modifications épigénétiques aient affecté certaines cellules en particulier, supprimant 1’ex-
pression du gene Pstl méme apres traitement avec la doxycycline, ou que certaines cellules aient
subi un réarrangement entrainant la perte du gene Pstl.
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2.4 Elimination de ’ADNmt endommagé

Suite a I’induction de CDBmt nous observons une perte importante et rapide d’ADNmt, sur-
venant en 1j post-induction. D’autres études ont montré un effet similaire suite a la génération
massive de dommages persistants de I’ ADNmt dans des modeles cellulaires, par exemple suite
a I’exposition a un stress oxydatif a I’aide de H202 (Shokolenko et al., 2009) ou a la création
de sites abasiques et de cassures simple-brin a I’aide d’un systeme inductible Tet-On exprimant
des enzymes spécifiques (Shokolenko et al., 2013). La production massive de CDBmt apres
transfection de cellules humaines et murines par I’enzyme de restriction EcoRI a adressage mi-
tochondrial et expression constitutive a également mené a la perte d” ADNmt, cette fois totale,
et a la génération de cellules p0 (Kukat et al., 2008).

2.4.1 Implication de ’autophagie et de I’apoptose

Une hypothese pour expliquer la perte d’ADNmt est I’élimination de la mitochondrie en-
dommagée ou méme de la cellule enticrement, par autophagie ou apoptose, apres détection
d’une quantité de dommages mitochondriaux trop importante. Plusieurs études supportent cette
hypothese. Par exemple chez le nématode les dommages de I’ADNmt causés par 1’exposition
aux UVC, générant des distorsions de 1’hélice, sont éliminés apres quelques jours par des mé-
canismes impliquant des génes de 1’autophagie et de la dynamique mitochondriale (Bess ef al.,
2012). Le méme type de résultats a été obtenu dans des cellules de mammiferes, ou la mito-
phagie renforcée grace a la surexpression de Parkin pendant 45 jours a permis d’éliminer la
majorité des mitochondries contenant des molécules d’ADNmt portant une mutation délétere
dans le gene COX1, dans des cellules cybrides hétéroplasmiques (Suen et al., 2010). Le proces-
sus de mitophagie aide donc a maintenir une population mitochondriale saine, ce qui est crucial
pour la survie cellulaire. La dynamique mitochondriale couplée a I’autophagie sont en grande
partie responsables du controle qualité des mitochondries et permettent d’éliminer les mu-
tants pathologiques de I’ADNmt avec une efficacité dépendant du type cellulaire. Par exemple
I’ ADNmt muté (m3243G) s’accumule dans des cellules de rhabdomyosarcome (RD.Myo) alors
que I’ADNmt sauvage est favorisé dans des cellules d’adénocarcinome (A549.B2). Cette diffé-
rence est liée au ratio d’hétéroplasmie, a la dynamique mitochondriale et a la mitophagie. En
effet plus les molécules d’ADNmt sont nombreuses plus les marqueurs de la mitophagie sont
exprimés dans les cellules A549.B2, alors que c’est I'inverse pour les cellules RD.Myo. De
plus les cellules A549.B2 ont un réseau mitochondrial beaucoup plus fragmenté que les cellules
RD.Myo (Malena et al., 2016).

Cependant dans notre modele nous observons une perte d’ADNmt tres rapide, et il serait
donc peu probable que la dynamique mitochondriale et la mitophagie soient responsables de
cette élimination. De plus il y a un décalage entre la perte d’ADNmt, qui se produit en 1j post-
induction, et ce qui pourrait étre de petites altérations mitochondriales, comme 1’augmentation
de la quantité de mitochondries ou la présence de mitochondries fractionnées « boules » vi-
sibles en microscopie apres marquage avec le MitoTracker Red CMXRos, qui se produit 1-3;j
post-induction. La diminution de certaines protéines mitochondriales impliquées dans la chaine
respiratoire (NDUFBS, COX2 et UQCR?2) est aussi postérieure a la dégradation de I’ADNmt
puisqu’elle survient 2j post-induction. Seule la diminution de TFAM a lieu simultanément a la
perte d’ADNmt, avec la méme cinétique. L’ augmentation de la masse mitochondriale, quan-
tifiée par cytométrie en flux a I’aide du MitoTracker Green, pourrait de plus étre un artefact
di a la variation du nombre de cellules entre les différentes conditions lors du marquage. En
effet les cellules HEK Pstl 6j post-induction, beaucoup moins nombreuses lors du marquage,
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ont un signal MitoTracker plus élevé, ce qui pourrait indiquer que la concentration du marqueur
est limitante dans les autres conditions. ’analyse du marqueur de la biogenese mitochondriale
PGCl1-a, par exemple par Western blot, pourrait donner des informations supplémentaires sur
I’impact mitochondrial des CDBmt.

La vitesse de la dégradation d’ ADNmt que nous observons ne peut pas €tre due uniquement
a un blocage de la réplication de I’ADNmt a cause des CDB, car il a par exemple été montré que
la perte d’ADNmt suite a I’expression d’une forme inactive dominante de la polymérase POL~y
se produit en plus de 6] dans les cellules HEK293 (Jazayeri et al., 2003). Elle est aussi conforme
aux résultats publiés par Shokolenko et al., qui détectent la perte du génome mitochondrial 6h a
1j apres I'induction de I’expression des enzymes UNG1 mutée ou exolll, qui génerent des sites
abasiques ou des cassures simple-brin (Shokolenko et al., 2013). Cette équipe a aussi suggéré
que I’élimination de I’ ADNmt peut se produire selon deux processus, avec une cinétique rapide
ou lente suivant le type cellulaire (Shokolenko et al., 2014).

Pour confirmer que la perte d” ADNmt que nous détectons dans notre modele n’est pas liée a
une perte des organites endommagés, nous avons quantifié les marqueurs de 1’autophagie et de
la mitophagie, LC3-II et PINK1 pendant la phase d’élimination d’ADNmt. Les niveaux de ces
marqueurs restent stables alors qu’ils augmentent bien dans des cellules ou la mitophagie a été
induite par traitement au CCCP, indiquant que ces mécanismes ne sont pas responsables de la
perte d’ ADNmt dans notre systéme. Nous aurions également pu visualiser I’autophagie plus di-
rectement, par microscopie en fluorescence, en transfectant les cellules afin qu’elles expriment
la protéine LC3 liée a la GFP et en observant la colocalisation de la GFP avec un marqueur
des mitochondries (Kim et Lemasters, 2010). Nous avons aussi vérifié que la dégradation de
I’ ADNmt n’était pas due a une élimination des cellules en entier, en mesurant 1’apoptose pen-
dant la phase de dégradation d’ ADNmt. La encore I’apoptose n’augmente pas significativement,
la génération de CDBmt n’affecte pas la survie cellulaire. Ces résultats indiquent que la perte
d’ADNmt suite a I’induction de CDB n’est pas due a une élimination de 1’organite ou de la
cellule endommagées mais probablement a un mécanisme spécifique qui dégrade directement
I’ ADNmt endommagé.

2.4.2 Etude de la dégradation enzymatique de ’ADNmt

Pour tester I’hypothese d’une dégradation plus directe et enzymatique de ’ADNmt suite a
la génération de CDB nous avons cherché a identifier des protéines qui pourraient étre impli-
quées dans la perte d’ ADNmt. Ainsi nous avons testé les cinq nucléases a ADN connues pour
étre mitochondriales : EXOG, ENDOG, FEN1, DNA2 et MGMEI. Les protéines EXOG et EN-
DOG sont des paralogues qui proviennent probablement de la duplication d’un geéne ancestral
de nucléase durant I’évolution. EXOG a a la fois une activité endonucléase et 5’-exonucléase,
avec une préférence pour I’ ADN simple-brin et une capacité a cliver I’ ADN superenroulé, alors
qu’ENDOG a uniquement une activité endonucléase, et pas de préférence de substrat (Cymer-
man et al., 2008). EXOG est uniquement située dans les mitochondries et joue un role majeur
dans le LP-BER mitochondrial et la réparation des cassures simple-brin. Les cellules ou 1’ex-
pression de cette protéine est abolie accumulent plus de dommages de I’ADN et développent
des dysfonctionnements mitochondriaux qui déclenchent I’apoptose (Tann ef al., 2011). Le role
mitochondrial ’ENDOG n’est pas totalement élucidé. Cette nucléase est impliquée dans le
métabolisme de I’ADN a la fois au niveau mitochondrial et nucléaire et joue un role dans dif-
férents mécanismes tels I’apoptose (Kalinowska et al., 2005) ou la recombinaison nucléaire
(Huang et al., 2006). Récemment sa structure cristallographique a démontré qu’elle a une forte
activité endonucléase aspécifique (Lin et al., 2016). Il a aussi été suggéré qu’ENDOG et EXOG
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pourraient avoir un role dans la dégradation de I’ ADNmt suite a I’infection au VHS (Duguay et
Smiley, 2013). FEN1 posseéde une activité 5’-flap endonucléase et une activité 5°-3’ exonucléase
sur I’ADN double-brin clivé (Balakrishnan et Bambara, 2013). DNA2, elle, possede des acti-
vités 5’-flap endo/exonucléase et endonucléase, avec une préférence pour I’ADN simple-brin,
ainsi que 5’-3" hélicase (Fortini et al., 2011). FEN1 et DNA2 sont impliqués dans la réplication
et le BER au niveau nucléaire et mitochondrial. Ces nucléases éliminent les structures « flaps »
formées au niveau mitochondrial lors du déplacement des amorces pendant la réplication ou de
la réparation par LP-BER : DNA?2 clive les longues extrémités sortantes recouvertes de RPA,
laissant quelques nucléotides a la base, alors que FEN1 coupe les petits « flaps » directement a
la base de I’extrémité sortante. Le clivage des longs « flaps » nécessite donc 1’action de DNA2
dans un premier temps puis de FEN1 (Zheng et al., 2008; Liu et al., 2008). La derniere nucléase,
MGMEI, a principalement une activité 5°-3’ exonucléase, mais est aussi capable d’une faible
activité endonucléase sur les substrats linéaires. Elle a une forte préférence pour I’ADN simple-
brin (Szczesny et al., 2013). Elle est aussi impliquée dans I’élimination des amorces durant la
réplication de I’ADN mitochondrial (Uhler et Falkenberg, 2015). Une déplétion en MGMEI1
entraine 1’accumulation d’ADN mitochondrial 7S et d’intermédiaires provenant du blocage de
la réplication (Kornblum et al., 2013).

Nous avons réalisé I’extinction de ces cinq nucléases a I’aide d’une approche siRNA, indivi-
duellement ou simultanément au cas ou elles auraient un role redondant. Cependant la déplétion
de ces protéines n’a pas changé la cinétique de perte de I’ ADNmt suite a I’induction de CDBmt,
indiquant qu’elles ne sont pas impliquées dans 1’élimination des fragments linéaires d’ADNmt
générés apres cassures. Une équipe travaillant sur la protéine MGMEI] a aussi récemment étudié
son implication dans la dégradation de I’ADNmt suite a la génération de CDBmt. Un systeme
similaire au ndtre a été utilisé, exprimant de maniere inductible I’enzyme de restriction Eagl a
adressage mitochondrial dans des cellules HEK293. L’extinction de 1’expression de MGMEI,
réalisée grace au systeme CRISPR/Cas9, a permis d’empécher la dégradation de I’ADNmt 1ésé
(Poster A74, conférence Euromit 2017). Ces résultats n’ont pu étre obtenus qu’apres extinction
totale de MGMEI et une expérience similaire utilisant I’enzyme de restriction Pstl a la place
d’Eagl a entrainé une diminution de la dégradation de I’ADNmt endommagé beaucoup plus
faible. MGMEI1 dégrade uniquement I’ADN simple-brin, elle ne peut donc pas étre la seule
responsable de la dégradation d’ADNmt double-brin linéaire obtenu aprés CDB. Les auteurs
suggerent que I’hélicase TWINKLE serait responsable de la séparation de I’ADN double-brin
avant digestion par MGMEI1. L'implication de cette nucléase dans I’élimination de I’ADNmt
suite a des CDBmt doit étre approfondie.

Dans notre systeme les cinq nucléases connues pour &tre mitochondriales n’apparaissent
pas impliquées dans la dégradation d’ ADNmt suite a la génération de CDB, et nous avons donc
cherché d’autres protéines candidates. La polymérase mitochondriale POL~ possede une acti-
vité exonucléase, lui permettant de dégrader quelques nucléotides pour corriger d’éventuelles
erreurs de réplication. Chez des souris 1’inactivation de 1’activité exonucléase de POL~ entraine
I’accumulation de mutations de I’ADNmt et un phénotype de vieillissement précoce (Trifu-
novic et al., 2004). Nous avons donc évalué 1’'impact du blocage de POL~ sur la dégradation
d’ADNmt suite aux CDB, bien que la polymérase ne puisse pas dégrader a elle seule les longs
fragments d’ADN obtenus apres cassures. Nous avons bloqué POL~y sur I’ADNmt par traite-
ment des cellules avec un analogue de la cytidine, la didéoxycytidine, ce qui empéche I’activité
polymérase mais aussi I’activité exonucléase. Cependant la cinétique de perte de I’ ADNmt suite
a I’induction de CDBmt n’a pas été modifiée et POL~ n’est donc probablement pas impliquée
dans la dégradation d’ ADNmt.

Nous avons cherché de nouvelles candidates potentiellement impliquées dans 1’élimination
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de '’ ADNmt apres cassures, en estimant in silico le pourcentage d’adressage mitochondrial
d’une banque de protéines a activité nucléase. Nous avons ainsi sélectionné trois protéines :
SNDI1, DFFB et EXD2, qui étaient aussi retrouvées dans ’une de nos analyses protéomiques
de fractions mitochondriales. Cependant, malgré les prédictions in silico, seule EXD2 s’est
révélée mitochondriale, méme apres induction de I’enzyme Pstl et génération des CDBmt. Nous
avons réalisé I’extinction de I’expression de ces candidates a 1’aide d’une approche siRNA,
mais leur déplétion n’a toujours pas modifié la cinétique de dégradation de I’ADNmt suite a
I’induction de CDBmt. La détermination in silico de protéines candidates ainsi que le test de
leur implication dans I’élimination d’ADNmt individuellement sont fastidieux et peu efficaces,
car le choix des protéines retenues est en partie arbitraire. Nous avons donc décidé de mettre en
place une approche a plus grande échelle par crible RNAi. Cette méthode sera détaillée dans les
perspectives (Chapitre 3).

2.5 Ré-amplification d’ADNmt intact

Une phase de ré-amplification de molécules d’ADNmt intactes fait suite a la dégradation
des molécules 1ésées apres induction. Cette ré-amplification d’ADNmt est trés importante et
relativement rapide puisque quasiment tout I’ADNmt est dégradé a 6j post-induction et atteint
de nouveau le niveau d’ADNmt présent avant induction des 9j post-induction, soit en 3 jours.
De plus I’amplification d’ ADNmt continue et, 27 jours apres 1’induction, la quantité d’ ADNmt
est plus de 2 fois plus élevée qu’avant induction. Elle diminue ensuite pour se stabiliser a un
niveau équivalent a la quantit¢ d’ADNmt présente avant induction. Nous pouvons émettre 1’hy-
potheése qu’un processus de compensation se met en place, avec une augmentation de la quantité
d’ADNmt pour rétablir I’expression des protéines perdues de la chaine respiratoire et restaurer
son bon fonctionnement.

Puisque nous n’avons pas détecté d’évenements de réparation et que I’ADNmt endommagé
est dégradé, cet ADNmt intact semble provenir de I’amplification par réplication des molécules
d’ADNmt non 1ésées lors de I’induction. Nous avons donc étudié la réplication de I’ADNmt
apres CDBmt. Les niveaux des protéines de la réplication mitochondriale, TWINKLE et POL-,
restent stables jusqu’a 6j post-induction. Nous pouvons cependant émettre I’ hypothese que suf-
fisamment de protéines de la réplication sont présentes pour pouvoir amplifier au maximum
le peu de molécules intactes présentes pendant cette phase de dégradation de I’ADNmt. Nous
avons aussi analysé la réplication mitochondriale apres CDBmt en quantifiant I’ADN 7S, qui est
produit lors d’événements avortés de la réplication. Cependant les signaux obtenus en Southern
Blot sont peu quantifiables et nous n’avons pas réussi a créer des amorces qPCR spécifiques
de ’ADN 7S permettant d’obtenir des résultats reproductibles. Il semble toutefois d’apres les
résultats de Southern Blot que le ratio ADN 7S/ ADN total ne varie pas sensiblement au cours
de la phase de dégradation et du début de la phase de ré-amplification de I’ADNmt, jusqu’a 9j
post-induction. Pour observer la réplication de I’ADNmt nous avons aussi utilisé la microscopie
en épifluorescence, avec I'incorporation d’un analogue de la thymidine, ’EdU marqué ensuite
avec un fluorophore. Nous n’avons pas réussi a observer la réplication mitochondriale sur les
cellules HEK293, bien que nous ayons pu la détecter dans des cellules U20S, qui posseédent un
plus gros cytoplasme. Il faudrait essayer de bloquer la réplication nucléaire, par exemple par
traitement avec 1’aphidicoline, quelques heures avant et durant la phase d’incorporation d’EdU
pour pouvoir amplifier le signal mitochondrial et faciliter sa détection. Nous nous sommes pour
I’instant focalisés sur 1’étude de la dégradation de I’ADNmt qui a lieu juste apres I’induction
de CDBmt, et I’analyse de la phase de ré-amplification de molécules d’ADNmt intactes doit
encore €tre étudiée plus en détails.
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Comme expliqué précédemment les cassures détectées avant induction en 1’absence de
doxycycline, dues a I’expression basale de Pstl, ne sont alors plus visible en Southern Blot,
et une seconde induction n’entraine que tres peu de digestion de I’ADNmt. En analysant les
sites de restriction Pstl, par séquencage ou digestion in vitro, et en mesurant la quantité de
transcrits Pstl produits suite a une deuxieme induction avec la doxycycline, nous avons vu que
cette apparente résistance au clivage par Pstl vient principalement d’une perte d’expression de
Pstl au cours du temps et non pas de la résistance des molécules d’ADNmt a I’action de I’en-
zyme. Le séquencage des sites Pstl apres ré-amplification nous a indiqué que le pourcentage
de molécules d’ ADNmt hétéroplasmiques possédant une mutation dans le site de restriction est
plus élevé comparé aux cellules HEK WT non soumises aux cassures, mais qui possedent tou-
tefois un faible taux de molécules possédant ces polymorphismes. La transition A-G dans le site
Pstl situé dans le gene COX1 induit une mutation silencieuse et est référencée dans GenBank,
alors que les autres mutations ponctuelles, moins fréquentes dans les cellules séquencées, ne
sont pas référencées dans la base de données MITOMAP. La transition G-A dans le site situé
dans le gene COXI1 induit le remplacement d’une thréonine par une asparagine, deux acides
aminés polaires non chargés et la transversion C-A dans le site situé dans le gene ATP6 in-
duit le remplacement d’une alanine, hydrophobe, par une thréonine, polaire non chargée. Les
molécules d’ADNmt résistantes a Pstl sont donc pré-existantes et sont sélectionnées durant les
phases de dégradation de I’ADNmt puis ré-amplification.
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Chapitre 3

Perspectives

3.1 Présence de protéines de la réparation nucléaire dans les
mitochondries

Initialement ce projet de these portait sur les mécanismes de réparation de I’ADNmt suite
a des CDB et nous avions commencé a étudier la localisation mitochondriale de différentes
protéines impliquées dans la réparation des CDB nucléaires. Puisque nous n’avons finalement
pas détecté d’évenements de réparation mais majoritairement un processus de dégradation de
I’ ADNmt 1€sé nous nous sommes focalisés sur cet aspect et n’avons pas poussé plus loin I’étude
des protéines de la réparation dans les mitochondries.

Nous avons cependant localisé les protéines RADS54L, une hélicase DEAD-like impliquée
dans la HR nucléaire, et POLy, une polymérase impliquée dans le NHEJ, dans les mitochon-
dries. Cette localisation a été réalisée par deux méthodes, 1’analyse Western Blot de fractions
subcellulaires et 1I’observation en microscopie en épifluorescence de cellules transfectées avec
des plasmides exprimant la protéine liée a I’eGFP. Il serait intéressant de confirmer la localisa-
tion mitochondriale de ces protéines, par exemple par microscopie confocale, car leur présence
dans ce compartiment subcellulaire a potentiellement un intérét pour le fonctionnement de la
cellule. Méme si nous n’avons pas détecté d’évenements de réparation de I’ ADNmt apres CDB
il se peut que les protéines POLu et RADS4L aient quand méme un role dans les mitochondries,
différent du role qu’elles peuvent avoir au niveau nucléaire.

3.2 EXD?2 : role mitochondrial ou nucléaire ?

La protéine EXD2 était I’une de nos candidates dans la dégradation de I’ADNmt suite a des
CDB. Nous avons pu déterminer sa localisation mitochondriale par analyse Western Blot de
fractions subcellulaires et observation par microscopie en épifluorescence de la co-localisation
de la protéine marquée en immunofluorescence et d’un marqueur des mitochondries. Cependant
I’étude de la cinétique de dégradation de I’ADNmt suite a la génération de CDB dans des cel-
lules transfectées avec des siRNA ciblant EXD?2 a révélé que cette protéine n’est pas impliquée
dans le processus d’élimination de I’ADNmt.

Cette 3°-5° exonucléase potentiellement impliquée dans la HR nucléaire serait nécessaire
a la résection des extrémités des CDB, elle serait recrutée au niveau de la chromatine suite a
des dommages et interagirait avec le complexe MRN (Broderick et al., 2016). Cependant la
localisation tres préférentiellement mitochondriale de EXD?2 que nous avons pu observer remet
en cause le role de EXD2 dans la réparation nucléaire. Nous avons donc étudié 1’éventuelle
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FIGURE 82 — Localisation de NUDT19 a I’aide du microscope Zeiss LSM 800

(A) Lalocalisation de NUDT19 a été étudiée par immunofluorescence avec un anticorps ciblant NUDT19
(vert), et co-marquage de I’ADN nucléaire (bleu) et des mitochondries a I’aide du MitoTracker (rouge)
ou du peroxysome a I’aide d’un anticorps ciblant PMP70 (rouge), une protéine de la membrane du
peroxysome. La localisation a été réalisée sur des cellules HAP1 et HEK293, avec un microscope Zeiss
LSM 800. (B) Agrandissements des images précédentes, selon les encadrés blancs. Barres d’échelles :
10pm.
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relocalisation de EXD2 en cas de cassures de I’ADN nucléaire. Pour cela nous avons généré
des CDB nucléaires en irradiant des cellules aux rayons X et nous avons ensuite comparé la
localisation cellulaire d’EXD?2 dans ces cellules et dans des cellules témoins non irradiées. La
nucléase reste mitochondriale apres irradiation et il apparait donc peu probable qu’elle puisse
étre impliquée directement dans la réparation des CDB nucléaires.

Nous avons mis nos résultats en commun avec 1’équipe du Dr. Spelbrink (Radboud Cen-
ter for Mitochondrial Medicine, Nijmegen, Pays-Bas), qui travaillait également sur cette pro-
téine. Ils ont montré qu’EXD?2 était plus particulierement localisée a la membrane externe mito-
chondriale. Elle a un role dans la dynamique mitochondriale, puisqu’empécher son expression
par siRNA entraine un étalement du réseau mitochondrial et que sa surexpression entraine au
contraire un regroupement des mitochondries en périnucléaire. Ces résultats suggerent que les
défauts de réparation des CDB nucléaires reportés suite a une déplétion d’EXD2 sont proba-
blement une conséquence indirecte due a I’altération du réseau mitochondrial. Ces travaux ont
permis de soumettre un article scientifique court en collaboration (Manuscrit en annexe).

3.3 Roles des Nudix mitochondriales

En parallele de notre recherche des protéines responsables de la dégradation de I’ADNmt
apres induction de CDB nous nous sommes intéressés a une famille de protéines, les hydrolases
Nudix. En effet nous avons pu identifier deux Nudix mitochondriales, NUDT6 et NUDT19, et
avons étudié leurs rdles. Nous avions émis I’hypothese que, comme la Nudix nucléaire MTHI,
elles étaient capables d’hydrolyser les nucléotides modifiés dans le réservoir de nucléotides
libres, et pouvaient donc empécher leur incorporation dans ’ADNmt lors de la réplication.
Elles auraient donc eu un role préventif vis-a-vis des CDBmit, car les nucléotides oxydés incor-
porés peuvent ensuite entrainer un blocage de la réplication générant des cassures de I’ADN.
Leur réparation par le BER crée aussi des cassures simple-brin qui peuvent s’accumuler si le
processus de réparation est interrompu et évoluer en CDB.

Nous avons réalisé des tests d’activité sur protéines recombinantes purifiées, avec MTH1
comme témoin positif et différents nucléotides, modifi€és ou non, comme substrats. Nous
n’avons cependant pas détecté d’activité d’hydrolyse de nucléotides pour NUDT6 et NUDT19.
De plus nous avons un doute sur I’expression protéique de NUDT6, car aucun anticorps n’a per-
mis de détecter cette protéine, et seule la transfection de cellules avec un plasmide exprimant la
protéine liée a I’eGFP a permis d’étudier sa localisation. Nous émettons I’hypothese que ce gene
agit uniquement au niveau transcriptionnel, en régulant par exemple I’expression de son anti-
sens, le FGF-2 (Baguma-Nibasheka et al., 2012; McEachern et Murphy, 2014). L’étude de la
Nudix NUDT19 a été plus poussée. L’analyse des cellules HAP1 KO NUDT19 a révélé peu de
différences avec les cellules WT. La quantité d’ADNmt est seulement 1égerement réduite dans
les cellules KO. De plus les cellules KO présentent aussi peut étre une accumulation de cellules
en phase G2/M, bien que nos expériences de cytométrie en flux n’aient pas été reproductibles
pour I’instant et que ce résultat doive encore étre vérifié.

Des expériences supplémentaires sont nécessaires pour déterminer le role de NUDT19 au
niveau mitochondrial et nous souhaitons tout d’abord tester des activités qui ont déja été pu-
bliées, notamment une activité décapping des ARNm (Song et al., 2013) et une activité acyl-
CoA diphosphatase dans le péroxysome (Ofman et al., 2006). En parallele nous vérifions aussi
la localisation mitochondriale ou péroxysomale de NUDT19 en microscopie confocale a 1’aide
d’un co-marquage des mitochondries ou du péroxysome et de la protéine. De premieres études
semblent indiquer que NUDT19 a une localisation double, a la fois dans le péroxysome et la mi-
tochondrie, avec une localisation préférentielle dépendant du type cellulaire (Figure 82). Ainsi
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NUDT19 semble principalement localisée dans les mitochondries des cellules HAP1 et dans le
peroxysome des cellules HEK293, et I’étude d’autres types cellulaires est en cours.

3.4 Crible RNAIi

L’un des objectifs de ce projet était d’identifier les protéines impliquées dans la maintenance
de ’ADNmt suite a I’induction de CDB. Nous avons testé les protéines a activité nucléase
connues pour étre localisées dans les mitochondries, EXOG, ENDOG, FEN1, DNA2, MGME1
et la polymérase POL~, en analysant 1’état de I’ ADNmt apres induction des CDB dans des cel-
lules ou I’expression de ces protéines était abolie, et elles se sont révélées non responsables de la
dégradation de I’ADNmt 1é€sé. Nous avons donc cherché d’autres candidates possédant une ac-
tivité nucléase et un fort pourcentage d’adressage mitochondrial d’apres analyse des séquences
in silico, et nous avons choisi de tester les protéines SND1, DFFB et EXD?2. La encore I’extinc-
tion de I’expression de ces candidates par siRNA n’a pas modifié la cinétique de dégradation
de I’ADNmt apres CDB. Nous avons donc décidé de mettre au point une méthode permettant
de cribler de nombreuses protéines a la fois, car le choix des candidates testées apres analyse in
silico est relativement aléatoire, et I’étude de chaque protéine individuellement est couteuse en
temps.

Ce projet est réalisé en partenariat avec le laboratoire du Pr. Falkenberg, a I’université de
Goteborg, Suede. Nous avons élaboré une banque de siRNA sur mesure ciblant 80 genes codant
pour des nucléases ainsi que des genes témoins ciblant des protéines connues de la maintenance
de ’ADNmt, TWINKLE, POL~ et TFAM et un gene ciblant une protéine normalement non
impliquée dans le processus étudié, la GAPDH. La librairie, fournie dans une plaque 96 puits
par ’entreprise Dharmacon, comporte aussi un puits contenant un siRNA ne ciblant aucun
gene et des puits vides. Le principe général du crible est de transfecter des cellules HEK Pstl
par transfection en mode inverse dans des plaques 96 puits avec les différents siRNA de la
librairie. Puis, 3j apres transfection, 1’expression de Pstl est induite par traitement de 2h avec
la doxycycline. Enfin, 1j post-induction, les cellules sont fixées, perméabilisées et marquées
par immunofluorescence avec un anticorps primaire anti TFAM ainsi qu’a I’aide de DAPI, afin
de pouvoir quantifier I’intensité de fluorescence TFAM normalisée par rapport au DAPI, ou
le nombre de cellules exprimant TFAM. En effet la perte d’ADNmt est corrélée a la perte
de la protéine TFAM et, si un siRNA cible une protéine impliquée dans la maintenance de
I’ADNmt apres CDB, la dégradation de I’ADNmt devrait étre modifiée et le signal TFAM
du puits correspondant devrait donc étre altéré. L’ observation des cellules et la quantification
des intensités de fluorescence est réalisée sur un microscope manuel pour les tests de mise au
point, dans 1’objectif d’utiliser un microscope automatique pour les cribles, afin de quantifier
les signaux sur le plus grand nombre de champs possibles. Le crible sera réalisé a la fois sur
des cellules HEK Pstl et sur des cellules HEK WT, pour différencier les genes codant pour des
protéines impliquées dans la maintenance suite a des CDBmt de ceux codant pour des protéines
impliquées dans la maintenance de I’ADNmt en général, par exemple dans la réplication. Les
genes pour lesquels les siRNA correspondant entrainent une variation du ratio des intensités
de fluorescences TFAM/ DAPI comparé aux contrdles seront ensuite analysés plus en détails
individuellement.

Nous avons cependant fait face a des difficultés lorsque nous avons commencé a mettre au
point le crible RNAIi. En effet les cellules HEK293 sont peu adhérentes et adherent mal sur
la surface en verre tres lisse des plaques 96 puits que nous avions choisies pour la résolution
qu’elles permettent d’obtenir en microscopie. Il a donc fallu augmenter 1’adhérence des cellules
en traitant préalablement les surfaces des plaques avec de la poly-L-lysine et en diminuant les
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FIGURE 83 — Crible RNAI partiel et implication de MGMEI dans la dégradation de I’ ADNmt
Un crible RNAi de 40 nucléases a été réalisé et les images obtenues pour les puits transfectés avec des
siRNA non-spécifiques ou ciblant la protéine MGMEI], sur cellules HEK WT et HEK Pstl 1 jour post-
induction, sont présentées. Les cellules ont été marquées par le DAPI (bleu) et un anticorps anti-TFAM
(vert).



Discussion et perspectives

étapes de changements de milieux et de ringages. La perte de cellules au cours de tout le pro-
cessus (transfection de siRNA, induction des CDBmt, marquage fluorescent) est cependant tou-
jours relativement importante et nécessite encore des améliorations du protocole. Un deuxieéme
probleme auquel nous avons di faire face est I’'impact du nombre de cellules présentes dans le
puits sur I’intensité de fluorescence TFAM mesurée. En effet, pour des conditions similaires ou
seul le nombre de cellules par puits change, les puits contenant moins de cellules avaient une
fluorescence TFAM plus élevée. L’anticorps primaire ciblant la protéine TFAM était visible-
ment limitant et nous avons donc fortement augmenté sa concentration afin de s’affranchir de
ce probleme. A une dilution 1 : 50 I'intensité de fluorescence varie peu en fonction du nombre
de cellules par puits. Pour plus de sécurité nous avons aussi décidé d’éliminer des analyses les
puits contenant trop peu de cellules.

Lors de nouveaux essais nous avons réussi a nous affranchir du probleme d’adhérence des
cellules en utilisant des plaques 96 puits a fond plastique recouvertes de poly-L-lysine. De plus
nous avons ajouté une étape de pré-fixation des cellules en ajoutant du formaldéhyde 4% direc-
tement dans les puits contenant le milieu de culture pendant 15min a 37°C (volume a volume,
concentration finale en formaldéhyde 2%). Ensuite nous utilisons le protocole de marquage
habituel, en commengant par 1’étape de fixation avec 4% de formaldéhyde.

Nous avons donc finalement pu tester une partie de notre librairie de siRNA, environ 40 nu-
cléases, et nous avons obtenu une candidate inattendue compte tenu de nos résultats précédents.
En effet aprés siRNA ciblant la nucléase MGMEI la perte du signal TFAM apres marquage en
immunofluorescence suite a I’induction des CDBmt est plus faible, ce qui suggere que la perte
d’ADNmt, et donc sa dégradation, sont limitées lorsque MGMEI1 n’est pas exprimée (Figure
83). Nous devons maintenant confirmer ce résultat, qui semble dépendre fortement de 1’effica-
cité des siRNA. Nous devons également élucider plus précisément le mécanisme d’action de
MGMEI et ses éventuels partenaires car, comme discuté précédemment (2.4.2), cette nucléase
a principalement une activité sur I’ADN simple-brin.

En fonction des résultats obtenus nous pourrons aussi étendre les genes ciblés, en utilisant
une librairie de siRNA plus complete, par exemple la librairie MitoCarta, contenant 1200 siRNA
ciblant la quasi totalité du protéome mitochondrial. En effet cette méthode est relativement
efficace puisqu’environ 80 genes candidats peuvent €tre testés sur une méme plaque 96 puits,
et que I’analyse de la fluorescence peut étre réalisée automatiquement. De plus il existe des
plateformes ou tout est automatisé et ou il est possible de réaliser des cribles RNAi a I’échelle
du génome.

L’identification des protéines responsables de la dégradation de I’ADNmt suite a la géné-
ration massive de dommages est I’une des perspectives majeure de ce projet. Ce crible RNAi
pourrait permettre de déterminer des candidates de maniere efficace, dont nous pourrons ensuite
étudier le role plus précisément individuellement.
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Abstract

Mitochondrial DNA (mtDNA) can undergo double-strand breaks (DSBs), caused by defec-
tive replication, or by various endogenous or exogenous sources, such as reactive oxygen
species, chemotherapeutic agents or ionizing radiations. MtDNA encodes for proteins
involved in ATP production, and maintenance of genome integrity following DSBs is thus of
crucial importance. However, the mechanisms involved in mtDNA maintenance after DSBs
remain unknown. In this study, we investigated the consequences of the production of
mtDNA DSBs using a human inducible cell system expressing the restriction enzyme Pstl
targeted to mitochondria. Using this system, we could not find any support for DSB repair of
mtDNA. Instead we observed a loss of the damaged mtDNA molecules and a severe
decrease in mtDNA content. We demonstrate that none of the known mitochondrial nucle-
ases are involved in the mtDNA degradation and that the DNA loss is not due to autophagy,
mitophagy or apoptosis. Our study suggests that a still uncharacterized pathway for the tar-
geted degradation of damaged mtDNA in a mitophagy/autophagy-independent manner is
present in mitochondria, and might provide the main mechanism used by the cells to deal
with DSBs.

Introduction

Mitochondria are cellular organelles that possess their own circular genome. The mitochon-
drial DNA (mtDNA) is compact, with no introns, and contains only 37 genes. Therefore, most
of the proteins that are acting in mitochondria are encoded in the nucleus and imported into
the mitochondria. Point mutations, deletions, but also depletion of mtDNA, are found in
numerous pathologies, such as mitochondrial diseases [1], cancers [2], neurodegenerative dis-
orders [3] and even during the normal ageing process [2, 4]. As oxidative phosphorylation
takes place in the vicinity of the mitochondrial genome, mtDNA is believed to be prone to oxi-
dative damage due to reactive oxygen species (ROS) [5]. Other mtDNA lesions, such as DNA
breaks, can also occur during replication or repair of mtDNA [6]. If DNA damage is left unre-
paired or is not correctly repaired it can lead to mutations, therefore accurate mtDNA
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maintenance systems are essential for cell viability. In mitochondria, damage such as oxidative
damage is mostly repaired by Base Excision Repair (BER). The proteins involved are well char-
acterized and are mostly the same proteins as in the nuclear BER [7]. However, it remains
unclear which mechanisms are responsible for mtDNA maintenance after double-strand
breaks (DSBs). In Saccharomyces cerevisiae mtDSBs are repaired by homologous recombina-
tion, with the involvement of members of the RAD52 epistasis group [8]. Evidence of mtDSB
repair has also been found in Drosophila cells [9]. However, although it has been shown that
some of the factors needed for DSB repair in the nucleus are present in mammalian mitochon-
dria, for example XRCC1 [10] or an alternate form of Ku80 [11], it is still debated whether or
not mtDSBs are repaired in mammalian cells, and, if so, by which mechanisms. Some studies
suggest that recombination occurs after mtDSBs, with intramolecular recombination being
more frequent than intermolecular recombination [12]. In mouse models, it has been sug-
gested that mtDSBs are repaired by non-homologous end-joining (NHE]), with a region close
to the D-loop being involved in most recombination events [13]. In contrast, another study
has proposed that classical NHE] is undetectable, but that instead microhomology-mediated
end-joining (MME]J) has a central role in the maintenance of mtDNA integrity after DSBs
[14]. This result is supported by a study showing that around 85% of deletions in mtDNA of
human cells are flanked by short repetitive sequences, suggesting the existence of recombina-
tion events [15].

A different scenario is that, after the generation of mtDSBs, the damaged mtDNA molecules
undergo degradation. In most cells there are indeed thousands of mtDNA molecules, and the
elimination of some of them should not compromise mitochondrial function. Little is known
about the mechanisms of degradation of mtDNA which seems to occur in response to damage
that mitochondria cannot repair [16, 17]. Different processes with different kinetics have been
suggested, depending on the cell type [18]. The two most likely mechanisms proposed are (i),
the degradation of the damaged mtDNA by nucleases and (ii), the elimination of the mito-
chondria carrying damaged mtDNA by autophagy/mitophagy. The actors of mtDNA degrada-
tion are currently unknown. To date, five DNA nucleases have been localized in the
mitochondria: ExoG, EndoG, MGME1, DNA2 and FEN1, but their exact functions are still
not completely elucidated [19]. ExoG is exclusively mitochondrial and has been implicated in
BER and mitochondrial single-strand break repair [20]. EndoG is located in the mitochondrial
intermembrane space and under certain conditions relocates to the nucleus where it could
play a role in apoptosis [21] and in recombination [22]. MGME1, DNA2 and FEN1 are
believed to be involved in mitochondrial primer processing during replication [23]. Moreover,
MGME] could also be implicated in intramolecular recombination of mtDNA [24] and in 7S
DNA turn-over [25], whereas DNA2 and FEN1 may also play a role in mitochondrial BER
[26, 27]. Damage repair or degradation of mutated mtDNA are not the only possibilities for
the organism or the cell to maintain the integrity of its genome. If damage cannot be repaired,
signaling pathways can also trigger apoptosis, leading to cell death, or induce fission mecha-
nisms to segregate mitochondria with overwhelming damage, which will be eliminated by
autophagy/mitophagy [28, 29].

There are three main techniques that have been developed to manipulate and create DSBs
specifically in the mitochondrial genome [30]. In the first technique, restriction enzymes pre-
ceded by a mitochondrial targeting sequence (MTS) have been used to cut mtDNA at specific
restriction sites [31]. Following this strategy, the use of the endonuclease EcoRI in human,
mouse and rat cell lines has led to the generation of p° cells, devoid of mtDNA [32]. Mouse
cells stably expressing mitochondrial Sacl showed a similar pattern, with depletion of mtDNA
but without a total loss. This strategy was also used in vivo on a mouse model containing two
polymorphic mtDNA sequence variants, resulting in either three or five restriction sites for
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Sacl. After injection of recombinant viruses encoding for mitochondrial Sacl in these animals,
intra- and inter-molecular recombination events following mtDSBs were observed [13]. The
two other techniques are based on zinc-finger nucleases (ZFNs) and transcription activator-
like effector nucleases (TALENS). These two nucleases contain two domains, a DNA-cleaving
domain and a DNA-binding domain specific to the targeted DNA sequence. All these tech-
niques have mainly been used to develop therapeutic tools to cure mitochondrial diseases.
Within the same mitochondria, mutated DNA can coexist with wild-type DNA, a phenome-
non called heteroplasmy. With mtDNA disease mutations, the symptoms typically appear only
when the heteroplasmy level in the patient’s mitochondria reaches a certain threshold [33].
The preferential targeting of nucleases to mutant mtDNA molecules would thus eliminate
them and decrease the heteroplasmy level, providing a possible treatment strategy. The
remaining wild-type DNA could then be restored to normal levels through replication [34].
Such a shift in heteroplasmy level has for instance successfully been achieved with a ZFN-
based approach in a cell model [35].

In this work we have used a human inducible cell system expressing the restriction enzyme
Pstl targeted to mitochondria. Induction of Pstl resulted in an efficient generation of mtDSBs,
followed by a fast loss of the damaged DNA molecules. We found that none of the known
mitochondrial nucleases are involved in the mtDNA degradation process and that the DNA
loss is not due to autophagy, mitophagy or apoptosis. We further established that the DNA-
loss phase is followed by a new amplification of intact mtDNA molecules but found no support
for the existence of a DSB repair mechanism in mitochondria.

Materials and methods
Transfection and cell culture

The pcDNA3 vector containing the PstI gene flanked by the cytochrome c oxidase subunit
VIII mitochondrial targeting sequence was a kind gift of Dr. Carlos Moraes. The construct was
re-cloned in pcDNA5/FRT/TO vector (Invitrogen) and the resulting construct was confirmed
by DNA sequencing. An inducible stable cell line expressing Pstl was created using the Flp-In
T-Rex 293 cell line (Invitrogen). Cells were co-transfected with the pcDNAS5/FRT/TO con-
struct and pOG44 (Invitrogen) -which encodes the Flp recombinase- at a molar ratio of 1:10
using Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Forty-eight hours after transfection Hygromycin

(150 pg/mL) (Invivogen) and Blasticidin (15 ug/mL) (Invivogen) were added to the medium
for selection. Expression of Pstl was induced by adding 1 pug/mL doxycycline to the growth
medium for the indicated time.

For siRNA down-regulation experiments, 0.5x10° cells were transfected with a set of 2 or 3
siRNAs (5 to 20nM each) using Lipofectamine RNAIMAX in Opti-MEM medium. After 5h,
Opti-MEM medium was replaced by fresh complete medium and cells were used for further
analysis 3 days after transfection. The siRNAs used were the following: ExoG: HSS5115057
(ThermoFisher Stealth siRNAs), 19298 (Ambion), SI03075534 (Qiagen); EndoG: s707
(Ambion), SI03083878 (Qiagen); MGMEI: S104336976 (Qiagen), HSS132389 and HSS132390
(ThermoFisher Stealth siRNAs); DNA2: HSS141856, HSS141857 and HSS141858 (Thermo-
Fisher Stealth siRNAs); FEN1: HSS103627, HSS103629 and HSS176903 (ThermoFisher Stealth
siRNAs). For experiments in which siRNA transfection was followed by PstI induction, doxy-
cycline was added to the cells 3 days after siRNA transfection.

Transgenic cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) with high
glucose (GlutaMAX, Gibco), supplemented with ImM Na pyruvate, 10% FCS (tetracycline
free, Biowest), 100U/mL penicillin and streptomycin (HyClone, Thermo Scientific), 150 pg/
mL Hygromycin (Invivogen) and 15 ug/mL Blasticidin (Invivogen). The non-transfected Flp-
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In T-Rex 293 (referred to as wild-type in the experiments) were grown under similar condi-
tions but without Hygromycin.

Southern blot analysis

Total DNA was isolated from 1-3x10° cells using a NucleoSpin Tissue Kit (Macherey-Nagel).
Nucleic acid concentration and purity were measured using a Nanodrop (Nanodrop ND-
1000, Thermo Scientific). One microgram of DNA was digested with BamHI or BamHI and
Pstl. Digestion products were separated on 1% agarose gel and transferred on nylon mem-
brane. The membranes were hybridized with radiolabeled mitochondrial probes and imaged
using a phosphoimager (BioRad). Primers sequences used for producing mitochondrial probes
were as follows: Hi890 fwd: 5-CAC GGG CTT ACA TCC TCA TT-3’; Hi890 rev: 5-TGG
CTC AGT GTC AGT TCG AG-3’; Pst fwd: 5-TTC ATG ATC ACG CCC TCA TA-3’; Pst rev:
5-TTT TAT GGG CTT TGG TGA GG-3’; Sac fwd: 5-GCT AA ACCT AGC CCC AAA CC-
3’; Sacrev: 5-AAA CAG GCG GGG TAA GAT TT-3.

Real-time quantitative PCR

All reactions were performed on a MasterCycler RealPlex (Eppendorf) using MESA GREEN
qPCR Mastermix Plus for SYBR Assay (Eurogentec). Copy numbers of mitochondrial DNA
were determined by amplifying by real-time quantitative PCR a portion of the cytochrome b
gene, using the single copy gene for amyloid precursor protein APP as a nuclear standard. The
PCR (94°C for 2 min, 40 cycles of 94°C for 20s, 60.4°C for 20s and 72°C for 45s) were per-
formed using 10ng of total DNA and the following primers: cytochrome b fwd: 5-GCC TGC
CTG ATC CTC CAA AT-3’, cytochrome b rev: 5-AAG GTA GCG GAT GAT TCA GCC-3;
APP fwd 5-TTT TTG TGT GCT CTC CCA GGT CT-3’, APP rev: 5-TGG TCA CTG GTT
GGT TGG C-3’. Each measurement was performed in duplicate. The specificity of the amplifi-
cation is controlled by the analysis of the melting curve. The amplification efficiencies were
determined with standard curves, performed for both primers pairs with different total DNA
dilutions. The ratio of mitochondrial DNA / nuclear DNA was estimated using the cycle
thresholds (Cy) values obtained.

The relative level of Pstl mRNA was estimated by real-time quantitative PCR using the TBP
transcript as an internal control. Total RNA was isolated from 0.5 to 1.5x10° cells using TRI
Reagent (Molecular Research Center Inc.) according to the manufacturer’s protocol. cDNAs
were synthesized via random hexamer primers (Promega) and M-MLV Reverse Transcriptase
(Promega). PCR (94°C for 2 minutes, 40 cycles of 94°C for 20 s, 60°C for 20's, 72°C for 45 s)
were performed using the following primers: PstI fwd: 5-ATT ACA AGC CCA ATT CCC
GC-3, Pstl rev: 5-TAG GAA CGT GGG TCA GGA AC-3’; TBP fwd: 5-ACG CCA GCT TCG
GAG AGT TC -3’ and TBP rev: 5-CAA ACC GCT TGG GAT TAT ATT CG-3’. A standard
curve for each gene and for the internal control was generated using a dilution series (1:10 to
1:80) of cDNAs consisting of pooled cDNAs from each sample. Each quantification was per-
formed in duplicate.

Western blot analysis

Total cell lysates were analyzed by SDS PAGE and immunoblotting. Primary antibodies used
for western blotting were as follows: ATP5a, UQCR2, SDHB, COII, NDUFBS8 (Abcam 110411,
1: 1000); 49KDa (home made, 1: 500); NDUFA9 (Abcam 14713, 1: 1000); H3 (Abcam 10799,
1: 10 000); Twinkle (home made, 1: 1000); TFAM (home made, 1: 5000); exoG (Proteintech
21523-1-AP, 1: 500); MGMEI1 (Sigma HPA040913, 1: 200); a-tubulin (Sigma T9026, 1: 5000);
endoG (Abcam 9647, 1: 1000); Fen1 (home made, 1: 1000); PDH (MitoSciences MSP07, 1:
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2500); Tomm?20 (Abcam 56783, 1: 500); LC3B (Abcam 48394, 1: 2000); PINK1 (Abcam 75487,
1:1000). Secondary antibodies were as follows: Rabbit (HRP) anti-mouse (Sigma A9044,

1: 10 000) and Goat (HRP) anti-rabbit (Abliance BL2407, 1: 10 000). The detection of proteins
was performed using Luminata forte western HRP Substrate (Millipore) or SuperSignal West
Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific). The relative abundance of specific
proteins was evaluated by densitometric quantification of signal intensity, and analyzed using
Quantity One image analysis software (BioRad).

Flow cytometry

All flow cytometry analyses were performed using an Attune Acoustic Focusing Cytometer.
For mitochondrial mass measurements, cells were incubated 30 min with 150 nM MitoTracker
Green FM (Molecular Probes) and washed with PBS. Cells were then harvested and washed
twice with medium without phenol red. 5.10%cells/mL were used for each sample. A few min-
utes before FACS acquisition, cells were incubated on ice in the dark with a vital dye (SYTOX
Blue Dead Cell Stain, Life Technologies) to exclude dead cells from the analysis. A negative
control was treated with the same procedure but without MitoTracker staining. This negative
control represents the background due to cell’s autofluorescence. MitoTracker Green fluores-
cence was measured using a 488 nm laser and a 530/30 nm filter, and Sytox-blue fluorescence
was measured using a 405 nm violet laser and a 450/40 nm filter. On average, 10000 events
were analyzed per sample. A two gating strategy was performed to define the target cell popu-
lation to analyze: first, to exclude dead cells and debris, cells were gated on a two physical
parameters dot plot measuring forward scatter (FSC) versus side scatter (SSC), second, Sytox
Blue-negative cells are gated. The mitochondrial mass was evaluated by the mean fluorescence
intensity of the MitoTracker channel.

Cellular apoptosis was measured using the Dead Cell Apoptosis Kit with Annexin V Alexa
Fluor 488 & Propidium Iodide (PI) (Molecular Probes) according to manufacturer’s instruc-
tions. A positive control for apoptosis was treated with 2 pM staurosporine for 4h before har-
vesting the cells. Cells floating in the medium were also collected for this analysis. Annexin V
Alexa Fluor 488 fluorescence was determined using a 488 nm blue laser and a 530/30 nm filter
and PI fluorescence using a 488 nm violet laser and a 575/24 nm filter. On average, 10000
events are analyzed per sample. To correct the spectral overlap between Alexa Fluor 488 and
PI, a process of fluorescence compensation was used, with the sample treated with staurospor-
ine. This ensured to remove signal of each fluorochrome from the channel of the other one
where it was also detected. A gating strategy was performed to define the target cell population
to analyze: to exclude debris, but not dead cells, cells were gated on a two physical parameters
dot plot measuring forward scatter (FSC) versus side scatter (SSC). The gated cell population
was next analyzed in a dot plot with quadrant gates measuring Alexa Fluor 488 versus PI
fluorescence.

NGS

A fragment of mtDNA of 400-500bp surrounding the PstI restriction site located in the COX1
gene was amplified using Pfu DNA polymerase and primers containing Multiplex Identifiers
(MIDs) for pooled sequencing. The sequences of the primers used are the following: WT-fwd
5’-CGT ATC GCC TCC CTC GCG CCA TCA GAC GAG TGC GTA GAC GTA GAC ACA
CGA GCA T-3%; WT-rev 5-CTA TGC GCC TTG CCA GCC CGC TCA GAC GCT CGA
CAG CCG AGA AAG TGT TGT GGG A-3’; Pstl-fwd 5-CGT ATC GCC TCC CTC GCG
CCA TCA GAG ACG CAC TCA GAC GTA GAC ACA CGA GCA T-3; Pstl-rev 5-CTA
TGC GCC TTG CCA GCC CGC TCA GAG CAC TCT AGG CCG AGA AAG TGT TGT
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GGG A-3. PCR products were verified by electrophoresis on 1.2% agarose gels and purified
using NucleoSpin Gel and PCR Clean-up according to the manufacturer’s protocol
(Macherey-Nagel). The DNA concentration of each purified PCR product was determined
using Qubit dsDNA HS Assay Kit (Molecular Probes). Equal amounts of PCR amplicons har-
boring different barcode sequences were pooled together in an equimolar ratio and subjected
to pyrosequencing using a Roche 454 GS-FLX+ Titanium platform executed by Eurofins
MWG (Ebersberg, Germany). Sequencing data were analyzed using the GS Data Analysis Soft-
ware (Roche).

Results
A massive production of mtDNA DSBs triggers a rapid loss of mtDNA

We were interested in understanding how mitochondria deal with the presence of DSBs in
their genome. We thus needed a system to create DSBs specifically in the mitochondrial DNA.
For this, we modified an existing system consisting of a restriction enzyme (PstI) fused to the
mitochondrial targeting sequence of the human COX8 gene [36], and generated an inducible
stable cell line (HEK293 FlpIn-TREx) expressing this enzyme. Using Southern blot, our first
observation was that, even in the absence of induction with doxycycline, we always observed a
basal leakiness of PstI expression (Fig 1B, lane 3). We then checked the efficiency of our system
using 1 ug/mL of doxycycline for different induction times ranging from 5min to 10h (not
shown). After induction, we observed (Fig 1B) the band corresponding to the full-length
mtDNA (16569bp), and bands corresponding to the PstI total (9225 bp, 5234 bp and 2110bp),
and partial (14459 bp and 7344 bp) digestions of mtDNA (Fig 1A), showing that our system is
functional. We found that 2h was enough to obtain an almost complete digestion of the
mtDNA, therefore we set this induction time for all the subsequent experiments.

To assess the effect of DSBs on mtDNA, we induced the expression of PstI for 2h and fol-
lowed the cells for a recovery period of up to 3 days after induction. The expression of PstI
results in the digestion of mtDNA, which is followed by an extremely rapid loss of mtDNA, as
evidenced by the Southern blot (Fig 1B) and qPCR (Fig 1C) results. After 2h induction (+0h),
there is already a decrease of ~50% in the amount of mtDNA and, at 8h after induction (2h
induction + 8h recovery), less than 10% of the mtDNA is left. Finally, between 1 and 3 days
after induction, only a very small proportion of mtDNA (~2%) still remains. This drastic
reduction in the mtDNA content is accompanied by a loss of TFAM (-60% at t = 4h and -85%
at t = 8h), which is not surprising as the amount of TFAM is strongly correlated to the amount
of mtDNA present in cells [37, 38] (Fig 1D). Additionally, we observed a loss of the mitochon-
drial-encoded subunit CO2 and of the nuclear-encoded NDUFB8 and UQCR?2 subunits of the
respiratory chain (Fig 1D). This decrease takes place at a later stage (t = 2days), which might
be due to a larger stability of these proteins. During the experiment, we also monitored the
amount of the other respiratory chain subunits as well as the quantity of mtDNA metabolism
proteins (the replicative helicase and polymerase, TWINKLE and POLG) and, surprisingly, we
found no significant changes in the amount of these proteins during the time course of the
experiment (Fig 1D).

Depletion of 5 mitochondrial exo/endonucleases does not change the
mtDNA-loss kinetics

Next, we evaluated the role of five known mitochondrial nucleases (EndoG, ExoG, MGME],
DNA2 and FEN1) in the fast mtDNA degradation process we observe after PstI digestion. We
first followed by Western Blot the expression of these proteins for three days after induction of
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Fig 1. Loss of mtDNA after induction of the expression of a mitochondrial targeted Pstl. A. Map of the human mtDNA indicating the
positions of the unique BamHlI site and the two Pstl sites, the distances between these sites and the positions of the probes used for the
Southern blots (green asterisks). B. Southern blot analysis of the control HEK293 cells (WT) and stably transfected cells (Pstl cells) after
digestion by BamHI or BamHI + Pstl for the control. Pstl expression was induced for 2h with doxycycline and the cells were followed during
the recovery period, from Oh to 2 days after induction. C. Quantification of the mtDNA/nDNA ratios in the Pstl stably transfected cells, without
induction or from Oh to 3 days after a 2h induction with doxycycline (mean * s.e., N=3). D. Changes in mitochondrial proteins levels during
the recovery period after induction of Pstl for 2h with doxycycline. Total cell lysates (20 pg) were analyzed by western blot with antibodies
against mitochondrial (CO2: complex V) or nuclear encoded subunits of the respiratory chain (ATP5a: complex V; UQCR2: complex I,
SDHB: complex Il; NDUFB8: complex |) and against DNA maintenance proteins, the helicase Twinkle, the DNA polymerase POLGA and
TFAM. H3: Histone H3B (loading control).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0176795.g001

DSBs (Fig 2A). In the case of DNA2, the antibody gave inconclusive results, so for that nucle-
ase we used RTqPCR (not shown). We did not observe an obvious increase in the amount of
any of these proteins during the fast mtDNA degradation phase (between 0 and +6h after
induction). On the contrary, it seems that the amount of EndoG and MGME]1 slightly
decreased in parallel to the mtDNA loss. Second, we used siRNA to individually knock down
EndoG, ExoG, MGME1, DNA2 and FEN1. The efficiency of the siRNA was verified by West-
ern Blot (or RTqPCR for DNA2) (S1 Fig). Three days after siRNA transfection, Pst] expression
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Fig 2. Effect of silencing different mitochondrial DNA nucleases on the rapid mtDNA depletion. A. Levels of different mitochondrial
DNA nucleases before induction and during the recovery period after induction of Pstl for 2h with doxycycline. Total cell lysates (20 ug) were
analyzed by western blot with antibodies against ExoG, EndoG, MGME1, and FEN1. H3: Histone H3B (loading control). B. Southern blot
analysis of the control HEK293 cells (WT) and stably transfected cells (Pstl cells) after digestion by BamHI or BamHI + Pstl for the control.
The cells were grown in presence or absence of a mix of siRNAs targeting ExoG and/or EndoG. Three days after siRNA transfection,
doxycycline was added to the cells for 2h to induce Pstl expression, and the cell’'s DNA was examined before induction and during the

recovery period, at Oh, 5h and 1 day after induction. C, D, E. Similar experiments as in 2B, except that the siRNAs were targeting MGME1,
DNAZ2 or FEN1, respectively.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0176795.g002

was induced and the cell’s mtDNA was analyzed at time Oh, 5h and 1 day after induction

(Fig 2B-2E). As observed previously, the expression of Pstl results in a fast loss of mtDNA.
However, we did not detect any modification of the kinetics of mtDNA loss upon siRNA
knock-down of any of the targets. As we suspected a redundancy in the role of these proteins,
we performed a double knock-down of ExoG and EndoG (Fig 2B) as well as a simultaneous
knock-down of the five nucleases (S2 Fig). The results were however similar, i.e. no change in
the kinetics of mtDNA loss. We thus conclude that these proteins are unlikely to be involved
in the fast mtDNA loss that occurs after generating DSBs.

mtDNA loss is not due to a loss of mitochondria

Currently, the general belief is that, when mtDNA is damaged, it is eliminated via autophagy/
mitophagy [39, 40]. We thus set out to investigate if the loss of mtDNA we observed could be
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Fig 3. The rapid loss of mtDNA is not correlated to a loss of mitochondria, autophagy or apoptosis. Levels of A. mitochondrial
proteins and C. an autophagy marker before induction and during the recovery period after induction of Pstl for 2h with doxycycline. Total
cell lysates (20 pg) were analyzed by western blot with antibodies against markers of the mitochondrial matrix (PDH), mitochondrial outer
membrane (Tomm20), autophagy (LC3) and mitophagy (PINK1). CCCP is used as a positive control and Tubulin is used as loading
control. Analysis of B. cell mitochondrial content and D. apoptosis by flow cytometry before induction and during the recovery period. *

P < 0.05 versus non-induced Pstl cells for each cell population (Student’s t-test).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0176795.g003

explained by a loss of mitochondria due to autophagy. First, using Western blot, we deter-
mined the amount of two mitochondrial markers, a mitochondrial matrix enzyme (PDH,
pyruvate dehydrogenase) and a membrane protein (TOMM20, translocase of outer mitochon-
drial membrane). As shown on Fig 3A, the amount of these proteins remained unchanged up
to 3 days after induction of DSBs, whereas mtDNA has almost completely disappeared after 8h
after DSBs induction (Fig 1). Second, we estimated the mitochondrial mass by flow cytometry
using MitoTracker Green. After induction of DSBs, we did not observe a decrease of the mito-
chondrial mass, instead, a slight increase could be observed at day 3 after DSBs induction

(Fig 3B). To further elucidate if the mtDNA loss is due to autophagy/mitophgy, we estimated
the amount of a marker of autophagy (LC3) and a marker of mitophagy (PINK1) by Western
blot during the recovery period after DSBs induction (Fig 3C). As a positive control we used
HEK293 WT cells treated for 18h with 10 uM or 20 uM CCCP. CCCP is an uncoupling agent
known to induce generalized autophagy [41] and mitophagy [42]. Again, no change in the
amount of these markers could be observed, supporting the hypothesis that that mtDNA deg-
radation is not due to a degradation of mitochondria via autophagy/mitophagy. Finally, we
also showed by flow cytometry using annexin V and PI staining that mtDNA degradation was
not due to a loss of the cells by apoptosis (Fig 3D). These data show that mtDNA loss is not
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due to a loss of mitochondria by autophagy, mitophagy or apoptosis but may, on the contrary,
trigger a slight increase of the amount of mitochondria, which could reflect a compensatory
mechanism.

Repopulation of cells with Pstl-resistant mtDNA molecules

Our results point to a rapid degradation of mtDNA as a consequence of a massive production
of DSBs. However, although it remains debated, it has been suggested that human mitochon-
dria have the capability of repairing DSBs via homologous recombination or NHE] [12]. We
thus decided to follow the cells for a longer period of time (up to 40 days after DSBs induction)
to see if the degradation phase could be followed/accompanied by a repair mechanism. We
observed that the initial period of mtDNA loss was followed by a slow return of full-length
mtDNA molecules, starting around 6 days after DSBs induction (Fig 4A, lane 5). The amount
of mtDNA slowly increased to a peak value roughly 20 days after induction (Fig 4B). Surpris-
ingly, at this stage, we could observe only the full-length mtDNA molecules, and no partially
or totally digested molecules. Moreover, a second induction with doxycycline at day 21 only
produced a slight digestion of the mtDNA molecules (Fig 4B, orange bars). In order to find
the cause of this apparent ‘resistance’ to PstI digestion, we first tested the presence of mutations
in the Pstl sites of the newly amplified mtDNA population. Mutations could be due to (i), a
polymorphism in the PstI sites in the original mtDNA population that would have been selec-
tively amplified, or (ii), a repair of some of the mtDNA molecules by an unfaithful repair
mechanism (i.e. NHE]) that would have created mutations within the PstI site. Using NGS,
we sequenced a stretch of ~ 100bp containing the PstI site located in the COX1 gene. We ana-
lyzed ~ 40000 mtDNA molecules from PstI cells at day 13 after induction and compared them
to ~40000 from wild-type cells. We found that the only interesting mutation was an A to G
transition that modifies the PstI site (Table 1). This mutation was more than 20 times more
abundant in the PstI cells than in the wild-type cells (0.86% vs. 0.04%). However, although sig-
nificantly increased compared to wild-type, this percentage of mutation within the PstI site
cannot explain the apparent resistance to Pst] observed by Southern blot, where a large major-
ity of the mtDNA molecules (estimation 95%) is not digested by Pstl. We next hypothesized
that the apparent ‘resistance’ was caused by a loss of expression of Pstl. We performed
RTqPCR and found that, indeed, after 6 days, the expression of PstI has nearly vanished

(Fig 4C). After a second induction (orange bars), a slight expression of PstI can be observed,
close to the level of the leakage in the non-induced PstI cells, but much lower than the level of
expression of Pstl after the first induction (grey bars). We thus conclude that the newly ampli-
fied molecules are not ‘resistant’ to PstI digestion because of the amplification of a mutated
version of the mtDNA (either due to polymorphism or repair) but to an extinction of Pstl
expression over time.

Discussion

In this study, we investigated the consequences of the production of mitochondrial DSBs. In
vivo, these damages can be generated by replication fork arrest, endogenous or exogenous
sources such as exposure to ROS produced during the oxidative phosphorylation, viruses,
ultraviolet and ionizing radiation or other clastogens. To create mtDSBs in a controlled way,
we used an inducible system targeted to the mitochondria. Cells were stably transfected with
the restriction enzyme Pstl fused to a mitochondrial targeting sequence and under the control
of a promoter inducible with doxycycline. After doxycycline induction we efficiently obtained
DSBs specifically on mtDNA, located at the Pstl restriction sites. The use of an inducible sys-
tem has the advantage to control the amount of mtDSBs created. However, the cells that we
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Fig 4. The loss of mtDNA is followed by a slow repopulation with intact mtDNA molecules. A. Southern
blot analysis of the control HEK293 cells (WT) and stably transfected cells (Pstl cells) after digestion by
BamHI or BamHI + Pstl for the control. Pstl expression was induced for 2h with doxycycline and cells were
followed for 20 days. At day 20, a second induction of 2h with doxycycline was performed and the cells were
followed during the second recovery period (marked with an apostrophe). B. Quantification of the mtDNA/
nDNA ratios in the Pstl stably transfected cells, from Oh to 41 days after a 2h induction with doxycycline and
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from Oh to 20days after a second 2h doxycycline induction. (mean = s.e., N= 3). C. Quantification of the level
of Pstl transcripts in the control HEK293 cells (WT) and stably transfected cells (Pstl cells), during 2
sequential inductions of Pstl expression with doxycycline (mean t s.e., N=3). TBP is used as a reference
RNA.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0176795.9004

used showed a background expression of Pstl even in the absence of the inducer. This basal
leakiness was present in all the clonal populations we checked even thought we used tetracy-
cline-free serum. Transgene leakage in inducible overexpression systems is a recurrent prob-
lem [43]. In our case, even if the leakiness enabled us to study the impact of a low amount of
mtDSBs on the cells and on mtDNA (which would not be possible with a constitutive system),
it questions the efficiency of such an inducible system in conditions where a total on/off system
is required. Nonetheless, as even the lowest possible PstI expression can be expected to give at
least some mtDNA digestion, the analysis of non-induced cells show this has very little effect
on cell growth, even when the cells were cultivated in low glucose or galactose media, showing
that cells can thus cope well with this level of damage. It is also interesting to note that in our
system, a second induction with doxycycline following the first digestion and a period of
recovery, led to almost complete loss of expression of Pstl. The reasons of this silencing are
still unclear, but it could be that epigenetics mechanisms come into play in response to the
damage caused to the cells after the first induction in order to inactivate the foreign gene. It is
also possible that some cells underwent rearrangement in the PstI coding sequence/regulatory
regions and thus lost their inducibility.

Data on mammalian mtDNA repair after DSBs are rather controversial. In mouse, there are
suggestions of mtDNA deletions caused by mtDNA recombination events following DSBs
induction by the mitochondrial-targeted endonucleases Scal [13] and PstI [36]. In both cases,
a region close to the D-loop was involved in most recombination events. On the contrary, in
human osteosarcoma cells, no recombination could be detected at significant level after the
use of Pstl targeted to mitochondria [31]. In vitro studies on digested plasmids have also indi-
cated the ability of human and rodent mitochondria to perform MME], the efficiency of the
recombination being increased with the length of homology [14, 29]. On the contrary, it has
also been suggested that the formation of deletions was not due to MME] or homologous
recombination but was the result of a repair mechanism coupled to mtDNA replication and
mediated by the replisome [44]. In our experiments, the induction of Pstl expression resulted
in the generation of a massive amount of DSBs. The majority of the cut mtDNA molecules was
rapidly degraded but could, after a recovery time, slowly repopulate the cells. In order to
understand this repopulation, we sequenced 100 bp of mtDNA containing one of the two PstI
sites. Interestingly, we did not find any mutations or short deletions that could suggest repair
by NHE]J or MME]. The only difference we could notice after DSBs generation was an increase
in the proportion of a point mutation in the PstI restriction site, probably reflecting an amplifi-
cation of a pre-existing polymorphism. Finally, after induction of mtDSBs we observed an

Table 1. Sequencing of the Pst1 site.

Pst1 sequence C T G C A G
Mutation C/A C/T T/C G/A CIT A/G G/A
WTcells 0% 0.04% 0.02% 0.06% 0.02% 0.04% 0.05%
Pst1cells 0.01% 0% 0% 0.02% 0.04% 0.86% 0.01%

Sequencing was performed for the control cells (WT) and stably transfected cells (Pst1) 13 days after Pst1 induction (~40 000 reads for each).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0176795.t001
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almost total loss of mtDNA, which argues against an efficient repair system of DSBs in our cell
model (HEK293) upon generation of a massive amount of DSBs. Although it is impossible to
completely rule out that homologous recombination (which is error-free) did not occur in our
system, it seems very unlikely or must be a very rare event since most of the mtDNA molecules
were rapidly degraded.

After generation of a large amount of mtDSBs we observed a massive and rapid loss of the
mitochondrial genome (Fig 1B & 1C). Our data are in line with previous studies using restric-
tion endonucleases targeted to mitochondria, showing either a shift from heteroplasmy to a
unique mtDNA haplotype, not recognized by the restriction enzyme [45, 46] or a total or
almost total loss of the mitochondrial genome, in case of homoplasmy [31, 32]. A total loss of
mtDNA (generation of p° cells) was however only obtained in the case of a constitutive expres-
sion of the enzyme [32]. An important depletion of mtDNA followed by a repopulation after
withdrawal of the inducer was also observed when damages to mtDNA were generated with
the use of the bacterial exonuclease III, which creates single-strand breaks [17]. One hypothesis
that can explain the loss of mtDNA is the elimination of the damaged mitochondria via autop-
hagy/mitophagy or by massive apoptosis. Several studies point in this direction in different
organisms. For instance, in the nematode, knockdown studies showed that removal of helix-
distorting mtDNA damage caused by UVC exposure involved genes in autophagy and mito-
chondrial dynamics [47]. In mammalian cells, mitophagy triggered by an overexpression of
Parkin has been shown to be responsible for the elimination of mitochondria containing
mtDNA with deleterious mutations [48]. Similarly, upregulation of mitochondrial dynamics
and mitophagy has been shown to correlate with efficient removal of a pathological mutant
mtDNA in a cell-type-dependent manner [49]. However, the rate of mtDNA loss we observed
here is extremely fast (starting within 2h, almost complete after 1 day), while we only observed
slight alterations in apoptosis and mitochondrial mass at the later stages during recovery after
induction (Fig 3B & 3D). Quantification of LC3 and PINK1 during the kinetics of mtDNA loss
also showed no increase of these markers of autophagy and mitophagy (Fig 3C), confirming
that these mechanisms are unlikely responsible for the loss of mtDNA in our system. The mas-
sive and rapid loss of mtDNA is therefore not due to elimination of the whole mitochondria
but probably due to a still unknown mechanism directly processing damaged mtDNA. The
rate of mtDNA degradation we observed is consistent with results published by Shokolenko
et al., who detected a substantial elimination of mitochondrial genome after 6h to 1day after
induction of mutated UNG1 or exolll expression (generation of abasic site or single-strand
breaks) [17]. This fast rate of mtDNA loss cannot be due to a blockage of mtDNA replication,
as mtDNA loss following the expression of a dominant inactive form of the replication DNA
polymerase (POLG) takes more than 6 days in HEK cells [50].

To test the hypothesis of more direct (and enzymatic) degradation of mtDNA following
DSBs in our system, we searched for proteins that could be involved in this process and there-
fore we tested the five DNA nucleases known to be present in the mitochondria. Our two first
obvious candidates were ExoG and EndoG. ExoG is solely located in the mitochondria and is
the major 5’-exonuclease for mitochondrial LP-BER and single-strand break repair. Cells
depleted in ExoG accumulate more DNA damages and develop mitochondrial dysfunctions
triggering apoptosis [20]. EndoG has been well studied over the last decades, but its molecular
function in mitochondria is still unclear. It plays a role in DNA metabolism in both mitochon-
dria and nucleus, in various processes such as apoptosis [51] or nuclear recombination [52].
Recently its crystal structure in complex with DNA demonstrated that it has a strong non-spe-
cific endonuclease activity [53]. It has also been suggested that these two proteins could con-
tribute to the mtDNA degradation observed following HSV infection [54]. FEN1 and DNA2
are believed to be involved in BER pathway in both nucleus and mitochondria. They can
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process intermediate 5’ flap structures during DNA replication and long-patch BER [26, 27].
MGME] is also implied in primer processing occurring in mtDNA replication [23]. Its deple-
tion leads to accumulation of mitochondrial 7S and intermediates of stalled replication [55].
Here, using a knockdown approach, the depletion of these enzymes did not change the kinetics
of mtDNA loss, showing that these proteins are unlikely to be involved in the removal of linear
mtDNA fragments created after mtDSBs.

Conclusion

The redundancy of the mitochondrial genome can explain why cells are quite tolerant to
mtDNA depletion and can lose a substantial proportion of their mtDNA without impeding
mitochondrial function. We observed that the cells used in this study can survive a major defi-
ciency in mtDNA, even when we cultivate them in low glucose or in galactose media (not
shown). Our work argues against the existence of a DSB repair pathway in mitochondria and
instead supports the existence of a pathway for the targeted degradation of damaged mtDNA
in a mitophagy/autophagy-independent manner. Future studies will reveal the identity of the
proteins involved.

Supporting information

S1 Fig. Western blot of the silenced proteins. Cell pellets were collected for Western blot 72h
post-transfection with siRNA against A. EndoG, ExoG, B. MGMEL1 and C. FENI.
(TIF)

S2 Fig. Effect of the simultaneous silencing of five mitochondrial nucleases on the rapid
mtDNA loss. Southern blot analysis of the control HEK293 cells (WT) and stably transfected
cells (Pstl cells) after digestion by BamHI or BamHI + PstI for the control. The cells were
grown in presence or absence of a mix of siRNAs targeting ExoG, EndoG, FEN1, DNA2 and
MGME]L. Three days after siRNA transfection, doxycycline was added to the cells for 2h to
induce Pstl expression, and the cell’s DNA was examined before induction and during the
recovery period, at Oh, 5h and 1 day after induction.

(TIF)
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Background: Poly-ADP ribosylation (PARylation) is a post translational modification, catalyzed by
Poly(ADP-ribose)polymerase (PARP) family. In Drosophila, PARP-I (human PARP-1 ortholog) is consid-
ered to be the only enzymatically active isoform. PARylation is involved in various cellular processes
such as DNA repair in case of base excision and strand-breaks.

Observations: Strand-breaks (SSB and DSB) are detrimental to cell viability and, in Drosophila, that has
a unique PARP family organization, little is known on PARP involvement in the control of strand-breaks

gﬁ/‘\/‘gﬁ;r repair process. In our study, strands-breaks (SSB and DSB) are chemically induced in S2 Drosophila
DNA breaks cells using bleomycin. These breaks are efficiently repaired in S2 cells. During the bleomycin treatment,
PARP changes in PARylation levels are only detectable in a few cells, and an increase in PARP-I and PARP-II
Poly(ADP-ribosyl)ation mRNAs is only observed during the recovery period. These results differ strongly from those obtained
PARG with Human cells, where PARylation is strongly activating when DNA breaks are generated. Finally, in

PARP knock-down cells, DNA stability is altered but no change in strand-breaks repair can be observed.
Conclusions: PARP responses in DNA strands-breaks context are functional in Drosophila model as demon-
strated by PARP-I and PARP-II mRNA increases. However, no modification of the global PARylation
profile is observed during strand-breaks generation, only changes at cellular levels are detectable. Tak-
ing together, these results demonstrate that PARylation process in Drosophila is tightly regulated in the
context of strands-breaks repair and that PARP is essential during the maintenance of DNA integrity but
dispensable in the DNA repair process.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction cells have developed a large range of mechanisms to counteract this

biological issue and to lead up to a complex DNA damage response

DNA strand breaks, and especially double-strand breaks (DSBs),
are highly detrimental to genome stability and by extension to cell
life. These genomic alterations have various causes, ranging from
intrinsic ones such as reactive oxygen species or defective replica-
tion machinery to extrinsic ones like chemotherapeutic agents or
ionizing radiations (for review see [1]). Prokaryotic and eukaryotic

Abbreviations: PARP, poly(ADP-ribose)polymerase; PARG, poly(ADP-
ribose)glycohydrolase; PAR, poly(ADP-ribosyl)ation; SSB, single-strand break;
DSB, double-strands break.
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(DDR). This fully-integrated response includes sensing, signalling
and promotion of DNA repair in the cell cycle context in order to
coordinate an efficient DNA repair [2].

Among all the biological responses leading to DNA repair, post-
translational modifications (PTM) constitute a tight regulator for
activation or inactivation of DNA damage signalling and repair
mechanisms [3]. The most characterized PTM in the context of DSBs
repair are phosphorylations of several molecular actors includ-
ing the well-known ATM signalling molecules (i.e. H2AX, 53BP1,
Rad17, DNA-PKcs, Rad52 etc.). Beside phosphorylations, Poly (ADP-
ribosyl)ation (PAR) plays also a unique role in DNA breaks repair.
It consists of polymers of ADP-ribose moieties linked by 2/,1”7-0-
glycosidic ribose-ribose bonds or even branched structures through
2”,1""-0-glycosidic ribose-ribose bonds. Beside this extended mod-
ification, a single ADP moiety can be added to the protein resulting
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into mono ADP ribosylation. ADP-ribose (either as a monomer or
a polymer) is covalently bound to specific target proteins [4]. The
extent of this modification on acceptor proteins, reaches few hun-
dreds ADP-ribose moieties (for review, see [5]). This PTM is the
result of nicotinamide adenine dinucleotide (NAD*) hydrolysis by
specific enzymes such as the Poly ADP-ribose polymerase (PARP)
family. This large family (17 members in Human) is involved in
various cellular processes such as gene transcription, chromatin
remodelling or cell death pathways. Poly (ADP-ribose) polymerase-
1 (PARP-1), a major member of the PARP family, is the main isoform
involved in the promotion of DNA repair. In response to genotoxic
agents, PARP-1, mainly located in nucleus, is activated through
recognition of damaged DNA. As a result, PARP auto-modification
and ADP-ribose polymers incorporation to a number of nuclear pro-
teins is stimulated. In response to low levels of DNA lesions, PARP-1
activity favours repair and survival. Knock-out of PARP-1 in mice
and fibroblasts leads to genomic instability after gamma irradia-
tion and alkylating agent treatment [6,7]. Several studies suggest
a central role of PARP-1 in replication fork restart by homologous
recombination. PARP-1, as a sensor of disrupted replication forks,
promotes the recruitment of Mre11 and/or RAD51 for end process-
ing thatis required for subsequent recombination repair and restart
of replication forks [8]. However, PARP-1 inactivation in embry-
onic stem cells or embryonic fibroblasts results in hypersensivity
to the replication inhibitor hydroxyurea (HU) but does not impair
normal recombination repair of genomic DSBs [9] suggesting the
fact that PARP could be dispensable for homologous recombina-
tion but remains essential for DNA repair. Various studies support
a role for PARP-1 in Non Homologous End Joining (NHE]) process
via its interaction with DNA-PKcs or its partner ku70/ku80 [10].
However, PARP-1 does not appear to constitute a core factor in the
C-NHE] pathway [11]. On the other hand, when C-NHE] is impaired,
cells shift to alternative end-joining pathway (A-NHE]), a PARP-
dependant pathway. PARP-1 acts at the initiation step by binding
to DNA ends and by ADP-ribosylating itself and other proteins [12].
This repair mode has also been shown to operate in some human
cancers and during later stages of embryonic development.

In contrast, PARP-1 is well characterized in the resolution of
strand breaks as an intermediate part of the BER/SSBR pathway. It
has affinity to single strand that stimulate its catalytic activity. Also,
PARP-1 plays a main role in BER actors recruitments as polymerase
B [13] and APE1[14]. In Drosophila, PARP superfamily is limited to
only one unique parp gene [15], encoding three different isoforms
[16,17]. PARP enzymatically active isoform in fruit fly is encoded
by PARP-I transcript.

The main objectives of this study were to determine the link
between PARylation and DNA damages during DNA breaks produc-
tion and recovery in Drosophila model. We show that, in contrast
to what is observed in human cells, PARylation levels are slightly
affected after DNA breaks induction with bleomycin. Moreover,
PARP-I, Il and PARG mRNA levels remain unchanged upon DNA
breaks. However, PARP-I and PARP-II mRNA accumulations are
dramatically increased during the recovery period while the PARy-
lation levels remain stable, suggesting a tight control of this PTM
during breaks repair in Drosophila. This unique behavior was only
observed with DNA breaks and was different during oxidative stress
induction.

2. Materials and methods
2.1. S2 cell culture

Drosophila melanogaster S2 cells were grown in Schneider
medium (Biological industries) supplemented with 10% fetal calf

serum and 1% penicillin/streptomycin solution (PAA) at 24 °C under
normal atmosphere.

2.2. Bleomycin treatment

S2 cells were grown for 48 h in 75 cm? culture flasks. After two
washes with PBS, the medium was discarded and replaced by fresh
medium containing 75 pg/mL bleomycin (Bellon) at 24°C for 5,
15 and 30 min. After three washes with PBS to eliminate residual
bleomycin, cells were incubated in fresh medium between 30 min
and 1 h, at 24 °C. For all samples and kinetics experiment, DNA, RNA
and proteins were extracted immediately.

2.3. Western blotting

Cells were lysed either by adding immediately to cell pellet
Laemmli solution buffer containing 5% (v/v) 3-mercaptoethanol
and heated at 95°C for 5mins or by resuspending cells pellet in
lysis buffer (50 mM Tris HCI pH7.8, 150 mM NacCl, 1% Nonidet P-
40 with protease inhibitors (Roche). Proteins concentrations were
determined by Bradford assay (BioRad).

Proteins were separated on 8% (w/v) SDS-PAGE and trans-
ferred to nitrocellulose membrane (GeHealthcare) as previously
described [18].

Membranes were blocked in TBST (50 mM Tris pH 7.4, 20 mM
Nacl, 0.1% Tween 20) with 10% nonfat milk for 2 h or overnight.
The membranes were incubated with the following antibod-
ies: mouse anti-phosphorylated H2Av (1:100, UNC993-5.2.1,
DSHB), rabbit-anti-PAR polyclonal (1:2000, TREVIGEN), mouse-
anti-tubulin (1:20,000, Sigma). UNC93-5.2.1 was deposited to the
DSHB by Hawley, R.S. (DSHB Hybridoma Product UNC93-5.2.1).
The presence of different proteins was detected using LuminataTM
forte western HRP Substrate (Millipore)

2.4. Southern blot

DNA extraction was carried out according to Genomic DNA
purification from tissue protocol (MACHEREY-NAGEL). For each
DNA extraction, 2 x 107 cells were used. Nucleic acid concentra-
tion and purity were spectrophotometrically measured (Nanodrop
ND-1000, Thermo scientific).

For Southern blot, 2 .g DNA digested by EcoRV were loaded onto
0.8% agarose gel. DNA fragments were transferred onto nylon mem-
brane. The membrane were hybridized with radiolabelled nuclear
probe (18SrDNA, [19]). After autoradiography, the hybridization
signals were analysed by phosphoimager (Biorad).

2.5. RT-qPCR analysis

For each RNA extraction, 2 x 106 cells were used. RNA extraction
was carried out according to the manufacturer instructions using
TRIREAGENT (Molecular Research Center, Inc.). RNA concentration
and purity were measured by Nanodrop 1000 (Thermo Scientific).
RNA (2 ng) from each sample was used to synthesize cDNA using
M-MLV transcriptase Kit (Promega). After cDNA synthesis, samples
were incubated with RNAse A (Sigma Aldrich) for 20 min at 37 °C.

Quantitative PCR analysis was performed using Mastercycler
PCR apparatus (Eppendorf) with MESA GREEN gPCR Mastermix
Plus for SYBR Assay (Eurogentec) according to the manufacturer’s
protocol. The relative abundance of mRNAs was calculated by the
comparative cycle of threshold (Ct) method with Rp49 mRNA as
the invariant control.

The primers used are as follows. Rp49:
5'-GCTAAGCTGTCGCACAAATG-3/,  5-TCTGCATGAGCAGGACCT-
3 parg: 5-ACATCAACTTTAACAGGCTTTA-3/,
5'-GCACTTTGGCTCCAGTCG-3'; parp-II:






10 L. Ishak et al. /| DNA Repair 48 (2016) 8-16

5'-ACAATGATGTTTTGGTTAGATATTGG-3',
5-CGATTGGGTACATTCGACCT-3/; parp-I. 5'-
TGATGTTTTGGTTAGGCCAAC-3',5-CAAACTTCATACGGGTGGATT-
3.

2.6. DNA kinetics repair by quantifying Long/Short PCR products

The quantification of Long PCR product/short PCR product
allows measurement of DNA damage and kinetics repair [20,21].
For long PCR, a sequence of Engrailed gene (3.18 kb) was used ampli-
fied using the following primers: Fw: 5 CGCTCGGTCAGATAGCGAT-
3’ and Rev: 5'-CTACTTGTGGGATCTCGCC-3'. For short PCR, a
sequence of Actin gene (197 pb) was amplified using the following
primers:

Fw: 5'GTGCCCATCTACGAGGGTTA and Rev: 5'-
GACTTTGAGCAGGAGATGGC-3'.

One hundred ng of DNA extracted from S2 and PARP-I knock-
down cells was used for each experiment. The amplification was
performed in a different tube for each target during 21 cycles to
remain within the exponential phase. PCR ds-DNA products were
quantified with Qubit fluorimeter according to the manufacturer’s
protocol (Qubit dsDNA HS Assay kit, Invitrogen). The calculation of
the ratio of Long PCR product over short PCR product in every assay
determines DNA integrity.

2.7. Gene silencing

The primers used to generate dsRNAs, using MEGAscript RNAi
kit (Ambion), are as follows:

parp-I/II. forward:TAATACGACTCACTATAGGGATG
ATGACCAAAAGTTGGT,

Reverse: TAATACGACTCACTATAGGGGTTTTTTACGTACTGGC-
TAAG

parp-I forward: TAATACGACTCACTATAGGGGGACATTT
AAAGTAAAAGATGG,

Reverse: TAATACGACTCACTATAGGGGATTTTGTATATATACT-
GTTCGA

parg: forward: TAATACGACTCACTATAGGGGAGATCCTCGC-
GATATTGA,

reverse: TAATACGACTCACTATAGGGTATTTTCGTCGCGTGTGTCC
B-Galactosidase [22] as dsRNA control: For-

ward:TAATACGACTCACTATAGGGGGTTTCCGCGAGGT

Reverse: TAATACGACTCACTATAGGGGTCGCACAGCGTGTAC.

All primers were tested for specificity using SnapDragon
(Drosophila RNAi Screening Center (DRSC) site [23]. S2 cells (9.106)
were transfected with 10 wg specific or control dsRNA in serum-
free Schneider’s medium. Following 2 h treatment, 10% HI-FBS fresh
medium was added, then cells were grown for 5 more days.

2.8. PARylation immunodetection

Cells were layered for 2 h on coverslips coated with concanavalin
A (0.1 mg/mL)at 24 °C. Cells were exposed to 1.5 mM hydrogen per-
oxide for 10 min or 75 pg/mL bleomycin to promote PAR activation,
then fixed with methanol/acetone (v/v) for 10 min at 4°C. After
washes with PBS with 0.1% Tween 20 (PBS-Tween), cells were incu-
bated with monoclonal anti-PAR antibody (10H, 1:200 gift from Dr
Schreiber, Strasbourg) diluted in PBS-Tween for 2 h at room tem-
perature. After washes with PBS-tween, cells were incubated for
1 hatroom temperature with secondary antibody, anti-mouse IgG3
conjugated to Alexa Fluor™ 488 (1:1000, Life Technologies). After
washing, nuclei were counterstained with DAPI. Coverslides were
mounted using 10 wl PBS/glycerol (v/v) and observed using epiflu-
orescence microscopy (Leica). PAR positive cells were quantified as
a ratio of Alexa Fluor™ 488 positive cells toward total cells (DAPI
positive cells) using Image] software (NIH, USA). A minimum of

200 cells was counted for each condition. Results were expressed
as mean £ SD.

2.9. Insilico analyses

Prediction of protein domains was investigated using Scan-
Prosite website [24]

2.10. Statistical analysis

Student’s and Fisher tests were used to detect differences
between groups; *p <0.05,

**p<0.01 and ***p<0.001 represent statistically significant dif-
ferences from control.

3. Results
3.1. Insilico structural analysis of PARP proteins in Drosophila

Drosophila melanogaster possess 3 PARP transcripts resulting
from alternative transcription start site and differential splicing
[17]. The 3 resulting proteins —PARP-I, PARP-II and PARP-e — have
been analysed in silico using Prosite database [25]. As observed on
Fig. 1, PARP-1 has 5 predicted functional domains: 2 Zinc finger
domains, 1 BRCT domain, and 1 catalytic domain with a regulatory
and a catalytic region. The known human Zn 3 domain was not iden-
tified with this in silico analysis. In Drosophila, only PARP-I showed
a similar organization of the functional domains as its orthologous
form PARP-1 in Human. PARP-II is a truncated form lacking the
BRCT domain, and PARP-e lacks the whole catalytic domain.

3.2. DNA breaks induction and repair in S2 cells

In a first step, we used bleomycin treatment to generate DNA
breaks in Drosophila S2 cells. Various bleomycin concentrations
(from 30 to 125 pg/mL) and incubation times (from 5 to 60 min)
were tested (data not shown). Based on Southern blot analy-
sis, we chose for the following experiments a 30 min treatment
with 75 pwg/mL bleomycin, as it results in a strong DNA break-
age. As observed on Fig. 2A, bleomycin treatment induced total
DNA fragmentation with the loss of the 2 major EcoRV 10.5 and
6.5kb fragments detected in control cells, resulting into a DNA
smear between 10kb and 1kb. Interestingly, a 30 min recovery
time without bleomycin was sufficient to restore the full DNA
fragments similar to those observed in control samples suggest-
ing the existence of efficient repair mechanisms. In parallel, this
DNA fragmentation was associated with an important increase of
H2Av phosphorylated form, in protein extracts from S2 cells treated
with bleomycin confirming the presence of DNA breaks (Fig. 2B).
The experimental conditions were thus optimized to investigate
breaks repair and PARylation processes in Drosophila S2 cells.

3.3. PARylation level in response to bleomycin-induced DNA
breaks in Drosophila cells

To study whether PARylation was involved in DNA breaks repair
in Drosophila, we used a pADPr antibody directed against PAR post-
translational modifications. A very low basal level of PARylation
was observed in control S2 cells extracts with a weak smear of high
molecular weight (>100 kDa). Surprisingly, the level of PARylation
remains constant after bleomycin treatment and in cells collected
after a 30 min recovery period (Fig. 3A). As a control, similar exper-
iments were performed on human HelLa cells. They showed a basal
PARylation level in untreated cells and followed by an increase of
the PARylation level after bleomycin treatment. After a recovery
period, the basal level was completely restored (Fig. 3B). H,0,,
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Fig. 1. Modular domain architecture of PARP isoforms in Drosophila.

Predictive protein domains are detected using Scan Prosite web. Based on the multiple PARP transcripts in Drosophila, 3 proteins are predicted [17]. PARP-I, the long isoform,
presents the same domains as PARP-1. In contrast, PARP-II and PARP-e, the 2 short isoforms lack the BRCT and the catalytic domains, respectively.
ZnF: Zinc finger; PADR1: Poly (ADP-ribose)1 domain; BRCT: BRCA1 C-terminus-like; WGR domain; Reg: regulatory region of catalytic domain; CAT: catalytic domain
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Fig. 2. DNA strands breaks and repair in S2 cells.

(A)Southern blot analysis of genomic DNA using 18SrDNA as a probe after bleomycin
treatment (left) followed by 2 different recovery times (right). (B) Western blot
analysis using antibody against H2Av phosphorylated form in S2 cells. (n=4)

another potent PARylation inducer, was used to analyze the cell
response in a context of bases oxidation. Similarly to what was
observed with bleomycin, S2 cells did not show any increase of
PARylation level upon H,0, treatment, as it was observed on HeLa
cells (Fig. 3B).

These results suggest that PARylation was either not activated
in response to bleomycin or after H0, induced DNA damages in
S2 cells or PAR were rapidly eliminated by PARG.

3.4. Functionality of PAR actors in Drosophila cells

The lack of PARylation in response to bleomycin or H, 0, treat-
ment was rather unexpected and led us to address the issue of
PARylation actors enzymatic activities in Drosophila cells. In order
to test that, we used RNAI in Drosophila cells targeting specifically
PARP-I, PARP-II or PARG. The 2 PARylation actors PARP-I and —II
were also simultaneously knocked-down. Relative expression lev-
els of PARP-I, —II and PARG were significantly reduced to 20, 10
and 10%, respectively, compared to unstransfected S2 cells (Fig. 4A).
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S2 Hela cells

Fig. 3. Bleomycin and H,0, induce Poly(ADP-ribosyl)ation in HeLa cells but not in
S2 cells.

Proteins extracted from S2 and HeLa cells following different treatment condi-
tions were loaded onto 8% SDS-PAGE. After transfer, membranes were incubated
with anti-PAR and anti-tubulin antibodies. S2 (A) and HeLa (B) cells were treated
with 75 pg/mL and 10 pg/mL of bleomycin, respectively, for 30 min and allowed to
recover in bleomycin-free medium for 30 min. Same experiments were performed
using 1.5 mM H,0; as an inducer on S2 or HeLa cells. Tubulin (bottom) was used as
an internal control.

These different knock-down cells were assayed for the PARylation
activity. In PARP-I and PARP-I/Il knockdown cells, PARylation level
almost disappeared compared to control. On the contrary, in PARG
knock-down cells, PARylation level was strongly increased (Fig. 4B).
These results show that PARylation is functional and controlled via
PARP-I and PARG activities in S2 cells.

3.5. PARG role in PARylation regulation
A second set of experiments was performed using immunocy-

tochemistry to precisely decipher any changes in PARylation levels
at cellular level during genotoxic stresses but also to determine
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Fig. 4. PARP and PARG are functional in S2 cells.

(A) Validation of various knock-down in S2 cells by RT-qPCR quantification. Values are expressed as ratio between target gene expression and RP49 as an internal standard.

B-galactosidase mRNA was used as a control. (n=3)

(B) Effective knock-down of Parp and Parg genes in S2 cells by RNAi treatment. PARylation (PAR) detection by western-blot analysis using anti-PAR antibodies. Tubulin was

used as a control. (n=3)

whether cellular PARylation response was regulated by PARG in
S2 cells (Fig. 5A, B and C). In control S2 cells (Fig. 5C), a very
low PARylation level was detected confirming results obtained by
Western-blot analysis (Fig. 3A). In response to bleomycin treat-
ment, S2 cells showed a significant 2.7-fold increase of PARylation
level or even a 3-fold increase in PARG knock-down cells (Fig. 5C).
However, following H, 0, treatment, PARylation level was strongly
increased in nuclear compartment in S2 control cells (5-fold) and
in PARG knock-down cells (7.8-fold). These results clearly points
out that PARylation is tightly controlled at a basal level by PARG
activity in S2 cells. It also demonstrates that bleomycin-induced
damages stimulate PARylation processes with 20% PAR positive
cells in whole S2 cells population. Finally, bleomycin and H,0,
induce differential PARylation response in S2 cells.

3.6. mRNA expression levels of PARP isoforms and PARG during
bleomycin treatment and recovery time

In order to investigate the PARP/PARG transcriptional responses
in S2 cells following bleomycin incubation PARP-I, —II and PARG
expression were tested by real time quantitative PCR using rp49
mRNA as a standard (Fig. 6). Parp-I mRNA accumulation remained
stable during bleomycin treatment but increased in recovery
period. The same profile was detected in parp-Il mRNA expression.
Also, parg mRNA accumulation remained stable during bleomycin
treatment and repair period. PARP transcripts accumulation appear
to be a consequence of bleomycin treatment limited to the recov-
ery period. Similar experiments performed on Human cells with
H,0, (Fig. 6B) confirmed that hPARP-1 was not activated at the
transcription level in these conditions.

3.7. PARP role in DNA integrity maintenance and repair

Functional role of PARylation processes in S2 cell strand breaks
repair was investigated using S2 cells silenced for parp-I expres-

sion and challenged by bleomycin treatment (Fig. 7). Bleomycin
treatment resulted in a 32% reduction of DNA integrity. Interest-
ingly, in parp-I knock-down cells (grey bar), DNA integrity was 50%
reduced compared to control S2 cells in basal conditions. These
results clearly show the role of PARP in DNA integrity maintenance
in the lack of exogenous stresses. Moreover, they demonstrate
that PARylation processes are not essential in DNA repair follow-
ing strand-breaks induction since DNA recovery remain similar in
control or parp-I knock-down cells.

4. Discussion

Poly(ADP-ribosyl)ation (PARylation) is a post-translational
modification of specific proteins resulting in a change of their
physical and chemical properties [26]. Many cellular processes are
dependent on this PTM such as cell cycle regulation, transcription
or DNA repair. PARP family is the main group of actors involved
in this modification. In Eukaryotes, this family displays 6 different
groups or clades based on phylogenetic analyses. In mammals such
as mouse or human, three members of the PARP family, belonging
to clade 1, are involved in DNA repair. This relative complexity is
reduced to a single member in Drosophila melanogaster [27] making
this an unique model to study the role of PARylation processes in
DNA strand-breaks repair.

PARP-1 contains three main domains: a DNA binding-domain,
an automodification domain and a catalytic domain. Changes in
conformational structure of these various domains following inter-
actions with damaged DNA result in PARP catalytic activation [28].
The genome of Drosophila melanogaster contains only a single PARP
gene that encodes, through a combination of differential splicing
and alternative transcription start, 3 isoforms of PARP [17]. PARP-I,
the human PARP-1 ortholog, includes all the conserved domains
characteristics of mammalian PARP-1. PARP-II isoform lacks the
auto-modification domain and is devoid of PARylation activity [16].
The third isoform, PARP-e, despite the lack of catalytic domain, has
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been shown to modulate parp transcription during development
[17].

Our study aims to understand the importance of PARylation in
the strand-breaks repair process in Drosophila, a simple model of
parp genes organization. Bleomycin was used as a known inducer
of SSB and DSB [29]. In our study, we show that basal levels of PARy-
lation are relatively low in S2 cells under normal conditions. This
result is consistent with the PARylation intensity usually described
as low in Drosophila. Most PARylation signals in Drosophila have
been identified through [32] P-NAD incubation followed by SDS-
PAGE of poly(ADP-ribosyl)ated proteins to amplify the signal [17].
This low level of PARylation is also common in other models
[30,31] under basal conditions, reflecting the absence of induction
of PARylation processes. However, low changes of PARylation dur-
ing bleomycin or H,O, treatment, even if the latter is less dramatic,
points to a more intriguing behavior.

This phenomenon is not a consequence of the lack or deficiency
of PARP that was shown to be present and active in the S2 Drosophila
cells. Expression of various PARP transcripts was validated in our
study (data not shown) and was confirmed in Drosophila embryo
[17]. In addition, we demonstrate that PARG exhibits a strong con-

(A) Nucleus

52

S2+
bleomycin

$2 + H,0,

trol on PARylation level. Main PARylation changes are observed
in PARG knock-down cells and less in S2 control cells. The use
of S2 cells, derived from 20 to 24 h Drosophila embryos, in the
present study could explain this behavior and would reflect a conse-
quence of the developmental stage of the donor organism [31] with
tight PARylation controls. This control of PARylation level would be
essential to counteract the detrimental effect of PAR accumulation
as it was demonstrated by Illuzzi et al. [33].

H,0,, on one side, is a common inducer of PARylation processes
[34,35] in various cell types. This is mainly due to H,0, mediated
DNA damage, leading to oxidation of DNA bases and their repair
through Base Excision Repair (BER) processes. Bleomycin, on the
other side, is a radiomimetic agent that causes DNA strand breaks
in mammals and Drosophila cells [19]. In mammals, the histone
variant H2AX is rapidly phosphorylated at the sites of DNA double-
strand breaks [36] but in Drosophila, the phosphorylation occurs
on the histone 2A variant (H2Av) [37]. Bleomycin DNA double-
strand breaks induce H2Av phosphorylation as efficiently as did
vy-irradiation contributing to repair of DSBs [37]. A recent study
by Alexander et al. [38] demonstrated in Drosophila that H2Av
phosphorylation is the result of all kinds of DNA breaks (SSBs and

PAR (10H) Merge

‘ .--

Fig. 5. H,0, but not bleomycin treatment induces PARylation in PARG knock-down cells.

Control and PARG knock-down S2 cells were treated with bleomycin and H,0,. PARylation was observed following anti-PAR monoclonal antibody (10H) and anti-mouse
1gG3 conjugated to AlexaFluor™488 as secondary antibody incubation. Nuclei were counterstained with DAPIL

(A) PAR accumulation in control S2 cells (top), bleomycin treated (middle) and H, 0, treated- cells (bottom).

(B) Impact of PARG knock-down on PARylation level in control S2 (top), bleomycin treated (middle) and H, 0, treated cells (bottom)

Scale bar:20 um

(C) Quantification of PAR positive cells in control S2 cells, bleomycin treated and H,0, treated. Values are expressed as percentage of PAR positive cells vs total cells

(mean +S.D).






14

Nucleus

S$2-RNAi PARG

RNAi PARG +
bleomycin §

RMNAI PARG +
H,0,

wk

% PAR positive cells

Contral Bleomycin

L. Ishak et al. /| DNA Repair 48 (2016) 8-16

PAR (10H)

W sicels

[ s2-PaRG ANA cells

H:0:

Fig. 5. (Continued)

DSBs) generated by active replication forks. The rapid H2Av phos-
phorylation observed in our study following bleomycin treatment
confirmed strand-breaks generation in our model.

However, two recent studies published simultaneously [39,40]
raised new perspectives on PARP role in DSB repair processes.
Using laser-induced DNA damage on human cells, these groups
demonstrated that PARP-1 was necessary to promote DNA repair
following DSB induction. However, this repair was independent
from PARP activity and more precisely independent from PARyla-
tion processes. In this model, the DSB repair through homologous
recombination depends from the specific recruitment of TIMELESS
protein. This essential step for homologous recombination repair
is related to TIMELESS ability to form a complex with PARP-1.
This interaction is mediated through the presence of key amino-
acids residues Pro851, Phe852, Lys940, Lys943 and Asp993. Lys or
positively charged residues involved in electrostatic interactions
with PARP are important in the 940-945 domain of PARP-1. In our
study in Drosophila model, TIMELESS orthologs are present such as

Tim-1 and more precisely Tim-2 [41]. Interestingly, PARP protein
(long isoform, Uniprot accession number: P35875) displays iden-
tical residues in these functional domains for potential interaction
with Tim-1 or 2. In the mean time, bleomycin treatment strongly
increased parp-I and II expressions during the recovery period. In
the lack of functional anti-PARP antibodies, PARP protein levels
were not investigated, however this increase was in accordance
with a hypothetical PARP role involvement in DSB repair inde-
pendently from PARylation processes as observed with TIMELESS
[39,40].

Beside PARP role in the process of strand-breaks repair in
Drosophila, our study shows that PARP is essential in DNA main-
tenance in S2 cells without genotoxic stress. The 2-fold decrease
in PCR amplification in S2 cells devoid of PARP illustrates the fact
that nuclear DNA in the context of PARP RNAi cells accumulates
damages that lead to a decrease in amplification efficiency. The
amplification technique used in our study is sensitive to any types
of DNA damages ranging from DNA adducts to DNA breaks (SSB or
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mRNA accumulation values are expressed as relative mRNA amount of target genes compared to rp49.
S2 cells were treated with bleomycin for 30 min, and allowed to recover for 60 min in bleomycin-free medium. RNA was extracted immediately after treatment and recovery

time.
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Fig. 7. Role of PARP in DNA stability during strand-breaks generation and repair.
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DSB) [42,43]. To our knowledge, this loss of nuclear DNA integrity
in PARP deficient cells, in the lack of genotoxic stress, is unique.
PARP deficient cells are known to be sensitive to various stresses

with altered repair abilities [6,44]. Here, we demonstrate that in
Drosophila cells, the loss of PARP induces changes in nuclear DNA.

This relatively simple model of PARP organization based on
the presence of only 3 transcripts resulting from alternative splic-
ing, may constitute an interesting way to understand PARylation
processes and the precise mechanisms leading to DNA repair and
beyond, i.e. DNA maintenance. This study underlined the pecu-
liar feature observed for PARylation in Drosophila in the context
of strand-breaks induction and repair.
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Abstract

EXD2 is a recently identified exonuclease that has been implicated in nuclear double-
strand break repair. Given our long standing interest in mitochondrial DNA maintenance
and indications that EXD2 could also be a mitochondrial protein we sought to determine
its cellular localization and possible mitochondrial associated functions. Our results
show that EXD2 indeed shows mitochondrial localization, but surprisingly is found
predominantly associated with the mitochondrial outer-membrane. Gradient purified
nuclei show only the faintest hint of EXD2 presence while overexpression of the
predicted full-length protein shows an exclusive mitochondrial localization. Importantly,
induction of double-strand DNA breaks via X-irradiation does not support the notion
that EXD2 re-locates to the nucleus following this treatment and thus is unlikely to have
a direct role in nuclear DNA repair. Knockdown or overexpression of EXD2 affects the
cellular distribution of mitochondria. These results suggest that the purported defects in
nuclear DNA repair following EXD2 depletion are likely an indirect consequence of
altered mitochondrial dynamics and/or function.

Introduction

Protein function can often be predicted on the basis of signature amino-acid motifs.
Exonucleases are no exception to this rule. However, although a bioinformatics
prediction for function in some cases can be unquestionable and in vitro activity
measurements verify predicted enzymatic activity, if the protein in question is not
located in the compartment where it is supposed to act, one has to reconsider its
function. EXD2 is a newly identified exonuclease that has recently been implicated in
nuclear double-strand break repairl-3. We have a long standing interest in mtDNA
maintenance enzymes including nucleases*5, and as more and more nuclear DNA
maintenance proteins have in recent years been assigned a mitochondrial function, we
have a keen interest in newly discovered nuclear enzymes. A closer inspection of various
available online databases and tools showed that despite its recent purported role in
nuclear DNA repair, EXD2 location is predicted to be mitochondrial/cytoplasmic.
Cellular and mitochondrial localization prediction programs vary in their estimation. For
example MitoProt 116 gives a reasonably high mitochondrial probability score of 69%,






PSORT II7 gives a poor mitochondrial prediction and TargetP8 suggests the protein is
secreted. Several published papers have suggested a mitochondrial function for EXD2
(Mason and Cox? and references herein). Most striking however is that the antibody
used both by Broderick et al. and Biehs et al.1. 2 is reported at
http://www.proteinatlas.org!® as showing a distinct mitochondrial and possibly
intermediate filament localization using immunofluorescence(IF). For this reason we
here have re-examined the subcellular localization and function of EXD2.

Results and Discussion

The main cellular localization of EXD2 is the mitochondrial outer membrane

We used biochemical fractionation experiments and IF in combination with EXD2
knockdown or overexpression to establish its subcellular localization. Crude
mitochondrial fractions of control and EXD2 siRNA treated U20S cells clearly identified
distinct EXD2 bands, the most prominent one corresponding to the predicted full length
protein of approximately 70 kDa, a second weaker species of approximately 30 kDa (Fig
1 panel al and a2) and several even fainter bands between 70 and 30 kDa. Knockdown
with three individual siRNAs, in stead of a mix of all three that we more routinely use
(see M&M), showed similar knockdown of all detected bands with each siRNA (Fig 1,
panel a2). Since the three siRNA’s cover almost 1000 bp of the 1866 bp open reading
frame, it seems likely that the smaller forms are either processed forms or breakdown
products.

The nuclear pellets of the crude mitochondrial fractions were further purified
using iodixanol gradient purification to remove excess mitochondria from the nuclear
fractions!? 12, and ran alongside the mitochondrial fractions (Fig 1al). Probing with the
EXD2 antibody clearly shows that the vast majority of EXD2 is found in the
mitochondrial fraction and not in the nuclear fraction. Control antibodies exclude major
nuclear or mitochondrial contamination of the mitochondrial and nuclear fraction,
respectively. Nonetheless, a faint band for full-length EXD2 is observed in the nuclear
fraction, but likewise mtSSB shows a faint nuclear signal, suggesting a minor
mitochondrial contamination of this fraction. This is further corroborated by the
observation that neither IF nor IF following overexpression of the full-length protein
shows evidence for nuclear EXD2 (see below, Fig 2).

The predicted function of EXD2 combined with a mitochondrial localization
suggested it might be involved in mtDNA metabolism. Examination of EXD2
mitochondrial localization using proteinase K (protK) protection showed that the
protein was sensitive to digestion using intact mitochondria and outer-membrane-lysed
mitochondria (here referred to as mitoplasts, see5), without the addition of Triton-X100
(TX100) to fully lyse mitochondria (Fig 1b). In contrast, transcription factor A of
mitochondria (TFAM), a well-known mtDNA binding protein that is essential for mtDNA
maintenance!3, was insensitive to externally added proteinase K (protK) and required
the addition of TX100 for its proteolysis. These data point to an outer-membrane
localization of EXD2 and seem to exclude an mtDNA maintenance function. Online
membrane-spanning amino-acid (AA) sequence prediction tools, suggest a single trans-
membrane region at the N-terminus of the full-length 621 AA protein. A tight membrane
association is supported by Na;CO3 extraction of crude mitochondria (Fig 1c), in which
case EXD2 fractioned to the pellet together with for example the integral membrane
protein COXI, whereas the majority of HSP60, a matrix protein, was found in the
supernatant.






To further examine EXD2 localization, we reverted to immunofluorescence (IF).
Human ProteinAtlas shows a clear mitochondrial and a possible intermediate filament
EXD?2 localization with their commercially available antibody. However, since this
antibody has not been validated for IF, we re-examined these findings, using siRNA
mediated knockdown. In addition we used transient overexpression of the predicted
full-length protein to examine EXD2 localization using a validated cDNA clone. IF with
the EXD2 antibody and the mitochondrial outer membrane marker TOMM20, showed a
clear mitochondrial EXD2 signal in non-transfected U20S cells (Fig 2a) or primary
fibroblasts (not shown) and in addition a signal reminiscent of intermediate filaments.
This was confirmed by a co-incidental signal with a vimentin antibody. SIRNA mediated
knockdown of EXD2 depleted the mitochondrial signal, however the intermediate
filament signal remained, suggesting either a non-specific antibody cross reactivity with
intermediate filaments or an EXD2 protein isoform that is not or poorly targeted by our
siRNA pool, or much more stable and therefore less prone to siRNA mediated depletion.
Using IF, again no evidence supported the presence of EXD2 in the nucleus.

EXD2 overexpression or knockdown suggest an involvement in mitochondrial
morphology and/or dynamics

Overexpression of either a non-tagged or C-terminally tagged predicted full-length
version of the protein showed an exclusive mitochondrial localization (Fig 2b). High
level overexpression (based on IF signal) of both the non-tagged and tagged variant
resulted in an abnormal mitochondrial network morphology with extreme perinuclear
clustering. In contrast, siRNA mediated knockdown suggested a more distributed
mitochondrial network, with fewer cells compared to control siRNA-treated cells
showing perinuclear mitochondrial abundance. These data might suggested a
mitochondrial dynamics/morphology function of EXD2.

Mitochondrial dynamics and morphology is in part cell cycle dependent!4,
resulting in mosaic patterns of mitochondrial-cellular distribution and morphology in
cultured cells. For this reason and to more clearly assess the EXD2 knockdown
phenotypes in relation to the EXD2 antibody intermediate filament co-staining, we
repeated knockdown experiments. In addition, we also used the three siRNAs separately
while highlighting cells in S-phase using EdU incorporation. In control siRNA cells, a
considerable proportion showed very localized perinuclear clustering of the
mitochondrial network, in particular in those cells that are also positive for EAU nuclear
DNA incorporation, showing that cells are in S-phase (Fig 3). In contrast, with the
combined siRNA pool (EXD2si3x) and in particular with siRNAs 124153 and 182946 we
observed a more distributed mitochondrial network, while siRNA 124155 was more
reminiscent of control siRNA treated cells. In particular siRNA 124153 showed more
frequent mitochondrial hyperfusion as can also be observed in Figure 3. With the EXD2
3x siRNA pool and with siRNAs 124153 and 182946, the intermediate filament co-
staining by EXD2 also appeared less. This appeared however to be a consequence of
reduced perinuclear clustering of mitochondria and a concomitant spreading of the
intermediate filament network rather than a reduced level of intermediate filaments.
This was confirmed by vimentin antibody co-staining in a repeat experiment (not
shown). In addition, vimentin antibody staining of Western blots following knockdown,
did not show reduced vimentin levels (see Figure 1, panel a2). Although at this point we
cannot completely exclude a direct EXD2-intermediate filament interaction, our data
suggest the effect of EXD2 knockdown on vimentin is indirect and a consequence of
altered mitochondrial distribution. In addition, overexpression of the full-length protein






showed no evidence for intermediate filament co-localization (Fig 2b). To summarize,
EXD2 is mainly embedded in the mitochondrial outer membrane and its overexpression
or knockdown both appear to affect mitochondrial network morphology/dynamics.

Induction of nuclear DNA damage does not result in nuclear translocation of EXD2
Broderick et al.2, have stated that ‘EXD2 is recruited to chromatin in a damage
dependent manner’, yet they have not shown this directly in their paper. Since the main
localization of EXD2 is the mitochondrial outer membrane we hypothesized that upon
nuclear DNA damage, EXD2 might perhaps relocate to the nucleus. To address this
possibility we treated cells with ionizing radiation (Fig 4). Even though the DNA-damage
YH2AX marker (e.g. Burma et al.’>) showed a strong enhancement of its nuclear signal
following this treatment, EXD2 showed no re-distribution upon ionizing radiation, thus
showing no evidence for a direct damage-foci localized function in nuclear DNA repair.

To conclude, while it has been attractive based on available data to implicate
EXD2 as a new player in nuclear double-strand break-repair3, we here show that EXD2
is a relatively abundant outer-mitochondrial-membrane protein. This is in agreement
with cellular localization predictions, online antibody data from ProteinAtlas and also a
recent paper using proximity biotinylation of mitochondrial outer membrane and ER
membrane proteins!®, results of which also support an outer mitochondrial membrane
and possibly ER-mitochondrial contact-site localization of EXD2. Our data furthermore
show no evidence for a major nuclear localization, either under normal conditions or
following the induction of nuclear DNA damage. In contrast, EXD2 seems to play a role in
mitochondrial dynamics, which in turn could explain the effects of its knockdown or
knockout on nuclear DNA replication and/or repair (see e.g. Qin et al.17), yet again
illustrating the importance of mitochondrial dynamics in diverse cellular processes. In
the future, we hope to further clarify the exact molecular function of EXD2 by
identification of its interaction partners using proximity labelling/mass spectrometry
methods and clarify a possible ER interaction.
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Materials and methods

Cell culture

HeLa, Hek293 (ATCC CRL-1573), U20S cells (University of Helsinki, Finland) and in-
house primary human fibroblasts were grown in Dulbecco's modified Eagle's medium
(DMEM; Lonza BE12-604F) supplemented with 10 % FCS (GE Healthcare), in a 37 °C
incubator at 5 % CO.. All cell lines were routinely tested for mycoplasma contamination
and found to be negative.

RNA-interference and overexpression: For EXD2 knockdown, cells were transfected
in 6 well plates (for IF) or 10 cm cell culture dishes (for biochemical fractionation
experiments) with a mixture of three Stealth™ siRNA duplex oligonucleotides (EXD2
HSS124153, HSS124155 and HSS182946 Invitrogen), at a concentration of 10 nM each,
using Lipofectamine™2000. Alternatively the individual siRNAs were used at a
concentration of 30 nM. As controls we used Stealth™ Universal negative controls at the
same concentrations.

A commercial cDNA clone for the predicted full length cDNA for EXD2 and containing a
Myc-DDK (FLAG) tag was acquired from Origene (Catalogue nr. RC231340) and recloned
either with or without tag in a gateway customized pcDNA5/FRT/TO (Invitrogen)
plasmid (kind gift of Dr. LG] Nijtmans) using the Gateway recombination system. Inserts
were fully sequenced to verify the wild-type sequence. Plasmids were used in transient
transfections using TransIT-LT1 transfection reagent (Mirus), using manufacturer’s
instructions.

Mitochondrial isolation and iodixanol gradient purification of nuclei: Cells were
collected and resuspended in hypotonic buffer (4 mM Tris-HCl, pH 7.8, 2.5 mM Na(l, 0.5
mM MgCl, including protease inhibitors (Roche Molecular Biochemicals)) allowed to
swell for 10 min and disrupted with 20-25 strokes with a Dounce homogenizer on ice.
The suspension was re-isotonised with 0,1 volume of 400 mM Tris-HCl, 250 mM NacCl
and 50 mM MgCl,. Nuclei and cell debris were first pelleted by centrifugation at 1 200g
for 5 min at 4°C. The low speed centrifugation was repeated once and crude
mitochondria were then pelleted from the cytosol by centrifugation at 13 000g for 10
min at 4°C. The low speed nuclear pellet was further subjected to iodixanol gradient
purification as previously described!! and pure nuclei were extracted in 20 mM Tris/HCl
(pH 7.9), 25% glycerol, 0.42 M Na(Cl, 1.5 mM MgCl;, 0.2 mM EDTA, 0.1 mM PMSF and
0.5 mM DTT!8. NayCO3 extraction of crude mitochondria was done as previously
describeds.

Protein analyses were carried out by western blotting after separation by SDS-PAGE.
Proteins were transferred from the gel onto a nitrocellulose membrane, which was
probed with antibodies against proteins of interest and HRP-conjugated secondary
antibodies followed by ECL detection. ECL reactions were visualized with a ChemiDoc
instrument (Biorad). Antibodies used for Western blot detection were mtSSB (Sigma,
HPA002866), EXD2 (Sigma, HPA005848), vimentin (Abcam Ab24525), nucleophosmin
(Invitrogen, 32-5200), Porin (Invitrogen, A31855), TFAM (kind gift of Dr. R. Wiesner),
COXI (Invitrogen), HSP60 (Abcam, Ab46798).

Immunofluorescence
For immunofluorescent detection cells were grown on coverslips in 6 well plates. Cells
were fixed using 3.3% paraformaldehyde (PFA) in cell culture medium for 15-25 min,






washed 3x in PBS and permeabilized for 15 min with 0.5% Triton X100 in PBS/10%
fetal calf serum (FCS). Primary and secondary antibodies were incubated at the
following concentrations in PBS/10%FCS for 1 h: EXD2 rabbit polyclonal (Sigma,
HPA005848), 1:200; TOMM20 mouse monoclonal (Santa Cruz, sc17764), 1:100;
vimentin chicken polyclonal (Abcam Ab24525), 1:200. Secondary goat-anti-rabbit, goat-
anti-mouse and goat anti-chicken IgG were AlexaFluor 488, 568, and 647 (Invitrogen)
labeled and used in various combinations at a 1:1000 dilution. 5-ethynyl-2’-
deoxyuridine (EdU) labeling and detection (Invitrogen), to identify nuclear DNA
synthesis, was done as previously described5 with in this case a short 30’ labeling
period. Slides were mounted using ProLong® Gold antifade with DAPI (Invitrogen).
Image acquisition used the Zeiss apotome system on an axio-observer Z.1 with Colibri
led illumination and appropriate emission filters. In all cases in which controls are
compared with experimental manipulation of cells (for example using siRNA), images
have been acquisitioned with identical illumination and exposure settings and
processed identically. Where needed, images were further processed using Image]J or
Photoshop to adjust brightness/contrast and size/resolution.

Nuclear DNA damage and repair induction by irradiation

HeLa cells were grown overnight on coverslips in 6 well plates and X-irradiated with
doses of 0 or 13 Gy with an X-RAD 320 biological irradiator (Precision X-ray, Inc.,
PAVIRMA platform, Clermont-Ferrand, France). After a 30 min recovery at 37°C, cells
were washed with PBS, fixed with 3.7% formaldehyde in PBS at 37°C for 15min, washed
3 times with PBS-0.1% Tween (PBST), permeabilized with PBS-0.5% Triton 100X at RT
for 10 min, washed 3 times with PBST and incubated with a blocking solution (1% BSA,
22.52mg/mL glycine in PBST) at RT for 30min. For visualization of EXD2 and gamma-
H2AX, coverslips were then incubated with anti-EXD2 antibody (1:200 in PBS, Sigma
HPA005848) and anti-gamma-H2AX antibody (1:200 in PBS, Merck Millipore 05-636-1)
at RT for 1h30. Unbound antibodies were removed with 3 washes with PBST. Coverslips
were incubated at RT for 1h with secondary antibodies, anti-rabbit IgG conjugated to
Alexa Fluor 555 (1:1000 in PBS) and anti-mouse IgG conjugated to Alexa Fluor 488
(1:1000 in PBS, Molecular Probes A21151). Cells were washed 3 times with PBST and
DNA was counterstained with DAPI. A final wash was performed with PBS. Coverslips
were mounted using 10ul PBS/Glycerol (50/50, v/v) and observed using a Leica MMAF
Imaging NX microscope powered by Metamorph.

Data availability The data generated during and/or analysed during the current study
are available from the corresponding author on reasonable request.






Figure legends:

Fig 1: EXD2 is a mitochondrial outer membrane associated protein. U20S cell crude
mitochondria isolated by differential centrifugation and pure nuclei isolated on
iodixanol gradients were tested for EXD2 abundance in control siRNA and EXD2 siRNA
treated cells (panel al). Results show that the vast majority of EXD2, similar to
mitochondrial marker proteins mtSSB and porin are found in the mitochondrial fraction
and not in the nuclear fraction, in which the nuclear marker nucleophosmin is identified.
SiRNA treatment confirms the identity of the full length (fI) ~70 kDa EXD2 protein and
several lower abundant species of 30 kDa and higher molecular weight. Knockdown
with either the combined pool of three commercial siRNAs or each individual siRNA
show similar knockdown efficiencies in total cell lysates on Western blots (panel a2). At
the same time, several lower molecular weight EXD2 species are also identified and all
appear to be equally sensitive to each individual siRNA suggesting they might be
breakdown or processed EXD2 forms. Protease protection demonstrates mitochondrial
EXD2 is mostly found in the mitochondrial outer membrane (panel b). Mitochondria and
digitonin-derived mitoplasts from HEK293 cells were treated either with Proteinase K
(ProtK) alone or with ProtK and Triton-X100 (TX100) to lyse the inner and outer
membrane. Results show that whereas TFAM, an mtDNA associated protein, is protected
from ProtK in the absence of TX100, EXD2 is not, suggesting and outer-membrane
localization. * Indicates a remnant signal from the probing with an antibody against a
different mitochondrial candidate protein not relevant for this paper. A Na;CO3 extract
of crude mitochondria from HEK293 cells (panel c) shows that similar to cytochrome ¢
oxidase subunitI (an integral membrane protein), full length EXD2 is found
predominantly in the pellet (membrane) fraction, whereas the majority of HSP60 is
found in the supernatant (non-membrane) fraction. For each panel (except panel b)
cropped images show the results of incubations with subsequent antibodies on the same
blots, indicated by dividing lines (see Supplementary info for full blot images).

Fig 2: Knockdown or overexpression in U20S cells of full-length EXD2 confirms the
mitochondrial localization of EXD2. ProteinAtlas describes their EXD2 antibody, which
we have used throughout this study, as having a mitochondrial and possible
intermediate filament localization. To test the localization and the validity of their
antibody we tested the EXD2 antibody, together with an antibody against the outer-
membrane protein TOMM20 and an antibody against the intermediate filament protein
vimentin (Vim) using immunofluorescence following transfection with either a pool of
non-targeting control siRNAs or a pool of three EXD2 Stealth siRNAs (panel a). Co-
staining in control siRNA cells with TommZ20 and vimentin shows co-localization of the
EXD2 signal both with mitochondrial and intermediate filament signals. EXD2 siRNA
treatment shows that while the EXD2 mitochondrial signal is no longer observed, the
intermediate filament signal remains suggesting that this signal is either non-specific or
that the siRNA pool used does not affect intermediate filament associated EXD2.
Transient overexpression of the predicted full length protein, either w/o a tag or with a
C-terminal combined Myc/FLAG tag shows an exclusive mitochondrial localization of
the protein as illustrated by TOMMZ20 co-staining, while higher level overexpression
results in mitochondrial perinuclear clustering (panel b). With very high
overexpression, the whole mitochondrial network collapsed in one large perinuclear
cluster that had lost any typical mitochondrial network-like structure (not shown).






Overexpressed full length EXD2 showed no evidence of either nuclear or intermediate
filament localization.

Fig 3: SiIRNA mediated knockdown of EXD2 results in a more widely spread
mitochondrial network. In order to understand possible effects of EXD2 knockdown on
mitochondrial network behaviour we labelled cells with EdU to identify cells in S-phase,
in order to get a handle on mosaicism resulting from cell-cycle mediated effects on
mitochondrial network dynamics (see main text). For this, cells were incubated for 30’
with EdU following transfection and 48-60 hrs incubation with either a pool of non-
targeting control siRNAs (Csi), a pool of three EXD2 stealth siRNAs (EXD2si3x) or
individual EXD2 siRNAs (EXD2si+nr). Following labelling for EAU incorporation (green,
gr), cells were further labelled with antibodies for Tomm20 (red, r) and EXD2 (white).
Control siRNA treated cells show frequent and strong perinuclear clustering of the
mitochondrial network in particular in EAU positive cells. In contrast, the EXD2si3x as
well as EXD2si 124153 and EXD2si 182946 typically show a more distributed and
sometimes more hyperfused network, especially with EXD2si 124153. EXD2si 124155
was somewhat more reminiscent of Csi treated cells, although, based on Western blot
analysis (Fig 1, panel A2), all three individual siRNAs show similar knockdown
efficiency, at least for the protein forms that we could detect by Western blot.

Fig 4: Nuclear DNA-damage does not relocate EXD2 to the nucleus. HeLa cells were
treated with 13Gy X-irradiation to induce nuclear DNA damage and allowed to recover
for 30 minutes. Results show that H2AX phosphorylation is considerably increased in
the nucleus following this damage whereas EXD2 retains its predominant mitochondrial
localization similar to its location in control cells.
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Figures supplémentaires
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Figure S 1 — Analyse du profil d ADNmt de 5 clones de cellules HEK Pstl, sans induction

L’ ADNmt de cinq populations clonales de cellules HEK Pstl a été analysé par Southern Blot en I’absence
de traitement avec la doxycycline, apres linéarisation par BamHI. Le clone 4 a été choisi pour la suite
des expériences. L ADN de cellules HEK WT digéré in vitro par Pstl sert de contrdle (piste 1).
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Figure S 2 — Vérification de la reproductibilité de I’'induction de Pstl

Pour s’affranchir du probleme de dérive du systeme au cours du temps un ancien lot de cellules Pstl
a été décongelé et amplifié, et plusieurs lots de cellules ont ensuite été congelées, en méme temps.
La comparaison du profil de ’ADNmt suite a I’induction de CDBmt pour deux lots de ces cellules
nouvellement décongelées a été réalisée par Southern Blot. L’ADNmt est linéarisé par BamHI avant
dépdt sur gel, I’ADN de cellules HEK WT digéré in vitro par Pstl sert de controle.
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Figure S 3 — Activité aspécifique de Pstl in vitro

5ug de deux plasmides circulaires ont été incubés avec Pstl in vitro a 37°C : le premier ne posséde pas de
site de restriction Pstl (pistes 1 et 2) et le deuxiéme un site Pstl (pistes 3 et 4). Les plasmides non digérés
(pistes 1 et 3) et digérés Pstl (pistes 2 et 4) ont été déposés sur gel d’agarose. Aucune activité STAR n’a
été détectée, seule le plasmide possédant un site de restriction a été linéarisé (piste 4).
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Figure S 4 — Impact des CDBmt sur I’expression de protéines mitochondriales jusqu’a 6 jours
post-induction

Niveaux de protéines mitochondriales avant et aprés induction de 1’expression de Pstl par traitement
de 2h avec la doxycycline, jusqu’a 6 jours post-induction. 30ug de protéines cellulaires totales ont été
analysés par Western Blot avec des anticorps dirigés contre la protéine matricielle PDH, la protéine de la
membrane externe mitochondriale TOMM?20, I’hélicase TWINKLE, la polymérase POL~A et le facteur
de transcription TFAM. H3 : témoin de charge.
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Figure S 5 — Visualisation de la perte d” ADNmt par microscopie en épifluorescence

Des cellules HEK Pstl non induites ou 1j post-induction ont été marquées par le DAPI (bleu) et un
anticorps anti-TFAM ou un anticorps anti-ADN (vert). Les cellules marquées avec 1’anticorps anti-ADN
ont été observées en utilisant une lumiere structurée grace au module OptiGrid du microscope LEICA.
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Figure S 6 — Croissance des cellules apres induction des CDBmt

L’inverse du temps de doublement (h-1) est représenté en fonction du nombre de jours post-induction,
pour les cellules HEK WT (en bleu) et les cellules HEK Pstl induites (en rouge), n=1. L’inverse du
temps de doublement a ét€ modélisé par une régression linéaire pour les cellules HEK WT et par un
modele « phenomenological logistics growth » (y = A/(1+Be™ kx, avec A=0.05, B=2000 et k=0.5) pour

les cellules HEK Pstl induites, qui montre trois régimes : croissance lente au début, puis croissance rapide
et croissance lente.
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Figure S 7 — Localisation des nucléases par Western Blot

Localisation par Western Blot avec des anticorps ciblant EXOG, MGME]1 ou FEN1 apres fractionnement
subcellulaire (dépdts inégaux). C : fraction cytoplasmique; M : fraction mitochondriale; N : fraction
nucléaire.
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Figure S 8 — Structure de la didéoxycytidine (ddC)
Le ddC est métabolisé en ddCTP, un analogue de la déoxycytidine (dCTP) et est incorporé dans I’ ADNmt
par la POL~ lors de la réplication, ce qui bloque la polymérase.
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Figure S 9 — Efficacité des siRNA ciblant les candidates de la dégradation de I’ADNmt suite a
des CDB

L’efficacité des siRNA ciblant les protéines a activité nucléase potentiellement mitochondriales a été
vérifiée par Western Blot avec des anticorps anti (A) SND1 (double transfection des siRNA), (B) DFFB
(double transfection des siRNA) et (C) EXD2 (transfection simple des siRNA).
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Figure S 10 — Fractions mitochondriales analysées en protéomique

Des fractions subcellulaires de cellules HEK WT et HEK Pstl non induites ont été déposées sur gel
SDS-PAGE et visualisées par coloration au bleu de Coomassie avant que les fractions mitochondriales
soient analysées en protéomique (HPLC nano débit couplée a un spectrometre de masse ayant une source
nanoelectrospray). C : fraction cytoplasmique ; M : fraction mitochondriale; N : fraction nucléaire.
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Figure S 11 — Impact de la composition du fond des plaques 96 puits sur les ratios d’intensités
de fluorescence TFAM/ DAPI

Des cellules HEK WT ont été cultivées et transfectées ou non par des siRNA dans différentes plaques 96
puits : fond en verre, fond en verre recouvert de PLL ou fond en plastique, puis le rapport des intensités
de fluorescence de TFAM, apres marquage par immunofluorescence, et du DAPI a été€ mesuré par micro-
scopie. Bleu clair : cellules non transfectées siRNA ; orange : cellules diluées dans I’OptiMEM et mises
en présence de lipofectamine pendant Sh; gris : cellules transfectées par des siRNA ciblant TFAM et
diluées dans I’OptiMEM ; jaune : cellules diluées dans le DMEM et mises en présence de lipofectamine
pendant 5h; bleu foncé : cellules transfectées par des siRNA ciblant TFAM et diluées dans le DMEM.
(Expérience réalisée par Xie Xie)
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Figure S 12 — Impact du nombre de cellules analysées sur les ratios d’intensités de fluorescence
TFAM/DAPI

Des cellules HEK WT et HEK PstI ont été ensemencées a différentes concentrations dans une plaque 96
puits et le rapport des intensités de fluorescence de TFAM, aprés marquage par immunofluorescence, et
du DAPI a été mesuré a 1’aide d’un microscope automatique (scanR). (Expérience réalisée par Xie Xie)
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Figure S 13 — Vérification de 1’absence d’expression de NUDT6 dans les cellules HAP1 KO
NUDT6

(A) Les transcrits NUDT6 ont été quantifiés par qPCR, apres normalisation avec I’ARN de référence
TBP, dans les cellules HAP1 WT et HAP1 KO NUDT6 (moyenne, n=2). (B) Analyse des amplicons des
transcrits NUDT6 obtenus par qPCR sur gel d’agarose 2%.
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Figure S 14 — Vérification de I’absence d’expression de NUDT19 dans les cellules HAP1 KO
NUDTI19

(A) 20ug de protéines cellulaires totales de cellules HAP1 WT et KO NUDT19 ont été analysés par
Western Blot, avec un anticorps ciblant NUDT19. (B) Observation de cellules HAP1 WT et KO NUDT19
incubées avec un anticorps primaire ciblant NUDT19 marqué par un anticorps secondaire lié¢ a I’ Alexa
Fluor 488 (vert). Barres d’échelle : 10pm.
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